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RESUMO

A busca por Ingredientes Farmaceuticamente Ativos (IFA), de maior solubilidade, tem
motivado varios estudos envolvendo Engenharia de Cristais de moléculas de farmacos.
Aproximadamente, metade das formulacgdes solidas possui o IFA em forma de sal devido a
baixa solubilidade normalmente apresentada pelos seus acidos e bases livres. Nesse contexto,
o farmaco de estudo dessa dissertacdo € a Buclizina (BCZ), detentor de atividades anti-
histaminicas, antimuscarinicas, antieméticas e orexigenas. A presenca do anel piperazinico em
sua estrutura quimica possibilita a8 BCZ apresentar-se em solucdo ou no estado sélido como
espécie neutra (BCZ base livre), monoacida (BCZH") ou diacida (BCZH2?*). Apesar de ter sido
langada no mercado ha mais de 60 anos como o sal cloreto de sua espécie diacida (BCZH2Cl.),
ndo ha até o momento estrutura determinada para nenhuma forma solida da BCZ; e nem
classificacdo no Sistema de Classificagdo Biofarmacéutica (SCB), sendo apenas referido como
um IFA de baixa solubilidade. Portanto, o objetivo deste trabalho consistiu em elucidar a
estrutura cristalina do BCZHCl,, bem como de outras variages cristalinas da BCZ, incluindo
sua forma monocomponente (base livre anidra) e outras formas multicomponentes (sais,
cocristais, hidratos/solvatos) e seus polimorfos; e correlacionar as estruturas das formas obtidas
com propriedades de interesse farmacéutico, como solubilidade, perfil de dissolucdo e
estabilidade. Como resultados, conseguiu-se obter trés variacdes solidas pH-dependente da
BCZ: a BCZ base livre (BCZ-BL), o monocloridrato de BCZ (BCZHCI) e o dicloridrato de
BCZ (BCZHCl,). As trés formas foram sistematicamente caracterizadas por meio das técnicas
de difracdo de raios X por policristais, espectrofotometria na regidao do infravermelho e anéalises
térmicas (calorimetria exploratoria diferencial e termogravimetria). Além disso, as estruturas
do BCZHCI e do BCZHClI, foram determinadas utilizando a técnica de difracdo de raios X por
monocristais. Os resultados da determinacdo cristalografica permitiram concluir que os dois
sais obtidos cristalizam-se como mistura fisica de seus isbmeros 6ticos R e S e ndo como cristais
racémicos. Comprimidos contendo a BCZ-BL, BCZHCI e BCZH,CIl, foram produzidos
individualmente e sua qualidade foi verificada pelos testes de dureza, friabilidade, peso médio,
doseamento e uniformidade. Para a quantificacdo da BCZ nos ensaios de pureza, estabilidade,
solubilidade e perfil de dissolucdo, utilizou-se um método de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), previamente desenvolvido e que foi validado parcialmente nessa
dissertacdo. Os ensaios de solubilidade em equilibrio em agua ultrapura e tampdo pH 4,5
demonstraram que 0 BCZHCl> é mais soltvel do que o BCZHCI, seguidos pela BCZ-BL. Um
ordem inversa foi observada nos meios HCI 0,1 e 0,01 mol.L™. Acima de pH 4,5 todas as formas
sdo insolaveis. Os perfis de dissolucdo realizados em tampéo pH 4,5 + 1,0 % lauril sulfato de
sodio demonstraram diferencas entre as formulacdes. O estudo de estabilidade realizada a 40
°C e 75% de umidade relativa demostrou que o teor de BCZ nos comprimidos contendo as
diferentes formas cristalinas preparadas nesse trabalho se mantiveram estaveis.

Palavras-chave: Buclizina. Determinagdo estrutural. Caracterizacéo. Solubilidade.
Estabilidade Perfil de dissolucéo.



ABSTRACT

The search for Active Pharmaceutical Ingredients (APIs) with greater solubility has
motivated several studies involving Crystal Engineering of drug molecules. Approximately half
of the solid formulations have the API in salt form due to the low solubility that their free acids
and bases normally exhibits. In this context, the studied drug in this dissertation is Buclizine
(BCZ), which has antihistaminic, antimuscarinic, antiemetic and orexigenic activities. The
presence of the piperazine ring in its chemical structure allows the BCZ to be present in solution
or in the solid state as neutral species (BCZ free base), monoacid (BCZH™) or diacid (BCZH2%").
Although it has been marketed for more than 60 years as the chloride salt of its diacid species
(BCZH2Cly). There is so far no determined structure for any solid form of BCZ; and neither
classification in the Biopharmaceutical Classification Sy3stem (BSC), being the BCZ only
referred as a low solubility API. Therefore, the objective of this work was to elucidate the
crystalline structure of BCZH2Cls, as well as other crystalline variations of BCZ, including its
monocomponent form (anhydrous free base), multicomponent forms (salts, cocrystals, hydrates
/ solvates) and polymorphs. Additionally, we aimed to correlate the structures of the forms
obtained with properties of pharmaceutical interest, such as solubility, dissolution profile and
stability. Three solid pH-dependent variations of BCZ were obtained: the free base BCZ (BCZ-
FB), the BCZ monohydrochloride (BCZHCI) and the BCZ dihydrochloride (BCZH.Cl,). The
three forms were systematically characterized by Powder X-ray diffraction (PXRD), Infrared
spectroscopy (IR), Differential Scanning Calorimetry (DSC) and Thermogravimetric Analysis
(TGA) techniques. Moreover, the structures of BCZHCI and BCZH,Cl, were determined using
the Single crystal X-ray diffraction technique (SCXRD). The results of the crystallographic
determination allowed to conclude that the two salts obtained crystallize as a physical mixture
of their optical isomers R and S and not as racemic crystals. Tablets containing BCZ-BL,
BCZHCI and BCZHCl, were individually produced and their quality was evaluated according
the hardness, friability, average weight, assay and uniformity. For the quantification of BCZ in
the assays of uniformity, stability, solubility and dissolution profile, were used a previously
developed high performance liquid chromatography (HPLC) method partially validated in this
dissertation. The solubility equilibrium in ultrapure water and pH 4.5 buffer showed that
BCZH.ClI; is more soluble than BCZHCI, followed by BCZ-FB, reversing the trend observed
in the media HCI 0.1 and 0.01 mol L -1. Above pH 4.5, all the forms were insoluble. Dissolution
profiles performed in acetate buffer pH 4.5 + 1.0% sodium lauryl sulfate showed differences
between the formulations. The stability study carried out at 40 ° C and 75% relative humidity
showed that the content of BCZ in the tablets, with the different crystalline forms prepared in
this work, remained stable.

Key-words: Buclizine. Structural determination. Characterization. Solubility. Stability.
Dissolution profile.
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1 INTRODUCAO

Os medicamentos sdao geralmente comercializados no estado  solido,
predominantemente como comprimidos ou cépsulas. Esse tipo de formulagdo, em relacdo a
liquida, apresenta um formato conveniente, compacto e geralmente estivel para armazenar um
IFA (Insumos Farmacéutico Ativo, derivado do inglés APl = Active Pharmaceutical
Ingredients) (MORISSETE et al., 2004). Outra vantagem de se trabalhar com sélidos em
relacdo a outra formulacdo, é uma menor problematica no processo de manufatura (LEE;
ERDEMIR; MYERSON, 2011).

Outra caracteristica predominante no universo farmacéutico € que 40% dos 200
medicamentos orais mais comercializados nos EUA e 90% das novas entidades quimicas sao
de baixa solubilidade (PINDELSKA; SOKAL; KOLODZIEJSKI, 2017; RODRIGUEZ-
ALLER et al., 2015). A solubilidade é uma propriedade de amplo interesse, pois para que um
IFA consiga chegar até o local de acdo e ter efeito farmacologico, é necessario que este possua
velocidade de dissolucdo e solubilidade adequadas nos fluidos gastrointestinais (AUTON,
2005).

A industria farmacéutica apresenta uma reducdo na descoberta de novas moléculas de
farmacos, fazendo com que cientistas de universidades e dos departamentos de pesquisa das
companhias, realizem modificacdes em IFAS ja conhecidos, com a finalidade de melhorar suas
propriedades fisico-quimicas (FDA, 2016; PINDELSKA; SOKAL; KOLODZIEJSKI, 2017).

Mediante estratégias oferecidas pela cristalografia, a técnica de formacéo de sal de um
IFA é muito utilizada, e apesar da estrutura cristalina do sal ser completamente diferente da sua
base ou acido conjugado, € possivel alterar a solubilidade aquosa e taxa de dissolucdo do
farmaco, sem que ocorram mudancas de carater farmacoldgico na molécula (PAULEKUNHN;
DRESSMAN; SAAL, 2007; DOMINGOS et al., 2015).

O dicloridrato da espécie catidnica diprotonada da Buclizina é a forma cristalina
presente nas formulagdes solidas comerciais da buclizina (BCZ), farmaco detentor de
propriedades anti-histaminicas, antimuscarinicas, orexigenas e antieméticas. A BCZ pode
apresentar as espécies neutra (BCZ base livre), monoacida (BCZH") ou diacida (BCZH,?")
tanto em solucdo como no estado sélido, devido a possibilidade de protonacdo do anel

piperazinico de sua estrutura quimica (FIGURA 1).
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Figura 1 - Esquema quimico das espécies catidnica e base livre da Buclizina
Fonte: Do autor usando o ACD/ChemSketch (Freeware).

Sabe-se que as caracteristicas fisico-quimicas de uma forma cristalina sdo fortemente
correlacionadas tanto com a composicdo, quanto com 0 empacotamento cristalino das
moléculas/ions. Sendo assim, o conhecimento do reticulo cristalino permite o completo
dominio e manipulacdo dessas propriedades, tdo importantes no ambito farmacéutico
(DUGGIRALA et al., 2016).

A motivacéo inicial para escolha do BCZH:Cl. foi o fato das industrias relatarem
problemas de queda de estabilidade e dissolucéo deste IFA em comprimidos. Além disso, ndo
foi encontrada nenhuma estrutura cristalina da buclizina em artigos, patentes ou bases de dados
cristalograficos. E, apesar de ter um valor de solubilidade reportado (0,246 pg.mL™?)
(DRUGBANK, 2019), ndo foi encontrada sua classificacdo no Sistema de Classificacdo
Biofarmacéutico (SCB). Portanto, um dos objetivos dessa dissertagdo consiste na obtengéo de
monocristais do BCZH,Cl, (forma comercial) e de outras formas cristalinas inéditas, mono- (a
da base livre) ou multicomponente (outros sais ou cocristais e hidratos/solvatos) para a
elucidacdo estrutural por difracdo de raios X por monocristal (DRXM) ou por policristais
DRXP. Considerando que a protonacéo de dois, um ou nenhum dos nitrogénios piperazinico da
molécula possibilita a obtencdo de espécies di-, mono-catiénica e neutra (tanto em solucdo
como no estado solido), priorizou-se nesse estudo a comparacdo das propriedades fisico-
quimicas (solubilidade, velocidade de dissolucéo e estabilidade a 40 °C e a 75% de umidade
relativa) das formas salinas BCZH>Cl, e BCZHCI bem como de sua base livre (BCZ-BL). Essas
trés formas foram obtidas por procedimentos de sintese/crescimento de cristal e caracterizadas
pelas técnicas de espectrofotometria na regido do infravermelho (1V), difragéo de raios X por
policristais (DRXP) e analise térmica (termogravimetria (TG) e calorimetria exploratéria
diferencial (DSC). Teve-se éxito também na obtencdo de monocristais do BCZH2Cl> e do

BCZHCI o que permitiu determinar suas estruturas cristalinas por DRXM. Nos estudos fisico-
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quimicos, a BCZ foi quantificada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
utilizando-se um método parcialmente validado nesse trabalho de mestrado.



18

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A Revisao Bibliogréafica foi dividida em subitens conforme abaixo.

2.1 Formas sélidas

Aproximadamente 65 - 70 % dos IFAS se encontram no estado sélido e apresentam a
dosagem oral solida como forma de administracdo predominante (CERREIA VIOGLIO;
CHIEROTTI; GOBETTO, 2017; WRIGHT, 2015). Esse tipo de formulagdo apresenta uma
maior estabilidade quimica, visto que, os eventos de degradacdo ocorrem com uma menor
facilidade, velocidade e intensidade (LEE; ERDEMIR; MYERSON, 2011). Além disso, existe
uma preferéncia para se trabalhar com solidos no estado cristalino ao invés do material amorfo,
devido a diversas caracteristicas, tais como: sintese relativamente facil e eliminacdo de
impurezas (CERREIA VIOGLIO; CHIEROTTI; GOBETTO, 2017; SAAL; BECKER, 2013;
COLLMAN et al., 2013).

Apesar das vantagens descritas acima, o estado solido apresenta particularidades, como
polimorfismo, que é a possibilidade de uma mesma substancia se arranjar de diferentes
maneiras no cristal formado, podendo ter diferentes caracteristicas fisico-quimicas (HIGASHI,
UEDA; MORIBE, 2017; BERNSTEIN, 2002).

Na area de Ciéncias Farmacéuticas, pelo menos pela 6tica da agencia reguladora
Estadunidense FDA (do Inglés Food and Drug Administration), o termo polimorfos contempla
também as formas amorfas, solvato e hidrato, apesar de as duas Ultimas possuirem composicdes
quimicas distintas (MILLER et al., 2005; AITIPAMULA et al., 2012).

Independente da divergéncia em relagdo a nomenclatura utilizada, ha o consenso de que
0 estudo das formas solidas (tanto do IFA quanto para excipientes) e as suas implica¢des nas
Industrias Farmacéuticas, sdo importantissimas. Sua avaliagdo deve ser feita no estudo de pre-
formulacdo e durante todo o ciclo de vida do produto, a fim de evitar o desenvolvimento ou
comercializagdo de uma forma sélida com caracteristicas indesejaveis (DESIRAJU; NANGIA,
2016).

A carbamazepina e o ritonavir sdo exemplos emblematicos de impacto negativo do

fendmeno do polimorfismo na area farmacéutica. Estudos conduzidos por Sehic e
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colaboradores (2010), demonstraram a existéncia de pelo menos quatro polimorfos anidros da
carbamazepina e uma forma di-hidratada. Os medicamentos com dosagem oral s6lida contendo
a carbamazepina sdo comercializados com a sua forma 11 anidra, que em temperatura ambiente
apresenta uma maior estabilidade termodinamica. No entanto, em solucdo aquosa, a forma di-
hidratada é a mais estavel. Em estudos de dissolucdo intrinseca e perfil de dissolucdo em
diversas marcas comerciais, observou-se a ocorréncia de transi¢do da forma Il para a forma di-
hidratada, menos soltvel (SEHIC et al., 2010).

No lancamento do medicamento Norvir®, era conhecida apenas uma forma cristalina
do seu IFA, considerada a forma estavel. Contudo, alguns anos depois, uma forma mais estavel
e menos soltvel (polimorfo ou forma 1) do que a forma até entdo conhecida surgiu durante o
processo de fabricacdo do medicamento levando a um grande prejuizo para o fabricante do
medicamento (CHEMBURKAR et al., 2002).

Portanto, com o proposito de assegurar que as atividades farmacocinéticas e
farmacodindmicas de um medicamento sejam eficazes para o paciente, € importantissimo
assegurar que a estrutura cristalina selecionada na etapa de desenvolvimento permaneca
inalterada durante todo o seu processo de fabricacdo e estocagem (RODRIGUEZ-ALLER et
al., 2015).

Sabe-se que para um farmaco possuir atividades terapéuticas, ele precisa se distribuir de
maneira eficiente nos meios fisioldgicos. A baixa solubilidade aquosa faz necessario o uso de
doses elevadas do IFA para torna-lo eficaz, podendo impactar diretamente na sua
biodisponibilidade e no acréscimo da sua exposicao bioldgica (KALEPU; NEKKANTI, 2015).

Mediante o Sistema de Classifica¢do Biofarmacéutico (SCB), desenvolvido por Amidon
e coladoradores em 1995, é possivel aplicar o conceito de solubilidade para os farmacos, ao
mesmo tempo em que correlaciona a dissolucdo in vitro com a absorc¢éo in vivo. Nesse contexto,
os farmacos podem ser divididos em quatro classes: classe | - alta solubilidade e alta
permeabilidade; classe Il - baixa solubilidade e alta permeabilidade; classe 11 - alta solubilidade
e baixa permeabilidade e classe IV - baixa solubilidade e baixa permeabilidade (AMIDON et
al., 1995). Dentre esses, 0s que oferecem 0s maiores desafios quando a eficacia terapéutica e
custo de producdo para as companhias farmacéuticas sdo os de baixa solubilidade (classe Il e
IV) (CERREIA VIOGLIO; CHIEROTTI; GOBETTO, 2017). Dentro das formas cristalinas de
um solido para acréscimo de solubilidade, a formacéo de sal de um IFA é o recurso mais
utilizado (SERAJUDDIN, 2007) seguido da formac&o de co-cristais e por ultimo, da utilizacdo
de polimorfos (SAINI et al., 2016; PORTELL et al., 2009).
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Sais sdo produtos oriundos de fortes ligacBes idnicas de um IFA ionizavel, com um
contra-ion de carga oposta, podendo este Gltimo ser organico ou inorgéanico. Essas interacdes
sdo mantidas, com a cristalizacdo, fornecendo moléculas sélidas carregadas. Um requisito, €
que deve ser mantida a estequiometria dos ions envolvidos para a manutencdo do equilibrio de
cargas (CERREIA VIOGLIO; CHIEROTTI; GOBETTO, 2017; BHATTACHAR,;
DESCHENES; WESLEY, 2006; BLAGDEN et al., 2007).

A escolha de se trabalhar com a forma salina, ndo se limita somente a melhorias na
solubilidade e dissolucao do IFA de origem (SERAJUDDIN, 2007; TAN; LOOTS; FRISCIC,
2016; SAAL; BECKER, 2013; COLLMAN et al., 2013). O sucesso da obtencdo de sais é
extensivo também para outros aspectos farmacoldgicos e tecnolégicos, tais como: melhor
estabilidade térmica, compressibilidade e fluidez do p6 (HALEBLIAN; MCCRONE, 1969;
TALACZYNSKA; DZITKO; CIELECKA-PIONTEK, 2016).

