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RESUMO

Este trabalho buscou investigar como a dissolucdo de cocristais e supersaturacio e
precipitacdo do farmaco (DSP) relaciona-se com a vantagem de solubilidade do cocristal pela
solubilidade do farmaco (SA = Scocristal/Starmaco) € 0 dose number (Do = Caose/Starmaco). SA € Do
sdao modulados pela presenca de aditivos e mudangas de pH. Ambos parametros representam a
supersaturagdo maxima que o sistema pode atingir e o potencial de conversdo do cocristal
para o farmaco. Valores de SA e o produto da solubilidade K, para cocristais meloxicam-
acido salicilico (MLX-SLC) e meloxicam-acido maleico (MLX-MLE) foram determinados no
ponto eutético. Ambos cocristais aumentam a SA (20 a 100 vezes para MLX-SLC e mais de
300 vezes para MLX-MLE) na faixa de pH de 1,6 a 6,5. Durante a dissolucdo estes cocristais
regularam o pH interfacial para valores em torno de 1,6 para MLX-MLE e 4,5 para MLX-
SLC, diminuindo assim, a dependéncia do pH do meio. Valores de Do(firmaco) Variaram de 2
(pH 6,5) a 410 (pH 1,6) devido a variacdo da Sgirmaco com o pH. Perfis de liberacdo do MLX
demonstraram que a supersaturagdo maxima (Omax = Crax/Sfarmaco) € AUC aumentaram com o
aumento do Do e a diminui¢do do pH. Quando Do >> SA, a Scocista N30 € suficiente para
dissolver a dose. Sugere-se um estado de equilibrio entre dissolucdo-precipitacdo que foi
capaz de sustentar a supersaturagdo até o final do experimento. Quando Do << SA, a Scocristal €
mais que suficiente para dissolver a dose. Do limitou a supersaturag¢do nas dissolugdes no pH
6,5 onde valores de Omax (1,7 € 1,5) sdo préoximos dos valores de Do (2,3 e 2,4). Dois
diferentes mecanismos de conversao dos cocristais e precipitacdo do MLX foram observados:
(1) nucleagdo do MLX IV (forma metaestavel) na superficie do cocristal seguido da
precipitacdo do MLX I (estavel) no meio de dissolu¢do na auséncia de aditivos e (2)
nucleacdo no meio do MLX I na presenca de FeSSIF, PVP K30 e Cremophor RH40. A
utilizagdo do retardador polimérico PVP K30 recuperou a supersaturagdo e aumentou valores
de AUC em comparagdo com o meio contendo apenas o aditivo solubilizante Cremophor.
Visando ampliar os estudos desta tese, cocristal de estequiometria 2:1 composto de
naproxeno-nicotinamida (NPX-NIC) foi sintetizado. NPX-NIC apresentou valores de SA (7 a
21) na faixa de pH de 5,9 a 4,2. O mesmo incremento de solubilidade nio foi observado nos
estudos de dissolugdo, onde niveis supersaturados do NPX foram somente observados com a
reducdo da SA para 14 (pH 5,0) e na presenga de PVP K30, resultando em um aumento de 2x
na AUC em relagdo ao farmaco. A microscopia optica revelou a rapida cinética de dissolugao

do NPX-NIC e precipitacdo do farmaco no meio, que foi melhor observada na presenga de



PVP K30 que atuou reduzindo a cinética de precipitacdo. Estudos da literatura corroboram
com os resultados encontrados para NPX-NIC, sugerindo que a tendéncia do NPX em
precipitar sob baixa supersaturacdo ¢ um fendomeno intrinseco ao fdrmaco. Estes resultados
demonstram que a correlagdo entre SA, Do e os mecanismos de precipitacdo proporciona uma

base solida para a interpretacao e entendimento do comportamento de DSP de cocristais.

Palavras-Chave: cocristal; supersaturacao; precipitacdo; dose number; dissolucao



ABSTRACT

The present study aims to investigate how cocrystal solubility advantage over drug
(SA=Scocrystal/Sdrug) and the dose number (Do=Cugose/Sarug) affect cocrystal dissolution-drug
supersaturation and precipitation (DSP) behavior. SA and Do are modulated by pH changes
and by the presence of additives. Both parameters can describe maximum achievable
supersaturation and represent the cocrystal potential for conversion to the less soluble drug.
SA and K, values of 1:1 cocrystals of meloxicam-salicylic acid (MLX-SLC) and meloxicam-
maleic acid (MLX-MLE) were determined at cocrystal/drug eutectic points. Both cocrystals
enhance SA by orders of magnitude (20 to 100 times for the SLC and over 300 times for the
MLE cocrystal) in the pH range of 1.6 to 6.5. It is shown that during dissolution, cocrystals
regulate the interfacial pH (pHin) to 1.6 for MLX-MLE and 4.5 for MLX-SLC, therefore
diminishing the cocrystal dissolution rate dependence on bulk pH. Do values ranged from 2
(pH 6.5) to 410 (pH 1.6) and were mostly determined by the drug solubility dependence on
pH. Drug release profiles show that maximum supersaturation (6max=Cmax/Sarug) and AUC
increased with increasing Do as pH decreased. When Do>>SA, the cocrystal solubility is not
sufficient to dissolve the dose so that a dissolution-precipitation quasi-equilibrium state is able
to sustain supersaturation for the extent of the experiment (24 hours). When Do<<SA,
cocrystal solubility is more than adequate to dissolve the dose. Low G, values (1,7 and 1,5)
near the value of Do (2,3 and 2.4) were observed, where a large fraction of the cocrystal
added is dissolved to reach o,,,,. Two different cocrystal to drug conversion pathways were
observed: (1) surface nucleation of the metastable MLX IV on the dissolving cocrystal
preceeded formation of the stable MLX I in bulk solution (in all conditions without additives),
and (2) bulk nucleation of the stable MLX polymorph (in FeSSIF, PVP K30 and Cremophor
RH40). The presence of PVP K30 as a precipitation inhibitor increase supersaturation and
AUC values compared to the Cremophor RH40 media. Aiming to study a cocrystal with
different stoichiometry, a 2:1 cocrystal composed of naproxen:nicotinamide (NPX-NIC) was
synthesized. SA values from solubility studies of NPX-NIC ranged from 7 to 21 in the pH
range of 5.9 to 4.2. However, this increased cocrystal solubility was not translated into
improved dissolution. The supersaturation of NPX, was only observed by SA reduction (from
21 at pH 1.6 to 14 at pH 5.0) and, in the presence of PVP K30, which increase
AUC oerystal/ AUClrug by 2 times. NPX-NIC dissolution was observed by inverted microscope,



showing rapid drug precipitation, which was slowed by the presence of the polymer PVP
K30. Studies from the literature are consistent with the results for NPX-NIC in terms of drug
supersaturation. They suggest the NPX tendency to crystallize under low supersaturation is a
phenomenon inherent to the drug. The results in the present thesis represent an interplay
between cocrystal SA, Do, and drug precipitation pathways and provide a framework to

interpret and understand the DSP behavior of cocrystals.

KEYWORDS: cocrystal; supersaturation; precipitation; dose number; dissolution
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1 INTRODUCAO

Limitacdes de solubilidade aquosa e absor¢ao de fArmacos sdo as caracteristicas mais
desafiadoras no desenvolvimento de novas formulagdes farmacéuticas (GANESAN; COOTE;
BARAKAT, 2017). Visando aumentar a inser¢do medicamentos mais efetivos no mercado,
modificagcdes na estrutura solida capazes de modular propriedades fisico-quimicas de
farmacos tém sido amplamente utilizadas pela industria farmacéutica (KALE; ZODE;
BANSAL, 2016). Dentre elas, os cocristais surgiram como uma estratégia promissora €, nos
ultimos anos, tém gerado uma série de modelos de estudo, ganhando interesse tanto na area de
engenharia de cristais como na darea farmacéutica (DUGGIRALA et al., 2020). Cocristais
farmacéuticos sdo solidos multicomponentes, assim como os sais e os solvatos. Sao
geralmente formados por um farmaco e outra molécula ndo téxica e neutra, conhecida como
coformador, que interagem preferencialmente por ligagdes de hidrogénio (THAKURIA et al.,
2013). A principal vantagem dos cocristais estd na habilidade em modular a sua solubilidade e
supersatura¢do, de acordo com as caracteristicas do coformador e das condi¢des do
meio/solucdo em que se encontram. Estratégias como formacgdo de sais, cocristais e amorfos
podem gerar solugdes supersaturadas, em que a concentracdo de farmaco excede o seu valor
de solubilidade no meio de dissolugdo. Esses sistemas t€ém demonstrado solucionar problemas
de biodisponibilidade de farmacos poucos soliveis, no entanto, devido a sua natureza
metaestavel, tendem a sofrer conversdo mediada por solugdo. Alteragdes de pH, aditivos
como polimeros, surfactantes e até mesmo os fluidos bioldgicos podem alterar a solubilidade
do cocristal e os mecanismos de nucleagéo e cristalizagio do farmaco (CHEN; RODRIGUEZ-
HORNEDO, 2018; CHILDS; KANDI; LINGIREDDY, 2013). Diante disso, o
comportamento dos cocristais em solucdo ndo deve ser generalizado a simples estudos de
dissolugdo e medida de concentragdo do farmaco versus tempo. Estes estudos possuem
limitagcdes podendo levar a uma avaliagdo imprecisa do desempenho dos cocristais. Neste
contexto, o presente trabalho tem como propdsito determinar os mecanismos pelos quais
cocristais de meloxicam e naproxeno aumentam a solubilidade, supersaturacao e dissolucao
sob a influéncia de varidveis, como o pH e presenca de aditivos. Os parametros: dose number
(Do = Cudose/Starmaco) € a vantagem de solubilidade do cocristal pelo farmaco (SA =
Scocristal/ Starmaco) foram utilizados com a finalidade de elucidar os processos de dissolugado-

supersaturagdo-precipitagdo destes cocristais. Os resultados desta tese estdo apresentados da
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seguinte forma: Capitulo I - Revisdo de literatura; Capitulo II — Cocristais de meloxicam:
papel do pH e do meio biorrelevante FeSSIF na dissolu¢do do cocristal e supersaturagao-
precipitagdo do farmaco; Capitulo III — Cocristais de meloxicam: influéncia de aditivos na
cinética de dissolugdo dos cocristais e precipitagdo do farmaco; Capitulo IV — Naproxeno —
nicotinamida: acessando a supersaturacdo e o comportamento de dissolucdo do cocristal e

precipitagdo do farmaco

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Investigar os mecanismos pelos quais os cocristais aumentam a solubilidade, a

dissolucdo e supersaturacao do farmaco.

1.1.2  Objetivos especificos

e Obter e caracterizar os cocristais farmacéuticos;

e Aplicar equacdes para predi¢do da solubilidade de cocristais em fung¢do do pH e na
presenca de aditivos que solubilizam o farmaco;

e Determinar a solubilidade dos cocristais no ponto eutético em solugdes aquosas em
diversos valores de pH e na presenca de diferentes aditivos, tais como: surfactantes,
polimeros e meio biorrelevante;

e Determinar os parametros: produto da solubilidade (Ksp), constante eutética (Keu),
vantagem de solubilidade (SA) e o dose number (Do) e, avaliar como estes parametros
sdo influenciados pelas mudangas de pH e pela presenca de aditivos solubilizantes.

e Realizar estudos de dissolucdo dos cocristais e fArmacos em diferentes meios;

e Utilizar a microscopia Optica invertida para avaliar mecanismo de dissolugdo dos
cocristais e precipitagdo do farmaco.

e Aplicar os parametros Do e SA na compreensdo da cinética de dissolugao dos cocristais.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 COCRISTAIS: DEFINICAO E ASPECTOS GERAIS

Grande parte dos farmacos disponiveis no mercado, bem como aqueles que vém sendo
descobertos, apresentam limitagdes de solubilidade aquosa e velocidade de dissolucao
(AMIDON et al., 1995; TAYLOR; ZHANG, 2016). Diversas estratégias tecnoldgicas que
permitem melhorar essas caracteristicas vém sendo desenvolvidas, dentre elas, encontra-se a
formacao de cocristais (DUGGIRALA et al., 2020; HEALY et al., 2017).

Apesar dos cocristais serem considerados uma abordagem atual, existem relatos da
obtencdo destes complexos hd muitas décadas. Em 1844, Wohler sintetizou um complexo
molecular formado por quinona e hidroquinona: a quinidrona, que, posteriormente, tornou-se
o primeiro cocristal depositado no banco de dados de estruturas cristalinas da Cambridge
(CSD- Cambridge Structural Database) (NANGIA, 2010). No entanto, a popularizagdo do
termo cocristal ganhou destaque somente a partir da década de 90, quando Margaret C. Etter
estudou extensivamente o papel das interacdes de hidrogénio na obtencdo de cristais
multicomponentes (ETTER, 1991; ETTER; FRANKENBACH, 1989). Deste entdo, as
pesquisas nesta area vém ganhando espago em diversas areas, como a engenharia de materias,
de alimentos, quimica e a farmacéutica.

A defini¢do de cocristal foi consolidada no ano de 2011 com o langamento pelo
orgdo Food and Drug Administration (FDA) do primeiro guia sobre o assunto, o qual
impulsionou a comunidade cientifica a posicionar-se a respeito. Logo, com o objetivo de
aprimorar a definicdo publicada pela FDA, Aitipamula e colaboradores (2012) definiram os
cocristais como materiais que apresentam uma unica fase cristalina formada por dois ou mais
compostos moleculares ou idnicos em propor¢des estequiométricas e que, isolados, sdo
solidos em condigdes ambientes (25°C/1 atm) (AITIPAMULA et al., 2012; FDA, 2011,
2018).

A Figura 1 apresenta diferentes solidos multicomponentes (sais, hidratos, solvatos e
cocristais) e do polimorfo e forma amorfa do farmaco. No caso de cocristais farmacéuticos,
um dos componentes corresponde ao farmaco e o outro ao coformador. O coformador
geralmente compreende moléculas sem atividade farmacoldgica e ndo toxicas ou pode ser

outra substancia ativa, no caso de uma associagdo em dose fixa combinada. Estas moléculas
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sdo normalmente selecionadas com base nas regides de complementaridade molecular com o
farmaco e na presenca de grupos funcionais capazes de formar as ligacdes de hidrogénio entre

ambos (FDA, 2018; BOND, 2012; ETTER, 1991).

Figura 1 - Desenho esquematico ilustrando arranjos de estado solido de farmacos.

AMORFO POLIMORFO HIDRATO/SOLVATO COCRISTAL  SAL

Farmaco /Agua/Solvente ACofarmer A Contra-ion

Fonte: Adaptado de Williams et al. (2013).

Do ponto de vista regulatério, para o FDA, um cocristal farmacéutico ¢ classificado de
forma semelhante a um polimorfo do farmaco, ndo sendo considerado como um novo
farmaco. No caso de cocristais compostos por dois ou mais farmacos, classificam-se como um
produto de dose fixa combinada. Nesse contexto, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) publicou pela primeira vez em 2017, uma nota técnica similar ao documento
emitido pela FDA sobre aspectos relacionados ao registro de produtos farmacéuticos contendo
cocristais (ANVISA, 2017; FDA, 2018).

E importante citar que cocristais, ao contrario de sais, possibilitam a obtencdo de
novas espécies cristalinas com fdrmacos neutros e ndo somente com moléculas ionizéveis.
Além disso, os cocristais podem apresentar grande estabilidade termodinadmica no estado
solido, diferente dos solidos amorfos que tendem a converter para farmaco durante o
armazenamento, e, apresentam solubilidade em maior escala quando comparados aos
polimorfos (BLAGDEN; COLES; BERRY, 2014; SCHULTHEISS; HENCK, 2012).

A formagdo de cocristais tem sido extensivamente relatada como uma estratégia
passivel de aprimorar diversas propriedades fisico-quimicas dos farmacos, como
higroscopicidade, propriedades de fluxo, permeabilidade, estabilidade e, em sua grande
maioria, solubilidade, sem comprometer a atividade terapéutica da molécula (AITIPAMULA
et al., 2012; BOLLA; NANGIA, 2016; BRITTAIN, 2013; MACHADO et al., 2018; SMITH
etal.,2011).

Em comparacdo com outras tecnologias farmacéuticas, a cocristalizagdo tem

apresentado crescimento acelerado nas pesquisas. Entretanto, uma revisdo sobre o tema
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demonstrou que a maioria dos trabalhos com cocristais concentra-se na obtencdo e
caracterizacdo dos mesmos e que estudos avaliando solubilidade, dissolug@o e outros aspectos
essenciais para o desenvolvimento de formulac¢des estio em menor numero (ROCHA et al.,
2016). A Figura 2 apresenta dados atualizados do niimero de trabalhos envolvendo cocristais
e indica que a tendéncia segue a mesma daquela apresentada por Rocha e colaboradores

(2016).

Figura 2 - Numero de artigos sobre o tema cocristais publicados durante o periodo de 2005 a 2019. Pesquisa
obtida a partir da base de dados Science Direct utilizando as palavras chave: “cocrystal + formation, solubility,
dissolution and formulation”.
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Fonte: Adaptado de Rocha et al., 2016 com dados atualizados.

Tendo em vista este cenario, a industria farmacéutica vem aderindo a esta tecnologia,
demonstrando grande interesse principalmente pela possibilidade de inovacdo e protecdo por
meio de patentes que a cocristalizagdo oferece. Contudo, devido as implicagdes relacionadas a
regulamentacdo, a classificacdo e a diferenciagdo de outras formas sélidas as quais nao
estavam bem definidas, muitos produtos farmacéuticos contendo cocristais foram no passado
inicialmente registrados como sais (DUGGIRALA et al., 2015; HOFFMAN; JEFREY;
LINDEMAN, 2012).

Uma publicagdo recente traz dados atualizados de cocristais comercializados e

produtos em fase de desenvolvimento. Alguns exemplos estdo apresentados na Tabela 1
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(KAVANAGH et al., 2019). Destaca-se que a obten¢do de cocristais farmaco-farmaco, como
os encontrados no Entresto® e Depakene®, apresentam beneficios como reducdo de dose
devido ao aumento da solubilidade, ag¢do sinérgica, diminui¢do de efeitos adversos, dentre

outros (HANEEF; CHADHA, 2017; PUTRA et al., 2016; THIPPARABOINA et al., 2016).

Tabela 1- Exemplos de produtos contendo cocristais disponiveis no mercado e em fase de teste clinico.

Ano de langamento ou Companhia

) estagio de desenvolvimento Farmacéutica

Depakote® (acido valproico e valproato de sodio) 1983 Abbott

Cafcit® (cafeina e 4cido citrico) 1999 Bedfort Labs
Lexapro® (oxalato de escitalopram e 4cido oxalico) 2002 Lundbeck
Suglat® (ipraglifozina e L-prolina) 2014 Astellas
Odomzo® (sonidegib e 4cido fosforico) 2015 Novartis
Entresto® (valsartana e sacubitril) 2015 Novartis
Steglatro® (ertugliflozina e L-acido piroglutdmico) 2017 Merck & Co
E-58425 (tramadol e celecoxibe) I Esteve

CC-31244 (inibidor ndo nucleosideo de polimerase) II Cocrystal Pharma
TAK-020 (TAK-020 e &cido gentisico) I Takeda

Fonte: Adaptado de (KAVANAGH et al., 2019).

2.2 OBTENCAO DE COCRISTAIS

A obtencdo de cocristais pode ser realizada por uma variedade de métodos em
solugdo e no estado soélido, como por exemplo as moagens (a seco ou com adicdo de
solvente), evaporagdo lenta do solvente, fusdo, fluido supercritico, micro-ondas e ultrassom,
dentre outros (CHENEY et al., 2011; CHILDS; STAHLY; PARK, 2007; JAYASANKAR;
GOOD;  RODRIGUEZ-HORNEDO,  2007; LU;  RODRIGUEZ-HORNEDO;
SURYANARAYANAN, 2008; PAGIRE et al., 2013).

Neste trabalho, a abordagem principal encontra-se no método de cristalizacdo em
solugdo, mais especificamente no método de cristalizagéo por reagio (MCR) (RODRIGUEZ-
HORNEDO et al., 2006). O MCR baseia-se na geragdo de supersaturagdo da solugdo em
relacdo ao cocristal, enquanto a solugdo encontra-se apenas saturada ou insaturada em relacao
aos componentes do cocristal. A formagdo do cocristal requer que dois ou mais diferentes

componentes moleculares cristalizem em uma Unica fase homogénea e de estequiometria bem
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definida, de acordo com a reagao:

Ksp

(férmacoycoformadorz) «— yfarmacog,, + zcoformadorgg, (D)

cocristal

Onde y e z representam os coeficientes estequiométricos de farmaco e coformador,
respectivamente. Essa reagdo descreve a precipitagdo do cocristal (direita para esquerda) e a
dissolugdo (esquerda para direita), e o seu produto de solubilidade ¢ a constante de equilibrio
(Ksp) descrita como:

Kop=[AT[BJ* 2)

Em que [A] e [B] representam as concentragdes de cada componente do cocristal.
Importante mencionar que o K, se refere as concentragdes neutras de cada constituinte e ndo
inclui outras espécies em solucao (KUMINEK et al., 2019).

A for¢a motriz para a nucleag¢do e crescimento de cristais € a supersaturagdo (o), e

para cocristais € expressa em termos do produto da concentragao:

1/2
a,ap
O' =
(Ksz),a>

Esta equagdo demonstra que a supersaturagdo em relacdo ao cocristal ¢ dependente

R

1/2
sp

da composicdo da solucdo e aumenta por meio do aumento das concentracdes de cada
componente acima do Ksp.

O diagrama de solubilidade de fases do cocristal (Figura 3), no qual este método ¢
fundamentado, demonstra condi¢des de insaturagdo, saturacdo e supersatura¢ao com relacao

ao cocristal e/ou as fases cristalinas individuais.
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Figura 3 - Diagrama de solubilidade de fases de um cocristal AB e do farmaco A. Assume-se que solubilidade do
farmaco A ¢ independente da concentrag@o de coformador [B]r em um determinado solvente. Regides: I -
solugdo supersaturada em relacao ao farmaco; II - solugdo supersaturada em relagdo ao fArmaco e cocristal; 111 -
solugdo abaixo da saturago para cocristal e farmaco; IV- solugao supersaturada em relagao ao cocristal.

I 11
_ . _Solubilidade de A
I v

[Alr

Solubilidade de AB

[Blr

Fonte: Adaptado de Nehm; Rodriguez-Spong e Rod riguez-Hornedo (2006).

Logo, para obtencdo de um cocristal, é necessario acessar a regido de supersaturagdo
relacionada ao cocristal por meio do preparo de solucdes dos reagentes A (fdrmaco) e B
(coformador) de tal modo que as concentragdes se encontrem na regido IV do diagrama. Esta
condi¢do pode ser atingida através da mistura de solucdes, onde os reagentes estdo
dissolvidos, ou também dissolvendo-se o(s) reagente(s) sélido(s) A e/ou B no solvente puro
ou em solucdes j4 contendo os componentes solidos. As fases solidas A e B podem entdo
precipitar em cocristal (AB) através de reagdo mediada em solu¢do onde o deslocamento do
equilibrio da equacdo (1) ocorre da direita para a esquerda. Enquanto o cocristal AB precipita,
mais dos componentes A e B da solugdo sdo consumidos, e mais soluto dissolve até que o
processo atinja o estado de equilibrio, determinado pela curva de solubilidade do cocristal. E
importante ressaltar que sdo os componentes dissolvidos que determinam a supersaturagdo e
ndo a fase sélida dos mesmos (NEHM; RODRIGUEZ-SPONG ¢ RODRIGUEZ-HORNEDO,
2006; RODRIGUEZ-HORNEDO et al., 2006).

O MCR ¢ eficiente na triagem e na obtengdo de cocristais, uma vez que permite
formar cocristais sem que ocorra a cristalizacdo dos componentes individuais, devido a
possibilidade de acessar unicamente a regido de supersaturagdo em relagdo ao cocristal.

Apresenta 60timo rendimento, ¢ passivel de escalonamento e varios solventes podem ser
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utilizados, especialmente alcoois e dgua (CHILDS; HARDCASTLE, 2007; CHILDS et. al.,
2008).

2.3 SOLUBILIDADE DOS COCRISTAIS E PARAMETROS TERMODINAMICOS

Os cocristais sdo solidos versateis, capazes de modular a solubilidade e supersaturagao
do farmaco de acordo com o coformador selecionado e fendomenos como dissociagao,
complexacdo, ionizacdo e solubilizacdo micelar do fairmaco e do coformador em solu¢do. Em
fungdo disso, a solubilidade dos cocristais ¢ considerada um mecanismo complexo e ndo
apenas um nimero e ¢ dependente de diversos fatores, como o pH da solu¢do, a concentracdo
de coformador e a presenga de agentes solubilizantes, que muitas vezes estdo presentes em
ensaios de dissolucdo, formulagdes e até mesmo nos fluidos biologicos (BHARDWALJ;
LIPERT; BAK, 2017; HUANG; RODRIGUEZ-HORNEDO, 2010, 201 1). Esta versatilidade
estd relacionada principalmente as propriedades intrinsecas aos cocristais, apresentadas nos

proximos itens desta revisao.

2.3.1 Solubilidade, solvatagio e energia de rede cristalina

A solubilidade ¢ definida pelo equilibrio termodindmico de um soluto entre duas
fases, neste contexto, considera-se a fase solida e a solugdo. Para este equilibrio ocorrer, a
temperatura, a pressdo e a energia livre de cada espécie em cada fase devem ser iguais
(HIGUCHI; CONNORS, 1965; HILDEBRAND, 1924).

A caracteristica de solubilidade de uma molécula ¢ determinada por dois fatores: sua
hidrofobicidade (energia de solvatag@o) e a energia da rede cristalina, descrita pela energia de

Gibbs (AG) , que ¢ o somatorio das energias livres da solugdo (equagdo 4):

AGsolugz?m: AGrede cristalina T AGsolvatacz?lo (4)

A energia de rede cristalina refere-se as forgas intermoleculares do soluto, enquanto a
energia de solvatacdo refere-se as interagdes entre as moléculas do soluto e solvente. O
mecanismo de solubilizagdo de um solido cristalino envolve a quebra das ligagdes

intermoleculares e a formagdo de novas interagdes entre moléculas do soluto e do solvente.
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Isto demonstra que estratégias para melhorar a solubilidade requerem combinagdes de
tecnologias que influenciem as forgas de interacdo solvente-soluto e soluto-soluto, tais como
formagdo de sistemas amorfos, sais, polimorfos e cocristais (AVDEEF, 2007; SERAJUDDIN,
2007; STELLA; NTI-ADDAE, 2007).

Estudos tém demonstrado que a principal barreira para a solubiliza¢do dos cocristais
¢ a energia de solvatacdo, devido a natureza hidrofobica do farmaco. Consequentemente, a
solubilidade aquosa do cocristal pode ser modulada por meio da selecdo do coformador, o
qual pode reduzir a barreira de solvatacdo em uma extensdao proporcional a sua solubilidade.
Dependendo de quao soluvel o coformador ¢, a razdo da solubilidade do cocristal em relagao
ao farmaco constituinte pode variar de 1 a 100 vezes ou, em alguns casos, até mais (GOOD,

RODRIGUEZ- HORNEDO, 2009; 2012; THAKURIA et al., 2013).

2.3.2 Vantagem de solubilidade do cocristal e ioniza¢ao

Os cocristais sao formas so6lidas em que pelo menos um dos seus componentes
(farmaco ou coformador) tem a capacidade de ionizar em solugdo. Desta forma, o pH da
solugdo pode exercer influéncia significativa na solubilidade do cocristal. Os perfis
apresentados na Figura 4 demonstram o impacto do pH na solubilidade destes sistemas.
Apesar disso, na literatura ainda ¢ possivel encontrar diversos estudos de dissolucdo e

solubilidade de cocristais que desconsideram o pH (KUMINEK, et al., 2016).



Figura 4 - Diferentes perfis de solubilidade em fungdo do pH para: a) cocristal de farmaco neutro com
coformador éacido diprotico; b) cocristal de farmaco neutro com coformador 4cido anfétero; ¢) cocristal de
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farmaco basico com coformador acido diprdtico; d) cocristal de farmaco zwiterionico com coformador acido
diprotico. Os valores de pKa para farmaco e coformador estdo descritos em cada grafico.
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As curvas de solubilidade mostradas na Figura 4 foram calculadas a partir de

equacdes que descrevem a solubilidade dos cocristais em funcdo do pH, do produto da

solubilidade (Ksp) € da constante de ionizagdo acida (Ka.). As reagdes de equilibrio quimico,

assim como as equagdes para diferentes tipos de cocristais, estdo bem descritas na literatura

(BETHUNE et al., 2009; REDDY et al., 2009).

Uma das propriedades que a maioria dos cocristais apresenta ¢ a alta solubilidade. A

razdo da solubilidade do cocristal (Scocristal) €m relagdo a solubilidade do farmaco constituinte

(Starmaco) pode ser expressa pela sigla SA (SA = Scocristal/Starmaco), do inglés "solubility

advantage over drug” ou vantagem de solubilidade do cocristal em relagdo ao farmaco. Visto

que a solubilidade do cocristal (Scocristal) €std relacionada com a solubilidade do coformador

(Scoformador), 0 cocristal pode ser desenhado considerando-se as caracteristicas do coformador,
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que pode apresentar diferentes perfis de ionizagdo (ROY; LIPERT; RODRIGUEZ-
HORNEDO, 2012; THAKURIA et al., 2013).

Os exemplos (a) e (b) da Figura 4 permitem observar que cocristais formados por
farmaco neutro e coformador ionizavel podem exibir um perfil de solubilidade pH-dependente
completamente diferente um do outro. Esta caracteristica vai depender das propriedades de
ionizacdo do coformador. A solubilidade do cocristal aumentard com o aumento do pH, no
caso de cocristalizacdo com coformadors acidos (Figura 4a). Porém, no caso de coformadores
anfotéricos (Figura 4b), o perfil de solubilidade apresentara curvatura em U. Este perfil ¢
similar ao apresentado na Figura 4c, no qual o cocristal ¢ formado por firmaco basico e
coformador 4acido, sendo que neste caso os grupos ionizaveis estdo presentes em ambas as
moléculas. O perfil de solubilidade em forma de U também ¢é esperado para um cocristal
formado de farmaco zwiteridonico e coformador &cido (Figura 4d), como ¢ o caso dos
cocristais de meloxicam estudados nesta tese (BETHUNE et al., 2009).

A vantagem de solubilidade, SA, determinada a partir da razdo da solubilidade do
cocristal por aquela do farmaco, pode representar um indice de supersaturacao do cocristal ou
até mesmo um indicador de estabilidade em solucdo, permitindo delinear estudos cinéticos de
dissolugdo com maior seguranca e prevendo possiveis transicdes de fase (cocristal para
farmaco). Apos a etapa de obtencdo de um cocristal, primeiramente deve-se tomar cuidado em
relacdo a sua estabilidade termodindmica em solugdo (BHARDWAJ; LIPERT; BAK, 2017).
Neste trabalho, o termo estabilidade termodindmica refere-se a propensdo do cocristal
transformar-se para o fdrmaco, quando o mesmo encontra-se em condigdes de supersaturacao
em relacdo ao farmaco (ver figura 3) . Os cocristais estudados nesta tese sdo constituidos de
farmacos hidrofébicos e coformador hidrofilico, portanto, as conversdes abordadas serdo de
cocristal para farmaco.

