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“A ciéncia nunca resolve um problema sem

criar pelo menos outros dez”.
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RESUMO

O efavirenz € um farmaco pertencente a classe Il do Sistema de Classificagao
Biofarmacéutica e compbde uma das principais associa¢gdes preconizadas pelo
Ministério da Saude para o tratamento da infecgdo pelo HIV-1. Assim, sua baixa
solubilidade em agua € o principal fator limitante para melhor biodisponibilidade oral
deste farmaco. Diversas tecnologias vém sendo estudadas com o intuito de promover
aumento na solubilidade dos farmacos pertencentes a essa classe. Um exemplo € a
composicao de dispersdes solidas, onde o farmaco é disperso em um material
hidrofilico, geralmente inerte, sendo os polimeros frequentemente utilizados nesta
composi¢do. A A-carragenana e a goma arabica sao polimeros aniénicos e de origem
natural amplamente utilizados pela industria farmacéutica, mas pouco explorados na
composicao de dispersdes solidas. Neste estudo, avaliou-se a capacidade desses
polimeros em manter a supersaturagado do efavirenz, a qual foi gerada pelo método
de solvent-shift. Observou-se que nenhum desses polimeros foi capaz de prolongar a
supersaturacédo do farmaco, provavelmente devido a ocorréncia de interagdes entre
as cargas dos polimeros (anidnicos) e do farmaco (acido fraco) no estado liquido, uma
vez que a ocorréncia de interagdes no estado sdlido foi descartada. No entanto, ainda
que nao tenham sido eficazes em prolongar a supersaturagdo, a adicdo desses
polimeros foi capaz de promover melhora significativa na solubilidade do farmaco.
Mesmo assim, € necessario investigar se a substituigdo destes polimeros por outros,
de natureza catibnica, pode acarretar em melhor desempenho na manutencao da
supersaturacdo e/ou promover aumento ainda mais expressivo na solubilidade do

efavirenz.

Palavras-chave: Supersaturagao. Efavirenz. Carragenana. Goma arabica.



ABSTRACT

Efavirenz is a drug that belongs to class Il of the Biopharmaceutical
Classification System and composes one of the main associations chosen by the
Brazilian Ministry of Health to treat HIV type-1 infections. Thus, its low solubility in water
is the major issue involved in achieving the greatest values to oral bioavailability. Many
strategies is been used to promote higher solubility of drugs that belong to this class.
Development of solid dispersions is one of these strategies, in which the drug is
dispersed in a hydrophilic material, usually inert, and polymers are often chosen for
this composition. Arabic gum and A-carrageenan are anionic polymers commonly used
by the pharmaceutical industry, but little explored in the composition of solid
dispersions. In this study, the capacity of these polymers in maintaining a
supersaturated solution of efavirenz, generated by the solvent-shift method, was
evaluated. It was observed that none of these polymers were effective in extend the
supersaturation of the drug, probably due to presence of interactions between the
charges of these polymers (which are anionic) and the drug (a weak acid) on the liquid
phase, once the occurrence of solid-state interaction was rejected. However, even that
carrageenan and arabic gum were not able to maintain supersaturation state of the
drug, the addition of these polymers was effective in promoting a significant increase
in the solubility of this drug. Even so, it is necessary investigate if the replacement of
these polymers by cationic polymers can lead to a better performance in prolonging
the supersaturation or even promote a more expressive increases in efavirenz

solubility.

Keywords: Supersaturation. Efavirenz. Carrageenan. Arabic gum.
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1. INTRODUGAO

O efavirenz (EFZ) € um dos farmacos preconizados para o tratamento do virus
causador da imunodeficiéncia humana (HIV) no Brasil (MINISTERIO DA SAUDE,
2018a). Esse farmaco pertence a classe Il do Sistema de Classificacdo
Biofarmacéutica (SCB), ou seja, apresenta baixa solubilidade em meio aquoso, assim
como outros antirretrovirais. Isso significa que a baixa solubilidade do EFZ é o fator
limitante para sua biodisponibilidade oral (ARCA et al., 2017; HUANG et al., 2019;
PINTO, 2018).

As dispersdes solidas compdem uma das estratégias utilizadas para
promoc¢ao da solubilidade de farmacos e consistem na associagao entre a substancia
ativa amorfa e polimeros hidrofilicos (GOMES et al., 2015). Os polimeros
desempenham importante papel como inibidores da precipitagdo; assim, sao
adicionados com a finalidade de gerar e manter a supersaturagdo por um periodo
maior de tempo (BROUWERS; BREWSTER; AUGUSTIJNS, 2009; ILEVBARE et al.,
2013; PINTO, 2018). A utilizacao de polimeros naturais tem sido priorizada devido a
crescente demanda por tecnologias sustentaveis e por apresentarem boa
biocompatibilidade e baixa toxicidade (GEORGE et al., 2019).

As carragenanas e a goma arabica sdo polimeros de origem natural e sua
aplicacao na composig¢ao de dispersdes solidas ainda foi pouco explorada; assim, a
proposta deste trabalho € avaliar o potencial desses polimeros em manter a condi¢cao
de supersaturacédo do EFZ para que, em um trabalho futuro, possam ser empregados

no preparo de dispersdes sélidas contendo esse farmaco.

1.1 SISTEMA DE CLASSIFICACAO BIOFARMACEUTICA

A via oral de administracdo de medicamentos € amplamente explorada por
ser mais segura e confortavel, além de oferecer menor custo em comparacao as
outras vias de administracdo. Esses fatores favorecem a adesao do paciente ao
tratamento (EDUENG et al., 2019; KRISHNAIAH, 2010; TAVARES et al., 2016). A
biodisponibilidade oral é definida como a concentragdo da substancia ativa que atinge
a circulacédo sanguinea apds administracdo da dose pela via oral, podendo ser
influenciada por fatores como a velocidade de dissolucao e solubilidade do composto,

pela capacidade de permear as barreiras bioldgicas ou ainda pela resisténcia ao
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metabolismo hepatico de primeira passagem; assim, a boa biodisponibilidade oral é
fator essencial para que o medicamento seja eficaz quando administrado por essa via
(ALMEIDA, 2009; GOMES et al., 2015; PINTO, 2018; YE et al., 2019).

O SCB (Figura 1), proposto por Amidon e colaboradores (1995), categoriza os
farmacos de acordo com sua solubilidade em meio aquoso e pela capacidade de
atravessar as barreiras biologicas, o que permite estimar a biodisponibilidade do
farmaco (AMIDON et al.,1995; SHARMA; JOSHI, 2007; YE et al., 2019). A baixa
solubilidade é o fator limitante para a absorg¢ao de farmacos SCB classe Il, sendo que
cerca de 40% daqueles disponiveis no mercado pertencem as classes Il e IV do SCB.
Quando se trata de novos candidatos a farmacos, devido ao avango das metodologias
in silico, esse percentual supera os 80% (FRANCA et al. 2018, PINTO, 2018; YE et
al., 2019).

Figura 1 — Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica

ALTA BAIXA
SOLUBILIDADE SOLUBILIDADE

ALTA
PERMEABILIDADE

CLASSEI CLASSEII

BAIXA
PERMEABILIDADE

CLASSEIII CLASSE IV

Fonte: Elaborado pela autora (2020)

1.2  VIRUS DA IMUNODEFICIENCIA HUMANA

O HIV é causado por um retrovirus pertencente a subfamilia Lentiviridae, a
qual agrupa virus que possuem longos periodos de incubagao, isto é, com longo
intervalo de tempo entre a infecgdo e o surgimento da doenga (FIOCRUZ, 2013;
WANG; CLERCQ; LI, 2019). No entanto, ainda que leve cerca de dez anos para
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manifestagdo da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) na auséncia de
tratamento, o individuo pode apresentar sintomas tipicos da Sindrome Retroviral
Aguda (SRA), condi¢ao autolimitada que ocorre poucas semanas apos a infecgdo. A
sintomatologia € semelhante a de outras infecgbes virais e, por isso, frequentemente
passa despercebida. Dentre as manifestagcdes clinicas, destacam-se a cefaleia,
astenia, faringite e mialgia. Eventualmente, também podem ser observadas febre alta,
sudorese e linfadenomegalia (MINISTERIO DA SAUDE, 2018a).