Engenharia de cristais é a area responsavel pelo estudo das interagdes intermoleculares
no reticulo cristalino, sua correlacdo com as propriedades fisico-quimica e o dominio desse
conhecimento para concepcdo de novas formas sélidas com caracteristicas melhoradas
(DESIRAJU; NANGIA, 2016). Para a selecdo de uma forma sélida de um farmaco, deve ser
levado em consideracédo a solubilidade, a estabilidade, viabilidade e a seguranca no processo
quimico, o custo-beneficio e a aceitacao clinica e regulatéria (HE; ORTON; YANG, 2018).

Como exemplo de aperfeicoamento das propriedades farmacéuticas, temos o
antiepilético lamotrigina. Foram desenvolvidas dez novas formas sélidas (sais e cocristais) e
suas propriedades foram comparadas com a base livre em relacdo a solubilidade, taxa de
dissolugdo e comportamento farmacocinético. O sal sacarinato de lamotrigina foi o que
apresentou a maior solubilidade aquosa e o maior nivel sérico apds uma dose oral Unica em
relacdo as demais avaliadas (CHENEY et al., 2010).

2.2 Caracterizagao e controle de qualidade de IFA e medicamentos

A caracterizacdo fisico-quimica no estudo de novas formas € essencial para as
industrias economizarem tempo e dinheiro no lancamento de produtos (VAN DE
WATERBEEMD; LENNERNAS; ARTURSSON, 2003; VAN DE WATERBEEMD, 2008).
Além disso, nos ultimos anos, os 6rgdos reguladores, como o Food and Drug Administration

(FDA) e International Conference on Harmonization (ICH), preocupados com o impacto das
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formas solidas, tém pressionado a industria farmacéutica a utilizar técnicas analiticas
inovadoras e metodologias, que gerenciem desde a etapa de desenvolvimento até o ciclo final
do medicamento, bem como se podera ocorrer ou ndo transicdo de fases (QIU et al., 2015).

As técnicas mais utilizadas na caracterizacdo dos IFA sdo: DRXM, DRXP,
espectroscopia (vibracional e magnética) e anélise térmica (DTA, DSC e TG) que podem ser
utilizadas isoladamente ou em conjunto (CERREIA VIOGLIO; CHIEROTTI; GOBETTO,
2017).

Além disso, existem algumas metodologias de rotina, tais como: solubilidade,
dissolucdo e estabilidade, que possibilitam a diferenciacdo e comparacdo das propriedades
fisico quimicas de diferentes formas solidas (BONFILIO et al., 2014; LEE; ERDEMIR;
MYERSON, 2011; BERNSTEIN, 2008).

Portanto, o gerenciamento qualitativo e quantitativo da forma cristalina adequada tem
se fortalecido na rotina dos laboratérios de Controle de Qualidade, com o principal proposito
de garantir a qualidade e seguranca do medicamento que é disponibilizado para a populacao
(CHIENG; RADES; AALTONEN, 2011; ATICI; KARLIGA, 2015; CENSI; DI MARTINO,
2015; QIU et al., 2015; NEWMAN; WENSLOW, 2016).

2.2.1 Difragéo de raios X

Difracdo € o fendmeno de espalhamento que ocorre quando uma onda encontra
obstaculos a sua propagacdo, tais como, orificios ou fendas. Raios X sdo radiacOes
eletromagnéticas de natureza ondulatdria, com caracteristicas semelhantes a luz que possuem
energia intermediaria entre os raios gama e ultravioletas (CULLITY; STOCK, 2001).

Os cristais funcionam como anteparos com fendas, e os raios X incidentes nesse cristal,
podem ser reemitidos em qualquer direcdo. Porém, quando estes se encontram em fases,
acontece uma interferéncia construtiva, e nesse caso, eles sdo espalhados pelos elétrons dos
atomos da rede cristalina, gerando um padrdo de difragdo caracteristico para cada forma sélida
(CULLITY; STOCK, 2001; TILLEY, 2014).

Em cristalografia, existem duas técnicas que utilizam raios X: difracdo de raios X por
monocristal (DRXM) e por policristais ou p6 (DRXP). A DRXM ¢ a técnica mais abrangente
para determinar a estrutura cristalina tanto de pequenas moléculas, como os farmacos, quanto

de macromoléculas bioldgicas, como as proteinas. A posicao e a intensidade relativa dos feixes
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difratados dependem da distancia e do nimero atdmico dos 4&tomos da rede cristalina (TILLEY,
2014). Com o registro dessas informacoes, é possivel deduzir a natureza dos atomos no cristal,
além de obter informacg6es como: comprimentos, angulos de ligacédo e de torcdo, detalhamento
sobre as distancias interplanares e interacdes intermoleculares. No caso das formas salinas e
coocristais, 0 conhecimento exato da estrutura cristalina contendo o IFA como ion (em sais) ou
coformador (em cocristais), auxilia no delineamento de medicamentos terapeuticamente mais
eficazes (PINDELSKA; SOKAL; KOLODZIEJSKI, 2017).

Um dos fatores limitantes para a aplicacdo da DRXM ¢ a obtengdo de monocristais com
qualidade adequada (sem defeitos, ndo geminados, tamanho entre 0,02 a 0,5 mm e estaveis
durante o experimento) para o experimento de difracdo. Porém, nas Gltimas trés décadas, o
desenvolvimento tecnoldgico de novos detectores e fontes de raios X, juntamente com o
lancamento de hardwares e softwares de computadores mais potentes, tém possibilitado a
utilizacdo de cristais que ndo preencham todos os requisitos citados acima, além da reducéo do
tempo necessario para a aquisicdo de dados e a interpretacdo dos resultados obtidos
(DESCHAMPS, 2010).

Um difratdbmetro de DRXP normalmente € um instrumento mais simples e
consequentemente mais barato do que um difratdmetro de DRXM. O experimento consiste em
dar condicdes para que a amostra cristalina espalhe a radiagcdo X quando a Lei de Bragg (n\ =
2d sen0) for obedecida, onde A é o comprimento de onda da radiagdo, d é 0 espacgo entre planos
cristalinos no cristal descrito por indices de Miller e 0 ¢ o angulo de espalhamento). Isso é feito
medindo-se a intensidade da radiacdo espalhada em funcdo do angulo de espalhamento
(PINDELSKA; SOKAL; KOLODZIEJSKI, 2017).

Cada forma sélida apresenta celas unitérias (tipos e dimensfes) e grupos de espaco
distintos acarretando em diferentes padrdes de difracdo de pé considerados suas “impressdes
digitais” (BONFILIO etal., 2014; JACON et al., 2017). Sendo assim, a técnica € muito utilizada
nas andlises de rotina de um determinado IFA, para identificar e quantificar (quando mais de
uma fase estiver presente) polimorfos, solvatos, sais e cocristais e monitorar a ocorréncia de
transicdo de fase (AITIPAMULA; CHOW; TAN, 2011; SANPHUI et al., 2016; PINDELSKA;
SOKAL; KOLODZIEJSKI, 2017).

A DRXP permite ainda verificar se um material solido é cristalino ou amorfo. A
cristalinidade da fase solida é inversamente proporcional a largura dos picos. Em amostras
amorfas é observado um halo largo numa ampla faixa angular ( WIEDMANN; NAQW!I, 2016).

Finalmente, desde o final do século XX a utilizacdo da técnica de DRXP para elucidar

a estrutura cristalina das moléculas tem se tornado cada vez mais constante para o caso de
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amostras que a obtengcdo de monocristal é dificil ou impossivel (BOULTIF, LOUER, 1991,
WERNER; ERIKSSON; WESTDAHL, 1985; SCARDI et al., 1999; RIETVELD, 1969).

2.2.2 Espectroscopia na regido do infravermelho

Espectroscopia de infravermelho se baseia na influéncia muatua entre a energia
eletromagnética e as vibragfes existentes nos atomos em uma molécula. As moléculas
absorvem na regido do infravermelho somente se seus momentos de dipolos forem alterados
por meio de vibracGes. Quando isso acontece, as cargas em movimento podem absorver um
foton e se deslocar do estado fundamental para niveis vibracionais mais excitados. A radiacéo
eletromagnética so serd absorvida pela molécula se a frequéncia de radiacdo no infravermelho
recebida for energicamente equivalente a uma dessas vibracdes inerentes da molécula
(PAJANDER et al., 2013; PAVIA et al., 2013; SILVERSTEIN, WEBSTER, KIEMLE, 2005).

A espectroscopia € vastamente utilizada na caracterizacao de substancias quimicas, visto
que diferentes grupos funcionais apresentam frequéncias de absor¢do especificas. Além disso,
como a estrutura cristalina varia de uma forma para a outra, mesmo que elas apresentem o
mesmo grupo funcional, seu espectro pode ser distinto em relacdo ao nimero e posicGes de
bandas, 0 que permite caracterizar inclusive diferentes polimorfos de uma mesma molécula
(PAVIA et al., 2013; PAJANDER et al., 2013; AYALA et al., 2006 ; ZIMMERMANN;
BARANOVIC, 2011).

Além disso, essa técnica também pode ser aplicada no monitoramento da ocorréncia de
transicdo de fases, processos de hidratacdo, desidratacdo ou amorfizacdo, em que as ligacoes de
hidrogénios desses solidos serdo susceptiveis a radiacdo, caso ocorra efeitos nas vibracdes
intramoleculares (AALTONEN et al., 2009). Também existem relatos que a espectroscopia
pode ser utilizada para avaliar se ocorreu ou ndo a troca de cargas entre um IFA e seu contra-
ion, na formacédo de sais, ou entre o coformador em cocristais, devido as interagdes entre 0s
atomos dos produtos obtidos serem diferentes do material de partida (CHILDS; STAHLY;
PARK, 2007; CHAKRABORTY; GANGULY; DESIRAJU, 2014; DORIGUETTO et al.,
2007; MARTINS et al., 2015).

A regido do espectro eletromagnético correspondente a regido do infravermelho pode
ser dividida em trés partes: o infravermelho préximo (NIR), o infravermelho médio (MID) e o

infravermelho distante. No caso de identificacdo de compostos organicos, a regido de maior
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aplicabilidade é a regido média (4.000 e 400 cm-+), visto que as bandas que aparecem nessa area
sdo consideradas como a impresséo digital para cada substadncia (AYALA; SIESLER,;
CUFFINI, 2008).

As amostras podem ser analisadas mediante a producdo de pastilhas com brometo de
potéssio (KBr) ou através um dispositivo de refletdncia total atenuada (ATR). A grande
dificuldade de se trabalhar com pastilhas de KBr € sua higroscopicidade, podendo interferir no
resultado (PAVIA et al., 2013). A grande vantagem da utilizacdo do ATR, € que as amostras
ndo requerem um preparo inicial, e ndo ocorre nenhuma pressao na preparacao dessas amostras.
Essa é a metodologia ideal para analises de polimorfos, pois a pressao necessaria para o preparo
das pastilhas de KBr pode induzir a ocorréncia de transicdes de fase. (CHIENG; RADES;
AALTONEN, 2011; BONFILIO et al., 2014).

2.2.3 Anélise Térmica

De acordo com a Confederacdo Internacional de Andlise Térmica e Calorimetria, anélise
térmica € um conjunto de técnicas em que se monitora uma propriedade fisica de uma
substancia em funcéo da temperatura (CERREIA VIOGLIO; CHIEROTTI; GOBETTO, 2017).
Sabe-se que cada substancia apresenta propriedades termodinamicas individuais, tais como:
capacidade calorifica, entalpia e entropia. Sendo assim, esse grupo de técnicas é considerado
uma poderosa ferramenta, utilizada na caracterizacdo de farmacos e medicamentos (COLMAN
et al., 2016; HAINES, 2002). Dentre essas técnicas, as que possuem maior aplicacdo em
Ciéncias Farmacéuticas na caracterizacdo dos IFAs sdo: Calorimetria Exploratéria Diferencial
(DSC), a Termogravimetria (TG ou TGA) e a Andlise Térmica Diferencial (DTA).

A utilizacdo de DSC apresenta algumas vantagens, tais como: gerar resultados rapidos,
apresentar baixo custo, pouca utilizacdo de amostra, versatilidade, além de ser uma técnica
ecologicamente adequada (VERMA; GARG, 2004; VERMA,; GARG, 2005; LILTORP;
LARSEN; WILLUMSEN, 2011; LAVOR et al., 2012; JULIO et al., 2013). Sua aplicacéo
contempla 0 monitoramento e avaliacdo de transi¢éo de fase, ponto de fusdo, transicéo vitrea,
cristalinidade, estudos cinéticos e estabilidade fisica de farmacos. Como cada solido possui uma
curva termo analitica caracteristica, a técnica também é considerada como impressao digital do
material além de poder ser parametro para o controle de pureza da substancia (HAINES, 1995).

Seu principio de funcionamento é baseado em um programa de temperatura ja definido, em que
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ocorre 0 aquecimento ou resfriamento da amostra de interesse e a substancia referéncia. Essa
diferenca de calor entre a amostra e o material de referéncia é monitorada em funcdo da
temperatura. Em eventos exotérmicos ocorre perca de calor da amostra. J& nos processos
endotérmicos, uma quantidade extra de energia é fornecida para a amostra de interesse (
BERNAL et al., 2002; VIOGLIO; CHIEROTTI; GOBETTO, 2017).

Existem dois tipos de equipamento disponiveis no mercado: DSC por compensacao de
poténcia ou por fluxo de calor. Apesar de ambos possuirem a mesma sensibilidade, o requisito
para a sua escolha se baseia no objetivo pretendido. Os que utilizam compensacgéo por poténcia
propiciam a aplicacdo de fluxos de aquecimento ou resfriamento mais elevados e tanto a
amostra quanto a referéncia possuem a mesma temperatura mantida por aquecedores elétricos
individuais. Os equipamentos que envolvem fluxo de calor, possuem uma linha de base mais
estavel e tanto amostra como a referéncia, armazenadas em suportes individuais, sdo colocadas
sobre um disco de metal, que é o responsavel pela troca de calor entre o forno e a amostra
(CRAIG, 2006; BERNAL et al., 2002).

Em relacdo a TG, a técnica quantifica alteracBes da massa inicial da amostra utilizando
uma termobalanca em funcdo da temperatura ou tempo. Essa alteracdo da massa pode ser o
resultado de uma transformacao fisica, por exemplo: sublimacéo, evaporacdo ou condensacéo,
ou quimica, tais como: degradacio e oxidacio (MOTHE; AZEVEDO, 2002). Mediante a um
programa de temperatura controlado, sdo avaliados se ocorreu perda ou acréscimo de massa da
amostra devido, respectivamente, a decomposicdo térmica, ou a incorporacdo de atomos ou
moléculas de algum componente do ambiente (CAVALHEIRO et al., 1995).

Em caracterizacdo de farmacos, suas principais aplicacdes sdo: avaliacdo da presenca
de agua na estrutura; observacao se ocorre decomposicao, oxidacao e reducao; monitoramento
da estabilidade térmica da amostra; estimacdo sobre a sua vida Util; e o estabelecimento de
condicdes adequadas de fabricacdo e armazenamento (GIRON, 2002; PINDELSKA; SOKAL,;
KOLODZIEJSKI, 2017). Atualmente, a TG vem sendo muito utilizada em estudos de pré-
formulacdo para avaliar a compatibilidade de farmacos e excipientes, visto que interagdes
quimicas e fisicas podem impactar estabilidade de cada constituinte, e a seguranca e a eficacia
terapéutica do IFA (DING et al., 2017; ROSASCO et al., 2018; LEITE et al., 2017).

Para a obtencéo de resultados reprodutiveis, tanto no DSC, quanto no TG, alguns fatores
devem ser monitorados durante o experimento, tais como: razdo de aquecimento, quantidade e
método de preparo da amostra, vazao e tipo de gas de controle da atmosfera do forno de DSC
(BERNAL et al., 2002; CAVALHEIRO et al., 1995).
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2.2.4 Solubilidade

Diferentes formas solidas de um IFA, por possuirem distintas interacdes
intermoleculares, podem apresentar grande diferenca na energia interna e entalpia do seu habito
cristalino (HEALY et al., 2017). Essas particularidades no seu empacotamento, geralmente
acarretam em propriedades farmacocinéticas muito distintas (AGUIAR; ZELMER, 1969;
SINGHAL; CURATOLDO, 2004).

A solubilidade tem sido uns dos pardmetros mais estudados nos Gltimos 20 anos, pois
acopladas com outras propriedades, como lipofilicidade, ionizacdo e permeabilidade,
desempenham um papel de destaque na selecdo de novas moléculas com potencial
farmacoldgico semelhante ao de determinados medicamentos (VOLGY| et al., 2010). Também
se fazem essenciais para a otimizacdo de formulagdes via oral, selecéo de sais e a classificagcdo
no sistema biofarmacéutico (BOX et al., 2006; LIPINSK et al., 2001).

Existem trés defini¢Ges para solubilidade: cinética, termodinamica e intrinseca. Os dois
primeiros diferem quanto 0 momento em que ocorre a determinacdo da concentracdo do IFA.
Na cinética, ela é determinada imediatamente ap6s a formacdo de precipitado induzido. Na
termodindmica ou de equilibrio, a concentracdo sé é avaliada em solucdo saturada apés agitacédo
por um tempo determinado. A intrinseca se refere a solubilidade em equilibrio de um é&cido
fraco em meio acido ou em meio basico para uma base fraca em um valor de pH em que ela
estara completamente ndo ionizada (BOX et al., 2006; LIPINSK et al., 2001; AULTON, 2005).

Apesar de hoje em dia existir diversas técnicas para se determinar a solubilidade em
equilibrio, a mais utilizada no mundo inteiro com propositos regulatorios e cientificos é a do
shake-flask (BRASIL, 2013; BAKA; COMER; TAKACS-NOVAK, 2008). Essa técnica
consiste em adicionar um excesso de IFA, em um volume fixo de diferentes meios aquosos, na
faixa de pH fisioldgico, sob temperatura e agitagcio constante (BAKA; COMER; TAKACS-
NOVAKT, 2008). O limitante dessa técnica, é que dependendo do composto, o tempo para que
a solucdo atinja o equilibrio é demasiadamente longo (SHOGHI et al., 2013).