Nesse ambito, estudos demostram que métodos termodindmicos (em condigdes de
equilibrio), os quais utilizam concentragdes eutéticas para a determinagdo da solubilidade dos
cocristais, sdo considerados seguros e podem ser utilizados como método de primeira escolha
na avaliagdo de cocristais. Esta abordagem permite acessar a solubilidade do complexo
molecular em solucdes nas quais ele ¢ a fase termodinamicamente instavel (GOOD;

RODRIGUEZ-HORNEDO, 2009).
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2.3.3 Ponto eutético, produto da solubilidade do cocristal (Ks) e constante

eutética (Keu)

O termo eutético ¢ bastante conhecido dentro da area farmacéutica e geralmente esta
presente em estudos que envolvem a quimica do estado sélido e misturas eutéticas, onde a
técnica de Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC) ¢ normalmente utilizada para
determinar a natureza eutética de sistemas multicomponentes. No caso do ponto eutético
calorimétrico, o mesmo ¢ definido como a fusdo de dois componentes/materiais em uma
mesma temperatura, menor que a temperatura de fusdo dos componentes individuais,
apresentando neste ponto um equilibrio entre a fase liquida (fusdo) e a fase s6lida (BROWN,
1998; CHERUKUVADA; NANGIA, 2014).

O ponto eutético utilizado para acessar a Scocristal, @5SIm como o descrito acima, ¢ um
ponto invaridvel isotérmico, e, neste caso, duas fases sélidas coexistem em equilibrio com
uma solucdo. Vale ressaltar que o cocristal pode apresentar dois pontos eutéticos que sio
diferenciados pelas fases que estdo em equilibrio com a solu¢do, podendo ser farmaco e
cocristal ou coformador e cocristal. O ponto eutético nestes estudos ¢ a partir do equilibrio de
farmaco, cocristal e soluc¢do, devido ao farmaco ser menos solivel que o coformador. Neste
caso, este ponto ¢ caracterizado pela intersec¢do das curvas de solubilidade do farmaco e do
cocristal, ou seja, o ponto onde Scocristal = Starmaco (NEHM; RODRIGUEZ-SPONG:;
RODRIGUEZ-HORNEDO, 2006).

Este ponto pode ser acessado através da medida da concentragdo de cada componente
do cocristal ([farmaco]es e [coformador]e) quando a solugdo estd em equilibrio, ou seja, no
ponto onde a solucdo ¢ duplamente saturada em relagdo ao firmaco e ao cocristal. A partir
destas concentragdes, obtém-se o produto da solubilidade (Ks,) (Equagdo 2), que pode ser
aplicado em modelos matematicos para predizer a solubilidade dos cocristais em solugdes
com diferentes condi¢des, como valores de pH e na presenga de aditivos.

Estes conceitos sdo melhor apreciados no diagrama de solubilidade de fases (Figura
5), descrito por Good e Rodriguez-Hornedo (2009), que ¢ constituido pelas fases solidas do
cocristal e firmaco (ou coformador) em equilibrio com a solugdo. Neste diagrama ¢ possivel
observar dois tipos de cocristais com comportamentos diferentes em relacdo ao farmaco. No
caso 1, o cocristal ¢ a fase mais estavel, apresentando solubilidade menor que a do farmaco. Ja

o caso 2 ¢ de um cocristal metaestavel que apresenta solubilidade maior que a do farmaco. A
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linha pontilhada do diagrama representa a dissolu¢do das concentragdes estequiométricas dos
componentes do cocristal em um solvente determinado, e a intersec¢do (circulos) com as
curvas dos cocristais indica a concentragdo maxima de farmaco que o cocristal pode atingir. Ja
a linha horizontal representa a solubilidade do fairmaco em equilibrio no solvente em questao,
assumindo que a mesma ¢ menor que a solubilidade do coformador, que ndo estd demonstrada

neste diagrama.

Figura 5 - Diagrama de solubilidade de fases contendo dois tipos diferentes de cocristais considerando sua
estabilidade e seus respectivos pontos eutéticos (ponto de intersec¢do com a Stsmaco). A linha pontilhada indica as
concentragdes estequiométricas dos componentes do cocristal por meio da dissolucdo e os circulos representam a

solubilidade dos cocristais no solvente puro.

Ceu= concentragdes eutéticas (mensuravel nos dois casos)
Maxima [farmaco] dissolvida proveniente do cocristal:
Caso 1 = < Starmaco = mensuravel

Caso 2 => Stimaco = algumas vezes mensuravel

(estado de supersaturagéo)

Caso 2
.‘J
Ceu f'/ Ceu S
1 \farmaco
Cocristal mais soluvel

s Cocristal menos soluvel

[farmaco]

[coformer]

Fonte: Adaptado de Good e Rodriguez-Hornedo (2009).

A solubilidade de um cocristal metaestavel (caso 2) nao € tipicamente um equilibrio
mensuravel e estes cocristais sdo denominados incongruentemente saturados. Conforme o
cocristal metastavel dissocia-se em solugdo, ocorre a supersaturacdo do farmaco (a
concentragdo de farmaco associado ao cocristal excede a Sgmaco demonstrada pela linha
horizontal) e este pode precipitar. Em alguns casos a supersaturacdo ndo ¢ suficiente para

gerar a precipitacdo do farmaco, permitindo a quantificagdo da verdadeira solubilidade em
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equilibrio. Isto pode estar relacionado a nucleagdo lenta ou a outros fatores cinéticos que
estejam atuando junto com a supersaturacdo. A outra situacdo constitui de cocristais menos
soluveis que o farmaco (caso 1), no qual a dissolucdo dos componentes do cocristal ocorre de
maneira proporcional gerando, neste caso, uma saturacdo congruente, apresentando assim,
concentragdo do farmaco menor que a Sfimaco puro (representada pela linha Sfimaco). Neste
caso a solubilidade do cocristal pode ser mensurada a partir da dissolucdo do cocristal em
equilibrio com a solugdo. Desta maneira, para ambos os casos (1 e 2) o ponto eutético
representa o ponto de intersec¢do entre as curvas de solubilidade do cocristal e do farmaco e
pode ser utilizado para separar as regides termodinamicamente estaveis do farmaco e do
cocristal (GOOD; RODRIGUEZ-HORNEDO, 2009).

Para execucdo desta andlise, sdo requeridos pequenas quantidades de amostra do
farmaco e do cocristal (em excesso), e um pequeno volume da solu¢do de interesse (no pH
desejado, com ou sem aditivos), de modo que a solucdo se apresente saturada de farmaco e de
cocristal, onde as concentragdes de [farmaco]es € [coformador]e, serdo medidas. E importante
destacar que a verificagdo do pH e da temperatura no ponto eutético ¢ uma etapa essencial,
juntamente com a confirmagdo das fases soOlidas presentes em equilibrio, que pode ser
avaliada por meio de Difra¢do de Raios X de P6 (DRXP) ou DSC. Somente deste modo ¢
possivel saber se o sistema estd em equilibrio, isto ¢, no ponto eutético em questdo. Um
fluxograma com as etapas deste método esta apresentado na Figura 6 (GOOD; RODRIGUEZ-
HORNEDO, 2009; KUMINEK, G., CAVANAGH, K., RODRIGUEZ-HORNEDO, 2018).
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Figura 6 — Fluxograma representativo do método utilizado para determinar as concentra¢des eutéticas dos
componentes do cocristal. Neste exemplo, as fases s6lidas em equilibrio com a solucéo sdo cocristal e formaco.

Solugdo saturada
de cocristal
e farmaco

Agitar até equilibrio

Analizar fase sélida (DRX ou DSC)

Cocristal e farmaco presentes?

. N5,C'J Sim Nio
: Apenas farmaco Apenas cocristal

= = = = = = 8 " ®E R ®E B <lllllllllllll

"+ « » « | Adicionar cocristal Quantificar Adicionar firmaco [= * = ="
¢ agitar até [farmaco],, ; € e agitar até
equilibrio [coformador],, 1 equilibrio

Fonte: Adaptado de Kuminek et al., 2018.

O cocristal ¢ considerado mais soluvel que o farmaco quando [farmaco]e,T <
[coformador]e,,r € menos solivel quando [firmaco]eu > [coformador]es (BETHUNE et al.,
2009). Ainda, a partir das concentracdes [farmaco]eu € [coformador]es ¢ possivel obter a
constante eutética (Keu), indicadora da estabilidade do cocristal e definida pela razdo das
atividades (a) do coformador e do farmaco no ponto eutético. A Ky ¢ derivada de uma série de
equacdes descritas por Good e Rodriguez-Hornedo (2010), baseadas nas reagdes de equilibrio
do cocristal em solugdo, oriundas de estudos com mais de 40 tipos de cocristais, e pode ser
representada pela equagdo (5):

Acoformereu _ [coformador]e,

Kew = )

Afsrmaco,eu [farmaco]e,
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Valores de Kew > 1 ou Key > 0,5, para cocristais de estequiometria (1:1) e (2:1),
respectivamente, indicam que o cocristal ¢ mais soluvel que o firmaco e, consequentemente,
apresenta baixa estabilidade termodindmica em solugdo. Ja valores de Kew < 1 ou < 0,5
indicam que o cocristal ¢ menos soluvel que o fArmaco (GOOD; RODRIGUEZ-HORNEDO,
2010).

A relacdo entre as concentragdes eutéticas e a SA para um cocristal de razdo molar

1:1 pode ser estabelecida pela equagao (6):

N2
Kell:ll _ [Coformador]ey — (SCcocrlstal) — (SA)Z (6)

[FArmaco]ey Stsrmaco

e para cocristais 2:1, pela equagdo (7):

. 3
Kz = leoformadorley _ ) o (g) = 0.5(SA)3 (7)

[farmaco]ey Starmaco

Essas equacgdes representam uma relagdo segura e de 6timo poder preditivo para o
estudo do comportamento dos cocristais em solugdo (KUMINEK, G., CAVANAGH, K.,
RODRIGUEZ-HORNEDO, 2018).

2.3.4 Influéncia de agentes solubilizantes na solubilidade do farmaco e dos

cocristais

A solubilizacdo micelar ¢ uma estratégia utilizada na solubilizacdo e dissolucdo de
farmacos pouco soluveis (GRBIC et al., 2009; JINNO et al., 2000; SHENG et al., 2006;
MACHADO, 2016). Além disso, a adi¢do de surfactantes e polimeros constituem uma etapa
importante e desafiadora do desenvolvimento de uma formulagdo, tanto para aumentar a
solubilidade de fairmacos, quanto para diminuir a cinética de precipitagdo do farmaco durante
a dissolucdo de solidos metaestaveis e aumentar a sua estabilidade (ALHALAWEH; ALI,
VELAGA, 2014; BEVERNAGE et al., 2013; GUZMAN et al., 2007).

Cocristais farmacéuticos sao geralmente formados de farmaco hidrofobico e
coformador hidrofilico. Assim, espera-se que diferentes afinidades e solubilizagdes ocorram

entre os componentes que formam o cocristal e a solu¢do em que se encontram. Considerando
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os conceitos de solubilizagdo diferencial/preferencial aplicados até entdo em misturas oleosas
binarias, descreveu-se o modelo de solubilizagdo preferencial em cocristais. Neste modelo, as
micelas formadas pelos aditivos solubilizantes interagem preferencialmente com o
componente mais hidrofébico do cocristal, geralmente o firmaco, deixando o excesso de
coformador, que por sua vez ¢ o componente hidrofilico na fase aquosa (Figura 7)

(CHRISTIAN; SCAMEHORN, 1995; HUANG; RODRIGUEZ-HORNEDO, 2010).

Figura 7 - Ilustra¢do do equilibrio entre o cocristal e seus componentes no meio aquoso ¢ micelar. Este esquema
representa a solubiliza¢do micelar do componente hidrofobico (neste caso o farmaco).

%0,
%o : —
®
° o %e®
P .
DY AL B
Vam —— ANy, — o3
o \ 0e®
Cocristal (RHA) (aquosa)
4} =
“ HEu'E
N coformer hidrofilico (HA) H*..H+ +
W farmaco hidrofobico (R) H &

Fonte: Adaptado de Huang e Rodriguez-Hornedo (2010).

No trabalho desenvolvido por Lipert e colaboradores (2015) foi demonstrado que a
Scocristal € @ Sgarmaco podem ser modificadas na presenca de agentes solubilizantes em diferentes
propor¢des (Figura 8). Sabe-se que o potencial de um aditivo em inibir a
cristalizagdo/nucleagdo ¢ inversamente proporcional a supersaturagdo. Desse modo, o efeito
de um aditivo em reduzir a SA, ou seja, diminuir a diferenga de solubilidade do cocristal em
relacdo ao farmaco, pode diminuir a for¢ca motriz para os processos de cristalizagdo de
cocristal a farmaco. Este fenomeno foi observado para os cocristais de danazol (DNZ) e
pterostilbeno (PTB) na presenca de 150 mM de Tween 80® em solugdo. Ambos os farmacos
foram altamente solubilizados pelos aditivos, mas seus cocristais foram solubilizados em
menor extensdo. Os agentes solubilizantes diminuiram a SA e tornaram os cocristais de PTB
menos soluveis que o farmaco na formulacdo lipidica estudada. Estudos como estes podem
antecipar efeitos indesejados, onde o cocristal perde sua vantagem de solubilidade frente a

uma formulagdo, por exemplo. Importante mencionar que esse efeito ¢ passivel de ocorrer em
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condi¢des in vivo, onde micelas podem ser formadas a partir de sais biliares presentes no trato
gastrointestinal (TGI) (MAZER; BENEDEK; CAREY, 1980 (LIPERT; RODRIGUEZ-
HORNEDO, 2015).

Figura 8 — Influéncia de agentes solubilizantes na Scocristal, para danazol (DNZ) e seus cocristais com acido 4-
hidroxibenzoéico (HBA) e vanilina (VAN) e do farmaco pterostilbeno (PTB) e seus cocristais com cafeina (CAF)
e piperazina (PIP). Tween 80® (150 mM pH 5,0) foi utilizado para DNZ e uma formulagdo lipidica (Captex 355 /

Capmul:Cremophor EL) para PTB. Os nimeros representam a SA em tampao com e sem a presenca de agente
solubilizante (St e Saq, respectivamente).
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Fonte: Adaptado de Lipert ¢ Rodriguez-Hornedo (2015).
2.3.4.1 Solubilizag¢do do cocristal vs solubiliza¢do do farmaco

A razdo ou forca de solubilizacdo (SP), do inglés Solubilization Power, pode ser utilizada
na predi¢do da solubilizagdo do cocristal na presenga de algum aditivo de interesse. A SP ¢

definida pela equagao (8):
Sp = (ﬁ) , ®)

Saq

Em que (St) ¢ a solubilidade total em um meio contendo agente solubilizante e (Saq)
corresponde a solubilidade aquosa, na auséncia de aditivos solubilizantes (LIPERT;
RODRIGUEZ-HORNEDO, 2015).

Dessa forma, a solubilizagdo do cocristal pode ser estimada a partir da solubilizacdo do

farmaco, para cocristais (1:1) (equagdo 9) e para cocristais (2:1) (equagdo 10):
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SPcocristal(l:l) = 4 Sl:)férmaco (9)

2

Sl:)cocristal(z:l) = SPermaco (10)

Por exemplo, se uma determinada concentragdo de agente solubilizante aumenta a
solubilidade do farmaco em 100 vezes, a partir desta relagdo € possivel estimar um aumento
da solubilidade para cocristais (1:1) de 10 vezes na presenga deste mesmo aditivo. Assim,

espera-se que SPcocristal S€ja muito menor que SPgmaco, decorrente da solubilizagdo preferencial

do farmaco hidrofobico, conforme ilustrado pelas curvaturas do grafico (Figura 9).

Figura 9 — Dependéncia de SPcocrista €M SPrsmaco para cocristais de estequiometria 1:1 (—) e 2:1 (---).
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Fonte: Adaptado de Lipert ¢ Rodriguez-Hornedo (2015).

2.4 DISSOLUCAO DOS COCRISTAIS

O uso de formas soélidas de alta energia e a importancia do estado de supersaturacao
ndo sdo conceitos novos na area farmacéutica. Higuchi e colaboradores (1959) em um estudo
com emulsdes metaestaveis relataram pela primeira vez conceitos que sdo aplicados até hoje
(HIGUCHI, 1959).

Os cocristais, assim como 0s sais € os sistemas amorfos, podem apresentar-se
altamente soluveis devido ao seu estado de alta energia, pertencendo ao grupo dos sistemas
supersaturados de liberacdo de farmaco, do inglés “Supersaturating Drug Delivery Systems”

(SDDS). A abordagem dos SDDS consiste na rapida dissolu¢ao do soluto e promogao de um
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estado de supersaturacdo intraluminal temporario (em que a concentracdo de fadrmaco ¢
superior ao seu valor de solubilidade), o que garantiria aumento de absor¢do e
biodisponibilidade de farmacos pouco soluveis. No entanto, a transi¢des para a fase menos
soluvel constitue a principal barreira no desenvolvimento desta estratégia (ALMEIDA E
SOUSA et al., 2016; SUN; LEE, 2015; WILLIAMS et al., 2013). Cocristais que sdo mais
soliveis que o farmaco, geram niveis de supersaturacdo durante a dissolugdo e estdo
suscetiveis a conversdo para o farmaco menos soluvel. Esses cocristais, apresentam dissolugdo
incongruente e sdo o objeto de estudo desta tese (LEYSSENS; HORST, 2018; SUN; LEE,
2015).

Ensaios de dissolugdo sdo geralmente os métodos mais encontrados na literatura para
avaliagdo do desempenho de cocristais, entretanto, quando analisados isoladamente, estes
apresentam algumas limitagdes. Primeiramente, o perfil de concentracdo do farmaco versus
tempo obtido nestes ensaios ¢ resultado das conversdes cinéticas do cocristal (dissolugdo e
taxa de cristalizacdo) e, a concentragdo maxima de farmaco medida (Cmax) ndo deve ser
relacionada a solubilidade do cocristal (valor em equilibrio) (CHENEY et al., 2010;
CHENEY; WEYNA; SHAN, 2011; ROCHA et al, 2016; TAKURIA et al., 2013). Estariamos
subestimando a solubilidade do cocristal ao considerar uma medida cinética (Cnax) cOmo o
valor de solubilidade do complexo molecular. Portanto, a maneira mais confidvel de avaliar a
solubilidade do cocristal ¢ através das medidas eutéticas, mencionadas anteriormente, € que
estabelece a verdadeira solubilidade e a (s) regido (s) de estabilidade termodindmica do
cocristal. A partir disso € possivel obter insights sobre o comportamento cinético do cocristal
e administrar a sua taxa de conversdo por meio do conhecimento da SA e de outros aspectos

descritos a seguir:

2.4.1 Dose number (Do)

O dose number (Do) ¢ um importante parametro indicativo da absor¢do oral de
farmacos poucos soluveis em 4gua bastante utilizado como guia nas etapas de
desenvolvimento de formulagdes. Do indica se os fluidos do TGI serdo suficientes para
dissolver totalmente a dose de um medicamento administrado oralmente em um volume de

250 ml, e ¢ definido pela equagdo (OH; CURL; AMIDON, 1993b; RINAKI et al., 2004):



47

Do = My /Vo 11

Sfé\rmaco,T

Onde My representa a maior dose de farmaco (mg), Vo representa o volume (250 mL)
€ Starmaco representa a solubilidade total do fArmaco (mg/mL)

Farmacos pertencentes a classe II do Sistema de Classificagdo Biofarmacéutica
(SCB)!, sdo categorizados pela baixa solubilidade, alta permeabilidade e valores de Do
maiores que 1. Quanto maior o valor de Do, mais evidentes sdo as limitagdes de
solubilidade/absor¢dao (AMIDON et al., 1995; LUGER et al., 1996).

A dissolugdo e a dose sdo fatores criticos que afetam a taxa e a extensdo da absor¢do
oral de farmacos com baixa solubilidade aquosa. Portanto, ¢ racional que seja considerada a
dose de farmaco, especialmente tratando-se de sistemas supersaturados onde a supersaturacao
gerada pode ser diretamente influenciada pela dose escolhida para os experimentos. E possivel
encontrar na literatura estudos que utilizam esta abordagem (BABU; NANGIA, 2011; SUN;
WEN; TAYLOR, 2016a; TSUME et al., 2014; XU et al., 2017).

A definicdo da dose ¢ uma etapa crucial no delineamento dos experimentos de
dissolugdo em condi¢des nao-sink (acima da saturacdo do farmaco). O Do ira informar se a
quantidade de meio sera suficiente para dissolver toda a dose e também se a supersaturacdo de
farmaco serd limitada pela mesma. Quando o Do ¢ < 1, ndo ha supersaturagdo e a precipitagdo
do farmaco livre ndo ocorre no meio. Quando o Do é >1 ¢ possivel ocorrer supersaturagao e,

portanto, a precipitacdo do farmaco ¢ esperada.

2.4.2 Mecanismos de nucleacio

As transformacdes mediadas por solvente envolvem 4 principais etapas: dissolu¢ao
do sodlido metastavel, supersaturagdo em relagdo a forma estdvel, nucleagdo e o
crescimento/precipitagdo do sdlido. Estudos envolvendo mecanismos de precipitagdo durante
a dissolucdo de cocristais sdo escassos na literatura, a maior parte dos estudos desta natureza
apresentam mecanismos decorrentes da dissociacdo dos sais e precipitagdo da forma livre do

farmaco, que pode ocorrer ndo apenas no meio de dissolu¢do/fluido como também na

I Sistema de Classificagdo Biofarmacéutica = Qualifica os farmacos em quatro categorias de acordo
com a solubilidade e permeabilidade intestinal. Classe I (alta solubilidade/alta permeabilidade) Classe II (baixa
solubilidade/alta permeabilidade) Classe III (alta solubilidade/baixa permeabilidade) Classe IV (baixa
solubilidade/baixa permeabilidade) (AMIDON et al., 1995).
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superficie do sélido que estd dissolvendo, denominados como “bulk nucleation” e “surface
nucleation”, respectivamente (HAWLEY; MOROZOWICH, 2010; LI et al, 2005;
SERAJUDDIN, 2007).

A Figura 10 apresenta cenarios distintos que podem ocorrer durante a dissolucao de
um sal mas que podem também ser utilizadas para cocristais: 1) o s6lido metaestavel dissolve
e atinge rapidamente a concentragdo de supersaturagdo critica de farmaco, o qual precipita em
particulas individuais na solucdo (bulk nucleation); 2) a dissolucao do solido metaestavel nao
atinge a concentragdo de supersaturagdo critica do fArmaco, pois a dose nao ¢ suficiente (Do <
1), portanto a precipitacdo de farmaco ndo ocorre; 3) o firmaco precipita diretamente na
superficie do solido metaestavel (surface nucleation) podendo levar a duas situagdes: 3a)
quando o fairmaco precipita cobrindo totalmente a superficie do cocristal ou quando a barreira
¢ porosa, a dissolucdo do cocristal continua, no entanto mais lenta devido a barreira extra. 3b)
quando o farmaco precipita cobrindo totalmente a superficie do cocristal, a dissolu¢do do
cocristal passa a ser controlada pela solubilidade do farmaco. Nessa situagdo a taxa de
dissolucdo pode ser prejudicada impactando negativamente a biodisponibilidade do farmaco;

4) dissolucao do farmaco estavel, nao ha supersaturacao ( SUGANO, 2012).

Figura 10 — Diferentes cendrios de dissolu¢do para um sal ou cocristal e a influéncia dos mecanismos de
nucleac@o nas concentragdes de farmaco.

1) Precipitagdo no meio

_________________________________________________________________ - Supersaturagao critica

2) Dissolucdo completa
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3) Precipitagdo na superficie
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Fonte: Adaptado de Sugano et al. 2012.
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Além dos mecanismos de surface e bulk nucleation citados, o fenomeno denominado
liquid-liquid phase separation (LLPS) pode também estar presente durante a dissolugdo de
sais, cocristais e sistemas amorfos. Esta fase pode ocorrer quando as concentragdes de
farmaco excedem a supersaturagado critica, levando a formagao de uma micro fase de natureza
amorfa que precede a precipitagcdo do farmaco cristalino (ALMEIDA E SOUSA et al., 2016;
BERMEJO et al., 2019).

Tipicamente as taxas de nucleacdo dependem de vérios fatores como a supersaturagio,
a temperatura, a composi¢ao do solvente e as variagdes de pH. Cocristais podem ser formados
por componentes com diferentes caracteristicas de ionizagdo, 0s quais passam por reagdes
quimicas na interface solido-liquido com as espécies do meio/solugdo. Estas reagcdes podem
alterar o pH e consequentemente as concentragdes de farmaco situado na interface e no meio.
No caso de cocristais com coformadores acidos, o pH interfacial ¢ influenciado pelo grau de
dissociacdo do acido na interface, o qual ¢ determinado pela sua concentragdo e o seu valor de
pKa. Estudos da literatura com sais relatam que os valores do pH do equilibrio de solugdes
saturadas podem ser utilizados como indicadores do pH interfacial do s6lido (MOONEY et
al., 1981a, 1981b; SERAJUDDIN, 2007).

Além do pH, aditivos como surfactantes e polimeros podem influenciar os
mecanismos de precipitagdo e a morfologia do cristal. A carbamazepina ¢ objeto de diversos
estudos envolvendo processos de cristalizagdo. Em um desses estudos foi demonstrado que o
surfactante lauril sulfato de sodio facilitou a nucleagdo do dihidrato de carbamazepina na
superficie enquanto o aditivo sodio taurocolato provocou mudangas na morfologia do cristal
(RODRIGUEZ-HORNEDO; MURPHY, 2004). Em concorddncia, o estudo de Lehto e
colaboradores (2008) observou mudangas no hébito cristalino do dihidrato de carbamazepina
que de agulhas (na auséncia de aditivo) passou a precipitar em morfologia laminar na presenga
do meio biorrelevante FaSSIF (LEHTO et al., 2012). Por fim, um estudo com cocristais de
carbamazepina:nicotinamida sugeriu que o aumento das concentragcdes de coformador na
camada de difusdo diminuiu a supersaturacdo e a precipitacdo do dihidrato de carbamazepina
na superficie do cocristal, diminuindo assim, a taxa de dissolu¢do desse cocristal

(YAMASHITA; SUN, 2016)

2.4.3 Surfactantes naturalmente presentes no TGI
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Substancias tais como os sais biliares presentes no TGI podem solubilizar os
farmacos e, dessa maneira, influenciar a SA e a dissolu¢ao-supersaturagao-precipitagao (DSP)
de cocristais (MUDIE; AMIDON; AMIDON, 2010). Estudos de dissolu¢ao do cocristal de
indometacina-sacarina (IND-SAC) no meio simulado do fluido intestinal no estado
alimentado (FeSSIF) e em tampao aquoso do mesmo pH (sem FeSSIF) revelaram como os
surfactantes presentes no FeSSIF podem auxiliar na manutencdo da supersaturagdo e retardar
a conversdo do cocristal a farmaco, melhorando o desempenho da dissolucdo. IND-SAC tem
valor de SA de 220 em tampao pH 5, e este valor ¢ reduzido em FeSSIF para 57. Esta grande
reducdo de SA diminuiu a for¢a motriz para a cristalizacdo de firmaco em FeSSIF, conforme
observado na Figura 11. Valores de SA muito altos podem nio ser ideais, devido ao potencial
de rapida transformacdo que poderia eliminar toda a vantagem de dissolucdo do cocristal. Um
equilibrio entre a solubilidade e a estabilidade em solucdo deve ser alcancado, a fim de

explorar plenamente as melhorias oferecidas pelos cocristais (LIPERT, 2015).

Figura 11 - Dissolug@o do cocristal IND-SAC em FeSSIF (vermelho) e em tampao (azul). (a) [INZ]r vs tempo ¢
(b) supersaturacao ([INZ]r/Stamaco) gerada pelo cocristal durante a dissolugao.
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Fonte: Kuminek, G., Cao, Rocha, Cardoso, & Rodriguez-Hornedo, 2016.

2.4.4 Surfactantes sintéticos e polimeros

O desempenho dos cocristais pode ser modulado ndo apenas por surfactantes
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fisiologicos, mas também por agentes solubilizantes sintéticos. Um exemplo que demonstra a
importancia da utilizagdo de aditivos adequados no desenvolvimento de cocristais € o trabalho
de Childs e colaboradores (2013), o qual demonstrou aumento de 10 vezes na
biodisponibilidade do cocristal de danazol:vanilina quando suspenso em meio aquoso com 1%
de vitamina E-TPGS + 2% hydroxipropil celulose HPC®. J4 o cocristal puro obteve aumento

de apenas 1,7 vezes na biodisponibilidade em comparacdo com o farmaco (Figura 12).

Figura 12 — Dissolug@o in vitro (a) e in vivo (concentragdo plasmatica) (b) para cocristais de danazol e polimorfo
do farmaco sem e com a presenca de E-TPGS e HPC.
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Fonte: Childs et al., 2013.

Estudos também indicam que a manutencdo da supersaturagdo do farmaco por
periodo de tempo suficiente para a absor¢do para sistemas altamente energéticos como os
amorfos, nanoparticulas e sitemas lipidicos (/ipid-based delivery systems) pode ser alcangada
por meio de adicdo de retardadores poliméricos de precipitagdo. Aditivos como as
ciclodextrinas, polivinilpirrolidona (PVP), hidroxipropil metilcelulose (HPMC) e polivinil-
caprolactame acetato-polietileno glicol (Soluplus®) tém demonstrado manter a
supersatura¢dao do fArmaco de um grande nimero sistemas farmacéuticos (CHAVAN; MODI;
BANSAL, 2015; MUNARI et al., 2018; PATEL; ANDERSON, 2014; ZHONG et al., 2016).
Um estudo utilizou o inibidor polimérico de precipitacdo hidroxipropil metilcelulose acetato
succinato (HPMCAS) no preparo de comprimidos com o cocristal de
carbamazepina:nicotinamida, o qual foi efetivo em inibir a precipitacdo prematura do farmaco

durante as dissolug¢des no pH 6,8 (YAMASHITA; SUN, 2019).
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O mecanismo de inibicdo da precipitacdo pela utilizagdo de polimeros em sistemas
cocristalinos, ainda ndo estd bem elucidado. Alguns polimeros também podem solubilizar o
farmaco, nestes casos, o mecanismo de solubilizacdo preferencial abordado no item 2.3.4
também estaria envolvido, somado a outros fatores que alteram a cinética de nucleacdo e
crescimento dos cristais como as propriedades de superficie, viscosidade e tensdo superficial

(GUO et al., 2017; QIU; LI, 2015).

