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RESUMO

A Clorpropamida (CLP) é um antidiabético oral utilizado para o controle da glicemia em
pacientes portadores do Diabetes Mellitus Tipo II (DMII). A CLP possui baixa
solubilidade aquosa, o que contribui para a redug@o da sua eficdcia terapéutica. A sintese
de co-amorfos de farmacos constitui uma forma para aumentar a solubilidade aquosa e
consequentemente a sua biodisponibilidade. Assim, este trabalho objetivou sintetizar e
caracterizar um novo co-amorfo de CLP, utilizando como coformador a trometamina
(TRIS). A sintese deste co-amorfo CLP-TRIS (1:1) foi realizada pelo método da
suspensdo. Em seguida, o material sintetizado foi caracterizado por Difragdo de Raios X
pelo Método do P6 (DRXP), Espectroscopia Raman, Calorimetria Exploratéria
Diferencial (DSC), Espectroscopia no Infravermelho Médio com Transformada de
Fourier (FTIR) e Espectroscopia no Infravermelho Préximo (NIR). Além disso, foi
realizado o teste de solubilidade aquosa da CLP e de seu co-amorfo para a comparacao
dos resultados obtidos. A andlise de DRXP da amostra sintetizada neste estudo
evidenciou a formag¢do de uma fase amorfa, apresentando um padrao de difracdo distinto
daqueles apresentados pelos compostos cristalinos de partida (CLP e TRIS), além de
evidenciar uma boa estabilidade fisica deste material. Os espectros Raman do co-amorfo
também exibiram diferencas espectrais ao serem comparados com aqueles obtidos a partir
dos compostos formadores, tais como o desaparecimento de bandas e o downshift das
bandas de (SO) da CLP e (NHz) da TRIS evidenciando a participacdo desses grupos na
interacdo entre a CLP e a TRIS. A partir das anédlises de FTIR da CLP, da TRIS e do co-
amorfo CLP-TRIS (1:1) foi possivel observar que o espectro do co-amorfo apresentou
diferengas em relacdo aos espectros da CLP e da TRIS, tais como a ocorréncia da banda
de OH deslocada para uma regido de menor nimero de onda e a reducdo de intensidade
de algumas bandas associadas ao grupo NH, sendo estes, possiveis sitios de interacao
intermolecular entre a CLP e a TRIS. A partir da andlise de NIR foi possivel observar que
o espectro do co-amorfo apresentou bandas mais largas quando comparadas com os
espectros dos compostos formadores. Além disso observou-se o surgimento de uma banda
de terceiro sobretom de NH, sendo este um possivel sitio de interagc@o intermolecular. A
andlise de DSC entre os compostos de partida e o co-amorfo mostrou que o dltimo
apresentou propriedades térmicas significativamente diferentes da CLP e da TRIS, pois
este material exibiu eventos endotérmicos em temperaturas inferiores as temperaturas de

fusdo dos seus compostos de partida. Os ensaios de solubilidade aquosa do CLP-TRIS
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(1:1) mostraram que este novo material se apresentou cerca de onze vezes mais solivel
que a CLP. Dessa forma, provavelmente, o novo material sintetizado neste estudo
favorecerd o aumento da biodisponibilidade da CLP e elevar a sua eficdcia terapéutica no

tratamento do DMII.

Palavras-chave: Sintese e Caracterizacdo, Co-amorfo, Clorpropamida, Trometamina.



ABSTRACT

Chlorpropamide (CLP) is an oral antidiabetic agent used to control blood glucose in
patients with Type II Diabetes Mellitus (DMII). CLP has high membrane permeability
and low aqueous solubility, which contributes to the reduction of its therapeutic efficacy.
The synthesis of co-amorphous drugs is a way to increase aqueous solubility and hence
its bioavailability. Thus, this work aimed to synthesize and characterize a new CLP co-
amorphous, using tromethamine (TRIS) as coformer. The synthesis of this co-amorphous
CLP-TRIS (1:1) was performed by the suspension method. in the following, the
synthetized material was characterized by X-ray powder diffraction (XRDP), Raman
Spectroscopy, Differential Scanning Calorimetry (DSC), Fourier Transform Infrared
Spectroscopy (FTIR) and Near Infrared Spectroscopy (NIR). In addition, the aqueous
solubility test of the CLP and its co-amorphous was performed to compare the obtained
results. The XRDP analysis of the sample synthesized in this study showed the formation
of an amorphous phase, presenting a diffraction pattern different from those presented by
the crystalline starting compounds (CLP and TRIS) besides showing a good physical
stability of this material. The Raman spectra of the co-amorphous also showed spectral
differences when compared to those obtained from the starting compounds, such as band
disappearance and the (SO) downshift of the CLP and (NH2) of the TRIS bands
evidencing the participation of these groups in the interaction between CLP and TRIS.
From the FTIR analysis of CLP, TRIS and CLP-TRIS, it was possible to observe that the
co-amorphous spectrum presented differences as compared to the CLP and TRIS spectra,
such as the occurrence of OH band displaced to a region of lower wavenumber and the
reduction of intensity of some bands associated with the NH group, these being possible
sites of intermolecular interaction between CLP and TRIS. From the NIR analysis it was
possible to observe that the co-amorphous spectrum presented broader bands when
compared to the spectra of the forming compounds. In addition, it was observed the
appearance of a band of third overtones NH, this being a possible site of intermolecular
interaction. DSC analysis between the starting and co-amorphous compounds showed that
the latter exhibited significantly different thermal properties of CLP and TRIS, as this
material exhibited endothermic events at temperatures below the melting temperatures of
its starting compounds. Aqueous solubility assays of CLP-TRIS (1: 1) showed that this
new material was about eleven times more soluble than CLP. Thus, probably the new

material synthesized in this study will favor the increase in the bioavailability of CLP and
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increase its therapeutic efficacy in the treatment of  DMIL

Keywords: Synthesis and Characterization, Co-amorphous, Chlorpropamide,

Tromethamine.
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1 INTRODUCAO

O processo de descoberta de farmacos pode ser subdividido em duas fases, a
primeira envolve a selecao da melhor estrutura molecular, ou seja, a sele¢do do Principio
Farmacologicamente Ativo (PFA), enquanto a segunda consiste na selecdo da melhor
forma sélida. Geralmente, cerca de cinco a dez estruturas moleculares em média passam
para a fase de formulacdo da melhor forma sélida (HUGHES et al., 2011;
KRATOCHVIL, 2011).

Os principais desafios relacionados com a utilizag¢do direta de um PFA, enquanto
farmaco, por exceléncia, associa-se diretamente com a baixa hidrossolubilidade, assim
como sua biodisponibilidade e estabilidade, podendo, consequentemente, interferir na sua
eficacia terapéutica (HUGHES ez al., 2011; SAVJANI; GAJJAR; SAVJANI, 2012). A
fim de encontrar alternativas para melhorar estas propriedades fisico-quimicas dos
farmacos, tém sido estudadas e desenvolvidas novas formas soélidas, tais como
polimorfos, sais, solvatos, hidratos e, mais recentemente, cocristais e co-amorfos de
farmacos, sendo este ultimo caracterizado pela combinacdo de dois ou mais componentes
que formam um sistema amorfo e homogéneo (KRATOCHVfL, 2011; SAVJANI et al.,
2012; LOBMANN et al., 2014).

Dentre os farmacos que apresentam baixa solubilidade em &4gua, destaca-se a
clorpropamida (CLP) em fun¢do do seu amplo uso para o tratamento do Diabetes Mellitus
Tipo 2 (DMII). Este farmaco atua de forma a estimular a secrecdo de insulina pelo
pancreas e ajuda o corpo a usi-la de forma mais eficiente e s6 deve ser ministrado em
pacientes que ainda produzam insulina. A CLP € um farmaco classe II conforme o
Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica (SCB), onde medicamentos compreendidos
nesta classe possuem baixa hidrossolubilidade e alta permeabilidade membranar
(AMIDON et al., 1995; CAETANO, 2006). A sintese de co-amorfos representa uma
promissora alternativa para melhorar as propriedades fisico-quimicas da CLP, com vistas
a melhoria da sua hidrossolubilidade. Até o momento, ndo foram relatados estudos
envolvendo a sintese de co-amorfos de CLP.

Desta forma, torna-se necessdaria a realizacao de estudos contemplando a sintese e
a caracterizacdo de co-amorfos de CLP, visando colaborar para que os medicamentos
sejam mais seguros e mais eficazes, evitando a exposi¢do dos consumidores ao risco de

falha na terapia medicamentosa.
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2  OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Este estudo tem como objetivo geral sintetizar e caracterizar um novo co-amorfo

de clorpropamida (CLP), utilizando a trometamina (TRIS) como coformador.

2.2 Objetivos especificos

e Investigar a interacdo da CLP com a TRIS, visando a sintese e a caracterizagao
do co-amorfo deste farmaco.

e (Caracterizar o co-amorfo sintetizado utilizando as técnicas de Difrac@o de Raios
X pelo método do P66 (DRXP); Espectroscopia Raman; Espectroscopia no
Infravermelho Médio com Transformada de Fourier (FTIR); Espectroscopia no
Infravermelho Proximo (NIR); Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC).

e Obter o perfil de solubilidade do co-amorfo CLP-TRIS (1:1) sintetizado neste

estudo e comparé-lo com aquele obtido para a CLP.

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Esta secdo apresenta os aspectos gerais sobre os co-amorfos de farmacos,
incluindo o estado da arte sobre as formas sélidas de farmacos, o sistema de classificacdao
biofarmacéutica e sobre as técnicas de sintese de co-amorfos, abrangendo conceitos e

técnicas utilizadas para sua caracterizagao.

3.1 Co-amorfos de Farmacos

Sistemas de farmacos co-amorfos foram recentemente introduzidos como
sistemas potenciais de liberacdo de farmacos pouco soldveis em dgua. Como
consequéncia, firmacos em sua forma co-amorfica, apresentam melhor dissolugdo destes
compostos devido a ocorréncia de interacdes intermoleculares entre os compostos
formadores (SHAN et al., 2014).

Em comparacdo com a rede cristalina, o estado amorfo € caracterizado pela
auséncia de uma ordem molecular de longo alcance, entretanto, as moléculas podem ainda
exibir ordem de curto alcance, como por exemplo a formag¢do de dimeros através de
ligagdes de hidrogénio (TAYLOR E ZOGRAFI, 1997; ALLES® et al., 2009; CHIENG
et al., 2009; LOBMANN et al., 2011, 2012).
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A Figura 1 mostra os difratogramas de um material sélido cristalino (vermelho)
sendo possivel observar a presenca de picos € um material sélido amorfo (azul), sendo

caracterizado pela completa auséncia de picos.

Figura 1 — Exemplo de difratograma de um material amorfo (azul) comparado a de um material
cristalino (vermelho).
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Fonte: Shah er al. (2014).

Formulagdes de farmacos co-amorfos sdo caracterizadas pela combinacgao de dois
ou mais componentes que formam um sistema monofasico amorfo e homogéneo
(LOBMANN et al., 2014), sendo o termo amorfo proposto recentemente, em 2009, por
Chieng et al., (2009). Foram propostos inicialmente dois tipos bésicos de co-amorfos que
se diferenciam pelos tipos de combinacdes.

O primeiro tipo, chamado de farmaco-farmaco, corresponde a combinacao de dois
farmacos farmacologicamente relevantes destinados as terapias multimedicamentosas,
em que ambos os farmacos estabilizam- se mutuamente na forma amorfa. Desta forma,
ambos os fadrmacos atuam como um componente ativo e um excipiente de estabilizacao
ao mesmo tempo, resultando em um sistema amorfo estavel, onde ambos os farmacos
conseguem uma maior solubilidade e uma maior taxa de dissolu¢cdo. A Glicazida com
Metformina (PUTRA 2016), o Ritonavir com a Indometacina (DENGALE et al., 2014)
e a Cimetidina e Naproxeno (ALLES@ et al., 2009) sao exemplos deste tipo de co-
amorfo.

No segundo tipo, chamado de misturas farmaco-excipientes, utilizam-se

excipientes de baixo peso molecular para misturas com farmacos que, apds a interacao,
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sejam estaveis e apresentem rapida dissolucao (LAITINEN et al., 2013). O Paracetamol
com Antipirina, (MARTINEZ er al., 2014), a Indometacina com Acido Citrico (ALI et

al., 2015) e a Furosemida com Triptofano (JENSEN et al., 2015), sdo exemplos deste tipo

de co-amorfo.