Existe uma opcao mais agil para determinacdo de solubilidade de sais, por uma técnica
potenciométrica desenvolvida por Sirius Analytical Ltd (AVDEEF, 1998; AVDEEF |,
BERGER, BROWNELL, 2000). Seu principio é baseado em sucessivas etapas de
supersaturacéo e subsaturacdo do farmaco, moduladas por adi¢des de pequena quantidade de
base ou acido no IFA. A solubilidade das substancias ionizaveis depende do pH do meio e do

seu pKa. Portanto, para prever e simular a biodisponibilidade desses compostos, € necessario
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tracar perfil de solubilidade em diferentes valores de pH (AVDEEF, 1998; AVDEEF |,
BERGER, BROWNELL, 2000).

E comum encontrar dados de solubilidade discrepantes para um IFA. Observa-se que
variacdes na temperatura do experimento, tempo de sedimentacao, tipo de tampdo e técnica de
separacdo de fases, podem afetar drasticamente os resultados (BAKA; COMER; TAKACS-
NOVAK, 2008).

Finalmente, uma das grandes aplicacfes atuais do estudo de solubilidade € na
diferenciacdo entre polimorfos, tanto no contexto das oportunidades de melhoria de
performance quando no desafio da expectativa de regulamentacdo por partes das agéncias
reguladoras como FDA e ANVISA (VIANA et al., 2018; JACON et al., 2017; BONFILIO et
al., 2012; BONFILIO et al., 2017; BONFILIO et al., 2014; SANTOS et al., 2014).

2.2.5 Teste de dissolucéo

Dissolucdo é a transferéncia de moléculas ou ions de um estado sélido para a solugéo,
sendo que o seu principal mecanismo de controle é a afinidade que o s6lido possui com o0 meio
(BANAKAR, 1992; AULTON, 2005). Desintegracdo, desagregacdo e dissolucdo séo 0s
processos envolvidos na liberagcdo de um farmaco da sua formulacdo. Quanto mais rapidos esses
eventos acontecem, maior sera a taxa de dissolucdo apresentada por esse farmaco (MOURAO
etal., 2010; SERRA; STORPIRTIS, 2007).

No caso de medicamentos que sdo de liberacdo imediata, existem trés tipos de ensaio de
dissolucdo que podem ser empregados para a comparacdo da eficiéncia de dissolucdo dos
produtos farmacéuticos: dissolucdo pontual; teste de dissolucdo envolvendo dois pontos e perfis
de dissolucdo. Os ensaios que envolvem um e dois pontos de coleta sdo basicamente aplicados
na rotina de controle de qualidade de um medicamento (SERRA; STORPIRTIS, 2007; PASA
et al., 2008).

Com o perfil de dissolugdo obtém-se informacdes bastante relevantes como: quantidade
méaxima dissolvida, tempo médio de dissolucdo, pontos em que ocorrem mudancas
significativas, eficiéncia de dissolucdo e velocidade de dissolugéo, que pode ser rapida ou muito
rpida. De acordo com a RDC 31, para ser considerado de dissolucdo répida deve haver a

dissolugdo de minimo 85% do IFA da formulacdo em 30 minutos; e para ser considerado de
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dissolugdo muita répida os 85% deve ser atingido em 15 minutos (BRASIL, 2010; EMAMI,
2006).

A Curva de perfil de dissolucdo serve como ferramenta no desenvolvimento da
formulacéo ideal e na deteccdo de alteragcdes oriundas da etapa de fabricacdo que poderiam
comprometer a performance do medicamento. Além disso, fornece informagdes relevantes para
os estudos de bioequivaléncia de medicamentos genéricos ou similares e de biodisponibilidade
tanto para novos produtos, quanto para polimorfos (VIANA et al., 2018).

Sabe-se que diferentes formas solidas podem possuir biodisponibilidade diferentes,
sendo que a ndo concordancia entre a eficiéncia das formulagbes podem ser atribuidas a
ocorréncia de polimorfismo (DE RESENDE et al., 2016). Portanto, o desenvolvimento de um
método de dissolucdo deve também ser eficiente para a avaliacdo da ocorréncia de transicdo de
fases, principalmente para os farmacos de baixa solubilidade (SERRA; STORPIRTIS, 2007;
PASA et al., 2008; BONFILIO et al., 2014).

Um ensaio de perfil de dissolugdo considerado ideal é aquele em que ele é
discriminativo, sendo possivel predizer o comportamento de uma formulagdo no organismo
humano, com dados obtidos in vitro (PORTA; YAMAMICHI; STORPIRTIS, 2002).

Dependendo das caracteristicas da formulacdo e do IFA, das condigdes de dissolucao
empregadas, tais como velocidade de rotacdo, tipo de aparato, tempo de analise e meio de
escolha, pode-se obter curvas de dissolucéo bastante diferentes (EMAMI, 2006).

Para a escolha do meio de dissolucdo ideal, primeiramente deve-se levar em
consideracdo o pKa, a solubilidade, e a estabilidade do IFA e sua classificacdo biofarmacéutica.
Dependendo do valor de pH, podera ocorrer degradacgdo do IFA. Além disso, o farmaco podera
estar protonado ou desprotonado dependendo do pH do meio e de seu pKa, afetando na sua
absor¢cdo (MARCOLONGO, 2003). O FDA preconiza trabalhar com valor de pH que esteja
contemplado na faixa de pH fisiologico (1,2-7,5). Se for necessario trabalhar com condicGes
fora dessa faixa, necessita-se de comprovacdo, baseado em dados experimentais e cientificos
(BRASIL, 2013; FDA, 1997).

Ainda em relacgdo a selecdo do meio, é desejavel que se mantenha a condigéo sink, que
representa o volume de meio necessario para se distanciar da saturacdo do meio. Geralmente, o
volume de dissolucéo que se costuma trabalhar é de 500 mL, 900 mL e 1000 mL. Seu principal
objetivo é assegurar que a velocidade de dissolucdo de um farmaco ndo sera afetada pela
concentragéo de saturacéo do meio (FDA, 1997).

Se o IFA for de classe Il ou IV, o pH do meio impactara profundamente na sua

solubilidade, o que requer otimizar essa varidvel. Em muitas situagdes, 0s meios aquosos ndo
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correspondem a condig&o sink (sink condition), sendo necessaria a utilizagdo de surfactantes
para melhorar a dissolucdo de farmacos pouco sollveis ou insoliveis. Basicamente, seu
mecanismo de acdo € vinculado com a reducdo da tensdo superficial entre as particulas
dissolvidas do farmaco e o meio de dissolucdo, promovendo um acréscimo na umectacdo
(molhabilidade) do IFA (FONSECA, 2006).

Para a avaliacdo do ensaio de dissolucdo das formas de uso oral sélidas, utiliza-se com
mais frequéncia o aparato do tipo | (cesta) com velocidade de rotacdo de 50, 75 e 100 rpm ou
do tipo Il (pd) com velocidade de rotacdo de 50 ou 75 rpm. O conteddo do meio de cada cuba
é agitado por um desses dois aparatos (MARCOLONGO, 2003). S&o descritos em literatura,
outros aparatos, como o aparelho de cilindro reciproco e célula de fluxo, porém, o de cesta e 0
de pa sdo os mais utilizados devido a simplicidade da sua utilizacdo, robustez e aplicacdo em
uma ampla faixa de produtos (MANADAS; PINA; VEIGA, 2002).

O fator limitante da utilizacdo dos aparatos do tipo I e Il € quando ocorre a necessidade
de avaliacdo da dissolucdo em meios com diferentes valores de pH. No caso do aparato I, é a
ocorréncia de blogueio parcial dos orificios da cesta, devido a deposicdo de uma pelicula de
revestimento. J& no caso do aparato |1, capsulas podem flutuar na superficie (MARCOLONGO,
2003).

Portanto, a dissolucéo serve como ferramenta para controlar a qualidade dos produtos
de linha, direcionar o desenvolvimento das formulagdes e a comprovar que a eficacia é mantida
guando o medicamento sofre determinadas modificacdes (ABUZARUR-ALOUL et al., 1997;
ADAMS et al., 2001; BRASIL, 2010).

2.3 Buclizina

Diversos fatores fisiolégicos, comportamentais e emocionais, além de algumas crencas,
estdo interligados entre si e influenciam na alimentacdo do individuo e no seu bom estado
nutricional (NASR; DRURY, 2008). Um estudo realizado nos Estados Unidos aponta que
aproximadamente 1% dos adultos norte-americanos poderdo desenvolver quadros de anorexia
nervosa em algum momento das suas vidas (UDO; GRILO, 2018).

Especial atencdo tem sido dada a anorexia infantil, que na maioria dos casos, mesmo

ndo envolvendo nenhuma patologia, € preocupante, pois se o quadro de reducdo da vontade de
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comer nao for revertido, o desenvolvimento fisico serd comprometido por causa da ingestdo
inadequada de nutrientes (SASTRY et al., 2017).

Existem algumas enfermidades que promovem a falta ou diminuicdo de apetite: fibrose
cistica, cancer, AIDS e algumas doencas neurodegerativas (HOMNICK et al., 2005; GARCIA
et al., 2013; ROENM, 1996). Além disso, estima-se que em torno de 35 % a 65 % dos idosos
hospitalizados nos EUA desenvolvam quadros de reducdo de apetite ou de desnutricdo
(REUBEN et al., 2005).

Em todas as situacfes descritas acima, a utilizacdo de substancias orexigenas € utilizada
para estimular o consumo alimentar (HOMNICK et al., 2005). O mecanismo de a¢do dos
estimulantes de apetite ndo é muito conhecido e podem ser oriundos de efeitos secundarios de
diversas classes de medicamentos, tais como: a) derivados do horménio progesterona; b)
canabioides; ¢) horménios do crescimento; d) hormonios anabodlicos; e) antagonistas da
histamina e serotonina (NASR, 2008).

A buclizina foi langada no mercado farmacéutico em 1955 como medicamento anti-
histaminico considerado de elevada eficdcia em uma ampla faixa de aplicacdo em doencas
alérgicas, baixa incidéncia de efeitos colaterais e efeito prolongado (MORREN et al., 1951).
Suas formulag@es solidas continham o seu sal dicloridrato com o nome de Vibazine (EVERETT
GAILLARD; WHITE PLAINS; IT, 1955). No entanto, apds cinco anos do seu lancamento,
médicos que prescreviam a buclizina como anti-histaminico e, ou anti-serotoninico, perceberam
um aumento notavel de apetite e consideravel ganho de peso de seus usuarios (HIGA,;
MICELLI; ASTOLFI, 1969). Sendo assim, a buclizina comecgou a ser utilizada também para
essa finalidade.

O dicloridrato de buclizina ou 1-[(4-clorofenil)fenilmetil]-4-[[4-(1,1-dimetiletil)fenil]-
metil]piperazina (BCZH2.Cl.), que contém a espécie dicatidnica (BCZH2?*) mostrada na Figura
1, é um pé cristalino branco ou levemente amarelado, praticamente insolivel em agua,
fracamente solivel em propano-1,2-diol, muito ligeiramente solivel em etanol 96 %
(BRITISH, 2017).

A fragdo correspondente ao grupamento terc-butilbenzil é encontrado em drogas com
propriedades anti-eméticas, anti-histaminicas e contra a enxaqueca. O substrato clorobenzhidril
é 0 esqueleto de farmacos pertencentes a familia dos derivados piperazinicos, tais como
ciclizina, cinizarina, meclizina, cetirizina, hidroxizina, dotarizina e buclizina (SVETLANA,;
TIMOTHY; HESSEL, 2016). Sua faixa de aplicacdo € muito ampla, sendo utilizada em casos
de nausea, vOmito, enxaqueca, doencas alérgicas e como estimulante do apetite
(MARTINDALE, 1997).
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Em relacdo ao seu mecanismo de agdo para o controle de vémito, sabe-se que a area do
cerebro que controla essa atividade é chamada de centro do vomito. Essa regido é vastamente
rica em neurbnios muscarinicos colinérgicos e em receptores histaminicos, que estdo
envolvidos na transmissdo de impulsos do centro vestibular para esse local do cérebro. A
cinetose, ou doenca do movimento, esté relacionada com excessivos estimulos sensoriais nessa
via, acarretando em enjoos, tonturas e vomitos. Portanto, a BCZ por possuir agdo anti-
colinérgica, blogqueia os receptores muscarinicos. Além disso, impede a ligacdo da histamina
no seu local de acdo, inibindo dessa maneira, sua atividade emética (KATZUNG; MASTERS;
TREVOR, 2014). Possui também correlacao no tratamento de vertigem, associado as desordens
do sistema vestibular, porém, seu mecanismo de agdo nesse caso, ainda ndo estd bem
estabelecido (MARTINDALE, 1997; COURA; SOLI; BEZERRA, 1968).

Como anti-histaminico, sabe-se que seu mecanismo de acdo é devido ao bloqueio por
meio da ligagdo competitiva reversivel com receptores H1 e a aplicacdo desse farmaco em
doencas alérgicas é bem antiga (EVERETT GAILLARD, 1955; KATZUNG; MASTERS;
TREVOR, 2014).

Além disso, possui elevado efeito orexigeno e devido a essa acdo é atualmente
comercializado na forma de comprimidos, como estimulante de apetite. Porém, nessa situacéo,
seu efeito farmacolégico ainda ndo foi bem elucidado (EVERETT GAILLARD, 1955;
KATZUNG; MASTERS; TREVOR, 2014).

Algumas hipoteses foram levantadas para tentar elucidar o mecanismo de agdo do
farmaco. E de acordo com o fabricante do medicamento comercial Buclina®, seu efeito é
mediante uma acao hipoglicemiante que estimula o centro do apetite existente na regido do
hipotalamo. Efeitos hipoglicemiantes em criancas foram observados ap6s duas horas e meia da
sua ingestdo (BETTIN; RAFFAGHELLI, 1961).

Considerando a relevancia farmacéutica da BCZ destacada acima, chama aten¢éo o fato
de ndo ter sido publicado até o momento nenhuma estrutura cristalina constituida por essa
molécula, seja como base livre (forma monocomponente ou formas multicomponentes do tipo
hidrato/solvato ou cocristal) seja como espécies catidnicas pH-dependente (0 monoéacido
(BCZH") ou o diacido (BCZH2?*) na forma de sais (FIGURA 1). Ou seja, a estrutura no proprio
API (BCZH2Cl>) é desconhecida. 1sso por si so ja poderia ser considerado uma motivacao para
seu estudo estrutural. Contudo, além disso, o fato de ndo existir na literatura sua classificacao
no Sistema de Classificacdo Biofarmacéutico (SCB) a despeito de 0 BCZH,Cl; ser considerada
de baixa solubilidade (0,246 ng.mL™?) (DRUGBANK; 2018) oferece outra motivacio para o

seu estudo, agora sob o ponto de vista farmacéutico. A relevancia do estudo € elevada a um
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patamar com viés de aplicacdo tecnoldgica, tendo em vista os relatos de problemas de queda de
estabilidade e dissolugdo deste IFA em comprimidos por parte da industria. Finalmente, o fato
de a BCZ poder gerar trés espécies pH-dependente em solucio, BCZ-BL , BCZH* e BCZH,?*,
motivou tentar-se cristalizar sua base livre e diferentes sais mono e diécidos, principalmente
par monoé&cido/diacido tendo o contraion cloreto (Cl.), BCZHCl e BCZH2Cls, por ser o anion

constituinte da forma comercial da BCZ.
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3 OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivos gerais a determinacao estrutural de formas sélidas da

BCZ e a avaliagdo de algumas propriedades fisico-quimicas de interesse farmacéutico.

Os objetivos especificos foram:

a) determinar a estrutura do BCZH>Cl,, forma presente nas formulagdes solidas desse
medicamento;

b) obter novas formas sélidas incluindo a base livre e outros sais;

¢) determinar a estrutura cristalina das novas formas cristalinas obtidas;

d) caracterizar as formas solidas obtidas por PXRD, IR-ATR, DSC, TG e CLAE;

e) estudar a estabilidade quimica dos comprimidos contendo a forma BCZH2CI2 (sal
cloreto didcido), em comparacdo com os comprimidos das formas BCZHCI (sal
cloreto monoacido) e BCZ-BL (base livre);

f) validar parcialmente as metodologias de andlise para determina¢do da solubilidade,
perfil de dissolucao e estabilidade das formas solidas da BCZ;

g) determinar a solubilidade do BCZH2CI12 em comparacao com as formas BCZHCI e
BCZ-BL em diferentes pHs fisiologicos;

h) estabelecer o perfil de dissolugdo dos comprimidos de BCZH2CI2 em comparagao

com as formas BCZHCl e BCZ-BL.
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4 MATERIAIS E METODOS

As metodologias empregadas incluiram: i) modificacbes quimicas e de cristalizacdo
(Engenharia de cristais) para obtengéo de diferentes formas da BCZ; ii) determinacdo estrutural
das formas obtidas por difracdo de raios X de monocristal (DRXM); iii) caracterizacdo das fases
obtidas por meio de difracdo de raios X de pé (DRXP),espectroscopia na regido do
infravermelho (IV) e andlises térmicas (calorimetria exploratoria diferencial - DSC e
termogravimetria - TG).

Posteriormente, foram realizados ensaios de teor, estabilidade, solubilidade e perfil de
dissolucdo comparando material policristalino puro ou comprimidos de trés diferentes formas
da BCZ: a BCZ-BL, 0 BCZHCI e 0 BCZHCl.>.

4.1 Amostras, reagentes, vidrarias e equipamentos

4.1.1 Amostras — Matéria Prima

Os testes em laboratdrio iniciaram-se em setembro de 2017 e para isso, foi utilizada a
matéria prima de BCZH2Cl. (TABELA 1).

Tabela 1- Informagdes do IFA adquirido para o desenvolvimento do trabalho

Matéria Prima Fornecedor Lote Quantidade Validade
BCZH,Cl, D.K.Pharmachem PVT 629657 259 30/01/2021
BCZH,Cl, D.K.Pharmachem PVT 629658 259 30/01/2021
BCZHCl, D.K.Pharmachem PVT 757612 270 ¢ 30/04/2022

Fonte: Da autora.