2.5 FARMACOS

Visando a investigacdo dos mecanismos de solubilizacdo e de DSP de cocristais com
base nas propriedades e aspectos descritos nesta revisdo, selecionou-se os farmacos
meloxicam (MLX) e naproxeno (NPX). Ambos os farmacos sdo anti-inflamatdrios nao
esteroidais (AINEs), amplamente utilizados na terapéutica de doengas inflamatdrias e
reumaticas, como artrite reumatoide, osteoartrites ¢ dores em geral, como a enxaqueca
(GOODMAN; GILMAN, 2008; TODD; CLISSOLD, 1990).

Estes farmacos tornam-se alvo de estudos desta natureza, pois apresentam
caracteristicas favoraveis e passiveis de serem aprimoradas. Pertencem a classe Il do SCB, ou
seja, sdo moléculas de baixa solubilidade aquosa e alta permeabilidade intestinal (AMIDON e¢
al., 1995; LUGER et al., 1996). Além disto, sdo moléculas ionizdveis, praticamente insoluveis
em agua, especialmente em valores de pH baixos, 0o que exige um tempo maior para atingir
concentragdes plasmaticas em nivel terapéutico. A necessidade por analgésicos com inicio de
acdo mais rapida tem resultado em investigacdes para aumentar a velocidade de absorcdo
desses farmacos. Destaca-se que embora existam diversos cocristais de meloxicam e
naproxeno relatados na literatura, até o momento nenhum estudo com a abordagem desta tese
foi realizado para estes cocristais (CASTRO et al., 2011; CHENEY et. al., 2011; TILBORG et
al., 2013).

2.5.1 Meloxicam

Diversas estratégias vém sendo utilizadas para melhorar a solubilidade do MLX, a

taxa de dissolugdo e acelerar seu inicio terapéutico. Abordagens como, sistemas auto-

nanoemulsificantes, solubilizagdo micelar, nanossuspensdo, forma¢ao de sal, complexos de
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inclusdo de ciclodextrina, nanocristais e cocristais podem ser encontrados na literatura
(BADRAN et al., 2014; CHENEY et al., 2010; GHORAB et al., 2004; OCHI et al., 2013,
2014; ULLAH AND KALLEM, 2011; WEYNA et al., 2012). Na Tabela 2 estdo apresentados

cocristais de meloxicam com diversos coformadores relatados na literatura. .

Tabela 2 - Cocristais de meloxicam relatados na literatura.

Cocristais (estequiometria MLX:coformador)

MLX-écido adipico (2:1)*

MLX-écido canforico (1:1)*(3:2)
MLX-écido glicolico (1:1)*
MLX-écido benzoico (1:1)*
MLX-4acido malénico (1:1)
MLX-acido gentisico (1:1)*
MLX-acido 4-hidroxibenzoico (1:1)*
MLX-écido 1-hidroxi-1-naftoico (1:1)*
MLX-écido glutérico (1:1)

MLX-MLX cation - L-acido malico (1:1:1)
MLX- DL-4acido malico (2:1)*

MLX-4cido salicilico (1:1)*

MLX-4cido fumarico (2:1)*

MLX-4cido succinico (2:1)*

MLX-4cido maleico (1:1)*

MLX-4cido hidroxicindmico (1:1)*
MLX-4cido acetilsalicilico (1:1)P

*(CHENEY et al. 2010)
°(CHENEY etal., 2011)

O MLX ¢ um AINE da classe dos acidos enodlicos, derivado dos oxicans. Apresenta-
se como potente inibidor da ciclooxigenase, apresentando preferéncia e seletividade pela
isoenzima COX-2 responsavel pelos efeitos terapéuticos dos AINEs, enquanto que a inibi¢ao
da COX-1 esta relacionada com os efeitos colaterais gastricos. Este farmaco demonstra uma
incidéncia menor de eventos adversos gastrintestinais como dispepsia, vomitos, ndusea e dor
abdominal em compara¢dao com outros farmacos da mesma classe (CHURCHILL et al., 1996;
TURCK et al., 1995; TURCK; ROTH; BUSCH, 1996)

O MLX possui formula molecular C14H13N304S: (4-hydroxy-2-methyl-N-(5-methyl-
1,3-thiazol-2-yl)-1,1-dioxo-2H-1A%,2-benzothiazine-3-carboxamide) e apresenta-se
fisicamente como um p6 amarelo, com massa molar de 351,40 g/mol e estrutura quimica
conforme apresentado na

Figura 13. E uma molécula de carater zwiteridnico de ionizacio, que de acordo com
Luger et al. (1996), possui dois valores de pKa, 1,09 e 4,18, correspondendo a ioniza¢do do
anel tiazol e ao grupo OH endlico, respectivamente (CHENEY et al., 2010; LUGER et al.,
1996; USP, 2008).

Possui cinco formas polimorficas relatadas que estdo descritas na patente de nimero

U.S.2003/0109701A1, sendo a forma I a de atividade terapéutica. Os dados cristalograficos de
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monocristal do polimorfo I estdo depositados no Cambridge Structural Database (CSD) e
foram descritos por Luger et al. (1996) e posteriormente por Fabiola et al. (1998).

Figura 13 - Estrutura molecular do meloxicam - forma 1 enol.
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Fonte: Luger et al. (1996).

O MLX ¢ um farmaco que possui desejavel permeabilidade, baixa solubilidade e uma
baixa velocidade de dissolucdo, fatores limitantes para a sua taxa de absor¢ao. Possui dados
relatados de logP de 2,43 (octanol-tampao pH 2) e solubilidade aquosa de 0,0011 mM (pH 2)
(LUGER et al., 1996; MACHADO, 2016; MACHADO et al., 2018). Devido a sua baixa
solubilidade em condi¢des acidas (pH de 1 a 5), o MLX ¢ absorvido lentamente, com
concentragdes plasmaticas maximas atingidas apds aproximadamente 10 horas dificultando
sua utilizagdo em casos de dores agudas que necessitam de alivio rapido (DAVIES;
ANDERSON, 1997; DAVIES; SKJODT, 1999). Experimentos de solubilidade demonstram
que a maior dose de MLX comercializada (15 mg) excede a solubilidade do farmaco de 120 a
21 vezes na faixa de pH de 1,0 a 5,0, ou seja, menos de 5,0% da sua dose ird dissolver em 250
mL (volume luminal) na mesma faixa de pH, enquanto sob pH intestinal (>6,5) a dose total
ira dissolver (MACHADO, 2016; MACHADO et al., 2020).

Obtencdo, a caracterizacdo e estudos de solubilidade com os cocristais de
meloxicam-acido salicilico (MLX-SLC) e meloxicam-acido maleico (MLX-MLE) foram
previamente realizados em dissertacdo de mestrado (MACHADO, 2016). Uma das razdes que
motivou a sele¢@o destes cocristais foi o fato de os coformadores apresentarem caracteristicas
de solubilidade bastante extremas (MLE ¢ aproximadamente 400 vezes mais soluvel que o
SLC em solugdo aquosa de pH 1.0), resultando em cocristais com valores de solubilidade

bastante distintos. O coformador SLC apresenta-se como um acido monoprotico com valor de
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pKa 3,0 enquanto que o MLE se apresenta como um acido diproético, com dois valores de pKa
de 1,9 e 6,6 (Figura 14) (DAWSON, 1958; THE MERCK INDEX, 2001). Assim como o0
MLX, os cocristais demostraram solubilidade altamente dependente do pH. Grande
incremento de solubilidade na faixa de pH (1 a 7) foi observado, sendo assim, estes cocristais
foram considerados promissores para dar continuidade aos estudos propostos nesta tese

(MACHADO, 2016).

Figura 14 - Estrutura molecular dos coformadores 4cido salicilico (a) e 4cido maleico (b).
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Fonte: Cheney et al. (2010).

2.5.2 Naproxeno

O naproxeno, um derivado do acido propionico, foi introduzido no mercado em 1976
como S-naproxeno, enantiomero puro, forma ativa inibidora da sintese de prostaglandinas.
Desde entdo, o mesmo encontra-se entre os anti-inflamatorios mais consumidos do mundo,
com indicagdes que vao desde o tratamento de artrite reumatoide até o alivio da dismenorreia
e enxaqueca (DAVIES; ANDERSON 1997; HARRINGTON; LODEWIIK, 1997).

Em relagdo as caracteristicas fisico-quimicas, o NPX ¢ um p6 branco, praticamente
sem odor, cristalino, solivel em etanol e metanol. Sua formula molecular ¢ C14H1403 ((2S)-2-
(6-methoxynaphthalen-2-yl)propanoic acid), possui massa molar de 230,3 g/mol e estrutura
quimica representada na Figura 15. E considerado um farmaco do tipo 4cido fraco com pK, de
4,18. NPX ¢ praticamente insoluvel em meio aquoso em valores de pH acido, estando em
estado ndo-ionizado nos fluidos gastricos, e facilmente soltvel em valores de pH acima do seu

pKa. Possui dados relatados de logP de 3,33 (octanol-tampao pH 2). Esta caracteristica lhe
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confere carater lipofilico. A dose comercializada de 500 mg de NPX ¢ aproximadamente 150
vezes acima da sua solubilidade em condic¢des gastricas de pH (1-3), indicando propriedade
limitada de dissolu¢ao (AVDEEF; VOLOBOY; FOREMAN, 2000; LUGER et al., 1996).

O pico plasmatico do NPX pode variar de 0,5 a 3 horas apds administracdo de dose
oral de 500 mg e a influéncia de alimentos na absor¢do deste fairmaco ndo estd bem
estabelecida. A literatura sugere que a absorcdo do NPX ocorre preferencialmente no
intestino, embora a absor¢do gastrica também ocorra, mas em menor grau. Alguns estudos
indicam que a presenga de alimentos no TGI reduz a absor¢do do NPX, possivelmente pela
reducdo do tempo de esvaziamento gastrico. Entretanto, outros estudos demonstram que o
aumento do pH gastrico devido a ingestdo de certos alimentos e antidcidos poderia facilitar a
dissolucdo e acelerar a taxa de absor¢do do mesmo. Isto implica em divergéncias nos
protocolos deste farmaco (RUNKEL ’ ef al., 1972; RUNKEL et al., 1973; SEVELIUS et al.,
1980).

E possivel encontrar o NPX comercializado na forma de sal de sodio (Flanax®)
como estratégia para melhorar as caracteristicas de solubilidade e dissolucdo. Outras
abordagens que prometem aprimorar tais parametros estdo descritas na literatura, como a
formacao de sistemas co-amorfos, de nano-cristais, sais (haproxeno:arginina) € complexacao
com B-ciclodextrinas (BEYER et al., 2017; KASTEN et al., 2018; KUMAR et al., 2015; P.
MURA, M.T. FAUCCI, F. MAESTRELLI, S. FURLANETTO, 2002; SEVELIUS et al.,
1980).

A molécula de NPX apresenta-se adequada a obtencdo de cocristais, com
possibilidade de formagdo de interagdes de hidrogénio via grupamento COOH, apresentando
nimero razoavel de cocristais relatados. Até o momento, o principal foco dos estudos com
cocristais de NPX concentra-se na obtencdo, interagdes quimicas e resolucdo da estrutura

cristalina (Tabela 3).

Tabela 3 - Cocristais de naproxeno relatados na literatura.

Cocristal Referéncia
(ANDO et al., 2012; CASTRO ET. AL, 2011; NEUROHR et al.,
S-naproxeno - Nicotinamida (2:1)
2013a)
S-naproxeno - D-prolina (1:1) (TILBORG et al., 2013)
S-naproxeno- L-prolina (1:1) (TILBORG et al., 2013)
S-naproxeno:picolinamida (1:1) (KERR et al., 2017)

S-naproxeno - Duloxetina (3:2) (HEINRICH et al., 2009)
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S-naproxeno — Ureia (*) (RAJURKAR; GITE; GHAWATE, 2015b)
S-naproxeno — Tioureia (*) (RAJURKAR; GITE; GHAWATE, 2015b)

*Estequiometria ndo foi confirmada pela resolug@o da estrutura cristalina.

Dentre os cocristais relatados selecionou-se o naproxeno:nicotinamida para execugao
dos estudos propostos nesta tese, devido a viabilidade da obten¢do do mesmo. A nicotinamida
(Figura 15). umas das formas da vitamina B3, conhecida por ser um composto seguro, possui
grupos funcionais como amida e anel piridina, que sdo efetivos na formagao de interagdes de
hidrogénio, motivo pelo qual esta molécula é muito utilizada na formagdo de cocristais. E
uma molécula do tipo base com valor de pK, = 3,3, ou seja, possui elevada solubilidade em
valores baixos de pH (AHMAD; ANSARI; ISMAIL, 2003; WICHIANPHONG;
CHAROENCHAITRAKOOL, 2018).

Figura 15 - Estrutura molecular do naproxeno (a) e nicotinamida (b).
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Fonte: Castro et al. (2011).
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CAPITULO 11

COCRISTAIS DE MELOXICAM: PAPEL DO pH E DO MEIO BIORRELEVANTE
FeSSIF NA DISSOLUCAO DO COCRISTAL E SUPERSATURACAO-
PRECIPITACAO DO FARMACO
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3 COCRISTAIS DE MELOXICAM: PAPEL DO pH E DO MEIO
BIORRELEVANTE FESSIF NA DISSOLUCAO DO COCRISTAL E
SUPERSATURACAO-PRECIPITACAO DO FARMACO

3.1 INTRODUCAO

Os cocristais, assim como os sais e sistemas amorfos, podem gerar altas
concentragdes de farmaco durante a dissolugdo. A supersaturacdo gerada ¢ considerada um
estado metaestavel, podendo levar a transi¢do de fase mediada pelo solvente (precipitacdo do
componente menos soluvel). O crescente avango das pesquisas envolvendo os SDDS reflete
na necessidade de métodos racionais e apropriados para avaliar corretamente a cinética destes
sistemas. Condi¢Oes ndo-sink de dissolucdo estdo dentre os métodos mais utilizados para
avaliar a habilidade destes sistemas em gerar e manter o estado de supersaturagdo. No entanto,
devido a complexidade que envolve os eventos de supersaturacdo, nucleacdo e cristalizacao,
diferentes estudos e modelos sdo descritos na literatura (ALMEIDA E SOUSA et al., 2016;
SUN; WEN; TAYLOR, 2016b).

Além do aprimoramento da solubilidade, os cocristais podem modular a dissolucdo
em funcdo do pH, na presenca de aditivos solubilizantes, e também alterar o pH do
microambiente (CAO et al., 2016; CAO; RODRIGUEZ-HORNEDO; AMIDON, 2019;
CHEN, 2017; HUANG et al., 2019).

Enquanto a maioria dos estudos de dissolucdo de cocristais encontrados na literatura
tem enfoque apenas nos perfis de concentra¢do de farmaco vs tempo, os estudos desta tese
consideram a vantagem da solubilidade cocristal (SA = Scocristal/Starmaco) € 0 parametro dose
number (Do = Cgose/Starmaco) a0 analisar os perfis de dissolucdo-supersaturagdo-precipitagao
(DSP) de cocristais de meloxicam. A SA ¢ proporcional a energia livre de nucleagdo do
farmaco e seu valor representa o potencial de conversdo do cocristal para o farmaco menos
soluvel. J4 o Do ¢ a resposta para a questdo: A solubilidade do farmaco sera suficiente para
dissolver totalmente a dose? Se Do é < 1, a dose total dissolverad e se Do é > 1, a solubilidade
do farmaco ndo sera suficiente para dissolver totalmente a dose. Esse conceito foi inicialmente
introduzido por Oh et al. (1993) para quantificar o volume de fluido necessario para dissolver
a dose do farmaco, e ainda tem sido muito util na classificagdo dos farmacos quanto as suas
limitacdes de absorcdo oral (OH; CURL; AMIDON, 1993b). Para obtencdo do Do, a dose

total ¢ dividida pelo volume de liquido (ex.: géstrico, intestinal, meio ou outro liquido de
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interesse) para obter a concentragdo da dose dissolvida (Caose) que, em comparagdo com a
solubilidade do medicamento (Sfirmaco) Nas mesmas condigdes, fornece a extensdo em que o a
dose ¢ dissolvida (SUGANO; TERADA, 2015). Assume-se, assim, um sistema fechado (sem
absor¢dao). SA e Do podem ser modulados a partir da ionizagdo dos componentes do cocristal
e pela presenca de agentes solubilizantes do fairmaco, como os surfactantes fisiologicamente
relevantes compostos por sais biliares e fosfolipidios (CHEN; RODRIGUEZ-HORNEDO,
2018; KUMINEK et al., 2016).

Este capitulo busca entender como a SA e o Do influenciam a cinética de dissolugdo
de cocristais e a supersaturagdo-precipitacdo do farmaco em fun¢do do pH e na presenca do
meio simulado do fluido intestinal no estado alimentado (FeSSIF). O estudo tem como
objetivo (1) avaliar a solubilidade do cocristal e do farmaco em diferentes valores de pH e em
FeSSIF; (2) determinar os parametros termodinamicos (Ksp, Keu € SA); (3) determinar os
niveis supersaturados durante a dissolu¢do dos cocristais, os mecanismo de nucleacdo e
precipitagdo do farmaco e estabelecer correlagdo com os parametros SA e Do.

Parte dos resultados deste capitulo foram obtidos durante o estdgio sanduiche na
Universidade de Michigan, sob orientagdo da Prof®. Dr* Nair Rodriguez-Hornedo, e estdo
publicados no peridédico European Journal of Pharmaceutical Science (MACHADO et al.,
2020).

3.2 METODOLOGIA

3.2.1 Materiais

3.2.1.1 Componentes dos cocristais

Meloxicam forma I (MLX) foi adquirido de Technodrugs & Intermediates (Gujarat,
India). Os coformadores acido maleico (MLE) e 4cido salicilico (SLC) foram adquiridos de
Merck (Darmstadt, Germany) e Xiamen Fine Chemical (Xiamenn, China), respectivamente.
Farmaco e coformadores foram caracterizados por Difracdo de Raios-X de P6 (DRXP) e

Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC) antes do preparo dos cocristais.
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3.2.1.2 Solventes e tampoes

Acetato de etila e tetrahidrofurano (grau analitico), metanol e acetonitrila (grau
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)) foram adquiridos de Tedia (Rio de Janeiro,
Brazil). Hidréxido de sédio, acido acético, acetato de soédio e cloreto de sodio foram
adquiridos de Sigma (St. Louis, MO). O produto FaSSIF/FeSSIF/FaSSGF (Versdao 1) para
preparo de meio biorrelevante foi adquirido da empresa Biorelevant.com LTD (London, UK).
A 4gua utilizada nestes estudos foi filtrada através de sistema de purificagdo (Milli-Q® Water

System) de Millipore Co. (Bedford, MA).

3.2.2 Métodos

3.2.2.1 Preparo dos cocristais

Para a obten¢do de cocristais do meloxicam foram utilizadas quantidades de
reagentes descritas por Cheney e colaboradores (2010) e o Método de Cristalizagdo por
Reagdo (MCR), descrito por Rodriguez-Hornedo e colaboradores (2006). Esta reagdo de
cristalizagdo em solucdo foi realizada em temperatura ambiente, por meio da adicdo de
quantidades estequiométricas de MLX e coformador em um frasco contendo um volume
determinado de solvente (Figura 16). MLX-SLC (1:1) foi preparado em acetato de etila,
enquanto MLX-MLE (1:1) foi preparado em tretrahidrofurano (THF). As suspensdes foram
mantidas sob agitacdo magnética durante 24 horas e, em seguida, filtradas em filtro de papel
quantitativo sob vacuo. A identidade das amostras foi confirmada por DSC e DRXP. A

estequiometria (pureza) do cocristal foi verificada por CLAE.
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Figura 16 - Desenho esquematico do preparo dos cocristais de MLX pelo método de reacdo de cristalizagdo em

_____ solugdo.
| > MLX-SLC > MLX-MLE |

3 mL de acetato de etila 2 mL de THF
2,29 mmolde MLX 2,13 mmol de MLX
2,53 mmol de SLC i 2,13 mmol de MLE

ADICAO DO

SOLVENTE i

) AGITACAO
ADICAO DE MAGNETICA %
MLX E COFORMER 24 HORAS FILTRACAO

3.2.2.2 Difragdo de raios X (DRXP)

Os difratogramas foram obtidos utilizando o equipamento difratdmetro Rigaku
Miniflex (Rigaku, Danverse, MA) com radiagdo de cobre Ka (A = 1,54 A), operando com
voltagem de 30 kV e corrente de 10 mA. Os dados foram coletados na faixa de 5° a 35° e
varredura de 2,5°/min. Resultados foram comparados com padrdes de difragdo relatados na
literatura ou padrdes calculados do banco de dados de estruturas cristalinas Cambridge

Structural Database (CSD).
3.2.2.3 Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)
As curvas de DSC foram obtidas em instrumento TA 2920MDSC (Newark, DE),
utilizando capsulas de aluminio hermeticamente fechadas com aproximadamente 2 mg de
amostra, sob atmosfera dindmica de Nitrogénio (50 mL/min) e razdo de aquecimento de 10°

C/min, na faixa de temperatura de 25° C a 280° C.

3.2.2.4 Espectroscopia vibracional na regido do infravermelho (FT-IR)
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Os espectros de infravermelho foram obtidos em equipamento PerkinElmer FT-IR
(Frontier Spectrometer), em uma faixa espectral de 600 cm! a 4000 cm™! em temperatura

ambiente.

3.2.2.5 Preparo dos meios de dissolucdo e solubilidade

Solugdes de HCI nos valores de pH 1,0 (0,1 M) e 3,0 (0,08 M) foram preparadas a
partir de dilui¢des de HCI (12 M) em agua. O tampao pH 1,6 (= 0,02) (34 mM) foi preparado
adicionando 1,99 g de NaCl em 1 L de dgua. O tampao acetato pH 5,0 (= 0,01) (144 mM) foi
preparado por meio da adi¢cdo de 8,089 g de NaOH, 16,4 mL de 4cido acético e 23,748 g de
NaCl em 1 L de dgua. O meio biorrelevante FeSSIF foi preparado dissolvendo o pé
FaSSIF/FeSSIF/FaSSGF no tampao pH 5,0, de acordo com quantidades estabelecidas nos
protocolos de Biorelevant.com LTD. O tampao fosfato pH 6,52 (£ 0,02) (105,9 mM) foi
preparado dissolvendo quantidades apropriadas de fosfato de s6dio monobasico (28,4 mM) e
NaOH (8,7 mM) em 1 L de dgua. Os valores de pH em todos os meios foram ajustados com
solucdes 1 M de NaOH e HCI. A agua utilizada nos experimentos de solubilidade foi filtrada
através de sistema de purificagdo MilliQ® e o pH medido foi de 6,3 (+ 0,02).

3.2.2.6 Solubilidade do MLX

A solubilidade do MLX (Swmix) foi determinada a partir da adicdo de excesso de
farmaco em 30 ml de solugdo. As suspensdes foram mantidas sob agitagdo (25 + 0,2 °C, 150
rpm) em incubadora do tipo shaker (NT 715, Novatécnica, Piracicaba, Brasil). Em intervalos
de 24 h aliquotas foram coletadas, filtradas em filtros de poliamida de 0,45 um e o pH
verificado. Apds dilui¢do adequada em fase movel, a fase liquida foi analisada por CLAE e a
fase solida foi verificada por DRXP e DSC para garantir que ndo houve transicdo de fase
durante o ensaio. O experimento foi finalizado quando o sistema alcangou o equilibrio (48-
72h), onde a variacdo de concentragdo molar foi inferior a 5% entre as duas ultimas coletas.

Os experimentos foram realizados em triplicata.
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3.2.2.7 Solubilidade do cocristal

A solubilidade dos cocristais foi determinada no ponto eutéctico, onde a fase sélida
do farmaco e do cocristal estdo em equilibrio com a solu¢do. Quantidades em excesso de cada
fase solida foram adicionada em 30 mL de meio e as suspensdes foram mantidas sob agitagcdo
continua a 25 + 0,2° C, 150 rpm em incubadora do tipo shaker (NT 715, Novatécnica,
Piracicaba, Brasil, até¢ o equilibrio ser alcangado (48-72 h). Em intervalos de 24 h, aliquotas
foram coletadas, filtradas em filtros de poliamida de 0,45 um e o pH verificado. Apos diluigdo
adequada em fase movel, a fase liquida foi analisada por CLAE, a fim de obter as
concentragdes de farmaco e coformador, e a fase solida foi verificada por DRXP e DSC para
garantir que o sistema se encontrava o ponto eutético (confirmado pela presenca das fases
solidas do farmaco e do cocristal e concentragdes constantes de farmaco e coformador). Os
experimentos foram realizados em triplicata.

A solubilidade estequiométrica dos cocristais foi calculada a partir da concentragao
cutética total medida de farmaco e de coformador ([farmaco]r.cu € [coformador]r,cu), de acordo

com a seguinte equagdo para cocristais de estequiometria 1:1:

Scocristal ) = \/[férmaco]T,eu [coformador]T_eu (12)

Onde Scocristal € a solubilidade total do cocristal, e [farmaco]re € [coformador]rcu
representam a concentragdo total molar de todas as espécies de farmaco e coformador sob
condi¢des de equilibrio.

Em solug¢do, os cocristais dissociam em farmaco e coformador, e o equilibrio entre o
cocristal solido e os constituintes em solu¢do ¢ expresso por uma constante, denominada

como produto da solubilidade (Kp).

K

(drugycoformadorz) S ydrugg,, + zcoformadorgg, (13)

cocrystal

Onde y e z representam os coeficientes estequiométricos de farmaco e coformador,
respectivamente.

O Kjp para os cocristais MLX-SLC e MLX-MLE foi determinado de acordo com as
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seguintes equagdes:

K = ['MLXJo [HA]o para MLX-SLC (14)

K = ['MLX]o [H2A]o para MLX-MLE (15)

Onde ["MLX]o, [HA]o e [H2A]o representam as concentragdes neutras de MLX, SLC
e MLE no ponto eutético. Neste trabalho a forma zwiterionica do MLX refere-se a espécie

neutra do farmaco.

3.2.2.8 Dissolugado do farmaco e dos cocristais

A dissolugdo do farmaco e dos cocristais foi realizada em triplicata nos meios:
tampao pH 1,6, tampao pH 5,0 (sem adi¢do de FeSSIF) e FeSSIF pH 5,0. Os tampdes pH 1,6
e 5,0 sdo citados nos protocolos de preparo dos meios biorrelevantes e correspondem ao pH
do estdmago em estado jejum e pH do intestino em estado alimentado, respectivamente
(VERTZONI et al., 2005). A temperatura foi mantida a 25,0 (+ 0,2) °C sob agitagdo (150
rpm) utilizando incubadora do tipo shaker flask (NT715 Novatécnica, Brasil). A dose de 10
mg de MLX e o equivalente para os cocristais (MLX-MLE:13,30 mg e MLX-SLC: 13,93 mg)
foi adicionada em 50 mL do meio de dissolugdo. As amostras foram previamente passadas
pelo tamis de malha 125 um, para uniformizagdo do tamanho de particula. Em intervalos de
tempo pré-determinados, aliquotas de 1,0 mL foram coletadas e imediatamente filtradas com
membrana de poliamida de 0,45 pm. Concentragdes de fdrmaco e coformador foram
analisadas por CLAE e a fase solida final analisada por DSC e FT-IR. O experimento foi
encerrado em 24 horas e o pH foi verificado. Para a andlise das dissolu¢des considerou-se os
parametros: area sob a curva (AUC), supersaturacao ([fa&rmaco]r/Stimaco) € Supersaturaciao
maxima (Omax = Cmax/Starmaco). Teste ¢ foi utilizado para testar a significancia estatistica em
relacdo aos valores da area sob a curva (AUC) e omax, €ntre cada cocristal e meio utilizado.
Aplicou-se intervalo de confiancga de 95%. Diferencas entre os pardmetros foram consideradas
significativas quando p<0,05. O calculo da AUC e andlise estatistica foi realizada em

software GraphPad Prism®6.
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3.2.2.9 Dose number (Do)

O parametro Do foi calculada a partir da formula (OH; CURL; AMIDON, 1993b):

Do = Cdose — Mo/Vo (16)

Sférmaco,T Sférmaco,T

Onde a Cyose € obtida a partir da dose de MLX (mg) (My) dividida pelo volume (mL)
administrado com a dose ou o volume luminal (250 mL) (Vo), € Stirmaco, € a solubilidade total
de farmaco (mg/mL.).

A Cyose utilizada nos estudos de dissolu¢do deste capitulo ¢ maior que a Caose
correspondente a dose comercializada de MLX. Por esse motivo foram considerados dois
calculos do Do para o farmaco:

1) Do em humanos (Do humanos): calculada considerando a Cgose em humanos, a qual é
definida a partir da maior dose comercializada de MLX (15 mg) em um volume
de 250 mL dividida pela Stirmaco.

2) Do nos experimentos de dissolucao (Do i vitro): calculada considerando a Cgose N0OS
experimentos de dissolucdo, a qual ¢ definida pela dose utilizada de MLX e o seu
equivalente nos cocristais (10 mg) adicionados nos meios de dissolu¢ao (50 mL)
dividida dividida pela Stimaco.

A Do em relacdo ao cocristal (Doocristal)) foi calculada considerando a Cgose n0s
experimentos de dissolugdo, a qual ¢ definida pela dose utilizada de cocristal adicionados nos
meios de dissolu¢do (50 mL) dividida pela Scocristal.

Os valores de dose sdo geralmente relatados na literatura em mg. Neste capitulo as

doses foram convertidas para a escala molar (mmol) e as concentragdes estio em mmol/L

(mM).

3.2.2.10 Instrumentagdo e condi¢oes cromatogrdficas

Para quantificacdo do MLX e dos coformadores por CLAE foram utilizadas
metodologias previamente desenvolvidas e validadas, cujas condigdes estdo apresentadas na
Tabela 4 (MACHADO, 2016). As andlises por CLAE foram realizadas em cromatdgrafo
Shimadzu LC-10A (Kyoto, Japao), equipado com bomba LC-10AD, degaseificador DGU-
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14A, detector de comprimento de onda (A) SPD-10AV e unidade controladora de sistema

SCL-10AVP. A aquisi¢do dos dados foi realizada por meio do sofiware CLASS-VP® V 6.14.

Tabela 4 - Condi¢des cromatograficas utilizadas para quantificacdo de MLX, SLC e MLE.

Método
Parametros
Isocratico Gradiente 1 Gradiente 2
Analito MLX MLX e SLC MLX e MLE
Acetonitrila (ACN): A: ACN
A: ACN
Fase movel Tampao acetato de B: MeOH
B: tampao pH 6,8
amonio 25 mM pH 6,8 C: tampdo pH 2,5
Solugao (A:B): )
] 10:90 (B:C) (0-6 min)
Proporcao 20:80 (0-5 min) )
35:65 ] 90:10 (A:C) (6-14 min)
(v/v) 80:20 (5-8 min) )
10:90 (B:C) (14-18 min)
20:80 (8-12 min)
MLX: 360 nm MLX: 360 nm
A de onda 360 nm
SLC: 230 nm MLE: 240 nm
Vol. de
20 ul 20 uL. 20 uL
injecio
Vazao 1 mL/min 1 mL/min 1 mL/min
Temperatura 25°C 25°C 25°C
Tempo de ] SLC: 4 min. MLE: 6 min.
7 min.
retenciao MLX: 8 min. MLX:12 min.

