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“A tarefa ndo é tanto ver aquilo que ninguém viu, mas pensar o0 que ninguém

ainda pensou sobre aquilo que todo mundo vé.”

(Arthur Schopenhauer)

Essa tese foi realizada sob a orientacdo da
professora Doutora Maria Irene Yoshida e co-
orientacdo do professor Doutor Wagner da Nova
Mussel, em parceria com a Fundacdo Ezequiel
Dias (Funed).



“Andei. Por caminhos dificeis, eu sei. Mas olhando o chdo sob meus pés, vejo
a vida correr. E, assim, cada passo que der, tentarei fazer o melhor que puder.
Aprendi. N&o tanto quanto quis, mas vi que, conhecendo 0 universo ao meu
redor, aprendo a me conhecer melhor, e assim escutarei o tempo, que ensinara
a tomar a decisdo certa em cada momento. E partirei, em busca de muitos
ideais. Mas sei que hoje se encontram meu passado, futuro e presente. Hoje
sinto em mim a emoc¢ado da despedida. Hoje € um ponto de chegada e, ao
mesmo tempo, ponto de partida... De tudo ficardo trés coisas: a certeza de
estar sempre comecando, a certeza de que € preciso continuar e a certeza de
ser interrompido antes de terminar. Fazer da queda um passo de danca, do

medo uma escada, do sonho uma ponte, da procura um encontro.”

Fernando Sabino (Texto adaptado).
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RESUMO

Efavirenz (EFZ), lamivudina (3TC) e fumarato de tenofovir desoproxila (TDF)
estdo entre os farmacos mais utilizados para o tratamento da AIDS. Foram
utilizadas as técnicas de Ressonancia Magnética Nuclear no Estado Sdlido
(ssNMR), Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR), Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC), e Andlise Termo-Optica
(TOA) para estudar possiveis interacbes entre os farmacos, visando o
desenvolvimento de uma combinacdo em dose fixa (CDF, ou seja, dois ou mais
farmacos na mesma formulacdo) dos mesmos. DSC e TOA evidenciaram
deslocamentos significativos das temperaturas de fusdo dos farmacos nas
misturas EFZ-3TC e EFZ-TDF, o que sugere uma interacdo entre eles.
Pequenas alteracdes foram observadas na mistura 3TC-TDF, que podem ser
devidas a solubilizacdo da 3TC ap6s a fusdo do TDF (que apresenta ponto de
fusdo menor que a primeira), o que sugere nao haver incompatibilidade entre
esses farmacos. Os espectros de FTIR ndo apresentaram modificacfes devido
a sobreposicdo de bandas. As andlises de ssNMR néo apresentaram
mudancas significativas nos valores de deslocamento quimico (8) das misturas,
guando comparados aos dos farmacos puros, com excecao da mistura EFZ-
TDF, que apresentou um deslocamento significativo dos sinais dos nucleos de
carbono proximos a grupos capazes de participarem de ligac6es de hidrogénio.
Esses resultados sugerem que ocorre interacdo apenas entre a mistura EFZ-
TDF, ja que as andlises de ssNMR ndo confirmaram as interacdes sugeridas
pelo DSC e TOA para a mistura EFZ-3TC. A 3TC apresentou indicios de
incompatibilidade com a lactose spray dried, o EFZ, com os excipientes lactose
spray dried, opadry e PVP-K30, e o TDF, com o estearato de magnésio e a
lactose spray dried. Pode-se concluir que a producdo de um medicamento
contendo os trés farmacos € possivel, desde que sejam utilizadas estratégias
para minimizar o contato entre o EFZ e o TDF, de modo a evitar a ocorréncia
de uma possivel incompatibilidade entre eles.

Palavras-chave: Antirretrovirais, Excipientes, Interacdo, Analise Térmica, RMN
do Estado Sdlido.
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ABSTRACT

Efavirenz (EFV), lamivudine (3TC) and tenofovir disoproxil fumarate (TDF) are
among the most worldwide antiretrovirals for AIDS treatment. In this work,
Solid-State Nuclear Magnetic Resonance (ssNMR), Fourier-transform Infrared
spectroscopy (FTIR), Differential Scanning Calorimetry (DSC) and thermo-
optical analysis (TOA) were used to study possible interactions between these
drugs, aiming the development of a fixed-dose combination (e.g., two or more
active pharmacological products in the same formulation) of ARVs
(antiretrovirals). DSC and TOA showed significant shifts of the melting
temperatures of drugs in the mixtures EFZ-3TC and EFZ-TDF, suggesting an
interaction between them. Slight changes were observed in the TDF-3TC
mixture, which may be due to solubilization of 3TC after melting of TDF (which
presents lower melting point than 3TC). The FTIR spectra showed no change
due to overlapping bands. ssNMR analysis showed no significant changes in
chemical shift values (6) of the mixtures when compared to the pure drugs,
except for the EFZ-TDF mixture, which showed a significant shift of the signals
of the carbon nuclei near groups able to participate of hydrogen interactions.
These results suggest that interaction occurs only between EFZ-TDF mixture,
since the ssNMR did not confirm the interactions of EFZ-3TC mixture suggested
by DSC and TOA results. Regarding the excipients, 3TC presented evidence of
incompatibility with lactose spray dried. EFZ presented evidence of
incompatibility with the excipients lactose spray dried , opadry and PVP- K30.
TDF showed evidence of incompatibility with the magnesium stearate and
lactose spray dried. It can be concluded that the production of a formulation
containing the three drugs is possible, provided that strategies are employed to
minimize contact between TDF and EFZ, to prevent a possible incompatibility
between them.

Keywords: Antiretrovirals, Excipients, Interaction, Thermal Analysis, solid-state
NMR

XVl



1 INTRODUCAO

Segundo a OMS (Organizacdo Mundial da Saude), a Aids (Sindrome da Imuno-
Deficiéncia Adquirida) esta entre as doencas prioritarias. De 1980, ano em que
houve o primeiro caso de Aids no Brasil, até 2012, foram notificados 656.701
casos da doenca no pais. Ha alguns anos, receber o diagnéstico de Aids era
uma sentenca de morte. Mas, hoje em dia, € possivel ser soropositivo e viver
com qualidade de vida. Isso € possivel gracas ao surgimento do denominado
“coquetel anti-Aids”, uma associagao entre multiplos agentes antirretrovirais,
gue se mostrou muito mais eficiente do que a terapia com um Unico farmaco na
manutencdo da carga viral em niveis indetectaveis (Ministério da Saude;

Departamento de DST, Aids e Hepatites Virais: www.aids.gov.br).

Por meio da Politica Nacional de Desenvolvimento de Farmacos do Ministério
da Saude, desde 2009 vem sendo firmadas parcerias entre o governo brasileiro
e industrias farmacéuticas privadas, denominadas PPPs (Parcerias Publico-
Privadas) para nacionalizar a produgdo de medicamentos de alto valor
agregado que antes eram importados pelo governo. Atualmente, 29
medicamentos figuram a lista do grupo das PPPs, entre os quais estédo
medicamentos utilizados no tratamento da Aids. A importacdo dos 29
medicamentos do grupo das PPPs custa ao Ministério da Saude cerca de R$
1,5 bilhdo por ano. Sem a necessidade de importar esses medicamentos, o
pais podera economizar cerca de R$ 1 bilhdo por ano.

Além de interesses econdmicos, que visam minimizar o déficit comercial do
setor de saude, os medicamentos escolhidos para figurar na producdo via
PPPs também estdo de acordo com a politica publica de atencéo farmacéutica
do SUS (Sistema Unico de Saude). As agbes privilegiam o aumento da

producdo de farmacos para combater doencas que mais acometem a



populacdo brasileira. As PPPs sdo uma iniciativa para que o Brasil diminua a
dependéncia na aquisicdo de medicamentos no mercado internacional, dé mais
um passo para o desenvolvimento da inddstria nacional e reduza
significativamente os custos do Estado na garantia de tratamento de diversas
doencas, inclusive do Programa DST/AIDS do Ministério da Saude. Os
farmacos incluidos nas parcerias estdo na lista de produtos estratégicos
prioritarios para o SUS, definidos na portaria n° 978, publicada em maio de
2008 (Brasil, 2008b) e atualizada pela portaria n® 1.284, publicada em maio de
2010 (Brasil, 2010a).

Um dos esquemas de tratamento mais utilizados entre os portadores do virus
da Imunodeficiéncia Adquirida (HIV), principalmente pelos co-infectados pelo
virus da hepatite B € uma associacdo entre trés farmacos antirretrovirais:
lamivudina (3TC), tenofovir (TDF) e efavirenz (EFZ), sendo os trés incluidos na
lista das PPPs em 2008 pela portaria n° 978 e pertencentes a Relacéo
Nacional de Medicamentos Essenciais (RENAME) de 2010 (Brasil, 2010b).
Cada um desses farmacos constitui um medicamento isolado, o que, além de
causar um desconforto ao paciente, que deve tomar muitos comprimidos,
também gera um alto custo ao governo. Por esse motivo, o Ministério da Saude
tem um grande interesse na producdo de uma combinacdo em doses fixas
(CDF, vérios farmacos misturados em uma Unica forma farmacéutica) para os
farmacos mencionados. Entretanto, essa associacao entre diversos farmacos
em um Unico sistema pode gerar problemas de incompatibilidades, que devem

ser extensamente avaliados.

Diante da importancia de se avaliar as caracteristicas fisico-quimicas dos
farmacos, a possivel existéncia de formas polimérficas dos mesmos e as
possiveis incompatibilidades entre os farmacos e entre farmacos e excipientes
para a producdo de um medicamento com qualidade, e das prioridades e
necessidades do governo brasileiro, foram escolhidos para estudo trés

farmacos dos 19 que constituem o coquetel para o tratamento dos portadores
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do virus HIV, tenofovir, lamivudina e efavirenz. Esses farmacos foram
escolhidos porque a sua associacdo em um uUnico medicamento é de grande
interesse para o Ministério da Saude, ja tendo sua producdo prevista por um
laboratoério publico nacional (Fundacdo Ezequiel Dias, Funed), assim como a

associagdo dupla dos farmacos tenofovir e lamivudina.



2 REVISAO DA LITERATURA

A Aids, hoje considerada uma pandemia, € uma doenca do sistema
imunolégico humano causada pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV),
um retrovirus que reduz progressivamente a eficacia do sistema imunologico e
torna os infectados suscetiveis a infec¢des oportunistas (Galo et al., 1983;
Sepkowitz, 2001). O HIV é transmitido pelo contato direto de uma membrana
mucosa ou do sangue com um fluido corporal que contém o HIV, tais como
sangue, sémen, secrecdo vaginal e leite materno (Ministério da Saude;

Departamento de DST, Aids e Hepatites Virais: www.aids.gov.br).

A Aids foi primeiramente relatada em 5 de junho de 1981, quando o Centro
para Controle e Prevencao de Doencas (CDC), dos Estados Unidos, registrou o
Pneumocystis carinii em cinco homossexuais em Los Angeles, California. No
inicio, o CDC ndao tinha um nome oficial para a doenca. O CDC, em busca de
um nome e observando as comunidades infectadas, criou o termo "a doenca
dos 4Hs", referindo-se aos haitianos, homossexuais, hemofilicos e usuarios de
heroina. No entanto, depois de determinar que a Aids ndo era uma doenca
exclusiva da comunidade homossexual, o termo "Aids" foi criado em uma
reunido em julho de 1982. O caso mais antigo de infeccédo pelo HIV conhecido
vem do Congo em 1959. O virus HIV descende do virus da imunodeficiéncia
simia (SIV), que infecta simios e macacos na Africa. Ha evidéncias de que
esse virus infectava os humanos que cacavam chimpanzés para comer, e
posteriormente, apds contato desses humanos com o sangue infectado dos
animais, o virus sofria uma mutagdo e se transformava no HIV (Centers for
Disease Control and Prevention; Divisions of HIV/Aids Prevention:

www.cdc.gov/hiv).



Atualmente, existem cinco classes de medicamentos utilizados no tratamento
contra a Aids: inibidores da transcriptase reversa analogos de nucleosideo
(ITRN), inibidores da transcriptase reversa ndo-analogos de nucleosideo
(ITRNN), inibidores da protease, inibidores de fuséo e inibidores da integrase.
A primeira opcdo sugerida pelo Ministério da Saude para a terapia inicial da
doenca € a combinacdo de trés farmacos: 2 ITRN e 1 ITRNN. A associacéo
entre a 3TC e a zidovudina (AZT) é a dupla de ITRN de primeira escolha para o
tratamento inicial. Em casos de intolerancia ao AZT, o TDF apresenta-se como
uma alternativa. Em relagcdo a classe dos ITRNN, existem dois farmacos
disponiveis no Brasil: o EFZ e a nevirapina (NVP). Entre os dois, o EFZ é
preferido, devido ao menor risco de efeitos adversos sérios e elevada poténcia

de supresséao viral (Brasil, 2008a).

A qualidade, seguranca e eficacia dos produtos farmacéuticos sdo uma
preocupacdo econdmico-social constante dos orgaos sanitarios de todos os
paises. O setor publico é responsavel pela definicAo dos parametros de
gualidade dos medicamentos, bem como pela fiscalizagdo do seu
cumprimento. E obrigacdo da indGstria farmacéutica o cuidado rigoroso com a
gualidade e seguranca dos seus processos e produtos. Um dos problemas

enfrentados por ela é a ocorréncia de polimorfismo (Oliveira, 2010).