Para a produgdo dos comprimidos da BCZ-BL, do BCZHCI e do BCZHCl», foram
utilizados os seguintes excipientes: celulose microcristalina, lactose monohidratada, amido de

milho, polividona K30, estearato de magnésio vegetal.
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4.1.2 Reagentes e Vidrarias

Hidroxido de sodio, p.a., (NaOH), Fluka®;

Acetato de sodio anidro, Merck®;

Acido acético, Merck®;

Acido citrico monohidratado, Merck®;

Acido fosforico, Merck®;

Acido cloridrico (HCI) 1N, Merck®;

Acido bromidrico (HBR) p.a. Dindmica®;

Acido nitrico (HNO3) p.a, Dindmica®;

Acetato de etila, Dindmica®;

Acetato de sodio triidratado, Merck®;

Lauril sulfato de sodio (LSS), Merck®;
Hidrogenofosfato de potassio, Merck®;

Metanol, Merck®;

Acetonitrila, Merck®;

Cloroférmio, Synth®;

Etanol, Dindmica®;

Acetona, Sigma Aldrich®;

Agua ultrapura (Milli-Q- Merck-Millipore®),

Coluna: Waters®, X bridge C18 (150 x 4,6 mm-5 pum);
Filtro PALL life sciences®, Valuprep-25 mm com 0,45 pm-membrana Nylon;
Filtro PALL corporation®, acrodisc PSF-25 mm com 0,45 um -membrana GHP;
Papel de filtro Whatman®;

Vidrarias grau analitico.

4.1.3 Equipamentos

Os equipamentos utilizados no projeto estdo elencados de acordo com as estruturas

laboratoriais disponiveis para a execucdo das atividades.
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a) equipamentos disponiveis no laboratorio Nucleo Controle de Qualidade (UNIFAL-
MG):
- calorimetria Exploratéria Diferencial, marca NEZSTCH®, modelo DSC Syrius
3500 (Alemanha);
- durémetro de bancada auténomo, marca Nova Etica®, modelo 298 ATTS (S&o
Paulo, SP, Brasil);
- espectrofotdmetro na regido do infravermelho por transformada de Fourier 1V
FT Shimadzu®, modelo Prestige-21- (Toquio, Japdo);
- friabildmetro, marca Nova Etica® (S&o Paulo, SP, Brasil);
- aparelho para medida de fuséo, marca Gehaka®, modelo PF 1500 (S&o Paulo, SP,
Brasil);
- balanca analitica, marca Marte®, modelo AY 220 (Sao Paulo, SP, Brasil);
- balanca analitica, marca Acculab®, modelo ALC 210.4 (S&o Paulo, SP, Brasil);
- balanca de topo Acculab®, modelo VIC 303 (S&o Paulo, SP, Brasil);
- sistema purificador de 4&gua Gehaka®, modelo osmose reversa 10 LTH (Séo Paulo,
SP, Brasil);
- sistema purificador de agua—agua ultrapura Milli-Q, Millipore®;
- medidor de pH Marconi®, modelo PA 200 (Piracicaba, SP, Brasil);
- aparelho de banho de ultrassom Unique®, modelo USC 2800A (Indaiatuba, SP,
Brasil).
b) equipamentos disponiveis no laboratorio de Cristalografia (UNIFAL-MG):
- difratbmetro de raios X de p6 Rigaku®, modelo Ultima IV (tipo I1) (T6équio, Japdo).
c) equipamentos disponiveis no laboratdrio de Caraterizacdo de Farmacos(UNIFAL-
MG):
- termobalanca S11 Nano Technology®, modelo TG/DTA-7300 (Téquio, Japao).
d) equipamentos disponiveis no laboratorio Tecnologia de Fermentacdes (UNIFAL-
MG):
- peneiras para analise granulométrica BerTel®, com aberturas de 106 mm/um; 75
mm/um; 53 mm/pum e 45 mm/um (Caieiras, SP, Brasil).
e) equipamento disponivel no laboratdrio Tecnologia Farmacéutica (UNIFAL-MG):
- compressora rotativa Lemaq® modelo LM08B (Diadema, SP, Brasil);

f) equipamento disponivel no Laboratério de Cristalografia (UFJF);
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- difratbmetro de monocristal, Oxford®, Modelo Gemini A-Ultra, equipado com
detector Atlas CCD wusando raios X (Ko do Molibdénio ou Cobre)
monocromatizado por cristal de grafite.

g) equipamento disponivel no Laboratorio de AS&T (PHARMANALYTICA,;

-NOVARTIS-LOCARNO- Switzerland):

- Sistema CLAE FAST AGILENT® HP1200 equipado com bomba binéria SL,
degaseificador a vacuo integrado, auto amostrador com injetor de 100 pL, forno de
coluna, detector DAD-SL-Software Chromeleon 6.8 (USA);

- balanca analitica Metler toledo®, XP205 (Switzerland);

- dissolutor Sotax® (n=8) aparato I, AT 7smart (Switzerland);

- agitador magnético, 2 mag magnetic e motion®, mix 15 eco (Switzerland);

- agitador orbital, Ks 501 digital (Switzerland);

- agitador do tipo vdrtex, marca: Labnet®, modelo: VX-200- Ultrassom Branson;
8510 R MT- (Switzerland);

- pH-metro — Metrohm®; 780 pH meter (Switzerland);

- pipetador automatico, Eppendorf Reference® 100uL-1000uL (Switzerland);

- pipetador automatico, Eppendorf Researcher® plus 10uL-100uL (Switzerland);

- camara climéatica Mecalor® — 40 °C e 75 % UR-(Switzerland).

4.2 Obtencao de monocristais e material policristalino

S8o descritos abaixo os procedimentos para obtencdo dos materiais policristalinos
usados na caraterizacao e estudos fisico-quimicos e dos monocristais usados para se determinar

as estruturas por DRXM.

4.2.1 Obtencdo da base livre de buclizina

A obtencdo da base livre (BCZ-BL) consistiu em uma etapa importante desse projeto
para a comparagdo de suas propriedades fisico-quimicas com a forma comercializada

(BCZH:Cl>), além de servir de material de partida para a obtencao de outros sais. A BCZ-BL
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foi obtida, a partir da solubilizagdo de 1,0 g de BCZH>Cl, comercial, solubilizado em 500 mL
de etanol:agua (1:1 v:v) sob a adicdo de NaOH 1 mol.L?, até que ocorresse a turvacgdo da
solucéo, que ocorreu em pH 5,8. O material obtido foi deixado em repouso durante 13 dias, até
ser coletado e armazenado para posterior analise. O precipitado obtido foi peneirado, para obter
um tamanho de particula homogéneo, atraves de uma tela de aco inoxidavel, e a fracdo entre as

malhas de 200 (75 um) e 270 (53 um) mesh foi separada para as anélises posteriores.

4.2.2 Obtengdo de policristais do monocloridrato de buclizina

O BCZHCI também foi obtido a partir do BCZH.Cl, comercial, solubilizado em uma
mistura de metanol: agua (1:1 v: v) apds adicdo de NaOH 1 mol.L* até pH 4,8. Apds 13 dias
de repouso, o sélido formado foi separado da solucdo sobrenadante, seco em dessecador por 24

horas, tamisado (200-270 mesh) e armazenado para posterior anélise.

4.2.3 Obtengéo de monocristais de buclizina: BCZH2Cl>, BCZHCI

Monocristais de BCZHCI foram obtidos pela técnica de difusdo de vapor. Para tanto,
2,0 mg de policristais de BCZHCI foram dissolvidos em 0.5 mL de acetona dentro de um béquer
de 10 mL, o qual foi colocado dentro de um frasco maior contendo 2,5 mL de cloroférmio. O
sistema foi fechado e deixado em repouso até surgirem os primeiros monocristais, que ocorreu
em aproximadamente 15 dias.

Monocristais de BCZH2Cl» foram obtidos pela técnica de evaporacdo lenta de solvente,
sendo que 3,0 mg do BCZH.Cl, matéria prima foi solubilizada em mistura de solventes
etanol:agua (1:1 v:v) e aquecida em banho-maria até a temperatura de 75 °C (temperatura
proxima da ebulicdo do etanol). Deixou-se a solugdo resfriar até a temperatura do ambiente e
na sequéncia, foi transferida para uma geladeira a uma temperatura de 8 °C. Monocristais

adequados para experimentos de difracdo de raios X formaram-se apos 21 dias.
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4.3 Determinacdo estrutural por difracdo de raios X por monocristal

A selecdo dos cristais apropriados para o experimento de DRXM foi feita utilizando um
microscopio Otico com luz polarizada. As medidas de DRXM foram realizadas no
Departamento de Quimica da Universidade Federal de Juiz de Fora. Os dados foram coletados
a 293 K usando a radiagdo MoKa ou CuKa. As estruturas foram resolvidas com o software
Sir2014 (CRISTINA et al., 2014) e refinadas com o software SHELXL2013 (SHELDRICK,
2008).

Todos os atomos, exceto os de hidrogénio, foram identificados e refinados por minimos
quadrados de matriz completa em F2, com os pardmetros térmicos anisotropicos. As tabelas
cristalogréficas foram geradas pelo WinGX (FARRUGIA, 2012) e os softwares Mercury
(MACRAE, 2008) e ORTEP (FARRUGIA, 1997) foram usados para gerar as representacdes
gréaficas dos dados cristalinos.

Os atomos de hidrogénio foram posicionados estereoquimicamente com comprimentos
fixos de ligacdo C-H (ou N-H) de 0,98, 0,93, 0,96, 0,97 e 0,98 A para os grupos amino,
aromatico, metilico, metileno e metino, respectivamente. Além disso, 0s parametros térmicos
isotropicos de todos os hidrogénios foram correlacionados com os deslocamentos térmicos
isotropicos equivalentes dos atomos ligados a eles [Uiso (H) = 1,2Ueq (N-amino, C-aromatico,
C-metileno, C-metino) ou 1,5Ueq (C - metilico)]. O parametro de Flack do BCZHCI foi
refinado de forma confidvel para 0,02(2) (dados medidos usando o CuKa) com boa
convergéncia de Friedel (FLACK, 2003; CIANCI et al., 2005; FLACK, 1983; PARSONS;
FLACK, 2004). A configuracédo absoluta do enantiomero (R) foi utilizado para representar sua
unidade assimétrica. O parametro Flack refinado para o BCZH.Cl, (dados medidos usando o
MoKa) utilizando o enantidmero (R) como modelo de estrutura é de 0,00(17). Portanto, tem
um valor de desvio padrdo maior que o aceitavel (deve ser menor que 0,10) para se determinar
a configuracgéo absoluta.

Como anteriormente observado para estruturas analogas da BCZ, o atomo de cloro das
moléculas BCZH>Cl, e BCZHCI apresenta desordem, em relagdo aos dois atomos de carbono
simétrico do anel benzénico (C1 e C11). Enquanto para a estrutura BCZH2Cl>, a desordem néo
foi pronunciada o suficiente para justificar um refinamento de desordem, para 0 BCZHCI, o
refinamento de desordem foi necessério. O atomo de cloro na porcéo 1 - [(4-clorofenil (fenil)
metil] piperazinediium esta desordenado nas posi¢des CI1-C1 e CI1-C11, com fatores de

ocupacdo refinados de 0,835 (4) e 0,165 (4), respectivamente. Os fatores de ocupacdo foram
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atribuidos utilizando esquemas de varidveis livres e restringindo-se a soma dos dois sitios a
uma ocupacdo de 1.000 (instrucdo FVAR SHELXL-2018/3) (SHELDRICK, 2015). Os
parametros de deslocamento do atomo de cloro na posi¢do com menor fator de ocupacgéo foram
refinados usando o modelo isotropico. Os dados cristalograficos das duas estruturas foram
depositadas no Cambridge Crystallographic Data Center (CCDC) sob os numeros CCDC
1912183 e 1912184 sendo acessiveis em www.ccdc.cam.ac.uk/getstructures (ALLEN, 2002).

4.4 Caracterizacao das formas obtidas

4.4.1 Andlises por difracdo de raios X por policristais (DRXP)

As andlises de DRXP foram realizadas em um difratdmetro de raios X por policristais
da marca Rigaku, modelo Ultima IV. A radiagio utilizada foi CuKa (A = 1,5418 A) gerada em
tubo selado energizado a 40 kV e 30 mA e monocromatizada por meio de cristal de grafite. Os
dados foram coletados a 25 °C, no modo reflexdo sob varredura continua com passo angular

em 20 de 0,02° e tempo de contagem de 1° 20.min no intervalo angular de 3 a 35° 26.

4.4.2 Infravermelho

As analises foram realizadas, utilizando-se pastilhas de KBr, em um Espectrofotdmetro
IV-TF-RTA, Shimadzu, modelo Prestige-21. Os dados no modo transmitancia foram coletados
a temperatura ambiente entre 4000-400 cm™ totalizando ~ varreduras por analise com

resolucdo de 4,0 cm™, 64 scans.

4.4.3. Andlise térmica


http://www.ccdc.cam.ac.uk/getstructures
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As analises de termogravimetria (TG) foram realizadas em uma Termobalanca TG/DTA
7300 (SII Nano Technology, Japéo) utilizando-se cerca de 3 mg de amostra em cadinho de
alumina. As curvas foram obtidas entre 30 a 500 °C a uma razdo de aquecimento de 10 °C.min
1 em atmosfera dindmica de nitrogénio a 50 mL.min™.
As curvas de Calorimetria Exploratdria Diferencial (DSC) foram obtidas no equipamento
NEZSTCH DSC®, modelo DSC Syrius 3500 utilizando-se cerca de 3 mg de amostra em
cadinhos de aluminio abertos. As curvas foram obtidas entre 30 a 260 °C a uma razdo de

aquecimento de 10 °C.min"* em atmosfera dindmica de nitrogénio a 50 mL.min™,

4.4.4 Teor das formas de BCZ obtidas

4.4.4.1 Método de quantificacdo da buclizina

A metodologia por CLAE desenvolvida por (KUMINEK et al., 2012) foi utilizada para
quantificar a BCZ nos ensaios de doseamento (IFA e comprimidos) e na solubilidade. Por ter
sofrido algumas adequacdes, tais como, comprimento da coluna, fluxo da fase mével, volume
de injecdo e concentracdo de trabalho, metodologia foi validada parcialmente de acordo com a
Resolucdo RDC n® 166 de 2017 (BRASIL, 2017).

4.4.4.2 Parametros cromatogréaficos

As amostras foram injetadas em uma coluna de fase reversa (X-Bridge C18 da Waters
Corporation), com as seguintes dimensfes: 150 mm x 4,6 mm e tamanho de particula de 5 um.
O preparo da fase mdvel consistiu em uma mistura de metanol:agua (80:20, v:v) pH 2,6,
ajustado com acido fosforico concentrado.

As condic¢des cromatograficas foram as seguintes: comprimento de onda de 230 nm,
temperatura do forno da coluna de 25 + 1 °C, fluxo de analise de 0,5 mL.min!, modo de eluigio
isocratico e tempo de retencdo de cerca de 5 min. O volume de injec&o foi de 10 pL para as

amostras de solubilidade, doseamento dos IFA e dos comprimidos e uniformidade dos
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comprimidos e 2 pL para a analise de dissolucdo. Utilizou-se a fase movel como diluigdo para
as amostras de doseamento, uniformidade e solubilidade. Para as amostras de dissolu¢do néo

realizou-se diluicéo.

4.5. Validagéo parcial do método de doseamento

Os seguintes parametros foram avaliados: seletividade, linearidade, exatidao e preciséo.

4.5.1 Seletividade

Na seletividade, mediante detector de arranjo de diodos, foi realizada avaliacdo da
pureza de pico e da inexisténcia de outros compostos que coeluam no mesmo tempo de retencéao
do analito de interesse. Para isso, na faixa de comprimento de onda de 200 a 500 nm, foram
injetadas as seguintes solugdes: fase mdvel (branco), solugdes tampdes utilizadas no ensaio da
solubilidade (brancos) e dissolucdo (branco), solucdo placebo, solu¢des amostras oriundas do
ensaio de doseamento e produto de degradagdo de matéria prima (15 pg.mL?) e de

comprimidos (15 pg.mL™) e de dissolucéo (28 pg.mL™).

4.5.2 Linearidade

A linearidade do metodo foi avaliada, na faixa de 20 a 130% da concentracéo tedrica
do composto avaliado. Foram preparadas trés solucdes estoques individuais da seguinte
maneira: pesou-se 37,99 mg, 37,82 mg e 37,91 mg respectivamente para 3 baldes diferentes de
100 mL. Na sequéncia, foram realizada diluicdes para baldes de 25 mL, utilizando-se como
diluente a fase movel, para a obtencéo da concentracéo desejada (TABELA 2).



Tabela 2- Preparo das solugdes da linearidade

Conc. % Volume Solu¢dol Solugéo 2 Solucgdo 3 43

(mL) (ng.mL) (ng.mL™) (ng.mL)
20 % 0,2 3,03312 3,01955 3,02673
50 % 0,5 7,5828 7,54887 7,56684
70 % 0,7 10,61593 10,56842 10,59357
80 % 0,8 12,13249 12,07820 12,10694
90 % 0,9 13,64905 13,58797 13,62030
100 % 1,0 15,16561 15,09774 15,13367
110 % 1,1 16,68217 16,60752 16,64704
120 % 1,2 18,19873 18,11729 18,16041
130 % 1,3 19,71529 19,62707 19,67377

Fonte: Da autora.

Verificou-se a representacdo grafica das respostas (areas) em funcéo da concentragédo
do analito e os coeficientes de correlacdo (r) e de determinacdo (r?. Além disso, foram
analisados a homocedasticidade dos dados, mediante teste de Cochran. Os graficos de dispersédo
dos residuos e sua avaliacdo estatistica, calculada através do teste de Shapiro-Wilk, em que o
valor calculado (p) deve ser maior que 0,05 (nivel de confianga de 95 %). Foi calculada também,

a analise da significancia do coeficiente angular.