Faixa linear

0,075 - 5,0 pg/mL

10-100 pg/ml

10-100 pg/mL

2,0 - 75 pg/mL
Limite 0,005 pg/mL MLX:1,00 pg/ml MLX:1,50 pg/mL
de deteccio 0,15 pg/ml SLC:1,30 pg/ml MLE:2,47 ng/mL
Limite de 0,02 pg/mL MLX: 3,35 pg/ml MLX: 4,55 pg/mL
quantificacio 0,4 pg/mL SLC 4,34 pg/ml MLE: 8,14 ng/mL
Coluna

Phenomenex Gemini® C18 (5 mp, 250 mm x4,6 mm d.i.)

3.2.2.11 Microscopia optica

3.2.2.11.1 Avaliagdo da cinética de dissolucao dos cocristais

A cinética de dissolugdo dos cocristais seguida da precipitagdo do farmaco foi

investigada em microscopio invertido Leica Dmi8 (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemanha)

equipado com camera de alta resolucdo e iluminagdo clara de LED. Aliquotas de 200 pL
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foram coletadas durante a dissolugdo dos cocristais (mesmas condi¢des descritas no item
2.2.2.9) e transferidas para as placas de 96 pogos em tempos pré-determinados. As imagens
foram coletadas utilizando camera Leica DMC2900 controlada por software LAS v4.7 (Leica

Microsystems, Wetzlar, Germany). Aumento de 20x foi utilizado para todas as imagens.

3.2.2.11.2 Avaliagao da precipitagdo do MLX

O método de pH-shift foi utilizado para induzir estados supersaturados do MLX.
(PLUM et al., 2020). Para isso, diferentes quantidades de MLX foram solubilizadas em
solugdes de pH acima de 8.0 na presenca e auséncia de FeSSSIF com objetivo de acessar
concentragdes altas de MLX (solugdo estoque), visto que o farmaco apresenta aumento
significativo da solubilidade acima do pH 6,0. Aliquotas (5 a 30 uL) da solugdo estoque foram
adicionadas em 5 mL dos meios: pH 1,6, pH 5,0 (sem FeSSIF) e FeSSIF pH 5.0.
Imediatamente, uma aliquota foi transferida para a placa de 96 pogos e monitorada em
microscopio invertido a fim de observar a precipitacdo do farmaco. O pH foi verificado no
inicio e no final de cada experimento. O experimento foi conduzido por 24 h com 3 replicatas.
O indice ou grau de supersaturacdo representado pela sigla DS (do inglés “degree of

supersaturation’) foi calculado considerando a equagao:

[MLX]7

SMmLx

DS = (17)

Onde [MLX]r representa a concentragdo de MLX e Swmix representa a solubilidade do

MLX no meio onde as aliquotas foram adicionadas considerando o valor de pH final.

3.2.2.12 Avaliacdo da molhabilidade

O Sistema de angulo de contato OCA 15EC (Filderstadt, Alemanha) foi utilizado para
avaliar a molhabilidade das amostras de MLX, MLX-SLC e MLX-MLE. As pastilhas foram
preparadas por compressao do pd (200 mg) sob uma pressdo de 1 tonelada utilizando uma
prensa hidraulica Specac (Specac Limited, Inglaterra). Os angulos de contato foram
determinados ap0s a aplicagdo de uma gota de cada meio (tampao pH 1,6, tampao 5,0, FeSSIF

pH 5,0 e tampao pH 6,5) sob a superficie das pastilhas. As leituras do angulo de contato foram
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registadas entre 1 a 10 segundos, utilizando o instrumento goniometro. Todas as medidas

foram realizadas em triplicado sob condi¢gdes ambiente de 25 (£ 5)° C.

3.2.2.13 Espectroscopia Raman com microscopio acoplado

Espectros Raman das amostras MLX, MLX-SLC, MLX-MLE e da fase solida
durante as dissolu¢des dos cocristais foram obtidos utilizando o microscépio Raman confocal
(Renishaw InVia Plc., UK), equipado com comprimento de onda de 532, 633 e 785 nm, na
regido de 1200 — 200 cm™' e com resolu¢do de lcm™. A analise dos dados foi realizada

utilizando software Spekwin®32.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Keu, SA e solubilidade

A constante eutética Key foi determinada em func¢ao do pH e em FeSSIF (pH 5,0) por
meio das medidas das concentragdes de farmaco e coformador em equilibrio com a fase solida
de cocristal e farmaco no ponto eutético (Figura 17). Relembrando que, o ponto eutético dos
estudos dessa tese sdo entre farmaco e cocristal, pois Scoformador >> Sfirmaco. Quando os
cocristais convertem para o fArmaco, ¢ o ponto eutético farmaco/cocristal que é relevante. E
importante destacar que existem cocristais onde o coformador ¢ menos soliivel que o farmaco,
os quais utilizam o ponto eutético entre cocristal e coformador para acessar a Scocristat (ROSA

etal.,2019).
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Figura 17 - Concentracdes eutéticas de formaco e coformador medidas no ponto eutético. As concentragdes de
farmaco correspondem a Stgmaco UMa vez que a solucdo estd saturada em relagdo ao farmaco. As concentragdes
eutéticas aumentam com o aumento do pH e na presenca de FeSSIF.
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A vantagem de solubilidade do cocristal (SA) foi determinada a partir da Keu de

acordo com a relagdo estabelecida pela equacdo abaixo, para cocristais de estequiometria 1:1:

N2
Kell:ll _ [coformador]ey — (Scocrlstal) — (SA)Z (]8)

[farmaco]ey Starmaco

Onde [coformador]ey € [farmaco]e, referem-se as concentragdes molares. A equacao
18 que correlaciona Keu € SA ¢ obtida expressando Scocristal Na equacdo 12 em termos de Stirmaco
€ Keu, assumindo que Sgirmaco = [fArmaco]eu sob as condigdes experimentais estudadas. Essa
relag@o e a sua aplicabilidade em acessar a estabilidade termodinamica do cocristal tem sido
demonstrado para inumeros cocristais (ALHALAWEH; ALI; VELAGA, 2014; GOOD;
RODRIGUEZ-HORNEDO, 2009). SA representa o potencial do cocristal em converter para o
farmaco. A medida que SA aumenta, a supersaturacdo termodinamicamente alcangavel
aumenta até um limiar da supersaturacdo cinética onde a nuclea¢do ocorre (HUANG et al.,
2019).

A Figura 18 demonstra a influéncia do pH e do FeSSIF nos valores de Key € SA para
MLX-SLC e MLX-MLE. Todos os valores de Kcusdo > 1, indicando que ambos cocristais sao
mais soluveis que o farmaco. Quanto maior o Key maior o SA. Valores de Key encontrados sao
maiores que 100, e uma vez que SA ¢ a raiz quadrada de Keu, SA ¢ maior que 10 em todas as
condigoes estudadas. MLX-MLE demonstrou ser o cocristal mais solivel, exibindo os valores
mais altos de Keu € SA. Ambos pardmetros aumentaram com o pH como resultado da

ionizagdo dos coformadores acidos, os quais exibem ioniza¢do aumentada nos pHs acima dos
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seus valores de pKa (3,0 para SLC e 1,9 para MLE). Os valores experimentais de SA variaram
de 18 - 87 para MLX-SLC na faixa de pH de 1,09 - 4,70, e de 304 - 371 para MLX-MLE na
faixa de pH de 1,01 - 1,85. Embora os valores de pH iniciais foram entre 1,0 - 6,5, os valores
de pH do equilibrio para MLX-MLE foram no méaximo 1,85 devido ao efeito tamponante do

MLE (Tabela 5).

Figura 18 - Relacdo entre K., € SA para cocristais de MLX. A linha foi gerada a partir da forma logaritmica da
equagdo 18. Os niimeros proximos dos pontos experimentais indicam os valores de pH final dos experimentos de
solubilidade. Os simbolos representam valores de SA e K.,do MLX-MLE (simbolos verdes) e MLX-SLX
(simbolos vermelhos). Simbolos preenchidos correspondem aos dados em FeSSIF e no tampao pH 5,0 (sem
FeSSIF). K..e SA aumentam com o aumento do pH e diminuem em FeSSIF em comparagdo com tampao pH
50.
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FeSSIF reduziu a SA para os dois cocristais (de 87 para 34 para MLX-SLC) e (de
314 para 167 para MLX-MLE). Lecitina e taurocolato de sodio presentes em FeSSIF formam
micelas mistas em solugdo que solubilizam preferencialmente o farmaco hidrofébico ao invés
do coformador hidrofilico, levando a redugdo dos valores de K., ¢ SA. As concentragdes de
lecitina e taurocolato de so6dio no preparado FeSSIF sdo 3,75 mM e 15 mM, respectivamente.
Estes valores estdo acima da concentracdo micelar critica (CMC) destes componentes
(VERTZONI et al., 2005).

Scoristal € Starmaco N2 Figura 19 aumentam com o aumento do pH. Enquanto Scocristal €

Stirmaco aumentam em FeSSIF, comparado com o pH 5,0, a solubilizagdo do cocristal € menor
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que a do farmaco. O motivo desse comportamento ¢ devido a solubilizacdo preferencial do

farmaco, descrito pela relacdo: SP.ocristal = \/m onde SP representa a forca de
solubilizagdo pelo FeSSIF (LIPERT et al., 2015). SP € obtido a partir da razdo da solubilidade
em FeSSIF e no tampao pH 5,0 (SP= Sressir/Stampio pH 5,0). Valores de SP sdo maiores para o
farmaco que para os cocristais (5,7 para MLX vs 2,4 para MLX-SLC no pH 4,7 e 5,0 para
MLX vs 2,2 para MLX-MLE no pH 1,84).

Figura 19 — Solubilidades do farmaco e dos cocristais aumentam com o pH e na presenga de FeSSIF. As
solubilidades dos cocristais foram determinadas no ponto eutético e a partir da equagdo 12. Valores de Scocristal S30
maiores que Stimaco €m todas as condi¢des estudadas. A solubilizacdo em FeSSIF € consistente com a relagio
SPeocristal = v SPrarmaco - NUmeros em parénteses representam a forca de solubilizag@o (SP = Sgessir/Stampao ph 50)-
Sressir € @ soma das concentragdes de todas as espécies dissolvidas de formaco e cocristal (aquosa e micelar) nos
experimenros de solubilidade em FeSSIF. Sempao pri 5.0 representa a solubilidade do farmaco e dos cocristais no
tampdo pH 5,0 na auséncia de agente solubilizante.

149 mmm MLX (SP:,S,FFSSIF,/ ,S‘amPﬁ,O,) 2.0+ — MLX (SP=SkessiF/Siampao)
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Solubilidade (mM)

pH inicial ~ 100 159 6.30 652 501 FeSSIF 500  pyinicial 100 160 630 652 501 FeSSIF 5.01
pH equilibrio 1.09 1.59 313 430 470 TFeSSIF 4.71 pH equilibrio 1,01 151 1.42 163 1.84 FeSSIF 1.85
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Tabela 5 — Valores de pH inicial e final dos experimentos de solubilidade do fdrmaco e cocristais.

componente meio pH inicial pH equilibrio (48-72h)
HC10,1 M 1,00 + 0,01 1,09 £ 0,01
Tampao acetato™ 1,59 £0,01 1,59 +£0,01
MLX.SLC Tampao aceta’to (sem FeSSIF)* 5,01 £0,01 4,70+ 0,01
Agua 6,30+ 0,01 3,13+0,01
Tampao fosfato 6,52 £0,01 4,30+ 0,01
FeSSIF* 5,00+ 0,01 4,71 +0,01
HC10,1 M 1,00 + 0,01 1,01 £0,01
Tampao acetato™ 1,60 £0,01 1,51 £0,02
MLXMLE Tampao aceta’to (sem FeSSIF)* 5,01 £0,01 1,84 £ 0,01
Agua 6,30+ 0,01 1,42 £ 0,01
Tampao fosfato 6,52 £0,01 1,63 £0,01
FeSSIF* 5,01 +£0,01 1,85+ 0,01
HC10,1 M 1,00 + 0,01 1,01 £0,02
HC1 0,08 M 3,01 +£0,01 3,02+ 0,01
Tampao acetato™ 1,59 £0,01 1,60 £ 0,02
MLX Tampao acetato (sem FeSSIF)* 5,00+ 0,01 5,00+ 0,01
Agua 6,01 +0,01 5,90 + 0,01
Tampao fosfato 6,59 £ 0,01 6,55 £0,02
FeSSIF* 5,01 +0,01 5,10+ 0,01

* meios utilizados nos estudos de dissolug@o que serdo posteriormente apresentados.

3.3.2  Os cocristais modulam o pH microambiente

A composi¢ao do meio de dissolugdo, como pH e a presenga de agentes tamponantes
pode ter impacto significativo na taxa de dissolu¢do do farmaco ionizdvel (MOONEY et al.,
1981a, 1981b). Com isso, o pH da superficie do s6lido que esta dissolvendo, pode ser
relativamente diferente do pH da solu¢do e, tratando-se de cocristais, a ionizacdo do
coformador desempenha papel fundamental na sua cinética de dissolucdo (SERAJUDDIN,
2007).

A Figura 20 apresenta os valores de pH inicial e do equilibrio dos experimentos de
solubilidade do farmaco e dos cocristais. O pH inicial representa o pH do meio (pHouk)
enquanto o pH do equilibrio (saturacdo) ¢ reconhecido por ser um indicador do pH

microambiente ou interfacial (pHin) para compostos ionizaveis e seus sais (MOONEY et al.,
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1981a). No caso de cocristais, o pHint € obtido a partir dos dados de pH do equilibrio no ponto
eutético, onde a solugdo esta duplamente saturada em relacdo ao cocristal e ao farmaco.
Diferente do farmaco, onde pHint = pHoui, 0s cocristais exibiram pHint < pHbuik.
Conforme demonstrado na Figura 20, os cocristais atingiram valores de pH constante acima
de um valor especifico de pHpuk correspondente ao pHin. Tal comportamento ¢ devido ao
coformador 4cido que diminui o pH da interface do cocristal que estd dissolvendo. pHinc foi
menor para o cocristal com o 4cido mais forte, MLE (pHin = 1,6) do que para SLC (pHint =
4,5). A modulacdo do pHint ocorreu quando os valores de pHpuik estavam proximos ou acima
dos valores equilibrados de pHin. Por exemplo, nos experimentos com MLX-SLC quando o
valor de pHyuik foi de 1,6 o pHint ndo aumentou para valores proximos de 4,5. Valores iniciais
de pH baixos permaneceram baixos. Esta habilidade dos cocristais em modular o pH
microambiente na sua superficie pode alterar a sua dissolug@o e a supersaturagao de fdrmaco
uma vez que SA varia significativamente com o pH. Espera-se que os valores de SA para os
cocristais de MLX sejam menores na superficie do cocristal do que no meio visto que SA
diminui com o pH conforme demonstrado anteriormente na Figura 18. A habilidade dos
cocristais em modular o pHiy foi também observado em um estudo com cocristais de
cetoconazol (farmaco do tipo base) com os coformadores acidos fumadrico, sucinico e adipico,
os quais modularam o pH da interface do cocristal e diminuiram a dependéncia da dissolugdo

do farmaco ao pH (CAO; RODRIGUEZ-HORNEDO; AMIDON, 2019).
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Figura 20 — Valores de pH inicial e do equilibrio dos experimentos de solubilidade do farmaco e do ponto
eutético dos cocristais. pH inicial representa o pH do meio (pHpux) € 0 pH do equilibrio representa o pH do
microambiente ou interfacial (pHix). Os cocristais diminuiram o pHi,em compara¢do com o pHpux como
resultado da ioniza¢ao dos coformadores. pHiy foi modulado em torno de 1,6 para MLX-MLE e em torno de 4,5
para MLX-SLC.
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3.3.3 Dependéncia da solubilidade do fairmaco e dos cocristais ao pH

A solubilidade dos cocristais em fun¢do do pH na Figura 21 foi predita a partir de
equacdes de solubilidade para cocristais formados por firmaco zwiteridnico e coformador
acido, considerando o equilibrio quimico e suas constantes de equilibrio (Bethune et al.,
2009). As reagodes de equilibrio estdo apresentadas no Apéndice I desta tese.

Para MLX, a solubilidade em funcdo do pH pode ser descrita pela equagao:
Sfélrmaco = Sférmaco,o (1 + 10(pKa1—pH) + 10(pH—pKaz)) (19)

Onde Stirmaco,0 representa a solubilidade intrinseca do MLX e pK. ¢ -log da constante
de ionizagdo Ka. A solubilidade intrinseca do MLX é 9,3 (+ 0,2) x 10, determinada utilizando
a equacgdo 19.

Para MLX-SLC, onde SLC ¢ um 4cido monoproético, a solubilidade do cocristal em

funcdo do pH ¢ dada pela equacao:
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cocristal —

Sl:l \/Ksp(l + 1O(pKal,férmaco_pH)+10(pH_pKa2,férmaco))(1 + 10(pH_pKa1,cf))

(20)

Para MLX-MLE, onde MLE ¢ um 4cido diprético, a solubilidade do cocristal em
funcdo do pH ¢ dada pela equacao:

Sl:l \/Ksp(l + 10(pKa1,férmac0_pH)+1O(pH_pKa2,férmaco))

cocristal —

1)

X \/(1 + 10(pH_pKa1,cf) + 10(2pH_pKa1,cf_pKa2,cf))

Onde K € o produto da solubilidade do cocristal. Os valores de pKa e das constantes

de equilibrio estdo descritos na Tabela 6 e Tabela 7, respectivamente.

Tabela 6 - Valores de pK. dos componentes dos cocristais.

Componente pKa1, pKa2
MLX (zwiteridnico) 1,09 € 4,18*
SLC (4cido monoproético) 3.0
MLE (4cido diprotico) 1,9 € 6,6°

2 Referéncia (LUGER et al., 1996)
b Referéncia (SMITH, 2001)
¢ Referéncia (DAWSON et al., 1960)

Tabela 7 - K, pKsp, solubilidade intrinseca e vantagem de solubilidade dos cocristais de MLX. Valores altos de
Ksp implicam em valores maiores de solubilidade intrinseca.

SA:(Scocristal/ szirmaco)C

2 2 a b

COCI‘lStal Ksp (M ) szp SO (mM) pH 1.0-7.0
MLX-SLC 9,81 (£ 1,15)x 101 9,01 0,03 0,002 18 - 145
MLX-MLE 2,03 (£ 0,20)x 107 6,69 0,45 +0,023 305 - 15190

“pKsp= - log (Kp).
® Solubilidade intrinseca do cocristal obtida a partir de S, = K
¢Vantagem de solubilidade do cocistal obtida a partir dos valores de Scocristal € Starmaco Obtidos pelas
equacoes

(19), (20) e (21).

Os valores de K, da Tabela 7 foram obtidos utilizando as equagdes 14 e 15
considerando o produto das concentragdes das espécies neutras de farmaco e coformador em

equilibrio no ponto eutético. Uma vez que os valores de Ky, costuman ser pequenos, este
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pardmetro pode ser expresso em escala logaritimica (pKs, = -logKsp) para facilitar a
interpretacdo. Os valores de pKsp sdo 9,01 para MLX-SLC e 6,69 para MLX-MLE. Quanto
maiores os valores de pKsp, menores sdo os valores de Ksp.e de solubilidade intrinseca. Estes
valores de pKsp estdo dentro da faixa daqueles valores relatados na literatura para cocristais de
estequiometria (1:1) compostos por farmacos SCB classe II (CAVANAGH; MAHESHWARI;
RODRIGUEZ-HORNEDO, 2018).

A Figura 21 demonstra que além do aumento da solubilidade os cocristais modulam a
dependéncia da solubilidade no pH. Scocristat aumenta nos valores de pH > que o valor de pKa
do coformador. Mesmo que as solubilidades nao tenham sido experimentalmente medidas em
valores de pH elevados, devido a a¢do tamponante dos coformadores, os valores tedricos sao
indicadores tteis de que a SA aumenta com o pH.

A solubilidade do MLX vs pH exibe uma curva suave em formado de U. A faixa de
pH onde a Smix é menor situa-se de 2,0 a 4,0 (regido platd) e a mesma aumenta 2x no pH 1,0,
o que esta relacionada com sua constante de ionizacdo (pKai = 1,09), e aumenta
exponencialmente nos valores de pH acima do seu segundo pKa. (4,18). Estes resultados
demostram que o pH tem uma enorme influéncia nas solubilidades dos solidos aqui estudados.
Valores de solubilidade em FeSSIF estao indicados na Figura 21 e situam-se acima das curvas

devido a solubilizacdo do farmaco e dos cocristais pelo aditivo.
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Figura 21 — Solubilidade do farmaco e dos cocristais em fungdo do pH. Os simbolos preenchidos
representam as solubilidades em FeSSIF. Curvas foram geradas a partir das equagdes (19), (20) e (21).
Valores de pH correspondem ao pH do equilibrio. A concentragdo (Caose,humanos) correspondente a dose em
humanos (0,17 mM) e a Cose,in vitro cOrrespondente a concentragdo nos estudos de dissolugdo (0,57 mM)
estdo representadas pelas linhas tracejadas. X representa a Cgose dos estudos de dissolucdo de Weyna et al.,
2012. A razdo da Cgose/solubilidade do farmaco ou dose number (Do) nos tampdes de pH 1,6, 5,0, 6,5 ¢ em
FeSSIF pH 5,0 estdo indicados pelas setas e foram calculados pela equagio 16.
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A relag@o entre a Scocristal € @ Scoformador € €vidente. A solubilidade do MLE ¢ de 450 —
17500 vezes maior que a solubilidade do SLC na faixa de pH de 1 — 7, o que esta diretamente
relacionado aos maiores valores de Kew € SA para MLX-MLE. Além disso, Ks, para MLX-
MLE ¢ 250 vezes maior do que para MLX-SLC, consistente com a solubilidade deste
coformador. Quando a solubilidade ¢ determinada pela for¢a de solvatacdo e ndo pela energia
de rede cristalina, a Scocristal € dependente da solubilidade dos seus componentes. Sugere-se
que os coformadores diminuem a barreira de solvatacdo de farmacos hidrofobicos em uma
extensdo proporcional a solubilidade do coformador (GOOD; RODRIGUEZ-HORNEDO,
2010; KUMINEK, G. et al., 2016)

3.3.4 Importincia do dose number (Do)
Avaliar apenas o perfil de concentragdo vs tempo nos estudos de dissolugdo com

cocristais pode levar a interpretagdes limitadas em relagdo ao seu desempenho. O Do ¢ um

importante parametro que deve ser considerado nestes estudos devido a sua influéncia nos
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estados supersaturados do farmaco e por representar o maximo de supersaturacdo que o
sistema pode atingir. A Tabela 8 apresenta os valores de Cdose € Do para MLX correspondente
a: dose em humanos; dose utilizada nos estudos de dissolugdo deste trabalho; dose utilizada
em outro estudo da literatura, e que também estdo demonstradas no diagrama de solubilidade
na Figura 21 (WEYNA et al, 2012). Quando os valores de dose sdo constantes (mesmo
valor em todos os experimentos), como € o caso deste trabalho, Do diminui com o aumento da
solubilidade. Todos os valores de Do na Tabela 8 sdo maiores que 1, uma vez que a
solubilidade do fairmaco ndo pode atingir a dose, exceto no pH 6,5 (considerando a dose em

humanos).

Tabela 8 - Dose de MLX, Cqose € 0 dose number (Do) em diferentes condi¢des de dissolugdo.
Dose de MLX Starmaco

(mg) Close (mM) pH (mM) Do (Cdose/sﬁirmaco)
1,6 1,40 x1073 120
Humanos 15 0,172 5,0 8,00 x10° 21
6,5 3,20 x107! 0,5
1,6 1,40 x1073 410
Presente estudo 10 0,57° 5,0 8,00 x1073 70
5,0 + FeSSIF 4,10 x10? 14
Weyna et al. 2012 36°-38¢ 1,02¢-1,074 6,5 4,38 x107! 23-24

?Obtida a partir da maior dose de MLX comercializada (15 mg) em 250 mL.

°Obtida a partir da dose de MLX utilizada nas dissolugdes (10 mg) em 50 mL de meio de dissolugdo.
°Obtida a partir da dose de 50 mg de MLX-SLC em 100 mL de meio de dissolugdo (WEYNA ef al., 2012).
dObtida a partir da dose de 50 mg de MLX-MLE em 100 mL de meio de dissolugdo (WEYNA et al., 2012).

A dose e consequentemente os valores de Do utilizados no presente trabalho sdo
diferentes daqueles utilizados por Weyna et al. e ambos sdo maiores que a Cdose €m humanos.
Doses altas sdo geralmente favoraveis nos estudos de dissolu¢do e conversdo de sélidos
metaestaveis, uma vez que a observacdo da supersaturagdo e dos mecanismos de conversao
ocorre de maneira mais rapida. Abordagem similar também vem sendo utilizada em estudos

envolvendo dispersdes solidas amorfas (SCHVER; LEE, 2018; SUN; LEE, 2015).

3.3.5 Perfil de concentragio e supersaturacio de farmaco vs tempo

Os cocristais de MLX atingiram altas concentra¢des de fArmaco, pelo menos 3 vezes
maiores que a dissolu¢do do farmaco puro em todos os meios testados (Figura 22). O aumento
da liberacdo do farmaco foi maior nos meios com menor valor de pH e foi superior para o

cocristal menos solivel MLX-SLC. Esse comportamento ¢ demonstrado a partir do aumento
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da area sob a curva (AUC) e a razdo da AUC dos cocristais pela AUC do farmaco
(RAUC=AUC cocrista/ AUCrarmaco) apresentada na Figura 24 e Tabela 10. Os cocristais
aumentaram RAUC de 3 a 12 vezes (MLX-SLC) e de 2 a 10 vezes (MLX-MLE). A Tabela 9
apresenta as medidas de pH do inicio das dissolugdes e no final (24 h). As mudancas entre o
pH inicial e pH final ndo sdo estatisticamente significantes (p>0,05). O pH final das

dissolugdes em pH inicial 6,5 ndo foram relatados (WEYNA et al., 2012).

Figura 22 — Perfis de dissolucdo do farmaco e cocristais em tampao pH 1,6,5,0, 6,5 e FeSSIF pH 5,0. Os
cocristais atingiram concentragdes de formaco maiores que aquelas atingidas na dissolu¢do do farmaco puro. As
mudancas entre o pH inicial e final das dissolu¢des ndo foram estatisticamente significantes (p>0,05). As
concentragdes em tampdo pH 6,5 foram obtidas de Weyna et al., 2012. pH final das dissolu¢des em pH inicial
6,5 ndo foram relatados.
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Tabela 9 - Valores de pH inicial e final dos experimentos de dissolugdo do farmaco e dos cocristais.

. H inicial pH final (24h)
melo € pHi micia MLX MLX-SLC MLX-MLE
Tampéo 1,60 + 0,01 1,61 +0,01 1,60+ 0,01 1,59 + 0,02
Tampéo 5,00 + 0,01 5,00 + 0,01 5,00 £ 0,01 4,98 + 0,02
FeSSIF 5,01 £ 0,01 5,01 +0,01 5,00 £ 0,01 4,98+ 0,01

As mudangas entre o pH inicial e pH final ndo sdo estatisticamente significantes (p>0.05).

A Figura 23 demonstra que a supersaturacdo maxima (Omax= Crax/Stirmaco) diminui
com o aumento do pH e a diminui¢cdo do Do. Ambos cocristais atingiram Gmax de 3 a 6 que
foram sustentados for mais de 2 horas em tampao pH 1,6, 5,0 ¢ FeSSIF. O menor valor de
Omax Observado no pH 6,5 foi de 1,7 para MLX-SLC e 1,5 para MLX-MLE. O aumento da
solubilidade com o aumento do pH levou a niveis menores de supersaturacdo € uma taxa
menor de dessupersaturagdo. Comportamento similar foi observado em um estudo envolvendo

dispersdes solidas amorfas de indometacina, naproxeno e piroxicam, onde taxas menores de
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supersaturagdo geradas pela diminuicdo da taxa de infusdo refletiu em um taxa de

dessupersatura¢do mais lenta (SUN; LEE, 2013).

Figura 23 — Perfis de supersatura¢do para MLX-SLC e MLX-MLE em tampdo pH 6,5, 5,0, 6,5 e FeSSIF pH 5,0
nas primeiras 4 h de dissolug¢@o e em 24 h. Valores de Do para todas as condigdes de dissolucdo estdo indicados.
Niveis de supersaturacdo em tampao pH 6,5 foram calculados a partir dos dados relatados por Weyna et al.,

2012.
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Examinando os resultados em termos de Do e SA (Figura 24 e Tabela 10) ¢

demonstrado que a dose foi abaixo da solubilidade do cocristal (Do, firmaco < SA) em todas as

condi¢des, exceto no pH 1,6. Isso significa que a solubilidade do cocristal ¢ suficiente para

dissolver a dose no pH 5,0 e 6,5, conforme evidenciado pelos nimeros de Do cocristal menores

que 1. Ambos Do e SA sdo normalizados pela solubilidade do fairmaco e a sua comparagdo

pode ser interpretada em termos de dose e¢ da solubilidade do cocristal. E também

demonstrado que Do e SA influenciam o,,, ¢ RAUC. 6,,x ¢ RAUC diminuem com a

diminui¢do do Do a medida que a SA e o pH aumentam.
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Figura 24 — Dose number para o farmaco (Do = Caose/Stamaco) € @ vantagem de solubilidade do cocristal (SA =
Secocristat/ Stirmaco) para MLX-SLC e MLX-MLE nos meios de dissoluc@o estudados. SA € maior para MLX-MLE e
seu SA interfacial é reduzido significativamente para valor constante. Do e SA influenciam a curva de liberagao

do farmaco, o, € RAUC.
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Tabela 10 - Pardmetros chave na avaliacdo do comportamento de dissolucdo dos cocristais de meloxicam.
Cocristal Meio de dlSSOIuQaO Omax” RA[{C Do,férmacob DO,cocristalC SAintd SAbulk®
(pHbuik) (4h)
Tampdo pH 1,6 4,16 0,01 6,48 +0,07 410 16 19 26
Tampao pH 5,0 3,74 £0,07 5,19 £0,06 70 0,7 87 114
MLX-SLC FeSSIF pH 5,0 6,05 +£0,03 11,99 +0,10 14 0,34 37 50
Tampdo pH 6,5 1,65 3,10 2.3 0,04 85 121
Tampéo pH 1,6 6,06 £0,15 7,37 £0,24 410 0,9 350 371
Tampdo pH 5,0 4,72 +0,23 6,06 +0,07 70 0,01 371 5531
MLX-MLE
FeSSIF pH 5,0 3,49 £0,25 10,15 £0,55 14 6.2x10° 167 2443
Tampdo pH 6,5 1,46 2,40 2,4 6.5x10% 370 7830

2Valores de omax € RAUC foram considerados estatisticamente diferentes (p<0,05) entre os cocristais em todos
0s meios.