A infecgao pelo HIV pode ser causada por dois diferentes tipos do virus. Tanto
o HIV-1 quanto o HIV-2 podem levar a AIDS, mas diferem com relagdo ao curso
clinico. O HIV-1, de maior prevaléncia global e endémico no Brasil, apresenta periodo
de laténcia mais curto e atinge maiores valores de carga viral, enquanto que o virus
HIV-2, mais prevalente na Africa Ocidental, & menos infeccioso e propicia maior
contagem de células CD4* em relacdo ao tipo 1. O HIV-2 apresenta resisténcia
intrinseca aos inibidores da transcriptase reversa ndo analogos de nucleosideos
(FANDARUFF, 2016; MINISTERIO DA SAUDE, 2018a).

De acordo com dados recentes do Programa Conjunto das Nagdes Unidas
sobre HIV/AIDS (UNAIDS), existem cerca de 38 milhdes de pessoas vivendo com o
HIV no mundo, das quais 21% n&o tem conhecimento do seu estado sorolégico. No
Brasil, o Ministério da Saude estima que sejam 866 mil pessoas soropositivas
(MINISTERIO DA SAUDE, 2019; UNAIDS, 2019). Ainda assim, os dados disponiveis
no boletim epidemiolégico publicado em 2018 apontam diminuigdo de 15,7% na taxa
de deteccao de AIDS no Brasil, o que pode ser parcialmente atribuido a
implementagdo do programa “tratamento para todos” em dezembro de 2013
(MINISTERIO DA SAUDE, 2018b).

O ciclo de vida do virus esta ilustrado pela Figura 2. Inicialmente, a gp120,
presente no envelope do HIV, acopla-se aos receptores de quimiocinas humanas
CCR5 e CXCR4 presentes na superficie de células CD4*. Essa interacdo provoca
alteracao conformacional das proteinas, acarretando na fusao do virus a membrana
celular e na liberagéo das particulas virais no citoplasma (MINISTERIO DA SAUDE,
2018a; PAU; GEORGE, 2014).

O material genético do virus € composto por RNA, o qual é convertido a DNA
por acao da enzima transcriptase reversa. O DNA sintetizado é entdo transportado
para o nucleo da célula e inserido ao material genético do hospedeiro por agao da

enzima integrase. Utilizando-se do aparato celular do hospedeiro, sdo produzidas
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poliproteinas virais, que, por agao da enzima protease, sao clivadas, formando novas

particulas infecciosas (CHAIVICHACHARN et al., 2020; MINISTERIO DA SAUDE,
2018a; PAU; GEORGE, 2014).

Figura 2 — Ciclo de vida do HIV
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proteinas pré-virais mediada pela enzima protease.

Fonte: Adaptado de MINISTERIO DA SAUDE, 2014

1.3 TRATAMENTO DO HIV

A adesdo ao tratamento com farmacos antirretrovirais € a medida mais
eficiente para evitar a evolugéo para a AIDS, visto ser capaz de suprimir a carga viral
estendendo o tempo de sobrevida dos pacientes (BARLETT, 2002; DALWADI et al.,
2018; MINISTERIO DA SAUDE, 2018a; PENKALSKI et al., 2017). Em dezembro de
2013, a Programme Coordinating Board (PCB), corpo governante da UNAIDS,
estabeleceu a meta “90-90-90” com finalidade de ampliar o acesso ao tratamento do
HIV. O objetivo era que até 2020, 90% das pessoas vivendo com o HIV fossem

diagnosticadas; destas, 90% recebessem tratamento adequado, para que 90%
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alcangassem a supressao da carga viral (UNAIDS, 2013). De acordo com relatério
publicado em julho deste ano, € improvavel que esse objetivo seja alcangado até
dezembro. Isso porque, até agora, apenas 14 paises conseguiram alcangar essa
meta. Mesmo assim, esse programa resultou em avangos importantes na atencao a
salde de pacientes HIV positivos (NACOES UNIDAS, 2020).

A recomendacao da International Antiviral Society — United States of America
(IAS-USA) é que qualquer pessoa inicie a terapia uma vez que o diagndstico seja
confirmado. Em algumas situagdes o inicio do tratamento € mais urgente, a fim de
reduzir a mortalidade e/ou a transmisséo vertical, como por exemplo nos casos de HIV
positivo em gestantes, pacientes coinfectados pelos virus das hepatites tipo C (HCV)
ou B (HBV), quando houver tuberculose ativa, contagem de células CD4* menor que
350/mm?3 ou ainda pacientes com alto risco cardiovascular. Em outros casos, é
necessario realizar genotipagem do virus para melhor direcionamento do tratamento
(MINISTERIO DA SAUDE, 2018a).

Existem 6 categorias distintas de farmacos antirretrovirais, os quais atuam em
diferentes etapas do ciclo de replicacao viral: inibidores de entrada (ou antagonistas
do CCRY), inibidores da fusdo, inibidores da protease, inibidores da integrase,
antagonistas da transcriptase reversa analogos de nucleosideos (ITRN) e inibidores
da transcriptase reversa ndo analogos de nucleosideos (ITRNN) (MINISTERIO DA
SAUDE, 2018a; PAU; GEORGE, 2014). O Sistema Unico de Saude (SUS)
disponibiliza, gratuitamente, um total de 21 medicamentos antirretrovirais, sendo ao
menos um representante de cada categoria (MINISTERIO DA SAUDE, 2018a).

A escolha do tratamento é orientada pelo Protocolo Clinico e Diretrizes
Terapéuticas para o Manejo da Infecgéo pelo HIV em Adultos (PCDT), publicado pelo
Ministério da Saude em 2018 (MINISTERIO DA SAUDE, 2018a). A recomendacdo é
associar trés medicamentos antirretrovirais, sendo dois ITRN e um farmaco
pertencente a outra classe. Entretanto, a necessidade de diversos medicamentos
pode dificultar a adesédo por portadores que ndo se sentem doentes (ARCA et al.,
2017; (MINISTERIO DA SAUDE, 2018a). Atualmente, a combinagéo lamivudina,
tenofovir (farmacos ITRN) e efavirenz (ITRNN) é indicada para pacientes coinfectados
pela tuberculose (MINISTERIO DA SAUDE, 2018a).

1.3.1 Efavirenz
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O EFZ ((4S)-8-cloro-5-(2-ciclopropiletinil)-5-(trifluorometil)-4-oxa-2-azabiciclo
[4.4.0] deca-7,9,11-trien-3-ona, Figura 3) é um ITRNN disponibilizado pelo SUS e
atua como inibidor alostérico da enzima transcriptase reversa (HUANG et al., 2019;
MCDONAGH et al., 2015; WANG; CLERCQ; LI, 2019; WARDHANA et al., 2019).
Assim como a maior parte dos farmacos antirretrovirais, apresenta problemas de
solubilidade em meio aquoso, o que limita sua absorgao pela via oral (ARCA et al.,
2017; HUANG et al., 2019). O EFZ apresenta massa molar de 315,67 g mol”,
coeficiente de particdo octanol/agua equivalente a 4,6, area de superficie polar de
29,5 A2 e pKa igual a 10,2 (DALWADI et al., 2018; PUBCHEM DATABASE, 2020c).

A literatura relata faixa de fusao entre 139 e 141 °C, embora cada polimorfo
possa apresentar faixa de fusao caracteristica (BEDOR, 2011; DALWADI et al., 2018;
PUBCHEM DATABASE, 2020c; WARDHANA et al., 2019). De acordo com Wardhana
e colaboradores (2019), foi relatado um total de 23 formas diferentes, incluindo
amorfas (WARDHANA et al., 2019). Destas, pelo menos cinco sao formas sélidas
anidras e unicomponentes do EFZ, sendo o polimorfo | (P21212, a = 16,781 A, b =
27,258 A e ¢ = 9,698 A) 0 mais estavel (FANDARUFF et al., 2014; FANDARUFF, 2016;
SARTORI, 2016).

Figura 3 — Estrutura molecular do efavirenz

Fonte: Adaptado de DRUGBANK DATABASE, 2020.