Desta forma, nos ultimos anos, houve um ripido crescimento na sintese de

sistemas co-amorfos de farmacos, consolidando-se assim como uma promissora

alternativa na busca por melhoras nas solubilidades dos farmacos. A Tabela 1 apresenta

alguns trabalhos sobre co-amorfos e seus métodos de sintese.

Tabela 1 — Co-amorfos reportados e seus métodos de sintese.

Co-amorfo Método de Sintese Referéncia
Indometacina- Arrefecimento Répido Lobmann et al., (2011)
Naproxeno
Ing:il;g?:liga- Moagem Mecanoquimica Jensen et al., (2015)
Indogﬁi?ﬁiﬁi}i}égdina Moagem Mecanoquimica Chieng et al., (2009)

Cimetidina-Naproxeno

Moagem Mecanoquimica

Allesg et al., (2009)

B-Azelnidipina-Acido

Moagem Assistida por

Han et al., (2016)

Maleico Solvente
Clozap lna-{&ado Evaporacao de Solvente Ali et al., (2015)
carboxilico

Furosemida-Triptofano

Moagem Mecanoquimica

Jensen et al., (2015)

Ritonavir-Indometacina

Moagem Assistida por
Solvente

Dengale et al., (2014)

Atorvastatina Calcica-

Evaporagdo de Solvente

Shayanfar et al., (2013)

Nicotinamida
IndometflCI.na-Aado Fusao Lu e Zografi (1998)
Citrico
Paracetamol-Acido -
Citrico Fusao Hoppu et al., (2007)

Indometacina-Arginina

Secagem por pulverizacao

Jensen et al., (2016)

Simvastatina-Lisina

Secagem por pulverizacdo

Craye et al., (2015)

Glibenclamida- Serina

Crioterapia

Laitinen et al., (2014)

Cloridrato de
Lurasidona-Sacarina

Evaporagdo de Solvente

Qian et al., (2015)

Naproxeno-Prolina

Moagem Mecanoquimica

Jensen et al., (2014)
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3.2 Formas Solidas de Farmacos

Cada forma soélida possui diferentes caracteristicas estruturais e quimicas, que
podem influenciar negativamente o processamento, a estabilidade térmica, a absorcao e,
consequentemente, a biodisponibilidade do medicamento final. Assim, a escolha do tipo
da forma s6lida adequada € um dos fatores determinantes para o desenvolvimento de uma
nova formulag¢ao farmacéutica (DATTA; GRANT, 2004; RODRiIGUEZ-SPONG et al.,
2004).

Os farmacos t€ém em sua composicio um PFA e um ou mais excipientes que
consistem em substancias farmacologicamente inertes que funcionam como suporte onde
o PFA ¢ disperso (MARTINS, 2013). A Food and Drug Administration (FDA) designou
PFA como sendo “qualquer substancia ou mistura de substancias destinada a ser usada na
fabrica¢do de um medicamento e que, quando utilizado na produ¢do de um medicamento,
torna-se um ingrediente ativo em relacao ao medicamento (FOOD; ADMINISTRATION,
2013). Estas substincias destinam-se a fornecer uma atividade farmacoldgica ou outro
efeito direto no diagnodstico, cura, mitigacao, tratamento ou prevencao de doengas ou para
afetar a estrutura e fun¢do do corpo” (ALMARSSON; ZAWOROTKO, 2004).

Os PFAs sdo geralmente desenvolvidos, comercializados e administrados ao
paciente em seu estado sélido, em sua grande maioria na forma de comprimidos e
capsulas, proporcionando um armazenamento conveniente, compacto e estdvel do
medicamento. Desta forma, compreender e controlar a quimica de estado s6lido dos
farmacos torna-se extremamente importante (MORISSETTE et al., 2004; AAKEROY;
FASULO; DESPER, 2007; MARTINS, 2013).

3.3 Coformador

O coformador deve ser uma substancia biologicamente aceita e considerada
segura para consumo humano, onde sua interacio com o fdrmaco origine um novo
composto, mas que mantenha o principio ativo do farmaco (SHAN; ZAWOROTKO,
2008; THAKURIA et al., 2013). Deste modo, o coformador deve ser um composto
atoxico, sem efeitos secunddrios adversos e que, preferencialmente, esteja incluso na lista
EAFUS da FDA. Esta lista compreende mais de 3.000 substincias adequadas como
aditivos alimentares e farmacéuticos (TRASK; JONES, 2005; FOOD, 2013).

A escolha do coformador adequado € realizada com base em determinados sitios

da molécula, observando a presenga de grupos funcionais especificos e objetivando o
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estabelecimento de interagdes intermoleculares com o ingrediente farmacologicamente
ativo. Conforme a drea da quimica designada de Quimica Supramolecular, o resultado
dessas interacdes intermoleculares sdo os sintdes supramoleculares ou ligacdes nao-
covalentes entre grupos funcionais, que sdo as unidades estruturais bdsicas que
constituem a supermolécula (DATTA; GRANT, 2004; QIAO et al., 2011), dos quais se
esperam melhores propriedades fisico-quimicas, como aumento na solubilidade aquosa,
maior estabilidade e melhor biodisponibilidade do material (GOUD et al., 2012). A

Figura 2 mostra exemplos de sintdes surpramoleculares.

Figura 2 - Exemplos de sintdes supramoleculares.
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Fonte: Adaptado: Weyna et al,. (2009).

Alguns grupos funcionais sd@o mais favoraveis a formacgdo de sintdes como por
exemplo dlcoois, dcidos carboxilicos, aminas e amidas, sendo estruturalmente ligados por
ligacGes de hidrogénio. Tais interacdes sdo as mais estudadas na sintese de co-amorfos,
pois consistem basicamente na ligacdo entre um elemento mais eletronegativo e um

hidrogénio com carga parcialmente positiva (SCHULTHEISS; NEWMAN, 2009).

O banco de dados Cambridge Structural Data Base (CSD) € uma ferramenta que
auxilia na investigacdo de coformadores, sendo ttil na identificacdo das interagdes de
hidrogénio mais estdveis na formacdo dos sintdes supramoleculares. A Tabela 2
exemplifica alguns sintdes supramoleculares envolvidos na formacdo de co-amorfos, a
partir dos grupos funcionais mais favordveis a interacdes, segundo o banco de dados de

CSD.
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Tabela 2 - Sintdes supramoleculares envolvidos na formagdo de co-amorfos.

Classificacao Quimica Sintdes supramoleculares tipicos usados na engenharia de
(Exemplo de coformadores) cristais
p /
1. Acidos carboxilicos O—H--- O—H--- N/
(Acido acético, acido citrico, <\ J\ \%
acido succinico, acido oxalico, O---H-O N\ O---—— H
dcido benzoico) acido-4cido 4cido-piridina
H
. T O—H---0
II. Amidas \/ Oy %\ \>
N
(Nicotinamida, ureia, sacarina) O —H— N O---H— N\
amida-amida : acido-amida
1. Alcoois }O H---O
(Manitol, sorbitol, Trometamina) alcool-éter

Fonte: Adaptado de Miroshnyk, Mirza, Sandler, (2009).

3.4 Clorpropamida

A clorpropamida (CLP) ou 4-Cloro-N-(propilaminocarbonil)
benzenossulfonamida, de formula quimica CioH13CIN203S (Figura 3), € um farmaco
usado no tratamento do diabetes tipo II. Nesse tipo de diabetes, o paciente nao depende
da insulina injetdvel para o controle glicémico e ndo pode ser controlada somente pelo
regime alimenticio. A CLP atua, entdo, de forma a estimular a secre¢do de insulina pelo
pancreas por isso s6 deve ser ministrado em pacientes que ainda produzam insulina
(CAETANQO, 2006). A CLP pertence a classe de hipoglicemiantes orais chamado de
sulfonilureias, que agem estimulando as células beta das ilhotas de Langerhans para
secretar insulina. A CLP, além dos efeitos sobre o metabolismo dos carboidratos,
apresenta atividade antidiurética (ZACARELLI, 1987), possui ponto de fusdo entre 126
°C e 131 °C, € praticamente insolivel em 4gua, pertence a classe II do Sistema de
Classificacdo Biofarmacéutica, sendo solivel em acetona, cloreto de metileno, etanol,

metanol e em solucdes de hidréxidos alcalinos (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).
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Figura 3 — Estrutura quimica da clorpropamida.
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Fonte: Autor.

A CLP possui cinco formas polimérficas que foram identificadas por difragdao de
raios X, termomicroscopia, infravermelho e DSC (BURGER, 1976), tendo a forma V
padrdo de difrac@o similar a forma II. A Figura 4 mostra os padrdes de difracao de raios
X obtidos em estudos realizados por Caetano et al., (2016) nessas formas polimérficas de

CLP.

Figura 4 — Difratogramas das formas polimérficas de CLP.
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Fonte: Caetano (2006).

A estrutura cristalina da forma III da CLP, forma mais estavel, é caracterizada
por possuir uma célula unitdria ortorrombica (P2;2;2;) com quatro moléculas por célula

unitdria, podendo ser observada na Figura 5.
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Figura 5 — Célula unitdria da forma polimérfica III da CLP.
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Fonte: Adaptado de Drebushchak; Chukanov; Boldyreva (2008).

A Figura 6 apresenta as curvas de Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)
das formas polimérficas I, II, III e IV da CLP, onde todos os eventos térmicos dos
polimorfos sdo de natureza endotérmica, o que € tipico de eventos relacionados a

transicao de fase e fusdao do material.

Figura 6 — Curvas DSC das formas polimérficas I, II, Il e IV de CLP.
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Fonte: Adaptado de Vemavarapu, Mollan, Needham (2002).

Dentre os polimorfos relatados, o polimorfo III é termodinamicamente mais
estdvel a temperatura ambiente quando comparado com outras formas polimérficas de

CLP. Além disso, esta forma exibe a mais baixa taxa de dissolucdo, podendo ser obtida
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por recristalizagao a partir de uma mistura contendo etanol e 4gua como solvente (UEDA;
NAMBU, 1984).

As caracteristicas vibracionais da CLP, assim como observado nas técnicas de
difragao de raios X e DSC, sao diferentes entre seus polimorfos como pode ser observado
nos espectros Raman referentes aos polimorfos I, II, IIl e IV da CLP apresentados na

Figura 7.

Figura 7 — Espectro Raman das formas polimoérficas I, II, IIT e IV de CLP.
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Fonte: Adaptado de Ayala et al., (2012).

As bandas mais significativas entre 700 a 200 cm™' s3o aquelas em 630 cm™ e 260
cm’!. A principal banda da primeira regifio, que pode receber contribuicdes da deformacio
no plano do anel aromdtico e no grupo SO». Particularmente, entre 300 a 200 cm™, as
alteracoes sdo observadas nio s6 no nimero de bandas (trés, dois, quatro, e quatro bandas
sdao observados em polimorfos I, II, IIT e IV, respectivamente), mas também nos seus
numeros de onda relativos (AYALA et al., 2012). A segunda regido (abaixo de 200 cm’
1), determinada pelas deformagdes da estrutura molecular e da vibracio do grupo metil, é
especialmente interessante para a identificacdo visual dos polimorfos (CAETANO,

2006).
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3.5 Trometamina (TRIS)

Quimicamente a TRIS é conhecida como tris(hidroximetil)aminometano, possui
massa molar de 121,14 g.mol'1 e forma molecular NH>C(CH>OH)3 conforme mostra a
Figura 8, sendo classificada como um amino-édlcool que se apresenta na forma de pé
cristalino branco ou quase branco, ou ainda na forma de cristais incolores. Possui elevada
solubilidade em agua (USP, 2008). A TRIS possui pKa 8,06, tornando-a uma solu¢do
tampao eficaz na faixa de pH de 7 a 9 sendo, portanto, préximo ao pH fisioldgico tipico
do organismo humano (BATES; ROBINSON, 1973; ROY et al., 1975). A trometamina
¢ uma substancia amplamente utilizada em dreas como medicina, bioquimica e biologia
molecular, principalmente como componente de solu¢des tampao (BATES; ROBINSON,

1973; SIRIEIX et al., 1997; SWIM, 1961).

Figura 8 — Estrutura quimica da trometamina.

OH
/
H,C OH
\ /
H2N—/C—CH2
HO_CH2

Fonte: Autor.

Em temperatura ambiente (25 °C) apresenta estrutura cristalina correspondente ao
sistema ortorrdombico, com quatro moléculas por célula unitdria conforme apresentado na
Figura 9, e pertence ao grupo espacial Pn2;a com parametros de rede a = 8,844 (1) A b
=7,794(1) A, ¢ = 8,795 (1) A e densidade de 1,320 g.cm™.

