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RESUMO

A genfibrozila (GFB), farmaco antilipémico, pertencente a classe Il do Sistema de
Classificacdo Biofarmacéutica (SCB), possui baixa solubilidade em meio aquoso. A
insolubilidade de farmacos € um obstaculo na formulacdo farmacéutica, afetando
tanto a estabilidade quanto a biodisponibilidade do medicamento. A formulacéo de
dispersbes solidas (DS) é uma estratégia eficaz para melhorar a dissolugdo de
farmacos com baixa solubilidade e a obtencdo de DS por liofilizacdo para a GFB se
mostrou viavel com um aumento minimo de 60% na dissolugcdo da GFB. Nesse
contexto, o presente trabalho se propds avaliar tanto o efeito da proporcao
“farmaco:polimero” como o tipo de congelamento sobre as propriedades fisico-
quimicas da GFB nas DS durante o armazenamento das amostras sob condicdes
controladas e diferentes parametros de acondicionamento num periodo de 6 meses,
caracterizando assim os estudos de estabilidade acelerado. As amostras foram
produzidas nas proporcdes 1:1, 1,5:1 e 2:1 e posteriormente caracterizadas por
espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR), andlise
termogravimétrica (TG/DTG), calorimetria exploratoria diferencial (DSC), difracdo de
raios-X (DRX), analise visual e morfolégica, perfil de dissolucédo, solubilidade e
determinacdo do teor de farmaco. Os resultados apresentaram diferencas nas
caracteristicas fisico-quimicas das amostras sendo influenciadas de distintas formas
pelas variaveis analisadas. Ainda assim, a formulacdo com maior propor¢cdo de
farmaco submetida ao congelamento rapido favoreceu para uma formulacdo mais
estavel ao longo do tempo tendo potencial promissor no desenvolvimento de DS.

Palavras-chave: genfibrozila, dispersdo sélida, liofilizac&o, cristalinidade, estudo de
estabilidade.



ABSTRACT

The gemfibrozil (GFB), an antilipemic drug, belonging to class Il of the
Biopharmaceutical Classification System (SCB), has low solubility in agueous media.
The insolubility of drugs is an obstacle in the pharmaceutical formulation, affecting
both the drug’s stability and bioavailability. The formulation of solid dispersions (DS)
is an effective strategy to improve the dissolution of drugs with low solubility and the
achievement of DS by lyophilization for GFB proved to be viable with a minimum
increase of 60% in the dissolution of GFB. In this context, the present work aimed to
evaluate both the effect of the drug: polymer ratio and the freezing on the physical
and chemical properties of GFB in the DS during the storage of the samples under
controlled conditions and different conditioning parameters of 6 months, thus
characterizing the accelerated stability studies. The samples were produced in the
proportions 1:1, 1.5:1 and 2:1 and later characterized by Fourier transform infrared
spectroscopy (FTIR), thermogravimetric analysis (TG/DTG), differential scanning
calorimetry (DSC), X-Ray Diffraction (DRX), visual and morphological analysis,
dissolution profile, solubility and content determination of drug. The results showed
differences in the physicochemical characteristics of the samples being influenced in
different ways by the variables analyzed. Still, the formulation with the highest
proportion of drug subjected to rapid freezing favored a more stable formulation over
time, having promising potential in the development of DS.

Keywords: Gemfibrozil, solid dispersion, lyophilization, crystallinity, stability study.
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1. INTRODUCAO

A baixa solubilidade aquosa de farmacos € um sério desafio no
desenvolvimento de medicamentos, visto que o0 sucesso de uma formulagéo
farmacéutica depende da eficiéncia que o farmaco é disponibilizado no sitio de acéo.
Assim, uma dissolugéo incompleta da forma farmacéutica pode ser fator limitante na
biodisponibilidade, inclusive em formulagdes orais (GOKE et al., 2017; LAVRA,
2016). Os desafios referentes a boa absorcdo de farmacos aumentam pela
dificuldade da descoberta de novas moléculas com atividade farmacolégica. Cerca
de 70% dos possiveis candidatos a novos farmacos, bem como os ja utilizados,
sofrem algum tipo de restricdo entre as quais se destaca a baixa solubilidade
aguosa, fator decisivo para uma formulacdo atender aos critérios de uma adequada
biodisponibilidade. Tais farmacos sao classificados como farmacos de classe |l
(baixa solubilidade e alta permeabilidade) ou classe IV (baixa solubilidade e baixa
permeabilidade) de acordo com o Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica (SCB)
(KAWABATA et al., 2011; VARGAS; RAFFIN; MOURA, 2012).

Pertencentes a classe Il do SCB, os fibratos sdo utilizados no tratamento da
hiperlipidemia (dislipidemia), caracterizada por concentracdes elevadas de lipidios
ou lipoproteinas no sangue, colesterol e triglicerideos, a qual esta entre as principais
causas de doencas cardiovasculares (DCV) (GAMBETTA; ARAUJO; CHIESA, 2019;
HURTUBISE et al., 2016). Em 2016 ocorreram 17,9 milhdes de mortes por DCV
(WHO, 2018) e estima-se que o numero anual de mortes por DCV chegara a 25
milhdes em 2030 (SBC, 2012), sendo a principal causa de morte no pais e no
mundo (SBC, 2019).