Algumas substancias existem sob diferentes formas cristalinas, polimorficas,
gue diferem em suas propriedades fisicas. O polimorfismo também pode incluir
produtos solvatados ou hidratados (pseudopolimorfos), a forma amorfa, e ainda
0s co-cristais (Giron, 2002). Este fenOmeno pode levar a alteragdes nos
produtos farmacéuticos no que se refere a parametros de pureza, estabilidade,
gualidade e biodisponibilidade do produto farmacéutico, o que acarreta o
comprometimento do efeito in vivo desejado (Center for Veterinary Medicine,
2005; Chieng et al., 2011).



Além disso, algumas etapas do processo de fabricacdo do medicamento
podem levar a alteracdes polimorficas, tais como: processo de micronizagéo ou
moagem, granulacdo via Umida e compressdo. Desta forma, além da
caracterizagdo inicial da matéria-prima ao chegar na fabrica & importante
avaliar se 0 processo produtivo também pode alterar a forma final gerando

novas espécies polimorfas (Chieng et al., 2011).

Segundo as instrugcbes da agéncia americana FDA (Food and Drug
Administration), para manter a qualidade do produto farmacéutico com a
mesma seguranca e eficacia terapéutica em relacdo ao medicamento
referéncia (o qual tem todos os estudos clinicos evidenciados), o principio ativo
farmacéutico deve apresentar, além dos testes exigidos nas farmacopeias,
especificacdes internas na industria, quanto a existéncia/auséncia de
polimorfismo, tamanho de particula e solubilidade (Guindance for Industry,
2000). Uma das técnicas mais utilizadas para a avaliacdo de polimorfismo é a

Analise Térmica (Oliveira, 2010).

Vérios estudos relacionados a aplicacdo da Termogravimetria (TG), Analise
Térmica Diferencial (DTA) e Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC), na
identificacdo, caracterizacdo, estudos de compatibilidade, estabilidade e
decomposicdo térmica de inumeros farmacos, encontram-se descritos na
literatura. Na industria farmacéutica, a TG é utilizada na avaliacdo da
estabilidade de farmacos ou medicamentos, na caracterizacdo de substancias,
e na determinacdo de umidade. A DSC é empregada para fins de
caracterizacdo térmica dos constituintes, determinacdo da pureza de
substancias, identificacdo de polimorfismo, estudo de compatibilidade entre os
constituintes da formulacdo e na avaliacdo da estabilidade dos farmacos ou

medicamentos (Oliveira et al., 2011).

Recentemente, diversos trabalhos em Analise Térmica tém sido publicados na

bY

area aplicada a industria farmacéutica. Desta forma, cada vez mais, as
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industrias brasileiras demonstram o interesse nesse tipo de analise e adquirem

equipamentos para sua realizacéo (Oliveira, 2010).

Os artigos publicados na area farmacéutica demonstram que os dados obtidos
por Analise Térmica, principalmente TG e DSC, estdo diretamente relacionados
com a qualidade final de um produto farmacéutico, seja quanto a eficacia
terapéutica do medicamento ou estabilidade do mesmo ao longo do seu prazo
de validade. Além disso, todos os 6rgdos regulamentadores de produtos
farmacéuticos ja4 descrevem a importancia da Analise Térmica e dos

parametros de qualidade dela provenientes (Oliveira, 2010).

As técnicas termoanaliticas sdo muito Uteis nos estudos de compatibilidade de
formulacbes farmacéuticas, pois possibilitam a avaliacdo de possiveis
incompatibilidades entre farmacos e excipientes (adjuvantes da formulacéo) e a

escolha de formulagbes mais estaveis com muita rapidez.

Um exemplo da utilidade da Andlise Térmica no estudo de farmacos pode ser
visto no trabalho de Yoshida e colaboradores (2010). Os autores observaram,
por meio de DSC, a compatibilidade do verapamil com todos os excipientes
comumente utilizados nas formulagdes dos medicamentos encontrados no

mercado.

Felix e colaboradores (2009) observaram, utilizando DSC e TG/DTG, um
aumento da estabilidade térmica do salbutamol devido a presenca de
excipientes na amostra comercial, quando comparada a amostra padréo

(fArmaco puro).

Rezende e colaboradores (2008) mostraram que o problema de estabilidade da
formulacao, observado durante o tempo de armazenamento de comprimidos de
enalapril, era devido a incompatibilidade do farmaco com o excipiente didxido

de silicio coloidal.



Pelos exemplos, pode-se observar que a Analise Térmica é aplicavel a estudos
de estabilidade de farmacos e na predicdo do tempo de prateleira em estudos
de pré-formulagéo, confirmando ser uma poderosa ferramenta em tecnologia
farmacéutica (Viana et al., 2008; Yoshida et al.,, 2011). Essa técnica é
altamente sensivel e de resposta rapida para identificar incompatibilidades em

um periodo de tempo muito curto.

Além da Andlise Térmica, a Difracdo de raios X de po constitui uma técnica
essencial no desenvolvimento do presente projeto, na identificacdo de
possiveis formas polimorficas dos farmacos e suas interacgdes, tais como

ocorréncia de amorfizagdo quando misturados a algum excipiente.

Um exemplo da utilidade da Difragdo de raios X no estudo de farmacos pode
ser visto no trabalho de Oliveira e colaboradores (2010). Os autores relataram
0 desaparecimento do pico de fusdo da sinvastatina quando misturada ao
excipiente butilhidroxianisol (BHA) na curva DSC da mistura binaria, e por meio
de Difracdo de raios X constataram que ocorria amorfizacdo do farmaco

guando em contato com o BHA.

Medina e colaboradores (2014) utilizaram a Andlise Térmica e a Difracdo de
raios X para estudar as diferentes formas polimoérficas do sacarinato de sédio.
Foi relatada uma transicdo de fase da forma monoclinica para a triclinica

durante o aguecimento.

Modelos quimicos simples podem ser utilizados para compreender a
importancia que a estrutura quimica exerce sobre a solubilidade de um
farmaco. De forma concisa, ha um balanco de forcas de atracdo e repulséo
entre soluto e moléculas do solvente. Para que ocorra a dissolucéo, forcas de
atracdo entre soluto-solvente devem superpor-se as forcas atrativas que
mantém o sélido intacto e moléculas de solvente agregadas, além de

consideragdes entropicas.



De forma mais detalhada, a energia livre de solvatacdo liberada pela
dissolucédo tem de ser maior do que a energia livre de rede do farmaco em

guestao, garantindo assim espontaneidade no processo.

Como é comum a ocorréncia de energias de rede diferentes entre estruturas
cristalinas distintas, a solubilidade de diferentes formas cristalinas
(polimorficas) de um determinado farmaco deve diferir. Logo, uma flutuacéo
nas taxas de dissolucdo de diferentes polimorfos de um mesmo principio ativo
poderda manifestar-se apresentando graus variados de biodisponibilidade (Li et
al., 2011).

A Analise Térmica e a Difragdo de raios X sdo técnicas muito Uteis na avaliagdo
de possiveis formas polimorficas de farmacos, bem como suas interagfes com
0s excipientes utilizados na formulacdo, que afetam significativamente a acao

dos mesmos no organismo.

No entanto, o estudo de interacdes soluto-solvente é relativamente facilitado
em solucdo. No estado solido, os processos fisico-quimicos, sdo muito menos
acessiveis, 0 que torna seu estudo muito mais complexo, principalmente pela
cinética mais lenta. Nesse contexto, as analises de Ressonancia Magnética
Nuclear do Estado Sélido (ssNMR) podem desempenhar um papel de extrema
valia (Geppi et al., 2008).

Por meio dessa técnica, as interacBes entre farmacos e entre farmaco-
excipiente podem ser acessadas em um sistema intacto, no estado sdlido,
como sdo encontrados em comprimidos, evidenciando até mesmo as
interac6es mais leves e as limitacbes no tempo de prateleira do medicamento.
Além disso, a técnica de ssNMR é muito Gtil na identificacdo, caracterizacéao e
guantificacao das diferentes formas polimérficas dos farmacos, bem como para
o estudo das transicfes entre uma forma polimérfica e outra (Garro Linck et al.,
2011; Ito et al.,, 2010; Virtanen & Maunu, 2010). Apesar de todas essas

9



vantagens, alguns trabalhos que utilizam a técnica para a caracterizacao das
diferentes formas polimérficas de um farmaco podem ser encontrados na
literatura (Lee et al., 2010; Carignani et al., 2013), mas poucos trabalhos
utiizam ssNMR para a avaliagdo da estabilidade e compatibilidade de
formulacdes farmacéuticas, provavelmente devido ao longo tempo de analise
requerido (Chieng et al., 2011; Geppi et al., 2008).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar as caracteristicas térmicas, estabilidade e polimorfismo dos farmacos
antirretrovirais lamivudina, efavirenz e tenofovir, e estudar a compatibilidade de

misturas binarias e ternarias desses farmacos e seus excipientes.

3.2 Objetivos especificos

1) Estabelecer parametros experimentais e sugerir especificacdes de
controle de qualidade para farmacos utilizados como matérias-primas;

2) Realizar estudos de compatibilidade dos principios ativos (farmacos)
junto aos excipientes da formulacdo, estabelecendo possiveis
incompatibilidades entre os farmacos e entre farmacos e excipientes;

3) Determinar a existéncia de formas polimorfas/pseudopolimorfas dos
farmacos por meio de Analise Térmica, Difracdo de raios X de p6 e RMN

do estado sélido.
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4 PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Material

Lamivudina (3TC, CgH;1N3O3S) foi obtida pela Hangzhou Coben
Pharmaceutical (China), com pureza igual a 99,7%. Efavirenz (EFZ,
C14HoCIF3NO,) foi obtido pela Nortec (Brasil), apresentando pureza igual a
98,3%. Tenofovir (TEN, CgH14NsO4P), ou fumarato de tenofovir desoproxila
(TDF, C19H30N5010P), foi obtido pela Nortec Quimica (Brasil), com pureza igual
a 99,4%. A estrutura quimica dos farmacos estad apresentada na Figura 1.
Cada farmaco foi individualmente pesado e as misturas fisicas foram

preparadas em uma razéo 1:1 m/m.

N
| N N
o)\v < | \>

Figura 1 — Férmulas estruturais dos antirretrovirais A) lamivudina; B) efavirenz; C)

tenofovir.

O tenofovir € administrado in vivo como fumarato de tenofovir desoproxila

(Figura 2), um pré-farmaco do tenofovir que no organismo se converte a forma
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ativa (tenofovir). Neste trabalho, os dois termos (tenofovir e fumarato de

tenofovir desoproxila) serédo usados como sinbnimos.

MM,

gy

Figura 2 — Férmula estrutural do fumarato de tenofovir desoproxila

Na Tabela 1 estdo apresentadas as informac¢des dos excipientes utilizados nos

estudos de pré-formulacéo. A pureza dos excipientes nao foi informada.



Tabela 1 — Lotes, fabricantes e fornecedores dos excipientes utilizados nos estudos de

pré-formulagéo.

Excipiente Lote Fabricante Fornecedor
Amido de milho 2523 Cargil Agricola S.A. Valdequimica Produtos
(diluente, aglutinante) Quimicos Ltda.
Amido parcialmente IN513582 Colorcon do Brasil Colorcon do Brasil Ltda.
pré-gelatinizado Ltda.
(diluente, aglutinante)
Celulose 115011016 Blanver Blanver Farmoquimica

microcristalina 102

(diluente, aglutinante)

Farmoquimica Ltda.

Ltda.

Croscarmelose sédica ACRMC/03/29310

(desintegrante)

Amishi Drugs &
Chemicals Ltd.

Valdequimica Produtos

Quimicos Ltda.

Crospovidone 87194156P0 BASF Blanver Farmoquimica
(desintegrante) Ltda.
Dioxido de silicio 1405069 Cabot Corporation Genix Indastria
coloidal Farmacéutica Ltda.
(deslizante)
Estearato de 007009 Inbra Inddstrias CAQ - Casa da Quimica
magnésio Quimicas IndUstria e Comércio Ltda.
(lubrificante)

Fosfato de calcio B24065A Budenheim Genix Indastria
dib&sico Farmacéutica Ltda.
(diluente)

Glicolato de amido 19224/10 Blanver Blanver Farmoquimica
sédico Farmoquimica Ltda. Ltda.
(desintegrante)
Lactose spray dried 8510042961 Foremost Farms FURP - Fundagéo para
(diluente) Usa Remédio Popular
Opadry 7003 004/06 Colorcon do Brasil Colorcon do Brasil Ltda.
(revestimento) Ltda.
PVP-K30 20091228 Nanhang Industrial Valdequimica Produtos

(aglutinante) Co., Ltd.

Quimicos Ltda.
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4.2 Métodos

421 Termogravimetria/ Termogravimetria Derivada (TG/DTG) e

Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

As curvas TG/DTG foram obtidas em uma termobalanca modelo DTG 60
(Shimadzu, Japéo), alocada no Departamento de Quimica da UFMG, numa
faixa de temperatura entre 25 e 700 °C, utilizando cadinhos de alumina
abertos, contendo aproximadamente 3 mg de amostra, sob atmosfera dinamica

de nitrogénio (50 mL min™) e raz&o de aquecimento de 10 °C min™.

As curvas DSC foram obtidas em um equipamento DSC-60 (Shimadzu, Japao)
alocado no Departamento de Quimica da UFMG, utlizando cadinhos de
aluminio parcialmente fechados, contendo cerca de 1 mg de amostra, sob
atmosfera dinamica de nitrogénio (50 mL min™) e razdo de aquecimento de
10 °C min™ numa faixa de temperatura entre 25 e 450 °C. O equipamento foi
calibrado com indio (PF 156,6 °C; AH:s = 28,5 J g*) e chumbo (PF 327,5 °C).

As misturas entre os farmacos e entre os farmacos e excipientes foram obtidas

por mistura mecanica.