A TRIS apresenta evento de fusdo na faixa de temperatura compreendida entre
168 °C e 174 °C. Ela é conhecida por existir sob duas formas, com uma transi¢cao de fase
s6lido-solido da fase a para a fase y, que ocorre proximo a temperatura de 134,3°C,
quando passa da fase cristalina ortorrdmbica para a fase cubica de corpo centrado
(EILERMAN; RUDMAN, 1980). Nessa transi¢ao, a molécula sofre uma grande variacao
de entalpia, fazendo com que a TRIS seja utilizada como um material de armazenagem
de energia térmica organico, tendo aplicacdes em sistema de células solares (DIVI;
CHELLAPPA; CHANDRA, 2006). Chien et al., (2010) investigaram o comportamento

espectroscopico da TRIS em funcdo da temperatura por DRX e Raman, avaliando essas
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transicoes de fase, além disso, avaliou-se ainda o espectro Raman deste material em

funcdo da pressdao sob temperatura ambiente.

Figura 9 — Célula unitaria da TRIS.
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Fonte: Adaptado de Eilerman; Rudman (1980).

A aplicacdo da TRIS como excipiente farmacéutico tem se destacado nos ultimos
anos devido a habilidade deste composto em proporcionar melhorias nas propriedades
fisico-quimicas, tais como: maior velocidade de dissolugdo, alteracdo na permeabilidade
membranar, aumento na estabilidade e, consequentemente, melhorando a

biodisponibilidade de farmacos pouco soluveis (EL-SAYED, 1998).

3.6 Sistema de Classificacao Biofarmacéutica (SCB)

A absor¢ao oral de um medicamento depende da sua biodisponibilidade, esta pode
ser definida como a fracdo de moléculas de um farmaco que apds absorvido, encontra-se
na circulagdo sist€tmica (MOURA, 2002). Desta forma, a biodisponibilidade estd
diretamente relacionada com a solubilidade aquosa e a permeabilidade gastrointestinal,
tendo em vista que estas sdo caracteristicas especificas de cada farmaco. Partindo desse
pressuposto, foi proposto o Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica (SCB), onde este
sistema considera dois fatores importantes que afetam a velocidade e extensdo da
absorcdo de formas farmacéuticas de liberacdo imediata: solubilidade e permeabilidade
(AMIDON et al., 1995).

A biodisponibilidade de formulacdes farmacéuticas foi subdividida em quatro

classes distintas, a partir do grau de solubilidade aquosa e permeabilidade gastrointestinal
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do principio ativo (AMIDON et al., 1995; BONAMICI, 2009; FALLER; ERTL, 2007),

conforme apresentado na Figura 10.

Figura 10 — Classificacdo dos fairmacos conforme SCB.
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Alta solubilidade
Alta permeabilidade

CLASSE IT CLASSE IV
Baixa solubilidade Barxa solubilidade
Alfa permeabilidade Baixa permeabilidade

Fonte: Adaptado de Amidon et al. (1995).

Os farmacos da Classe I dissolvem-se facilmente em meio aquoso e sdo
rapidamente transportados através da membrana intestinal. A absor¢do dos farmacos de
Classe II ocorre mais lentamente quando comparado aos farmacos da Classe I, devido sua
baixa solubilidade aquosa. Na Classe III, a permeabilidade através da membrana
gastrointestinal € o fator limitante da absor¢do, onde farmacos pertencentes a esta
categoria apresenta perfil de dissolugdo bem definidos. Os farmacos pertencentes a Classe
IV apresentam problemas para a administracio oral porque tém solubilidade e
permeabilidade baixas (AMIDON et al., 1995; BONAMICI, 2009).

Estudos indicam que 40% das formulacdes orais comercializadas atualmente, sao
praticamente insoluveis, e destes, 30% sao pertencentes a Classe I e 10% a Classe IV do
SCB. Associado a isto, 70% das formulagdes candidatas a novos farmacos sao
pertencentes a Classe Il e 20% a Classe IV, apresentando assim baixa solubilidade aquosa

(KAWABATA et al., 2011; THAYER, 2010).

3.7 Técnicas de Sintese de Co-amorfos

Existem diversas técnicas empregadas na producao de farmacos co-amorfos, onde

o emprego de uma em detrimento de outra dependerd das caracteristicas dos materiais
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formadores, sendo as técnicas divididas em dois tipos basicos de processos, 0s processos
de desordem termodinamica e os processos cinéticos (BATES et al., 2006).

A via termodinamica tem por principio a estabilidade termodinamica dos
compostos em suas formas nao cristalinas, isto €, os farmacos fundidos ou em solucao.
Para a obten¢do do farmaco amorfo, a massa fundida € vitrificada por arrefecimento
rapido como ocorre com os co-amorfos de indometacina com naproxeno (LOBMANN et
al., 2011) e talinolol com naringina (TEJA et al., 2015), ou a droga € precipitada a partir
de uma solugdo seguida pela remog¢do do solvente como ocorre com os co-amorfos de
ritonavir com indometacina (DENGALE et al., 2016) e B-azelnidipina com dcido Maleico
(HAN et al., 2016).

A via cinética envolve a conversdo direta do estado so6lido do farmaco cristalino
para sua forma amorfa, e pode ser obtido através da introdu¢do continua de defeitos no
cristal, disturbios através de for¢as de cisalhamento, esmagamento e impacto durante o
processo de moagem (LIEN et al., 2000). Os co-amorfos de cimetidina com naproxeno
(ALLES@ et al., 2009) e indometacina com triptofano (JENSEN er al., 2015), sdo
exemplos de sistemas formados por via cinética.

A abordagem de formulagdes de farmacos co-amorfos estd em desenvolvimento,
portanto, a maioria dos estudos tem priorizado o entendimento bdsico desses sistemas
usando técnicas preparatérias em escala de laboratdrio, tais como extrusiao, evaporagao
lenta de solvente e moagem mecanoquimica. Estas técnicas apresentam formas ripidas e
faceis de co-amorfizacdo sendo ideais para estudos laboratoriais, uma vez que sao
necessdrias pequenas quantidades de amostra (SHAH et al., 2014).

Entretanto, nem todos os métodos sao aplicdveis para a sintese de determinado
farmaco ou coformador. O processo de vitrificagdo € aplicavel apenas para compostos
que ndo se degradam apods a fusdo. A evaporacgdo lenta de solvente pode ndo ser aplicdvel
quando os componentes forem pouco soldveis em dgua, apresentarem pouca solubilidade
em solventes organicos ou caso os dois componentes nao se dissolvam no mesmo solvente
em concentragdes adequadas. A moagem mecanoquimica pode nio ser eficiente para a
ruptura da rede cristalina, o que pode ndo resultar em uma completa co-amorfizacao.
Portanto, as propriedades fisico-quimicas dos farmacos e excipientes determinam

geralmente a técnica preparativa (CRAIG et al., 1999).
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3.8 Técnicas de Caracterizacao de Co-amorfos
3.8.1 Técnicas Espectroscopicas

3.8.1.1 Difracdo de Raios X

A difragdo de raios X ocorre quando um feixe de raios X incide sobre um material
sOlido, sofrendo uma dispersdo ou espalhamento em todas as direcdes, a partir dos
elétrons de cada 4tomo que se encontram no caminho 6ptico do feixe (CALLISTER;
RETHWISCH, 2007). O espalhamento podera ocorrer de modo coerente ou incoerente,
sendo que a identificagdo das substancias analisadas € possivel somente quando o
espalhamento for do tipo coerente (PECHARSKY; ZAVALIJ, 2009).

William Henry Bragg e seu filho William Lawrence Bragg (1913) estabeleceram
a relagcdo entre o angulo de difracdo e a distincia entre os planos atdmicos. Também
observaram que para ocorrer uma interferéncia de natureza construtiva da radiacdo
espalhada, era necessdrio que o espalhamento obedecesse a condicdo expressa na

Equacido 1, denominada de lei de Bragg (BRAGG; BRAGG, 1913):

2 dpg-sen 8 = ni (1)

onde n representa a ordem de reflexdo, podendo ser qualquer nimero inteiro (1,2,3,...)
consistente com o fato de que sen 6 nao pode exceder a unidade. A magnitude da distancia
interplanar dng € uma funcdo dos indices de Miller (4, k e [) e dos parametros da rede
cristalina (CALLISTER; RETHWISCH, 2007). Na Figura 11, as linhas horizontais (A—
A’ e B—B’) representam os planos paralelos de dtomos, os quais possuem 0S mesmos
indices de Miller h, k e [, e estdo separados por um espacamento interplanar dnk
(PECHARSKY; ZAVALIJ, 2009).

O difratograma ou padrdo difratométrico da amostra é construido através da
deteccao do feixe difratado, sendo expresso por meio de picos que se destacam da linha
de base e registrado em um gréfico de curvas de intensidade em fun¢do da posi¢do angular
20. Cada um dos picos difratométricos correspondem a difragao do feixe de raios X por
um determinado conjunto de planos da rede cristalina que estdo a uma mesma distancia
interplanar. Cada conjunto de planos, por sua vez, € identificado através dos indices de

Miller h, k e [ JENKINS, 1970).

32



Figura 11 — Difracdo de raios X por planos de dtomos.

Feixe 1 ‘ a3 T Feixe
incidente difratado

A A
A
B B

O O-0-00O0

Fonte: Callister e Rethwisch, (2007).

Atualmente a técnica de difragdo de raios X € imprescindivel na industria
farmaceéutica, muito em virtude da sua utilizacdo na investigacdo da sintese através da
determinacdo da estrutura dos compostos farmacéuticos (CASTRO et al., 2011; SARDO
et al., 2015). Desta forma, esta técnica tem sido uma ferramenta indispensavel utilizada
na identificacdo e caracterizacdo de diversos co-amorfos, tais como: co-amorfos de
indometacina, clozapina, furosemida, paracetamol entre outros (HOPPU et al., 2007;

CHIENG et al., 2009; ALI et al., 2015; JENSEN et al., 2015).

3.8.1.1.1 Refinamento Rietveld

Proposta pelo fisico holandés Hugo Rietveld (1967), o método de Rietveld, como
€ conhecida a técnica, foi primeiramente utilizada para o refinamento de padrdes de
difracdo de amostras cristalinas, a partir de difratogramas obtidos por difracdo de
néutrons. Esta técnica fornece dados estruturais do material e os pardmetros do perfil de
difracdo a partir de uma simulacdo matemética, onde um padrao de difracdo ja calculado
€ utilizado para ajustar o padrdo de difracdo experimental. Tal ajuste € realizado pelo
método dos minimos quadrados (RIETVELD, 1967), sendo que o refinamento € obtido a
partir da minimizacao da soma das diferencas quadraticas entre as intensidades calculadas

e observadas a cada passo angular do padrao de difracdo, conforme a Equagao 2.
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1
S.'Ir' = Z (}robs - yca!cjz ()

-t Vobs
i

Nessa equagdo Yobs € a intensidade observada no i-€simo passo € Ycac € a
intensidade calculada no i-ésimo passo.

O método de Rietveld consiste em obter um ajuste matemdtico tal que os
pardmetros do modelo forne¢am um padrao de difra¢do calculado que seja mais préximo
possivel do padrao experimental, considerando a sobreposic¢ao dos picos de todas as fases
observadas, bem como as contribuicdes da linha de base (IZUMI; YOUNG, 1993). O
monitoramento da qualidade do processo de refinamento € dado pelos pardmetros

apresentados nas Equacgdes 3, 4, 5 e 6.

= 2lYobs— Yeaiel 3)

R-perfil= R ) Sy
obs

R Zﬁo’obs—ycalc)z
R-ponderado = wp = = 4)
Z (yobs) 2

Yobs

®)

R-esperado = R ewp —

R

Goodness-of-fit=GOF = § =

(6)

Rexp

O parametro Rp, na Equacdo 3, tem por funcdo detectar problemas
relacionados com o ajuste da linha de base (background), assim como também
irregularidades no perfil de pico do difratograma. O parametro Rwp, na Equacéo 4,

representa o progresso do refinamento de modo que deve ser minimizado afim de assumir
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o menor valor possivel ao fim do refinamento. O valor de Rwp obtido em porcentagem
deve ser menor que 10% para refinamentos de boa qualidade. Na equacdo 5, N, é o
numero de pontos experimentais e P o nimero de parametros ajustados. Outro parametro
utilizado para determinar a qualidade do refinamento € o Goodness-of-fit (GOF) dado
pela Equacdo 6, que € a razao entre o Rwp e seu valor estatisticamente esperado, o Rewp.
O valor de GOF deverd ser o mais proximo de 1 para refinamentos de boa qualidade no
ajuste entre os difratogramas calculado e experimental, mas valores de GOF até 4 sao
considerados aceitaveis (YOUNG, 1993).