4.5.3 Precisao

A precisao foi analisada pela repetibilidade do método. Seis réplicas na concentracéo a
100 % de BCZH,Cl, em fase moével (15 pg.mL™Y) foram injetadas no cromatdgrafo. Foram
calculadas a média (CMD) e o desvio padréo relativo DPR (%) para cada meio utilizado no
teste de solubilidade de acordo com a formula abaixo. O critério de aceitacdo foi de DPR (%)

menor ou igual a 2,0%.

DPR = (DP/CMD) x 100

Sendo que:

DPR = desvio padréo relativo;

DP = desvio padréo;

CMD = concentracdo média calculada.

4.5.4 Exatidao
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A exatiddo do método foi avaliada pela proximidade entre os valores obtidos e 0s reais.
Em outras palavras, avaliou-se a recuperacdo do método. Para isso, foram preparadas nove
solugbes independentes, em trés concentracdes diferentes: baixa (7,5 pg.mL™), média (15
ug.mL?) e alta (18 ng.mL™1), que estdo contempladas na faixa de trabalho da metodologia. Os
Critérios de aceitacdo adotados foram os seguintes:
a) DPR <2 % (n=3);
b) recuperacdo média de 100 + 2% (n = 3).

4.5.5 Estabilidade da Solugédo Padrédo

Com a finalidade de verificar se as amostras da solubilidade permaneceriam estaveis até
72 horas, a solugdo padrao ap6s o seu preparo foi mantida a temperatura de 25 °C e analisadas
por CLAE imediatamente (tempo zero) e ap6s 24 horas, 48 horas, 72 horas e 96 horas de seu
preparo. Os resultados obtidos foram comparados com resultados iniciais (hora zero) através
da porcentagem de recuperacdo da substancia alvo em guestdo. O critério de aceitacdo adotado

foi de:

Recuperacdao média de 100 + 2 %.

4.6 Solubilidade

Os ensaios de solubilidade foram conduzidos, utilizando o método do equilibrio,
empregando a técnica Shake-Flask. Em frascos de 15 mL foram adicionados 4 mL dos seguintes
meios: HCI 0,01 mol.L (pH 2,1), HCI 0,1 mol.L? (pH 1,2), tampéo acetato de sodio pH 4,5
(0.050 mol.L1), tamp&o fosfato de potassio pH 6,8 (0.072 mol.Lt), tampao fosfato de potassio
pH 7,5 (0.085 mol.L?) e 4gua ultrapura. As solucdes tampdes foram preparadas conforme
Farmacopeia Americana (USP 2018). Em cada meio (em triplicata) foram adicionadas as
formas solidas da BCZ até a formacéo de corpo de fundo seguido de agitacdo em vortex durante

1 minuto. Posteriormente, os frascos foram mantidos sob agitacdo continua a 150 rpm em mesa



45

agitadora do tipo orbital, protegida da luz por 72 horas. Os pHs das soluc¢des saturadas foram
medidos antes e depois do periodo de agitacao.

O liquido sobrenadante foi filtrado em filtro de seringa de nylon com porosidade de 0,45
um e diluidas adequadamente em cada meio. O teor de BCZ foi determinado por CLAE.

As solubilidades das trés formas da BCZ em cada meio foram comparadas
estatisticamente, aplicando-se o teste ANOVA, mediante software Minitab, em que as amostras
sdo consideradas diferentes, quando o P — Valor € menor que 0,05.

J& o corpo de fundo remanescente foi seco em dessecador contendo silica por 7 dias e
analisado por DRXP para verificar se a forma solida inicial manteve-se durante o experimento.

Mediante os valores obtidos de solubilidade, calculou-se a raz&o dose/solubilidade do
farmaco (D:S), que é o produto final da divisdo da maior dosagem comercial do farmaco (mg)
pelo valor obtido da solubilidade (mg.mL™).

Os valores obtidos dessa relacdo foram o ponto de partida para a determinacdo do meio

de dissolucdo ideal para realizacdo do perfil de dissolucédo discriminativo entre as formulacdes.

4.7 Obtencao e caracterizacao dos comprimidos

Tabela 3- Ingredientes utilizados na formulacdo dos comprimidos de BCZ-BL, BCZHCI e BCZH,Cl,

BCZ-BL BCZHCI BCZH.Cl,

Buclizina* (mg) 21,48 23,24 25,00

Celulose Microcristalina (mg) 103,52 101,76 100,00

Lactose Monohidratada (mg) 100,00 100,00 100,00
Amido do milho (mg) 88,00 88,00 88,00
Polividona K30 (mg) 4,00 4,00 4,00
Estearato Magnésio Vegetal (mg) 3,00 3,00 3,00
Peso médio (mg) 320 320 320

* Considerou a massa da BCL neutra (C2sHs3CliN2, m.m. = 433,0 g) em cada forma cristalina
Fonte: Da autora.

A caracterizacdo dos comprimidos (avaliagdo da qualidade) foi realizada com os
seguintes ensaios: determinacgdo de peso em formas farmacéuticas solidas, dureza, friabilidade,
teor e uniformidade de doses unitérias.

A determinacdo de peso em formas farmacéuticas sélidas (ou peso médio) dos

comprimidos foi realizado com vinte comprimidos de cada formulacdo individualmente
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pesados em balanga analitica devidamente calibrada. O critério de aceitacdo adotado foi uma
variacdo maxima de 5 % de peso (Farmacopeia Brasileira 5 ° edi¢do, 2010).

A dureza foi determinada sob uma amostragem de 10 comprimidos de cada formulacéo.
O valor de referéncia adotado foi de 4,0 a 4,5 Kgf .Ele foi adotado, em relacao ao apresentado
pelo medicamento comercializado (4,0 Kgf).

A friabilidade foi estabelecida avaliando-se a resisténcia ao atrito e ao choque de 15
comprimidos de cada formulacgéo. O critério de aceitacdo adotado foi de 1,5% de perda maxima
do peso (Farmacopeia Brasileira 5° edi¢do, 2010).

O teor do IFA na matéria-prima e nos comprimidos foram determinados por CLAE de
acordo com a secdo 4.5. A especificacdo de doseamento para o IFA é de 98,0 a 102,0% e dos
comprimidos de 90,0% a 110,0% do teor declarado. Também foi calculado a uniformidade de
conteddo para os comprimidos, sendo que seu critério € que o valor de aceitacdo (VA) deve ser
<15,0.

4.8 Perfil de dissolucéo

Seis comprimidos de cada formulacdo foram submetidos ao ensaio de perfil de
dissolucdo com reposicdo de meio em dissolutor Sotax, devidamente calibrado de acordo com
as especificacdes do fabricante, nas seguintes condicGes: aparato Il, 900 mL dos seguintes
meios: 4gua, tampd&o acetato de sddio pH 4,5 + 1,0 % lauril sulfato de sddio, tampdo acetato de
sodio pH 4,5 + 0,5% lauril sulfato de s6dio, 100 e 75 rpm, respectivamente. Aliquotas foram
coletadas e filtradas diretamente para frascos do tipo “vials’, com o auxilio de filtro de seringa
de nylon de 0,45 um. A quantidade de buclizina dissolvida foi determinada por CLAE, em
comprimento de onda de 230 nm. O método de quantificacdo das aliquotas de dissolugéo foi
desenvolvido por KUMINEK (2012) e parcialmente validado, de acordo com o item 4.8.1.

A comparacédo dos perfis de dissolucdo foram determinados mediante calculo do fator

de semelhanca F2 executado no programa Microsoft Excel®.

n -05
1

F2 = 50xlog{ |1+ (E)Z(Rt - Tt)zl x100
t=1
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4.9 Validacao parcial do método de dissolucéo

O método descrito na sec¢do 4.5 foi validado parcialmente para a aplicacdo no perfil de

dissolucao.

4.9.1 Seletividade

Na seletividade, mediante detector de arranjo de diodos, foi avaliada a pureza de pico e
a inexisténcia de outros compostos que coeluam no mesmo tempo de retencdo do analito de
interesse, na faixa de comprimento de onda de 200 a 500 nm. Para isso, foram injetados agua,
tampado acetato de sodio pH 4,5 + 1,0 % lauril sulfato de s6dio como branco, solugdo placebo e

as amostras do ensaio de dissolucdo (60 minutos).

4.9.2 Linearidade

Foram preparadas trés solucdes estoques individuais da seguinte maneira: pesou-se
28,42 mg, 28,49 mg e 28,68 mg respectivamente para 3 baldes diferentes de 100 mL. Na
sequéncia, foi realizada dilui¢bes para bal6es de 50 mL para a obtencdo da concentragédo
desejada (TABELA 4).

Tabela 4 - Preparo das solugdes da linearidade (dissolucao)

Conc % Volume (mL) Solugéo 1(ug.mL?Y) | Solugdo 2(ug.mL™Y) | Solugdo 3(ug.mL™)
20 % 1,0 5,6686 5,6886 5,7086
30 % 1,5 8,5030 8,5329 8,5628
50 % 2,5 14,1716 14,2215 14,2714
70 % 3,5 19,8402 19,9101 19,9800
80 % 4,0 22,6746 22,7544 22,8342
90 % 4,5 25,5089 25,5987 25,6885
100 % 5,0 28,3432 28,4430 28,5428
120 % 6,0 34,1316 34,2514 34,0118

Fonte: Da autora.

A escolha da faixa de trabalho foi proposta para contemplar todos os pontos de coleta

utilizados no perfil de dissolu¢éo em paralelo com 20% a menos e a mais da menor e da maior
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concentracdo esperada, respectivamente, mediante critérios de aceitacdo definidos para o teste
de dissolucdo.

Foram apresentados a representacdo grafica das respostas (areas) em funcdo da
concentracdo do analito e os coeficientes de correlacéo (r) e de determinacdo (r?. Além disso,
foram analisados a homocedasticidade dos dados mediante teste de Cochran e os graficos de
dispersdo dos residuos e sua avaliacdo estatistica, através do teste de Shapiro-Wilk (nivel de

confianca de 95 %). Foi feito também a analise da significancia do coeficiente angular.

4.9.3 Exatidao

A exatiddo do método foi realizada na faixa de 50 a 120 % da concentragdo tedrica
aproximada para o dicloridrato de buclizina. Foram preparadas 9 determinacdes com 3 niveis:
baixa (14,0 pg.mL™?), média (28,0 pg.mL™?) e alta (33,6 pug.mL™) em triplicata, através de
massas pesadas do ativo e adicdo de placebo nas cubas de dissolugdo. Procedeu-se as dilui¢oes

(TABELA 5) e avaliou-se a porcentagem de recuperacdo obtida para cada nivel da exatidao.

Tabela 5- Preparo das solu¢des da exatidao (dissolucao)

Conc % Conc estoque Diluicao Conc Teorica Massa Placebo
(ug.mL™) (mL) (ng.mL?) (mg)
50 % 2520 5,0 14,000 294,96
50 % 2525 5,0 14,027 294,64
50 % 2510 5,0 13,944 296,90
100 % 2525 10,0 27,29 295,15
100 % 2530 10,0 28,05 295,43
100 % 2515 10,0 27,88 295,92
120 % 2525 12,0 33,59 296,49
120 % 2530 12,0 33,66 294,88
120 % 2515 12,0 33,46 296,33

VVolume Final: 900 mL (Dissolutor)

Fonte: Da autora.
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4.10 Estudo de estabilidade

Os comprimidos contendo a BCZ-BL, 0 BCZHCI e o BCZHCl; foram incubados em
estufa a 40 °C e 75% UR durante 21 dias com o intuito de avaliar a influéncia dessa condic¢ao

no doseamento do farmaco em quest&o.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1.1 Cristalizacéo

Teve-se éxito na obtencdo de monocristais adequados para medidas de DRXM de duas
formas da BCZ: o dicloridrato de buclizina (BCZH2Clz) e o monocloridrato de buclizina
(BCZHCI). Infelizmente, ndo conseguiu-se monocristais da base livre da buclizina (BCZ-BL)

Por meio de experimentos especificos, conseguiu-se obter material policristalino puro
(monofasico em termos de forma cristalina) em escala adequada, o qual € imprescindivel para
os estudos fisico-quimicos de interesse farmacéutico, das seguintes formas: BCZH.Cl, e
BCZHCI e BCZ-BL. Essas trés formas foram caracterizadas e utilizadas no estudo de

solubilidade de perfil de dissolucéo.

5.1.2 Determinacéo estrutural das formas BCZHCI e BCZHzCl2

A BCZ é uma molécula quiral com um carbono assimétrico, o que possibilita a
existéncia de dois isbmeros 6ticos, um R e outro S (FIGURA 2). Devido a provavel dificuldade
de se conduzir a sintese assimétrica (ou sintese enantiosseletiva ou sintese quiral ou sintese
estereosseletiva) ou a auséncia de estudos que demostrem a potencializacdo dos efeitos
farmacoldgicos ou téxicos de um dos isdmeros, a BCZ € comercializada como mistura
racémica. Assim, o IFA da BCZ (BCZH.Cl,) é um racemato contendo o0s seus isbmeros R e S.
Essa caracteristica foi confirmada nesse trabalho de mestrado realizando um ensaio de rotacdo
Otica (polarimetro) de uma solucéo preparada a partir do BCZHCl», a qual mostrou ndo haver
qualquer desvio. Ou seja, 0 sal de BCZHCl> ¢é de fato uma mistura 1:1 dos isbmeros R e S da
BCZ.
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Figura 2 - Estrutura quimica dos isdmeros R e S da BCZ.O carbono assimétrico é destacado por um asterisco
Fonte: Da autora.

A cristalizacdo de uma solucdo contendo uma mistura racémica de enantibmeros
possibilita trés situacdes (FIGURA 3): i) cristalizacdo com racemizacdo espontanea de maneira
que os dois isdbmeros integrardo ordenadamente (ordem a longo alcance) um mesmo cristal na
proporcéao exata de 1:1 gerando um cristal racémico; ii) cristalizacdo com resolucdo espontanea
formando uma mistura fisica de cristais contendo apenas o isbmero R ou apenas o isdmero S
gerando um conglomerado racémico com cristais ndo-geminados; iii) cristalizacdo com
resolugdo espontanea formando uma mistura fisica de cristais contendo o isdmero R mais o
isbmero S (sem ordenamento a longo alcance dos isémeros e permitindo proporc¢oes diferentes
de 1:1) gerando um conglomerado racémico com cristais geminados.

Dentre os cristais formados a partir de misturas racémicas, 90 a 95% cristalizam como
cristais racémicos, 5 a 10% como conglomerados racémicos e menos de 1% como solugéo

solida racémica.

RRRRR $SSsS
RRRRR | + sssss + .
RRRRR SSSSS
RRRRR §SSSS
Cristalizagdo com Cristalizagdo com G
RERSH RSRSR Racemizagdo Resolugdo néo-geminados
) SRSRS SRSRS espontanea
+ RSRSR + RSRSR D —
SRSRS SRSRS
Cristais Racémicos S s grRs R
s SgRs
REsr. S g RRRRR $SSSS
R RTR R RRRRR + Sssss + ..
SR S SR S s RRRRR $SSSS

S$8SS8S RRRRR

Conglomerado Racémico com cristais
geminados

Figura 3 - Representacdo esquematica das possibilidades de cristalizacdo de uma solugdo
contendo uma mistura racémica
Fonte: Da autora.

Em termos de estrutura possivel, uma mistura racémica pode cristalizar adotando trés

tipos de empacotamento cristalino:
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a) estruturas Aquirais Centrossimétricas (AC) de grupos de espaco correspondendo aos
grupos de ponto 1, 2/m, mmm, 4/m, 4/mmm, 3, 3m, 6/m, 6/mmm, m3 e m3m (Grupos
mais frequentes P2i/c, C2/c, Pbca e P1);

b) estruturas Aquirais Nao-centrossimétricas (AN) de grupos de espaco correspondendo
aos grupos de ponto m, mm2, 4, 4mm, 42m, 3m, 6, 6mm, 6m2 e 43m (Grupos
predominantes Pna2:, Pca2;, Cc e Pc);

c) estruturas Quirais Nao-centrossimétricas (QN) de grupos de espago correspondendo
aos grupos de ponto 1, 2, 222, 4, 422, 3, 32, 6, 622, 23 e 432 (Grupos Espaciais
predominantes P2:2121 e P21).

Os trés tipos de estruturas permitem cristais racémicos. O mais comum (95% dentre os
cristais racémicos) é adotar uma estrutura contendo um centro de inverséo cristalografico. Ou
seja, uma estrutura do tipo AC. Grupos de espaco nao-centrossimétrico polares (contendo
planos espelhos) e quirais (sem inversdo e espelhos) também permitem cristais racémicos
embora pouco comum (AN e QN representam respectivamente 4,5-5 % e 0,02% dos casos). No
caso desse ultimo, a unidade assimétrica devera ser constituida por pelo menos um par de
moléculas independentes por simetria, sendo uma o isdmero R € o outro o0 S. Um conglomerado
sera formado por uma mistura fisica de cristais enantiopuros que obrigatoriamente terdo a
simetria de um grupo de espaco ndo-centrossimétrico quiral (sem simetria de inversdo ou de
espelhos), uma vez que a auséncia do par de isdmeros empacotados de forma periddica no
mesmo cristal (ordenamento dos dois isdmeros a longo alcance), impossibilita a existéncia da
simetria de inversdo e ou espelhos inerente aos grupos de espago centrossimétricos e nao-
centrossimétrico polares. Obviamente, essa regra também é vélida para cristais formados a
partir de solucBes contendo moléculas enantiopuras. Por fim, cristais formados por solugdes
solidas racémicas sdo permitidas nos trés tipos de empacotamentos, AC, AN e QN.

As resolucdes das estruturas cristalinas dos monocristais escolhidos para se fazer as
medidas de difracdo de raios X por monocristal mostraram que o BCZH.Cl, e 0 BCZHCI
cristalizaram nos grupos de espaco Pca2; e Pna2i, respectivamente (TABELA 6). Portanto, sdo
cristais racémicos que adotam o empacotamento pouco comum do tipo AN.