4.2.2 Andlise Termo-Optica (TOA)

A andlise Termo-Optica é uma técnica na qual a amostra é observada
utilizando-se um microscopio durante um programa de aquecimento controlado

(com atmosfera nao controlada). As imagens TOA foram obtidas em diferentes
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intervalos de tempo durante o aguecimento, utilizando um equipamento hot
stage FP82 (Mettler, Suica), com uma razdo de aquecimento de 2 °C min™ e
um microscépio modelo DM 4000B (Leica, Alemanha), acoplado a uma camera
digital Leica modelo DFC 280. As imagens foram capturadas com um aumento
de 100 vezes. O equipamento utilizado encontra-se alocado na Fundacéo

Ezequiel Dias (Funed).

4.2.3 Espectroscopia na reqgido do Infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR)

Os espectros de absorgao na regido do Infravermelho com Transformada de
Fourier foram obtidos em um espectrofotdmetro modelo Spectrum 1000 (Perkin
Elmer, Estados Unidos), alocado no Departamento de Quimica da UFMG, em
temperatura ambiente, utilizando-se um acessorio de ATR (Reflexdo Total
Atenuada). As amostras foram pressionadas contra um cristal de seleneto de
zinco, e os espectros foram obtidos a partir de 32 varreduras com uma

resolucdo de 4 cm™, no intervalo de 4000 a 400 cm™.

4.2.4 Difracao de raios X (DRX)

As andlises de raios X para os farmacos foram obtidas em um difratdmetro
modelo XRD-7000 (Shimadzu, Jap&o), alocado no Departamento de Quimica da
UFMG, sob 40kV, 30mA, munido de um tubo de cobre e um monocromador de
grafite, com Kgicu = 1,54056 A. O porta-amostras foi submetido a spinning de
30 rpm, para prevenir orientacdo preferencial e minimizar efeitos de
rugosidade. As medidas foram realizadas sob a Otica paralela policapilar. Os

dados foram obtidos na faixa de 4,00 — 70,00° 20, com incremento de 0,01° 20
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e constante de tempo de 5 segundos por incremento. As amostras foram
submetidas a analise segundo o algoritmo de Rietveld para a determinacdo
precisa dos parametros de rede. A andlise de Rietveld do experimento de
Difracdo de raios X de po refinou 1370 picos de reflexdo para 3TC, 997 picos

de reflexdo para EFZ e 1709 picos de reflexdo para TDF na faixa de 4 — 70° 26.
As andlises de raios X para os excipientes puros foram obtidas no mesmo

equipamento. Os dados foram obtidos na faixa de 10 — 70° 26, com incremento

constante e velocidade de 2° 20 min™.

4.2.5 Ressonancia Magnética Nuclear do Estado Sélido (ssNMR)

Os espectros de RMN do estado sélido de **C desacoplados de préton para as
misturas entre os farmacos foram adquiridos em um espectrometro Bruker
Avance DRX 400 NMR (Bruker, Alemanha) alocado no Departamento de
Quimica da UFMG, utilizando uma sonda comercial dupla ressonancia 4 mm
MAS. Uma sequéncia de pulso de polarizacdo cruzada (Pines et al., 1973) foi
utilizada com os seguintes parametros tipicos de aquisicao: Largura de pulso
90° 4 us, tempo de bloqueio de giro 5000 ps, atraso de reciclo 4,0 s, 3072
pontos de dados, 3072 aquisi¢cOes, largura espectral 28,3 kHz e velocidade de
spinning de 4 kHz. Adamantano foi usado como referéncia (sinal de campo alto

em 29,5 ppm).

Os espectros de RMN do estado sélido para os farmacos puros foram
adquiridos em um espectrometro Varian Infinity Plus 400, alocado no
Departamento de Quimica da Universita di Pisa (ltalia), operando em uma
frequéncia de Larmor de 400,03 MHz, 100,59 MHz e 161,93 MHz para 'H, **C
e 3P, respectivamente. Foi utilizada uma sonda comercial MAS de dupla
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ressonancia de 3,2 mm, com duracdo do pulso 90° de 2 ps para *H e *!P, e de

3 us para “C.

Os espectros *H MAS a 17 KHz (TDF), 16 KHz (EFZ) e 14 KHz (3TC) foram

adquiridos por excitacdo direta, com um atraso de pulso de 5 s.

Os espectros de RMN do estado sélido de **C desacoplados de préton dos
farmacos puros foram adquiridos com a sequéncia de pulso de polarizagdo
cruzada com o uso de uma rampa (Pines et al., 1973) e o esquema SPINAL de
desacoplamento (Fung et al., 2000). O tempo de contato de 5 ms foi o que
proporcionou a maxima intensidade de sinal e um atraso de pulso de 20 s foi
utilizado em todos os experimentos de polarizacdo cruzada. Espectros de **C
livres de banda de rotagcdo foram obtidos utilizando-se uma velocidade de
rotacdo de 17 KHz para o TDF, 16 KHz para o EFZ e 14 KHz para a 3TC.
Experimentos de supressdo nao-quaternaria  (NQS, Non-Quaternary
Suppression) foram obtidos com tempos de defasagem de 50, 100 e 200 ps. O
espectro 2D MAS-J-HMQC (Lesage et al., 1998) do TDF foi obtido com o
tempo de contato de 1 ms e uma frequéncia MAS de 17,85 KHz (sequéncia
sincronizada com o rotor). Nesse experimento foram adquiridas 400 varreduras

para 84 linhas.

Espectros de *'P do TDF foram obtidos por excitacdo direta com atraso de

pulso de 120 s e uma frequéncia MAS de 17 KHz.

Todos os experimentos com temperatura variavel foram adquiridos apos 15

minutos de estabilizacdo da temperatura.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacao dos farmacos

5.1.1 Lamivudina

5.1.1.1 TG/DTG e DSC

Na curva TG da 3TC (Figura 3) observa-se que o farmaco € termicamente
estavel até cerca de 217 °C. A curva DTG indica que o0 processo de
decomposicdo térmica da 3TC ocorre em uma Unica etapa, de 217,2 até
335,7 °C (Tonset = 256,2 °C), com perda de massa de 57,06%. Apds isso, ocorre
uma perda de massa de 13,81% devido ao processo de carbonizacdo do

farmaco.

Na curva DSC da 3TC (Figura 3) pode-se observar um pico endotérmico que
corresponde a fusdo do farmaco (Tonset = 173,5 °C, AHgs = 355,3 J g'l). Apods a
fusdo, é observado um evento exotérmico proximo a 260 °C, devido ao
processo de decomposicdo do farmaco. Na literatura, a forma | e a forma Il da
3TC apresentam temperaturas similares de fuséo. A temperatura relatada para
0 pico de fusédo da forma | da 3TC € 178,2 °C, e da forma Il, 178,6 °C. Porém, a
forma | apresenta um evento endotérmico proximo a 117 °C devido a um
processo de recristalizacdo do farmaco. A curva DSC obtida para a amostra
ndo apresenta esse pico endotérmico anterior a fusédo, o que € um indicativo de
gue se trata da forma Il da 3TC (Chadha et al., 2012).
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Figura 3 — Curvas DSC e TG/DTG da lamivudina obtidas a 10 °C min™ sob atmosfera

5.1.1.2 TOA

dinamica de nitrogénio.

As analises TOA indicaram que a 3TC funde na faixa de temperatura entre

174,6 e 176,5 °C (Figura 4). A forma de bipiramide observada para os cristais

de 3TC é caracteristica da forma Il do farmaco, confirmando os resultados
obtidos por DSC (Chadha et al., 2012).
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174,6 °C 176,4 °C

Figura 4 — Imagens TOA da lamivudina (aumento de 100 vezes).

5.1.1.3 FTIR

Foi feita a caracterizacdo dos farmacos por espectroscopia no infravermelho
com Transformada de Fourier. Todas as bandas dos espectros foram
assinaladas de acordo com a literatura (Silverstein et al., 1991).
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Figura 5 — Espectro FTIR da lamivudina.
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O espectro FTIR da 3TC (Figura 5) exibe uma banda caracteristica de
estiramento do grupo carbonila (C=0) da funcdo carbamida em 1633 cm™. Esta
banda se sobrepde com a banda de deformacdo do grupo N-H em 1608 cm™.
A banda caracteristica da vibragcéo de estiramento do grupo imina (R,—C=NR) é
observada em 1647 cm™. A banda de dobramento do grupo CH, aparece em
1495 cm™. Uma banda intensa caracteristica do estiramento de ligacdes C-O é
observada em 1057 cm™, préxima & banda de estiramento C—N em 1026 cm™.
Uma banda muito intensa ocorre em 785 cm™, devido ao dobramento fora do
plano do grupo =C—H. Bandas largas devido a vibracdo de estiramento dos
grupos —NH, e —OH s&o observadas entre 3300-3500 cm™. A atribuico feita
para as bandas de absorcédo da 3TC encontra-se de acordo com dados obtidos

na literatura (Porfirio et al., 2015).

5.1.1.4 DRX

A 3TC cristaliza-se segundo o grupo espacial P2;, a célula assimétrica
compreende quatro moléculas de lamivudina e duas de agua. Os parametros
de rede ajustados segundo o algoritmo de Rietveld correspondem a a = 11,59 +
0,01°, b = 11,24 £+ 0,01° e ¢ = 16,045 + 0,001°, sendo o =y = 90,000 e B =
94,172 £+ 0,005° (Figuras 6 e 7).
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Figura 6 — Célula unitaria da lamivudina obtida pelo ajuste de Rietveld (Atomos de
carbono em cinza, hidrogénio em branco, oxigénio em vermelho, nitrogénio em azul e

enxofre em amarelo).
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Figura 7 — Difratograma ajustado da lamivudina.
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5.1.1.5 ssNMR

A numeracdo adotada para os atomos da molécula da 3TC €& mostrada na
Figura 8. O espectro de **C CP-MAS (Polarizacdo Cruzada com Rotacdo no

Angulo Mégico) do farmaco é apresentado na Figura 9.

HO

Figura 8 — Numerac&o dos atomos das moléculas da lamivudina.
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Figura 9 — Espectro **C CP-MAS da lamivudina obtido com uma frequéncia MAS de 14

KHz.
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Oito sinais sdo observados no espectro de **C da 3TC. O 4tomo de carbono
carbamida C2 ressona em 157,3 ppm, enquanto o atomo de carbono C1
ressona em 167,2 ppm. Os dois outros &tomos de carbono sp? (C3 e C4)
ressonam em 141,5 e 96,3 ppm. Os outros sinais sao atribuidos aos atomos de
carbono sp? ligados a um ou dois atomos eletronegativos e s&o observados

entre 39 e 92 ppm (Figura 9).

Tabela 2 — Atribuicéo dos sinais do espectro de 3¢ CP-MAS da lamivudina.

Carbono o (ppm)
1 167,2
157,3
141,5
96,3
91,9
87,7
39,1
64,1

>k wWwDN

AN =

Medidas do tempo de relaxacgéo spin-rede (T)

ApOs uma perturbacdo no sistema de spins, geralmente causada pela
aplicacao de pulsos de radiofrequéncia, esse sistema tende a voltar para seu
estado de equilibrio por meio de processos de relaxacdo. O processo de
relaxacao relacionado a volta da populacéo de spins para a sua distribuicdo de
Boltzmann é denominado relaxacao spin-rede ou longitudinal (T;). A medida do
tempo de relaxacdo spin-rede é uma das ferramentas mais valiosas para o
estudo de processos dinamicos em um sélido. A relaxagcao spin-rede envolve a

troca de energia do sistema com a rede (vizinhanca) e € um processo
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exponencial de primeira ordem caracterizado por um tempo de relaxacao Ti,
gue depende da razdo giromagnética do nucleo, assim como da mobilidade da
rede. Assim, espera-se que em solidos cristalinos e liquidos viscosos o valor de
T, seja grande, e na medida em que a mobilidade da rede aumenta, o valor de
T, diminua (Geppi et al., 2008).

Em amostras sélidas, a interacdo dipolar entre os ndcleos é a que apresenta
maior intensidade (com excecao da interagdo quadrupolar, quando essa esta
presente). Um efeito direto do forte acoplamento dipolar homonuclear entre
ndcleos abundantes (principalmente de H e '°F) é a chamada difuséo de
spins, um fendmeno que consiste na transferéncia espacial da magnetizacao
longitudinal entre diferentes regides da amostra. Esses efeitos de difusdo de
spins impedem que os tempos de relaxagdo spin-rede de nucleos abundantes
sejam interpretados em termos de propriedades dinamicas de uma regido
especifica da molécula, mas eles ainda podem fornecer informacdes preciosas
a respeito da dindmica global da amostra. Em particular, essa informacédo é
muito Util no estudo de interacbes entre os componentes de uma mistura, ja
que a difusdo de spins tende a mediar os diferentes valores de T; presentes na
amostra a um unico valor, e o grau em que € obtida essa média fornece
informagdes sobre a heterogeneidade da amostra. Quando se misturam dois
componentes, cada um deles vai apresentar a média do seu proprio valor de
T;. Se para a mistura forem obtidos dois valores caracteristicos de T; (cada um
correspondendo a um componente da mistura), isso indica que a amostra €
heterogénea e ndo houve um grau significativo de “mistura” entre os
componentes. Porém, se for obtido um Unico valor de T, para a mistura,
significa que ela € homogénea o bastante para apresentar um Unico valor de
T, ou seja, houve uma “mistura” entre os componentes. Em outros termos,
pode-se dizer que houve uma interacao significativa entre eles (Geppi et al.,
2008).
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Os valores de *H T, podem ser obtidos por meio de diferentes experimentos.
Eles podem ser obtidos diretamente no espectro de *H, ou no espectro de **C
por meio da técnica de polarizacdo cruzada, em que os tempos de relaxacao
dos nlcleos de 'H sdo obtidos por meio do espectro de **C, devido aos
nucleos de carbono que estdo acoplados com os protons. Durante a realizacéo
desse estudo, os valores de T, dos nicleos de *H foram obtidos a partir dos
espectros de *C utilizando-se a técnica de inversdo-recuperacdo. Nessa
técnica, um pulso de 180 ° é aplicado a amostra, o qual inverte as populacdes
do sistema de spins, que evolui num tempo variavel t durante o processo de
relaxacao spin-rede, que tende a restaurar as condi¢cdes de equilibrio. Por meio
da aquisicdo do FID em diversos tempos t, € obtida a curva de recuperacdo da
magnetizacdo (I) como uma funcgédo de t. O valor de T; € determinado por meio

da seguinte equacéo:

—t
I= My(1—2eT)

Na qual My é o valor de equilibrio da magnetizacdo longitudinal (Geppi et al.,
2008).