O método de Rietveld é amplamente aplicado em andlises quantitativas de fases,
ajustes dos parametros de rede da célula unitdria e na determinacdo do tamanho dos
cristalitos, e das posi¢des e ocupagdes atdmicas (POST; BISH, 1989). Nos dltimos anos,
firmou-se como uma das técnicas fundamentais em andlise estrutural de materiais

cristalinos.

3.8.1.2 Espectroscopia Raman

Em 1923, Adolph Gustav Stephan Smekal previu teoricamente a atividade Raman,
entretanto somente apds S5 anos esse fendmeno foi, de fato, comprovado
experimentalmente pelos fisicos indianos Chandrasekhara Venkata Raman e
Kariamanickam Srinivasa Krishnan. Raman descobriu que o comprimento de onda
visivel de uma pequena fracdo da radiacdo espalhada por 4tomos de uma amostra difere
da radiacdo incidente, e que os deslocamentos em comprimento de onda dependem das
estruturas quimicas dos espalhadores (HOLLER et al., 2009).

Os espectros Raman s@o adquiridos irradiando-se a amostra com uma fonte de
laser de radiacdo monocromatica visivel ou IR-pr6ximo. Durante a irradiacao, o espectro
da radiacdo espalhada é detectado por um dispositivo de carga acoplada ou CCD (do
inglés, charge-coupled device), em algum angulo (retroespalhamento ou 90°) com um
espectrometro apropriado (BARBILLAT et al., 1999).

George Gabriel Stokes, em 1852, afirmou que o comprimento de onda da luz
produzida por fluorescéncia ou fosforescéncia é sempre maior do que o da luz excitada.
Desta forma, os espectros Raman sdo referidos como Stokes e anti-Stokes, conforme o
comprimento de onda da luz espalhada. As linhas Stokes sdo resultado da emissdo de
fétons com energia menor (comprimento de onda maior), que a da excita¢do incidente,

enquanto que as linhas anti-Stokes sdo fruto do espalhamento de fétons com energia
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maior. Uma vez que as intensidades das linhas Stokes sao maiores que as linhas anti-
Stokes, aquelas sao usualmente registradas no espectro Raman (SCHRADER, 2008).

No estado fundamental (v=0), os modos vibracionais do material podem absorver
um féton de energia hvo e reemitir um féton de energia menor A(vo-wv), conforme a Figura
12 (b), onde & € a constante de Planck. Quando a radiacdo espalhada é de frequéncia
menor que a radiacdo de excitacdo, ela € chamada de espalhamento Stokes. J4 a radiacdo
espalhada de frequéncia maior do que a radiacdo de excitagdo, é chamada de
espalhamento anti-Stokes, conforme a Figura 12 (c). O espalhamento eldstico ocorre
quando o féton espalhado tem mesma energia que o féton de excitagdo, conforme a Figura
12 (a). A radiagd@o espalhada de mesma frequéncia da fonte é chamada de espalhamento
Rayleigh.

Figura 12 — Esquema do espalhamento: (a) Rayleigh; (b) Raman Stokes; e (c) Raman anti-

Stokes, onde a linha tracejada representa um estado virtual. (d) Representacdo grafica dos espalhamentos.

hv, hv,

Rayleigh Stokes Anti-Stokes

Rayleigh

Stokes

=
Intensidade

Anti-Stokes

| | 1
hv,—e, hv, hv,+e,

Fonte: Adaptado de Sala, 1996.

Em temperatura ambiente (25 °C), a maior parte dos dtomos do material
encontram-se no seu estado vibracional fundamental e, conforme a lei de Boltzmann, uma
pequena parte estd no seu estado vibracional excitado, sendo isto determinado pela
temperatura do sistema (CAETANO, 2006).

O espectro Raman esta associado as vibragdes dos fonons, onde um fonon €
definido como um quantum de energia de vibracdo de uma rede cristalina, podendo estas

serem classificadas em: deformagdes axiais ou estiramento de ligagdes, resultantes de
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movimentos periddicos ao longo das ligacdes e causando alteracdes nas distancias
interatdmicas, deformacgdes entre os angulos de ligacdo em relacdo a um conjunto
arbitrdrio de coordenadas da molécula, e as rotagdes intramoleculares e intermoleculares.
Tais vibracdes dependem assim do arranjo geométrico e da intensidade da forca das
ligacGes entre os dtomos e sdo apresentadas esquematicamente na Figura 13. O espectro
Raman pode sofrer variacdo também com a direcdo e a polarizacdo da luz incidente e

espalhada (SALA, 1996).

Figura 13 — Principais tipos de vibragdo molecular.

Estiramento Simétrico Estiramento Assimétrico

Deformacio Simétrica Deformacio Assimétrica  Deformacio Simétrica Deformacgio Simétrica
no Plano no Plano Fora do Plano Fora do Plano

@

® )

Fonte: Adaptado de Holler et al. (2009)

A espectroscopia Raman tem sido aplicada no estudo de sistemas organicos,
inorgénicos, bioldgicos e recentemente vem sendo utilizada na andlise e caracterizagdo
de produtos farmacéuticos no estado sélido (AYALA, 2007; MAH et al., 2014). Dentre
as aplicacoes destaca-se o estudo das interagdes entre as formas cristalinas e amorfas dos
farmacos e excipientes (HEINZ et al., 2009; ELIASSON; MATOUSEK, 2007). Desta
forma observa-se um nimero cada vez maior de trabalhos envolvendo co-amorfos de
farmacos que utilizam esta técnica de caracteriza¢do, como por exemplo os co-amorfos
de ibuprofeno com o polimero PVP (KAZARIAN; MARTIROSYAN, 2002), de
indometacina com o polimero PVP (TAYLOR; ZOGRAFI, 1997) e de indometacina com
a carbamazepina (SAVOLAINEN et al., 2009).
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3.8.1.3 Espectroscopia no Infravermelho (1V)

Espectroscopia de IV estd baseada no estudo das transi¢cdes vibracionais
moleculares que ocorrem quando uma espécie quimica absorve radia¢do na regido do
infravermelho do espectro eletromagnético. Esta técnica é uma das mais importantes no
controle de qualidade de medicamentos a elucidacao de estruturas moleculares complexas
(HOLLER et al., 2009; STUART, 2005).

A espectroscopia no IV envolve a interagdo ressonante entre os fétons da radiacio
incidente e os estados vibracionais dos &tomos do material, sendo que a energia do féton
absorvido (hv) deve ser igual a diferenca de energia entre dois estados vibracionais

distintos E; e Ez, conforme a Equagdo 7:

hy= E5 - E; (7

A regidao do espectro eletromagnético correspondente ao infravermelho
compreende radiagdes com comprimentos de onda entre 0,78 e 1000 pm e niimeros de
onda compreendidos entre 12.800 e 10 cm™ podendo ser observado na Tabela 3.
Normalmente, ela é subdividida em trés regides: IV proximo (NIR, do inglés Near
Infrared), IV médio (MIR, do inglés Mid Infrared) e IV distante (FIR, do inglés Far
Infrared), sendo a regido do infravermelho médio, de 4000 a 400 cm™', a mais utilizada
para o estudo dos compostos organicos, tais como os farmacos (SILVERSTEIN;

WEBSTER; KIEMLE, 2007).

Tabela 3 — Limites das regides espectrais do infravermelho.

Comprimento de

Niimero de onda Regiao de Frequéncia

Regido (™) ?5:113 )
NIR 12800 a 4000 0,78 a2,5 3,8x10%*a 1,2x10'
MIR 4000 a 200 2,5a50 1,2 x10'* a 6,0x10"
FIR 200a 10 50 a 1000 6,0x10'% a 3,0x10'!
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Nas espectroscopias FIR e MIR sdo estudados os espectros de vibracao molecular,
enquanto na espectroscopia NIR estudam-se os harmonicos das vibragdes moleculares.

As absor¢des na regido NIR envolvem trés diferentes mecanismos, que sao 0s
sobretons, que derivam de frequéncias cerca de duas ou trés vezes superiores as de uma
transicdo fundamental, as bandas de combinacdo que ocorre quando sdo excitados
simultaneamente dois estados vibracionais diferentes, e as transi¢cdes eletronicas.
Apresenta espectros complexos que sdo caracterizados geralmente por apresentarem
bandas largas e de baixa intensidade provenientes de vibra¢des moleculares que resultam
em transicoes harmonicas (overtones) e bandas de combinac¢des de modos fundamentais
de vibragdes moleculares tais como C-H, O-H, N-H, S-H e C=0 (BURNS; CIURCZAK,
2007). As informacdes contidas no espectro sdo relacionadas aos valores obtidos através
de métodos analiticos convencionais onde uma calibracdo € ajustada. Desta forma,
baseiam-se na aplicacdo da matematica a quimica analitica (VIANA, 2008).

Visto que cada tipo de material apresenta uma combinacdo dnica de 4tomos, dois
compostos ndo podem produzir exatamente o mesmo tipo de espectro infravermelho,
sendo a espectroscopia NIR extremamente ttil em andlises qualitativas de diversos tipos
de materiais.

A Espectroscopia no Infravermelho Médio com Transformada de Fourier (FTIR
do inglés Fourier Transform Infrared) consiste na obtenc@o do espectro a partir de uma
funcdo matematica que converte o dominio do tempo para o dominio da frequéncia. O
FTIR compartilha do mesmo principio da espectroscopia do IV diferindo apenas no
dominio onde o espectro ¢ mensurado (SMITH et al., 2011). Este processo de conversao
de dominio € realizado por um interferometro onde a radia¢do proveniente de uma fonte
incide sobre um separador de feixes que o divide em duas partes iguais, estas entdo sao
dirigidas a dois espelhos planos que refletem estes feixes fazendo combinarem-se
novamente no separador de feixe. O FTIR € uma técnica de anélise que coleta o espectro
mais rapidamente, pois nao coleta os dados através da variacdo da frequéncia da radiagio,
mas € guiada através do interferdmetro que torna as medi¢des espectroscOpicas mais
eficientes (GRIFFITHS; DE HASETH, 2007).

Desta forma, a espectroscopia FTIR destaca-se por apresentar rapidez, ser uma
técnica ndo destrutiva, apresentar considerdvel facilidade na preparacdo das amostras,
relativa facilidade de uso e pouco ou nenhum consumo de solvente para a anélise das
amostras. Assim o FTIR torna-se um instrumento de imprescindivel no estudo de novos

materiais, possibilitando a avaliacdo das alteracdes nas ligacdes de hidrogénio
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intermoleculares em sélidos mediante observacdao do deslocamento de bandas, e pela
ajuda na elucidacdo estrutural e identificacio de compostos. Por isto, ¢ amplamente
utilizada pela inddstria farmacéutica para a caracterizacdo do estado sdlido de
formulacdes farmacéuticas, tais como polimorfos, solvatos e co-amorfos (GRIFFITHS;
DE HASETH, 2007; HOLLER et al., 2009; RODRiGUEZ-SPONG et al., 2004). Como
exemplos de trabalhos que utilizaram a técnica de espectroscopia IV na caracterizacao de
co-amorfos, temos a P-azelnidipina com o 4cido Maleico (HAN et al., 2016), a
atorvastatina Cdlcica com a nicotinamida (SHAYANFAR et al., 2013) e a glibenclamida
com a serina (LAITINEN et al., 2014).

3.9 Técnica de Analise Térmica - Calorimetria Exploratoéria Diferencial (DSC)

A Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC - do inglés Differential Scanning
Calorimetry) € uma das técnicas mais usadas no estudo térmico dos materiais, por
apresentar considerdvel facilidade no preparo das amostras, tempo reduzido de andlise e
por ser uma técnica de elevada precisdo. Esta técnica mede a diferenca de energia
fornecida a uma substancia e a um material de referéncia, em funcio da temperatura,
quando ambas s3o submetidas a uma programacdo controlada de temperatura. Isso
permite, entre outras coisas, determinar a entalpia de transi¢cdes endotérmicas e
exotérmicas (HOLLER et al., 2009; IONASHIRO, 2005). Na Figura 14 sdo apresentados
perfis tipicos dessas transi¢Oes de fase.