Esse farmaco pertence a classe Il do SCB, ou seja, é pouco soluvel em meio

aquoso, ainda que nao apresente problemas de permeabilidade (ARCA et al., 2017;
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BAZZO et al., 2019). Além disso, o EFZ apresenta elevado grau de ligagao a proteinas
plasmaticas (aproximadamente 99,8%) e €& capaz de atravessar a barreira
hematoencefalica. Desta forma, o farmaco pode ser encontrado no fluido
cefalorraquidiano em concentragdes equivalentes a 0,52% daquela encontrada no
plasma, visto que apresenta uma baixa solubilidade aquosa e devido a baixa
concentracdo de proteinas no liquor saudavel (DALWADI et al., 2018). Assim, a
ocorréncia de efeitos adversos relacionados ao sistema nervoso central pode ser
consequéncia da ligagao do farmaco as proteinas do tecido cerebral, mas tendem a
desaparecer entre 2 e 4 semanas apoés o inicio do tratamento, provavelmente devido
ao desenvolvimento de tolerancia (DALWADI et al., 2016; DALWADI et al., 2018).
Polimorfismos da CYP2B6, principal enzima envolvida no metabolismo do EFZ, estao
fortemente relacionadas com a ocorréncia de efeitos adversos (CHAIVICHACHARN et
al., 2020). Os efeitos no sistema nervoso central possivelmente colaboram para o uso
do EFZ como droga de abuso em alguns paises (DALWADI et al., 2016; DALWADI et
al., 2018; DAVIS; STESLOW, 2014).

Diversos sistemas ja foram desenvolvidos na tentativa de promover a melhoria
na solubilidade e/ou na taxa de dissolucdo desse farmaco, tais como misturas
eutéticas, formagdo de complexos de inclusdo com ciclodextrinas, nanoparticulas,
cocristais, dispersdes solidas, sistemas multicomponentes hidrofilicos, entre outros
(BAZZO et al., 2019; LAVRA, 2016; MARTINS, 2018; WARDHANA et al., 2019).

O EFZ é comercializado na forma de comprimidos revestidos (600 mg),
capsulas (200 mg) ou ainda na forma de solugdo oral (30 mg/mL) (FANDARUFF,
2016; MINISTERIO DA SAUDE, 2018a). A posologia indicada consiste em dose Unica
diaria de 600 mg, sendo recomendado monitoramento terapéutico devido a janela
terapéutica estreita. A literatura relata que concentragdes plasmaticas inferiores a 1
ug mL' estdo relacionadas com falha viroldgica em cerca de 50% dos pacientes,
enguanto que concentragdes superiores a 4 ug mL-' aumentam o risco do surgimento
de efeitos adversos (BAZZO et al., 2019; DALWADI et al., 2018; LAVRA, 2016;
MARZOLINI et al., 2001). De acordo com Dalwadi e colaboradores (2018), em
diversos estudos, mais da metade dos pacientes relatou a ocorréncia de ao menos
um sintoma relacionado ao sistema nervoso central, tais quais tontura, insénia,
dificuldade de concentracao e depressao (CRISTOFOLETTI et al., 2013; DALWADI et
al., 2018; FARMANGUINHOS, 2016). A presenca desses sintomas pode comprometer

a adesao do paciente ao tratamento, prejudicar a eficacia terapéutica, além de
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contribuir para o desenvolvimento de resisténcia ao medicamento (ARCA et al., 2017,
CRISTOFOLETTI et al., 2013; DALWADI et al., 2018; FIGUEIREDO et al., 2001;
POLEJACK; SEIDL, 2010; WANG; CLERCQ; LI, 2019).

Sugere-se que o EFZ seja absorvido principalmente no intestino, por meio de
difusdo passiva. Também foi observado que o farmaco ndo € efluxado pela
glicoproteina-P (P-gP), assim, a principal limitagdo para sua absor¢édo € sua baixa
solubilidade em meio aquoso (CLERCQ; LI, 2019; CRISTOFOLETTI et al., 2013).

1.4  POLIMEROS

Tanto as carragenanas quanto a goma arabica sdo polimeros de origem
natural. Estudos envolvendo o emprego de polimeros naturais tém-se destacado
devido a necessidade de melhor utilizar os recursos naturais, além de apresentarem
menor toxicidade e melhor biocompatibilidade em relacdo aos polimeros sintéticos
(GEORGE et al, 2019). De forma geral, os polimeros constituem o mais importante
grupo de excipientes farmacéuticos e exercem variadas fungdes nas formulagdes,
destacando-se sua aplicacdo no desenvolvimento de formas farmacéuticas de
liberagdo modificada (VILLANOVA et al., 2010; WASILEWSKA; WINNICKA, 2019).
Polimeros hidrofilicos sdo amplamente utilizados no preparo de dispersdes sélidas,
acarretando em melhora da solubilidade e/ou velocidade de dissolugao de farmacos
pouco soluveis (GOMES et al., 2015). Mesmo assim, a utilizagdo da carragenana e
da goma arabica com o intuito de promover aumento da biodisponibilidade oral de
farmacos pouco soluveis ainda foi pouco explorada (GUAN et al., 2019; ARIOGLU-
TUNCIL et al., 2017).

1.4.1 Carragenanas

As carragenanas sao polissacarideos anibnicos, derivados de algas
rodoficeas, amplamente utilizados pelas industrias farmacéutica, cosmética e
alimenticia devido suas propriedades espessantes e gelificantes (LIU et al., 2019;
KRAAN, 2012; ZIA et al., 2016). Esses polimeros apresentam densidade de carga
altamente eletronegativa devido a grande quantidade de grupamentos sulfatados
(ANDRADE, 2016; LIU et al., 2019). A literatura também relata que as carragenanas

apresentam atividade antiviral e sugere que esses polimeros podem atuar de maneira
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sinérgica as diferentes classes de antirretrovirais destinadas ao tratamento do HIV
(BESEDNOVA et al., 2019). Além disso, verificou-se que as carragenanas sao
capazes de retardar a recristalizacdo em solugdes supersaturadas e aumentar a
estabilidade de sélidos amorfos (ARIOGLU-TUNCIL et al., 2017).

Esses polimeros séo divididos em ao menos dez diferentes familias, sendo
que as carragenana dos tipos I, Kk e A (Figura 4) compde o grupo de maior valor
econdmico agregado (LIU et al., 2019). As carragenanas diferem entre si quanto a
quantidade e posi¢cao dos grupamentos sulfatos e, por isso, exibem comportamentos
diferentes (DAVE; GOR, 2018; LIU et al., 2019; SINGH, 2009).

Figura 4 — Estrutura molecular das unidades monomeéricas das

carragenanas
I-carragenana
0S0;"
CH,0H 0 o
0 0
OH 0805
K-carragenana
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Fonte: adaptado de LIU e colaboradores (2019).

A k-carragenana € um polimero fortemente gelificante, de massa molecular
equivalente a 788,7 g mol”' (PUBCHEM, 2020a; SINGH, 2009). Cada dissacarideo
deste polimero possui um grupamento sulfato e 25% de sua massa é composta por
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ésteres de sulfato. Ja a I1-carragenana, embora seja um agente gelificante menos
potente, produz géis mais flexiveis. Cerca de 32% de sua massa € constituida por
ésteres de sulfato (LIU et al., 2019; SINGH, 2009).

As carragenanas do tipo K e | apresentam alguma resisténcia a hidrolise em
pH acido, diferentemente da A-carragenana (KA). A KA € um polimero nao gelificante
que possui massa molecular equivalente a 579,5 g mol"' (PUBCHEM DATABASE,
2020b; SINGH, 2009). Cada um de seus dissacarideos possui trés grupamentos
sulfatos e cerca de 35% de sua massa € composta por ésteres sulfatados (KOO et al.,
2019; SINGH, 2009). Selecionou-se a KA para os testes iniciais porque solugdes
aquosas deste polimero produzem viscosidade menos intensa em comparacdo aos
dois outros tipos (KOO et al., 2019; LIU et al., 2019).

A produgao de geéis € a principal aplicagdo das carragenanas na industria
farmacéutica, embora também sejam utilizadas em formas farmacéuticas solidas,
como suspensdes, comprimidos e capsulas, e desempenhem importante papel em
sistemas de liberacdo modificada (LIU et al., 2019; ROWE; SHESKEY; QUINN, 2009;
VON POSER, 2017). No entanto, poucos estudos avaliando o desempenho das
carragenanas na composi¢cdo de uma dispersdo solida foram encontrados. Dentre
esses trabalhos, destaca-se o realizado por Arioglu-tuncil e colaboradores (2017), que
constatou que a gelatina e a goma guar sdo mais eficazes do que a k-carragenana na
inibicdo da recristalizagdo de cloridrato de tiamina amorfa (ARIOGLU-TUNCIL et al.,
2017).