A curva de retorno exponencial da magnetizacdo longitudinal da 3TC apos a
aplicacao do pulso é mostrada na Figura 10. Por meio da técnica de inversao-
recuperacdo, o valor de T; encontrado para os nucleos de 'H na amostra da
3TC foi de 40,53 s, que serd depois comparado aos valores obtidos para as

misturas entre os farmacos.
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Figura 10 — Curva de retorno exponencial da magnetizag&o longitudinal da lamivudina.

5.1.2 Efavirenz

5.1.2.1 TG/DTG e DSC

Pode-se observar pela curva TG do EFZ (Figura 11) que o farmaco apresenta
estabilidade térmica até cerca de 158 °C. A curva DTG indica que o processo
de decomposicdo térmica do EFZ ocorre em uma etapa, de 157,6 até 268,1 °C
(Tonset = 220,4 °C), com perda de massa de 92,5%. Apds isso, ha uma perda de

massa de 4,83% devido ao processo de carbonizacao do farmaco.
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A curva DSC do EFZ (Figura 11) apresenta um pico endotérmico,
correspondente a fusdo do farmaco (Tonset = 135,7 °C, AHps = 124,3 J g'l).
Apos a fusdo, é observado um evento exotérmico proximo a 260 °C

caracteristico do processo de decomposi¢cao da amostra.

Temogr.  Fiug de
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Figura 11 — Curvas DSC e TG/DTG do efavirenz obtidas a 10 °C min™ sob atmosfera

dinamica de nitrogénio.

5.1.2.2 TOA

As imagens TOA indicaram que o EFZ funde na faixa de temperatura entre
133,6 e 137,5 °C (Figura 12).

29



<

Figura 12 —Imagens TOA do efavirenz (aumento de 100 vezes).

5.1.2.3FTIR

O espectro FTIR do EFZ é mostrado na Figura 13.

O espectro exibe uma banda caracteristica da vibracdo de estiramento do
grupo C=0 em 1743 cm™ e uma banda de estiramento do grupo —NH— em
3310 cm™, caracteristica de carbamatos. Uma banda intensa devido & vibragéo
de estiramento de ligacdes —C—F é observada em 1183 cm™. A banda de
estiramento da ligacdo tripla é observada em 2242 cm™. Vibracdes de
estiramento de ligacées C=C no anel aromético ocorrem em 1600 e 1494 cm™.
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Figura 13 — Espectro FTIR do efavirenz.

5.1.2.4 DRX

O EFZ cristaliza-se segundo o grupo espacial P2,2,2,. Os parametros de rede
ajustados segundo o algoritmo de Rietveld correspondem a a = 8,018 + 0,004°,
b =13,417 + 0,007° e c = 24,75 = 0,01°, sendo a = B =y = 90,000 (Figuras 14 e
15).
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Figura 14 — Célula unitaria do efavirenz obtida pelo ajuste de Rietveld (&tomos de

carbono em cinza, hidrogénio em branco, oxigénio em vermelho, nitrogénio em azul

escuro, flior em azul claro e cloro em verde).
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Figura 15 — Difratograma ajustado do efavirenz.
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5.1.2.5 ssNMR

A numeracdo adotada para os atomos da molécula do EFZ é mostrada na

figura 16. O espectro de **C CP-MAS do farmaco é apresentado na Figura 17.

Figura 16 — Numeracdo dos atomos das moléculas do efavirenz.
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ppm

Figura 17 — Espectro *C CP-MAS do efavirenz obtido com uma frequéncia MAS de 16
KHz.
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A atribuicdo dos sinais para o EFZ pdde ser feita principalmente com base no
espectro *C CP-MAS do farmaco, e os espectros NQS (Supressdo Nao-
Quaternaria) e °F MAS (Rotacdo no Angulo MA&gico) foram utilizados para
suportar atribuicbes que eram dubias pelo espectro 13c CP-MAS (Anexo |,

pagina 101).

Seis sinais s&o observados entre 115 e 135 ppm no espectro de **C do EFZ
(Figura 17), os quais correspondem as ressonancias dos atomos de carbono
aromaticos. O atomo de carbono carbonilico ressona em 148,1 ppm, 0 que
estad de acordo com a conjugacédo cruzada do grupo funcional carbamato. As
ressonancias blindadas observadas entre -0,9 e 8,3 ppm estdo de acordo com
o anel de 3 &tomos de carbono altamente tensionado. Ressonancias de
atomos de carbono sp substituidos sdo observadas em 66,4 e 96,8 ppm,
engquanto o sinal C-O é observado em 80,1 ppm. Finalmente, o atomo de
carbono desblindado do grupo trifluorometila ressona em 115,1 ppm (Tabela
3).

Tabela 3 — Atribuicdo dos sinais do espectro de **C CP-MAS do efavirenz.

Carbono S (ppm)
1 96,8
2 66,4
3 148,1
4 1151
5 80,1
6 -0,9/-0,1
7 135,2
8 1151
9 127,7
10 119,6
11 134,1
12 122,3
13 8,3 34
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A curva de retorno exponencial da magnetizacdo longitudinal do EFZ é
mostrada na Figural8. O valor de T; encontrado para os nlcleos de *H na
amostra do EFZ foi de 1,25 s, que sera depois comparado aos valores obtidos

para as misturas entre os farmacos.
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Figura 18 — Curva de retorno exponencial da magnetizac&o longitudinal do efavirenz.

5.1.3 Fumarato de tenofovir desoproxila

5.1.3.1 TG/DTG e DSC

De acordo com a curva TG do TDF (Figura 19), o farmaco apresenta

estabilidade térmica até cerca de 138 °C. As curvas TG/DTG indicam que o
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processo de decomposicao térmica do TDF ocorre em trés etapas. De acordo
com a curva DTG, a primeira etapa ocorre de 138,1 até 208,1 °C (Tonset =
171,1 °C), com perda de massa de 33,95%. A segunda ocorre de 208,1 até
273,9 °C (Tonset = 218,2 °C), com perda de massa de 12,12%. A Ultima etapa
de decomposicédo ocorre de 273,9 até 377,6 °C (Tonset = 357,4 °C), com perda
de massa de 9,97%. ApOs isso, ocorre uma perda de massa de 9,07% devido

ao processo de carbonizacao do farmaco.

A curva DSC do TDF (Figura 19) mostra um pico endotérmico que corresponde
a fusdo do farmaco (Tonset = 113,5 °C, AHqs = 226,3 J g'l). Apoés a fuséo, é
observado um evento endotérmico préximo a 163 °C, caracteristico do
processo de decomposi¢do do farmaco. De acordo com a literatura, o TDF
apresenta no minimo trés formas polimérficas conhecidas: formas A, B e I. A
temperatura de fusdo apresentada pelo TDF estd de acordo com a forma
polimérfica | do farmaco (Lee et al., 2010), porém o pico apresentado para o
TDF no trabalho de Lee et al. (2010) € mais largo do que o apresentado na
Figura 19.
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Figura 19 — Curvas DSC e TG/DTG do fumarato de tenofovir desoproxila obtidas a

10 °C min™ sob atmosfera dinamica de nitrogénio. Uma expanséo da regido do pico de
fusdo, mostrando o pico endotérmico anterior ao pico de fusdo, pode ser vista na parte

superior a direita.

A curva DSC do TDF apresenta um pico endotérmico largo préximo a 107 °C
antes da fusdo (AHws = 9,3 J g™, cuja atribuicdo ndo é trivial: esse pico pode
ser atribuido a (i) fusdo de pequenas particulas que sédo cristalitos imperfeitos
na amostra (fenbmeno comum dependendo da rota de sintese), ou a (ii) uma
transicdo de fase sdlido-sélido envolvendo toda a amostra. Esse fendmeno
sera melhor discutido adiante, por técnicas de DRX e RMN do estado solido
com temperatura variavel. Esse pico endotérmico largo a 107 °C nao foi
observado no trabalho de Lee et al. (2010), mas devido a largura do pico de
fusdo reportado na literatura, é possivel que ele tenha se sobreposto ao pico

de fusé@o. O segundo pico endotérmico a 113,5 °C pode ser devido a: no caso
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(i) fus@o dos cristais de maiores dimensdes ou no caso (ii) fusdo da fase solida

obtida apods a transicéo prévia.

Lee et al. (2010) observaram um pico endotérmico pequeno antes da fusdo da
forma B do TDF (mas nédo para a forma 1), e atribuiram esse pico a conversao
da forma B para a forma | durante o aquecimento, mas em um segundo artigo
(Lee et al., 2013) os autores propuseram que a transicdo nao ocorre e que
esse pequeno pico endotérmico antes da fusdo de formas solvatadas do TDF
pode ser devido a transicdes de fase intermediarias ou a presenca de

impurezas.

5.1.3.2 TOA

As analises TOA indicaram que o TDF funde na faixa de temperatura entre

115,2 e 116,7 °C (Figura 20). A morfologia irregular apresentada pelo TDF esta

de acordo com a forma polimérfica | (Lee et al., 2010), assim como 0s
resultados de DSC.

116.7 °C

Figura 20 — Imagens TOA do fumarato de tenofovir desoproxila (aumento de 100

vezes).
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5.1.3.3FTIR

O espectro FTIR do TDF (Figura 21) exibe uma banda caracteristica da
deformacdo do grupo N-H em 1622 cm™. A banda caracteristica da vibracdo
de estiramento do grupo imina (R,—C=NR) é observada em 1674 cm™. Uma
banda intensa caracteristica da vibracdo de estiramento C-N de amina
aromatica primaria ocorre em 1255 cm™. A banda de estiramento do grupo
P=0 é observada em 1184 cm™ e o estiramento dos grupos C=0O ocorre em
1751 cm™. Bandas largas devido & vibracdo de estiramento dos grupos —NH, e
—OH séo observadas entre 3200-3500 cm™,

100
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Figura 21 — Espectro FTIR do fumarato de tenofovir desoproxila.
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5.1.3.4 DRX

A célula unitaria do TDF é mostrada na Figura 22. O farmaco cristaliza-se

segundo o grupo espacial monoclinico P2; Os parametros de rede ajustados

segundo o algoritmo de Rietveld correspondem a a = 9,835 = 0,002°, b
22,315 + 0,005° e ¢ = 12,545 + 0,003° , sendo o =y = 90,000 e B = 95,042 +
0,003° (Figuras 22 e 23). O difratograma obtido para o TDF (Figura 23) indica
gue se trata da forma polimérfica | do farmaco (Lee et al.,, 2010), o que

confirma os resultados de DSC e TOA.

Figura 22 — Célula unitaria do fumarato de tenofovir desoproxila obtida pelo ajuste de

Rietveld (Atomos de carbono em cinza, hidrogénio em branco, oxigénio em vermelho,

nitrogénio em azul e fésforo em rosa).
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Figura 23 — Difratograma ajustado do fumarato de tenofovir desoproxila.

5.1.3.5 ssNMR

A numeracdo adotada para os atomos da molécula do TDF €& mostrada na
Figura 24.

NH2
: N/)4
7.0.8

N
1{
N 0 9
o~ )k J% 23
sk/ \/7 ] o 10N 1~18 H\21 C/COQH
0 .

Figura 24 — Numeragao dos a&tomos da molécula do fumarato de tenofovir desoproxila.
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Os espectros *C CP-MAS e 'H MAS do TDF estdo mostrados na Figura 25.
Pode-se observar que o espectro de **C (Figura 25A) obtido para a amostra
corresponde ao espectro da forma | apresentado anteriormente por Lee et al.
(2010). Entretanto, os autores desse trabalho nao reportaram nenhuma
interpretacdo estrutural detalhada. Uma andlise qualitativa da presenca de
varias ressonancias no espectro *C CP-MAS, mais do que o nimero de
nucleos de carbono nao equivalentes na molécula, sugere que ndo ha uma
Unica molécula independente na célula unitaria do TDF. Isto est4 de acordo
com os dados estruturais obtidos pela DRX, que mostrou a existéncia de duas

moléculas independentes na unidade assimétrica do farmaco.