Do, firmaco = ( Mo/V)/Stirmaco n0 valor de pH final das dissolucdes.

Do, cocristal = (Mo/V0)/Scocristal n0 valor de pH final das dissolugdes.

4 S Alinterfacial correspondente ao pH do eutético (equilibrio)

¢ SAwuik correspondente ao pH da dissolugdo. As mudangas entre o pH inicial e pH final ndo sdo estatisticamente
significantes (p>0,05).

fObtido de WEYNA et al., 2012.

A taxa mais lenta de dessupersaturacdo observada para MLX-SLC no pH 1,6 ¢ 5,0
parece estar relacionada com a interagdo entre dissolu¢do do cocristal e a cristalizagdo do
farmaco. Este cocristal possui Do de 16 no pH 1,6, portanto a sua dissolucdo ¢ incompleta

(Figura 33). Weyna e colaboradores (2012) em um estudo de absorcdo in vivo em ratos obteve
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taxa de absor¢do superior para MLX-SLC comparado com o fairmaco e com o MLX-MLE,
que parece ser resultado do estado de quasi-equilibrium entre dissolu¢do e cristalizagdo
(WEYNA et al., 2012). Uma publicacdo recente apresentou um modelo com comportamento
similar para estudos de dissolu¢do com farmaco terfenadina, onde o equilibrio entre a fase
cristalina e amorfa coexistindo em um estado de quasi-equilibrium proporcionou a
manutengdo do estado supersaturado do farmaco (SKRDLA; FLOYD; DELL’ORCO, 2020).
No entanto, a interacdo entre as taxas de dissolu¢do e cristalizagdo na manuten¢do da
supersaturagdo promovida por sistemas cocristalinos permanece pouco explorada.

No pH 6,5, Do ¢ muito menor que a SA, dessa forma a Scocristal € mais que suficiente
para dissolver a dose utilizada na dissolu¢do. Além disso, nesse pH os valores de Do (2,3 ¢
2,4) sdo mais proximos do o, (1,7 e 1,5) para MLX-SLC e MLX-MLE e uma grande fra¢ao
do cocristal adicionado dissolveu para atingir 0 6., A razdo da Omax /Do indica que fracdo de
cocristal dissolvido ¢ de pelo menos 0,7 e 0,6. Uma vez que a precipitacdo do farmaco deve
ter ocorrido nos valores de Gy, a fragdo de cocristal dissolvido pode ser estimada acima
disso. E importante considerar Do e SA na analise da liberagdo do farmaco durante a
dissolugdo de cocristais uma vez que ambos pardmetros influenciam o comportamento de
dissolugdo e em alguns casos limitam 0 Gmax, cOMO parece ser o caso dos estudos de Weyna et

al., 2012.

3.3.6 Molhabilidade dos cocristais e do farmaco

Durante os estudos de dissolugdo nos tampdes pH 1,6 e 5,0 foi observada baixa
molhabilidade do p6 do farmaco e dos cocristais, enquanto em FeSSIF, tal limitacdo ndo foi
observada. Medidas de angulo de contato na Tabela 11 confirmam este comportamento.
Valores de angulos de contato em tampao pH 5,0 vs FeSSIF diminuiram de 98,1° para 30,6°
para MLX, de 101,4° para 29,1° para MLX-SLC e de 56,1° para 26,3° para MLX-MLE. Fica
evidente na Figura 25, o aumento da molhabilidade do fAirmaco e seus cocristais na presenca
de FeSSIF. No geral, os angulos de contato foram menores para MLX-MLE do que para
MLX-SLC, consistente com o alto SA deste cocristal. Embora MLX-SLC seja mais soltvel
que o fArmaco, seus angulos de contato foram relativamente altos. De acordo com a literatura,
SLC apresenta propriedade de molhabilidade limitada, e angulos de contato de 103° e 105°
em agua, o que pode ter impactado a molhabilidade do cocristal (KAEASHIMA;
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OKUMURA; TAKANEKA, 1982; LERK; SCHOONEN; FELL, 1976). Baixa molhabilidade
do MLX tem sido relatado na literatura como um fator limitante para a sua dissolucdo

(POMAZI et al., 2011).

Tabela 11- Medida dos dngulos de contato para o fdrmaco e cocristais.
Angulo de contato (grau®)

e Tampdo pH 1,6 Tampdo pH 5,0 FeSSIF pH 5,0 Tampdo pH 6,5
MLX 89,9+ 1,4 98,1+2,9 30,6 1,6 89,8+5,9
MLX-SLC 106,4 + 0.7 101,4+2.3 29,1 +2.4 92,6 + 6,8
MLX-MLE 502+5.6 56,155 263 £3.,5 54,5+0,5

Figura 25 - Imagem das gotas e angulo de contato das amostras MLX, MLX-SLC e MLX-MLE em tampao pH
5,0 e FeSSIF pH 5,0.
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3.3.7 Avaliacio da precipitacio do farmaco

A dissolugdo do cocristal, nucleagdo e cristalizacdo do farmaco foi investigada in situ
utilizando a microscopia invertida. Foi observado que a conversdo do cocristal para farmaco
ocorreu tanto na superficie do cocristal (surface nucleation) como no meio/solugdo (bulk
nucleation).

A Figura 26 apresenta as imagens microscopicas das amostras coletadas em diferentes
tempos de dissolu¢do. Foi observado a precipitacdo de cristais em formato de agulha na
superficie de ambos cocristais, no pH 1,6, 5,0 e 6,5 nos primeiros 20 minutos. Foi observado

que estes cristais aciculares dissolvem lentamente e cristais de morfologia irregular precipitam
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no meio, a qual permanecem estavel por mais de 24 horas, correspondendo a forma estavel do
farmaco (MLX forma I), caracterizado por FT-IR. Diferentemente, em FeSSIF ndo foi
observado precipitacdo na superficie. Em FeSSIF os cocristais dissolvem mais rapidamente e
a forma irregular cristalina (MLX forma I) precipita no meio, depois de 25 minutos para

MLX-SLC e depois de 10 minutos para MLX-MLE.

Figura 26 - Imagens microscopicas do comportamento de dissolugdo dos cocristais e precipitagdo do MLX nos
valores de pH 1,6, pH 5,0 ¢ 6,5 ¢ FeSSF pH 5,0. As amostras foram coletadas durante a dissolu¢ao em diferentes
tempos (1 - 60 minutos). A primeira coluna apresenta a nucleagéo na superficie e a segunda coluna mostra a
nucleacao no meio. Setas indicam MLX forma I e IV caracterizadas por Raman. A barra de escala representa 50

pm.
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Quando acoplada a um microscopio, a espectroscopia Raman torna-se um diferencial
em identificar micro-heterogeneidades presentes na amostra. Amostras foram coletadas
durante a dissolug@o dos cocristais e transferidas para uma placa de vidro, secas e analisadas
em microscopio Raman com o objetivo de caracterizar os cristais com morfologia de agulha
observado no microscopio invertido durante as dissolugcdes dos cocristais nos meios sem
FeSSIF. A Figura 27 apresenta as imagens microscopicas das amostras coletadas em 5
minutos de dissolu¢do de MLX-SLC e MLX-MLE no pH 5,0, os seus respectivos espectros
Raman (B) e (C) e o espectro da fase solida precipitada no meio de dissolucdo, a qual
correspondente a0 MLX forma I (A). Nao foi possivel obter espectros Raman de boa
resolugcdo das amostras da dissolugdo no pH 1,6 e pH 6,5 devido ao tamanho dos cristais de
agulha, os quais eram menores que no pH 5,0. Os espectros (B) e (C) das agulhas precipitadas
na superficie do MLX-SLC e MLX-MLE sdo semelhantes entre eles, diferentes do espectro
(A) do MLX forma I e diferentes dos espectros Raman de MLX-SLC e MLX-MLE (Figura
29), sugerindo uma forma polimorfica.

O MLX apresenta 5 formas polimorficas ja relatadas na literatura por Coppi et al. 1996
e Luger et al., 1996. A partir da comparagao dos espectros Raman (B e C) da Figura 27 com
os da Figura 28 foi possivel elucidar que a forma intermediaria trata-se da forma IV de MLX.
(COPPI L., SANMARTI B., 2005; LUGER et al., 1996). Os principais picos (290, 436, 700,
855 cm!) correspondente ao polimorfo IV (Figura 28) estdo presentes nos espectros Raman da
Figura 27, e sdo diferentes daqueles apresentados na Figura 29 correspondentes ao meloxicam

forma I (A), MLX-SLC (B) e MLX-MLE (C).
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Figura 27 — Espectros Raman da fase so6lida precipitada no meio de dissolugdo (A) e das agulhas precipitadas na
superficie de (B) MLX-MLE e (C) MLX-SLC. Os cristais com morfologia de agulhas estdo demonstrados nas
imagens microscopicas.
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Figura 28 — Espectros Raman dos polimorfos de MLX relatado por Coppi L., Sanmarti B., 2005. Principais picos
dos polimorfo IV estdo indicados.
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Figura 29 — Espectros Raman dos solidos em p6: (a) MLX, (B) MLXSLC e (C) MLX-MLE.
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A Tabela 12 resume o comportamento de cristalizagdo do MLX durante a dissolug¢ao
dos cocristais. Resultados demonstraram que a precipitagdo do farmaco foi primeiramente
observada para o cocristal mais soluvel MLX-MLE, e que a nucleacgdo de superficie reduziu o
inicio da cristaliza¢do do farmaco. A influéncia da nucleacdo na superficie na supersaturagdo
de farmacos durante dissolugdo de formas metaestaveis vem sendo relatada na literatura (BOX
et al., 2016; GRECO; BOGNER, 2011). Para ambos cocristais, a nucleacao de superficie foi
observada em menor extensdo no pH 1,6, onde a SA ¢ menor. Uma vez que a SA para estes
cocristais € muito maior que a supersaturacdo maxima (omax) gerada pelo MLX nas
dissolugdes, a nucleagdo ¢ favoravel em ambos dominios (surface e bulk), embora a SApuix

seja maior que SAinterfacial-
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Tabela 12 - Cristalizagdo do MLX durante a dissolu¢do dos cocristais.

Cocristal Tampao Nucleacio? Precipitacdo do polimorfo Inicio da cristalizagao®
Qe (pHbui) ucleacao de MLX? (min)

~ superficie v 20

Tampdo pH 1,6 meio I 45

~ superficie v 5
MLX-SLC Tampéo pH 5,0 meio I 10
FeSSIF pH 5,0 meio I 25

~ superficie v 5

Tampao pH 6,5 meio I 5

~ superficie v 5
Tampdo pH 1,6 meio I 10

~ superficie v 1
MLX-MLE Tampao pH 5,0 meio I 10
FeSSIF pH 5,0 meio I 10

superficie v 1

Tampao pH 6,5 meio I

*Comportamento de nucleagdo determinado por meio da microscopia.

"MLX IV (metaestavel) precipita na superficie dos cocristais € converte para MLX I (forma estavel) a qual
precipita no meio no pH 1,6, 5,0 ¢ 6,5. A conversao total do MLX IV para MLX I ocorreu apoés 4 h de agitacao.
Precipitagdo do MLX IV ndo foi observada em FeSSIF.

¢Tempo no qual o farmaco foi observado precipitar pela primeira vez.

A precipitacdo do farmaco puro foi avaliada a fim de determinar se cristalizagao do
polimorfo IV ocorre apenas durante as dissolu¢cdes dos cocristais ou se ¢ intrinseco ao
farmaco. Para isso, foi utilizado o método de pH shift, onde diferentes concentragdes de
farmaco foram preparadas a partir da solubilizagdo do MLX em tampdes com valores de pH
elevado. Apos a adicdo de pequenas aliquotas dessa solugdo estoque nos meios de dissolugdo
na presenca e auséncia de FeSSIF foi possivel acessar diferentes valores de DS que resultaram
em diferentes comportamentos de precipitacdo do MLX (Figura 30 e Figura 31).

Nao foi observado a precipitagdo de cristais com morfologia acicular (agulhas) na
presenga de FeSSIF na faixa de supersaturacdo testada de 17 a 385 (Figura 30). Nestas
condi¢des o farmaco inicialmente precipitou em pequenas particulas no meio, as quais
aumentaram de tamanho e mantiveram-se estaveis por mais de 24 h, caracterizando a forma I
do MLX. Em contrapartida, na auséncia de FeSSIF foi observado a precipitagdo de uma fase
intermediaria do farmaco na faixa de supersaturacdo de 30 a 1200 (Figura 31). Esta fase
cristalina apresentou morfologia dendritica e ou acicular semelhante aquela observada durante
as dissolucdes dos cocristais na auséncia de FeSSIF. Os aglomerados de cristais de agulha
dissolveram lentamente até desaparecer por completo apos 4 h na placa de 96 pocos (sem

agitacdo), dando lugar a apenas a forma estdvel de MLX, que permaneceu estavel até o final
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do experimento. A partir destes resultados sugere-se que os cristais com morfologia de agulha
sdo correspondentes ao polimorfo IV e que esta € uma caracteristica de precipitacdo inerente

ao farmaco nas condi¢des de pH testadas na auséncia do meio biorrelevante FeSSIF

Figura 30 - Valores diferentes de DS para MLX e o seu comportamento de precipitagdo na presenga de FeSSIF.
A primeira coluna apresenta as imagens obtidas em 1 minuto e a segunda coluna em 24 horas. Cristais circulares
ou irregulares correspondem a forma estdvel do MLX e aumentam com a diminui¢do do DS. A barra de escala
representa 10 ym.
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Figura 31 - Valores diferentes de DS para MLX e o seu comportamento de precipitagdo na auséncia de FeSSIF.
A primeira coluna apresenta as imagens obtidas em 1 minuto e a segunda coluna em 24 horas. Cristais com
morfologia de dendritica/agulha foram observados na faixa de DS de 30 a 1200. A barra de escala representa 50

pm.
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3.3.8 O que a concentracdo de coformador pode informar sobre a DSP dos

cocristais?

Conforme demonstrado anteriormente, o pH, a SA e o Do sao fatores determinantes
da supersaturacdo de farmaco durante a dissolugdo de cocristais. Além destes pardmetros, a
concentracdo de coformador ¢ uma peca chave que pode auxiliar no entendimento do
comportamento de dissolucdo destes sélidos multicomponentes. Visto que a dissolucdo de
cocristais € incongruente, ¢ racional que seja considerado, além da concentragdo de farmaco, a
concentracdo do coformador ([coformador]) nestes estudos. A [coformador] fornece
informagdes valiosas como por exemplo a extensdo de dissolu¢do do cocristal. Mesmo assim,
ainda s3o escassos na literatura estudos que consideram a [coformador] na elucidagcdo do
comportamento de DSP de cocristais (CAO et al., 2016; CHEN, 2017).

A taxa de dissolu¢@o do cocristal foi examinada a partir da % de cocristal dissolvido
(relativo a dose ou mol inicial de cocristal adicionado) em funcdo do tempo e estd
demonstrada na Figura 33. A % de cocristal dissolvido foi calculado a partir das
concentragdes de coformador dissolvidas (Figura - 32), tendo em vista, que dose de

coformador utilizada nas dissolugdes (0,57 mM) est4 abaixo da saturagdo:

mol de coformador dissolvido
100 (22)

% cocristal dissolvido = — - — X
moles inicial de cocristal adicionado

Uma vez que os cocristais de meloxicam sdo de estequiometria 1:1, a massa molar do
farmaco, do coformador e do cocristal adicionada no meio de dissolu¢do ¢ a mesma. Ou seja,
a Cdose de 0,57mM apresentada anteriormente na Figura 21 representa também a concentracao

maxima de cada componente no meio de dissolucdo caso ocorra a dissolucao total da dose.
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Figura - 32 Concentracdes de farmaco e coformador das dissolugdes de MLX-SLC e MLX-MLE até 24 h no (a)
pH 1,6, (b) pH 5,0 e (c) FeSSIF pH 5,0. A concentragdo tedrica mdxima do componente corresponde a massa
molar inicial adicionada no meio de dissolucéo.
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Quatro principais observacdes podem ser feitas a partir da Figura 33. Primeiramente
¢ possivel observar que a taxa inicial de dissolucdo foi maior para MLX-MLE, o cocristal
mais soluvel. Segundo, a influéncia do pH (1,6 e 5,0) na taxa inicial de dissolucdo dos
cocristais foi maior para MLX-SLC (aumenta com o pH) do que para MLX-MLE (constante
com o pH). A influéncia do pH na dissolugdo do farmaco e dos cocristais em 30 minutos esta
apresentada na Tabela 13. Terceiro, FeSSIF aumentou a taxa de dissolu¢do para ambos MLX-
SLC e MLX-MLE consistente com suas caracteristicas solubilizantes. Por fim, foi observado
uma grande diferenca na % de cocristal dissolvido em 24 h entre os dois cocristais. O cocristal
menos soluvel MLX-SLC apresentou dissolugdo incompleta no pH 1,6 (35% permaneceu nao
dissolvido em 24h), onde Do,cocristal >> 1. A fase sélida final constituiu de farmaco e cocristal,
sugerindo uma aproximac¢do a uma condicdo de equilibrio (fase solida caracterizada por
FTIR). Dissolu¢do completa dos cocristais foi observada em todas as outras condi¢des onde

Do,cocristal <1.
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Figura 33 Porcentagem de MLX-SLC e MLX-MLE dissolvida durante dissolu¢do em tampdo (pH 1,6 e 5,0) e
FeSSIF (pH 5,0).
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A dissolugdo do farmaco e dos cocristais em 30 minutos (Tabela 13) demonstra que
ambos o firmaco e o cocristal MLX-SLC exibem dissolu¢do dependente do pH, enquanto
MLX-MLE nido exibiu tal dependéncia. Esse comportamento pode ser explicado pelo pHin
destes cocristais, 4,5 para MLX-SLC e 1,6 para MLX-MLE (Figura 20).

Tabela 13 - Percentual de cocristal e de farmaco dissolvidos provenientes das dissolugdes de cada fase sélida nos

tampdes de pHyux 1,6,50¢€ 6,5.
% dose dissolvida em 30 minutos

pHouik MLX MLX-SLC? MLX-MLE?
1,6 0,1 9,0 46,0
5,0 0,6 26,2 47,6
6,5° 3,7 54,8 46,2

 Porcentagem de cocristal dissolvido ¢ independente da precipitagdo de farmaco. % foi determinada a partir da

massa de coformador dissolvida em relagdo a massa total inicial (massa de cocristal adicionada) de acordo com

. . . mols de coformador dissolvido
0, —
cocristal dissolvido = 100.
% mols de cocristal adicionado

> Weyna et al., 2012.
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O comportamento de DSP do MLX-SLC no pH 1,6 levantou a hipotese de que o
sistema estaria em uma condic¢do de equilibrio préxima do ponto eutético (cocristal e farmaco
solidos em equilibrio com a solug@o). A partir da comparacdo da Cgose cOm as concentragdes
de farmaco e coformador provenientes do eutético e das dissolucdes € possivel observar se o
sistema encontra-se proximo do equilibrio. Se a Cgose € acima das concentragdes eutéticas de
farmaco e coformador, a dissolugdo do cocristal e precipitagdo do fArmaco ird aproximar-se do
ponto eutético e consequentemente ocorrera a dissolucdo incompleta do cocristal. A Cgose
nestes estudos é de 0,57 mM. Essa dose ¢ acima da [farmaco]e, (0,01 a 0,04 mM) para ambos
cocristais nos valores de pH 1,6 a 5,0 e abaixo de todas as [coformador]e,, mas bastante
proxima da [SLClew no pH 1,6.

As concentragdes eutéticas variaram de 0,63 a 50 mM para SLC e de 200 a 248 mM
para MLE. A Figura 34 demonstra a evolucdo das concentragdes dos componentes do
cocristal durante a dissolu¢do no pH 1,6 e as solubilidades do fairmaco e dos cocristais.
Concentragdes de coformador sdo maiores que as do fairmaco devido a interagdo entre os
processos de dissolucdo e precipitagdo. No entanto, dois comportamentos muito diferentes
foram observados para os cocristais. MLX-SLC com a Cgose (0,57) proxima da [coformador]eu
(0,63) aproxima-se da curva de saturacdao do cocristal e do ponto eutético. Quando o cocristal
atinge a sua solubilidade acima do ponto eutético, 0 mesmo nao pode mais dissolver até que o
farmaco precipite, o que reduzird a sua velocidade de dissolucdo. Essa redug@o na for¢a motriz
da dissolucdo do cocristal leva a redug@o na cinética precipitacdo do farmaco. Em contraste,
quando a Cgose << [coformador]es, (0,57 vs 200) caso b da Figura 34, ocorre a dissolugdo

completa do cocristal.
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Figura 34 - Importancia da Caosc € do ponto eutético nas concentragdes de farmaco e coformador durante a
dissolucdo dos cocristais no pH 1,6. (a) A Caee do MLX-SLC € préxima da [SLC]., Dissolugéo do cocristal
promove supersaturagdo em relacdo ao farmaco e aproxima-se da saturagdo em relag@o a fase sélida de cocristal
e farmaco no eutético. Conversdo de cocristal a firmaco € retardada a medida que se aproxima do eutético,
resultando na dissolu¢do incompleta do MLX-SLC. (b) A Caose do MLX-MLE € muito menor que a [MLE].,e a
conversdo de cocristal a firmaco ocorre em sua totalidade. Os pontos representam as concentragdes de farmaco e
coformador durante as dissolu¢des. A solubilidade do cocristal (linha azul) foi obtida a partir da determinagdo do
Ky de acordo com as equagdes 14 e 15. A solubilidade do farmaco (linha tracejada) foi experimentalmente
medida no ponto eutético.
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3.4 CONCLUSAO

Cocristais podem ser classificados em termos dos parametros termodindmicos que
influenciam os processos cinéticos gerais que incluem dissolugdo do cocristal, supersaturagdo
e precipitacdo do farmaco. Nos estudos deste capitulo, foram avaliadas as propriedades dos
cocristais (Keu, SA € pHinterfacial) € comparadas com as propriedades biofarmacéuticas (Cdose € 0
dose number (Do)) com o objetivo de entender como as mesmas influenciam a cinética de
liberagdo do farmaco. Foi demonstrado que 0 pHinterfaciat do cocristal ¢ modulado pelas
caracteristicas acidas do coformador. MLX-MLE exibiu pHinterfaciat menor (1,6) que MLX-
SLC (4,5), diminuindo a dependéncia da dissolugdo do pH em comparagdo com a dissolugdo
do MLX puro. A determinagdo das concentragdes do coformador foi crucial no entendimento
da cinética de dissolugdo destes cocristais e informou que MLX-SLC estava proximo do
equilibrio na dissolucdo no pH 1,6, corroborando com o perfil da curva de dissolug¢do onde foi

observado uma regido plateau. Além disso, a avaliagdo do comportamento de precipitacdo do
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farmaco, o qual apresentou nucleacdo em ambos os dominios (bulk e surface) foi crucial no
entendimento da cinética de dissolucdo destes cocristais em fun¢do do pH e presenga do meio
biorrelevante FeSSIF. Por fim, os resultados apresentados revelam que Do e SA sdo
parametros importantes a serem considerados na analise da liberacdo de farmacos durante a
dissolugdo de cocristais. Eles explicam a interagdo entre dissolucdo-precipitacdo e as

caracteristicas das curvas de concentragdo/supersaturagao vs tempo.
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Capitulo 111

COCRISTAIS DE MELOXICAM: INFLUENCIA DE ADITIVOS NA CINETICA DE
DISSOLUCAO DOS COCRISTAIS E PRECIPITACAO DO FARMACO
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4 COCRISTAIS DE MELOXICAM: INFLUENCIA DE ADITIVOS NA
CINETICA DE DISSOLUCAO DOS COCRISTAIS E SUPERSATURACAO DO
FARMACO

4.1 INTRODUCAO

A desupersaturacao decorrente da precipitagdo do farmaco pouco solivel pode trazer
impactos negativos na biodisponibilidade de sistemas supersaturados como sais, amorfos e
cocristais. Uma das estratégias para controlar a dissolucdo destes solidos e inibir a
precipitacdo do farmaco estavel a fim de sustentar niveis supersaturados por tempo suficiente
para absorcdo, tem sido a incorporagao de aditivos em formulagdes (JASANI et al., 2019;
SALAS-ZUNIGA et al., 2020). Dentre os aditivos mais utilizados encontra-se o grupo dos
surfactantes (ex.: Cremophor®, Tween® e Vitamina E TGPS), os quais devem ser utilizados
acima dos valores de CMC, e o grupo dos polimeros (ex.:. HPMC, PVP e Soluplus®), que
atuam tradicionalmente como inibidores ou retardadores de precipitacio mas que também
podem apresentar solubilizacdo em alguns casos (VELAGA, 2014; BREWSTER et al., 2008;
WANG et al., 2016; VANDECRUYS et al., 2007).

Tratando-se de cocristais, estudos demonstram que quanto maior o poder do aditivo
em solubilizar o fairmaco, ou seja, quanto maior o valor de SP=(Saditivo/Stampio), maior & a
capacidade de estabilizagdo termodinamica do cocristal, que estd relacionada com a redugdo
dos parametros SA e Do. A modulagdo da SA e do Do em funcdo de agentes solubilizantes
pode reduzir a for¢a motriz para a precipitagcdo do farmaco estavel. No entanto, a utilizagdo de
aditivos com essa finalidade sem o conhecimento prévio da influéncia que os mesmos causam
na solubilizagdo do farmaco e cocristais pode levar a diminui¢do elevada da SA e do Do,
impactando negativamente os niveis supersaturados do farmaco (LIPERT; RODRIGUEZ-
HORNEDO, 2015). A importancia da utilizacdo de aditivos na modulagdo do desempenho in
vitro ¢ in vivo foi demonstrada para uma série de cocristais (ALHALAWEH; ALI; CHILDS;
KANDI; LINGIREDDY, 2013; REMENAR et al., 2007).

Segundo os resultados do capitulo anterior, as variagdes de pH e a ag¢do solubilizante
do meio biorrelevante FeSSIF modularam a SA e o Do, influenciando o comportamento de
precipitagdo do fdrmaco e seus niveis supersaturados durante a dissolu¢do dos cocristais de

meloxicam. Diante do exposto, os estudos deste capitulo tém como objetivos: (1) avaliar a
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influéncia do surfactante Cremophor®RH40 e do polimero PVP®K30 na solubilizagdo do
farmaco e dos cocristais (2) avaliar a modulacao da SA e do Do pelos aditivos (2) analisar os
perfis de dissolucdo dos cocristais e 0 mecanismo de supersaturagao-precipitacdo do farmaco

por meio de estudos de dissolugdo in vitro e microscopia oOptica.

4.2 METODOLOGIA

4.2.1 Materiais

4.2.1.1 Componentes dos cocristais

Meloxicam forma I (MLX) foi adquirido de Technodrugs & Intermediates (Gujarat,
India). Os coformadores acido maleico (MLE) e acido salicilico (SLC) foram adquiridos de
Merck (Darmstadt, Germany) e Xiamen Fine Chemical (Xiamenn, China), respectivamente.
Farmaco e coformadores foram caracterizados por Difracdo de Raios-X de P6 (DRXP) e

Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC) antes do preparo dos cocristais.

4.2.1.2 Aditivos, solventes e tampoes

Os aditivos Cremophor RH40 ¢ PVP K30 foram adquiridos de BASF e Sigma-Aldrich,
respectivamente. Acetato de etila e tetrahidrofurano (grau analitico), metanol e acetonitrila
(grau cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)) foram adquiridos de Tedia (Rio de
Janeiro, Brazil). Hidroxido de sodio, acido acético, acetato de sodio, e cloreto de sddio foram
adquiridos de Sigma (St. Louis, MO). A 4gua utilizada nestes estudos foi filtrada através de

sistema de purificagdo (Milli-Q® Water System) de Millipore Co. (Bedford, MA).

4.2.2 Meétodos

4.2.2.1 Preparo dos cocristais

Neste capitulo, a metodologia utilizada para preparo dos cocristais de meloxicam, as

técnicas de caracterizagdo no estado soélido e as metodologias de CLAE para quantificar
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farmaco e coformador foram as mesmas utilizadas no capitulo anterior e encontram-se

descritas nos itens 3.2.2.2 a 3.2.2.4.

4.2.2.2 Solubilidade e dissolug¢do do farmaco e dos cocristais na presenga de Cremophor

e PVP

A determinacao da solubilidade e dissolugdo do farmaco e dos cocristais foi realizada

na presenga dos aditivos Cremophor® RH40 e PVP® K30 (Tabela 14) em duas condigdes:
e Solucdo 1: Cremophor RH 40 (1,5% p/v)
e Solu¢do 2: Cremophor RH40 (1,5% p/v) + PVP K30 (2,0 % p/v)

A selegdo destes aditivos e das concentragdes foi fundamentada em estudos prévios
de solubilidade e em dados da literatura da utilizagdo destes aditivos em sistemas
supersaturados (BADRAN et al., 2014; CHILDS; KANDI; LINGIREDDY, 2013; WANG et
al., 2016).

As solugdes foram preparadas por meio da dissolucdo dos aditivos nas concentragdes
indicadas no tampao de pH 1,6. O tampao pH 1,6 ( 0,02) (34 mM) foi preparado adicionando
1,99 g de NaCl em 1 L de agua. A metodologia utilizada para determinagdo da solubilidade do
farmaco e dos cocristais e os parametros de dissolucdo (agitagdo, dose, volume de meio etc)
foram os mesmos dos estudos do capitulo II e encontram-se descritos nos itens 3.2.2.6 a

3.2.2.8.

Tabela 14 - Aditivos utilizados nos estudos de solubilidade e dissoluc@o dos cocristais de meloxicam.
Mecanismo de

Nome Estrutura molecular® Concentracdo  CMC (%) .
solubilizagdo
PVP QA\O -
o 2,0 % (p/v) Complexacdo
(Polivinilpirrolidona) K30 HM H

Cremophor®RH40 0 on Solubili
o= A olubilizagao
(Polyoxyl hydrogenated O{,‘“Cg;{w/\ 1,5 % (p/v) 0,02 micelar
castor 0il) o~ 0 PN
"O OH

ROWE; SHESKEY; QUINN, 2009.
"BASF, 2011.
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4.2.2.3 Microscopia optica

4.2.2.3.1 Avaliacdo da cinética de dissolugdo dos cocristais

A cinética de dissolugdo dos cocristais seguida da precipitagdo do farmaco foi
investigada em microscopio invertido Leica Dmi8 (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemanha)
equipado com camera de alta resolucdo e iluminagdo clara de LED. Aliquotas de 200 pL
foram coletadas durante a dissolugdo dos cocristais nos meios de dissolugdo contendo
Cremophor e Cremophor + PVP e transferidas para as placas de 96 pogos em tempos pré-
determinados. As imagens foram coletadas utilizando camera Leica DMC2900 controlada por
software LAS v4.7 (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany). Aumento de 20x foi utilizado

para todas as imagens.