1.4.2 Goma arabica

A goma arabica (GA) é um polimero de natureza anidnica, hidrofilica e
polissacaridica, composta por cadeias com alto peso molecular e altamente
ramificadas, com estrutura bastante complexa (VON POSER, 2017). A estrutura
molecular proposta para as unidades monoméricas da goma arabica esta ilustrada
pela Figura 5.

De acordo com Quintanilha (2015), na estrutura da GA estédo presentes sais
de calcio, magnésio e potassio, além de cadeias polissacaridicas contendo arabinose,
galactose, ramnose, acidos urdnicos e uma pequena fracdo glicoproteica. Esse
polimero é produto de exsudagao do tronco de espécies do género Acacia spp., nativa
de ambientes tropicais e subtropicais (DAVE; GOR, 2018; QUINTANILHA, 2015; VON
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POSER, 2017). De acordo com o Handbook of Pharmaceutical Excipients, a GA
possui massa molecular de aproximadamente 240.000 e 580.000 g mol' (KIBBE,
2009).

Figura 5 — Estrutura molecular proposta para as unidades monoméricas da

goma arabica

CH,OH

R

Fonte: Adaptado de Dave e Gor (2018).

Solugdes aquosas de GA a 5% (m/v) produz solugbes com pH entre 4,5 — 5,0.
No entanto, baixas concentragcées do polimero n&o sao capazes de produzir géis de
alta viscosidade, sendo necessario incorporar ao menos 30% (m/v) de GA para atingir
viscosidade equivalente a 100 cP a temperatura de 20 °C (KIBBE, 2009). Mesmo
assim, é utilizada pela industria farmacéutica como espessante, estabilizante e
emulsificante (KIBBE, 2009; GUAN et al., 2019). Também podem ser aplicadas na
composi¢cao de nanocapsulas e em sistemas de liberagdo modificada (KIBBE, 2009;
TAHERI; JAFARI, 2019). Além disso, foram encontrados poucos estudos que
relatassem a eficiéncia da GA como agente inibidor do crescimento de cristal na
composic¢ao de dispersodes sélidas (GUAN et al., 2019; WARREN et al., 2010).

A GA nao é digerida, mas fermentada pela microbiota do intestino grosso. A
fermentacao desse polimero produz principalmente acido propidnico e outros acidos

graxos de cadeias curtas, os quais sao absorvidos. Alguns estudos sugerem que a
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GA exerce efeito antioxidante e nefroprotetor, e, por isso, € utilizada para o tratamento
de nefropatias em algumas regides (ALl et al., 2009; NASIR, 2013; SINGH, 2009;
TAHERI; JAFARI, 2019).

1.5 SOLUBILIDADE DE EQUILIBRIO E SOLUBILIDADE APARENTE

A solubilidade € um preceito termodinamico que expressa a concentragao de
um soluto em solugdo a uma dada temperatura e pressao, de forma que exista um
equilibrio entre as duas fases que compdem o sistema: uma que contém a substancia
no estado solido e outra composta pelo soluto solubilizado no solvente. Assim, a
solubilidade termodindmica (ou solubilidade de equilibrio) representa a concentracao
de saturagdo de um soluto quando ha equilibrio, ainda que exista excesso de soélido
(FRANCA, 2016; MURDANDE et al., 2010).

Por outro lado, a solubilidade aparente € um termo empregado para tratar da
concentracdo maxima obtida durante um ensaio de dissolu¢do, no qual se avalia a
solubilidade do composto em fungao do tempo. Esse conceito € util em experimentos
que caracterizam formas metaestaveis, ou seja, quando ocorre uma transformagao de
fase durante o ensaio de solubilidade. Como o sistema é metaestavel, ha tendéncia
de precipitacdo para a forma termodinamicamente mais estavel. Por esse motivo,
alguns autores chamam a solubilidade aparente de solubilidade cinética (HAN; LEE,
2016; MURDANDE et al., 2010). Os valores obtidos para a solubilidade aparente
dependem fortemente do tempo de experimento e do método utilizado; assim, nao se
espera que os resultados obtidos por meio de diferentes protocolos sejam
reprodutiveis (SOU; BERGSTROM, 2018).

1.6  SISTEMAS SUPERSATURADOS

A permeagdo do farmaco através das barreiras bioldgicas ocorre
principalmente por meio da difusdo passiva, a qual depende do gradiente de
concentracéo entre os dois lados das membranas. A primeira Lei de Fick (Equacao 1)
estabelece que o fluxo de um farmaco através da parede intestinal (J) depende da
permeabilidade (P) da membrana para o farmaco em questdo, bem como da
concentragao (C) deste no fluido gastrointestinal. Assim, como dito anteriormente, a

baixa solubilidade termodindmica de farmacos BCS classe |l € a principal barreira para
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a biodisponibilidade oral, visto que a concentracdo do farmaco no meio intestinal é
diretamente proporcional ao seu fluxo através da membrana (AMIDON et al., 1995;
PINTO, 2018; YE et al., 2019).

J=PxC (1)

Estratégias como a redug¢ao do tamanho de particula, formagéo de cocristais,
coamorfizagdo e a composi¢ao de dispersdes solidas promovem a supersaturacao
nos fluidos gastrointestinais, acarretando em maior absor¢cao do farmaco (GUAN et
al., 2019; PINTO, 2018). Entretanto, o estado supersaturado € temporario e instavel
devido ao alto potencial quimico; assim, € necessario incorporar ao sistema
componentes que evitem a precipitagdo da substancia ativa, prolongando o tempo de
supersaturacéo e favorecendo a biodisponibilidade oral (PINTO, 2018; HAN; LEE,
2016). Esses compostos, chamados inibidores de precipitagao, retardam ou inibem os
processos de nucleagao e / ou de crescimento de cristais (BROUWERS; BREWSTER,;
AUGUSTIJNS, 2009; ILEVBARE et al., 2013; PINTO, 2018). O estudo realizado por
Guan e colaboradores (2019) propbde a associagdo de inibidores que atuem por
mecanismos distintos a fim de obter efeito sinérgico (GUAN et al., 2019).

O termo “spring” denomina a geragao do estado supersaturado, por exemplo
através de formas farmacéuticas de dissolucéo rapida ou por meio de solucdes
altamente concentradas. Quanto maior o spring, mais rapidamente ocorrera a
precipitacdo. Ja o termo “parachute” denomina a sustentagcdo do estado
supersaturado por um periodo estendido de tempo, alcangada através da adigcao de
inibidores de precipitacdo (BEVERNAGE et al., 2013; FRANCA et al., 2018; HAN;
LEE, 2016; PINTO et al., 2018).

O grau de supersaturagao € expresso na forma de indice de supersaturacao
(IS). O valor corresponde a razdo entre a concentragdo de farmaco solubilizado em
determinado tempo e sua solubilidade em equilibrio (PINTO et al., 2018; HAN; LEE,
2016). O estado de supersaturagao € caracterizado por IS superior a 1. Ja os termos
“spring” e “parachute”, ilustrados pela figura 6, sao utilizados para conceituar
respectivamente a geragdo e a manutengao do estado supersaturado (GUAN et al.,
2019; HAN; LEE, 2016; PINTO, 2018).
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Figura 6 — Conceitos de spring e parachute

Zona
metaestavel 1- Farmaco Cristalino

2-Spring
3-Spring + Parachute

Concentragao do Farmaco

Tempo

Fonte: Adaptado de Franga (2016).

Os testes in vitro para avaliagao de sistemas supersaturados sao realizados
em condicdo nao-sink a fim de fornecer informacbes mais proximas ao
comportamento in vivo, onde a absor¢ao do farmaco é limitada por sua solubilidade
(HAN; LEE, 2016; PINTO, 2018). Em condi¢ao sink, emprega-se volume de meio trés
vezes maior que o necessario para solubilizacdo do farmaco, o que nao possibilitaria
avaliar adequadamente a geragdo da supersaturagdo ou a eficacia de um potencial
inibidor de precipitagdo (AUGUSTIJNS; BREWSTER, 2012; BEVERNAGE et al,,
2013; PINTO et al., 2018).