Através desta técnica € possivel estudar efeitos relacionados a alteracdes fisicas
ou quimicas tais como ebuli¢do, fusdo, oxidagdo, desidratacdo e decomposicdo das
amostras, como mostra a Figura 14. Também € utilizada na determinacio do calor latente
em uma transformacdo de fase, na determinacdo do grau de cristalizacdo, e identificacao
de temperaturas de transicdoes de segunda ordem. Em farmacos, o DSC € utilizado na
determinacdo de pureza e na identificacdo de polimorfismo, pseudopolimorfismo,
cocristais e co-amorfos (CHUN ef al., 2013; FERREIRA; BANNACH; PERPETUO,
2015; IONASHIRO, 2005).
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Figura 14 — Exemplo de curva DSC.
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Fonte: Nassu, 1994.

De acordo com o método utilizado para se medir o fluxo de energia absorvida ou
liberada pela amostra, os equipamentos de DSC sdo classificados em duas categorias:
DSC com compensacao de poténcia e DSC com fluxo de calor (BANNACH et al., 2011).
Quando o DSC ¢€ por fluxo de calor, o calor total dH/dT ¢ dado pela Equacdo 8:

dH dT
— =G+ f(TY (8)

onde H ¢ a entalpia, em J.mol!; C, a capacidade calorifica especifica, em J. K' mol
I: e, f(T,t) a resposta cinética da amostra em J.mol .

Para a andlise de dados das curvas de DSC, a temperatura de transi¢cdo ou a
temperatura inicia (Tonset) € definida a partir do inicio do pico, com a variacdo de linha
de base na forma de degrau e de processos cinéticos. Esta € a temperatura na qual a linha
tangente a linha de base intercepta a linha tangente a inclinacdo da transi¢do, sendo este
0 ponto mais representativo do inicio da transformac¢do em analise (HOLLER et al., 2009;
NASSU, 1994).

Em co-amorfos esta técnica destaca-se também como ferramenta para a
determinacdo do estado amorfo que se encontra o material analisado, sendo o estado
amorfo classificado basicamente de duas formas, o primeiro estado ¢ chamado de “vidro”
ou “estado vitreo”, sendo este estado caracterizado pela presenga de transicio vitrea nas

curvas DSC. O segundo estado é chamado de Equilibrium Supercooled Liquid ou Liquido
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Super-resfriado de Equilibrio, sendo este estado caracterizado pela presenca picos
endotérmicos e exotérmicos referentes a eventos de fusdo e cristalizacio (HANCOCK;
ZOGRAFI, 1997). Desta forma, a técnica de DSC tem sido bastante utilizada na
caracterizacdo de co-amorfos, tais como o de naproxeno com a prolina (JENSEN et al.,
2014), o de cloridrato de lurasidona com a sacarina (QIAN et al. 2015) e de simvastatina

com a lisina (CRAYE et al., 2015).

3.10 Teste de Solubilidade Aquosa

A solubilidade é um fator determinante para a liberacdo e para a absor¢do do
farmaco, estando diretamente associado a biodisponibilidade. Ela é dependente das
caracteristicas moleculares dos farmacos, mais precisamente quanto a sua habilidade de
formar pontes de hidrogénio com as moléculas de dgua, sendo diretamente proporcional
ao numero de pontes de hidrogénio formadas com &4gua (BONAMICI, 2009;
MARTINEZ; AMIDON, 2002).

Ela pode ser descrita como um pardmetro termodindmico que relaciona a
quantidade mdxima de soluto que se dissolve em um determinado solvente ou solu¢do a
temperatura e pressao constantes e especificas (BUENO; RECH, 2009). Existem ainda
diversos fatores que influenciam a solubilidade, tais como o solvente, o pH, a temperatura,
a pressdo, o tamanho de particula, as polaridades do soluto e do solvente e o polimorfismo
(BLACK et al., 2007), podendo ser expressa em termos de quaisquer unidades de
concentracdo, desde que relacionem a massa de soluto por volume de solvente, ambos
nas condi¢des mdximas de um determinado sélido.

Formula¢des medicamentosas orais podem apresentar problemas em relagdo a
biodisponibilidade, devido aos efeitos da passagem pelo trato gastrointestinal. Portanto,
alguns testes podem ser utilizados para avaliar a qualidade de uma formulacao sélida que
apo6s ingerida esteja disponivel na circulacio sistémica, um destes testes € o teste de
solubilidade aquosa, que avalia a solubilidade do fairmaco em funcdo do tempo, sendo
possivel estimar a biodisponibilidade do farmaco no organismo (GONCALVES;
SOUZA; STORPIRTIS, 2009).

As farmacopeias apresentam solubilidades aproximadas de substancias oficiais
em termos do nimero de partes de volume de solvente requerido para dissolver uma parte

de massa do s6lido conforme a Tabela 4. Geralmente os valores de solubilidade expressos
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em monografias oficiais aplicam-se a temperatura de 25 °C (FARMACOPEIA

BRASILEIRA, 2010).

Tabela 4 — Solubilidades descritivas comumente encontradas em monografias oficiais.

SOLVENTE TERM8££$ ESITIVO
Muito solivel Menos de 1
Facilmente solavel Delal0
Solivel De 10 a 30
Ligeiramente soltavel De 30 a 100

Pouco solavel

De 100 a 1000

Muito pouco soliivel

De 1000 a 10 000

Praticamente insolavel

Mais de 10 000

Fonte: Adaptado de Kuminek (2014).

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Equipamentos

e Difratdbmetro de Raio X, marca Rigaku, modelo Miniflex II;

e Analisador calorimétrico, marca Shimadzu Instruments, modelo DSC-60;

e Espectrofotdmetro Raman triplo, marca Princeton Instruments, modelo Trivista

557.

e Espectrofotometro de infravermelho com transformada de Fourier, marca

PerkinElmer, modelo Frontier;

e Espectrometro de Infravermelho Proximo (NIR) modelo FTLA2000, marca ABB;

e Espectrofotdmetro UV-VIS, marca Evolution, modelo 220 UV;

e Estufa com circulacdo for¢ada de ar, marca SP LABOR, modelo SP 102;
e Incubadora shaker, marca SP LABOR, modelo 222-SP.
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4.2 Reagentes e Solventes

Os reagentes utilizados para esta pesquisa (API, coformador e solvente) estdo

apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 — Reagentes utilizados nesta pesquisa.

Composto Fabricante mol! Ttosio Pureza
(abreviatura) & °C) (%)
Clorpropamida
Gal 276,74 126-130 >99.0
(CLP) alena
Trometamina Sigma-Aldrich 121,14 168-172 >99.0
(TRIS) g ’ =7
Metanol
% 32,04 97.6 8
(MeOH) etec , 97, 99,

4.1 Procedimentos experimentais

4.1.1 Sintese do co-amorfo de CLP utilizando a TRIS como coformador

A sintese do co-amorfo foi realizada pelo método da suspensao ou slurry, tal como
realizado por Sarraguca et al, (2014). Em um béquer foram pesadas a CLP e o
coformador TRIS em diferentes propor¢cdes molares, € massa final de aproximadamente
400 mg, conforme mostra a Tabela 6. Em seguida adicionaram-se 30 mL de MeOH a
mistura agitando-a até a completa solubilizacio dos componentes. Em uma etapa
posterior, as solu¢des foram levadas para uma incubadora shaker e submetidas a um
processo de agitacdo a 150 rpm, por 2 horas, em temperatura controlada de 25 °C. Os
materiais resultantes foram coletados e secos a 50°C, por 2 horas, em incubadora com
circulacdo forcada de ar. O mesmo procedimento foi adotado para os compostos de

partida, com o intuito de servirem de paradmetros de compara¢do com o co-amorfo.
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Tabela 6 — Razoes molares do sistema Farmaco-Coformador CLP-TRIS

CLP- TRIS CLP TRIS
(Razao molar) (mg) (mg)
3:1 349,06 51,08

2:1 328,17 72,04

1:1 278,21 122,15

1:2 213,27 187,28

1:3 172,91 221,76

4.2 Caracterizaciao do co-amorfo de CLP-TRIS (1:1)

4.2.1 Caracterizacdo por Difracdo de Raios X pelo método do P6 (DRXP)

Os difratogramas foram obtidos no difratdmetro de raios X MiniFlex Il Rigaku
(Figura 15), com radiacdo Cu Ko (A = 1,5418 A), operando com tensdo de 40 kV e
corrente de 30 mA. Os padrdes de difracdo foram coletados de 5° a 45° (20), utilizando
um passo de 0,02° e com tempo de contagem de 2,0 s/passo (BASAVOJU; BOSTROM;
VELAGA, 2008; DELORI; FRISCIC; JONES, 2012).

Figura 15 — Difratdmetro de Raios X, marca Rigaku, modelo Miniflex I1.
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4.2.2 Caracterizacdo por Espectroscopia Raman

Os espectros Raman foram obtidos em espectrofotdmetro triplo monocromador
da marca Princeton Instruments, modelo Trivista 557 (Figura 16). Um laser de ions hélio-
nednio operando na linha de 632,8 nm foi utilizado como fonte de excitacdo. As fendas
da grade de difracdo foram ajustadas para se obter uma resolucéo espectral de 2 cm™ nos
intervalos de nimeros de onda de 250 a 20 cm™ e 1.600 a 900 cm™. (AMORIM; KLIER;
DE ANGELIS, 2013; BASAVOIJU et al., 2008; KOJIMA et al., 2010).

Figura 16 — Espectrometro triplo: Princeton Instruments, modelo Trivista 557.

4.2.3 Caracterizacao por Espectroscopia no Infravermelho Médio com Transformada
de Fourier (FTIR)

Os espectros de infravermelho médio foram adquiridos por um espectrofotometro
infravermelho com transformada de Fourier da PerkinElmer, modelo Frontier (Figura
17), utilizando um acessorio de refletancia total atenuada (ATR) e resolucdo espectral de
4 cm’!, realizando-se um total 32 varreduras no intervalo de nimeros de onda entre 4000
e 600 cm™'. A coleta e andlise dos dados obtidos foram realizados através do software

Perkin Elmer Spectrum.
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Figura 17 — Espectrofotdmetro de infravermelho com transformada de Fourier da marca
PerkinElmer, modelo Frontier.

4.2.4 Caracterizacdo por Espectroscopia no Infravermelho Proximo (NIR)

Os espectros de Infravermelho Préximo das amostras foram obtidos por um
Espectrometro de Infravermelho Préximo (NIR), modelo FTLA2000, marca ABB,
equipado com um detector de indio-galio-arsénio (InGaAs) e acessorio de amostra de po
(modelo ACC101, marca ABB), que possui uma janela de 2 cm de didmetro permitindo
medidas de refletincia difusa em uma é4rea de 0,28 cm™ de iluminacdo. Os espectros
foram adquiridos com uma resolucdo de 8 cm™!, como uma média de 64 espectros obtidos
no intervalo de nimeros de onda entre 10.000 cm™ e 4.000 cm™'. O instrumento foi

controlado através do software GRAMS.

Figura 18 — Espectrometro (NIR) da marca ABB, modelo FTLA2000.
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4.2.5 Caracterizacdo por Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

As medidas de DSC foram obtidas em um analisador calorimétrico DSC-60 da
Shimadzu Instruments, utilizando cadinhos fechados de aluminio com tampa selada,
contendo aproximadamente 3,0 mg de amostra. Foram realizados ciclos unicos de
aquecimento na faixa de temperatura de 25 a 200 °C, sob atmosfera dinamica de
nitrogénio (50 mL/min) e razdo de aquecimento de 2 °C/min. Um cadinho de aluminio

vazio e fechado foi utilizado como referéncia (AHER et al., 2010).

Figura 19 — Analisador Calorimétrico marca Shimadzu Instruments, modelo DSC-60.

4.2.6 Teste de Solubilidade Aquosa

Para o teste de solubilidade da CLP foi preparada uma solucdo supersaturada, que
consistia em 350 mg de CLP em 150 mL de dgua deionizada (pH = 7,00). Essa solu¢do
supersaturada foi colocada ainda sob agitacdo a 200 rpm, em temperatura ambiente
(25°C), por 4 horas e 30 minutos, sendo retiradas aliquotas nos intervalos de tempo em
(min) de: 0 a 270 conforme apresentado na Tabela 7.

Para o teste de solubilidade do co-amorfo CLP-TRIS (1:1), foi preparada uma
solucdo supersaturada contendo 503,2 mg deste material (equivalente a 350 mg de CLP)
em 150 mL de dgua deionizada (pH = 7), sob agitacdo a 200 rpm em temperatura ambiente
(25°C), por 4 horas e 30 minutos. Durante este experimento foram retiradas aliquotas em

intervalos de tempo (min) de 0 a 270 conforme apresentado na Tabela 7.
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Tabela 7 — Identificacdo e tempo de coleta das aliquotas de CLP e CLP-TRIS (1:1).