4.1 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1.1 Solubilizacido do farmaco e dos cocristais

As concentragdes eutéticas de farmaco e coformador em equilibrio com a fase s6lida
na auséncia (tampao pH 1,6) e na presenca de Cremophor ¢ Cremophor + PVP estdo
apresentadas na Figura 35. A presenca destes aditivos resultou no aumento das concentragdes
do farmaco e do coformador SLC. Geralmente o coformador, por ser o componente mais
hidrofilico, ndo ¢ solubilizado pelo aditivo devido ao mecanismo de solubilizagdo preferencial
do farmaco hidrofobico (LIPERT et al., 2015). Nesse estudo, o SLC apresentou aumento de
aproximadamente 3x nas suas concentragdes eutéticas, em comparagdo com o tampao pH 1,6
sem aditivos. A adi¢do de PVP nido resultou no aumento significativo das concentragdes
eutéticas de SLC (p>0,05) em comparagdo ao meio contendo apenas Cremophor. Ja para o
farmaco, PVP resultou em um pequeno aumento nas concentragdes eutéticas (p<0,05). O
MLE por sua vez, apresenta-se altamente hidrofilico em comparagdo com o SLC e nao
apresentou aumento das concentracdes eutéticas na presenca de Cremophor e Cremophor +
PVP. Os valores de pH inicial e pH do equilibrio estdo indicados na Figura 35. Com excec¢ao
do MLX-MLE em tampao pH 1,6, as diferencas entre os demais valores ndo sdo

estatisticamente significantes (p>0,05).
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Figura 35 - Concentragdes eutéticas de farmaco e coformador medidas no ponto eutético. As concentragdes
eutéticas de MLX e SLC aumentam na presenga de Cremophor e Cremophor + PVP em comparagdo com o

tampdo, enquanto o MLE ndo ¢ sol
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e sua relagdo com SA esta apresentado na Figura 36. Para cocristais de estequiometria 1:1 SA

pode ser obtido a partir de SA = /K,,. Valores de K¢y, > 1 indicam que o cocristal ¢ mais

solivel que o farmaco. Valores de Keu € SA sdo

menores para o cocristal menos soluvel

(MLX-SLC) e diminuem para ambos cocristais com aumento da solubilizagdo do farmaco

pelos aditivos Cremophor ¢ Cremophor + PVP (Figura 36). Valores de Keu € SA foram

considerados estatisticamente diferentes entre os meios com aditivos (p<0,05).

Figura 36 - Relacdo entre K., € SA para cocristais de MLX no tampao pH 1,6 e na presenca dos aditivos
Cremophor e Cremophor + PVP. A linha foi gerada a partir da forma logaritmica da equag@o 18. Os simbolos

representam valores de SA e K., do MLX-MLE (simbolos ver

des) e MLX-SLX (simbolos vermelhos). K.,e SA

diminuem em Cremophor e Cremophor + PVP em comparagdo com tampao pH 1,6.
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Enquanto Scocristat € Sfirmaco aumentam em Cremophor e em Cremophor + PVP,
comparado com o tampao pH 1,6, a solubilizagdo do cocristal ¢ menor que a do farmaco,
demonstrado pelos valores de SPexperimental (SP='Saditivo/Stampio pH 1,6) (Figura 37). Valores de
SPexperimental 30 maiores para o fArmaco do que para os cocristais (8,3 e 10,7 para MLX vs 4,6
e 5,1 para MLX-SLC e 2,7 e 2,8 para MLX-MLE, em Cremophor ¢ Cremophor + PVP,

respectivamente). Quando o coformador ¢ solubilizado pelo aditivo, como ¢ o caso do SLC,

ocorres desvios na relagao SP.ycrista] = \/m , a qual ndo considera a solubilizacdo do
coformador. Os valores de SPcocristar calculados a partir desta relagdo foram de 2.9 em
Cremophor e de 3.3 em Cremophor + PVP, estando mais proximos dos valores de SPexperimental
do cocristal MLX-MLE, onde o coformador ndo foi solubilizado pelos aditivos (KUMINEK,
G. etal., 2016).

A adicdao de PVP resultou no aumento da solubilidade do fairmaco e dos cocristais,
porém em extensao muito menor em comparacdo com o meio contendo apenas Cremophor.
Apesar de pequena, a diferenca de solubilidade entre os meios contendo Cremophor e
Cremophor + PVP foi considerada estatisticamente significante para o farmaco e os cocristais
(p<0,05). Mesmo sendo classificado como um polimero, estudos demonstram que alguns
farmacos hidrofobicos podem ser solubilizados pelo PVP (BREWSTER; LOFTSSON, 1996;
LOH; TAN; PEH, 2014).

Figura 37 — Scocristal € Starmaco aumentam na presenca de Cremophor e Cremophor + PVP. As solubilidades dos
cocristais foram determinadas no ponto eutético ¢ a partir da equag@o 12. Valores de Scocristal 30 maiores que
Starmaco m todas as condigdes estudadas. Niimeros em parénteses representam a forga de solubilizagio
(SPexperimetal = Saditivo/ Stampio pH 1,6). Saditivo € @ soma das concentra¢des de todas as espécies dissolvidas de farmaco e
cocristal (aquosa e micelar) nos experimentos de solubilidade em Cremophor ¢ Cremophor + PVP. Stumpao pt 1,6
representa a solubilidade do farmaco e dos cocristais no tampao pH 1,6 na auséncia de aditivos. SP ¢ menor para
os cocristais do que para o farmaco como resultado da solubilizac¢do preferencial do farmaco pelo aditivo.
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4.1.2  Perfil de concentragio e supersaturacio de farmaco vs tempo

As dissolucdes do farmaco e cocristais foram avaliadas no tampao pH 1,6 contendo
os aditivos Cremophor (1,5% p/v) e Cremophor (1,5% p/v) + PVP (2,0%) dissolvidos no meio
e foram comparadas com as dissolu¢des no tampao pH 1,6 (sem aditivo) apresentadas no
capitulo anterior. Concentragdes maiores de farmaco foram alcancadas durante as dissolucdes
dos cocristais em comparagdo com o farmaco puro, e foram maiores nos meios contendo
Cremophor e Cremophor + PVP em comparacdo ao tampdo pH 1,6, devido a agdo
solubilizante dos aditivos. Ambos cocristais apresentaram aumento da liberagdo do farmaco
no meio com a adi¢do do polimero PVP em comparagdo com o meio contendo apenas
Cremophor (Figura 38). Diferentemente, concentragdes menores foram obtidas durante a
dissolucdo do farmaco puro na presenga de PVP, necessitando de mais tempo para atingir a
concentragdes proximas da Sgirmaco. Valores de pH inicial e final das dissolugdes encontram-se
na Tabela 15. As mudangas entre o pH inicial e final das dissolu¢des ndo foram

estatisticamente significantes (p>0,05).

Figura 38 — Perfis de dissolug@o do farmaco e cocristais em tampao pH 1,6 (sem aditivos) e em tampao pH 1,6
contendo Cremophor e Cremophor + PVP. Os cocristais atingiram concentra¢des de firmaco maiores que
aquelas atingidas na dissolu¢@o do farmaco puro.
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Tabela 15 - Valores de pH inicial e final dos experimentos de dissolu¢do do farmaco e dos cocristais.

meio e pH inicial pH final (4h)
MLX MLX-SLC MLX-MLE
Tampéo 1,60 + 0,01 1,61+ 0,01 1,60 £ 0,01 1,59 +0,02
Cremophor 1,60 + 0,01 1,60 + 0,01 1,59+ 0,01 1,59+ 0,01
Cremophor + PVP 1,60 + 0,01 1,60 + 0,01 1,60 + 0,01 1,59 + 0,02

As mudangas entre o pH inicial e pH final ndo sdo estatisticamente significantes (p>0,05).
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Em termos de supersaturagdo, ¢ possivel observar na Figura 39 que o cocristal mais
soliivel (MLX-MLE) atingiu niveis maiores de supersaturacdo na primeira hora e apresentou
uma maior taxa de dessupersaturagio em compara¢do com MLX-SLC, Os valores de Tmax
encontram-se Tabela 15 ¢ foram muito menores para MLX-MLE em todas as condi¢des
testadas. O cocristal MLX-SLC por sua vez, atingiu 0 Cmax mais tardiamente. Ambos
cocristais atingiram niveis menores de supersaturacdo no meio contendo apenas Cremophor,
com valores de Omax de 3,5 para MLX-SLC e 4,1 para MLX-MLE. Porém, com a adi¢do de
PVP os valores de Omax aumentaram para 4,5 (MLX-SLC) e para 5,1 (MLX-MLE), enquanto
no tampao pH 1,6 os valores de Omax foram 4,2 para MLX-SLC e 6,0 para MLX-MLE.

Figura 39 — Perfis de supersaturagdo para MLX-SLC e MLX-MLE em tampao pH 1,6 (sem aditivos) e em
tampdo pH 1,6 contendo Cremophor e Cremophor + PVP.
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A adicdo de 2% de PVP ao tampao contendo 1,5% de Cremophor demonstrou
sustentar os niveis supersaturados de farmaco e reduzir a cinética de dissolu¢do dos cocristais
e precipitacdo do farmaco. Esse comportamento ¢ demonstrado a partir do aumento da RAUC
= AUCcocristad AUCzrmaco apresentada na Figura 43 e Tabela 16. Na presenca PVP, os cocristais
aumentaram a RAUC de 2 para 7 vezes (MLX-SLC) e de 2 para 6 vezes (MLX-MLE) em
compara¢do com o meio contendo apenas Cremophor. Comportamento similar foi observado
em um estudo desenvolvido por Guo e colaboradores (2017), onde a utilizagdo de PVP
resultou em um aumento de 64% na AUC das dissolugdes com o cocristal acido
flufendmico:nicotinamida, em comparagdo com o tampao fosfato contendo apenas
polietilenoglicol. Além disso, os autores sugerem que a adsor¢ao do polimero na superficie do

cocristal dificultou o contato do meio de dissolugdo com a superficie do sélido, levando a
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diminui¢do da cinética de dissolu¢do do cocristal e precipitacdo do farmaco (GUO et al.,

2017).

Tabela 16 - Meios de dissolugdo, supersaturagdo maxima, RAUC, Do e a vantagem de solubilidade interfacial e

no meio.
) Meio de dissolugdo
Cocristal Omax" Trmax (min) RAUC (4h)al DO(fé_rmaco)b ])O(cocristall)C SAbulkd
(pHbuik)
tampao pH 1,6 4,16 0,01 120 6,48 + 0,07 410 16 26
tampado pH 1,6
3,54 +£0,17 30 2.02 £0,06 49 3,5 14
MLX-SLC + Cremophor
tampao pH 1,6
4,48 £0,11 90 7,31 +0,25 38 3,1 12
+ Cremophor + PVP
Buffer pH 1,6 6,06 + 0,15 30 7,37+ 0,24 410 0,9 371

tampdo pH 1,6
MLX-MLE 4,13+£0,18 15 2,36 + 0,25 49 0,31 135
+ Cremophor

tampao pH 1,6
5,10+ 0,04 15 5,87 +0,17 38 0,30 125
+ Cremophor + PVP

2Valores de omax ¢ RAUC foram considerados estatisticamente diferentes (p<0,05) entre os cocristais em todos
0s meios.

Do, firmaco = ( Mo/V0)/Stirmaco n0 valor de pH final das dissolucdes.

Do, cocristal = (Mo/V0)/Scocristat no valor de pH final das dissolugdes.

4S Abuik correspondente ao pH da dissolugiio. As mudangas entre o pH inicial e pH final ndo sdo estatisticamente
significantes (p>0,05).

4.1.1 Taxa de dissolu¢ao do cocristal

A taxa de dissolucdo pode ser expressa por meio da % de cocristal dissolvido calculada
a partir da massa de coformador dissolvida (Figura 40). A % de cocristal dissolvido em 0,5h,
2 h e 4 h na Tabela 17 demonstra que a taxa de dissolugdo foi maior para MLX-MLE, o
cocristal mais soluvel, e a diferenca ¢ ainda mais evidente nos primeiros 30 minutos de
dissolugdo. Na Figura 40 ¢ possivel observar que MLE atinge concentragdes proximas da
concentragdo maxima teérica do componente em menor tempo comparado com o SLC.
Concentragdes de coformador proximas da concentragdo tedrica maxima do componente
indicam dissolu¢do total do cocristal. A fase solida final das dissolugdes de MLX-SLC era

composta de farmaco e cocristal. Para MLX-MLE foi observada a dissolucdo completa da



109

dose em todos os meios, com fase solida final composta apenas de MLX (fase solida
caracterizada por FTIR).

A presenca de Cremophor aumentou a taxa de dissolu¢do para ambos cocristais,
consistente com a acao solubilizante do aditivo, o que resultou na diminui¢ao dos valores de
RAUC, enquanto a adi¢do do polimero PVP resultou na redug¢do da % de cocristal dissolvido
para MLX-SLC e MLX-MLE e aumento da RAUC. Ao final das dissolugdes na presenca dos
aditivos, mais de 25% do cocristal MLX-SLC permaneceu nao dissolvido, enquanto MLX-
MLE aproximou-se dos 100%. O parametro Do(cocristaly Obtido pela razdo entre a Cgose € a
Scocristal indica em quais situagdes a Scocristal S€1a suficiente para dissolver a dose total utilizada.

A relacdo entre a % de cocristal dissolvido e a Do estd abordada posteriormente.

Tabela 17 - Porcentagem de cocristal dissolvido durante as dissolugdes no tampao pH 1,6, e no tampao pH 1,6
com adi¢do de Cremophor e Cremophor + PVP.

% MLX-SLC dissolvido® % MLX-MLE dissolvido®
Meio
0,5h 2h 4h 0,5h 2h 4h
Tampao pH 1,6 9 18 52 46 65 76
Tampao pH 1,6+ 30 65 74 69 94 97
Cremophor

Tampao pH 1,6 +

Cremophor + PVP 12 40 60 58 88 93

*A % de cocristal dissolvida foi determinada a partir da massa de coformador dissolvida em relagdo a massa total
inicial (massa de cocristal adicionada) de acordo com a formula:
mols de coformador dissolvido

% cocristal dissolvido = - —
mols de cocristal adicionado
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Figura 40 - Concentracdes de farmaco e coformador das dissolugdes de MLX-SLC e MLX-MLE até 4 h no (a)
tampdo pH 1,6 e com a adi¢do de (b) Cremophor e (c) Cremophor + PVP. A concentragdo tedrica maxima do
componente corresponde & massa molar inicial adicionada no meio de dissolucéo.
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4.1.1 Utilizacdo da microscopia invertida na avaliacio da dissolucdo dos

cocristais e precipitacido do farmaco

Comparar o comportamento de dissolu¢do dos cocristais nos meios com e sem
aditivos sem avaliar o mecanismo de precipitacdo do MLX durante a dissolucdo pode resultar
em interpretacdes equivocadas. No capitulo II foi demonstrado que o MLX pode apresentar
diferentes mecanismos de nucleagdo que sao influenciados pelo pH (meio e microambiente) e
pelo meio biorrelevante FeSSIF.

As Figura 41 e Figura 42 apresentam as imagens microscopicas das dissolucdes dos
cocristais em Cremophor e Cremophor + PVP coletadas em 5, 30 e 240 minutos. Cocristais e
farmaco estdo indicados pelas setas e estdo associados a morfologia colunar e
irregular/pequenas particulas, respectivamente.

Do mesmo modo que fora observado em FeSSIF (Figura 26), o comportamento de
precipitacdo do MLX na presenca dos aditivos Cremophor ¢ Cremophor + PVP foi o de
nucleacdo no meio (bulk nucleation). Nao foi observado a nucleagdo de superficie na
presenga de Cremophor e Cremophor + PVP nas condigdes testadas. Sugere-se que assim
como na presenca de FeSSIF, esses cocristais aumentaram a sua molhabilidade na presenga de
Cremophor e PVP, resultando no aumento da taxa de dissolugdo e supersaturagdo no meio,
levando a precipitacdo de farmaco em particulas espalhadas pela solug@o. Ja o mecanismo de
precipitagdo no tampao pH 1,6 ocorreu de modo diferente, onde a Dbaixa
molhabilidade/solubilidade resultou na precipitagdo do polimorfo IV na superficie do
cocristal, o que levou a diminui¢do das taxas de dissolucdao do cocristal devido a barreira do
precipitado.

Durante a dissolucdo de MLX-MLE em Cremophor, foi observado a precipitacdo do
MLX em pequenas particulas proximas do cocristal nos primeiros 5 minutos. Em 30 minutos,
muitas particulas de farmaco encontravam-se precipitadas. J& o MLX-SLC apresentou
precipitagdo do MLX em particulas maiores, irregulares e em menor extensao. Com a adigdo
de PVP, foi observado para ambos cocristais a diminui¢cdo da cinética de precipitacdo do
farmaco. E possivel notar, em 30 min, a precipitagio de MLX em menor extensio em
comparagdo com o meio contendo apenas Cremophor. Em 240 min ainda ¢ possivel observar

a presenca de cocristais de morfologia colunar estaveis na amostra de MLX-SLC.



112

Figura 41 — Imagens microscdpicas do comportamento de dissolucéo dos cocristais MLX-SLC e MLX-MLE e
precipitacdo do farmaco no tampao pH 1,6 contendo Cremophor. As amostras foram coletadas durante a
dissolucdo em diferentes tempos (1 min a 4h), Aumento 20x. Setas indicam o farmaco e cocristal. A barra de
escala representa 50 ym.
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Figura 42 — Imagens microscopicas do comportamento de dissolugdo dos cocristais MLX-SLC e MLX-MLE e
precipita¢do do farmaco no tampao pH 1,6 contendo Cremophor + PVP. As amostras foram coletadas durante a
dissolugdo em diferentes tempos (1 min a 4 h), Aumento 20x. Setas indicam o farmaco e os cocristal. A barra de

escala representa 50 ym.
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4.1.2 Influéncia dos aditivos na modulacido do Do, da SA e o comportamento

de dissolucio dos cocristais de meloxicam

A modulacdo da SA e do Do na presenca dos aditivos e a comparacdo com o tampao

pH 1,6 na Figura 43 demonstram que ambos pardmetros diminuem na presenca de Cremophor



114

e Cremophor + PVP em decorréncia do aumento da solubilidade do farmaco. Os valores de
pH final das dissolu¢des em Cremophor e em Cremophor + PVP sdo estatisticamente iguais
aos valores de pH do equilibrio dos experimentos de solubilidade (Tabela 15 e Figura 35). Por
esse motivo foram considerados apenas os valores de SAwuik, pois sdo equivalentes ao
SAinterfacial: SA para MLX-SLC diminuiu de 26, em tampao pH 1,6, para 14 e¢ 12, em
Cremophor e Cremophor + PVP, respectivamente. Ja4 o MLX-MLE apresentou reducdo do seu
SA de 371, em tampdo pH 1,6, para 135 e 125 em Cremophor ¢ Cremophor + PVP,
respectivamente.

Nesses estudos, valores iguais de Cgose 30 encontrados (0,57mM), porém devido ao
aumento da solubilidade do farmaco e dos cocristais, diferentes valores de Do foram obtidos
(Tabela 16). Do(tirmaco) € > SA para MLX-SLC e < SA para MLX-MLE, com exce¢dao do pH
1,6 onde os valores de Do(firmaco) € SA sdo bastante proximos (410 vs 371) (Figura 43). Em
relagd@o ao Do(cocristan), 08 valores sdo > 1 para MLX-SLC e < 1 para MLX-MLE em todas as
condigoes (Tabela 16).

Em condi¢des onde DOfirmaco) > SA € DoOcocristal > 1, @ Scocristat N0 € suficiente para
dissolver a dose total de cocristal. Cabe relembrar que no tampao pH 1,6 situa-se o maior
valor de Do (410), e para MLX-SLC, Do(firmaco) >> SA € DO(cocristay = 16 (Tabela 16). Nesta
condi¢do foi observado uma regido platé durante a dissolucdo, além da dissolucdao incompleta
do cocristal. Além da relacdo com a dose, esse comportamento foi relacionado a0 mecanismo
de precipitagdo farmaco, o qual apresentou precipitagcdo na superficie, e aproximou-se de uma
condi¢do de equilibrio (Figura 33). Nas dissolu¢des em Cremophor e Cremophor + PVP os
valores de Do(firmaco) também sdo maiores que a SA do MLX-SLC, porém a diferenga ¢ muito
menor do que no tampao pH 1,6. Nessas condi¢des a dose de cocristal ndo ¢ suficiente para
atingir o estado proximo do equilibrio.

Situagdes onde Do(firmaco) < SA € D0cocristay < 1 indicam que dissolucdo total da dose
pode ocorrer e a supersaturacdo pode ser limitada pela Cgose. Esse € 0 caso do MLX-MLE em
Cremophor e Cremophor + PVP, o qual apresentou dissolugao proxima de 100%.

A Figura 43 demonstra que G, ¢ RAUC diminuem na presenca de Cremophor e
aumentam na presen¢a de PVP a medida que Do e SA diminuem em relagdo ao tampao pH
1,6. Uma das estratégias para diminuir a tendéncia dos cocristais em converter para farmaco ¢
a diminuicdo da SA. Porém, além do SA os resultados desta tese demonstram que o

comportamento de dissolucdo dos cocristais de meloxicam estd muito relacionado a agdo
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solubilizante do aditivo, o tipo de nucleagdo do farmaco e o Do. Sugere-se que a agdo
solubilizante do Cremophor aumentou a molhabilidade dos cocristais permitindo que a
supersaturacdo e a nucleacdo do farmaco ocorressem no meio. Estudos com sais demonstram
que a nucleacdo no meio geralmente resulta em uma queda acentuada dos niveis
supersaturados do firmaco em comparagdo com a nucleagdo na superficie (HAWLEY;
MOROZOWICH, 2010).

MLX-SLC e MLX-MLE apresentam valores muito proximos de Dofirmaco) € SA em
ambos os meios com os aditivos. Valores de Do(firmaco) €m Cremophor e em Cremophor +
PVP foram 49 e 38 respectivamente, enquanto os valores de SA em Cremophor e Cremophor
+ PVP foram 14 e 12 para MLX-SLC, e 135 e 125 para MLX-MLE. Portanto, considera-se
que forca motriz para precipitagdo do fdrmaco seja similar entre os meios contendo aditivos.
Diante disso sugere-se que a agdo do PVP em aumentar 6,,,, ¢ RAUC esteja relacionada ao
efeito deste aditivo como retardador polimérico de precipitagdo.

Sabe-se que diferentes interagdes podem ocorrer entre os componentes do cocristal e
polimero em solug¢do. A interagdo entre o polimero e cocristal ou fairmaco irda depender das
propriedades do polimero (ex.: cadeia e sua rigidez) e da estrutura da molécula (ex.:
empacotamento, grupos funcionais). Um dos mecanismos propostos na literatura sugere que
as moléculas do polimero podem ser adsorvidas na superficie do cristal de modo a formar uma
camada de adsorcdo, a qual afetaria a difusdo das concentragdes de farmaco da superficie para
0 meio, inibindo assim, a precipitacio do farmaco (MORRIS; PARK, 2005%). Em outro
estudo, foi demonstrado que PVP aumentou a viscosidade da solucdo e alterou as
propriedades de fluxo da superficie do cristal para o meio/solucdo diminuindo a taxa de
crescimento do cristal (PATEL; ANDERSON, 2014; WEN;). Intera¢des do tipo ligagdo de
hidrogénio foram observadas em um estudo entre o fdrmaco acetaminofeno e PVP (WEN;

MORRIS; PARK, 2005b).
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Figura 43 — Dose Number para o farmaco (Do = Cyose/Stirmaco) € @ vantagem de solubilidade do cocristal (SA =
Scocristal/ Starmaco) pPara MLX-SLC e MLX-MLE nos meios: tampdo pH 1,6, Cremophor e Cremophor + PVP. SA é
maior para MLX-MLE e diminui para ambos cocristais na presenca dos aditivos. 6,,,x € RAUC aumentam na
presenca de Cremophor + PVP em compara¢do com Cremophor.
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4.2 CONCLUSAO

Nos estudos deste capitulo, firmaco e cocristais apresentaram diferentes extensoes de
solubiliza¢do na presenga dos aditivos Cremophor e do polimero PVP, devido a solubilizagado
preferencial do farmaco. Como consequéncia, a diminui¢do dos parametros Do e SA foi
observada. A presenga de Cremophor acelerou a cinética de dissolugdo e de precipitagdo do
farmaco, resultando em valores menores de omwx ¢ RAUC em relagdo ao tampao pH 1,6 sem
aditivos. A adicdo do retardador polimérico PVP K30 ao meio contendo Cremophor RH40
proporcionou maior vantagem de dissolucdo destes cocristais, com niveis maiores de
supersaturacdo e diminuindo a cinética de dissolug@o e de precipitacdo do fArmaco em relagdo
ao meio com apenas Cremophor RH40. Estudos de microscopia invertida elucidaram o
mecanismo de nucleacdo do meloxicam, o qual apresentou nucleagdo no meio na presenca dos
aditivos. Os resultados encontrados revelam que a utilizacdo do pardmetro SA como indicador
do risco de conversdo do cocristal para firmaco, sem considerar o parametro Do e o
mecanismo de precipitacio do farmaco durante a dissolugdo, pode levar a interpretagdes
limitadas do comportamento de dissolu¢do dos cocristais. A avaliacdo da influéncia que
determinado aditivo tem sobre estes parametros fornece uma base solida para o

desenvolvimento de formulagdes efetivas contendo cocristais.
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Capitulo IV

NAPROXENO — NICOTINAMIDA: ACESSANDO A SUPERSATURACAO E O
COMPORTAMENTO DE PRECIPITACAO DO FARMACO
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5 NAPROXENO-NICOTINAMIDA: ACESSANDO A SUPERSATURACAO E O
COMPORTAMENTO DE PRECIPITACAO DO FARMACO

A vantagem de biodisponibilidade dos cocristais frente ao farmaco ¢ dependente da
sustentacao de niveis de supersaturacdo do farmaco durante a dissolug@o por tempo suficiente
para absor¢do. A utilizacdo de aditivos e a quimica em solu¢do desempenham papel
fundamental no sucesso de sistemas supersaturados (ALHALAWEH; ALI; VELAGA, 2014;
BEVERNAGE et al., 2013; GRECO; BOGNER, 2011; LEYSSENS; HORST, 2018; SUN;
LEE, 2015).

A tendéncia do cocristal em converter para farmaco pode ser mensurada a partir da
SA do cocristal e sua modulagdo frente as mudangas de pH e presenca de aditivos. Valores
maiores de SA indicam maior for¢ca motriz para a precipitacdo do farmaco, a qual também ¢
dependente do pardmetro dose number (Do) (HUANG et al, 2019). A precipitagdo do
farmaco ocorre quando as concentragcdes do mesmo excedem os valores correspondentes a
supersaturagdo critica, a qual ¢ identificada como o nivel de supersaturacdo acima do qual a
nucleacgdo ird ocorrer instantaneamente, ou em outras palavras, pode ser definida como a forca
motriz minima requerida para que a nucleagdo ocorra (SCHVER; LEE, 2018).

A utilizacdo de retardadores poliméricos de precipitacdo e aditivos solubilizantes do
farmaco, os quais atuam diminuindo a SA, estdo entre os aditivos mais utilizados para
melhorar o desempenho de dissolucdo de sistemas supersaturados (CHILDS; KANDI;
LINGIREDDY, 2013). Em comparacdo com sistemas amorfos, estudos que avaliam a
utilizacdo de aditivos em formula¢des contendo cocristais estdo em menor representatividade
na literatura. Destaca-se o estudo de Alhalaweh, Ali e Velaga (2014), o qual avaliou a
influéncia do PVP e LSS na redugdo da K., e na dissolugdo do cocristal de indometacina-
sacarina, obtendo resultados significativos na sustentacdo da supersaturacdo de indometacina
na presenga desses aditivos (ALHALAWEH; ALIL; VELAGA, 2014).

Com o objetivo de ampliar os estudos propostos nesta tese, selecionou-se o cocristal

de naproxeno:nicotinamida (2:1 NPX:NIC) o qual apresenta diferente estequiometria e
diferente caracteristica de solubilidade/ionizagdo em comparagdo com o0s cocristais de
meloxicam apresentados nos capitulos anteriores. A obtencdo do cocristal 2:1 NPX-NIC ja
encontra-se relatada na literatura utilizando diferentes métodos, porém, até o momento,

nenhum estudo de solubilidade e dissolu¢do com a abordagem proposta nesta tese foi
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apresentado para este cocristal (ANDO et al., 2012; CASTRO ET. AL, 2011; NEUROHR et
al.,2013a).

Dentro deste cenario, o presente capitulo apresenta a obtencdo e a caracterizagao do
cocristal 2: 1 NPX-NIC, a determinacdo da sua solubilidade em funcdo do pH e na presenga
de surfactante e polimero, e a determina¢do do comportamento de dissolucao-supersaturagao-
precipitacdo (DSP) do cocristal por meio de estudos de dissolug¢do in vitro e microscopia

Optica invertida.

5.1 METODOLOGIA

5.1.1 Materiais

A matéria-prima de NPX foi adquirida de Zhejiang Chemicals - China, lote
146021908. O coformador NIC, lote DCBD04307V, foi adquirido de Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, EUA. Farmaco e coformadores foram caracterizados por DRXP e DSC antes do
preparo dos cocristais. O solvente etanol apresentava grau analitico. Foram utilizados
reagentes (&cidos, bases, solventes e sais) de grau analitico e grau cromatografico. A 4gua
utilizada nestes estudos foi filtrada através de sistema de purificagdo (Milli-Q® Water System)
de Millipore Co. (Bedford, MA). Os aditivos Tween80® ¢ PVPK30 foram adquiridos de

ViaFarma, Sao Paulo e Sigma-Aldrich, respectivamente.

5.1.2 Métodos

5.1.2.1 Sintese do cocristal

Para a obten¢@o de cocristal do naproxeno com nicotinamida foi utilizado o Método
de Cristalizacdo por Reacdo (MCR), descrito por Rodriguez-Hornedo e colaboradores (2006).
Esta reacdo de cristalizacdo em solugdo foi realizada em temperatura ambiente, por meio da
adi¢do de quantidades estequiométricas de NPX e NIC (préximo a saturagdo) em um frasco
contendo volume determinado de etanol. A suspensdo foi mantida sob agitacdo magnética
durante 24 horas e, em seguida, filtradas em filtro de papel quantitativo sob vacuo. A

identidade das amostras foi confirmada por FT-IR, DSC e DRXP. A estequiometria (pureza)
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do cocristal foi verificada por CLAE.

5.1.2.2 Técnicas de caracteriza¢do

As técnicas de DRXP, DSC ¢ FT-IR utilizadas na caracterizagdo dos cocristais deste

capitulo estdo descritas no capitulo II, nos itens 3.2.2.2 a 3.2.2.4.