Os principais dados cristalograficos para BCZHCI e BCZH,Cl; estdo resumidos na Tabela 6.
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Tabela 6- Principais dados cristalinos e parametros de refinamento das estruturas da BCZHCl,,

BCZHCI
Estrutura BCZH.Cl; BCZHCI
Formula Empirica CasH35CI3N2 CasH34CI2N2
Formula peso 505,93 469,47
Temperatura de Medida (K) 298(2) 298(2)
Comprimento de Onda (A) 0,71073 1,54184
Sistema Cristalino Ortorrémbico Ortorrémbico
Grupo Espacial Pna2; Pca2,
Dimensdes de Cela (A) a =25,156(2) a=11,6630(2)
b = 15,7503(15) b =10,4966(2)
c = 6,9637(6) ¢ =21,1059(4)
Volume (A3) 2759,2(4) 2583,82(8)
27 4,1 4,1
Dens. Calc. (g.cm®) 1,218 1,207
Coef. de Absorcdo (mm™) 0,350 2,379
F(000) 1072 1000
Omin. € Bmax. (°) 3,199 € 29,712 4,189 e 72,767
Intervalo de Indexacéo 31<=h<=29, -8<=h<=14,
-21<=k<=13, -12<=k<=9,
-9<=I<=6. -26<=I<=25.
Reflexdes Coletadas 12637 6235
Reflexbes Independentes 5510 3730
[Rqiny = 0,0408] [Rqiny = 0,0263]
Completude até Omax. (%) 97,3 100,0
Dados / Restrigdes / parametros 5510/1/299 3730/117295
Qualidade do ajuste em F2 1,053 1,047
indices R finais [I>2o(1)] R1 =0,0833, R1 =0,0482,
wR2 =0,2215 wR2 =0,1270
R indices R (todos os dados) R1=0,1226, R1=0,0515,
wR2 =0,2520 wR2 =0,1319
Parametro de Flack 0,00(17) 0,02(2)
Pmax. € pmin. (€.A%) 0,603 e -0,691 0,335¢ -0,356

Fonte: Da autora.

A Figura 4 ilustra a geometria intramolecular das formas BCZHCI e BCZH.Cl,. A

determinacéo estrutural confirmou a protonagdo dos dois nitrogénios pirerazinicos (N1 e N2)

no caso do BCZHCl> e da protonacdo de apenas um nitrogénio pirerazinico (N2), (o ligado ao
fragmento [dimetiletil- BCZHCl> fenil]-metil) no caso da forma BCZHCI. O empacotamento

cristalino das formas BCZH,Cl, e BCZHCI sd@o mostrados nas Figuras 5 e 6.
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Figura 4 - Representacdo ORTEP criada pelo programa Mercury das unidades assimétricas das estruturas com
elipsoides a 50% de probabilidade. O esquema de identificacdo de atomos (ndo-hidrogenoides)
também é fornecido. A ligagdo de hidrogénio entre nitrogénios piperazinicos e o anion cloreto é
representada por linhas pontilhas ciano:
A) BCZHCI
B) BCZHCl;

Fonte: Da autora.

}\
E
Figura 5 - Representacdo do empacotamento da forma (S)-BCZH2CI2 vista normal ao plano ab. Os atomos de

hidrogénio foram omitidos para maior clareza da figura. Os contra-ion Cl- estdo representados como

esferas de cor verde. As cores das moléculas de BCZ representam, arbitrariamente, as quatro moléculas

geradas pelas operagdes de simetria (incluindo as transladadas) do grupo de espaco da estrutura
Fonte: Da autora.
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Figura 6 - Representacdo do empacotamento da forma (S)-BCZHCI vista normal ao plano bc. Os dtomos de
hidrogénio foram omitidos para maior clareza da figura. Os contra-ion Cl- estdo representados
poresferas de cor verde. As cores das moléculas de BCZ representam arbitrariamente, as quatro
moléculas geradas pelas operacfes de simetria (incluindo as transladadas) do grupo de espaco da
estrutura

Fonte: Da autora.

Para 0 BCZHCI, o grupamento piperazinico (N1-C14-C15-N2-C16-C17) adota uma
conformagcéo do tipo cadeira distorcida com os pardmetros Q, 0 e ¢ de 0,598 (6) A, 43 (5)°e
332 (8)°. Para uma conformacdo de cadeira ideal, o valor de 6 deve ser 0 ou 180°. Os
substituintes em BCZHCI (4-cloro-difenilmetano e 1-metil-4-terc-butilbenzeno) ocupam a
posicdo equatorial do anel piperazinico. Angulos de torcio selecionados envolvendo o anel
piperazinico e os substituintes para BCZHCI em comparacdo com BCZHCl; sdo dados na
Tabela 7.

Tabela 7- Angulos de torcio selecionados nos sais da BCZ

Angulos de Torsio (°) BCZHCI BCZH,Cl,
N1-C7-C8-C9 -48.8(4) 43.009)
N1-C7-C4-C3 42.6(5) 58.5(9)

C17-N1-C7-C8 -51.3(4) -62.8(7)
C17-N1-C7-C4 -174.1(3) 172.2(5)
N2-C18-C19-C24 -46.8(5) 71.9(7)
C16-N2-C18-C19 -47.6(4) -56.1(7)

Fonte: Da autora.

No seu empacotamento cristalino (FIGURA 5), o par i6nico BCZ*:ClI" é estabilizado por
uma forte ligacdo de H forte assistida por carga (Figura 4a) envolvendo o atomo de N2
protonado do farmaco e o &nion Cl (N2—H2ae++C12).

Além disso, a porcdo butilfenil, também atua como doadora para o contra-ion (C24

H24 <+« C12), estabelecendo com o anion uma ligagdo de H do tipo ndo-classica (FIGURA 7).
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Os pares idnicos também sdo conectados entre si por meio de duas ligagdes H ndo-

cléssicas adicionais (C13—H13 «s« CI2 ¢ C17—H17b ** Ct3) que contribuem para ligar os pares
ibnicos relacionados a simetria (onde A e B estdo relacionados por um plano de deslizamento
perpendicular ao eixo b) em cadeias 1D (... A-B-A-B...) ao longo da direc¢do [100] (FIGURA
7). Essas cadeias estdo conectadas entre si, ao longo da direcdo [010], mediante as seguintes
ligacBes de H: C2—H2 s+« CI12, C15—H15a *s+ Ctl ¢ C16—H16b *+= Ct2 (FIGURA 8).
Além disso, as interacdes C—H «++ © (FIGURA 9) parecem corrigir a orientacdo adotada pelas
metades fenilicas, reduzindo a liberdade de rotacdo em torno das ligagdes ¢ C4-C7, C8-C7 e
C18-C19. De modo geral, o empacotamento 3D também é estabilizado por liga¢cdes de H ndo
classicas (C10—H10 <=+ Cl11) e outros tipos de intera¢cbes como : van der Waals (C—H <« H
C) (FIGURA 10). As geometrias de ligacdo de hidrogénio para BCZHCI estdo listadas na
Tabela 8.

Figura 7 - Vista da cadeia 1D ao longo da dire¢do [100] da estrutura do BCZHCI. As moléculas relacionadas a
simetria sdo representadas nas cores branco e magenta. As esferas vermelhas sdo os centroides dos
anéis fendlicos da molécula. As ligagdes de hidrogénio sdo representadas por linhas ciano tracejadas.
Os atomos de H néo participantes nas interages foram omitidos para maior clareza

Fonte: Da autora.

Figura 8 - Visualizacdo das interac@es inter-cadeias (linhas ciano tracejadas que atuam no agrupamento ao longo
da direcdo [010]. As esferas vermelhas séo centroides dos anéis fendlicos da droga. Para maior clareza,
apenas os atomosde H envolvendo interagdes sdo mostrados

Fonte: Da autora.
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Figura 9 - Fragmento da rede 2D mostrando as ligagdes de hidrogénio ndo classicas C-H es¢ 7 (linhas ciano
tracejadas) em BCZHCI. Ct ¢ o centréide dos anéis fendlicos da molécula. Para maior clareza, apenas
os atomos de H envolvendo interages sdo mostrados

Fonte: Da autora.

Figura 10 - Vista parcial do empacotamento cristalino do BCZHCI. As ligac@es de hidrogénio C10-H10 = Cl1
(linhas cianas tracejadas) sdo responsaveis por ligar as cadeias ao longo da direcdo [001]
Fonte: Da autora.
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Tabela 8- Parametros geométricos das ligacdes de hidrogénio do BCZHCI

Interacio D-H(A) D-AA) | H-AR) | D-H-A() Cddigo de Simetria

N2—H2ase+CI2 0.98 3.024(3) 2.09 158 X, Y, 2
C24-H24ee+C12 0.93 3.777(4) 2.97 146 X, Y,z
C13-HI3+e+CI2 0.93 3.774(5) 2.84 165 1/2+x, -1-y, z

C2-H2+CI2 0.97 3.775(5) 3.05 136 X, +1+y, z
C10-H10+++Cl1 0.93 3.627(6) 2.87 140 +1/2-X, y, -1/2+2
C15-H15a++Ct1 0.97 3.560(4) 2.72 145 1/2+x, -y, z
C16-H16as+=Ct2 0.97 3.936(5) 2.98 173 1/2+x, -y, z
C17-H17bee+Ct3 0.97 3.498(4) 2.83 129 1/2+x, -1y, z

Fonte: Da autora.

O anel piperazinico do BCZH.Cl, também o adota uma conformacdo de cadeira
distorcida, com os parametros de Q, 6 e ¢ de 0,593 (6) A, 2,2 (6) e 21 (33)°, respectivamente.
Apesar dos substituintes 4-cloro-difenilmetano e 1-metil-4-terc-butilbenzeno no BCZHCl>
também ocuparem a posicdo equatorial do anel piperazinico, eles apresentam uma geometria
conformacional ligeiramente diferente da forma BCZHCI (FIGURA 11e TABELA 7).

I BCZHCI
BCZH.Cl,

C19 . )
c1g  piperazine

ring

N2

Cci

Figura 11 - Sobreposicdo dos esqueletos dos isdmeros BCZHCI e BCZH,Cl,. As estruturas foram sobrepostas
considerando todos os atomos de hidrogénio piperazinicos ndo homdlogos, usando o calculo de
sobreposicao de estrutura do Mercury (RMS = 0,0337). Para maior clareza, os &tomos de hidrogénio
foram omitidos

Fonte: Da autora.
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No cristal, os atomos de N1 e N2 protonados atuam como doadores de ligacéo de H para
0s anions cloreto, estabelecendo com eles duas ligacbes de H assistidas por carga
(N2—H2ae*+CI2 ¢ N1-H1°++C13) (FIGURA 4b).

Além disso, o par idnico também é estabilizado por uma série de ligagdes de H nédo
classicas, que se propagam por translacdo ao longo da direcdo [001] (FIGURA 12 e TABELA
9), envolvendo ambos os anions Cl, todos os atomos de H piperazinicos em posi¢des apicais
(H14a, H15a, H16b e H17b), alguns atomos de H aromaticos (H3, H5, H9 e H24) e o0 4&tomo de
H metilénico (H7). Essas interagdes parecem ser a causa das diferencas conformacionais
relatadas anteriormente (FIGURA 11 e TABELA 7).

Figura 12 - Cadeia ibnica ao longo de [001] estabilizada por liga¢des de hidrogénio ndo classicas,
representadas em linhas ciano tracejadas
Fonte: Da autora.



Tabela 9- Pardmetros geométricos das ligacdes de hidrogénio do BCZH,Cl,
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Interacdo D--H(A) D-A(A) H-A(A) D-H-A(°) Codigo de Simetria
N2—H2e+++CI2 0,98 3,065(5) 2,09 174 X, Y, Z
NL1-HlesCI3 0,08 2,933(9) 1,97 166 XY, 2

C16—H16bee=CI2 0,98 3,635(7) 2,76 151 X, Y, z+1
C16—H16be*+CI3 0,97 3,798(9) 3,15 126 XY, Z
C18-H18be+CI2 0,97 3,632(7) 2,77 148 X, y, z+1
C17-H17bee<CI2 0,97 3,770(7) 3,06 131 X, Y, Z
C15-H15be+CI2 0,97 3,553(5) 2,96 121 X1, -y+1, 74172
C15-H15be++CI3 0,97 3,686(8) 2,75 163 -x+1, -y+1, z-1/2
C15-H15as++CI3 0,97 3,577(9) 2,85 132 X, Y, Z
C14-H14as+CI2 0,97 3,781(7) 3,06 132 X, Y, 2
C14-Hl4ase+CI3 0,97 3,720(9) 2,82 154 X, y, z-1
C14-H14beeCI2 0,07 3,704(6) 3,05 126 X1, -y+1, 74172
C7-H7+++CI3 0,98 3,650(1) 2,74 154 X, y, z-1
C24-H24++CI2 0,93 3,677(8) 2,94 137 X, Y, Z
C5-H5¢++Cl3 0,03 3,676(1) 2,89 143 X, y, z-1
C3-H3+e+Cl3 0,93 3,504(1) 2,71 144 X, Y, Z
C9-HYe++Cl3 0,93 3,577(1) 2,69 161 X, Y, Z
C27-H27be+Ct] 0,96 3,769(1) 2,81 173 X, -1+y, Z

Fonte: Da autora.

A presenca de um eixo de 21 parafusos paralelo ao eixo c leva a formacgéo de cadeias
duplas (... A-A-A... e... B-B-B...) ao longo da dire¢ao [100] (FIGURA 13). As cadeias

relacionadas interagem através dos atomos de hidrogénio piperazinicos em posi¢do equatorial
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e anions cloreto: C15-H15b ees CI2, C15-H15b **¢ CI3 ¢ C14 — H14b <<« ligagdes CI2-H
(FIGURA 13 e TABELA 9).

Essas interacOes, juntamente com 0 C27-H27b <« Ct1 (que liga as essas mesmas cadeias
duplas ao longo do eixo b), ddo origem a camadas duplas paralelas ao plano (100). As camadas
duplas, por sua vez, empacotam ao longo da dire¢do [100] mediante ligacdes de van der Waals
(FIGURA 14).

b

view onto ab

Figura 13 - Vista do empacotamento de cristal em planos ac (direita) e ab (esquerda) mostrando a cadeia dupla
formada ao longo da direcéo [001] ,estabilizada por ligacbes H ndo classicas e relacionada pelo eixo
de parafusos paralelo ao eixo ¢. Atomos de hidrogéniondo envolvidos nas ligag6es H foram omitidos
para maior clareza

Fonte: Da autora.

Yo

van der Waals
contacts

Figura 14 - Empacotamento do cristal ao longo da diregdo [001]. As liga¢Oes de hidrogénio C-H... = (linhas
cianas tracejadas) sdo responsaveis por ligar as mesmas cadeias ao longo da direcéo [010]
Fonte: Da autora.

5.2 Caracterizacao das formas obtidas
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5.2.1 Andlises por difracdo de raios X por policristais (DRXP)

O estabelecimento do protocolo de obtencdo da BCZ-BL e da BCZHCI exigiu inimeras
tentativas de neutralizacdo/cristalizacdo que foram acompanhadas por meio de DRXP.

Conseguiu-se obter a BCZ-BL puro dissolvendo o BCZH.Cl> em uma mistura
etanol:dgua 1:1 (v:v) (pH inicial 2,7) e elevando-se o pH até 5,8 por meio de adi¢cdo de NaOH
1,0 mol.L. Para a obten¢io do BCZHCI puro, o solvente usado para dissolver o0 BCZH:Cl;
foi outro, uma mistura metanol:agua 1:1 (v:v) (pH inicial 2,3) e o pH foi elevado até um valor
menor, pH =4,8. Além das variacGes de solvente e pH, outra varidvel importante para a
obtencdo de material cristalino das novas formas, foi o envelhecimento dos precipitados
formados com a adigdo de NaOH 1,0 mol.L™ sem separa-los da solugio de equilibrio. Tanto
para 0 BCZ-BL quanto o BCZHCI, observou-se que o sélido recém-formado apresentavam um
halo amorfo nos DRXP. O surgimento de picos de Bragg indicando a sua transformacéo
(termodinamicamente esperado) para uma fase cristalina sé foi observado a partir do 10° dia de
obtencdo do material sélido (FIGURA 15).

A diferenca dos padrdes de DRXP das formas obtidas por recristalizacdo/neutralizacédo
(BCZHCI e BCZ-BL) em comparagéo ao do BCZH:Cl, permitiu inferir que tratavam-se de
formas distintas (FIGURA 16). Posteriormente, foi possivel comparar os padrdes de raios
experimentais e calculados (a partir dos resultados de DRXM) das formas BCZH.Cl; e
BCZHCI, confirmando a obtencdo de seus bulk puro e, para o caso do BCZHCI, a sua obtencéo
(FIGURA 16). Para a BCZ-BL ndo foi possivel fazer essa comparacdo de difratogramas
experimental e calculado tendo em vista o0 insucesso de obtencéo de seus monocristais e assim
a sua determinacdo estrutural. Contudo, devido as diferencas significativas do seu padrédo de
DRXP experimental em comparacdo aos das outras duas formas, infere-se que seu bulk puro
foi obtido, o que foi corroborado pelos dados de quantificacdo quimica, TG, DSC e

infravermelho.
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Figura 15 - Difratogramas de raios X por policristais que demonstram a influéncia do tempo
de envelhecimento na cristalinidade das formas BCZ-BL e BCZHCI
Fonte: Da autora.
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Figura 16 - Difratogramas de raios X por policristais, experimentais (Exp.) e calculados (Calc.)
do BCZH,Cl, e da BCZHCI. O difratograma experimental da BCZ-BL também foi incluido
Fonte: Da autora.

5.2.2 Infravermelho

As principais bandas de absorcgao para as formas estudadas estdo descritas na Tabela 10
e Figura 17. As atribuigdes foram realizadas em comparagdo com dados de literatura tabelados
para os respectivos grupos funcionais (PAVIA et al., 2013; SILVERSTEIN; WEBSTER,;
KIEMLE, 2005).
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Tabela 10- Atribuigdes das bandas do espectro infravermelho aos grupos correspondentes nas formas BCZH,Cl,, BCZHCI e
BCZ-BL

Atribuicao Grupo Forma Sélida Ndmero de Onda (cm™)
BCZ-BL
Estiramento C-H Aromatico BCZHCI 3051
BCZH.Cl,
BCZ-BL
Estiramento C-H Alifatico e CHs-N BCZHCI 2806
BCZH,Cl, 2961
BCzBL e
Estiramento N-H NH* BCZHCI 2326
BCZH,Cl, 2347

Fonte: Da autora.
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Figura 17 - Espectros de absor¢do no infravermelho na regido de 4000 - 500 cm'?
Fonte: Da autora.