A atribuicdo dos sinais do espectro de *C do TDF aos diferentes nucleos,
apresentada na tabela 4, foi feita com base nos experimentos CP-MAS (Figura
25A), MAS-J-HMQC e NQS (mostrados no anexo Il, paginas 102 e 103) em
conjunto com calculos semi-empiricos e comparacdo com os dados da
literatura para o fragmento fumarato (Apperley et al., 2012). A atribuicdo dos
sinais na regido de 110 a 160 ppm foi particularmente delicada: do experimento
MAS-J-HMQC (anexo Il, pagina 102) pode-se observar que o0s sinais em 133,2,
141,6, 144,8, 146,6 e 151,1 ppm dao origem a correlacdes com protons e que
portanto eles séo atribuidos a &tomos de carbono protonados. Por outro lado, o
experimento NQS (anexo I, pagina 103) indica que o sinal em 133,2 e 0 grupo
de sinais em 141,6-146,6 ppm sdo originarios de carbonos nao-quaternarios e
o sinal em 154,2 ppm € originario de atomos de carbono quaternarios (de
acordo com o experimento MAS-J-HMQC), enquanto o sinal em 151,1 ppm
pode ser devido a superposicdo de duas ressonancias provenientes de um
atomo de carbono quaternario e um nao-quaternario. Apesar de o experimento
CP-MAS néao ser estritamente quantitativo, a atribuicdo acima descrita esta de

acordo com a avaliacao superficial das integrais dos picos.

E interessante observar que todos os atomos de carbono da porcéo alifatica da

molécula do TDF (exceto C6 e os atomos carbonilicos C10 e C14) apresentam
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um dupleto no espectro de **C, indicando que as principais diferencas entre as
duas moléculas independentes na unidade assimétrica da rede cristalina
envolve por¢des alifaticas e originam-se provavelmente devido a presenca de

duas conformacg0es distintas.

ULL‘ B Aaansnasas

T T
170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 30 20 10 O -10 -20
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Figura 25 — Espectros (A) *C CP-MAS e (B) 'H MAS do fumarato de tenofovir

desoproxila obtidos com uma frequéncia MAS de 17 KHz.

O espectro *H MAS do TDF (Figura 25B) foi obtido com uma velocidade de
rotacdo de 17 KHz. A essa velocidade as fortes interagcbes dipolares
homonucleares 'H-'H ndo sdo completamente removidas e cinco sinais
principais podem ser observados. O sinal mais intenso em 1,4 ppm pode ser
atribuido aos prétons metilicos, enquanto os sinais em 5,4 e 8,6 ppm podem
ser atribuidos aos protons alifaticos dos grupos CH e CH,, e aos protons
aromaticos e olefinicos, respectivamente. Os sinais presentes em 17,5 e 21,3
ppm indicam a presenca de protons envolvidos em ligacdes de hidrogénio
muito fortes. Deslocamentos quimicos similares foram observados para
algumas bases de Schiff, suportando a hipétese de que os protons carboxilicos
formam ligacBes de hidrogénio com os atomos de nitrogénio iminicos dos anéis
(Sharif et al., 2007).
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Tabela 4 — Atribuicéo dos sinais do espectro de 3¢ CP-MAS do fumarato de tenofovir

desoproxila.

Carbono S (ppm)

1 133,2

2 116,7-117,9

3 154,2

4 151,1

5 151,1

6 49,2

7 77,1-79,3

8 62,2-64,0

9 84,9-86,8

10 154,2

11 72,3-74,2-75,4

12 21,6-22,8-23,7

13 84,9-86,8

14 154,2

15 72,3-74,2-75,4

16 21,6-22,8-23,7

17 21,6-22,8-23,7

18 21,6-22,8-23,7

19 15,3-17,0

20 171,8-172,8

21 141,6-144,8-146,6

22 141,6-144,8-146,6

23 171,8-172,8
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A curva de retorno exponencial da magnetizacdo longitudinal do TDF é
mostrada na Figura 26. O valor de T, encontrado para os ntcleos de *H na
amostra do TDF foi de 1,54 s, que sera depois comparado aos valores obtidos

para as misturas entre os farmacos.
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Figura 26 — Curva de retorno exponencial da magnetizag&o longitudinal do fumarato

de tenofovir desoproxila.

5.1.3.6 Estudos do TDF com temperatura variavel

Para a avaliacdo de uma possivel transicdo polimoérfica do TDF, fez-se
necessaria a realizacdo de um estudo com temperatura variavel. Curvas DSC
do TDF foram obtidas com diferentes razbes de aquecimento (Figura 27).

Conforme a razdo de aquecimento aumenta, € observado um aumento na
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temperatura de fusdo e um alargamento da faixa de fusdo porque a amostra
tem menos tempo para absorver calor e fundir homogeneamente numa
temperatura constante. Em vez disso, o dispositivo de calor pode aquecer bem
acima da faixa real de fusédo antes que o interior funda, assim a faixa de fuséo
observada pode ser em temperaturas mais elevadas. Esse superaguecimento
do TDF cristalino € observado como um deslocamento do pico de fusdo para
temperaturas maiores quanto maior a razdo de aquecimento. Um fendémeno
similar foi observado para a temperatura de fusdo da a-D-glicose (Magoén e
Pyda, 2011), mas contrariamente a glicose, o calor de fusdo do TDF diminui
com o aumento da razdo de aquecimento (Tabela 5). As curvas DSC obtidas a
10 e 20 °C min™ mostram um pico endotérmico largo antes da fusdo. Como
mencionado anteriormente, esse pico pode ser atribuido a (i) fusdo de cristais
menores presentes na amostra, ou a (i) uma transicdo de fase solido-sélido
envolvendo toda a amostra. O deslocamento para maiores temperaturas
conforme a razdo de aquecimento aumenta é observado para ambos 0s picos
presentes em cada curva e a diferenca de temperatura entre os dois picos
também aumenta. A curva DSC obtida com a razdo de aquecimento de
2 °C min™ ndo mostra esse pequeno pico endotérmico antes da fuséo, o que
pode ser devido ao fato de que ele é muito largo e/ou parcialmente sobreposto
ao segundo pico endotérmico. Na curva DSC obtida a 10 °C min™, o primeiro
pico endotérmico aparece préximo a 107 °C, e na curva obtida a 20 °C min™,

proximo a 115 °C.
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Figura 27 — Curvas DSC do fumarato de tenofovir desoproxila obtidas a (A) 2, (B) 10 e

(C) 20 °C min™, sob atmosfera dinamica de nitrogénio.

Tabela 5 — Faixas de temperatura de fus&o e valores de calor de fus&o do fumarato de
tenofovir desoproxila em diferentes razdes de aquecimento.

Razéo de Temperatura Temperatura  Temperatura  Faixa Calor de
aquecimento Onset (°C) do pico (°C) Endset (°C)  de fuséo fusdo
(°C min™) ) Jg?)
2 112,8 114,0 115,0 2,2 134,93
10 113,5 1154 117,8 4,3 129,11
20 114,4 116,9 120,6 6,2 107,22

A amostra foi submetida a um aquecimento até 109 °C a 10 °C min™” e em
seguida resfriada a temperatura ambiente e aguecida novamente até 150 °C a
10 °C min™. A curva DSC do primeiro aquecimento mostra o pico endotérmico
largo (Tonset = 107 °C) antes da fusédo do TDF, mas a curva DSC do segundo

aquecimento ndo apresenta esse pico. Essa observacao suporta a hipotese (ii),

47



se a forma obtida apds a transicéo de fase é estavel mesmo quando a amostra
retorna a temperatura ambiente. O difratograma obtido para a amostra apos o
aguecimento a 109 °C (Figura 28B) exibe novos picos de reflexdo a 6, 8,5 e
12° (20). Esse resultado pode ser explicado como segue: a temperatura nao €
alta o suficiente para que a transicdo de fase ocorra completamente, mas é
suficiente para iniciar o processo. Assim, existem planos extras de reflexdo
devido a um estado intermediario entre as duas fases. Quando a amostra é
submetida a um aquecimento até 110 °C, o difratograma néo exibe esses picos
extras de reflexdo (Figura 28C), provavelmente porque a transicdo de fase ja
ocorreu e nao existe mais uma condicdo intermediaria que permita a
observacdo desses picos extras de reflexdo de Bragg presentes no
difratograma da amostra aquecida a 109°C. Os picos presentes no
difratograma da amostra aquecida a 110 °C estdo basicamente nas mesmas
posicdes dos picos no difratograma da amostra obtido em temperatura
ambiente (Figura 28A), o que indica que ndo ha uma mudanca significativa nos
parametros de rede (Tabela 6). Isso significa que ndo ocorre uma transicao de
fase estrutural do TDF sob aquecimento, ou seja, a simetria e a estequiometria
dentro da rede sdo preservadas. Na Tabela 6, pode-se observar que a célula
unitaria diminui nos 3 eixos, mas a mudanca € muito pequena para ser

considerada significante.
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Figura 28 — Difratogramas do fumarato de tenofovir desoproxila obtidos antes (A) e
ap6s aquecimento a (B) 109 e (C) 110 °C. Os picos presentes apenas no difratograma

obtido a 109 °C estdo marcados com asteriscos.

Tabela 6 — Parametros de rede do fumarato de tenofovir desoproxila em temperatura
ambiente e ap6s aquecimento a 110 °C.

Parametro Temperatura 110 °C Mudanca no
ambiente parametro (%)
a(A) 18,61 + 0,02 18,43 0,01 -0,96
b (A) 34,464 + 0,003 33,937 £ 0,002 -1,53
c (A 10,02 +0,01 9,86 +0,01 -1,57

O espectro de **C CP-MAS do TDF obtido a temperatura variavel (de 21 a
80 °C, temperatura nominal) esta mostrado na Figura 29. Os sinais

relacionados com o atomo de carbono do grupo fosfonato (C8) apresenta
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mudancas significativas. Antes do aquecimento, é observado um dupleto
devido ao acoplamento escalar C-P (*J = 170 Hz). Ap6s o aquecimento, esse
dupleto se transforma em um duplo dupleto, provavelmente devido a perda da
equivaléncia dessa regido nas duas moléculas da unidade assimétrica. Isto

esta de acordo com a alteracdo observada nos sinais de C9 e C13, na

vizinhanca do grupo fosfonato.
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Figura 29 — Espectros de *C CP-MAS do fumarato de tenofovir desoproxila obtidos

sob aquecimento.
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O espectro de RMN do estado sélido *P MAS do TDF (Figura 30) confirma a
perda de equivaléncia dos atomos de fosforo na célula unitaria apos o
aguecimento. O sinal observado no espetro obtido em temperatura ambiente
se transforma em um dupleto apdés o aqguecimento até 80 °C. O espectro
apresentado na Figura 30 mostra que a transicdo de fase segue uma cinética
lenta: um segundo espectro obtido a 80 °C (denominado “80 °C B” na Figura)
duas horas apods o primeiro apresenta ainda diferencas significativas. Em
particular, o sinal a 0,8 ppm, caracteristico da forma | do farmaco, é ainda muito
intenso no primeiro espectro, porém praticamente desaparece no segundo, o
gue indica que a transicdo de fase continua ocorrendo apds duas horas. Por
outro lado, os espectros *H MAS a temperatura variavel ndo mostram nenhuma
mudanca associada a uma transicao de fase, provavelmente devido a pequena
dispersdo nos valores de deslocamento quimico dos nlcleos 'H e & baixa
resolucdo espectral. Todas as mudancas observadas nos espectros de °C e
3P com o aumento da temperatura indicam que a forma | do farmaco passa
por uma transicao de fase soélido-sélido sob aquecimento, o que pode implicar
diferengas no empacotamento cristalino e/ou na conformacao do TDF levando
a um polimorfismo de empacotamento ou conformacional, respectivamente.
Pode-se observar a partir do espectro que a transi¢cédo envolve toda a amostra,

mesmo se com uma cinética lenta.
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Figura 30 - Espectros de 'H (esquerda) e *'P (direita) MAS do fumarato de tenofovir

desoproxila obtidos com velocidade de rotacdo de 17 KHz e temperaturas variaveis.

A Figura 31 mostra as diferencas na rede cristalina (obtida a partir dos dados
de DRX) da amostra aquecida a 110 °C (Figura 31B), em comparagcdo com a

amostra em temperatura ambiente (Figura 31A).
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Figura 31 - Diferengas na rede cristalina do fumarato de tenofovir desoproxila (A)

antes e (B) ap6s aquecimento a 110 °C, obtidas pelo ajuste de Rietveld (atomos de
carbono em cinza, hidrogénio em branco, oxigénio em vermelho, nitrogénio em azul e

fosforo em rosa).

Antes do aquecimento (Figura 31A), existe uma estrutura do tipo “sanduiche”
formada por duas camadas paralelas, cada uma delas formada por duas
moléculas (uma acima e uma abaixo) de cada lado da célula unitaria. As oito
moléculas na célula unitaria formam duas estruturas ‘“‘sanduiche”, com um
canal entre elas, cada uma sendo composta por duas camadas de duas
moléculas, dando um total de quatro moléculas por “sanduiche”. Apds o
aquecimento (Figura 31B), observa-se uma estrutura muito mais
desorganizada. Além disso, pode-se observar que a conformacdo da porcao
fumarato das moléculas na célula unitaria muda significativamente. Esse
resultado estd de acordo com as mudancas nos sinais relacionados aos

atomos de carbono da porcdo fumarato no espectro de RMN. Os &tomos de
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carbono carbonilicos dos grupos acido carboxilico na estrutura fumarato (C20 e
C23) ressonam em 172,7 ppm e ap0s 0 aquecimento esse sinal apresenta
claramente um ombro (Figura 29). Isso sugere a perda de simetria das duas
moléculas fumarato na unidade assimétrica da rede cristalina apdés o
aguecimento. Mudancas adicionais sdo observadas nos espectros obtidos
durante o aquecimento, principalmente nos sinais atribuidos aos carbonos
metilicos C12, C16, C17 e C18, os quais ressonam entre 21,5 e 23,7 ppm, € 0s
sinais atribuidos aos atomos de carbono terciarios ligados a eles (C11 e C15),
0S quais ressonam entre 72,3 e 75,3 ppm. Os dois grupos de sinais
relacionados aos atomos de carbono metilicos C12, C16, C17 e C18, e
também os atomos de carbono metinicos C11 e C15 mostram uma disperséo
menor nos valores de deslocamento quimico ap6s o aquecimento, 0 que
sugere uma similaridade maior dos ambientes quimicos nessa regido terminal
das duas moléculas inequivalentes e/ou das duas cadeias alifaticas da mesma
molécula. As mudancas observadas no espectro de RMN apoés aguecimento do
TDF sdo mantidas mesmo quando a amostra é resfriada novamente (espectro
designado “30 °C B” nas Figuras 29 e 30).