Os medicamentos utilizados nesse tipo de tratamento apresentam maior
atuacdo sobre os niveis de colesterol total e fracdes ou ainda de triglicerideos
(BRAGA; LANGER; LEITER, 2008), sendo a genfibrozila (GFB) mais eficaz sobre
essa categoria de dislipidemia (ELIKIR, 2010). No entanto, a GFB é uma droga
cristalina, lipofilica, ndo higroscépica que, embora possua alta permeabilidade
através da membrana intestinal, o fato de possuir baixa solubilidade aquosa quando
administrada na forma farmacéutica solida, apresenta taxa de dissolucdo lenta no
trato gastrointestinal, podendo passar pelo local de absor¢éo antes da dissolugéo
completa, o que limita sua absorcédo e biodisponibilidade (HUANG et al., 2008).
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Devido a essas caracteristicas, a GFB é administrada em doses elevadas, de
600 a 1200 mg/dia (SBC, 2017), necessarias para que sua concentracao sanguinea
alcance niveis terapéuticos. Isto pode favorecer o aumento da toxicidade,
aparecimento de efeitos colaterais que acarreta risco de reduzir a adesdo do
paciente ao tratamento (KAWABATA et al., 2011).

Diante disso, alternativas farmacotécnicas no desenvolvimento de novos
produtos sdo necessarias e muitas técnicas desenvolvidas tém foco na melhora da
solubilidade, taxa de dissolucdo e biodisponibilidade oral (BAGHEL; CATHCART,;
O'REILLY, 2016; LAVRA, 2016). Métodos como micronizagao (VANDANA et al.,
2013) e reacOes quimicas (KAWABATA et al., 2011) séo utilizados e dentre as
estratégias esta a formulacdo de dispersfes solidas (DS), que é considerada uma
das mais eficazes para melhorar o perfil de dissolucédo desses farmacos (ADIBKIA et
al., 2013) sendo o sistema de interesse deste trabalho.

Dentre as vantagens obtidas na producédo de DS estéo a reducao do tamanho
de particula, aumento da molhabilidade, bem como a alteracdo do estado cristalino
do farmaco para o estado amorfo (VASCONCELOS; SARMENTO; COSTA, 2007,
VO; PARK; LEE, 2013). De modo geral, as formas amorfas sdo mais solUveis que as
cristalinas e possuem maior velocidade de dissolugcdo (ADIBKIA et al., 2013), porém
os farmacos no estado amorfo sdo quimica e fisicamente menos estaveis
(NEWMAN; BYRN, 2003), podendo ocorrer degradacdo durante longos periodos de
armazenamento e resultar em graves alteragbes tanto nas caracteristicas de
liberacdo do farmaco, como no seu comportamento téxico e farmacoldgico
(SZAFRANIEC-SZCZ et al.,, 2021). Essa instabilidade representa um desafio
tecnolégico e por isso ha a necessidade de se avaliar o comportamento desses
farmacos nas formulagcbes quando submetidas a condicdes de estresse como
variagcdo de temperatura e umidade (LAVRA, 2016). Entéo, testes de estabilidade
sobre os efeitos de armazenamento devem ser realizados por um determinado
periodo de tempo conforme determinado por 6rgdos regulamentadores como a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2017).

Para a producgéo de DS, as técnicas de secagem por atomizacao/spray drying
(ADIBKIA et al., 2013) e fusao-extrusdo/hot melt extrusion (DJURIS et al., 2013;
PINA et al., 2014) sdo bastante utilizadas pela industria farmacéutica e representam
0S processos mais estudados no desenvolvimento destes sistemas (LAVRA, 2016).

18



No entanto, uma técnica alternativa a esses processos foi estudada por Fanton
(2015), a secagem por liofilizagdo que mesmo ndo sendo desenvolvida com a
finalidade de producéo de DS (KASPER; WINTER; FRIESS, 2013) € um método que
permite a producao dessas formula¢des, uma vez que a incorporacéo do farmaco na
matriz polimérica ocorre com stress térmico minimo durante a fase de secagem, o
gue auxilia na estabilidade da substancia ativa (VO; PARK; LEE, 2013). A etapa
de congelamento é de extrema importancia para o processo de liofilizacdo, pois
influencia diretamente o nimero, tamanho, forma e a distribuicdo dos cristais de gelo
(KASPER; FRIESS, 2011), sendo nesta etapa em que todos os fluidos presentes se
tornam corpos solidos cristalinos ou amorfos (REY; MAY, 2010). No estudo de
Fanton (2015) foram avaliadas DS obtidas por meio de liofilizacdo contendo GFB
usando Oleo essencial como alternativa a solventes organicos tradicionais (clorados
e benzénicos) para realizar a dissolucdo do farmaco. O estudo apresentou
inexisténcia de interacdes entre os componentes das DS (farmaco e excipientes),
bem como diminuicdo da cristalinidade e melhora significativa na dissolu¢do do
farmaco, com um aumento de pelo menos 60%, comparado ao farmaco puro.