5.1.2.3 Preparo dos meios de dissolug¢do e solubilidade

Solugdes de HCI nos valores de pH 1,0 (0,1 M) e 3,0 (0,08 M) foram preparadas a
partir de dilui¢des de HCI (12 M) em agua. O tampao pH 1,6 (= 0,02) (34 mM) foi preparado
adicionando 1,99 g de NaCl em 1 L de dgua. O tampao acetato pH 5,0 (= 0,01) (144 mM) foi
preparado por meio da adi¢do de 8,089 g de NaOH, 16,4 mL de 4cido acético e 23,75 g de
NaCl em 1 L de dgua. O tampdo acetato pH 6,80 (£ 0,02) (105,9 mM) foi preparado
dissolvendo quantidades apropriadas de tampdo acetato de amoénio (25 mM) e NaOH (8,7
mM) em 1 L de agua e o tampao fosfato-salino PBS pH 7,4 foi preparado de acordo com
protocolos. Solugdes nas concentragdes de 2% (v/v) dos aditivos Tween®80 ¢ PVP®K30
(Tabela 18) foram preparadas dissolvendo-os em tampao pH 1,6. Os valores de pH em todos
os meios foram ajustados com solugdes 1 M de NaOH e HCl. A 4gua utilizada nos
experimentos de solubilidade foi filtrada através de sistema de purificagdo MilliQ® e o pH

medido foi de 6,3 (+ 0,02).
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Tabela 18 - Aditivos utilizados nos estudos de solubilidade e dissolugdo.

) Concentracdo Mecanismo de
Nome e estrutura quimica . CMC .
utilizada solubilizagdo

PVP (Polivinilpirrolidona) K30

§S

N" O 2% (m/v) : Complexagdo
s
H
n
Tween® (Polisorbato) 80
y I
O\//“ /fr'n\ =
WY 2% (m/v) 0,0013¢
0 A g yOH 9
{ [ Solubiliza¢do micelar

HO( A~ Oﬁ o’\'tO"T \1

wx+y+z=20

* ULLAH; BALOCH; DURRANI, 2011.

5.1.2.4 Solubilidade do MLX

A solubilidade do NPX (Snpx) foi determinada a partir da adicdo de excesso de
farmaco em 30 ml de solugdo. As suspensdes foram mantidas sob agitagdo (25 + 0,2 °C, 150
rpm) em incubadora do tipo shaker (NT 715, Novatécnica, Piracicaba, Brasil). Em intervalos
de 24h aliquotas foram coletadas, filtradas em filtros de poliamida de 0,45 um e o pH
verificado. Apds dilui¢do adequada em fase movel, a fase liquida foi analisada por CLAE e a
fase solida foi verificada por DRXP e DSC para garantir que ndo houve transicdo de fase
durante o ensaio. O experimento foi finalizado quando o sistema alcangou o equilibrio (48-
72h), onde a variacdo de concentragdo molar foi inferior a 5% entre as duas ultimas coletas.

Os experimentos foram realizados em triplicata.

5.1.2.5 Solubilidade do cocristal

A solubilidade em equilibrio do cocristal NPX-NIC foi determinada no ponto eutético,
onde a fase solida do fArmaco e do cocristal estdo em equilibrio com a solugdo. Quantidades
em excesso de cada fase solida foram adicionadas em 30 ml do meio e as suspensdes foram
mantidas sob agitacdo continua a 25 = 0,2 °C, 150 rpm em incubadora do tipo shaker, até o

equilibrio ser alcangado (48-72h). Em intervalos de 24h, aliquotas foram coletadas, filtradas
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em filtros de poliamida de 0,45 um e o pH verificado. Apos dilui¢do adequada em fase movel,
a fase liquida foi analisada por CLAE, a fim de obter as concentragdes de fadrmaco e
coformador, e a fase solida foi verificada por DRXP e DSC para garantir que o sistema se
encontrava no ponto eutético (confirmado pela presenca das fases solidas do farmaco e do
cocristal e concentracdes constantes de farmaco e coformador). Os experimentos foram
realizados em triplicata.

A solubilidade estequiométrica do cocristal foi calculada a partir da concentragao
total medida de farmaco e de coformador ([fArmaco]reu € [coformador]reu), de acordo com a

seguinte equacdo para cocristais de estequiometria 2:1:

3\/[fé\rmaco]ZT'eu [coformador]t,eu (23)

S ; =
cocristal (2:1) 4

Onde Scocristal € a solubilidade total do cocristal, e [farmaco]re € [coformador]rcu
representam a concentragdo total molar de todas as espécies de farmaco e coformador sob
condi¢des de equilibrio.

O produto da solubilidade (Kp) do cocristal 2:1 NPX-NIC foi determinado de acordo
com a seguinte equacao:

K.

sp = [farmaco]3[coformador], (24)

Onde [firmaco]3 e [coformador]o representam as concentragdes neutras de NPX ¢

NIC no ponto eutético.

5.1.2.6 Dissolu¢do do farmaco e dos cocristais

A dissolucao do NPX e do NPX-NIC foi realizada em triplicata nos meios: tampao
pH 1,6, tampao pH 5,0, Tween 80 e PVP K30. Foi preparada uma solu¢ao de cada um dos
aditivos na concentragdo de 2% (m/v) dissolvidos em tampao pH 1,6. A temperatura foi
mantida a 25,0 (+ 0,2) °C sob agitacao (150 rpm) utilizando incubadora do tipo shaker flask.
A dose de 100 mg de NPX e o equivalente para o cocristal NPX-NIC (126,5 mg) foi

adicionada em 50 mL do meio de dissolugdo. As amostras foram previamente passadas pelo
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tamis de malha 125 um, para uniformiza¢do do tamanho de particula. Em intervalos de tempo
pré-determinados, aliquotas de 1,0 mL foram coletadas e imediatamente filtradas com
membrana de poliamida de 0,45 pm. Concentragdes de fdrmaco e coformador foram
analisadas por CLAE e a fase solida final analisada por DSC e FT-IR. O experimento foi
encerrado em 4 horas e o pH foi verificado. Para a analise das dissolu¢des considerou-se os
parametros: area sob a curva (AUC), supersaturacao ([fa&rmaco]r/Stirmaco) € Supersaturacao
maxima (Omax = Cmax/Sfarmaco). Teste ¢ foi utilizado para testar a significancia estatistica em
relacdo aos valores da area sob a curva (AUC) e omax, €ntre cada cocristal e meio utilizado.
Aplicou-se intervalo de confianga de 95%. Diferencas entre os pardmetros foram consideradas
significativas quando p<0,05. O célculo da AUC e analise estatistica foi realizada em software
GraphPad Prism®6. O dose number (Do) foi determinado de acordo com a equagdo 16
descrita anteriormente no capitulo II, considerando os valores de Cagose € Stirmaco. A Cdose d0S
estudos de dissolucdo desse capitulo foi determinada a partir da dose de 100 mg dividida pelo
volume do meio de dissolu¢dao (50 mL) resultando em uma Cgose de 2 mg/ml (8,7 mM). A
dose de 100 mg foi selecionada baseada na dose comercializada de um comprimido de 500

mg dividido pelo volume de 250 mL (equivalente ao volume géstrico).

5.1.2.7 Instrumentagdo e condigoes cromatograficas

A quantificacdo do NPX e NIC foi realizada por CLAE utilizando metodologias
desenvolvidas com base em pardmetros e métodos descritos na literatura (JAIN et al., 2016;
MONDAL et al, 2011; YILMAZ; ASCI; ERDEM, 2013). Posteriormente ao
desenvolvimento dos métodos, os mesmos foram validados de acordo com as normas
nacionais ¢ internacionais recomendadas (FDA, 2015; ICH, 2005; BRASII 2017). As analises
por CLAE foram realizadas em cromatdgrafo Shimadzu LC-10A (Kyoto, Japdo), equipado
com bomba LC-10AD, desgaseificador DGU-14A, detector de comprimento de onda ()
SPD-10AV e unidade controladora de sistema SCL-10AVP. A aquisi¢do dos dados foi
realizada por meio do softiware CLASS-VP® V 6.14.

Foram desenvolvidos dois métodos de CLAE, identificados da seguinte maneira:

a) Isocratico = para quantificacdo isolada de NPX;

b) Gradiente = para quantificacdo de NPX e NIC.
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Um resumo dos principais pardmetros de cada método encontra-se descrito na tabela

Tabela 19.

Tabela 19 - Condigdes cromatogréficas utilizadas para quantificacdo de NPX e NIC.

Método
Parametros
a) Isocratico b) Gradiente
Analito NPX NIC e NPX
A: MeOH
Fase movel MeOH:4gua acidificada pH 3,0 o
B: 4gua acidificada pH 3,0
10:90 A:B (0-5 min)
Proporgao (v/v) 65:35 90:10 A:B (5-10 min)
10:90 A:B (10-13min)
270 nm - NPX
A de onda 270 nm
180 nm -NIC
Vol. de injegao 20uL 20uL
Vazao ImL/min ImL/min
Temperatura 25°C £1°C 25°C £1°C
) NIC (3,59 min)
Tempo de retengdo 4min )
NPX (10 min)
Faixa linear 2 —40 pg/mL 5-50 pg/ml
Limite NIC (1,51 pg/mL)
0,46 pg/mL ( :
de deteccao NPX (1,60 pg/mL)
] NIC (4,61 pg/mL)
Limite de quantificagdo 1,46 pg/mL
NPX (4,53 pg/mL)
Coluna Kinetex Core Shell® C18 (5 p, 150 mm x 4,6 mm d.i.)

5.1.2.8 Microscopia optica

5.1.2.8.1 Avaliagao da cinética de dissolu¢@o do cocristal e precipitagdo do farmaco

A cinética de dissolugdo do NPX-NIC e precipitagdo do NPX foi investigada em
microscopio invertido Leica Dmi8 (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemanha) equipado com
camera de alta resolucdo e iluminagdo clara de LED. Aliquotas de 200 pL foram coletadas
durante a dissolugdo do cocristal (mesmas condigdes descritas no item 5.1.2.6) e transferidas

para as placas de 96 pocos em tempos pré-determinados. As imagens foram coletadas
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utilizando camera Leica DMC2900 controlada por software LAS v4,7 (Leica Microsystems,

Wetzlar, Germany). Aumento de 20x foi utilizado para todas as imagens.

5.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.2.1 Caracterizacio do cocristal e seus componentes

Diferentes métodos de obtencdo do cocristal NPX-NIC encontram-se descritos na
literatura: método de antissolvente supercritico utilizando CO2; screening pelo método de
Kofler (termomicroscopia); moagem assistida por solvente e obten¢do de monocristal por
evaporacdo lenta do solvente (CASTRO ET. AL, 2011; NEUROHR et al., 2013b). Neste
trabalho foi utilizado o método de cristalizacdo por reacdo (MCR), o qual demonstrou ser um
método simples, passivel de escalonamento, resultando em soélidos cristalinos puros com
rendimento de até 75%.

Os cocristais podem ser usualmente caracterizados por meio da combinagdo de
técnicas termoanaliticas, espectroscopicas, € a mais importante dentre elas, a difracdo de
raios-X de p6 (DRXP). Uma ferramenta 1til consiste no banco de dados estruturais CSD
(CSD - Cambridge Structural Database), que fornece informagdes essenciais para a
caracterizagao por meio da comparacdo entre padrdes de difracdo de raios-X da amostra com
o padrdo de difra¢do calculado, quando existente (HEALY et al., 2017; QIAO et al., 2011;
REUTZEL-EDENS, 2012).

No que se refere ao comportamento termoanalitico das amostras, NPX matéria-prima
apresentou um unico evento endotérmico, com ponto de fusdo em 154,61° C, estando de
acordo com o intervalo de fusdo descritos na literatura para a forma I deste farmaco
(CASTRO et. al, 2011; EVORA et al., 2011; RAJURKAR; GITE; GHAWATE, 2015a;
SONG; SOHN, 2011). A curva DSC da amostra cocristalizada apresentou ponto de fusdo em
128,07°C, localizado abaixo dos eventos endotérmicos dos componentes do cocristal (Figura
44). Este dado esta de acordo com o encontrado no trabalho de Castro et al., 2011, para o
cocristal de NPX-NIC, bem como o evento endotérmico da NIC, com evento de fusdo em
128,19°C. Estes autores também relatam a presenca de mistura eutética na amostra

cocristalizada, caracterizada pelo evento endotérmico em 108,07°C, antecedente a fusdo do
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cocristal. A andlise de DSC da mistura fisica na propor¢do 1:1 apresentou evento endotérmico

em 109,56°C, consistente com o relatado por Castro et al., 2011 (CASTRO et al., 2011).

Figura 44 - Resultado das andlises por DSC do coformador NIC, da mistura fisica, da amostra cocristalizada e do
farmaco NPX.
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A DRXP ¢ considerada uma técnica fundamental e definitiva na andlise de materiais
solidos cristalinos, permitindo a caracterizagdo das amostras de acordo com seus padrdes de
difragdo (BRITTAIN, 2009). A estrutura cristalina de NPX foi determinada pela primeira vez
por Ravikumar et al., 1985. Os dados cristalograficos referentes a forma 1 de NPX estdo
depositados no Cambridge Crystallographic Data Centre (CCDC) identificado como
COYRUD (RAVIKUMAR et al., 1985). A amostra da matéria-prima de NPX foi
caracterizada por meio da sobreposicdo dos padrdes de reflexdo para este polimorfo I,
confirmando sua identidade (Figura 45). Outras trés formas polimoérficas de NPX foram
isoladas por Jung-Soon Song and Young-Taek Sohn (2011) por meio de recristalizagdes em
condi¢des extremas utilizando diversos solventes. No entanto, este autor ndo apresenta as

estruturas cristalinas resolvidas para estes polimorfos (SONG; SOHN, 2011).
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Figura 45 - Difratogramas da amostra de NPX matéria-prima e do padrao de difracdo calculado para NPX
polimorfo I relatado por Ravikumar et al., 1985.
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Em relacdo a estrutura cristalina do cocristal NPX:NIC, a mesma encontra-se
elucidada por meio de difracdo de raios X de monocristal. Os dados cristalograficos relatados
por Ando et al., 2012, demonstraram que a interagdo entre fairmaco e coformador ocorre por
meio de quatro ligacdes de hidrogénio em dois synthons: acido carboxilico (NPX) - anel
piridina (NCT) e 4cido carboxilico (NPX) — grupamento amida (NCT) (ANDO et al., 2012).
Comparando o difratograma da amostra cocristalizada NPX-NIC com o padrdo de difracdo
calculado desse cocristal (Figura 46), foi possivel observar que as reflexdes sdo equivalentes e
diferentes dos materiais de partidla NPX e NIC. E observado a auséncia de reflexdes
caracteristicas do farmaco e do coformador em 6,55° e 14,74°, respectivamente, ¢ 0

surgimento de novas reflexdes caracteristicas desse cocristal, conforme destacado em 19,7° C.
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Figura 46 - Difratogramas da amostra obtida por cocristalizacdo e do padrdo de difragdo calculado para NPX-
NIC.
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" Padrio de difragdo calculado para o cocristal NPX-NIC relatado por Ando et
al., 2012.

A Figura 47 mostra as modificacdes observadas no espectro de infravermelho da
amostra de NPX-NIC em relacdo aos componentes isolados. No espectro de NIC, as bandas
visualizadas em 3354 cm™ e 3148 cm! podem ser atribuidas as vibragdes assimétricas e
simétricas do grupo NHo, e a banda caracteristica de C=0 foi observada em 1675 cm!. Ja para
o NPX, o estiramento da ligagdo C=0 ¢é observado em 1724 cm™'. A formagdo do cocristal
resultou em modificagdes no espectro que evidenciam as interagdes de hidrogénio entre os
componentes. A vibragdo C=0 de NIC e NPX apareceram no espectro do cocristal em 1702
cm! devido a ligagdo de hidrogénio entre C=O do NPX e o grupamento NH> da NIC. A
presenca de duas novas bandas em 2523 cm! e 1982 cm’! indicam interagdo entre o

grupamento acido carboxilico e nitrogénio aromatico.
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Figura 47 - Espectros de FT-IR das amostras de NIC, de NPX e da amostra cocristalizada NPX-NIC.
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Por fim, a andlise por CLAE das concentragdes dos componentes do cocristal
demonstrou razdo farmaco/coformador de 1,97 (+ 0,4 %), confirmando a estequiometria 2:1
deste cocristal. Estes dados, em conjunto com os resultados obtidos por DSC, FT-IR e DRXP,

confirmam a identidade da amostra como cocristal 2:1 NPX-NIC.

5.2.2  Keu, SA e solubilidade em func¢io do pH

As concentracdes eutéticas de NPX e NIC em equilibrio com a fase sdlida de
cocristal e farmaco no ponto eutético em diferentes valores de pH encontram-se apresentadas
na Figura 48. [NPX].. aumentou com o aumento do pH, consistente com o seu carater acido
de ionizagdo. Enquanto, [NIC]ey ndo apresentou variagdo nas concentragdes (p > 0,05).
Embora os valores de pH iniciais foram entre 1,6 — 7,4, os valores de pH do equilibrio foram
entre 4,2 e 5,9 devido ao efeito tamponante dos componentes. A medida que o cocristal
dissolve em solucdo, altos niveis de ionizacdo da NIC (base, pK. = 3,3) elevaram o pH da
solugdo de pH 1,6, enquanto que o NPX (acido, pKa = 4,18) diminuiu o pH das demais
solugdes. Nesses estudos, o pH do equilibrio atingiu variagcdes de 2,6 unidades, demonstrando
a importancia do monitoramento deste pardmetro em estudos desta natureza envolvendo

moléculas ionizaveis.



130

Figura 48 - Concentragdes eutéticas de farmaco e coformador medidas no ponto eutético. As concentragdes
eutéticas de NPX aumentam com o aumento do pH enquanto NIC nao apresenta mudanga significativa (p >

0,05).
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A constante eutética Key foi determinada a partir da razdo da concentragcdo de
coformador pela de farmaco (Figura 48 e Tabela 20) e a sua relagdo com a SA para cocristais

2:1 ¢ descrita pela equagao:

. 3
Kezﬁl _ [coformador]ey =05 (Scocrlstal) — 0.5(SA)3 (25)

[farmaco]ey Stirmaco

Valores de Key > 0,5 para cocristais de estequiometria 2:1 indicam que o cocristal ¢
mais solivel que o farmaco. Valores de Keu na Figura 49 estdo acima de 18 em todas as
condi¢des de pH estudadas. Tanto Keu quanto SA aumentam a medida que o pH diminui. Os
valores experimentais de SA variaram de 21 a 7 para NPX-NIC na faixa de pH de 4,2 a 5,9
(Tabela 20). Diante disso, espera-se que o cocristal apresente rapida dissolu¢do e menor
estabilidade termodindmica em solugdes de pH menores. O coformador NIC do tipo base
exibe ioniza¢do aumentada em valores de pH acidos, especialmente acima do seu pK, de 3,3

refletindo no aumento da Scocristal e da SA em condigdes acidas.
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Figura 49 - Relacdo entre K..e SA para NPX-NIC. A linha foi gerada a partir da forma logaritmica da equagao
25. Os niimeros préximos dos pontos experimentais indicam os valores de pH final dos experimentos de
solubilidade. K., ¢ SA aumentam com a diminui¢do do pH devido a ionizagdo do coformador tipo base.
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E importante ressaltar que a concentragio de farmaco no experimento de solubilidade
no ponto eutético corresponde a solubilidade do farmaco quando fendmenos como
complexagdo ndo ocorrem. Por outro lado, as concentra¢des do coformador variam de acordo
com a concentracdo necessaria para atingir o ponto eutético. As concentragdes eutéticas de
NPX foram aproximadamente 2x maiores que a Snex (Tabela 20) sugerindo complexagdo
entre farmaco e coformador. A NIC ¢ amplamente estudada pela sua capacidade de aumentar
a solubilidade de outras moléculas quando na presenga de determinadas concentracdes da
mesma. Diferentes mecanismos explicando esse fendmeno podem ser encontrados na
literatura. O termo hidrotropico € bastante citado, embora o mecanismo de complexacdo seja o
mais aceitdvel. A formacdo de complexos entre a NIC e outros farmacos ¢ bem relatada na
literatura, com o objetivo de aumentar a solubilidade aquosa de farmacos hidrofobicos
(COFFMAN; KILDSIG, 1996; KIM et al., 2010; NIDHI et al., 2011; RASOOL; HUSSAIN;
DITTERT, 1991; SANGHVI; EVANS; YALKOWSKY, 2007; SUZIKI, H AND SUNADA,
1998). A ocorréncia de complexagdo em sistemas cocristalinos também encontra-se relatado
na literatura (BETHUNE, 2009; GOOD, 2010; NEHM; RODRIGUEZ-SPONG;
RODRIGUEZ-HORNEDO, 2006).
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Tabela 20 - Concentracdes eutéticas de farmaco e coformador, pH inicial e final, solubilidade do cocristal e do
farmaco e a vantagem de solubilidade do cocristal em relag@o ao fdrmaco SA.
pH Inicial pHeqa [NPX]Tb (mM) [NIC]Tb (mM) Scocrislal,TC (mM) Sfélrmacod (mM) SA®

1,6 4,25 0,30 £ 0,01 127,06 + 3,55 2,84 0,13 21

5,0 4,90 0,81 +£0,07 125,63 +2,88 5,48 0,36 15

6,0 5,01 0,79 £ 0,02 126,26 + 5,64 5,40 0,44 12

6,8 5,50 2,28+0,1 124,30 +£2,99 10,89 1,27 9

7,4 5,92 6,40 £ 0,24 121,33 £3,77 21,50 3,10 7
2 pH final (equilibrio).

b Concentragdes totais de fArmaco e coformador (equilibrio 48h-72h).

¢ Solubilidade do cocristal 2:1 determinada pela equacdo 23.

4 Starmaco correspondente ao pHeq do experimento de solubilidade no ponto eutético.
¢ (SA = Scocristal/sférmaco)-

5.2.3 Dependéncia da solubilidade do farmaco e dos cocristais no pH

A solubilidade do NPX-NIC em fun¢do do pH na Figura 50 foi predita a partir de
equacdes de solubilidade para cocristais formados de farmaco acido e coformador base,
considerando o equilibrio quimico e suas constantes de equilibrio no Apéndice I (BETHUNE
et al., 2009).

A solubilidade total do NPX em func¢do do pH pode ser descrita por:

Sférmaco,T = Sférmaco,o(l + 10(pH_pKa'ﬁrmaC0)) (26)

Onde Stirmaco,0 representa a solubilidade intrinseca do NPX e pKa ¢ -log da constante
de ionizagdo Ka. A solubilidade intrinseca do NPX determinada ¢ 0,058 + 0,003 mM por meio
da equagdo 26.

Enquanto que, a solubilidade total da NIC em fun¢do do pH pode ser descrita por:

Scoformador,T = Scf,O(l + 10(pKa'Cf_pH)) (27)

Onde Sc¢p representa a solubilidade intrinseca da NIC (2994,9 + 8,7 mM)

determinada por meio da equacao 27.

Para o cocristal 2:1 NPX-NIC, a sua solubilidade pode ser descrita por:
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3|K
S21 = 2\/% (1 + 10PH-PKafirmaco))2(1 4 10PKacr—PH)) (28)

Onde Kp € o produto da solubilidade do cocristal, obtido a partir das concentragdes aquosas
livres e ndo-ionizadas de firmaco e coformador para cocristais 2:1 (GOOD; RODRIGUEZ-
HORNEDO, 2009):

Ksp, = [NPX]§[NIC], (29)

Na auséncia de outras interagdes em solucdo, a solubilidade do cocristal ¢ governada
pelo Ksp, pKa dos componentes e o pH da solugdo (BETHUNE et al., 2009). Os pardmetros,
So, Ksp € pKa estdo descritos na Tabela 21.

Tabela 21 - Ky, pKyp, pKa € solubilidade intrinseca do cocristal e seus componentes a 25°C.

Componente/Cocristal Ko (M) pKp° So (mM)® pKa

NPX - - 0,058 (= 0,003) 4,18¢

NIC - - 29949 (+ 8,7) 3,30°
NPX-NIC 1,77 (+ 0,40) x10° 8,75 1,52 (+0,12) ;

2 Determinada a partir da média das concentragdes eutéticas de farmaco e coformador e a equagdo 29.
® pKip= -log(Ksp).
¢ Solubilidade intrinseca do farmaco, do coformador ¢ do cocristal. A solubilidade intrinseca do NPX-NIC foi

calculada a partir da equagdo: Sy = 2 ’ ’%

¢ AVDEEF; BERGER; BROWNELL, 2000.
¢ AHMAD; ANSARI; ISMAIL, 2003.

Cavanagh e colaboradores (2018) relataram valores de pK, de diversos cocristais de
farmacos hidrofobicos. Para cocristais de estequiometria 2:1 estes valores variaram de 3 a 10.
O pKsp do NPX-NIC estd dentro da faixa relatada, apresentando o valor de 8,75
(CAVANAGH; MAHESHWARI; RODRIGUEZ-HORNEDO, 2018). A partir da obtengao do
valor de Ky do cocristal € possivel aplicar modelos matematicos preditivos a fim de obter as
curvas de solubilidade dos cocristais em uma ampla faixa de pH e comparé-las com a curva da
solubilidade do farmaco e coformador. Desse modo, pode-se antecipar o comportamento de
solubilidade do cocristal sem a necessidade de realizar experimentos em diversos valores de
pH.

Com a utilizacdo das equagdes 26, 27 e 28 a solubilidade do cocristal, farmaco e
coformador em funcdo do pH pode ser predita. Figura 50 mostra que além do aumento da
solubilidade, NPX-NIC modula a dependéncia da solubilidade no pH. A curva de solubilidade

do NPX ¢ tipica de moléculas acidas. Conforme o pH aumenta, as fragcdes ionizadas de NPX
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aumentam, resultando em maior solubilidade, especialmente em valores de pH acima do seu
pKa (4,18). Em relagdo ao coformador NIC, ndo foi possivel acessar valores experimentais
abaixo do pH 4,2. Por se tratar de uma molécula de carater basico, a ionizagdo da NIC resulta
em aumento do pH da solu¢do, mesmo iniciando o experimento com valores de pH proximos
de 1,0. A combinacdo dos perfis de ioniza¢do do farmaco acido e do coformador basico
resultou em um perfil de solubilidade do cocristal 2:1 NPX-NIC em U, diferente dos
componentes individuais. Aumento de solubilidade do NPX-NIC ¢ observado em valores de
pH abaixo de 3,0 e um aumento mais expressivo ocorre em valores de pH acima de 5,0. O

NPX-NIC apresenta-se mais soluvel que o NPX em toda faixa de pH predita.

Figura 50 - Solubilidades do farmaco, coformador e do cocristal em fungdo do pH. Simbolos representam dados
experimentais de solubilidade. As curvas foram geradas a partir das equagdes 26, 27 e 28. Valores de pH
correspondem ao pH do equilibrio. A concentragdo (Cdose) correspondente a concentragdo utilizada nos
experimentos de dissolugdo (8,68 mM) esta indicada pela linha tracejada. O dose number (DoOfirmaco) NOS tampoes
de pH 1,6, 5,0, e na presenca de Tween 80 e PVPK 30 estdo indicados pelas setas e foram calculados pela

equagdo 16.
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5.2.4 Perfil de concentracio de farmaco vs tempo no pH 1,6 e 5,0

As concentragdes de fArmaco durante a dissolugdo de NPX-NIC em tampao pH 1,6

foram maiores que aquelas provenientes da dissolu¢cdo de NPX Figura 51, no entanto, ndo
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foram suficientes para atingir niveis supersaturados. Esse comportamento indica rapida
conversao do cocristal, a qual foi confirmada por meio da quantificagdo do coformador
(Figura 55). Em 5 minutos de dissolucao as concentragdes de NIC estavam muito proximas do
valor total adicionado no inicio do experimento. A caracterizagdo da fase so6lida final por FT-
IR demonstrou a presenca de apenas NPX. Mesmo com a conversdo do cocristal, a dissolugao
de NPX-NIC foi superior a do NPX com valores de AUC estatisticamente diferentes (p<0,05).

E comum encontrar na literatura resultados semelhantes ao demonstrado na Figura 51
onde os autores denominam, equivocadamente, o cocristal como sendo menos solavel que o
farmaco, considerando-os ndo promissores (BOLLA; NANGIA, 2016). A cocristalizagdo
pode proporcionar grandes melhorias de solubilidade, no entanto, a instabilidade em solucao
de alguns cocristais faz com que a utilizagdo de aditivos como polimeros e surfactantes seja

crucial para que niveis supersaturados sejam observados e mantidos.

Figura 51 - Concentracéo de farmaco vs tempo para as dissolu¢cdes do NPX e do cocristal NPX-NIC no pH 1,6.
A linha tracejada representa a solubilidade do farmaco no pH final da dissolu¢do (pHsina = 1,80).
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Uma vez que a tendéncia dos valores de SA para NPX-NIC ¢ diminuir em pHs mais
elevados, conforme demonstrado na Figura 49, dissolu¢des foram conduzidas no pH 5,0 na
tentativa de observar niveis de supersaturacdo deste cocristal. Concentragdes acima da Snpx
foram observadas durante a dissolu¢do de NPX-NIC no pH 5,0 (Figura 52), mas que
rapidamente diminuiram para concentragdes proximas da Snex. Em termos de supersaturagao
maxima (Omax = Cmax/Sfarmaco) 0 NPX-NIC apresentou omax de 1,5 em 8 minutos. Embora o

valor de SA deste cocristal em pH 5,0 seja relativamente baixo (SA= 14), a sua cinética de



136

cristalizagdo ainda ¢ maior que a de dissolu¢do. Similar ao pH 1,6, a caracterizacdo por FT-IR
da fase solida em 4 h indicou a presenca de apenas NPX.

Figura 52 - Concentracéo de farmaco vs tempo para as dissolu¢cdes do NPX e do cocristal NPX-NIC no pH 5.,0.
A linha tracejada representa a solubilidade do farmaco no pH final da dissolu¢@o (pHsina = 5,00).
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5.2.5 Solubiliza¢do e perfil de concentracio de farmaco vs tempo na presenca de

Tween 80® e PVP K30®

Umas das estratégias para diminuir as taxas de conversdo dos cocristais estd na
utilizacdo de agentes solubilizantes do farmaco e polimeros. Em busca na literatura por
aditivos que solubilizam o NPX, o Tween 80 demonstrou ter grande capacidade de
solubilizagdo, motivo pelo qual foi selecionado e, dentre os polimeros bastante relatados esta
o PVP e seus derivados (ALHALAWEH; ALI; VELAGA, 2014; BORBAS et al., 2016;
VANDECRUYS et al., 2007; WARREN et al., 2010). Com o objetivo de avaliar a influéncia
de retardadores poliméricos de precipitagdo nas dissolugdes do NPX-NIC, selecionou-se o
PVPK30.