Por meio da comparacdo dos resultados de DRX e RMN do estado sélido
pode-se inferir que existe uma transicdo de fase sdlido-solido, e, portanto, a
hipétese (ii) € suportada. Essa nova forma obtida por aguecimento, que é
estavel ap6s subsequente resfriamento, foi denominada forma I-1, ja que ela
mantém caracteristicas em comum com a forma I. Consequentemente, pode-se
seguramente atribuir o pico endotérmico observado nas curvas DSC préximo a
107 °C a transicdo I->I-1. Como indicado pelo RMN, essa transicdo envolve
toda a amostra, e portanto a hipétese de que o pico na curva DSC seria devido
a mudancas no tamanho dos cristais ndo pode ser suportada. Além disso, a
auséncia do pico endotérmico a 107 °C na curva DSC do segundo
aquecimento indica que a forma I-1 permanece estavel apés o resfriamento da
amostra até a temperatura ambiente, o que também €& observado nos

experimentos de RMN.
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Dois exemplos recentes de polimorfismo similar de diferentes cristais organicos
sao reportados em Tamboli et al. (2014) e Wang et al. (2012). Pode-se inferir,
no caso do TDF, que a transicdo observada € do tipo conformacional (Cruz-
Cabeza e Bernstein, 2014), j& que uma transicdo de fase estrutural pode ser
descartada pela analise dos dados de DRX e também de TOA, visto que néo
foi observada uma mudanca na forma dos cristais durante a obtencdo das
imagens TOA, mesmo quando a andlise foi feita a 10°C min™, a mesma razéo
de aquecimento em que se observou o0 pico endotérmico anterior ao pico de
fusdo na curva DSC. As andlises TOA foram repetidas a 10 °C min™* com e
sem luz polarizada, e em nenhuma delas foi possivel observar uma transicéo

de fase do tipo estrutural (Anexo lll, paginas 104 e 105).

Deve-se observar que os experimentos de DRX foram obtidos apos
aguecimento até 110 °C porque essa é a temperatura na qual o pequeno pico
endotérmico € observado na curva DSC. Os experimentos de RMN do estado
sélido foram conduzidos até uma temperatura nominal de 80°C e ainda assim a
transicdo € observada. Porém, deve-se considerar que no caso do RMN a
temperatura real da amostra € maior do que a temperatura nominal, devido ao
calor friccional gerado por uma velocidade de rotacdo muito alta (17 KHz).
Nessa velocidade de rotacdo, é esperada uma diferenca de cerca de 15 °C
entre as temperaturas nominal e real com base em procedimentos de
calibracdo de temperatura obtidos para o nitrato de chumbo (Bielecki e Burum,
1995). Além disso, os experimentos de RMN mostraram que o fenbmeno
observado segue uma cinética lenta, e, portanto, a razdo de aquecimento pode
influenciar muito a temperatura na qual ele ocorre. Os espectros de RMN do
estado sélido foram conduzidos com intervalos regulares de 10 °C, e cada
experimento durou cerca de duas horas, enquanto os dados de DRX foram
obtidos apds aquecimento direto a 110 °C. Essas diferencas na forma de
obtencdo dos dados podem explicar a diferenca de temperatura observada
para a transicdo conformacional nos experimentos de DSC, DRX e RMN do

estado solido.
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5.2 Estudo de compatibilidade entre os farmacos

5.2.1 Mistura efavirenz — lamivudina (EFZ — 3TC)

5.2.1.1 DSC

A curva DSC da mistura fisica EFZ - 3TC (Figura 32) evidenciou
deslocamentos significativos nas temperaturas de fusdo de ambos os
farmacos, se comparadas as temperaturas de fusdo dos farmacos no estado
puro. O ponto de fusdo da 3TC deslocou de 173,5 para 161,8 °C, e o ponto de
fusédo do EFZ deslocou de 135,7 para 121,9 °C. Esses deslocamentos sugerem
a presenca de interacdo farmaco-farmaco. O abaixamento das temperaturas de
fusdo de ambos os farmacos na mistura, se comparados aos farmacos puros,
indicam que as interacbes EFZ — 3TC existentes na mistura sdo mais fracas do
gue as interacdes EFZ - EFZ e 3TC - 3TC, existentes nos farmacos puros.
Essa interacdo também € evidenciada por mudancas nos valores de entalpia
de fusao dos farmacos. Em uma mistura com razéao 1:1 m/m, os valores de AH
dos picos de fusdo devem ser metade do valor em relacdo ao farmaco puro. O
valor de AH de fusdo da 3TC na mistura foi 96,9 J g}, menos de um terco do
valor em relacdo ao farmaco puro (355,3 J g™*), apesar de o valor do AH de
fusdo do EFZ na mistura (56,9 J g™) ter sido aproximadamente metade do valor

em relacdo ao farmaco puro (124,3 J g2).
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Figura 32 — Curvas DSC de A) efavirenz; B) lamivudina; C) mistura fisica 1:1 m/m

efavirenz — lamivudina, obtidas a 10 °C min™ sob atmosfera dinamica de nitrogénio.

5.2.1.2 TOA

A andlise TOA da mistura EFZ - 3TC (Figura 33) mostra que a fusdo do EFZ
comeca em 120,2 °C, apresentando um deslocamento de 15,5 °C em relacdo
ao EFZ puro (133,6 °C). A fusdo da 3TC comeca em aproximadamente 122 °C.
Esse grande deslocamento da temperatura de inicio da fusdo da 3TC
comparada a do farmaco puro (174,6 °C) pode indicar uma interacdo com o
EFZ, ou pode indicar que a 3TC comeca a se dissolver no EFZ fundido, o que
também explicaria o fato de o valor de AH de fusdo da 3TC ser menor do que o
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esperado na curva da mistura. A analise TOA também mostrou que a fusdo
completa da 3TC na mistura ocorre em 173,8 °C, antes da fusédo da 3TC pura,
a qual ocorre em 176,4 °C. A fim de se avaliar se esta interagdo ocorre apenas
apos a fusédo do EFZ, com a dissolucéo parcial da 3TC no EFZ fundido, ou se &
devida a uma incompatibilidade no estado solido, foram feitas as analises FTIR
e ssNMR.
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Figura 33 - Imagens TOA da mistura efavirenz — lamivudina. Todas as imagens foram
obtidas com aumento de 100 vezes.

58



5213 FTIR

Na analise de FTIR, ndo houve diferenca entre os espectros da mistura EFZ —
3TC e dos farmacos puros (Figura 34). De acordo com os resultados dessa
analise, nenhuma interacdo entre os farmacos pdde ser detectada, ja que ndo
houve um deslocamento pronunciado das bandas, provavelmente devido a
baixa resolucédo da técnica e sobreposicdo de bandas. Monajjemzadeh et al.
(2009) reportaram um fendmeno similar nos espectros na regido do

infravermelho do aciclovir, lactose e a mistura de ambos.
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Figura 34 - Espectros infravermelho dos farmacos A) efavirenz; B) lamivudina; C)

mistura fisica 1:1 m/m efavirenz — lamivudina.
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5.2.1.1 ssNMR

Os espectros de RMN do estado sélido das misturas entre os farmacos foram
obtidos no Departamento de Quimica da UFMG. Devido a limitacdes do
espectrometro utilizado, ndo foi possivel empregar velocidades de rotacdo
maiores que 4 KHz, e por este motivo 0s espectros apresentam picos que nao
sao sinais, e sim bandas de rotacdo em frequéncias multiplas da velocidade de

rotacao.

O espectro de RMN da mistura EFZ - 3TC (Figura 35) né&o apresentou
mudancas significativas nos valores de deslocamento quimico, quando
comparado aos espectros dos farmacos puros (Tabela 7). Por meio da técnica
de RMN do estado sélido, para que haja indicio de interacdo entre dois
componentes de uma mistura a mudanca no valor de deslocamento quimico
dos nucleos deve ser maior do que 1 ppm, que € a largura de linha observada
para um espectro de RMN de uma amostra sélida (Geppi et al., 2008). Apesar
de haver pequenas mudangas nos valores de deslocamento quimico dos dois
farmacos na mistura EFZ-3TC, elas ndo sdo maiores do que 1 ppm para
nenhum dos nucleos. Dessa forma, o espectro de **C obtido para a mistura
nao confirma a interacdo sugerida pelas andlises DSC e TOA. Portanto, o
deslocamento nos pontos de fusdo dos farmacos observados por essas
técnicas provavelmente ocorre devido a mistura entre os dois componentes, e

nao a uma incompatibilidade entre eles.
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Figura 35 — Espectro de RMN do estado s6lido de A) efavirenz; B) lamivudina; C)
mistura efavirenz — lamivudina.
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Tabela 7 — Comparacéo entre os valores de deslocamento quimico de 3¢ observados
para efavirenz e lamivudina puros e em mistura.

NUmero do EFZ EFZ mistura 3TC 3TC mistura
carbono J (ppm) J (ppm) J (ppm) J (ppm)
1 96,8 97,2 167,2 167,0
2 66,4 66,4 157,3 157,1
3 148,1 147.,8 1415 141,3
4 115,1 114,7 96,3 96,1
5 80,1 79,7 - -
6 -0,9/-0,1 -1,2/-0,4 - -
7 135,2 134,8 - -
8 124,9 124.6 - -
9 127,7 127,3 - -
10 119,6 119,3 - -
11 134,1 133,6 - -
12 122,3 1218 - -
13 8,3 8,0 ] ]
14 8,3 8,0 ; ]
1’ - - 91,9 91,6
2’ - - 87,7 87,4
3 - - 39,1 38,8
4 - - 64,1 63,9

Os tempos de relaxacédo spin-rede (T,) obtidos a partir do espectro da mistura
entre o0 EFZ e a 3TC foram de 46,92 s a partir das integrais dos sinais
correspondentes a 3TC e de 1,05 s a partir das integrais dos sinais
correspondentes ao EFZ. Os valores de T; permanecem préximos aos valores
originais de cada farmaco (40,53 s para a 3TC e 1,25 s para o0 EFZ), ndo sendo
obtido um valor médio, que seria previsto caso ocorresse uma interacao
acentuada entre eles. Portanto, a medida dos valores de T; para a mistura

indica que ndo ocorre uma interacdo muito forte entre os farmacos, de acordo
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com o resultado da analise dos valores de deslocamento quimico no espectro

de *3C para essa mistura.

5.2.2 Mistura efavirenz — tenofovir (EFZ — TDF)

5.2.2.1 DSC

Assim como na mistura EFZ - 3TC, a curva DSC da mistura fisica EFZ - TDF
(Figura 36) também apresentou mudancgas significativas em relacdo as curvas
dos farmacos puros, sugerindo possiveis incompatibilidades entre eles. O
ponto de fusdo do TDF deslocou de 113,5 para 98,3 °C, e houve o
desaparecimento do pico de fusdo do EFZ. O AH do pico de fusdo do TDF
apresentou o valor de 72,0 J g%, menos de um terco do valor relativo ao TDF
puro (226,3 J g™).
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Figura 36 — Curvas DSC de A) efavirenz; B) fumarato de tenofovir desoproxila;

C) mistura fisica 1:1 m/m efavirenz - fumarato de tenofovir desoproxila, obtidas a

10 °C min™ sob atmosfera dinamica de nitrogénio.

5.222TOA

As imagens TOA da mistura EFZ - TDF (Figura 37) mostram que a fusdo do
TDF comeca em 97,8 °C, apresentando um deslocamento de 17,4 °C em
relacdo ao TDF puro (115,2 °C). Pode-se observar que nessa temperatura a
fusdo do EFZ também comeca a ocorrer, o que pode explicar o

desaparecimento do seu pico de fusdo na curva DSC.
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Figura 37 — Imagens TOA da mistura efavirenz - fumarato de tenofovir desoproxila.
Todas as imagens foram obtidas com aumento de 100 vezes.

A fusdo completa do EFZ ocorre em 148,0 °C, aproximadamente 10 °C depois
da fusdo completa do EFZ puro. O fato de a fusdo completa do farmaco ocorrer
em uma temperatura maior em relacdo a amostra pura pode indicar a
existéncia de interacdes que estabilizam a fase solida. Deve-se observar que
mesmo quando ocorre a estabilizacdo da fase sélida, a interacdo pode
significar uma incompatibilidade, pois isso pode acarretar em problemas na
formulacdo farmacéutica apdés a sua administracdo, como exemplo uma

dissolugéo mais lenta, comprometendo a eficacia terapéutica do medicamento.
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Porém, deve-se levar em consideracdo que a simples ocorréncia de uma
interacdo solido-sélido ndo indica necessariamente uma incompatibilidade
entre os componentes. Uma incompatibilidade farmacéutica € determinada por
uma interacdo entre dois ou mais componentes que altere as propriedades
fisicas, quimicas, microbiolégicas ou terapéuticas que comprometam a eficacia
da formulacdo final. Além disso, por meio da identificacdo de possiveis
interacbes podem ser utilizadas estratégias para evita-las ou, pelo menos,
minimiza-las. Desse modo, uma alternativa para evitar a incompatibilidade
entre o EFZ e o TDF é a producéo de um comprimido em duas camadas, uma
delas contendo o EFZ, e a outra, contendo os farmacos 3TC e TDF, ou ainda a
producao de dois granulados diferentes (um deles contendo um dos farmacos
separadamente), que sao posteriormente comprimidos para produzir o
medicamento. Essa estratégia é especialmente Util no caso do TDF, uma vez
gue possibilitaria a producdo de dois granulados obtidos por processos
diferentes, um por via Umida e outro por via seca. A granulagcao por via seca €
recomendada nos casos em que os farmacos apresentem instabilidade frente a
umidade ou a temperaturas elevadas, utilizadas durante o processo de
secagem do granulado. Dessa forma, o processo mais indicado para o TDF,
gue sofre uma transicdo de fase em temperaturas mais altas, é a granulacao

por via seca.