Uma das técnicas utilizadas para geragao da supersaturagcédo in vitro é o
método solvent-shift, no qual o farmaco é inicialmente solubilizado em um solvente
organico miscivel em agua. Solugdes estoque sao preparadas e, com base no IS que
se deseja atingir, adiciona-se um volume previamente calculado de solugdo ao meio
de estudo. E importante destacar que a quantidade de farmaco na aliquota deve ser
compativel com a dose usualmente administrada (GUAN et al., 2019; PINTO et al.,
2018; SOU; BERGSTROM, 2018).
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o desempenho da carragenana e da goma arabica na inibicdo da

precipitacdo e na manutencao da supersaturacdo do EFZ em diferentes meios.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar o efavirenz no estado sdlido, através de calorimetria exploratéria
diferencial (DSC), espectroscopia na regido do infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR) e difragdo de raios-X (DRX);

e Avaliar a ocorréncia de interagdes no estado solido entre o EFZ e os polimeros
através de DSC e FTIR;

e Avaliar o efeito da adigdo dos polimeros aos meios com diferentes valores de
pH na solubilidade do efavirenz;

e Calcular o indice de supersaturagao para cada um dos meios, preparados com
diferentes concentracdes de cada polimero;

e Avaliar o efeito dos polimeros na manutengao da condicdo de supersaturacao
(efeito parachute) e na inibigdo da precipitagéo do efavirenz;

e Investigar a relacdo entre a viscosidade do meio e a manutencdo da

supersaturacio para cada polimero avaliado nesse estudo.
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3. JUSTIFICATIVA

O efavirenz compde uma das associagdes preconizadas pelo Ministério da
Saude para o tratamento do HIV. Entretanto, é frequentemente relatado o surgimento
de eventos adversos associados ao uso desse farmaco, o que pode comprometer a
adesdo do paciente a terapia e, por consequéncia, minimizar ou anular a supressao
da carga viral (CHAIVICHACHARN et al., 2020; DALWADI et al., 2018; FIGUEIREDO,
2001).

Uma maneira de diminuir a ocorréncia desses sintomas é reduzir a dose
administrada. A posologia do EFZ consiste na administracdo de uma unica dose de
600 mg ao dia e, considerando que o EFZ pertence a classe Il do Sistema de
Classificagao Biofarmacéutica, ou seja, apresenta baixa solubilidade em meio aquoso,
uma proposta que permitiria diminuir a dose sem prejudicar a eficacia terapéutica &
aumentar a quantidade de farmaco solubilizado nos fluidos gastrointestinais (GUAN
et al., 2019; PINTO, 2018). As dispersbes solidas amorfas, compostas pela
associagao entre substancias ativas e polimeros, constituem uma das ferramentas
que podem ser utilizadas com essa finalidade porque, além de promoverem a
supersaturacédo, o emprego de polimeros hidrofilicos desempenha importante papel
na manutenc¢ao do estado supersaturado por maior periodo de tempo, favorecendo a
biodisponibilidade pela via oral (BEVERNAGE et al., 2013; GUAN et al., 2019;
MCGRAIG, 2002).

Tanto a KA quanto a GA sdo polimeros de origem natural amplamente
utilizados pela industria farmacéutica na composicdo de formulagdes de uso topico,
embora pouco exploradas na composicao de dispersdes solidas. Desta forma, a
proposta deste projeto é avaliar o desempenho desses polimeros como inibidores da
precipitacdo, além de verificar a influéncia da viscosidade na manutengdo da
supersaturacdo. Assim, caso a KA ou a GA sejam eficientes em prolongar o estado
supersaturado, poderao ser utilizadas no preparo de dispersbes soélidas amorfas de

efavirenz em um trabalho futuro.
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4. MATERIAIS E METODOS

41 MATERIAIS

O EFZ foi doado pela Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda (S&o
Paulo). A KA e a GA foram gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. Pedro L. M. Barreto, do
Laboratério de Reologia e Produtos Naturais (CCA/UFSC). A agua ultrapura
disponibilizada pelo laboratério foi obtida através de sistema Milli-Qe. Para uso em

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), foi utilizado metanol grau HPLC.

42 METODOS

4.2.1 Caracterizacao do estado sélido e avaliagao da ocorréncia de interagoes

4.2.1.1 Calorimetria exploratéria diferencial

O perfil térmico do EFZ foi obtido através de calorimetro Shimadzu DSC-60
(Quioto, Japao) acoplado ao software TA-60, disponivel no Laboratério de Controle
de Qualidade do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas desta Universidade. As
amostras analisadas pesavam cerca de 2 mg e foram aquecidas em cadinhos de
aluminio hermeticamente fechados. O comportamento das amostras foi analisado na
faixa de temperatura entre 25 e 150 °C, com razdo de aquecimento de 10 °C min-' e
em atmosfera de nitrogénio.

Para avaliacdo de possiveis interacbes no estado solido, misturas na
propor¢ao 1:1 (m/m) do EFZ com a GA ou com a KA foram preparadas e

posteriormente analisadas.

4.2.1.2 Difragdo de Raios-X

O farmaco foi analisado por difratbmetro de bancada (D2 Phaser, Bruker
Corporation, Massachusetts, EUA) equipado com uma radiagdo de cobre Ka (A =
1,5418 A) e com um detector de cintilagdo unidimensional LYNXEYE XE (Bruker
Corporation, Massachusetts, EUA) durante a etapa de caracterizacdo do estado
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solido. A analise foi realizada em parceria com o Departamento de Quimica desta

Universidade.

4.2.1.3 Espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de

Fourier

Essa metodologia foi utilizada para caracterizagao dos compostos e também
para avaliagdo da presenca de interagdes no estado soélido entre o farmaco e os
polimeros. A analise foi realizada em equipamento Perkin Elmer, modelo Frontier FT-
NIR/MIR (Massachusetts, EUA), em faixa entre 4000 e 600 cm™, disponivel no
Laboratdrio de Controle de Qualidade de Medicamentos do Departamento de Ciéncias

Farmacéuticas.

4.2.2 Quantificagao do efavirenz por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

As quantificagbes por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) foram
realizadas em cromatografo Shimadzu (modelo LC-10A, Quioto, Japao) com detector
UV/Vis para quantificacdo do efavirenz nos estudos de solubilidade e de
supersaturacéo (itens 4.2.3 e 4.2.4). O método e as condigbes empregadas foram
descritos por Bazzo e colaboradores (2019), e utiliza tampao acetato pH 5,4/metanol
(30/70 v/v) como fase mdvel, com fluxo de 1 mL min', detecgdo em 260 nm e
temperatura do forno de 30 °C. Utilizou-se coluna cromatografica de fase reversa C18

(Kinetex®, 250 x 4,6 mm; 5 ym) e volume de injegdo de amostra de 20 pL.

4.2.3 Determinacao da solubilidade do farmaco cristalino

Adicionou-se excesso de efavirenz a frascos contendo os diferentes meios de
estudo: tampao fosfato pH 6,8 e HCI 0,1 N, contendo 0,0, 0,05 ou 0,10% de KA ou
GA, além de agua (totalizando 11 meios de estudo, conforme ilustrado pela figura 7).
Os frascos foram vedados e mantidos sob agitagao de 240 rpm a 37 °C em Incubadora
Shaker NT-715 (Nova Técnica, Brasil), durante 48 h. Aliquotas foram coletadas apds
24h e 48h de incubacgao para quantificagdo do EFZ. As amostras foram centrifugadas
durante 10 minutos; o sobrenadante foi diluido em fase mdével na proporgao 1:1 (v/v)
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e o teor de efavirenz foi determinado por CLAE (item 4.2.2). O teste foi realizado em

triplicatas.

Figura 7 — Composicao dos diferentes meios avaliados neste trabalho

Meios:

i | Tampao |
Agua fosfato pH 6,8 HCI0.1N

Auséncia de polimeros

Presenca de:

0,05% de carragenana
0,10% de carragenana
0,05% de goma arabica
0,10% de goma arabica

Fonte: Elaborada pela autora (2020).

4.2.4 Estudos de supersaturagao in vitro

A supersaturacao foi induzida pelo método de solvent-shift, aplicado por Pinto
e colaboradores (2018) e Franca e colaboradores (2018), utilizando dimetilsulféxido
(DMSO) como solvente.