Em continuidade ao estudo, Moreira (2017) avaliou diferentes métodos de
congelamento, o convencional (em bloco) e o rapido em concha (shell freezing) e o
volume de formulacdo produzida para as DS. Essas varidveis afetaram de formas
distintas as DS e os resultados demonstraram que houve melhora de até 70% na
dissolucdo e na solubilidade da GFB quando comparadas ao farmaco isolado,
devido a reducdo do grau de cristalinidade e ao aumento da area superficial das
dispersdes com o congelamento rapido e o dobro de formulacdo produzida, podendo
ser promissor na producdo industrial. No entanto, somente uma pequena parcela
dos produtos chega ao mercado, devido, principalmente, a problemas com a
estabilidade fisico-quimica (LAVRA, 2016).

Neste contexto, este trabalho se propde avaliar a estabilidade do sistema
“farmaco-polimero” e o tipo de congelamento empregado no que diz respeito a
recristalizacdo ou outras alteracdes que possam afetar o farmaco durante um
periodo determinado de armazenamento, utilizando material de embalagem

especifico sob diferentes parametros de acondicionamento.
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2. OBJETIVOS

21 GERAL

Avaliar o efeito da proporgao “farmaco:polimero” e o tipo de congelamento
sobre as propriedades fisico-quimicas da GFB nas DS durante o armazenamento
das amostras sob condi¢cbes controladas num periodo de tempo determinado de 6

meses.

2.2 ESPECIFICOS

e Obter DS de GFB em trés proporg¢des “farmaco:polimero” e duas formas de
congelamento (convencional e répido) pela técnica de liofilizacdo em
guantidade suficiente para promover estudo por 6 meses;

e Verificar o efeito das proporgbes “farmaco:polimero” e do tipo de
congelamento sobre as caracteristicas fisico-quimicas das DS nos tempos
em meses: 0, 1, 3 e 6 de acordo com cada parametro de

acondicionamento;

e Detalhar as caracteristicas das DS produzidas em relacdo a cristalinidade,

umidade, teor, solubilidade e perfil de dissolucéo;

e Analisar a estabilidade térmica e morfolégica das DS em condi¢cdes de
stress controlado (umidade e temperatura) e em condi¢des ambiente;

e Demonstrar os principais aspectos que afetaram a estabilidade das DS nas

condicdes de armazenamento as quais foram submetidas.
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3. REFERENCIAL TEORICO
3.1 GENFIBROZILA

A GFB, denominada quimicamente como acido 5-(2,5-dimetilfenoxi)-2,2-
dimetilpentandico, possui férmula molecular CisH2,03 e massa molar de 250,33
g/mol. E um po cristalino, branco ou quase branco, ceroso, praticamente insoltvel
em agua e facilmente solivel em alcool metanol e etanol, com faixa de fusao entre
58 a 61°C (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2019).

Como um acido fraco, a GFB exibe o comportamento com perfil de
solubilidade reduzida quando o pH < pKa 4.42 e maior solubilidade quando pH >
pKa 4.42 (HOLANDA, 2019). A forma ndo ionizada de um farmaco €& mais
lipossolavel que a forma ionizada, o pKa da substéncia e o pH do meio sdo dois
pardmetros que influem diretamente na passagem dos farmacos através das
membranas bioldgicas e, portanto, estes dois parametros sdo determinantes dos
processos de absorcao, transporte e excrecao dos farmacos (RANG et al., 2011). A

estrutura quimica da GFB é apresentada na Figura 1.

Figura 1: Estrutura quimica da genfibrozila.

CHj

H,C CHs

Fonte: Farmacopeia Brasileira (2019).

A GFB pertencente a classe dos fibratos, classificados como categoria Il do
SCB € um farmaco hipolipemiante, empregado no controle das lipidemias, muito
utilizado para elevar o colesterol HDL e reduzir o risco de DCV (ROTLLAN et al.,
2011). E administrado de 600 a 1200 mg ao dia, podendo ter um aumento de 7 a
11% nos niveis de colesterol HDL e reducéo de 30 a 60% dos niveis de triglicerideos
(SBC, 2017).
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Por ser um farmaco lipofilico ndo higroscopico a GFB apresenta alta
permeabilidade na membrana intestinal, porém baixa solubilidade e taxa de
dissolucéo no trato gastrointestinal o que limita a absorcao do ativo (AMIDON et al.,
1995; JUNYAPRASET; MORAKUL, 2015). Por apresentar determinadas
caracteristicas a GFB vem sendo estudada com objetivo do aumento da
biodisponibilidade oral (FANTON, 2015).

Além disso, apesar de haver poucas pesquisas detalhadas sobre a cinética de
fotodegradacao da GFB sob irradiacéo, este ativo é passivel de sofrer fotolise (MA et
al., 2016) e seu potencial de fototoxicidade é de grande importancia, pois em alguns
casos, os fotoprodutos residuais podem ser mais toxicos do que seus préprios

compostos originais (CHEN, 2010).