5223 FTIR

Assim como para a mistura EFZ - 3TC, o espectro de FTIR da mistura EFZ -
TDF nao apresentou diferencas em relacdo aos farmacos puros (Figura 38), e

nenhuma interacdo pode ser detectada.

66



100 L | L | L | L | L | L |

90 ]
804 A
70
60
50 ]
40
= 1093
~ 3
S 90
o 8B
2 704
b 60
= 504
S 1503
F o0 ]
8ol C
70
60
50
40 3
30
T T T T T T T T T T T T
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

NUmero de onda (cm™)

Figura 38 — Espectros infravermelho dos farmacos A) efavirenz; B) fumarato de
tenofovir desoproxila; C) mistura fisica 1:1 m/m efavirenz - fumarato de tenofovir

desoproxila.

5.2.2.4 ssNMR

A mistura EFZ - TDF apresentou algumas mudangas significativas nos valores
de deslocamento quimico dos farmacos em relacao ao estado puro (Figura 39
e Tabela 8), o que confirma que a interacdo entre eles sugerida pela analise
TOA ocorre no estado sélido. As mudancas observadas ocorrem nos valores
de deslocamento quimico do C3 do TDF, ligado ao grupo amino, e 0s atomos
C3 e C11 do EFZ, préximos ao N-H, e C4, ligado aos 3 atomos de fltor. Isso
sugere que ocorre uma interacdo entre esses grupos, provavelmente uma

ligacdo de hidrogénio entre o grupo amino do TDF e o N-H do EFZ, assim
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como entre os atomos de hidrogénio do grupo amino do TDF e os atomos de
fldor ligados a C4 e oxigénio do carbono carbonilico C3 do EFZ. Essa possivel
interag@o de hidrogénio explica o fato de a temperatura de fusdo do EFZ se

deslocar para valores mais altos na analise TOA.

Figura 39 - Espectro de RMN do estado sélido de A) efavirenz; B) fumarato de
tenofovir desoproxila; C) mistura efavirenz - fumarato de tenofovir desoproxila.

No caso da mistura entre EFZ e TDF, néo foi possivel a obtencdo dos tempos
de relaxacao spin-rede (T,) a partir do espectro da mistura para avaliacdo de
possiveis interagcdes, uma vez que ambos os farmacos possuem valores
similares de T;, o que impede a avaliagdo se os dois valores foram
transformados em uma média ou ndo. Mesmo quando foi utilizado um
espectrometro de baixo campo (20 MHz), os dois farmacos apresentaram
valores de T; semelhantes (nesse caso, proximos a 0,3 s), 0 que néo
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possibilitou o estudo da interacdo por meio da obtencdo dos tempos de

relaxacdo spin-rede para essa mistura.

Tabela 8 — Comparacéo entre os valores de deslocamento quimico de 3¢ observados
para efavirenz e fumarato de tenofovir desoproxila puros e em mistura.

NuUmero do EFZ EFZ mistura TDF TDF mistura
carbono J (ppm) J (ppm) J (ppm) J (ppm)

1 96,8 96,8 133,2 133,8
2 66,4 67,0 116,7/117,9 117,7
3 148,1 149,2* 154,2 156,2*
4 1151 116,1* 151,1 151,0
5 80,1 79,5 151,1 151,0
6 -0,9/-0,1 -1,2/-0,4 49,2 48,9

7 135,2 135,7 77,1/79,3 72,3*
8 124,9 124,7 62,2/64,0 62,1/63,6
9 127,7 128,6 84,9/86,8 86,8
10 119,6 106,1 154,2 154,2
11 134,1 135,2* 72,3/75,4 75,0
12 122,3 121,8 21,6/23,7 23,4
13 8,3 8,3 84,9/86,8 86,8
14 8,3 8,3 154,2 154,2
15 - - 72,3/75,4 75,0
16 - - 21,6/23,7 23,4
17 - - 21,6/23,7 23,4
18 - - 21,6/23,7 23,4
19 - - 15,3/17,0 16,8
20 - - 171,8/172,8 172,8
21 - - 141,6/146,6 143,4
22 - - 141,6/146,6 143,4
23 - - 171,8/172,8 172,8

* Mudanca no valor de § do farmaco na mistura quando comparado ao farmaco puro
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5.2.3 Mistura lamivudina — tenofovir (3TC — TDF)

5.2.3.1 DSC

A curva DSC da mistura fisica 3TC - TDF (Figura 40) apresentou mudancas em
relacdo as curvas dos farmacos puros, sugerindo possiveis incompatibilidades
entre eles. O ponto de fusdo do TDF deslocou de 113,5 para 110,3 °C, e houve
0 desaparecimento do pico de fusdo da 3TC, assim como acontece com 0 pico
de fusdo do EFZ na mistura com o TDF. Porém, ao contrario do que ocorre na
mistura EFZ - TDF, em que o AH do pico de fusdo do TDF apresentou valor
inferior a um terco em relacdo ao farmaco puro, na mistura 3TC - TDF o AH do
pico de fusdo do TDF apresentou o valor de 99,5 J g*, aproximadamente
metade do valor relativo ao farmaco puro (226,3 J g*), o que é esperado numa
mistura 1:1 m/m. Esse resultado diminui a possibilidade de uma interacéo entre
o TDF e a 3TC. Uma hipbtese € que apdés a fusdo do TDF, ocorre a
solubilizacéo total da 3TC, o que justificaria 0 desaparecimento do seu pico de

fusdo.
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Figura 40 — Curvas DSC dos farmacos A) lamivudina; B) fumarato de tenofovir

desoproxila; C) mistura fisica 1:1 m/m lamivudina - fumarato de tenofovir desoproxila,

obtidas a 10 °C min™ sob atmosfera dinamica de nitrogénio.

5.2.3.2TOA

As imagens TOA da mistura 3TC - TDF (Figura 41) mostraram que a fusédo do
TDF comeca em 105,9 °C, temperatura cerca de 9 °C abaixo da temperatura
de inicio da fusdo do TDF puro. Pode-se observar que nessa temperatura a

3TC comeca a se dissolver no TDF fundido, o que explica o desaparecimento
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do seu pico de fusdo na curva DSC dessa mistura e confirma a hipétese

anterior.
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Figura 41 - Imagens TOA da mistura lamivudina — fumarato de tenofovir desoproxila.
Todas as imagens foram obtidas com aumento de 100 vezes.

5.2.33 FTIR

Assim como para as outras misturas, ndo foi possivel detectar nenhum tipo de

interacdo entre os farmacos 3TC e TDF por FTIR (Figura 42).
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Figura 42 — Espectros infravermelho dos farmacos A) lamivudina; B) fumarato de
tenofovir desoproxila; C) mistura fisica 1:1 m/m lamivudina - fumarato de tenofovir

desoproxila.

5.2.3.4 ssNMR

A analise de RMN da mistura 3TC - TDF (Figura 43) ndo mostrou mudancas
maiores que 1 ppm nos valores de deslocamento quimico dos farmacos se
comparados aos valores no estado puro (Tabela 9), o que caracteriza a
inexisténcia de interacéo entre eles. O abaixamento no ponto de fusdo do TDF
na curva DSC da mistura provavelmente ocorre devido ao fato de o composto

nao se apresentar mais no estado puro.
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Figura 43 - Espectro de RMN do estado solido de A) lamivudina; B) fumarato de
tenofovir desoproxila; C) mistura lamivudina - fumarato de tenofovir desoproxila.

Os tempos de relaxacéo spin-rede (T,) obtidos a partir do espectro da mistura
entre os farmacos, foram de 35,55 s a partir das integrais dos sinais
correspondentes a 3TC e de 1,27 s a partir das integrais dos sinais
correspondentes ao TDF. Os valores de T; ndo apresentaram uma mudanca
significativa se comparados aos valores de T; obtidos a partir dos espectros
dos farmacos puros (40,53 s para a 3TC e 1,54 s para o TDF). Foram obtidos
dois valores, cada um referente a um farmaco, em vez de ser obtido um unico
valor médio para o T; dos farmacos, o que indica que néo ocorre uma interacéo
entre eles, confirmando o que foi observado na analise dos valores de

deslocamento quimico no espectro de **C para essa mistura.
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Tabela 9 — Comparacéo entre os valores de deslocamento quimico de 3¢ observados
para lamivudina e fumarato de tenofovir desoproxila puros e em mistura.

Numero do 3TC 3TC mistura TDF TDF mistura

carbono J (ppm) J (ppm) J (ppm) J (ppm)
1 167,2 166,8 133,2 132,9
2 157,3 156,9 116,7/117,9 116,3/117,7
3 1415 1411 154,2 153,9
4 96,3 95,9 151,1 150,8
5 - - 1511 150,8
6 - - 49,2 48,8
7 - - 77,1/79,3 77,1/78,9
8 - - 62,2/64,0 63,7
9 - - 84,9/86,8 84,2/84,8
10 - - 154,2 153,9
11 - - 72,3/75,4 72,1/74,9
12 - - 21,6/23,7 21,1/22,4
13 - - 84,9/86,8 84,2/84,8
14 - - 154,2 153,9
15 - - 72,3/75,4 72,1/74,9
16 - - 21,6/23,7 21,1/22,4
17 - - 21,6/23,7 21,1/22,4
18 - - 21,6/23,7 21,1/22,4
19 - - 15,3/17,0 15,0/16,7
20 - - 171,8/172,8 172,4
21 - - 141,6/146,6 141,1/145,9
22 - - 141,6/146,6 141,1/145,9
23 - - 171,8/172,8 172,4
I’ 91,9 91,4 - -
2 87,7 87,2 ; -
3 39,1 38,5 - -
4’ 64,1 63,7 - -
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5.2.4 Mistura efavirenz - lamivudina - tenofovir (EFZ - 3TC - TDF)

5.2.4.1 DSC

Na curva DSC da mistura ternaria EFZ - 3TC - TDF (Figura 44), observa-se a
auséncia dos picos de fusdo da 3TC e do EFZ. O pico de fusdo do TDF
deslocou-se de 113,5 para 99,2 °C, e o valor do AH de seu pico de fusao foi de
57,8 J g, aproximadamente um quarto do valor referente ao farmaco puro
(226,3 J g1, quando o que seria esperado numa mistura 1:1:1 m/m/m seria
cerca de um terco. O deslocamento da temperatura de fusdo do TDF é
significativo e similar ao observado na mistura EFZ — TDF (em que o ponto de
fusdo do TDF foi de 98,3 °C). O desaparecimento dos picos de fusdo dos
outros farmacos pode ser explicado pela solubilizacdo parcial apés a fusdo do
TDF.
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Figura 44 — Curvas DSC dos farmacos A) efavirenz; B) lamivudina; C) fumarato de
tenofovir desoproxila; D) mistura fisica 1:1:1 m/m/m efavirenz - lamivudina - fumarato de

tenofovir desoproxila, obtidas a 10 °C min™ sob atmosfera dinamica de nitrogénio.

5.24.2 TOA

A andlise TOA da mistura EFZ - 3TC - TDF (Figura 45) mostra que a fusdo do
TDF comecga em 98,1 °C, temperatura similar a observada para a mistura EFZ -

TDF, que foi de 97,8°C. A fusdo completa da mistura ocorre em 155,6 °C.
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127,9 °C 3% d 50 s 155,6°C

Figura 45 - Imagens TOA da mistura efavirenz — lamivudina — fumarato de tenofovir
desoproxila. Todas as imagens foram obtidas com aumento de 100 vezes.

5.2.4.3 DRX

A fim de avaliar se ocorre alguma mudanca no perfil de cristalinidade dos
farmacos apo6s a mistura dos trés componentes, foi feita a difracdo de raios X
para a amostra (Figura 46). O difratograma da mistura EFZ — 3TC — TDF
apresenta-se como um somatério dos difratogramas dos farmacos puros, e ndo

foi observada a ocorréncia de amorfizacdo de nenhum deles na mistura. Assim,
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ndo foram evidenciadas interacdes entre os farmacos, o que era esperado, a
partir das analises obtidas para as misturas binarias. Deve-se levar em
consideracdo que a presenca de ligacbes de hidrogénio (como evidenciada
para a mistura EFZ — TDF) ndo seria observada em um difratograma de poé,

sendo requerida, para esse caso, uma analise de monocristal.
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Figura 46 - Difratogramas de (A) mistura efavirenz — lamivudina — fumarato de

tenofovir desoproxila; (B) lamivudina; (C) fumarato de tenofovir desoproxila e (D)

efavirenz.
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5.3 Estudo de compatibilidade entre farmacos e excipientes

A Figura 47 mostra as curvas DSC dos doze excipientes obtidos pela Funed:
amido, amido de milho pré-gelatinizado, celulose microcristalina, croscarmelose
sddica, crospovidone, didxido de silicio coloidal, estearato de magnésio, fosfato
de calcio dibasico, glicolato de amido sédico, lactose spray dried, opadry e
PVP-K30. A maioria deles ndo apresentou nenhum evento térmico na curva
DSC, com excecdo dos excipientes estearato de magnésio, fosfato de célcio
dibasico (que apresenta um pico de fusdo proximo a 200 °C) e lactose spray

dried, que apresenta dois eventos endotérmicos.