Inicialmente, estipulou-se um IS de 300. O valor foi calculado considerando-
se a ingestao de 250 mL de agua para administragdo da dose usual do farmaco (600
mg). Nessa situagao, caso houvesse a completa solubilizacdo do EFZ, obter-se-ia
uma solugdo com concentragdo equivalente a 2400 ug mL'. A razdo entre a
concentragdo teorica (2400 ug mL") e a solubilidade experimental do efavirenz em
tampao pH 6,8 (8,0 £ 0,17 yg mL™") equivale a 300.

A fim de calcular a quantidade de EFZ necessaria para o preparo de
solugdes-estoque para geracao de uma solugdo com IS de 300, foram utilizados os
resultados para a solubilidade apds 24h de ensaio (de acordo com o descrito no item

4.2.3), visto que o experimento ndo foi conduzido até o estabelecimento do equilibrio.
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Os resultados serao abordados com maior profundidade no item 5.3, mas serao

apresentados na Tabela 1 para melhor entendimento dos calculos.

Tabela 1 — Quantidade de EFZ necessaria para induzir uma solugao supersaturada

300 vezes acima da solubilidade de equilibrio em 15,0 mL de cada meio de estudo

Solubilidade do Quantidade de EFZ
Polimero e EFZ no respectivo solubilizada em
Meio de base
concentracgao (%) meio apo6s 24h 300 uL de DMSO
(ug mL") (mg)
KA 0,05 7,24 £ 0,05 32,58
KA 0,10 7,30 £ 0,57 32,85
HCI 0,1 N
GA 0,05 6,44 + 0,03 28,98
GA 0,10 14,20 + 1,28 63,90
KA 0,05 40,81 £ 0,26 183,65
Tampao fosfato pH KA 0,10 76,22 £ 0,03 342,99
6,8 GA 0,05 11,81+ 1,44 53,15
GA 0,10 19,64 + 1,35 88,38

Fonte: Elaborada pela autora (2020).

Estabeleceu-se que 300 pL das solugdes de EFZ em DMSO (solugdes-
estoque) seriam transferidos para 15,0 mL de cada um dos meios de estudo. Isso
porque variar os volumes de solvente transferidos prejudicaria a discriminagédo das
eventuais diferencas observadas. Definiu-se como 15,0 mL o volume de meio a fim
de evitar grandes gastos de matéria-prima. Assim, para cada meio de estudo, foi
preparada uma solugdo de EFZ de modo que 300 pL contivessem quantidade
suficiente de farmaco para promover um IS equivalente a 300 em 15,0 mL do meio
avaliado. A quantidade de farmaco a ser previamente solubilizada em DMSO é o
produto da solubilidade de equilibrio (neste caso, solubilidade apds 24h) no respectivo
meio de estudo, o volume do meio (15,0 mL) e o IS (300). Na figura 8 esta ilustrado o
procedimento para a realizagao do teste de supersaturacgao.

Dois frascos foram utilizados como branco: um contendo 15,0 mL de tampao
fosfato e outro contendo o0 mesmo volume de HCI 0,1 N, ambos acrescidos de 300 L
de DMSO, sem adigdo de nenhum polimero. A utilizagcdo desses meios permite

identificar eventuais influéncias do solvente sobre a solubilizagdo do farmaco, que
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poderiam ser erroneamente interpretadas como sendo provocadas pela presenga dos

polimeros.

Figura 8 — Fluxograma do ensaio de supersaturagao

300 pL
Manter sob agitagdo em
incubadora shaker de
acordo com as condicdes
descritas no item 4.2.3
Solugdo EFZ 15,0 mL de meio
+ DMSO a3r°c

Coletar aliquotas em intervalos de
tempo previamente definidos e
realizar o doseamento conforme
descrito no item 4.2.2

Fonte: Elaborado pela autora (2020).

Dois frascos foram utilizados como branco: um contendo 15,0 mL de tampéo
fosfato e outro contendo o0 mesmo volume de HCI 0,1 N, ambos acrescidos de 300 L
de DMSO, sem adicdo de nenhum polimero. A utilizacdo desses meios permite
identificar eventuais influéncias do solvente sobre a solubilizagdo do farmaco, que
poderiam ser erroneamente interpretadas como sendo provocadas pela presenga dos

polimeros.
4.2.5 Avaliacao da viscosidade

A medida da viscosidade dos diferentes meios foi realizada por viscosimetro
rotacional do tipo Brookfield (LV DV-II Pr¢), a 37 °C, utilizando spindle SC 18 e rotagao
de 150 rpm.
4.2.6 Anadlise estatistica

Utilizou-se analise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey na comparagao

entre os valores médios para a solubilidade em cada meio. O nivel de significancia
adotado foi de 0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 CARACTERIZACAO NO ESTADO SOLIDO

E essencial que seja realizada a caracterizacdo no estado sélido na etapa de
pré-formulacao. Isso porque estruturas complexas tendem a cristalizar em diferentes
formas polimdrficas, as quais eventualmente apresentam diferengas com relagéo a
estabilidade, solubilidade e / ou velocidade de dissolugado. Todos esses fatores podem
impactar na biodisponibilidade (BEDOR, 2011; MARCOS, 2019; WARDHANA et al.,
2019).

5.1.1 Calorimetria Exploratéria Diferencial

A Figura 9 representa a curva DSC obtida para o efavirenz. A fusdo do
farmaco é evidenciada por um unico evento, a temperatura de 137,55 °C e calor de
fusao de 58,43 J/g. Esse resultado é compativel com o descrito pela literatura para o
polimorfo | do efavirenz (BAZZO et al., 2019; BEDOR, 2011). Além disso, evidenciou-
se que a linha de base da curva DSC apresentou-se levemente curva no sentido
exotérmico abaixo de 100 °C. Isso poderia caracterizar artefato experimental ou ainda

ser indicativo de que a matéria prima apresenta baixa cristalinidade, por exemplo.

Figura 9 — Curva de DSC do efavirenz
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Fonte: Elaborado pela autora (2020).
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5.1.2 Difragao de Raios-X

A difracdo de raios X possibilita a obtencdo de dados sobre a estrutura
cristalina de uma substancia no estado sélido, através da avaliacdo da intensidade da
dispersdo dos raios X que incidem sobre a amostra. E uma das técnicas mais
adequadas para a identificagdo de polimorfos, uma vez que gera perfis de difragcao
especificos para cada fase cristalina de um sdélido (FANDARUFF, 2016; MARCOS,
2019; SARTORI, 2016).

O padrao de DRX da matéria-prima do farmaco (Figura 10) foi
qualitativamente comparado com a literatura, o que possibilitou identificar que a fase
majoritaria presente corresponde ao polimorfo |. Adicionalmente, evidenciaram-se
alguns picos distintos em relagdo aos picos caracteristicos deste polimorfo e a
amostra aparentou ser pouco cristalina. Embora estes dados precisem ser
confirmados por analises mais detalhadas, a principal informacg¢ao que o DRX traz para
o presente trabalho € de que o EFZ utilizado nos experimentos se encontra
predominantemente como polimorfo |, o qual € a forma mais estavel e mais
comumente encontrada no mercado (BAZZO et al., 2019; BEDOR, 2011; SARTORI,
2016).

Figura 10 — Padrao de DRX do efavirenz
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Fonte: Elaborado pela autora (2020).
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5.1.3 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier

No espectro ilustrado pela Figura 11 verificam-se bandas caracteristicas do
efavirenz, como as bandas provocadas pelos estiramentos do grupo NH (3314 cm™)
e do grupamento alcino (C=C, em 2249 cm'), pelas ligagbes C=0 (1742 cm-') e C=C
do anel benzeno (1601 e 1494 cm™") ou pelos estiramentos das ligagdes CN (1240
cm™), CF (1184 cm™) e CO (1165 cm™"). O espectro € compativel com o relatado pela

literatura para o farmaco (BAZZO et al., 2019; GOMES et al., 2013; WARDHANA et
al., 2019).