Identificacio Tempo Identificacio Tempo

(min) (min)
T0 0 T11 15
T1 1 T12 20
12 2 T13 25
T3 3 T14 30
T4 4 T15 60
TS 5 T16 120
T6 6 T17 150
17 7 T18 180
T8 8 T19 210
9 9 T20 240
T10 10 T21 270

Em todos os casos, as aliquotas foram diluidas em 4cido cloridrico 0,01 mol.L e
as suas absorbancias foram determinadas em 232 nm utilizando-se um espectrofotometro
UV-VIS, marca Evolution, modelo 220 UV (Figura 20). Também foi feita uma curva
analitica a partir da relacdo entre concentracdes conhecidas de CLP e suas respectivas

absorbancias obtidas em 232 nm.

Figura 20 — Espectrofotdmetro UV-VIS, marca Evolution, modelo 220 UV.

A verificacdo da solubilidade da CLP em d&gua deionizada deu-se em trés
repeticoes, sendo realizada a quantificacio conforme a metodologia descrita na

Farmacopeia Brasileira (2010).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesta secdo apresentam-se os principais resultados alcancados no
desenvolvimento desta pesquisa, onde serd abordado aspectos relacionados a sintese e
caracterizacdo do co-amorfo de CLP com o coformador TRIS, bem como a avaliagao do
comportamento do material sintetizado quando inserido em ambiente aquoso. As técnicas
de DRXP, Raman, FTIR, NIR, DSC e o teste de solubilidade aquosa foram utilizados

para a caracterizacdo das amostras sintetizadas.

5.1 Sintese do co-amorfo de CLP-TRIS (1:1)

A investigacdo da sintese do co-amorfo pelo método da suspensdo foi realizada a
partir de diferentes razdes molares de CLP e TRIS, conforme descrito na secdo 4.7.1. A
Figura 21 apresenta os resultados obtidos a partir destas razdes molares.

Visualmente, os materiais obtidos nas razdes molares CLP-TRIS de (1:1), (1:2) e
(1:3) apresentaram um aspecto mais opaco, com a percep¢do de pouca ou nenhuma
particula na forma de cristal ou policristal. Enquanto que os materiais sintetizados nas
propor¢des molares de (2:1) e (3:1) apresentaram aspecto tipico de materiais
policristalinos. Ressalta-se que, dentre os materiais sintetizados neste estudo, aquele

obtido na razdo molar de 1:1 foi o que apresentou aspecto de maior transparéncia.

Figura 21 — Fotos dos materiais sintetizados em diferentes razdes molares e dos compostos
formadores recristalizados: (A) CLP-TRIS (1:3); (B) CLP-TRIS (1:2); (C) CLP-TRIS (1:1); (D) CLP-TRIS
(2:1); (E) CLP-TRIS (3:1); (F) CLP; (G) TRIS.
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5.2 Difracao de Raio X pelo Método do P6 (DRXP)

Os compostos de partida (CLP e TRIS) foram recristalizados empregando o
método da suspensdo, com o intuito de avaliar a influéncia deste processo na possivel
formacdo de polimorfos e para fins de comparacdo com os resultados obtidos para o co-
amorfo de CLP-TRIS (1:1). A Figura 22 mostra o padrdo de DRXP, em associacdo com

o método de Rietveld, para a CLP recristalizada.

Figura 22 — Difracdo de raios-X da CLP recristalizada pelo método da suspensao
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20 (Graus)

Desta forma, os resultados apresentados na Figura 22 mostram que a CLP mantém
a mesma estrutura cristalina, ortorrdombica (grupo espacial P2122,), e cristaliza com
quatro moléculas por célula unitaria. Obtiveram-se os parametros Rwp =8,94% ¢ S = 2,18,
que refletem a boa qualidade do ajuste. O refinamento do padrdo de difracdo de raios X,
utilizando o método de Rietveld, proporcionou a obtengdo de fatores de qualidade Ry, €
S aceitaveis, isto €, de acordo com os exigidos pelos padrdes de otimiza¢do do método.
A Tabela 8 mostra os parametros de rede obtidos pelo refinamento de Rietveld para a

CLP recristalizada.
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Tabela 8 — Parametros de rede da célula unitdria da CLP recristalizada comparada com valores
apresentados pelo banco de dados CSD “.

Pal‘ag:;l(;os e CLP publicada * recris(izl;l?zada
a (A) 26,673(6) 26,685(3)
b (A) 5,230(1) 5,237(6)
c(A) 9,088(2) 9,094(7)
V (A3) 1267,677(6) 1271,069(1)
o=B=y 90° 90°

* Artigo publicado por Drebushchak; Chesalov; Boldyreva, (2009).

Pode-se observar que os valores dos parametros de rede da CLP recristalizada
estdo proximos dos valores reportados por Drebushchak, Chesalov e Boldyreva (2009),
apresentando diferenca de valores menor que 1%. Assim, a partir dos resultados obtidos,
conclui-se que o processo de recristalizagdo da CLP pelo método da suspensdo ndo gerou
polimorfos apresentando-se ainda na forma polimorfica III como pode ser observado a

fim de comparacao na Figura 4.

A Figura 23 mostra o padrdo de DRXP, em associa¢do com o método de Rietveld,

para a TRIS recristalizada.

Figura 23 — Difracdo de raios-X da TRIS recristalizada pelo método da suspensdo
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Os resultados apresentados na Figura 23 mostram que, apds o processo de
recristalizacdo, a TRIS também manteve a sua estrutura cristalina, ortorrdmbica (grupo
espacial Pn2;a), e cristaliza com 4 moléculas por célula unitdria. Obtiveram-se os
pardmetros de Rwp = 9,78% e S = 1,79 que refletem a boa qualidade do ajuste. O
refinamento do padrao de difra¢do de raios X utilizando o método de Rietveld, permitiu
obter fatores de qualidade Ryp € S aceitdveis, isto €, de acordo com os padrdes de
otimizag¢do exigidos pelo método. A Tabela 9 mostra os pardmetros de rede obtidos pelo

refinamento de Rietveld para a TRIS recristalizada.

Tabela 9 — Parametros de rede da célula unitaria da TRIS recristalizada comparada com valores
apresentados pelo banco de dados CSD °.

Parag:(tl?s i TRIS® recri:tl;lliiada
a(A) 8,844(1) 8,835(7)
b (A) 8,791(1) 8,756(6)
c(A) 7,791(1) 7.777(6)
V (A3) 605,673(12) 601,800(9)
o=p=7y 90° 90°

® Artigo publicado por Castellari; Ottani, (1997).

Pode-se observar que os valores dos parametros de rede da TRIS recristalizada
estdo proximos dos valores reportados por Castellari e Ottani (1997), apresentando
diferenca de valores menor que 1%. Com a andlise dos dados obtidos, conclui-se que a
recristalizacdo da TRIS pelo método da suspensao ndo gerou polimorfos deste composto
apresentando-se ainda na forma polimérfica a.

A Figura 24 mostra os padrdes de difracdo obtidos por DRXP dos compostos de
partida recristalizados, da mistura fisica equimolar e dos materiais sintetizados com

diferentes razdes molares de CLP e de TRIS nas propor¢des de (3:1, 2:1, 1:1, 1:2 e 1:3).
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Figura 24 — Difragdo de raios X da CLP e TRIS recristalizadas e dos materiais contendo CLP e
TRIS nas propor¢des molares de 1:1, 1:2, 1:3, 2:1 e 3:1.
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Os resultados apresentados na Figura 24 mostram que o sistema CLP-TRIS (1:1)
apresentou um padrio de DRX significativamente diferente daqueles obtidos para os
compostos de partida e para os materiais obtidos nas demais propor¢des molares destes
compostos. Dessa forma, o material sintetizado na propor¢ao equimolar apresentou uma
banda entre 15 e 25 ° (20) e auséncia de picos, indicando que o material CLP-TRIS (1:1)
¢ amorfo e que esta razao molar proporciona a interagcao intermolecular entre o farmaco
e o coformador para a formac¢ao do co-amorfo.

Para a mistura fisica equimolar dos compostos de partida, observa-se a
sobreposi¢cdo de picos nos padrdes de difracdo, caracterizando a identificagdo de duas
fases cristalinas, evidenciando que a mistura fisica dos compostos ndo resulta na formagao
de um co-amorfo. Para os materiais sintetizados nas demais razdes molares de CLP e

TRIS observou-se a presenca de picos caracteristicos dos compostos de partida, com
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destaque para maior intensidade dos picos daquela substancia presente excesso no

material, sendo desta forma cristalinos.

Assim, para os materiais CLP-TRIS (2:1) e CLP-TRIS (3:1) os padrdes de DRX

apresentaram-se semelhantes ao padrao de DRX da CLP, devido parte dos compostos

interagirem e formarem o co-amorfo restando o excesso de CLP que é responsdvel pela

maior contribuicdo nos espectros. Os picos apresentados na Tabela 10 mostram esta

similaridade entre os padrdoes de DRX da CLP. De forma anéloga, para os materiais CLP-

TRIS (1:2) e CLP-TRIS (1:3) os padroes de DRX apresentaram-se semelhantes aquele da

TRIS, com os principais picos apresentados na Tabela 11.

Tabela 10 — Comparagdo dos padrdes de DRX da CLP, CLP-TRIS (2:1) e CLP-TRIS (3:1).

Angulo CLP CLP-TRIS (2:1) CLP-TRIS (3:1)
6,51 6,71 6.83
11,70 11,82 11,98
18,14 18,30 18,42
19,44 19,63 19,75
20,59 20,75 20.91
Graus (20) 21,56 21,69 21,82
23.73 23.89 24,01
25,74 25.90 25.99
26,75 26.91 27,03
28.04 28.24 28,32

Tabela 11 — Comparagdo dos padrdes de DRX da TRIS, CLP-TRIS (1:2) e CLP-TRIS (1:3).

Angulo TRIS CLP-TRIS (1:2) CLP-TRIS (1:3)
14,40 14,30 14,25
18,37 18,30 18,22
20,44 20,25 20,23
Graus (20) 22,76 22,68 22,64
25,47 25,44 25,43
34,30 34,20 34,23
38,74 38,64 38,63
44,16 44,01 44,10
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A Figura 25 mostra os padrdes de difracdo para o co-amorfo CLP-TRIS (1:1) no
intervalo de 129 dias apds a sintese, afim de se avaliar a estabilidade estrutural do novo

material, sendo o dia zero o padrdo de difrag¢do verificado no dia da sintese.

Figura 25 — Difragdo de raios X do co-amorfo CLP-TRIS (1:1) em diferentes dias apds a sintese
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E possivel observar que os padrdes de difragdo de raios X ndo se alteram com o

passar do tempo ap0ds a sintese, indicando assim que o co-amorfo possui boa estabilidade
fisica. Em termos comparativos, Ueda et al., (2017) relataram um co-amorfo de tranilast
com cloridrato de difenidramina que se manteve estavel na forma amorfa por 30 dias,
segundo 0 mesmo, este tempo representa uma boa estabilidade. Este ¢ um fator importante
para uma possivel utilizacdo deste material na indudstria farmacéutica, visto que formas

sOlidas amorfas apresentam uma tendéncia a cristalizarem-se (SHAN et al., 2014).

5.3 Espectroscopia Raman

Ap6s a verificacdo da estequiometria de formagao do co-amorfo CLP-TRIS (1:1),

os compostos formadores (CLP e TRIS), a sua mistura fisica equimolar e o co-amorfo

56



CLP-TRIS (1:1) foram analisados por espectroscopia Raman. A Figura 26 mostra os

espectros Raman na regifio de 250 a 20 cm™.

Figura 26 — Espectros Raman da CLP, TRIS e do co-amorfo CLP-TRIS (1:1) obtidos na regido

espectral de 300 a 20 cm’'.
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Na maioria dos casos bandas abaixo de 200 cm™ representam modos de vibragio
que sdo classificados como modos externos ou modos de rede. Essa regidao tem sido
amplamente utilizada na identificacao de novas estruturas cristalinas visto que esta regiao
apresenta as vibracdes da rede cristalina e de ligagdes de hidrogénio (PARROTT et al.,
2012). Deste modo, o espectro Raman da CLP (Figura 26) mostra bandas tipicas de
moléculas aromdticas em frequéncias inferiores a 200 cm™!, derivando de vibragdes
moleculares fundamentais e vibracdes da rede. Assim como foi observado pela técnica de
DRXP, o espectro Raman da CLP € condizente com a forma polimérfica I1I (Figura 7).