O espectro do BCZH.Cl, (FIGURA 17) é semelhante ao anteriormente publicado
(MOSTAFA; AL-BADR, 2011) apresentando picos caracteristicos em 3051 cm™ (estiramento
de C-H aromatico), 2961 cm™ (estiramento de C—H alifatico) e 2347 cm™* (estiramento de R3—
N*-H). Uma vez que aminas terciarias ndo absorvem na regido 3700-3100 cm™, a banda
alargada em 3440 cm™ presente no espectro do BCZH,Cl, é provavelmente devido a presenca
de agua de umidade da amostra (SILVERSTEIN, R. M.; WEBSTER, F. X.; KIEMLE, D. J.,
2005; LARKIN, 2017). Por outro lado, espera-se que grupos de sais de aminas terciarias

apresentem um pico alargado e intenso na faixa de 2770-2380 cm™ atribuido ao estiramento de



65

N*—H (SILVERSTEIN ; WEBSTER ; KIEMLE, 2005; LARKIN, 2017). Portanto, as bandas
largas observadas nos espectros do BCZH:Cl. e do BCZHCI com respectivas intensidades
maximas em 2347 e 2326 cm™ sio caracteristicas dos cations BCZH2?* ou BCZH*, permitindo
diferenciar formas salinas da BCZ de sua forma base livre que (sem protonacdo dos nitrogénios
piperazinico s). Adicionalmente, observa-se que a intensidade da banda atribuida ao
estiramento de N*—H é maior para 0 BCZH:Cl; do que BCZHCI, o que pode estar
correlacionado com o nimero de 4&tomos de nitrogénios protonados do anel piperazinico (dois
no BCZH2Cl> e um no BCZHCI). Portanto, a diferenca de intensidade referente ao estiramento
de N*—H poderia ser um parametro para discriminar sais mono (BCZH") e diacidos (BCZH,?*)
da BCZ. Outra diferenca nos espectros das formas salinas é a presenca de uma banda em 2806
cm! observada somente para 0 BCZHCI. Sabe-se que grupos metilenicos proximos a atomos
de nitrogénio de aminas terciarias resultam em dupletos com frequéncias préximas em torno de
2800 cm™ (LARKIN, 2017). Portanto, a auséncia da banda a 2806 cm™ no espectro do
BCZHCl, estd correlacionado a protonacdo de seus dois nitrogénios pirerazinicos, o que
aumenta a constante de forca da ligacdo C—H, deslocando essas bandas para uma regido de
maior frequéncia coincidentes as de outras bandas nesta faixa espectral (por exemplo, aqueles
em 3051 e 2961 cm™). No entanto, como apenas um dos dois atomos de nitrogénio piperazinico
esta desprotonado na forma BCZHCI, o estiramento de C-H proximo a amina terciaria aparece
na regido esperada de 2800 cm™. Essa portanto, é uma outra caracteristica que permite
descriminar os sais mono e diacidos da BCZ. Nenhuma banda é observada na faixa de 2770-
2380 cm™* do espectro da BCZ-BL acusando a auséncia de estiramentos de N*—H e que portanto
os dois atomos de nitrogénio do anel piperazinico estdo desprotonados. Adicionalmente, o
espectro BCZ-BL mostra o dupleto (picos em 2800 e 2761 cm™) esperado para estiramentos de
grupos metilenicos proximos a aminas terciarias, o que corrobora a desprotonacéo de ambos os
nitrogénios piperazinicos. Em resumo, a analise espectral na regido do infravermelho permitiu

descriminar as trés formas cristalinas da BCZ estudadas nesse trabalho.

5.2.3 Anélise Térmica

As curvas de TG e DSC das formas cristalinas do BCZH»Cl,, BCZHCI| e BCZ-BL sdo

mostradas na Figura 18.



66

A curva de DSC da BCZ-BL apresenta um evento endotérmico em torno de 105 °C
referente da fusdo. A curva de TG mostra que a fase liquida obtida a partir da BCZ-BL é estavel
até aproximadamente 250 °C, temperatura em que inicia sua decomposicao que se completa a
aproximadamente 350 °C.

A curva de DSC da BCZHCI ndo mostra, como esperado, o pico de fusdo proximo a
100 °C como observado para a BCZ-BL. Observa-se um evento endotérmico largo com dois
picos (227 e 240 °C) sugerindo a fusdo seguida da imediata decomposicao da amostra. A curva
de TG correspondente mostra uma inflexao antes de 250 °C temperatura em que 7,5% sua massa
inicial foi perdida. A perda de massa até essa temperatura pode ser atribuida a saida do cloreto
presente na estrutura na forma de CI° (calculado 7,5%) em acordo com a estequiometria 1:1
BCZ:Cl da forma BCZHCI.

Curvas de DSC e TG foram obtidas para a forma BCZH2Cl,. O pico atribuido a fusao
acompanhado da decomposicao é evidenciado em aproximadamente 206 °C. Um segundo pico
ocorre em aproximadamente 243 °C. A curva TG apresenta duas inflexdes no intervalo entre
200 a 270 °C atribuidos a saida dos cloretos na forma de CI" em duas etapas. Um decréscimo
de massa total de 14% (calc. 14%) é observado até o final desse intervalo, corroborando a
estequiometria 1:2 BCZ:Cl da forma BCZHCl..

TG/DSC-BCZ-BL-BCZHCI-BCZH,,Cl BCZBL-TG

272 ——BCZHCI- TG
HCLHEC\J- G
100 —— BCZ-BL- DSC
= RBCZHCI - DSC
—BC ZH:L'\: -DCS

75 -

50

Massa (%o)

25

Fluxo de calor (mV.mg")

T T T T T T T T T T T T T
50 100 150 200 250 300 350 400

Temperatura °C

Figura 18 - Curvas TG e DSC para as formas BCZ-BL, BCZHCI e BCZH,Cl,
Fonte: Da autora.
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5.2.4. Teor das formas de BCZ obtidas

O teor de BCZ nas amostras policristalinas das formas BCZ-BL, BCZH2Cl, e BCZHCI
sdo apresentados na Tabela 11. Mediante critério de aceitagdo de 98,0 a 102,0%, conclui-se que

0s resultados séo satisfatérios para o doseamento das formas.

Tabela 11- Doseamento de BCZ nos materiais policristalinos de BCZ-BL, BCZH,Cl, e BCZHCI

Forma Sélida | Teor (%) | DPR (%)
BCZ-BL 99,5 0,01
BCZHCI 99,6 0,3

BCZH.Cl, 99,2 0,8

Fonte: Da Autora.

5.3 Validacao parcial do método de doseamento

5.3.1 Seletividade

Né&o foi observado a ocorréncia de picos interferentes no mesmo tempo de retencéo da
BCZ em nenhuma das solugdes injetadas. Além disso, considerando que o parametro do
software Chromeleon 6.8 para pureza de pico seja 1000, ao avaliar o pico da BCZ (FIGURA
19), conclui-se que seu valor obtido é proximo de 1000 (aproximadamente 999). Ou seja, ndo

existe mais nenhum pico secundério coeluindo com a buclizina, confirmando a seletividade do

método.
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Figura 19 - Demonstracdo da pureza de pico e espectro da BCZ entre 200 a 400 nm
Fonte: Da autora, adaptando saida gréafica do software Chromeleon 6.8.
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5.3.2 Linearidade

A linearidade do método apresentou r = 0,9993 e r? = 0,9987 (FIGURA 20). Sendo o
critério de aceitacdo r > 0,990, concluiu-se que o método ¢é linear na faixa de concentracdo de
3,00 a 20,00 pg.mL™*. Além disso, os dados foram considerados homocedasticos, pois o C
calculado foi de 0,4562 e é menor que o C tabelado (0,4775). Também confirmou-se a
significancia do coeficiente angular, pois o F calculado = 19118,92 é maior que o F critico
(4,24). Mediante gréafico de residuo (FIGURA 21) e sua avaliacdo estatistica, em que p = 0,3525
foi maior que 0,05, concluiu-se que dados obedecem uma distribuicdo normal e ndo apresentam

tendéncias.
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Figura 20 - Curva analitica para quantificagdo da BCZ em analises de doseamento

Fonte: Da autora.
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Figura 21 - Gréfico de Residuo para quantificagdo da BCZ em analises de doseamento

Fonte: Da autora.
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Sendo o critério de aceitagdo DPR (%) < 2,0, concluiu-se que para todos os meios, 0 método
foi preciso (TABELA 12).

Tabela 12- Resultados da precisdo para o doseamento de BCZHCl;

Amostra HCI 0,01 mol.L* HCI 0,1 mol.L! pH 4,5 pH 6,8 pH7,5 | Agua
1 101,1 101,0 98,6 99,3 97,4 98,3
2 102,5 99,1 99,8 100,5 98,7 98,6
3 98,5 100,3 98,9 98,7 97,8 101,0
4 99,9 102,9 98,0 97,2 100,9 101,6
5 101,1 98,7 99,8 98,3 98,3 98,0
6 99,5 102,0 98,7 98,8 98,2 99,5

Média (%) 100,4 100,7 99,0 98,8 98,6 99,5

DPR (%) 1,3 1,6 0,7 1,1 1,3 1,5

Fonte: Da autora.

5.3.4 Exatidao

A exatidao do método foi verificada através da porcentagem média de recuperacao e do desvio

padréo relativo (TABELA 13). Sendo os critérios de aceitagdo: DPR < 2% e recuperagdo 100

+ 2%, concluiu-se que o0 método é exato.

Tabela 13- Resultados da exatiddo para o doseamento

Conc % Conc Tebrica Conc Obtida Recuperacédo Média e DPR
(ug.mL?) (ng.mL) (%) (%)

50-1 % 7,58 7,47 98,5

50-2 % 7,50 7,40 98,7 M=98,6
50-3 % 7,70 7,60 98,7 DPR=0,1
100-1 % 15,22 15,14 99,5

100-2 % 15,37 15,24 99,2 M=99,4
100-3 % 15,25 15,17 99,5 DPR=0,2
120-1 % 18,17 18,13 99,8

120-2 % 18,37 18,38 100 M=99,9
120-3 % 18,51 18,47 99,8 DPR=0,1

Média Total (%) =99

DPR (%)=0,6

Fonte: Da autora.
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5.3.5 Estabilidade da Solucdo Padrao

O valor obtido de recuperacao em relacédo a concentracdo na analise inicial (hora zero),
foi satisfatoria para todos os tempos (TABELA 14). Sendo o critério de aceitacdo porcentagem
de recuperacéo de 100 + 2%, concluiu-se que a solugdo quando armazenada a 25 °C apresenta

estabilidade por 96 horas.

Tabela 14- Estabilidade da solugdo padrdo (% recuperacdo em relagdo a hora zero (HO)

Tempo (horas) | Conc (ug.mL™?) | Recuperacédo (%)
0 501 -
24 15,10 100,6
48 15,08 100,5
72 15,04 100,2
96 15,15 100,9

Fonte: Da autora.

5.4 Estudo de solubilidade

Para a discussdo das solubilidades encontradas nos diferentes meios, € importante
considerar as faixas de pH em que as trés espécies acido-base da BCZ, a BCZH,**, a BCZH" e

a BCZO, sdo favorecidas. Contudo, ndo foram encontrados na literatura os pKa referentes as

protonagdes/desprotonacdes (BCZH2?* = BCZH* + H* = BCZ° + H") dos dois nitrogénios
piperazinicos da BCZ. Portanto, os pKas tiveram que ser calculados utilizando o software
ChemSketch da ACDLabs, sendo encontrados os seguintes valores: pKai = 2,12 e pKaz = 6,55.
Os pKal e pKa2 envolvem a protonacao/desprotonacdo dos nitrogénios piperazinico ligados
aos grupos [(4-clorofenil)fenilmetil] e [[4-(1,1-dimetiletil)fenil]-metil], respectivamente
(FIGURA 1). O diagrama das fragdes molares das espécies pH-dependente da BCZ (FIGURA
22), considerando os valores calculados de pKa: e pKaz, mostra as faixas de pH em que as trés

especies tém prevaléncia.
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Figura 22 - Diagrama de distribuicdo das diferentes espécies da BCZ em funcéo do pH calculadas a partir de seus
pkas. A fragio molar (a) de cada espécie foi calculada da seguinte maneira: a, = [BCZH,**]/C =
(1+ (Kay/[H*]) + (KayxKay/[H']*))™; ay = [BCZH*]/C = ay(Kay/[H*]); ao = [BCZ ]/
C = a,(Ka;xKa,/[H*]?); onde ay+a;+a,=1 e C=][BCZH,**|+ [BCZH"]+ [BCZ°].
Curvas mostram o pH em intervalos de 0,1

Fonte: Da autora.

Outra informacédo importante que deve ser considerada antes de discutir os resultados
de solubilidade, séo os pHs finais dos meios onde foram feitos os experimentos. Observa-se,
como esperado, que houve uma ligeira variacdo comparando as diferentes formas e os pH
iniciais e finais para os meios ndo tamponados, HCI 0,1 mol.L?, HCI 0,01 mol.L e a 4gua

(TABELA 15).

Tabela 15- Solubilidade em equilibrio (ug.mL™?) para BCZ-BL, BCZHCI e BCZH,Cl,. pH inicial (pHi) e pH final

(pHf) no equilibrio de cada solugdo

Meio BCzZ-BL BCZHCI BCZH.ClI,

HCI 0,01 mol.L? 757+19 36,0+ 3,1 199+1.2
pH =22 pHi =21 pHf=29 pHi = pHf =2,1 pHi =24 pHf=19

HCI 0,1 mol.L! 51,1+19 30,3+1,1 12,2+0,8
pH=1.2 pHi=pHf =12 pHi =11 pHf=1.2 pHi=11pHf=1.2

Tampdo acetato de sodio aND 3,1+0,1 16,3+0,9

pH 4,5 pHi = pHf =4,5 pHi = pHf =4,5 pHi = pHf =45
Agua ultrapura aND 18,4+ 0,7 348+16

pH 6,8 pHi =5,1 pHf = 4,6 pHi = 3,9 pHf = 3,3 pHi = 3,4 pHf =28
Tampéo fosfato aND aND aND

pH 6,8 pHi = pHf=6,8 pHi = pHf=6,8 pHi = pHf = 6,8
Tampéo fosfato aND aND aND

pH 7,5 pHi= pHf=75 pHi = pHf=75 pHi = pHf=75

dND = ndo detectavel.

Fonte: Da autora.
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As trés formas estudadas mostraram-se mais soltiveis no meio HCI 0,01 mol.L™? onde
0s pHs finais ficaram entre 1,9 e 2,9 (TABELA 15 e FIGURA 23). Esse comportamento era
esperado devido a provavel formagéo da espécie BCZH.?" e/ou BCZH* em solugdo em pHs
abaixo de 4,5 (FIGURA 22). Observa-se ainda que a ordem de solubilidade nesse meio foi
BCZ-BL > BCZHCI > BCZHCl,. Ou seja, a base livre possui solubilidade superior a dos sais
estudados. Esse comportamento pode estar associado ao efeito do ion-comum, que tende a
diminuir a solubilidade dos dois sais de BCZ que tém o cloreto como contra-ion. Essa hipotese
é reforcada pelo fato de a solubilidade das trés formas terem sido reduzidas (TABELA 15 e
FIGURA 23) quando a concentracdo do acido foi aumentada em 10 vezes (meio HCI 0,1 mol.L
! pH final = 1,2).

Ja em agua, a base livre se mostrou insolivel mesmo havendo a reducdo do pH final da
solucdo (pH = 4,6) para um valor abaixo do pKa2. Observa-se ainda que a solubilidade em agua
da forma BCZHCl; (pH final = 2,8) foi maior do que a da BCZHCI (pH final = 3,3), invertendo
a tendéncia dos dois meios HCI onde a BCZHCI foi mais soltvel do que o BCZH,Cl,. A maior
solubilidade do BCZH2Cl> em relagdo ao BCZHCI em agua sugere que sob auséncia do efeito
do ion-comum, o processo exotérmico envolvendo a solvatacdo das espécies idnicas liberadas
para solucdo versus o processo endotérmico envolvendo a liberagdo das mesmas de suas
respectivas redes cristalinas, favorece mais a solubilidade do BCZH,Cl, do que o BCZHCI. E
importante destacar ainda que a solubilidade da forma BCZH>Cl, em &gua é maior do que nos
meios HCI 0,1 e 0,01 mol.L? e vice-versa para o caso da BCZHCI.

De forma similar ao observado no meio agua, a base livre mostrou-se insolivel no meio
acetato de sodio pH 4,5, indicando que o pH desse meio (pH final = 4,5) ndo favorece a sua
dissolugéo, mesmo estando abaixo do pKa, da BCZ. Nesse meio, a forma BCZHCl, (pH final
= 4,5) é aproximadamente 5 vezes mais soltvel do que a BCZHCI (pH final = 4,5). Para o caso
do BCZHCl> o valor de solubilidade é comparavel aos alcangados nos meios HCI 0,1 e 0,01
mol.L ™.

Em tampdo fosfato pH 6,8 e pH 7,5 nenhuma das formas se solubilizou, o que esta de
acordo com o esperado considerando que esses pHs estejam acima do pKaz da buclizina
(TABELA 15 e FIGURAS 22 e 23).
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Figura 23 - Ensaio de solubilidade das formas salinas e BCZ-BL em diferentes meios
Fonte: Dados autora.

Seguindo o critério adotado pelo FDA (FDA, 2000), um farmaco é considerado
altamente solGvel, quando a sua maior dose comercial disponivel no mercado, seja soltvel em
no maximo 250 mL de solucdo aquosa, contemplada na faixa de pH de 1,0-7,5a37 °C £ 1 °C.
Ao extrapolar os resultados de solubilidade e dose/solubilidade para o Sistema de classificacdo
biofarmacéutica (SCB), pode-se concluir que as trés formas devam ser classificadas como de
classe Il (baixa/solubilidade e alta permeabilidade) ou IV (baixa/solubilidade e baixa
permeabilidade).