Figura 11 — Espectro FTIR do efavirenz
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Fonte: Elaborado pela autora (2020).
5.2  AVALIACAO DA OCORRENCIA DE INTERACOES NO ESTADO SOLIDO

5.2.1 Calorimetria Exploratéria Diferencial

Nao foram obtidas curvas DSC para a KA e GA isoladas por se tratar de
sélidos amorfos, cuja temperatura de transicao vitrea é de dificil detecgéo; por isso,

as curvas geradas para as misturas foram comparadas com a do farmaco puro
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(ARIOGLU-TUNCIL et al., 2017; KARAVAS et al., 2014). A Figura 12 representa as
curvas DSC obtidas para o EFZ e para as misturas farmaco/polimeros.

Na amostra EFZ/KA, foi constatada fusdo em evento unico, a temperatura de
137,96 °C e entalpia de fusdo de 23,15 J/g. Para EFZ/GA, a fusdo ocorreu em
137,56 °C com entalpia de fusdo de 19,14 J/g. Em nenhum dos dois casos houve
alteracdo significativa na temperatura de fusdo em relagdo ao farmaco puro
(137,55 °C). Portanto, pode-se dizer que o DSC nao detectou a presenga de
significativa interacbes no estado sdlido entre o EFZ e os polimeros avaliados.
Entretanto, foi observada diferenga entre as entalpias de fusdo para o efavirenz
isolado (58,43 J/g) em comparagao as misturas. Este resultado pode ser explicado
pela combinagdo de dois fatores: (i) a diminuicdo da propor¢ao de farmaco nas
amostras, e (ii) a ocorréncia de eventos exotérmicos de decomposi¢cdo do polimero
concomitantes a fusdo do farmaco. A hipotese (ii) podera, no futuro, ser testada,

utilizando-se a termogravimetria.

Figura 12— Curvas DSC obtidas para as misturas EFZ / polimeros
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Fonte: Elaborado pela autora (2020).

5.2.2 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier

A analise por FTIR baseia-se no principio de que interagdes intramoleculares

e intermoleculares possuem frequéncias de vibragao especificas. A amostra é capaz
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de absorver energia quando submetida a radiagdo eletromagnética, desde que a
frequéncia da radiagédo coincida com a vibragédo da ligacdo. A absorgdo de energia
provoca aumento na amplitude dos momentos vibracionais, os quais sao
representados por bandas no espectro (MARCOS, 2019; PAVIA et al., 2010).

Os espectros de infravermelho obtidos para cada um dos dois polimeros
foram divididos em trés partes para melhor permitir a visualizagdo das bandas. Para
a KA (Figuras13.A e 13.B), observou-se a presenga de picos em regides compativeis
com o esperado para a A-carragenana: grupamento OH (3311 cm™), ligagdo O=S=0
(1240 cm™), S=0 (1184 cm'), S=0 do C2 (1039 cm™) e da ligagdo C-O-S do C2 da
galactose (835 cm™') (ANDRADE, 2016). A presenga de picos ndo relatados

provavelmente é consequéncia da presenca de impurezas na matéria-prima.

Figura 13.A — Espectro FTIR obtido para a mistura EFZ/KA

KA/ EFZ
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Fig. A Fig.B
(A) Comprimentos de onda entre 3500 e 2000 cm-'. (B) 1850 — 1230 cm-".
Fonte: Elaborado pela autora (2020).

Os grupos funcionais passiveis de sofrer interagdes de hidrogénio no
efavirenz sdo o NH (3314 cm"), como doador, e os grupamentos C = O (1742cm™) e
—0- (1165 cm™"), como aceptores (LAVRA, 2016). Para a KA, a literatura relata que a
hidroxila e os grupamentos sulfénicos sao as regides suscetiveis a essas interagdes
(KARAVAS et al., 2014; PUBCHEM, 2020b). No entanto, o que se observa no espectro
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da mistura é a simples sobreposi¢cao das bandas obtidas para o farmaco e o polimero,
sem ocorréncia de interagdes.

Figura 13.B — Espectro FTIR obtido para a mistura EFZ / KA
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(C) Comprimentos de onda entre 1230 - 600 cm-".
Fonte: Elaborado pela autora (2020).

Figura 14.A- Espectro FTIR para a mistura EFZ / GA
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Fonte: Elaborado pela autora (2020).
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Figura 14.B — Espectro FTIR para a mistura EFZ / GA
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Fonte: Elaborado pela autora (2020).

Para a goma arabica (Figuras 14.A e 14.B), observou-se bandas tipicas
relacionadas com a presenca de hidroxila (3303 cm™), ligagdo C-H (2926 cm'), C=0
(1600 cm™') e C-O (1400 cm™"), conforme descrito na literatura (SINGH; SINGH, 2011).
A presenca de picos adicionais sugere a presenga de impurezas na amostra,
provavelmente residuos relacionados ao processo de obtengao do polimero.

Os resultados observados foram semelhantes ao espectro obtido para a
mistura EFZ/KA, onde as bandas evidenciadas sao consequéncia da sobreposigao
dos espectros para os componentes individuais; assim, verifica-se a inexisténcia de

interagdes entre o farmaco e os polimeros no estado sélido, evidenciadas através de
FTIR.

5.3 DETERMINACAO DA SOLUBILIDADE DO EFAVIRENZ

A solubilidade termodindmica do efavirenz em agua, determinada
experimetalmente, foi de 5,72 ug/mL (£ 0,21 pg/mL). A figura 15 ilustra a solubilidade
do EFZ nos demais meios avaliados ap6s 24h de incubacao.
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Como dito anteriormente, o efavirenz € um &acido fraco; assim, apresenta
melhor solubilidade em tamp&o pH 6,8 (8,0 + 0,17 pg/mL) do que em HCI 0,1 N (4,16
+ 0,37 ug/mL), visto que a formagao de espécies ionizadas, as quais sao mais soluveis

em meio aquoso, € favorecida em meio alcalino (BAZZO et al., 2019).

Figura 15 — Solubilidade do efavirenz nos diferentes meios
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Fonte: Elaborado pela autora (2020)

De forma semelhante, a adicdo de polimeros ao tampao provocou aumento
mais expressivo na solubilidade do EFZ em comparagdo com o meio acido. Em
pH 6,8, observou-se que a KA promoveu a solubilizacdo de maior quantidade de
farmaco em relagdo a mesma concentracdo de GA (0,10% de KA solubilizou
76,22 ug/mL de EFZ, enquanto que a mesma concentracdo de GA acarretou na
solubilizagdo de 19,64 ug/mL). No entanto, a adigdo de GA ao tampao somente
promoveu aumento significativo na solubilidade do EFZ quando se adicionou 0,10%
de polimero. Os resultados demonstraram que o aumento na concentragdo dos
polimeros em tampao é diretamente proporcional a maior solubilidade do farmaco no
meio.

Em meio acido, a presenca dos polimeros também provocou aumento na
solubilidade do EFZ. No entanto, a adicao de 0,10% de GA nesse meio gerou
melhores resultados do que a mesma proporcdo de KA (14,20 ug mL"
e 7,30 ug mL™", respectivamente) e, embora o aumento na concentragio de GA esteja

relacionada com melhora na solubilidade do farmaco, o mesmo ndo foi observado
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para a KA, onde a variagao na concentragao do polimero ndo acarretou em melhora
significativa.

Esses resultados podem ser atribuidos ao comportamento dos polimeros.
Tanto a KA quanto a GA sao de natureza anidnica e, por isso, mais soluveis em meios
alcalinos. A KA, no entanto, possui carga mais negativa do que a GA e é menos
soluvel em meio acido. A adicdo de polimeros hidrofilicos ao meio também pode
acarretar em aumento na solubilidade aparente devido a melhora na molhabilidade e
dispersibilidade, ou ainda devido a obteng&o de um polimorfo mais soluvel (BAZZO et
al., 2019; GOMES et al., 2015; HANG; LEE, 2016; WARDHANA et al., 2019). No
entanto, o mais provavel € que existam interacbes de natureza dispersiva entre a
porcao hidrofébica dos polimeros e o farmaco, visto que a presenga de compostos
hidrofilicos sem a existéncia de fortes interacdes entre os componentes geralmente
favorece a solubilidade do componente menos soluvel. A mistura entre nicotinamida
(composto hidrofilico) com o EFZ, por exemplo, promoveu melhora na solubilidade do
farmaco, a qual foi dependente da concentracado de nicotinamida na mistura, ou seja,
a solubilidade do EFZ aumentou linearmente em fungdo da concentragdo de
nicotinamida (ZAINI et al., 2015). Resultado semelhante foi observado por Bazzo e
colaboradores (2019), onde sistemas de misturas eutéticas entre EFZ e fumarato de
tenofovir desoproxila (um farmaco soluvel em agua) resultaram no aumento da
solubilidade do efavirenz (BAZZO et al., 2019). Da mesma forma, a presenga da
carragenana € da goma arabica como polimeros hidrofilicos poderia estar
favorecendo a solubilizagdo do EFZ.