O espectro Raman da TRIS (Figura 26) apresentou alguns modos normais de
vibragdo, na qual as bandas mais significativas estdo localizadas em nimeros de onda
abaixo de 120 cm™, observando-se a presenga de fortes ligacdes de hidrogénio (CHIEN
et al., 2010). O espectro Raman da mistura fisica (Figura 26), apresenta bandas
vibracionais oriundas dos dois compostos, sendo observado o deslocamento para maiores
numeros de onda das bandas provenientes da CLP, assim como o aumento de intensidade
da banda relativa as ligacOes de hidrogénio da TRIS, indicando assim uma interacdo entre

os compostos promovida apenas pelo contato fisico. Para o espectro do co-amorfo (Figura
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26), observa-se a completa auséncia de informacao espectral, ou seja, nenhuma banda foi
observada, evidenciando que o material ndo possui arranjo cristalino, sendo este um
comportamento tipico de materiais amorfos.

A Figura 27 mostra os espectros Raman da CLP, CLP-TRIS (1:1), CLP-TRISmr
e TRIS na regido espectral de 1600 a 900 cm™.

Figura 27 — Espectros Raman da CLP, TRIS, mistura fisica equimolar de CLP e TRIS e do co-amorfo
CLP-TRIS (1:1) obtidos na regido espectral de 1.600 a 900 cm™.
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O espectro Raman da CLP (Figura 27) mostra a banda em 920 cm™ que estd
relacionada com o estiramento das ligacdes (CC) do anel aromético. Em 1002 cm’
apresenta-se uma banda associada com o estiramento da ligagdo (NC). A banda em 1042,4
cm! estd relacionada com o estiramento da ligacdo (CC). Em 1091,6 cm™! observa-se a
banda associada ao estiramento da ligacdo (SO). Em 1119,1 cm™! existe uma banda que
estd relacionada com o estiramento da ligacdo (NC). Em seguida, o dubleto em 1175,9
cm’! pode ser atribuido ao estiramento da ligacdo (CS). Em 1322,1 cm™ e em 1447,8 cm
! temos as vibra¢des de wagging do grupo o(CHz) e deformagio angular do grupo §(CH3)
respectivamente. Em 1361,2 e 1596,0 cm™! temos as vibragdes envolvendo ligacdes (CC)
do anel aromitico. A banda em 1465,0 cm™! é atribuido a deformacdo angular do grupo

O(NH) (CAETANO, 2006; CHESALOV et al., 2008; AYALA et al., 2012).
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No espectro Raman da TRIS (Figura 27), a banda em 921,2 cm™! é atribuida a
deformacdo do tipo swing do grupo (NH>). As bandas presentes entre 1100 e 1000 cm'!
sdo referentes as vibragdes de estiramento do grupo (CO). Em 1165,5 cm™ observa-se a
vibracdo de deformagdo angular S(HCN) seguida do estiramento da ligacdo (CC) em
1263,9 cm™. Em 1312,7 cm™! temos a vibracdo de deformacdo angular referente ao grupo
S(OH). As bandas em 1478,5 e 1592,7 cm’! representam as vibracdes de deformacio
angular envolvendo 6(CH2) e 6(NH>), respectivamente (SCHROETTER; BOUGEARD,
1987).

A andlise dos espectros Raman dos compostos de partida e da mistura fisica
equimolar (Figura 27), mostra que a mistura equimolar corresponde a soma dos espectros
dos compostos formadores, sendo possivel observar a reducdo de intensidade e o
alargamento de algumas bandas, o que sugere, assim como observado no espectro Raman
na regido entre 250 e 20 cm™!, que a interacdo entre CLP e TRIS se inicia com o contato
fisico.

A partir da comparacgdo dos resultados de espectroscopia Raman obtidos para os
compostos de partida (CLP e TRIS) e para a mistura equimolar destas substancias
comparados com aqueles obtidos para o co-amorfo CLP-TRIS (1:1), observaram-se
diferencas significativas entre os espectros, (estas diferencas estdo indicadas por setas
pretas na Figura 27). Assim, no espectro do co-amorfo, em relacio ao espectro da CLP e
da TRIS, na regido entre 1600 a 900 cm™!, houve o desaparecimento de grande parte das
bandas existentes nos compostos formadores, em especial as bandas vibracionais dos
grupos (CO), (NH) e (OH) sendo estes provéaveis sitios de interacdo entre as moléculas
de CLP e TRIS. Além disso, a banda em 1085,5 cm™ no co-amorfo pode estar relacionada
downshift da banda de estiramento do grupo (SO) da CLP, o que pode evidenciar a
participacdo deste grupo em ligagdes intermoleculares com a molécula de TRIS. A banda
em 1129,7 cm’! pode estar associada ao upshift da vibracdo de estiramento entre (NC) da
CLP. E possivel observar em 1586,0 cm™ o downshift relacionado a banda de deformacio
do grupo (NH>) da TRIS em 1592,7 cm™!, sendo este um indicativo de que o grupo (NH>)
da TRIS também participe de liga¢cdes de hidrogénio com a CLP.

Para a regido dos modos de estiramento de CH e NH néo foi observado nenhuma
banda. E possivel que a ocorréncia de luminescéncia, devido a linha de 632,8 nm do laser,
tenha encoberto as bandas nesta regido espectral.

Todas estas representagdes vibracionais de modos internos tanto oriundos da CLP

quanto da TRIS demonstra que, na proporcao (1:1), um novo material foi formado, onde
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as interagdes intermoleculares influenciaram também os modos vibracionais de partes

(unidades) das moléculas.

5.4 Espectroscopia no Infrevermelho Médio com Transformada de Fourier (FTIR)

A fim de confirmar/avaliar a formac¢ao do co-amorfo CLP-TRIS (1:1) foi realizada
a andlise espectrométrica das substancias iniciais, da amostra CLP-TRIS (1:1) e da
mistura fisica, pela técnica de espectroscopia no infravermelho médio na regidao
compreendida entre 4000 e 600 cm™'.

A Figura 28 apresenta os espectros obtidos, onde estdo indicadas algumas das

absorc¢des caracteristicas dos compostos de partida, da mistura fisica e do co-amorfo CLP-

TRIS (1:1).

Figura 28 — Espectros no infravermelho médio da CLP, TRIS, Mistura Fisica e CLP-TRIS (1:1).
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O espectro IV da CLP (Figura 28) mostra um pico em 618 cm™ que estd
relacionado com a vibracdo do tipo wagging do grupo ®(SOz). As absor¢des na regido
com ndmeros de ondas em 1084, 1035 e 703 cm™' podem ser atribuidas a vibracdo do
grupo (SO), (CC) e (SN), respectivamente, assim como vibra¢des de (CH3). Ainda nesta
regido, foram observadas tor¢des dos grupos (CHz). Em 1712 cm™ é possivel observar a
vibragdo de estiramento (CO). Absorcoes na regido compreendida entre 2976 e 2830 cm”
I estdo associadas a estiramentos simétricos “Vs” e assimétricos “Vas” das ligacdes (CC) e
(CH), respectivamente. Podemos observar também picos em 3096 e 3338 cm!, que
podem ser atribuidos aos estiramentos (CH) do anel aromatico e ao estiramento do grupo
(NH), respectivamente (CHESALOV et al., 2008).

O espectro IV da TRIS (Figura 28) mostra uma banda em 792 cm™! que estd
relacionado com a deformacgdo angular (CC). Duas bandas de absor¢do com picos em
1036 e 1023 cm™ estdo relacionadas com o estiramento do grupo (CO). Também ¢
possivel observar bandas de deformacdo em 1464 e 1586 cm™! associadas com os grupos
(CH2) e (NH») respectivamente. A banda de absor¢io com pico em 3170 cm™ estd
relacionada ao estiramento v(OH). Absorc¢des na regido com nimeros de onda entre 3350
e 3290 cm! para esta molécula podem ser atribuidas aos modos de estiramentos
assimétrico e simétrico “Vas», “vs” do grupo amino (NH2) (SCHROETTER; BOUGEARD
1987).

A partir da andlise dos espectros no infravermelho da CLP, da TRIS e da mistura
fisica equimolar CLP-TRISmr (Figura 28), observa-se que ndao ha deslocamentos
significativos nas bandas observadas, exceto em 1023 cm™! onde ocorre o deslocamento
da banda referente a vibracdo do grupo (CO) da TRIS, indicando a interacdo entre os
compostos formadores apenas com o contato fisico tal como foi observado pela técnica
de espectroscopia Raman.

A partir da comparacgdo do espectro IV da CLP e da TRIS com aquele obtido para
o co-amorfo, observou-se alguns deslocamentos e alargamentos de bandas (representados
pelas setas pretas na Figura 28). Desta forma, os modos vibracionais atribuidos ao co-
amorfo na regido compreendida entre 950 e 600 cm’!, correspondem a soma dos modos
vibracionais dos compostos de partida na mesma regidio espectral. Em 1072 cm™ ocorre
um deslocamento das bandas espectrais que podem estar associadas as bandas da CLP
em 1082 cm™! atribuida ao grupo (SO) sendo um indicativo da participacio deste grupo

em ligacdes de hidrogénio, tal como foi observado pela técnica de espectroscopia Raman.
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A regido compreendida entre 1380 e 1120 cm’! referente a vibracdes envolvendo (CH) e
(CC) na CLP e na TRIS, mostra um alargamento de banda que pode estar relacionado
com a natureza amorfa do material.

O espectro do co-amorfo (Figura 28) mostra o alargamento e o deslocamento da
banda referente ao grupo (CO) da CLP de 1712 cm™ para 1570 cm™. Podemos observar
em 3084 cm™! o efeito de reducdo de intensidade e o deslocamento para menores niimeros
de onda da banda de estiramento do grupo (OH) presente na TRIS em 3170 cm™, o que
pode estar associado a presenca de ligagdes de hidrogénio envolvendo este grupo
funcional. Em 3358 cm™! temos uma banda associada com o estiramento do grupo (NH),
onde se observa uma reducdo da sua intensidade o que assim como no grupo (OH), pode
estar associada a um possivel sitio de interacdo entre as moléculas através da formacgao

de ligacdes de hidrogénio.

5.5 Espectroscopia no Infravermelho Préoximo (NIR)

A Figura 29 apresenta os espectros NIR dos compostos formadores (CLP e TRIS),

da mistura fisica equimolar e do co-amorfo CLP-TRIS (1:1).

Figura 29 — Espectros no infravermelho préximo da CLP, da TRIS, da Mistura Fisica e do co-
amorfo CLP-TRIS (1:1).
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Para a CLP (Figura 29) na regido entre 5400 cm™' e 4000 cm™ é possivel associar
as bandas com as combinagdes dos grupos V(CH)+v(C=0), v(CH)+3(CH), e
v(NH)+3(NH). Prosseguindo no espectro, podemos observar o primeiro sobretom dos
estiramentos do (CH) e (NH) em aproximadamente 6000 cm™' e suas combinagdes com
as deformacdes do grupo (CH) préximo a 7200 cm’'.

Para a TRIS (Figura 29) podemos observar a combinacdo das vibracdes dos
grupos (OH) e (NH) na regido entre 4500 e 5000 cm™. Prosseguindo no espectro,
podemos observar o primeiro sobretom dos grupos (OH) e (NH), e na regido entre 8500
e 8000 cm! verificou-se uma banda em 8294 cm™ que ¢ atribuida ao segundo sobretom
da ligacdo (CH). A regido entre 10000 e 9000 cm! verificou-se uma banda em 9.512,2
cm’! atribuida as transicdes harmonicas do grupo amina (NHz) (BURNS; CIURCZAK,
2007).

A partir dos resultados obtidos pela andlise por NIR das amostras, verificou-se
que o espectro da mistura fisica CLP-TRISwmr (Figura 29) apresentou o surgimento de
uma nova banda em 8850 cm relacionada ao segundo sobretom do (CH) e o
deslocamento da banda em 5930 cm™ da CLP para 6010 cm™! relacionada a combinago
do grupo (CO), indicando, assim como nas técnicas de espectroscopia Raman e FTIR, a
interacdo entre 0s compostos apenas com o contato fisico sem a presenca de solventes. Ja
as outras bandas observadas no espectro da CLP-TRISmr sdo semelhantes a sobreposi¢ao
dos espectros da CLP com o espectro da TRIS.