3.2 SOLUBILIDADE DE FARMACOS

Alternativas tecnoldgicas tém sido desenvolvidas para superar a baixa
solubilidade dos medicamentos, por meio de modificagcbes quimicas e fisicas das
moléculas (LAVRA, 2016). A comunidade cientifica farmacéutica desenvolveu
diferentes estratégias, como reducdo do tamanho de particula e nanonizacgéo;
disperséo de sélidos amorfos; poliméricas micelas; modificacdo de pH e formacao de
sal; co-solvéncia e solubilizacdo de surfactante; nanoparticulas lipidicas solidas;
lipossomas, prolipossomas e microemulsdo; e sistemas de entrega de drogas
autoemulsionantes e complexacdo de inclusdo (MALATAMARY et al., 2018;
RODRIGUES et al., 2018; SATHISARAN; DALVI, 2018; TRAN et al., 2019; YU et al.,
2018). Dentre essas estratégias, a de DS apresentou sucesso comercial e € um
conceito promissor para melhorar a biodisponibilidade (JELI, 2021), visto que a
combinacdo com matrizes tensoativas e polimeros amorfos tende a alcangar maior
grau de biodisponibilidade de farmacos lipofilicos e também uma maior estabilidade
das DS, evitando a recristalizacdo do farmaco (KALRA & JAIN, 2011).

No Quadro 1 sdo apresentadas algumas estratégias propostas na literatura
para melhorar o perfil de dissolucdo da GFB destacando-se a formulacdo de DS,
que é considerada uma das estratégias mais eficazes para melhorar o perfil de
dissolugdo de farmacos com baixa solubilidade aquosa (ADIBKIA et al., 2013). O
estudo de Fanton (2015) merece destaque, obteve DS contendo GFB utilizando o
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Oleo de alecrim (Rosmarinus officinalis L.) pelo método de liofilizacdo. O estudo
apresentou inexisténcia de interagbes entre os componentes das DS (farmaco e
excipientes), bem como diminuicdo da cristalinidade e melhora significativa na
dissolucdo do farmaco, com um aumento de pelo menos 60%, comparado ao

farmaco puro.
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Quadro 1: Estratégias propostas na literatura para melhorar o perfil de dissolucdo da GFB.

Estratégia Técnica de o ltad a
utilizada obtencéo Principais resultados Referéncia
Misturas binérias contendo GFB e
Cocristalizacso Mecanodquimico Isonicotinamida apresentaram maior HOLANDA
¢ q solubilidade e perfil de dissolugdo em 2019
relagdo a GFB pura.
. ~ As DS contendo GFB apresentaram
Dlspgrsoes Liofilizac&o diminuicAo da cristalinidade do FANTON
sélidas . ; ~ 2015
farmaco e aumento da dissolucéo.
A cristalinidade da GFB complexada
Complexacédo com ciclodextrina diminuiu
com Co-Moagem consideravelmente com o aumento do AIG’;%TZH al.
ciclodextrinas tempo de co-moagem. Em 35 min de
co-moagem atingiu o estado amorfo.
As formulacbes contendo GFB
Modificaco Sonocristalizacio apresentaram melhor dissolugdo do
Cristalina/ (liofilizacso e gue a GFB isolada. Pelo método de | AMBRUS et al.
Micronizacso spra -d? ing) spray-drying obteve-se menor 2012
& pray-arying tamanho de particula e melhor taxa de
dissolucéo (100% em 10 min).
Comprimidos contendo as
Sistemas auto nanoemulsdes de GFB obtiveram
Nanoemulsio emulsionantes melhor dissolu¢édo do farmaco (90% VILLAR et al.
(SNEDDS) em 15 min) comparado com o0s 2012
comprimidos convencionais de GFB
(30% em 15 min).
A presenca de surfactantes nas DS de
Dispersdes Fusio GFB promoveu aumento da taxa de SZUTS et al.
sélidas liberagdo do farmaco (100% em 10 2011
min).
Solugdo A GFB micronizada manteve a
o estrutura cristalina original, porém a
Micronizag&o supercrltlcg COM | sua taxa de dissolucdo teve um CHEN etal.
CO, de rapida 2010
expansio (RESS) aumento de 5,5 vezes quando
comparada com a GFB isolada.
~ O método de liofilizagdo obteve maior . .
Comgl)enz(agao Liofilizagéo e taxa de dissolucdo da GFB SAI‘D'XITHPZLLI
. . amassamento complexada quando comparado com o
ciclodextrinas . 2010
método de amassamento.
A GFB micronizada apresentou
Micronizacao Precipitagéo dissolucéo de cerca de 91,2% em 120 HUANG et al.
& reativa min, enquanto apenas 23,6% de GFB 2008

isolada dissolveram no mesmo tempo.

Microesferas e
Farmaco
conjugado

Spray-drying

As microesferas e a GFB conjugada
melhoraram o perfil de liberacdo do
farmaco, porém as microesferas
induziram um perfil de dissolucdo mais
regular.

MARTINAC et al.
2002

Fonte: adaptado de MOREIRA, 2017.
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3.3 DISPERSOES SOLIDAS

Uma DS é um sistema de dois ou mais componentes, no qual o farmaco é
disperso em uma matriz polimérica (HUANG; DAI, 2013). A maioria das DS é
preparada usando polimeros altamente solUveis em agua, sendo o polimero amorfo
ou parcialmente cristalino (ZHU; HARRIS; TAYLOR, 2012).