Em estudos envolvendo a solubilidade, a analise do precipitado pode fornecer
informagdes que favoregam a compreensao dos resultados (MURDANDE et al., 2010;
WARDHANA et al.,, 2019). O farmaco precipitado pode ser coletado, seco e
posteriormente analisado por DSC e DRX a fim de investigar a obtencdo de outra
forma polimarfica, por exemplo. Para o efavirenz, ainda que as diferengas relatadas
para a solubilidade entre os diversos polimorfos sejam sutis, mesmo assim podem
influenciar na biodisponibilidade oral do farmaco (WARDHANA et al., 2019).

5.4 AVALIAGAO DA SUPERSATURACAO IN VITRO

A adicao das solugdes de EFZ aos meios de estudo, pelo método descrito no

item 4.2.4, acarretou em precipitacao instantdnea do farmaco.O teste foi repetido
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diversas vezes, reduzindo o IS inicial (de 300) de maneira gradativa. Mesmo assim,
houve precipitagdo imediata mesmo quando se adotou IS equivalente a 10, o que
indica que nem a KA e nem a GA sao capazes de gerar e de manter a supersaturagao
do EFZ.

Ainda que a dificuldade em manter a estabilidade de solu¢des supersaturadas
de efavirenz ja tenha sido descrita por llevbare e colaboradores (2013), que
alcangaram um indice de supersaturacao de apenas 1,2, esperava-se que a KA ou a
GA apresentassem melhor performance. Uma das causas possiveis para a ocorréncia
de precipitacdo nos meios contendo estes polimeros € a presencga de interacoes
eletrostaticas repulsivas entre as cargas do farmaco (um acido fraco) e os polimeros
(de caracteristica anidnica) quando ambos encontram-se em solugcdo. Estas
interacdes no estado liquido precisam ser confirmadas em estudos futuros. Entretanto,
tal hipotese levanta o seguinte —e importante — questionamento: se a repulsdo de
cargas em solugédo pode ter prejudicado a supersaturagdo do EFZ, a existéncia de
interacdes eletrostaticas atrativas entre farmaco e polimero seria, em contrapartida,
benéfica para a manutengao da supersaturagao?

Na tentativa de buscar maior entendimento sobre esta hipotese, realizou-se
um teste preliminar onde o EFZ foi substituido por outro farmaco pouco soluvel em
agua, mas com caracteristicas de base fraca. Os resultados foram considerados
promissores pois ndo houve imediata precipitagao do farmaco no meio, como ocorreu
como EFZ. Porisso, sugere-se que as cargas dos polimeros podem ter uma influéncia
significativa sobre a inibicdo da precipitacdo do EFZ e seria interessante avaliar o
desempenho de polimeros catibnicos em substituicdo a GA e a KA. Muito além da
influéncia que este fenbmeno pode ter sobre a supersaturacdo do EFZ em si, as
hipéteses levantadas no presente trabalho poderiam ser extrapoladas a fim de explicar
o comportamento de outros farmacos em sistemas poliméricos de natureza

semelhante.

5.5 DETERMINACAO DA VISCOSIDADE DOS MEIOS

Determinou-se a viscosidade dos meios a fim de investigar sua influéncia na
geracao e manutencao da supersaturagdo. As carragenanas sao muito eficazes em
promover aumento na viscosidade do meio, ainda que em baixas concentragées (KOO
et al., 2019; PEREIRA, 2004). O aumento na viscosidade pode acarretar na melhor
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estabilizacdo do estado supersaturado porque dificulta a mobilidade molecular e,
assim, retarda os processos de nucleagao e de crescimento do cristal (BROUWERS;
BREWSTER; AUGUSTIJNS, 2009; PINTO, 2018).

Ainda que esse mecanismo nao se aplique a este caso, 0 maior impacto da
KA na viscosidade em comparagdo com a mesma concentragao de GA sugere que o
primeiro polimero pode apresentar melhor desempenho na manutengdo da
supersaturacao de outros farmacos, especialmente daqueles que apresentam melhor
solubilidade em meios alcalinos, onde a adicdo de KA teve maior impacto na
viscosidade. A relacdo entre as concentragdes dos polimeros e o efeito sobre a

viscosidade esta apresentada na Tabela 2.

Tabela 2 — Resultados obtidos para a viscosidade dos meios contendo diferentes

concentragcdes de goma arabica ou carragenana.

Meio de base Polimero e concentragao (%) Viscosidade (cP)

N&o contém 0,84

KA 0,05 0,86

HCI 0,1 N KA 0,10 1,12
GA 0,05 0,82

GA 0,10 0,92

Nao contém 0,86

KA 0,05 1,06

Tampao fosfato pH
KA 0,10 1,28
6,8
GA 0,05 0,84
GA 0,10 0,88

Fonte: Elaborada pela autora (2020).
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6. CONCLUSAO

Neste trabalho, verificou-se que a KA e a GA nao foram capazes de gerar e
de prolongar a supersaturagao do EFZ, diferentemente do que era esperado. Isso
provavelmente € consequéncia da presencga de interacdes eletrostaticas repulsivas
entre as cargas do farmaco (acido fraco) e dos polimeros (anibnicos), ja que a
presenca de interagdes no estado solido foi descartada e porque, em testes
preliminares, a substituicdo do EFZ por outro farmaco pouco soluvel em agua, mas
com caracteristicas de base fraca, gerou resultados considerados promissores.

Tendo em vista a hipétese de que a supersaturagdo é prejudicada pela
repulsdo entre as cargas dos compostos, sugere-se avaliar o desempenho de
polimeros catiénicos na manutencao da supersaturagcao do EFZ. No que tange a GA
e a KA, seus desempenhos na manutencdo da supersaturacdo do farmaco com
caracteristicas de base fraca permitem inferir que ambos os polimeros podem atuar
como inibidores da precipitacdo para outros farmacos.

Embora essas afirmacdes tenham surgido a partir de resultados negativos em
relagdo aos objetivos inicialmente propostos, as hipdteses levantadas no presente
trabalho apontam para fundamentos fisico-quimicos que podem influenciar a
manutencao da supersaturacio ao inibir a nucleagdo de um material solido. De fato,
a literatura recente tem demonstrado que interagdes eletrostaticas direcionam os
fendmenos de nucleacao. Desta forma, as discussdes apresentadas neste trabalho
sao promissoras para a predigcao da supersaturagcdo em sistemas semelhantes aos
estudados aqui.

Por fim, ainda que a KA e a GA nao tenham sido eficazes em sustentar a
supersaturacao, observou-se que a adicao destes polimeros acarretou em aumento
na solubilidade do farmaco. Isso pode ter ocorrido devido ao carater hidrofilico destes
polimeros, ou ainda ser resultado da eventual obtencido de uma forma polimoérfica
mais soluvel. No entanto, € mais provavel que o incremento na solubilizacdo do EFZ
seja consequéncia de interacdes dispersivas fracas entre as porgdes hidrofobicas dos
polimeros e o farmaco.

Apesar de fugir do escopo inicial deste trabalho, é interessante destacar o
impacto que diferentes tipos de interagbes em solugdo podem ter ao promover a
solubilizagao (por interagbes dispersivas e interagdes eletrostaticas de atragdo) ou a

precipitagdo (através de interagdes eletrostaticas de repulsdo) de um material. Para
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colocar tais hipoteses em prova, recomenda-se a analise dos precipitados por DSC e
DRX, o estudo de outros sistemas de supersaturacdo e também a verificagdo da
ocorréncia de interagdes entre os polimeros e 0 EFZ no estado liquido. O objetivo é
fornecer maiores informacgdes sobre os mecanismos envolvidos na melhora da

solubilidade promovida pela incorporagao de polimeros hidrofilicos aos meios.
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