As trés formas sélidas apresentam solubilidades distintas nos meios HCI 0,01 mol.L?,
HCI 0,1 mol.L?, acetato de sddio pH 4,5 e 4gua em um nivel de significancia de 5%, sendo
que o P-value foi de 0,0 (<0,05) para BCZ-BL, BCZHCI e BCZHCl>.

O corpo de fundo separado das aliquotas de cada meio, ap0s o ensaio de solubilidade de
equilibrio, foram analisados por DRXP.

Nos meios acidos de HCI 0,01 mol.L* e HCI 0,1 mol.L™ os difratogramas experimentais
dos precipitados de BCZH>Cl> e BCZHCI foram coincidentes com os seus respectivos padrdes
de difracdo calculados (FIGURAS 24 e 25). Para o experimento com a BCZ-BL ocorreu a
conversao da estrutura cristalina da fase inicial para a do BCZHCI (FIGURAS 24 e 25). A
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concentracdo de trabalho do HCI empregado e consequentemente, seus valores de pH final,

pode ser 0 motivo da prevaléncia da formac¢do BCZHCI ao invés do BCZHCl>.

Solubilidade todas as formas-HC1 0,01 mol.L™

‘1 % BCZ-BL-exp
wmmmc
g
' ' Wzmﬂp
T A
BCZH _Cl_-exp]
22
\_JJ[—_/\J\—J\_J\A\,/W
22

T T T T T T T T T
5 10 15 20 25 30

Graus 26 (Kot Cu)

Figura 24 - DRXP calculado e experimental das formas salinas e da BCZ-BL
em HCI 0,01 mol.L™* apés o teste de solubilidade em equilibrio

Fonte: Dados autora.

Solubilidade todas as formas-HC1 0,1 mol.L™*
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Figura 25 - DRXP calculado e experimental das formas salinas e da BCZ-BL
em HCI 0,1mol.L* ,apés o teste de solubilidade em equilibrio

Fonte: Dados autora.

As trés formas avaliadas nos demais meios, apresentaram os padres de difracdo

experimentais dos sélidos remanescentes idénticos aos difratogramas calculados. Ou seja, suas
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estruturas cristalinas mantiveram-se estaveis durante todo o teste de solubilidade (FIGURAS

26-29).
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Figura 26 - DRXP calculado e experimental das formas salinas e da BCZ-BL

em agua, apos o teste de solubilidade em equilibrio

Fonte: Dados autora.
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Figura 27 - DRXP calculado e experimental das formas salinas e BCZ-BL

em tampdo acetato de s6dio pH 4,5, apés o teste de solubilidade em equilibrio

Fonte: Dados autora.
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Figura 28 - DRXP calculado e experimental das formas salinas e BCZ-BL
em tampéo fostato de sodio pH 6,8, ap6s o teste de solubilidade em equilibrio
Fonte: Dados autora.
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Figura 29 - DRXP calculado e experimental das formas salinas e BCZ-BL
em tampdo fosfato de sddio pH 7,5, ap0s o teste de solubilidade em equilibrio
Fonte: Dados autora.



77

5.5 Obtencéo e caracterizagdo dos comprimidos

A seguir, segue os testes realizados para a avaliacdo da qualidade dos comprimidos,

contendo as trés formas soélidas.

5.5.1 Friabilidade dos Comprimidos

De acordo com os resultados (TABELA 16), os comprimidos contendo as trés formas

solidas encontram-se dentro da especificacao.

Tabela 16- Friabilidade dos comprimidos (%)

BCZ-BL BCZHCI BCZH,Cl,
Resultados (%) 0,2 % 0,1% 0,1%
Especificacdo (%) Reducdo massa < 1,5 %

Fonte: Dados autora.

5.5.2 Determinacdo do Peso Médio

De acordo com a Tabela 17, todos os comprimidos se encontram dentro da especificacéo
(DPR <£5,0 %).
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Tabela 17- Determinagdo do peso médio (mg) dos comprimidos produzidos com BCZ-BL, BCZHCI
e BCZHzClz

Comprimido BCZ-BL BCZHCI BCZH,Cl,
1 320,56 319,73 325,62
2 322,89 323,03 322,12
3 319,45 320,39 320,63
4 319,46 321,02 320,26
5 326,17 322,71 320,95
6 325,95 321,85 323,12
7 328,61 318,33 322,25
8 322,89 319,56 320,05
9 327,91 319,66 320,96
10 324,05 319,85 321,32
11 318,94 320,05 321,42
12 324,24 321,83 323,69
13 318,77 321,85 320,08
14 318,94 323,06 319,18
15 318,63 320,1 320,02
16 321,23 320,67 320,05
17 319,52 322,26 325,33
18 325,96 321,09 319,19
19 328,01 320,15 319,58
20 328,25 320,01 320,01
Meédia (n=20) (mg) 323,0 320,9 321,3
DPR (%) 3,6 1,3 1,8
Resultado Aprovado Aprovado Aprovado

Fonte: Dados autora.

5.5.3 Doseamento dos Comprimidos

Mediante resultados (TABELA 18), as trés formulacfes apresentam-se de acordo com
a especificacdo de 90,0 a 110,0%. Portanto, os resultados sdo satisfatorios para o doseamento

das formas.

Tabela 18- Doseamento de BCZ-BL, BCZHCI e BCZH,Cl, comprimidos

Forma Sélida Teor (%) DPR (%)
BCZ-BL 99,9 0,6
BCZHCI 98,9 0,6
BCZH.Cl, 99,6 0,4

Fonte: Dados autora.
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5.5.4 Uniformidade de Contetdo

Através da Tabela 19, conclui-se que as trés formulacbes encontram-se dentro da

especificacdo (VA < 15,0).

Tabela 19- Uniformidade de conteido de BCZ-BL, BCZHCI e BCZH,Cl; comprimidos

Comprimido BCZ-BL (%) BCZHCI BCZH)Cl»

1 104.,4 97,1 96,9

2 104,9 104,9 104,9

3 99,8 97,6 104,8

4 101,8 96,4 102,3

5 102,2 101,5 101,8

6 100,4 104,3 100,2

7 104,9 98,8 101,5

8 101,8 101,6 102,3

9 102,3 104,1 102,9

10 103,6 102,8 101,4

Média (n=10) (%) 102,6 100,9 101,9
Critério de Aceitagao (VA) < 15,0 4,3 7,7 6,0
DPR (%) 1,8 3,2 2,5

Fonte: Dados autora.

5.6 Validacdo parcial do método de dissolucéo

5.6.1 Seletividade

O parametro seletividade foi analisado no item 5.3.1 Seletividade (doseamento).

5.6.2 Linearidade



80

A linearidade do método apresentou r = 0,9999 e r?> = 0,9998 (FIGURA 30). Sendo o
critério de aceitacao r > 0,990, concluiu-se que o método € linear na faixa de concentracao de
5,7 ug.mL?t a 34,0 ug.mL. Além disso, os dados foram considerados homocedasticos, pois 0
C calculado foi de 0,3134 e é menor que o C tabelado (0,5157). Também confirmou-se a
significancia do coeficiente angular, pois o F calculado = 128503,04 é maior que o F critico
(4,30). Mediante gréafico de residuo (FIGURA 31) e sua avaliacao estatistica, em que p =0,6324
foi maior que 0,05, concluiu-se que os dados obedecem uma distribuicdo normal e néo
apresentam tendéncias.
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Figura 30 - Curva analitica para quantificagdo da BCZ em analises de dissolugdo
Fonte: Da autora.

400 - Buclizina
* *
200 -
* ®
:g) 0 \’ t T ’\ T \‘ T T 1
g 0 5 10 5 % g 5 30 35 40
200 - ¢
¢ L 2
*
-400 - Variavel X

Figura 31 - Gréfico de Residuo para quantificagdo da BCZ em analises de dissolucao
Fonte: Da autora.
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5.6.3 Exatidao

A exatiddo do método foi verificada através da porcentagem média de recuperacao e do
desvio padrdo relativo, onde os resultados sdo demonstrados na Tabela 20. Sendo os critérios

de aceitacdo: DPR < 5% e recuperacdo 100 + 5%, concluiu-se que o método é exato.

Tabela 20- Resultados da exatiddo para o doseamento

Conc % Conc Teorica Conc Obtida Recuperacédo Média e
(hg.mL™) (Hg.mL™) (%) DPR (%)

50-1 % 14,00 14,58 104,2

50-2 % 14,03 14,65 104,4 M=104,3

50-3 % 13,94 14,53 104,2 DPR=0,14

100-1 % 27,29 27,32 97,6

100-2 % 28,05 27,49 98,0 M=98,3

100-3 % 27,88 27,67 99,2 DPR=0,85

120-1 % 33,59 32,96 98,1

120-2 % 33,66 32,95 97,9 M=98,4

120-3 % 33,46 33,25 99,3 DPR=0,80
Média Total (%) =100 DPR (%)=3,0

Fonte: Da autora.

5.7 Perfil de dissolucéo

O racional para a escolha do meio de dissolucdo mais adequado, foi baseado na
solubilidade e no volume da condi¢éo sink do BCZH,Cl., pois é a forma disponivel no mercado.
Além disso, foi levado em consideracdo o volume das cubas para se realizar a dissolugdo, que
pode ser de 500, 900 ou 1000 mL (FDA, 1997).

Os valores de solubilidade obtidos no item 5.4 quando extrapolados para a dosagem da
forma comercial (25 mg), justificam a necessidade da utilizacéo de tensoativo, uma vez que na
sua auséncia, as trés formas apresentaram solubilidade aquém da necessaria para solubilizar o
comprimido (TABELA 15). Em outras palavras, considerando as “sink conditions”, conclui-se
que nenhum dos meios testados € ideal para realizar o perfil de dissolu¢do da BCZHCl,, pois
todos eles apresentaram valores de solubilidade que requereriam volumes de solucdo que

estariam acima da capacidade maxima da cuba de maior volume, 1000 mL (TABELA 21).
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BCZ-BL Sink BCZHCI Sink BCZH,CI, Sink

Meio Solub Condition Solub Conditon Solub Condition
pg.mL*? (mL) pg.mL*! (mL) pg.mL? (mL)
HCI 0,01 mo.L™* 75,725 857 35,983 1938 19,875 3774
HCI 0,1 mol.L? 51,00 1264 30,326 2305 12,171 6162
pH 4,5 N.D N.D 3,10036 22497 16,3041 4699
Agua N.D N.D 18,412 3788 34,771 2157

N.D. = ndo detectavel
Fonte: Da autora.

Dessa maneira, de acordo com a recomendacdo da RDC N°31 e NT003 (BRASIL, 2010;
BRASIL, 2013), para assegurar que a quantidade de BCZH.ClI, existente na formulagdo fosse
dissolvida, foi necesséario a utilizacdo da menor quantidade possivel de tensoativo.

Apesar da maior solubilidade ser em agua (34,771 pg.mL™?), a variagdo de pH ao
adicionar as trés formas e ap6s a execuc¢do do teste de solubilidade foi significativa (TABELA
15). Sendo assim, descartou-se a escolha da agua para adicionar o tensoativo.

O segundo meio em que se observou um maior valor de solubilidade, foi o HCI 0,01
mol.L? (19,875 pg.mL™?), porém, este meio ndo foi selecionado para o ensaio do perfil de
dissolucdo devido a transicdo de fase observada para a forma BCZ-FB em BCZHCI durante o
estabelecimento do equilibrio (FIGURA 23).

Sendo assim, a opgdo de escolha foi o tampdo acetato pH 4,5 (16,304 pg.mL™).
Quantidades de 0,5 e 1,0 % de lauril sulfato de sédio (LSS) foram adicionadas e comparadas.

Os resultados do perfil de dissolucdo (FIGURA 32, Tabela 22) demonstraram que a
concentracdo de 1,0 % apresentou liberacdo 11% mais elevada em relacdo a de 0,5 %, além de
atender todos os critérios de coeficiente de variacdo descritos na RDC 31, que sdo 20 % para
0s tempos iniciais e de 10 % para os demais pontos (BRASIL, 2010).

Tabela 22- Média e DPR (%) para 0,5 e 1,0 LSS, nos tempos: 5, 10, 15, 20, 30 e 60 minutos

Conc. LSS (%) | Tempo(min) | 5 | 10 | 15 | 20 | 30 | 60
1,0 Média % 31,8 474 579 64,9 751 884

DPR % 19,1 125 10,3 9,0 7.3 4,6

0,5 Média % 33,0 421 496 56,2 642 777

DPR % 22,9 143 56 6,0 3,8 43

Fonte: Da autora.
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Ao avaliar os resultados do perfil comparativo para as formas BCZ-BL, BCZH.Cl, e
BCZHCI em tampéo acetato pH 4,5 contendo 1,0 % LSS (FIGURA 33), constatou-se que as

médias no tempo final de dissolucdo foram respectivamente: 91, 88 e 55%. A taxa de dissolucao

mais elevada para a BCZ-BL pode ser explicada pela maior capacidade de formacéo de micelas

em detrimento as variagGes solidas salinas. Ou seja, a BCZ-BL, por ser um cristal molecular

(contém a espécie BCZP), pode ter tido uma maior interagdo com a cadeia apolar do LSS assim

que era liberada da rede do cristal molecular. No caso das formas salinas, em concordancia com
os valores de solubilidade em equilibrio (FIGURA 23), o BCZH,Cl, apresentou valores de

dissolucdo mais elevados que o BCZHCI.
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Figura 33 - Perfil de dissolu¢do comparativo entre BCZ-BL, BCZHCI e BCZH,Cl..
Meio de dissolucéo: pH 4,5 + 1.0 % lauril sulfato de so6dio

Fonte: Da autora.
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Com o intuito de demonstrar que as trés formas possuiam performances diferentes,
porém, isentas da influéncia do uso do tensoativo, realizou-se também um perfil de dissolucéo
em agua, mesmo sabendo que este ndo apresentou a condicao ideal para propiciar que toda BCZ
presente na formulagdo fosse solubilizada. A BCZH.Cl, apresentou taxa de dissolucéo de 35 %

em 60 minutos enquanto as formas BCZHCI e BCZ-BL néo dissolveram (FIGURA 34).
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Figura 34 - Perfil de dissolugéo comparativo entre a BCZ-BL, BCZHCI e BCZH,Cl,
utilizando 4gua como meio de dissolugdo
Fonte: Da autora.

Para as formulacbes serem consideradas semelhantes, o fator de semelhanca (F2) deve
ser > 50. Os resultados de F2 obtidos dos perfis de dissolugdo apresentados na Figura 33,
comparando BCZH.Cl, versus BCZ-BL e BCZHCl, versus BCZHCI, foram de,
respectivamente, 44 e 26. Sendo assim, mediante os valores de fatores de semelhanca para o0s
perfis demonstrados, nenhum se encontra dentro da especificacdo. Além disso, conclui-se que

as condicdes definidas do teste de dissolucéo, conseguiram discriminar as trés formulagdes.

5.8 Estudo de estabilidade dos comprimidos

Mediante os resultados apresentados na Tabela 23 pode-se concluir que na condicéo de
40 °C e 75 % umidade relativa (UR) durante 21 dias, todos os comprimidos mantiveram seu

doseamento estavel, e dentro da especificacdo para doseamento que é de 98,0 — 102,0 %.
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Tabela 23- Estabilidade dos comprimidos, durante 21 dias, 40 °C -

75 % UR

Inicial 21 dias
BCZ-BL-comprimidos 99,5 % 100,3 %
BCZHCI-comprimidos 99,7 % 100,6 %
BCZH:Cl,-comprimidos 99,4 % 100,4 %

Fonte: Da autora.
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6 CONCLUSOES

Obteve-se as formas solidas BCZHCI e BCZ-BL a partir da neutralizacdo da forma
comercial BCZH,Cl>. A obtencdo e a pureza das formas sélidas foi confirmada pelas anélises
de DRXP, IV, DSC, TG e CLAE.

As estruturas da BCZH2Cl> e BCZHCI foram determinadas por difracéo de raios X por
monocristal, demostrando que ambas apresentam cristalizacdo com racemizacao espontanea,
gerando monocristais com os isdmeros R e S, disponibilizados ordenadamente a longo alcance
na proporcao exata de 1:1, dando origem a um cristal racémico.

A solubilidade de equilibrio das formas BCZH.Cl,, BCZHCI e BCZ-BL foram
comparadas na faixa de pH fisiologico. A ordem de solubilidade nos meios contendo HCI foi
BCZ-BL > BCZHCI > BCZHCl,. A BCZ-BL mostrou-se insolivel em agua e em tampéo
acetato pH 4,5 enquanto a BCZH.Cl, foi mais soltvel que a BCZHCI nesses meios. Em pH 6,8
e 7,5, todas as formas foram insollveis. Também foi realizado a DRXP dos corpos de fundo
formados em todos os meios avaliados.

Os perfis de dissolucdo estabelecidos em tampéo acetato pH 4,5 + 1,0 % LSS mostrou
uma taxa de dissolucao no tempo final da curva (60 minutos) de 88, 55 e 91% para 0 BCZHCl,,
BCZHCI e BCZ-BL, respectivamente. O valor de F2 comprova que todas as formulacgdes
possuem performances diferentes.

Os comprimidos preparados com as trés formas se mostraram estaveis apds incubacao
por 21 dias a 40 °C e 75% UR.

Portanto, mediante as analises empregadas nesta dissertacdo, pdde-se diferenciar as trés
formas estudadas. Sendo assim, estas técnicas podem ser utilizadas na rotina de laboratérios de
Controle de Qualidade, com o intuito de caracterizacdo e avaliacdo se esta ocorrendo transicdo
de fases entre BCZ-BL, BCZHCIl e BCZHCl:.
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7 PERPECTIVAS E SUGESTOES DE TRABALHOS FUTUROS

Obter monocristais da BCZ-BL para sua determinacao estrutural por DXRM ou tentar
determinar a sua estrutura por DRXP;

Tendo em vista que dados preliminares indicaram a possivel obtencdo de sais nitrato e
brometo da BCZ durante esse trabalho, pretende-se fazer a caracterizagéo sistematica e o estudo
cristalografico dos mesmos, bem como comparar suas solubilidades com a BCZHCl,, que é

forma comercial da BCZ.
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