Estudos de DS tém mostrado vantagens a solubilidade e dissolucdo de
farmacos com baixa solubilidade em agua, que incluem a reducédo do tamanho de
particula no caso do farmaco permanecer cristalino, aumento da molhabilidade, bem
como a mudancga do estado cristalino do farmaco para o estado amorfo (VO; PARK;
LEE, 2013). De modo geral, as formas amorfas sdo mais solUveis que as formas
cristalinas e possuem uma melhor dissolugcdo (ADIBKIA et al., 2013), porém o0s
farmacos no estado amorfo sdo quimica e fisicamente menos estaveis (NEWMAN;
BYRN, 2003), podendo ocorrer degradacdo durante longos periodos de
armazenamento e resultar em graves alteragbes tanto nas caracteristicas de
liberacdo do farmaco, como no seu comportamento toxico e farmacoldgico
(YOSHIOKA; STELLA, 2002).

Os medicamentos baseados na tecnologia de DS passam por dificuldades
nos processos produtivos envolvendo principalmente a instabilidade fisico-quimica
(VO; PARK; LEE, 2013). O que faz com que esses sistemas enfrentem desafios
tecnolégicos como a estabilizacéo fisico-quimica do farmaco no seu estado amorfo
guando submetido a condi¢cdes de estresse para uma forma termodinamicamente
instavel (LAVRA, 2016).

Para a preparacao de DS existem varios métodos sendo o hot melt extrusion
(DJURIS et al., 2013; PINA et al., 2014) e o spray drying (ADIBKIA et al., 2013) os
mais utilizados e avancos recentes dessas técnicas aceleraram a aplicacdo
comercial e industrial de conceitos de DS amorfa para drogas pouco sollveis
(MALAMATARY, 2018, TRAN, 2019, HASER, 2018). Outros métodos menos
comuns para obtencao de DS, encontrados em literatura, sdo descritos no Quadro 2.
A técnica de secagem por liofilizagdo, mesmo ndo sendo desenvolvida com a
finalidade de produgdo de DS é muito utilizada na indudstria farmacéutica, na
producdo de farmacos liofilizados (KASPER; WINTER; FRIESS, 2013; TANG;
PIKAL, 2004). Para obtencdo de DS pelo método de liofilizacdo, o farmaco e o
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veiculo (carreador) sdo dissolvidos em um solvente comum, congelados e
submetidos a um processo de sublimacdo do solvente sob vacuo. A etapa de
congelamento é de extrema importancia para o processo de liofilizacdo, pois
influencia diretamente o numero, tamanho, forma e a distribuicdo dos cristais de
gelo, sendo nesta etapa em que todos os fluidos presentes se tornam corpos
sélidos, que podem ser cristalinos ou amorfos (KASPER; FRIESS, 2011; REY; MAY,
2010). As vantagens desse processo envolvem o fato do farmaco ser submetido a
um estresse térmico minimo, o que auxilia na estabilidade da substancia ativa e a
DS formada por esse método dificilmente separar as fases (CEBALLOS et al., 2005;
VO; PARK; LEE, 2013, JAKUBOWSKA; LULEK, 2021).

A taxa de congelamento é importante para controlar a separacdo de fases
nas DS (VO; PARK; LEE, 2013) e deve ser otimizada, uma vez que diferentes taxas
de congelamento resultam na formacgdo de diferentes tipos de cristais de gelo
(KASPER & FRIESS, 2011). O congelamento rapido conduz a cristais de gelo
pequenos e numerosos, que devido ao seu tamanho ndo facilitam a taxa de
sublimacdo, enquanto o congelamento lento forma cristais maiores e menos
numerosos, que apresentam poros de maiores dimensdes e que aceleram o
processo de sublimacdo (MORAIS et al., 2016, JAKUBOWSKA, 2021).

Quadro 2: Métodos de preparagéo de DS.

Método de preparacéo Referéncia
Triboeletrificagéo ASARE-ADDO et al., 2015
Hot melt extrusion DJURIS et al., 2013; PINA et al., 2014
Spray drying ADIBKIA et al., 2013
Leito fluidizado LEE et al., 2011
Emulsificagéo LIMA et al., 2011
Freeze drying (liofilizag&o) GUPTA; SAINI, 2011
Supercritical fluid drying KIM et al., 2009
Co-precipitacéo SOUTO; LIMA; CHAUD, 2008
Spray-congealing ROSA; TSUKADA; FREITAS, 2006

Fonte: elaboracao propria.
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3.4 POLIMEROS E EXCIPIENTES

Excipiente é qualquer substancia, diferente do farmaco, que pode ser incluido
na forma farmacéutica, com intencbes variadas, tal como, fornecer estabilidade
fisica, quimica e microbiologica ao produto e melhorar a disponibilidade do ativo no
organismo (VILLANOVA; OREFICE; CUNHA, 2010).