A Figura 48 apresenta os difratogramas dos excipientes utilizados. A maioria
deles apresentou padrdo caracteristico de material amorfo. A celulose
microcristalina 102, como caracteristica natural, apresenta-se com baixo
tamanho de particula, o que gera um difratograma com picos alargados. Os
excipientes estearato de magnésio, fosfato de calcio dibasico, lactose spray
dried e opadry sdo policristalinos, porém apresentam significativa contribuicdo
de material amorfo (15% para lactose spray dried e mais de 50% para 0s
demais). O difratograma da lactose spray dried, evidenciando a contribuicdo de

material amorfo e cristalino, est4 apresentado na Figura 49.
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Figura 47 — Curvas DSC dos excipientes utilizados nas pré-formulagées, obtidas a

10 °C min™ sob atmosfera dinamica de nitrogénio.
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Figura 48 — Difratogramas dos excipientes utilizados nas pré-formulagdes.
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5000 — Contribuicdo de material cristalino (~ 85%)

Intensidade (u.a.)

Contribuicdo de material amorfo (~ 15%)

10 20 30 40 50 60 70 80
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Figura 49 — Difratograma ajustado da lactose spray dried.

5.3.1 Misturas lamivudina — excipientes

A Figura 50 mostra as curvas DSC das misturas binarias da 3TC com o0s
excipientes utilizados no estudo de pré-formulacdo. As curvas ndo mostraram
nenhuma evidéncia de incompatibilidade entre o farmaco e os excipientes, com
excecdo da curva da mistura entre a 3TC e a lactose spray dried, em que a
temperatura onset do pico de fusdo da 3TC deslocou de 173,5 para 169,3 °C,
um abaixamento significativo (Tabela 10). Além disso, ocorre o0
desaparecimento do pico de fusé@o da lactose spray dried. Uma hipétese € que
apos a fusao da 3TC, que ocorre antes da fusdo da lactose spray dried, ocorre

solubilizacéo da ultima, o que justificaria a auséncia do seu pico de fuséo.
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Figura 50 - Curvas DSC das misturas binarias da lamivudina com os excipientes

utilizados nas pré-formulagées, obtidas a 10 °C min™ sob atmosfera dinamica de

nitrogénio.
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Tabela 10 — Comparagéo entre os valores de entalpiade fusdo (J g™) e as
temperaturas onset (°C) de fusdo da lamivudina e suas misturas binarias.

Farmaco e misturas binarias 1:1 AH (3 g™ Tonset (°C)
Lamivudina 355,30 173,5
Lamivudina + amido 121,58 173,9
Lamivudina + amido parcialmente pré-gelatinizado 107,78 174,4
Lamivudina + celulose microcristalina 101,75 174,6
Lamivudina + croscarmelose sodica 119,22 175,0
Lamivudina + crospovidone 103,93 174,6
Lamivudina + diéxido de silicio coloidal 168,76 174,5
Lamivudina + estearato de magnésio 117,10 173,6
Lamivudina + fosfato de calcio dibasico 150,46 174,1
Lamivudina + glicolato 111,61 172,3
Lamivudina + lactose spray dried 124,88 169,3
Lamivudina + opadry 141,19 172,8
Lamivudina + PVP 117,89 174,4

5.3.1 Misturas efavirenz — excipientes

A Figura 51 mostra as curvas DSC das misturas binarias entre os excipientes e
o0 EFZ na proporcdo 1:1. Pode-se observar que 0s eventos térmicos mais
significativos ocorrem na mesma faixa de temperatura para a maioria das
misturas, o que, em principio, evidencia auséncia de incompatibilidades entre o
farmaco e os excipientes (Tabela 11). As pequenas alteracdes ocorridas sao
devido a presenca do excipiente e ndo caracterizam interacdo (Mura et al.,
1998; Macedo & Nascimento, 2001).

Um fato a ser notado é o valor de AH do pico de fusdo do EFZ na mistura com
o fosfato de célcio dibasico (420,64 J g), mais de trés vezes superior ao valor

de AH do EFZ puro (125,43 J g). Entretanto, essa mudanga no valor de AH
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ndo indica incompatibilidade entre os componentes. O que ocorre é a
sobreposicao dos picos de perda de agua de hidratacdo do fosfato de calcio
dibasico (Tonset = 124,3 € AH = 373,51 J g) e de fus&o do EFZ. Por outro lado,
as misturas binarias entre o EFZ e os excipientes lactose spray dried, opadry e
PVP-K30 apresentaram valores de AH anormalmente baixos. Além disso, o
pico de fusdo do farmaco nas misturas com o opadry e o PVP-K30
praticamente desaparece, enquanto na curva da mistura com a lactose spray
dried, ocorre o aparecimento de um outro pico proximo a 230 °C, ausente tanto
na curva do farmaco quanto na curva desse excipiente separadamente. Esses

fatos indicam a possibilidade de interacdo entre 0 EFZ e os trés excipientes.
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Figura 51 - Curvas DSC das misturas binéarias do efavirenz com os excipientes

utilizados nas pré-formulagées, obtidas a 10 °C min™ sob atmosfera dinamica de

nitrogénio.
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Tabela 11 — Comparacéo entre os valores de entalpia de fus&o (J g'l) e as
temperaturas onset (°C) de fusdo do efavirenz e suas misturas binarias.

Farmaco e misturas binéarias 1:1 AH (3 g™ Tonset (°C)
Efavirenz 125,43 135,7
Efavirenz + amido 50,98 137,2
Efavirenz + amido parcialmente pré-gelatinizado 41,70 137,0
Efavirenz + celulose microcristalina 41,05 136,4
Efavirenz + croscarmelose sodica 39,70 137,0
Efavirenz + crospovidone 39,16 136,5
Efavirenz + dioxido de silicio coloidal 84,47 136,9
Efavirenz + estearato de magnésio 31,18 136,5
Efavirenz + fosfato de célcio dibasico 420,64 135,0
Efavirenz + glicolato 81,16 136,9
Efavirenz + lactose spray dried 28,41 137,8
Efavirenz + opadry 26,97 132,9
Efavirenz + PVP 25,49 134,3

5.3.3 Mistura tenofovir — excipientes

A Figura 52 mostra as curvas DSC do TDF com os excipientes utilizados no
estudo de pré-formulacdo. Os principais eventos térmicos do farmaco e dos
excipientes ocorrem na mesma faixa de temperatura para a maioria das
misturas, o que sugere auséncia de incompatibilidade (Tabela 12). Assim como
observado na mistura do EFZ com o fosfato de célcio dibésico, a curva do TDF
com esse excipiente apresenta valor de AH do pico de fusdao do TDF maior do
gue o valor encontrado na curva do farmaco puro, devido a sobreposicédo do
pico de perda de agua de hidratacdo do fosfato de calcio dibasico e o pico de
fusdo do TDF, ou seja, o valor de AH elevado nado indica incompatibilidade
entre esses componentes. Entretanto, nas curvas relativas as misturas com os

excipientes estearato de magnésio e lactose spray dried ocorrem alteracdes
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significativas, o0 que sugere ocorréncia de interacdo entre o TDF e esses
excipientes. Na curva da mistura com o estearato de magnésio, a temperatura
onset do pico de fusédo do farmaco é deslocada de 113,5 para 92,1 °C, mais de
20 °C, o que indica forte interagdo entre os componentes. J& na curva da
mistura entre o TDF e a lactose spray dried, ha o desaparecimento do pico de
fusdo do excipiente, assim como ocorre na mistura do mesmo com a 3TC.
Esse resultado pode ser devido tanto a uma interagdo entre 0s componentes

guanto pela solubilizacdo da lactose spray dried ap6s a fusdo do TDF.
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Figura 52 - Curvas DSC das misturas binarias do fumarato de tenofovir desoproxila

com os excipientes utilizados nas pré-formulacdes, obtidas a 10 °C min™ sob atmosfera

dindmica de nitrogénio.
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Tabela 12 — Comparacéo entre os valores de entalpia de fuséo (J g'l) e as
temperaturas onset (°C) de fuséo do fumarato de tenofovir desoproxila e suas misturas

binéarias.

Farmaco e misturas binarias 1:1  AH (J g'l) Tonset (°C)
Tenofovir 188,40 113,5
Tenofovir + amido 94,99 114,7
Tenofovir + amido pré-gelatinizado 116,29 114,6
Tenofovir + celulose microcristalina 84,29 115,0
Tenofovir + croscarmelose sédica 64,42 114,8
Tenofovir + crospovidone 79,72 1149
Tenofovir + didxido de silicio coloidal 73,20 114,7
Tenofovir + estearato de magnésio 87,59 92,1
Tenofovir + fosfato de célcio dibasico 252,63 115,6
Tenofovir + glicolato 97,60 115,0
Tenofovir + lactose spray dried 100,05 115,0
Tenofovir + opadry 76,23 112,2
Tenofovir + PVP 92,76 114,7
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6 CONCLUSAO

N&o houve uma interacdo pronunciada entre os farmacos EFZ, 3TC e TDF. Os
deslocamentos dos pontos de fusdo dos farmacos observados pelas analises
DSC e TOA para as misturas poderiam ser indicio de uma interacdo entre 0s
constituintes, mas essa interacdo ndo foi confirmada pelas outras técnicas
utilizadas (IV e RMN do estado sélido). O espectro de **C da mistura entre o
EFZ e o TDF apresentou mudancas nos valores de deslocamento quimico dos
sinais C3, C4 e C11 do EFZ e 0 C3 do TDF, o que indica possivelmente uma

ligacdo de hidrogénio entre os atomos proximos a esses nucleos.

O estudo prévio de compatibilidade entre farmacos e excipientes mostrou que

existe a possibilidade de incompatibilidade entre:

1. A 3TC e a lactose spray dried;

2. O EFZ e os excipientes lactose spray dried, opadry e PVP-K30;

3. O TDF e os excipientes estearato de magnésio e lactose spray dried.

A lactose mostra indicios de incompatibilidade com os trés farmacos, e,
portanto, deve ser evitada na formulacéo final. Uma alternativa para seu uso é
a utilizacdo de outros excipientes utilizados como diluentes nas formulacdes,

como o amido de milho e a celulose microcristalina.

A parceria com a Fundacao Ezequiel Dias (Funed) mostrou-se extremamente
positiva. Os resultados obtidos foram discutidos com representantes da
industria ao longo de todo o periodo de realizacdo do estudo, e, felizmente, o

medicamento 3 em 1 contendo TDF (300 mg), EFZ (600 mg) e 3TC (300 mg) ja
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estd sendo desenvolvido, em parceria com a Farmanguinhos e o Laboratorio
Farmacéutico do Estado de Pernambuco (LAFEPE). O medicamento foi
primeiramente disponibilizado nos estados do Amazonas e do Rio Grande do
Sul, devido ao maior numero de casos nessas regides, e existe a previsao de
gue em pouco tempo sera distribuido para todo o pais. A producdo deste
medicamento representa um avanco pratico muito importante para o tratamento
da Aids. O maior ganho obtido com o novo antirretroviral estar na redugéo do
nuamero de pacientes que deixam de dar continuidade ao tratamento. Antes, 0s
pacientes portadores do virus HIV necessitavam ingerir quatro comprimidos de
uma s6 vez (um de EFZ, um de TDF e dois de 3TC) diariamente. Agora, com o
medicamento 3 em 1, é possivel a ingestdo de apenas um comprimido, o que
aumenta a adesdo dos pacientes ao tratamento. Outro ponto positivo é a
otimizacdo da distribuicdo dos medicamentos nos postos de saude, uma vez
gue é muito mais facil e rapido entregar um medicamento do que trés, além de
reduzir o espaco necessario para 0 seu armazenamento. Além disso, a
reducdo de gastos por parte do governo para a producdo do medicamento
permitird que novos pacientes sejam tratados com o mesmo custo dos que
eram atendidos antes pelo programa DST/ Aids do Ministério da Saude, o que,
aliado a maior adeséo ao tratamento por parte dos pacientes, reflete em uma

possibilidade menor de transmisséo da doenca.
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ANEXOS

Anexo | — Espectros NQS e °F MAS do efavirenz.

Anexo Il — Espectros 2D 'H-13C MAS-J-HMQC e NQS do fumarato de tenofovir
desoproxila.

Anexo Il — Imagens TOA do fumarato de tenofovir desoproxila, obtidas a
10 °C min*, com e sem luz polarizada.
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Espectro *H-"*C MAS-J-HMQC 2D do fumarato de tenofovir desoproxila (A) obtido
em uma frequéncia de rotacdo de 17,85 kHz. O periodo de evolucao spin-echo foi de
1,49 ms a fim de selecionar correlac6es devido a acoplamentos J de curta distancia
(uma ligag&o). Sd0 mostradas também expansdes do espectro de **C em (A) nos
intervalos de (B) 48-98 ppm, (C) 10-30 ppm e (D) 114-162 ppm.
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Espectro **C NQS do fumarato de tenofovir desoproxila (linha mais grossa). O espectro

esta sobreposto ao espectro **C CP-MAS (linha mais fina) para comparagéo.
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Imagens TOA do fumarato de tenofovir desoproxila obtidas a 10 °C min™ sem
luz polarizada. Todas as imagens foram obtidas com aumento de 100 vezes.
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Imagens TOA do fumarato de tenofovir desoproxila obtidas a 10 °C min™ com
luz polarizada. Todas as imagens foram obtidas com aumento de 100 vezes.
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