Stirmaco € Scocristat Na presenca dos aditivos Tween 80 ¢ PVP K30 dissolvidos no
tampao pH 1,6, estdo apresentados na Figura 53. Devido a solubilizagdo preferencial do
farmaco hidrofébico sobre o coformador hidrofilico ¢ esperado que o farmaco seja
solubilizado em maior extensdo do que o cocristal. Os valores experimentais de SP
(SPexperimental=Saditivo/ Stampao) foram maiores para o farmaco do que o cocristal (SPnpx = 27,5 €

4,5 vs SPrnpxnix = 9,9 € 2,9 em Tween e PVP respectivamente) (Figura 53). Valores de
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SPcocristat calculados utilizando a equacdo 30 foram 9.0 e 2.7 em Tween e Cremophor
respectivamente. Estes resultados estdo em concordancia como os valores de SPexperimental para
NPX-NIC, demonstrando a utilidade desta equagdo em prever a solubilizacdo de cocristais a
partir da solubilizagdo do farmaco (LIPERT et al., 2015). O coformador nicotinamida nao
apresentou solubilizagdo pelos aditivos (p>0,05). Os valores de SA descritos na Tabela 22

foram reduzidos de 21 em tampao, para 7 em Tween 80, e para 13 em PVP K30.
Sl:)cocristal = (Spférmaco)2/3 (30)

Figura 53 — Solubilidade experimental para NPX e NPX-NIC em Tween 80 ¢ PVP K30. Numeros acima das
colunas indicam a SPexperimental (SP=Saditivo/Stampao). A 1elacdo SPeocristal = (SPrarmaco)?/ € observada.
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Tabela 22 — Valores de pH inicial e do equilibrio, Scocristu € @ SA em tampao pH 1,6, Tween 80 e PVPK 30.

Cocristal Meio PHinicial pHeg? See,r° (MM) SA=(Scc/Starmaco)
Tampao 1,60+ 0,01 425+0,01  2,84+0,01 21
NPX-NIC Tween 80 (2% m/v) 1,60 + 0,01 428+0,01 2835+0,02 7°
PVP K30 (2% m/v) 1,60 + 0,01 430+0,01 8,49 +0,02 13¢

2pH final da solubilidade no ponto eutético (48-72h).
bSolubilidade do cocristal calculada pela equagio (23).
Aag

com valores de SP descritos na Figura 53.
(SRtsrmaco

¢ Valores de SA preditos a partir da equagdo SA = e

NPX-NIC nd3o demonstrou vantagem de dissolu¢do em comparagdo com NPX na

presenga de Tween 80 (Figura 54). Os valores de AUC do farmaco e do cocristal foram
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considerados semelhantes (p>0,05). Apesar do Tween 80 apresentar efeito solubilizante sob o
farmaco e o cocristal, as concentragdes de firmaco ndo atingiram a Snpx até o final da
dissolugdo (4h), necessitando de mais tempo para atingir o equilibrio. Na presenca do
retardador polimérico de precipitagdo PVP K30, o cocristal NPX-NIC apresentou dissolugao
superior a do fArmaco e supersaturacdo (Figura 54). NPX-NIC atingiu concentracdo maxima
de farmaco em 5 min (Omax de 2,2) seguido da diminuicdo das concentragdes, as quais
permaneceram um pouco acima da Snpx até o final do experimento. Concentragdes sao
maiores nas dissolu¢des em Tween devido ao seu poder de solubilizagdo (SPtween >> SPpvp).
Apenas NPX estava presente na fase solida ao final das 4h das dissolu¢cdes em Tween 80 e

PVP K30 (caracterizado por FT-IR).

Figura 54 - Concentragao de farmaco vs tempo para as dissolugdes do NPX e do cocristal NPX-NIC na presenca
de Tween 80 e PVP K30. A linha tracejada representa a Searmaco N0 pH final da dissolugdo na presenga do aditivo
(pHfina = 1,77 em Tween e pHfinal = 1,82 em PVP).
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5.2.6 % de cocristal dissolvido

Os valores de % de cocristal dissolvido na Tabela 23 foram calculados a partir das
concentragdes de coformador dissolvidas, tendo em vista que a dose de NIC estd abaixo da
saturagdo (Figura 55). Para todas as condigdes avaliadas, a concentracdo de coformador
dissolvida atingiu a concentra¢do teérica do coformador (4,35 mM) indicada pela linha
pontilhada na Figura 55, confirmando a conversdo total do cocristal para firmaco. Visto que

NPX-NIC possui estequiometria 2:1, a concentragdo molar de NPX e NIC ndo ¢ a mesma.
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NPX-NIC apresentou taxa de dissolu¢do rapida em todos os meios, porém na
presenca de PVP K30 a taxa foi menor. Destaca-se os valores de % de cocristal dissolvido em
1 minuto de dissolugdo, os quais foram de apenas 7% em PVP K30 e de 46 a 59% nas demais
condi¢des. Em 30 minutos mais de 85% do cocristal encontrava-se dissolvido em todos os
meios, demonstrando a baixa estabilidade termodindmica deste cocristal até mesmo na

presenca de aditivos que reduziram a sua SA.

Tabela 23 - Porcentagem do cocristal NPX-NIC dissolvido durante as dissolugdes no tampao pH 1,6, pH 5,0 ¢ na
presenca de Tween 80 e PVP K30.

% cocristal dissolvido?®

Meio
1 min 5 min 30 min
Tampdo pH 1,6 54 94 95
Tampdo pH 5,0 46 65 87
Tampao pH 5,0 + Tween 80 59 74 99
Tampdo pH 5,0 + PVP K30 7 50 95

* Porcentagem de cocristal dissolvido foi determinada a partir da massa de coformador dissolvida em relagdo a

massa total inicial (massa de cocristal adicionada) de acordo com:

. . . mols de coformador dissolvido
0, —
cocristal dissolvido = 100.
% mols de cocristal adicionado
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Figura 55 - Concentracdes de farmaco e coformador das dissolugdes de NPX-NIC nos tampdes pH 1,6 (a) e pH
5,0 (b) e no tampao pH 1,6 com adi¢ao de Tween 80 (c) e PVP K30 (d). A concentragdo tedrica maxima do
coformador corresponde a massa molar inicial adicionada ao meio de dissolucéo.
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5.2.7 Avaliacdo do comportamento de dissolu¢cdo do cocristal e precipitacio do

farmaco por meio de microscopia dptica invertida

As imagens microscopicas na figura Figura 56 correspondem ao farmaco (matéria
prima) e cocristal, ambos no estado sélido. O NPX apresenta-se com morfologia de blocos ou
colunas enquanto o NPX-NIC apresenta-se em formato de agulha ou laminar. O NPX pode
cristalizar em diferentes morfologias dependendo da técnica e solvente empregado no
processo de cristalizagdo. Neurohr et. al (2012 e 2013) utilizou a técnica de anti-solvente para
a obtencdo do cocristal NPX-NIC. Nesse estudo os autores obtiveram cristais em formato de
agulha para o NPX e para o cocristal NPX-NIC foi observado morfologia laminar e de agulha,

muito simular ao farmaco (NEUROHR et al., 2013; NEUROHR et al., 2012).

Figura 56 — Imagens microscdpicas de NPX e NPX-NIC no estado sélido. Aumento 20x.
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Amostras foram coletadas durante as dissolugdes do NPX-NIC e transferidas para
placas de 96 pogos para observacdo em microscopio invertido. A Figura 57 apresenta imagens
microscopicas das amostras em 1 minuto e 1 hora das dissolugdes nos meios: tampao pH 1,6,
pH 5,0 e Tween 80. Nessas condi¢des, a dissolu¢cdo do cocristal e precipitacio do farmaco
ocorreu de maneira imediata. E possivel observar que o mesmo habito cristalino (colunar ou
agulha) esta presente nas fotos de 1 minuto e de 1 hora em todos os meios e permaneceu sem
alteracdo até o final do experimento (4h). Destaca-se que em Tween 80, o firmaco precipitado
apresentou morfologia similar aos outros meios, porém pequenas agulhas também foram
observadas na superficie dos cristais maiores. Para confirmacdo da conversdo do cocristal para
o farmaco, amostras correspondentes a 1 hora da dissolugdo foram filtradas e caracterizadas

por DSC, onde apenas a presenca de NPX foi observado.

Figura 57 - Imagens obtidas em microscépio invertido durante a dissolu¢do de NPX-NIC no tampdo pH 1,6, pH
5,0 e tampao pH 1,6 + Tween 80. Aumento 20x.
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Meio

pH 1,6

pH 5,0

Tween

A Figura 58 apresenta as imagens microscopicas de amostra coletada em 1 minuto da
dissolu¢ao no tampao pH 1,6 + PVP K30 seguida da sua observacdo (sem agitacdo). A
sequéncia do numero em cada foto corresponde ao minuto em que cada foto foi capturada. Na
presengca de PVP K30 foi possivel observar o processo de transicdo de fase de cocristal para
farmaco. NPX-NIC apresenta-se com morfologia laminar e acicular e estd indicado pela seta
nas Figura 58. As imagens demonstram dissolu¢do total do cocristal em até 6 minutos. A
partir de 2 minutos foi observado o inicio da precipitagdo de pequenas particulas circulares no
meio que aumentam a medida que o cocristal dissolve. Fase solida final foi caracterizada por
DSC confirmado que os cristais em morfologia circular correspondem ao NPX. Essa foi a

condi¢do em que NPX-NIC atingiu o maior nivel de supersaturagdo e a Uinica em que a
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transicdo de fase foi passivel de observagdo por meio da microscopia Optica invertida,

podendo ser atribuida a diminuicdo da cinética de precipitacdo proporcionada pelo PVP K30.

Figura 58 - Imagens obtidas em microscépio invertido durante a dissolu¢do de NPX-NIC no tampao pH 1,6 +
PVP K30. Aumento 20x. Os nimeros indicam os minutos. Setas indicam o cocristal NPX-NIC.
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5.2.8 Comportamento de DSP do NPX-NIC e correlacio com os parametros SA e
Do

A fim de obter uma correlagdo apropriada entre a SA e comportamento de dissolucdo
obtido para esse cocristal, a SA foi calculada considerando-se os valores de pH ao final das
dissolugdes na presenca de aditivos a partir da equagdo 31 ou 32 para cocristais de
estequiometria 2:1. Além dos valores de SA, os valores de Do encontram-se descritos na

Tabela 24.

S 2/3
diti
Scocristal,aditivo = Scocristal,aq ( aslt1v0> (31)
aq farmaco
SA,
SA=— T _—
(SPférmaco)2/3 (32)

A Figura 59 apresenta os perfis de dissolu¢cdes em termos de supersaturagdo e os
valores de SA correspondentes ao pH final de cada dissolu¢do. Comparando os meios sem
aditivos (pH 1,6 vs pH 5,0), niveis supersaturados foram observados apenas no pH 5,0. Tanto
SA quanto Do sdo menores no pH 5,0 (SA= 14 e Do=17) vs (SA= 81 e Do=150) no pH 1,6.
Valores menores de SA e Do diminuiram a for¢a motriz para cristalizagdo do farmaco e
possibilitou que niveis de supersaturacao fossem observados no pH 5,0.

Em relacdo aos meios com aditivos, a SA foi reduzida de 81 em tampao (sem aditivo)
para 9 em Tween 80, e para 28 em PVP K30. O NPX ¢ solubilizado em maior extensdo pelo
Tween 80, consequentemente a redu¢ao da SA torna-se maior na presenca deste aditivo em
comparagdo com PVP K30. Mesmo com maior SA em PVP K30, esta foi a condicdo que
possibilitou o melhor desempenho deste cocristal, proporcionando incremento de 2 vezes na
AUC em relagdo ao farmaco. A redugdo da SA exercida pelo Tween 80 ndo foi suficiente para
que a cinética de precipitacdo do fairmaco fosse reduzida. Destaca-se que em Tween 80 ¢ a
condi¢do com menor valor de Do (Dotween = 5). Dentre os mecanismos propostos para o efeito
do PVP em inibir a cristalizagdo, sugerem o poder de adsorcdo do polimero ao cristal
resultando na resisténcia a difusdo no meio e diminuicdo da cinética de cristalizagdo
(VANDECRUYS et al., 2007).

Com excecao das dissolu¢des em Tween 80, niveis supersaturados estavam presentes

ao final da dissolugcdo, mesmo com a conversao total do cocristal. Esse resultado pode ser
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atribuido a presenca da nicotinamida e sua capacidade de solubilizagdo hidrotrépica ou
complexagdo. Um estudo avaliou a dissolucdo intrinseca da mistura fisica de NPX-NIC na
propor¢ao 2:1 no tampao de pH 1,2, a qual apresentou concentragdes 2x maiores que as
concentragdes da dissolugdo do farmaco puro. Nesse mesmo estudo, o cocristal NPX-NIC
apresentou dissolugdo intrinseca até 2,8x maior que a do farmaco. A Cgyose utilizada pelos
autores nesse estudo (50 mg de cocristal em 10 mL) estd muito acima da Scocristal (DO(farmaco)=
290). A vantagem de dissolucdo do NPX-NIC nessa condicdo, pode ter sido influenciada pela
dose. Outro aspecto ndo abordado pelos autores ¢ a mudanca de pH durante o experimento
além da pureza do cocristal. E demonstrado que o excesso de coformador pode sustentar os
niveis supersaturados de farmaco pela diminui¢do da solubilidade do cocristal e for¢a motriz

para precipitacdo (YAMASHITA; SUN, 2016).

Figura 59 — Supersaturag@o ([NPX]1/Starmaco) durante a dissolugdo do cocristal NPX-NIC no pH 1,6 ¢ 5,0 e sob a
influéncia dos aditivos Tween 80 ¢ PVP K30. Numeros proximos das curvas correspondem ao SApuik nos valores
de pH final das dissolugdes.
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Tabela 24 - Resumo dos parametros obtidos nas dissolugdes do NPX-NIC nos tampdes pH 1,6, 5,0 ¢ na presenca
de Tween 80 e PVP K30.

Cocristal Meio PHinicial pHfinal G RAUC 0-4n)° Dofarmaco)® SA®
Tampio 1,60+ 0,01 1,80+0,01 - 1,13 +£0,02 150 81
Tampao 5,01+£0,01 5,00+0,01 1,50+0,05 1,21 £0,01 17 14
NPX-NIC
Tween 80 1.60+0,01 1,77+0,01 - 1,00 + 0,02 5 9
PVPK30 1,60+0,01 1,82+0,01 2,18+0,03 2,01 £0,02 33 27

2pH final da dissolu¢éo (4h).

b Supersaturagdo maxima atingida na dissolu¢do (Cmax/Stirmaco).

¢ AUCocristal/ AU Crarmaco.

¢ SA referente ao pH final da dissolugdo estimado pela equagédo 32.

Estes resultados demostraram a vulnerabilidade deste cocristal em solugdo e
facilidade do farmaco em precipitar mesmo sob valores consideravelmente baixos de SA e de
Do, como observado em Tween 80 onde a SA = 9 e Do = 5. Estudos descritos a seguir
revelam a tendéncia do NPX em precipitar sob baixos valores de supersaturacao.

Um dos estudos ¢ o desenvolvido por Sun e Lee (2013), o qual avaliou a precipitagdo
do NPX a partir de uma dose fixa do farmaco solubilizada em etanol e adicionada em 250 mL
de 4gua a 37°C, 150 rpm utilizando diferentes taxas de infusdo. O NPX apresentou
precipitagdo nos primeiros minutos do experimento sob valores de omx de 2,1 € 2,7, e quanto
maior a taxa de infusdo utilizada, mais rapido o Cmax foi atingido e maior foi a taxa de
dessupersaturagdo observada (SUN; LEE, 2013). No estudo posterior de Han e Lee (2017), a
supersaturagao-cristalizacdo do NPX foi avaliada pelo método de solvent shift a partir de
diferentes doses do farmaco solubilizadas em etanol. Aliquotas da solu¢do estoque foram
adicionadas em 250 mL de tampdo pH 4,2 a 37°C, 150 rpm em diferentes tempos. Os valores
de Do para este estudo foram calculados e ficaram na faixa de 1,4 a 3,5 € 0 oma Observado
ficou na faixa de 1,4 a 2,8, consistente com o Do que limitou a supersaturacdo. Nesse estudo,
valores maiores de Do resultaram em valores maiores de omx e rapido declinio das
concentragdes. Em todas as situagdes ocorreu a precipitagdo do farmaco, no entanto, a medida
que a dose diminuiu a velocidade de precipitacdo foi mais lenta. Os autores justificam esse
comportamento a uma tendéncia/caracteristica inerente da molécula em precipitar (HAN;
LEE, 2017). Alguns compostos sdo conhecidos por manter a supersaturacdo enquanto outros
precipitam rapidamente (MURDANDE et al., 2011).

De acordo com o modelo de energia de superficie proposto por Sangwal (2007) a

taxa de nucleacdo depende diretamente da tensdo interfacial do cristal com o fluido. Um
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aumento na tensdo interfacial resulta na diminuicdo da taxa de nucleagdo, enquanto a
diminui¢do da tensdo interfacial resulta no aumento da taxa de nucleacdo ¢ formagdo de
nucleos estaveis (SANGWAL, 2007). Han e Lee (2017) propdem tal hipotese para explicar
porque o NPX apresentou taxa de nucleacdo rapida em baixos valores de supersaturagao.
Nesse mesmo estudo a tensdo interfacial para NPX foi indiretamente medida utilizando o
método de angulo de contato descrito por Tam e Zografi (1976) e também a partir de dados
experimentais de solubilidade utilizando o método proposto por Mersmann (1990) onde
valores considerados baixos de tensdo interfacial foram obtidos para NPX (MERSMANN,
1990; ZOGRAFI; TAM, 1976).

Outro trabalho demonstra a baixa estabilidade termodindmica de sais de naproxeno-
arginina em estudos de dissolucdo in vitro e biodisponibilidade in vivo. O sal apresentou
aumento de apenas 1,5 x na AUC em relacdo ao farmaco puro durante estudo farmacocinético.
J& no experimento de dissolucdo in vitro o sal ndo apresentou vantagem (KASTEN et al.,
2018).

Por fim, o estudo de Blaabjerg et al. (2018) avaliou a capacidade de supersaturacio
inerente do NPX em FaSSIF e na presenga de polimero por meio do método de solvente-shift.
NPX nio atingiu supersaturagdo no meio FaSSIF e na presenca de 0,05% de HPMCAS. Ja
com 0,5% de HPMCAS, supersaturacao de 3 foi observada fPVP

Considerando todas as tentativas para gerar niveis supersaturados do NPX
apresentadas na literatura e nesta tese € possivel observar que baixos valores de
supersaturagao critica caracterizam este farmaco. Dentre todas as condi¢des avaliadas, o valor
maximo de supersaturagdo atingida pelo NPX situou-se proximo de 3 seguido da sua
precipitacdo. O coformador NIC ¢ altamente hidrofilico e, portanto, o cocristal NPX-NIC
tende a apresentar uma alta energia de solvatacdo e possivelmente baixa tensdo interfacial.
Esta ultima que pode diminuir @ medida que a SA aumenta e também pode ser alterada pela
presenga de aditivos solubilizantes e polimeros utilizados nestes estudos. Casos como o
cocristal NPX-NIC, onde a conversdo rapida para o farmaco estd presente em diversas
condi¢des faz com que as tentativas para melhorar o desempenho de dissolu¢do do cocristal
seja ainda mais desafiadoras (BAVISHI; BORKAHTARIA, 2016; BROUWERS;
BREWSTER; AUGUSTIJNS, 2009).
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5.3 CONCLUSOES

O método utilizado para obtencdo do cocristal de NPX-NIC foi considerado simples,
passivel de reprodutibilidade, apresentou bom rendimento e resultou em material puro e
cristalino. As amostras cocristalizadas foram caracterizadas por DSC, FT-IR e DRXP
apresentando resultados em concordancia com o relatado para esse cocristal. NPX-NIC
apresentou-se mais soluvel que o farmaco em toda faixa de pH estudado com valores de SA
que aumentaram a medida que valores de pH diminuiram. No entanto, a habilidade do NPX-
NIC em gerar supersaturacao foi limitada, apresentando cinética de cristalizacdo mais rapida
que de dissolu¢do em todos meios estudados, mesmo em valores baixos de SA e Do. Niveis
de supersaturagdo do farmaco alcangados com a redug¢do da SA de 81 para 14 (meios sem
aditivos) e na presenga do retardador de precipitacio PVP K30, o qual resultou em um
aumento de 2 x na AUC em relagdo ao farmaco. Estudos de microscopia revelaram a rapida
dissolucdo do cocristal e precipitacio do farmaco no meio, a qual foi possivel de ser
observada apenas na presenca de PVP K30. Estudos da literatura avaliando a capacidade de
supersatura¢ao do NPX corroboram com os resultados obtidos neste capitulo, onde valores de
supersaturagdo atingidos sdo bastante similares, caracterizando a supersaturagdo critica do
NX. Por fim, sugere-se que tendéncia do NPX em precipitar mesmo em valores baixos de

supersaturagdo seja uma caracteristica intrinseca da molécula.
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CONSIDERACOES FINAIS

Cocristais mais que sdo mais soluveis que o farmaco sdo caracterizadas pela sua
tendéncia em converter para a forma menos solavel do mesmo quando em solugdo. O risco do
cocristal converter a farmaco pode ser avaliado a partir de dois parametros apresentados nesta
tese, que sdo: a vantagem de solubilidade do cocristal (SA = Scocristal/Starmaco) € 0 dose number
(Do = Cdose/Sdrug).

Ambos sdo obtidos a partir de dados de solubilidade e podem ser também utilizados
para prever o comportamento cinético de dissolucdo dos cocristais. Juntos, SA e Do também
representam a supersaturagdo tedrica maxima que o cocristal pode gerar.

Ainda, a partir de um tUnico experimento de solubilidade no ponto eutético na
presenga de aditivos solubilizantes € possivel obter a razdo de solubilizacdo (SP) que pode
auxiliar no delineamento de formulacdes a partir da selecdo de aditivos que atuem na
sustentacdo de niveis supersaturados do faArmaco e modulem a SA.

Os estudos com os cocristais de meloxicam demonstraram que o comportamento de
dissolugdo de cocristais ndo pode limitar-se apenas ao nivel de supersaturagdo alcangado pelo
farmaco. Mudancas de pH (bulk e interfacial), a presenca de aditivos solubilizantes e meio
biorrelevante podem ter impacto significativo no comportamento de DSP e devem ser
considerados. O farmaco diante dessas alteragdes pode apresentar diferentes comportamentos
de precipitagdo. Nestes estudos foi demonstrado que o meloxicam apresentou precipitacdo do
polimorfo metaestavel IV na superficie do cocristal na auséncia de aditivos (FeSSIF, PVP e
Cremophor) enquanto na presenga de aditivos apenas a precipitacdo da forma I estavel de
MLX foi observada. O tipo de precipitagdo impactou diretamente os niveis supersaturados do
farmaco e uma menor taxa de conversdo do cocristal para firmaco foi observada quando
ocorria a precipitagdo na superficie. A modulagdo dos pardmetros Do e SA também
influenciou a DSP dos cocristais de MLX. Maior velocidade de dissolugdo foi observada para
o cocristal mais solivel (MLX-MLE) com os maiores valores de SA.

Ainda foi demonstrado que os cocristais de meloxicam podem modular o pH
microambiente devido a ionizagdo dos coformadores acidos, de modo que MLX-SLC
apresentou dissolucdo dependente do pH enquanto MLX-MLE ndo. Por fim a utilizacdo do
retardador polimérico de precipitagdo PVP K30 nas dissolu¢des dos cocristais de meloxicam

resgatou niveis supersaturados e aumentou AUC em comparagdo com o meio contendo
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apenas o aditivo solubilizante Cremophor RH40. O aditivo Cremophor apesar de diminuir a
SA, apresenta grande poder de solubilizagcdo, o que resultou em uma cinética de precipitagdo
maior que a de dissolugao.

Os estudos aqui propostos envolvendo o cocristal NPX-NIC demonstraram que
apesar desse cocristal apresentar vantagem de solubilidade (SA > 7), a mesma vantagem nao
foi observada durante estudos de dissolucdo. A alta propensdao do NPX-NIC em converter a
farmaco mesmo sob valores baixos de SA e Do parece estar relacionada a uma caracteristica
intrinseca da molécula. O que foi constatado em diversos estudos da literatura.

Os parametros termodinamicos apresentados nessa tese representam uma peca chave
no entendimento do comportamento cinético de dissolug@o de cocristais. Com bases solidas o
risco de conversdo de cocristal para firmaco pode ser controlado a partir de estratégias, como
adi¢do de aditivos solubilizantes ou polimeros, € modificacdo do pH microambiente, buscando
um balango entre a supersaturacdo promovida e precipitacdo do farmaco estavel. Tais
estratégias sdo passiveis de serem implementadas em formulagdes farmacéuticas inovadoras

contendo cocristais.
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APENDICE

Figura A1 — Capa do artigo publicado referente aos resultados apresentados no capitulo II desta tese.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Cocrystals that are more soluble than the constituent drug, generate supersaturation levels during dissolution
Cocrystal and are predisposed to conversion to the less soluble drug. Drug release studies during cocrystal dissolution
Dose number generally compare several cocrystals and their crystal structures. However, the influence of drug dose and so-
Disproportionation lubility in different dissolution media has been scarcely reported. The present study aims to investigate how drug
:Tpcelgl;la:r:ion dose/solubility ratio (Do =Cyu/Sarug), cocrystal solubility advantage over drug (SA = S.uerys/Sarug), and dis-
Interfacial pH solution media affect cocrystal dissolution-drug supersaturation and precipitation (DSP) behavior. SA and K,

values of 1:1 cocrystals of meloxicam-salicylic acid (MLX-SLC) and meloxicam-maleic acid (MLX-MLE) were
determined at cocrystal/drug eutectic points. Results demonstrate that both cocrystals enhance SA by orders of
magnitude (20 to 100 times for the SLC and over 300 times for the MLE cocrystal) in the pH range of 1.6 to 6.5. It
is shown that during dissolution, cocrystals regulate the interfacial pH (pHiq) to 1.6 for MLX-MLE and 4.5 for
MLX-SLC, therefore diminishing the cocrystal dissolution rate dependence on bulk pH. Do values ranged from 2
(pH 6.5) to 410 (pH 1.6) and were mostly determined by the drug solubility dependence on pH. Drug release
profiles show that maximum supersaturation (Omax=Cmax/Sarupyand AUC increased with increasing Do as pH
decreased. When Do > > SA, the cocrystal solubility is not sufficient to dissolve the dose so that a dissolution-
precipitation quasi-equilibrium state is able to sustain supersaturation for the extent of the experiment (24 h).
When Do< <SA, cocrystal solubility is more than adequate to dissolve the dose. Low 0y, values (1.7 and 1.5)
near the value of Do (2.3 and 2.4) were observed, where a large fraction of the cocrystal added is dissolved to
reach Omax. Two different cocrystal to drug conversion pathways were observed: (1) surface nucleation of the
metastable MLX polymorph IV on the dissolving cocrystal preceeded formation of the stable MLX polymorph Iin
bulk solution (in all conditions without FeSSIF), and (2) bulk nucleation of the stable MLX polymorph (in
FeSSIF). The interplay between cocrystal SA, Do, and drug precipitation pathways provide a framework to in-
terpret and understand the DSP behavior of cocrystals.

1. Introduction

Drug solid-state forms such as salts, cocrystals and amorphous solids
have been shown to increase drug exposure by enhancing solubility and
generating  supersaturated  drug  solutions,  especially  for
Biopharmaceutics Classification System (BCS) class II drugs, which
have high permeability and low solubility (Amidon et al., 1995;
Berry and Steed, 2017; Bevernage et al., 2013; Lakshman et al., 2020;
Sun and Lee, 2015; Tanaka et al., 2017; Taylor and Zhang, 2016). The
bioavailability advantage of these solid-state forms is dependent on

sustaining supersaturation levels during dissolution, achieved by dif-
ferent approaches depending on the chemistry and structure of the
solid-state and their associated solution chemistry (Alhalaweh et al.,
2014; Bevernage et al., 2013; Greco and Bogner, 2011; Leyssens and
Horst, 2018; Sun and Lee, 2015). Pharmaceutical cocrystals that solve
bioavailability problems due to the drug insufficient solubility to dis-
solve the dose are supersaturating systems. These cocrystals are also
referred to as incongruent systems and they are the subject of this
manuscript.

Cocrystals are a single phase with well-defined stoichiometry,
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Figura A2 - Resultado das andlises por DSC do farmaco MLX (A), do coformador SLC (B) e do cocristal MLX-

SLC (O).
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Figura A3 - Resultado das analises por DSC do farmaco MLX (A), do coformador MLE (B) e do cocristal MLX-

MLE (C).
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Figura A4 - Difratograma experimental de (A) MLX forma I, (B) SLC, (C) MLX-SLC e (D) o padrdo de
difracdo calculado para NPX-NI do Cambridge Structural Database.
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Figura AS - Difratograma experimental de (A) MLX forma I, (B) MLE, (C) MLX-MLE e (D) o padrdao de XRPD
para MLX-MLE relatado por Cheney et al., 2010.
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Reacdes de equilibrio e ionizacao

Os modelos matematicos de predigdo da solubilidade dos cocristais estdo bem
descritos na literatura e estdo fundamentados nas constantes associadas a dissociacdo do
cocristal (Ksp), ionizacdo do farmaco e coformador (K.) além das reagdes de equilibrio
quimico em soluc¢do descritas por Henderson-Hasselback (BUTLER, 1964; REDDY et al.,
2009). Um resumo contendo as reagdes de equilibrio e ionizagdo para os componentes dos
cocristais estudados encontra-se nas tabelas Al e A2. A derivagdo completa das equagdes

utilizadas nesta tese esta descrita na literatura (MACHADO, 2016; BETHUNE et al., 2009).

Tabela A1 - Reagdes de equilibrio correspondentes as ionizagdes dos componentes do cocristal.

Ionizacio dos Constante
componentes do Reacgdes de equilibrio de
cocristal equilibrio
Acido monoprético
(HA): N .
Naproxeno HA,, = H 'aq + A K, na
Acido salicilico
Acidq diprético (HaA): HA,, #H ' ag T HA 54 Kam,a
Acido maleico ) . .
HA,, = H", + AY Kanaz
Base monoprotica
(BH"): BI-I'aq = H‘aq + B, Kosu-
Nicotinamida
Zwiteridnico -ABH",, = H t ag T AB 4 K. asH4
(ABH'"):

Meloxicam HﬂEHiaq = "q‘EH*aq + H' ag Ka HaBH
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Tabela A2- Componentes dos cocristais estudados e suas ionizagdes de acordo com as equagdes de Henderson-

Hasselbalch.
Componente do cocristal Ionizagio
£ . KH"’L
Acido monopratico (HA) 14 2
- Naproxeno [H*]
- Acido salicilico
Acido diprético (H2A) . Kieh gUEARHEAT
- Acido maleico + [H*] + [H]2
Base monoprética (BH') 1+ [H*]
- NWicotinamida KEH"
Zwiteridnico 1 K ABHT + [H*]
(ABH") T T geeeE

Meloxicam
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