Os farmacos com baixa solubilidade requerem excipientes como tensoativos e
agentes molhantes a fim de facilitar ou acelerar a liberacdo da substancia ativa e
melhorar o perfil de dissolucdo, o qual € essencial para a absor¢cdo adequada e
eficacia do medicamento (GARCIA-ARIETA, 2014). A partir dos anos 70, a
preparacdo de DS comecou a ser empregada como um método efetivo para
aumentar a cinética de dissolucdo de farmacos de baixa solubilidade aquosa
(KALRA & JAIN, 2011). Neste periodo, polimeros hidrofilicos foram observados
como bons excipientes no melhoramento da solubilidade e dissolu¢éo de farmacos
pouco soluveis (LAVRA, 2016).

As dificuldades que envolvem a producédo de DS ocorrem principalmente pelo
estado de maior energia livre do estado amorfo, que aumenta a reatividade e resulta
em instabilidade quimica e fisica das estruturas causando uma tendéncia a
recristalizacdo (ZECEVIC et al.,, 2014). O uso de polimeros é tido como uma
ferramenta promissora na estabilizacdo destas formas amorfas (TEJA et al., 2013),
ja gue problemas com a miscibilidade podem acelerar o processo de recristalizacéo
durante o armazenamento e o papel dos polimeros é inibir esse processo (LAVRA,
2016, JELI, 2021).

Nos estudos de Fanton (2015) e Moreira (2017) precursoras deste trabalho,
as DS contendo GFB foram desenvolvidas contendo, além do farmaco, mais de um
polimero tensoativo e um componente inorganico e observou-se auséncia de
interacdes entre o farmaco e os excipientes avaliados. A seguir, descrevem-se
esses componentes, suas principais propriedades e funcdes em formulacdes
farmacéuticas.

O Kollidon® VA64 - poli(vinilpirrolidona-co-acetato de vinila) € um copolimero
utilizado como carreador hidrofilico em DS, como aglutinante e desintegrante (BASF,

2014). Apresenta efeito solubilizante, dispersante e inibidor da cristalizacdo, com
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bons resultados no incremento da cinética de dissolugdo e boa estabilidade fisica
(WEUTS et al., 2004).

O Kollidon® CL-SF (polivinilpirrolidona reticulada) € um polimero nédo iénico
insolivel em agua. Tem como principal funcdo a acdo super-desintegrante,
conduzindo a uma desintegracao rapida sem comprometer a dissolu¢cao do farmaco.
Este componente melhora a biodisponibilidade de farmacos pouco sollveis (BASF,
2014; ZARMPI et al., 2017).

O Lutrol® F68 (Poloxamer 188) € um copolimero formado por 6xido de etileno
e Oxido de propileno. E utilizado como agente molhante, emulsificante e
solubilizante, muito explorado nas DS, pois atua melhorando a solubilidade,
absorcdo e consequentemente a biodisponibilidade do farmaco a partir de formas
farmacéuticas solidas (BASF, 2012).

O Span 80 (monooleato de sorbitano) é um agente tensoativo lipofilico ndo
idbnico utilizado em formulagbes farmacéuticas como solubilizante, e como
componente em sistemas auto-emulsionantes, promovendo o0 aumento da
biodisponibilidade do farmaco (JANNIN; MUSAKHANIAN; MARCHAUD, 2008).

O dioxido de silicio coloidal, comercialmente denominado Aerosil® 200, é
amplamente utilizado em produtos farmacéuticos e cosméticos com Varias
aplicacdes como adsorvente de umidade e desintegrante na formulacdo (ALBERTINI
et al., 2004; KIBBE, 2009).

O oleo essencial de alecrim, proveniente do alecrim (Rosmarinus officinalis
Linn), é amplamente utilizado devido as suas propriedades antimicrobiana e
antioxidante (KADRI et al., 2011). Em processos de suspensdao-liofilizacdo os 6leos
essenciais podem se tornar uma alternativa a utilizacdo de solventes organicos
convencionais, pois sua alta volatilidade permite que o 6leo seja carreado junto a

adgua durante o processo de liofilizagdo (FANTON, 2015).

3.5 OESTADO AMORFO

Estruturas amorfas comumente se formam quando ha um resfriamento brusco
de substancias previamente fundidas impedindo o rearranjo organizado das
moléculas, e consequentemente a recristalizacdo. Essa desordem molecular
apresenta propriedades interessantes para uma melhor solubilidade e dissolucao
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(LAVRA, 2016). Geralmente, a solubilidade de uma molécula no seu estado amorfo
€ 100 a 1000 vezes superior a sua forma cristalina (LEUNER; DRESSMAN, 2000),
diferindo também na dissolu¢do. Farmacos cristalinos quando em excesso no meio
aguoso se dissolvem até que a solucdo entre equilibrio e permaneca constante.

Uma forma amorfa inicialmente se dissolve mais rapidamente que a cristalina,
alcancando maiores concentragcdes, como mostra a Figura 2. No entanto, essas
concentracfes elevadas permanecem por curto periodo de tempo, e apds atingir a
concentracdo maxima em solucdo o farmaco tende a precipitar na forma cristalina
até alcancar uma concentracdo semelhante a obtida na solucdo do farmaco
cristalino (LAVRA, 2016). Os sdlidos amorfos tém atraido atencdo particular no
campo farmacéutico devido ao alto nivel de supersaturacdo em solucdo apds a

administracéo oral (SZAFRANIEC-SZCZ et al., 2021; ZOGRAFI; NEWMAN, 2016).