Para o co-amorfo CLP-TRIS (1:1) (Figura 29), podemos observar que o espectro,
diferentemente dos espectros dos compostos formadores e da mistura fisica, possui
bandas com caracteristica mais larga o que esté relacionado com o estado amorfo deste
material. Além disso, o espectro do co-amorfo apresenta bandas que podem ser associadas
a somatoria das bandas dos compostos formadores, com excecdo de novas bandas
observadas em 9200 e 8845 cm™' que podem estar associadas ao terceiro sobretom dos
grupos (NH) e (CH) (BURNS; CIURCZAK, 2007). Essas bandas podem indicar a
participacao do grupo (NH) na formacao de ligagdes de hidrogénio assim como pode ser

observado pela técnica espectroscopica de FTIR.

5.6 Calorimetria Exploratoéria Diferencial (DSC)

A Figura 30 apresenta as curvas DSC dos compostos de partida (CLP e TRIS),
mistura fisica CLP-TRISmr e do co-amorfo CLP-TRIS (1:1). Os valores de AH foram
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medidos pela integracdo da drea dos picos endotérmicos e se referem ao calor latente de
fusdo (AHrys) das substincias, que € definido como a energia necessdria para elevar o
estado de agitacao molecular que leva o composto no estado sélido para o estado liquido
e ao calor de transicdo (AHs.s) que € definido como a energia necessdria para promover

uma transi¢ao no estado fisico do material (GIRON, 2012).

Figura 30 — Curvas DSC da CLP, da TRIS, da Mistura Equimolar CLP-TRISwmr e do co-amorfo

CLP-TRIS (1:1) obtidas em atmosfera dindmica de nitrogénio com razdo de aquecimento de 2 °C/min.
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A curva DSC da CLP (Figura 30) apresentou dois eventos endotérmicos onde o

primeiro evento estd relacionado com a transi¢ao de fase s6lido-sélido da forma III para

aforma I com Tonset = 116,81 °C, AH;.s = 0,905 kJ.mol ' e Tpeak em 119,70 °C. O segundo
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evento endotérmico € caracteristico do processo de fusdo do material com Tonser = 127,51
°C, AHys = 14,38 kJ.mol! e Tpeak em 128,70 °C. A curva DSC da TRIS (Figura 30)
também apresentou dois eventos endotérmicos onde o primeiro evento esta relacionado
com a transi¢do de fase sélido-solido da forma a para a forma y, com Tonset = 133,13 °C,
AH;.s= 18,96 kJ.mol ' e Tpeak em 134,6 °C. O segundo evento endotérmico, com Tonset =
169,00 °C, AHys = 1,37 kJ .mol ! e Tpeak em 170,24 °C, é caracteristico do processo de
fusdo da TRIS (CAETANO, 2006; VEMAVARAPU et al., 2002; CHIEN et al., 2010).

A curva DSC da mistura equimolar CLP-TRISmr (Figura 30) apresentou dois
eventos térmicos de natureza endotérmica, onde o primeiro evento apresenta Tonset =
104,44 °C, AH = 2,49 kJ.mol'' e Tpeak em 110,0 °C, e o segundo evento apresenta Tonset
= 132,40 °C, AH = 8,60 kJ.mol'! e Tpeak em 134,0 °C. Estes eventos podem estar
relacionados com a formacdo do co-amorfo CLP-TRIS, pela inducio da interacdo entre
as duas moléculas pelo acréscimo de temperatura.

A curva DSC do co-amorfo CLP-TRIS (1:1) (Figura 30) apresentou dois eventos
térmicos de natureza endotérmica. O primeiro evento, com Tonset = 107,6 °C, AH = 1,85
kJ.mol e Tpeak em 111,0 °C, provavelmente é devido a uma possivel quebra nas ligacdes
responsaveis pela formagao do co-amorfo CLP-TRIS (1:1). O segundo evento com Tonset
=112,6 °C, AH = 1,71 kJ.mol™' e Tpeak em 113,0 °C, ocorreu possivelmente devido a
fusdo seguida de decomposicdo do material. A presenga de picos de fusdo indica que o
material se encontra, conforme relatam Hancock e Zografi (1997), em um estado amorfo
denominado de Equilibrium Supercooled Liquid ou Liquido Super-resfriado de
Equilibrio, onde o sélido amorfo que se encontra neste estado apresenta caracteristicas
estruturais de um liquido, mas com uma viscosidade bem maior. Ao se observar as
caracteristicas das propriedades térmicas do estado de Liquido Super-resfriado de
Equilibrio, nota-se que as curvas DSC deste tipo de material apresenta eventos térmicos
intermedidrios entre o estado liquido e o estado vitreo, sendo entdo comum, observar a
presenca de picos referentes a fusdo do material ao invés de um evento caracteristico de
transi¢do vitrea comum em materiais amorfos (BHUGRA; PIKAL, 2008).

Deste modo, os resultados apresentados na Figura 30 evidenciam a formagao do
co-amorfo de CLP-TRIS (1:1). Além disso, este material apresentou eventos térmicos
inferiores as temperaturas de fusdao dos compostos de partida (CLP e TRIS), sugerindo
que o material sintetizado neste trabalho possa ser mais solivel em dgua que a CLP, visto
que este fato pode evidenciar a existéncia de forcas de ligacdes fracas que contribuem

para uma interacao mais forte com as moléculas de dgua.
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5.7 Verificacao da Solubilidade Aquosa

No intuito de se extrair alguma informacao sobre a interacao do co-amorfo CLP-
TRIS (1:1) com a 4gua, foram realizadas medidas de solubilidade no mesmo.

Para a quantificagdo da CLP, utilizou-se uma curva analitica (Figura 31) a partir
do tratamento matematico pelo método dos minimos quadrados (m.m.q.) dos valores das
concentracdes das solucdes padrao de CLP versus as suas respectivas absorbancias
obtidas em 232 nm e em triplicata, conforme descritas na Tabela 12. A partir deste
tratamento matemdtico foi possivel obter os parametros da curva com excelente
coeficiente de determinagao (R?) 0,99806, coeficiente angular 57,60278 e coeficiente
linear de 0,03863, assim como um coeficiente percentual de variacdo inferior a 7,8%

demonstrando uma boa correlacdo linear entre as varidveis investigadas.

Tabela 12 — Concentragdes, absorbancias (232 nm) e coeficiente percentual de variagdo das
solucdes padrdo de CLP utilizadas para a construcio da curva analitica

i At ST
(mg.mL™) Variacao (%)

1 0,235 6x 107 3,6

2 0,389 8 x 107 5,1

3 0,575 10x 1073 4,5

4 0,729 12x 107 1,7

5 0,883 14x 103 3,9

Figura 31 — Curva de analitica obtida para a determinagdo de CLP em solucao aquosa.
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A partir da equacao da reta fornecida pela curva analitica, foi possivel determinar
as concentracdes (mg mL') em 4gua deionizada (pH = 7,00) de CLP e de CLP-TRIS
(1:1). Estas concentracdes encontram-se representadas em funcdo do tempo (min) na

Tabela 13 e sumarizadas na Figura 32.

Figura 32 — Curvas dos perfis de solubilidade da CLP e da CLP obtidas a partir da solubilidade
do co-amorfo CLP-TRIS (1:1)
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A concentracdo de equilibrio é um pardmetro necessario para avaliar a capacidade
de desenvolvimento de um farmaco e para otimizar seu desempenho (KOGERMANN et
al., 2013). Os resultados obtidos neste estudo de solubilidade demonstraram que a CLP é
cerca de onze vezes mais soldvel (2,36 mg mL') quando sintetizada como co-amorfo
CLP-TRIS (1:1) em comparacdo com a CLP pura (0,21 mg mL!). Assim, foi possivel
confirmar a melhoria desta propriedade da CLP (farmaco pouco soluvel em dgua) quando
obtido na sua forma co-amoérfica com a TRIS, tendo em vista que a solubilidade é
influenciada por diferentes fatores como, por exemplo, o arranjo espacial das moléculas,

o ponto de fusdo e a maior solubilidade do coformador em relagdo ao farmaco

(CHADHA; RANI; GOYAL, 2016).
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Tabela 13 — Concentragdo de CLP e CLP-TRIS (1:1) em fung¢do do tempo.

Tempo CLP  preentualge  CUPTRIS (1) o vt
(min) (mg mL") Variacao (%) (mg mL") Variacao (%)
0 0,05 21,5 1,55 6,6
1 0,07 7,6 2,36 4,0
2 0,10 10,5 2,30 2.4
3 0,11 9,8 2,28 33
4 0,12 6,7 2,29 6,6
5 0,14 8,1 2,30 1.4
6 0,16 4,4 2,29 2,0
7 0,17 34 2,28 1,0
8 0,17 4,7 2,26 2,6
9 0,18 8,2 2,23 3,9
10 0,19 5.2 2,23 4,2
15 0,20 3,2 2,20 4,6
20 0,21 6,2 2,27 2,5
30 0,20 1,9 2,24 1,1
60 0,19 2,6 2,22 1,2
120 0,20 2,8 2,24 43
150 0,20 2,7 2,21 2,1
180 0,20 2,2 2,22 4,6
210 0,20 1,2 2,15 2,7
240 0,20 4,5 2,17 1,7
270 0,20 2,5 2,17 1,5
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6 CONCLUSOES

Nesta pesquisa realizou-se a investigagdo da sintese de um novo co-amorfo de
CLP com o coformador TRIS pelo método da suspensdo. Essa técnica apresentou-se
vantajosa em relacdo as demais técnicas principalmente em fun¢do do reduzido tempo
necessdrio para a sintese do material desejado.

O co-amorfo CLP-TRIS (1:1) obtido neste trabalho foi caracterizado por DRXP,
Raman, FTIR, NIR, DSC e Teste de solubilidade aquosa. O espectro de DRX evidenciou
que o material formado ndo possui arranjo cristalino, evidenciado pela auséncia de picos
e formacao de uma banda amorfa, comprovando a natureza amorfa do material. Também
foi possivel observar que a estequiometria de formacao do material foi de 1:1, assim como
sua boa estabilidade fisica estrutural.

A partir da andlise por espectroscopia Raman observou-se o desaparecimento de
bandas em comparagdo com os espectros dos compostos de partida na regido dos modos
externos, devido a natureza amorfa do material. O Espectro da mistura fisica apresentou
diferencas quando comparado aos espectros dos compostos de partida, indicando uma
interacao apenas com o contato fisico. Foi possivel observar também o deslocamento para
menores numeros de onda da banda de estiramento do (SO) da CLP e da banda
deformacdo do (NH2) da TRIS, indicando possiveis ligacdes de hidrogénio envolvendo
estes grupos funcionais.

Os resultados obtidos por FTIR do co-amorfo em comparagdo com 0s compostos
formadores evidenciaram o deslocamento de bandas, ao qual estas bandas podem estar
associadas as vibra¢des dos grupos (CHz), (SO2), (CH») e (CO). Observou-se também o
deslocamento para menores nimeros de onda da banda de (OH), assim como a redugdo
de intensidade da banda relacionada ao grupo (NH), que podem estar associados a
possiveis sitios de intera¢do entre as moléculas de CLP e TRIS.

Os resultados obtidos por NIR do co-amorfo apresentaram um espectro com
bandas largas, sendo esta uma caracteristica de materiais amorfos. Observou-se também
novas bandas na regido do terceiro sobretom do grupo (NH), podendo indicar a
participacao deste grupo em ligagdes de hidrogénio.

A analise das amostras por DSC revelou que o co-amorfo apresentou eventos
térmicos distintos e em temperaturas mais baixas que seus compostos de partida,
sugerindo que o material formado possua forcas de ligacao fracas que podem contribuir

para uma intera¢do mais forte com moléculas de dgua.
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O teste de solubilidade aquosa evidenciou que o co-amorfo CLP-TRIS (1:1)
apresentou uma solubilidade cerca de onze vezes maior que o farmaco, confirmando
assim a melhoria desta propriedade da CLP quando obtida na sua forma co-amorfica com

a TRIS.

7 PERSPECTIVAS FUTURAS

Caracterizar o co-amorfo CLP-TRIS (1:1) por Andlise Termogravimétrica (TGA)
e Andlise Térmica Diferencial (DTA) afim de se estudar o comportamento térmico deste
material. Realizar medidas de Difracdo de Raios X em altas pressdes e Espectroscopia
Raman em altas pressdes com o intuito de avaliar o comportamento deste co-amorfo
quando submetido a altas pressdes. Propor uma nova formulacdo farmacéutica
(medicamento) contendo o co-amorfo CLP-TRIS (1:1) e a realizacdo dos Testes de

Biodisponibilidade e Bioequivaléncia.
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