Figura 2: Perfil da solubilidade aquosa de um farmaco na forma amorfa em comparagdo a forma
cristalina.

Supersaturagdo

— — — . — — — . — . — — . — — —

.
Y Farmaco amorfo
)

bt Solubilidade de
equilibrio

Concentragédo do farmaco

Tempo

Fonte: Adaptado de LAVRA, 2016.

No caso das DS, também ocorre o mesmo efeito, mas o uso do polimero faz
com que haja uma reducdo mais lenta na concentracdo do farmaco, mantendo a
solucdo supersaturada por mais tempo (LAITINEN et al.,, 2014), como mostra a

Figura 3.
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Figura 3: Perfil da solubilidade aquosa de um farmaco na forma cristalina, amorfa (A) e associado a

moléculas poliméricas (B) que aumentam a extensao e o tempo da supersaturacao.
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Fonte: LAVRA, 2016.

Um farmaco amorfo apresenta solubilidade elevada, no entanto, por ser uma
estrutura instavel, ao entrar em contato com 0 mei0 aquoso oOcorre a sua
cristalizacdo acelerando a queda da curva de solubilidade. Ja os polimeros utilizados
na produgdo de DS atuam como estabilizadores favorecendo a formagédo de
estruturas amorfas que levam a supersaturacdo e mantém esse estado por um
maior periodo de tempo, tornando mais lenta a transformacédo da forma amorfa para
cristalina melhorando o desempenho de solubilidade (LAVRA, 2016; ZAFRANIEC,
2021).

Idealmente, uma DS deveria ser estavel nas condi¢cdes de temperatura e
umidade durante sua producdo e armazenamento. No entanto, a maior limitacdo
destas estruturas solidas € a inerente instabilidade termodinamica, visto que os
parametros fisico-quimicos como solubilidade, energia da ligacao de hidrogénio, pKa
da dispersdo podem ser usados como fatores termodindmicos e cinéticos para
examinar as suas influéncias na miscibilidade e estabilidade fisica dos sistemas
amorfos (TELANG et al, 2009). O principal interesse na formulacdo destes sistemas
€ a obtencdo de misturas homogéneas que mantenham a estabilidade fisica e
evitem a recristalizagdo do farmaco (QIAN et al., 2012). Uma DS fisicamente estavel
tende a ser obtida quando o farmaco e o polimero estédo intimamente misturados em
nivel molecular WYTTENBACH et al., 2013).
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3.6 ESTABILIDADE DE MEDICAMENTOS

Conjunto de testes projetados para obter informacgdes sobre a estabilidade de
produtos farmacéuticos visando definir sua vida-média, periodo de utilizacdo em
embalagem e condicbes de estocagem especificadas em guias e compéndios
oficiais. A estabilidade de produtos farmacéuticos depende de fatores ambientais
como temperatura, umidade e luz, e de outros parametros como propriedades fisicas
e quimicas de substancias ativas e excipientes, forma farmacéutica e sua
composicdo, processo de fabricacdo, tipo e propriedades dos materiais de
embalagem que deve ser executado em sua embalagem priméria original (ANVISA,
2017).

Um dos principais fatores que devem ser avaliados no desenvolvimento de
formulagdes é o estudo da estabilidade. A estabilidade de um medicamento pode ser
definida, como a capacidade da formulacdo manter as suas propriedades fisicas,
quimicas, microbioldgicas, terapéuticas e toxicolégicas (SILVA et al., 2009).
Segundo a ANVISA, testes de estabilidade podem ser realizados juntamente com os
estudos de pré-formulagdo (ANVISA, 2017), incluindo os estudos de
incompatibilidade farmaco-excipientes, neste caso realizado por Fanton (2015) e
degradacédo forcada, assim como o desenvolvimento de métodos indicativos de
estabilidade, essenciais nessa etapa de desenvolvimento.

Héa 3 tipos de estudo de estabilidade: a) Acelerado - realizado sob condicdes
forcadas até 6 meses, sendo os tempos de armazenamento 0, 3 e 6 meses, b)
Longa duracdo, em que se verifica as caracteristicas fisicas, quimicas, bioldgicas e
microbiolégicas de um produto farmacéutico durante 24 meses sendo 0s tempos de
armazenamento de 0, 3, 6, 9, 12, 18 e 24 meses e anualmente apds o primeiro ano
ao limite do tempo de vida de prateleira declarado no registro do produto, 0s
resultados sdo usados para estabelecer ou confirmar o prazo de validade e
recomendar as condi¢cdes de armazenamento e ¢) Acompanhamento - desenvolvido
para verificar se o produto farmacéutico mantém suas caracteristicas conforme os
resultados obtidos nos estudos de estabilidade de longa duracéo, inicia-se quando o
estudo de longa duracdo termina e somente se o produto ndo sofrer nenhuma
alteracao durante este, deve ser realizado de 12 em 12 meses (ANVISA, 2017). As
condigcbes normais de armazenamento sao as condicbes ambientais a que 0s
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medicamentos estardo expostos durante os estudos de longa duragdo e
intermediarios (ORIQUI et al., 2011).

Estudo de Estabilidade Acelerada: estudo projetado para acelerar a
degradacdo quimica e/ou mudancas fisicas de um produto farmacéutico em
condicbes forcadas de armazenamento (SILVA et al., 2009). Os estudos de

estabilidade acelerada foram empregados neste trabalho.

3.7 MATERIAL DE EMBALAGEM

Compreende-se por material de embalagem o recipiente; envoltorio; invélucro;
ou qualquer outra forma de protecdo, removivel ou ndo, usado para envasar;
proteger; manter; cobrir; ou empacotar, especificamente, ou ndo, matérias-primas;
reagentes e medicamentos. Embalagem priméaria € a que mantém contato direto
com seu contetdo e ndo deve haver qualquer interacdo com o material capaz de
alterar a concentracdo, a qualidade ou a pureza do material acondicionado
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2019).

A escolha da embalagem adequada exerce influéncia sobre a estabilidade do
medicamento, devendo ser parte primordial na pesquisa e desenvolvimento de
medicamentos considerando as caracteristicas especificas e a capacidade de
preservar a eficacia do medicamento durante o armazenamento. O medicamento
define as condicbes especificas de armazenamento e, portanto, a embalagem deve
fornecer uma barreira aos fatores externos, a fim de prolongar o prazo de validade
deste (AMARAL; RODRIGUES; GOULAN, 2012; ANVISA, 2017; JORGE, 2013;
QUINTAS, 2013; RODRIGUES; FERRAZ, 2007; STINGHEL, 2014).

As DS sédo formulacbes muito sensiveis a umidade do ambiente (HUANG;
DAI, 2013), uma vez que apresentam alguns componentes higroscopicos na
composi¢do. Por isso, a escolha de wuma embalagem adequada é
fundamental para que ndo ocorram alteracbes na composicdo do produto,
garantindo sua estabilidade e protecdo (PEREIRA; FERREIRA, 2016).

Os materiais convencionalmente usados sdo vidros, metais (ex. aluminio) e
polimeros (ex. elastbmeros e termoplasticos) (LACHMAN; LIEBERMAN; KANIG,
2001), dentre os quais um frequentemente utilizado é o poli(cloreto de vinila) (PVC).
Material transparente com elevada resisténcia fisica, boa resisténcia quimica, baixa
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permeabilidade oferecendo uma estabilidade adequada para muitos produtos
farmacéuticos além do baixo custo, propriedades que fazem do PVC o material mais
escolhido para embalagem em blister (RODRIGUES; FERRAZ, 2007) e que sera

empregado no armazenamento das amostras de DS deste trabalho.

3.8 TECNICAS DE CARACTERIZACAO UTILIZADAS NESTE TRABALHO

Na avaliacdo da estabilidade das amostras de GFB pura e das formulacdes
de DS desenvolvidas estudadas neste trabalho, descrevem-se, neste item, as
técnicas de caracterizacdo utilizadas para obtencdo dos resultados.

A analise visual no que diz respeito a medicamento € um ensaio de qualidade
cuja finalidade principal é avaliar integridade fisica e estética do produto (GIL, 2010).

Os testes deteortém por objetivo avaliar se a concentracdo
do farmaco encontra-se dentro da faixa especificada para a substancia ativa
(MANGANELLI, 2016).

A solubilidade de uma substancia em dado solvente é a quantidade que este
€ capaz de dissolvé-la, a determinadas condicbes de temperatura, pressdo e pH,
tomando-se como limite o equilibrio na saturagdo (AULTON, 2002).

A dissolucéo é o processo pelo qual uma substancia no estado sélido dissolve
em um meio liquido, definido como o processo pelo qual um farmaco € liberado de
sua forma farmacéutica, tornando-se disponivel para ser absorvido pelo organismo.
E uma propriedade fundamental de um sélido, controlada pela afinidade entre o
soluto e o meio que o envolve. A dissolucdo é um pré-requisito para a absorcéao de
farmacos, o qual influencia na taxa e na extensdo com que a dose administrada
alcanca a circulacdo sistémica (JAMBHEKAR; BREEN, 2013). Um parametro
utilizado para caracterizar o perfil de liberacdo de um farmaco é a eficiéncia de
dissolucdo (ED%). A ED% é definida como a area sobre a curva de dissolugéo até
determinado tempo, expressa como a porcentagem da area do retangulo descrito
pela dissolugdo de 100% do farmaco no mesmo tempo (COSTA & LOBO, 2001).
Este parametro esta relacionado com a quantidade real de farmaco que se encontra
dissolvido no meio e fornece dados importantes para previsdo dos resultados in vivo
(MOREIRA, 2017).
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Utilizada para identificacdo de grupos funcionais a espectroscopia no
infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) é uma ferramenta eficiente para
investigar interacdes entre moléculas de farmaco e excipientes, bem como avaliar
modificacbes ou caracteristicas através de espectros especificos para cada
substancia ja que as bandas de absorcao dos grupos funcionais das moléculas sao
conhecidas (CHADHA; BHANDARI, 2014; LAVRA, 2016). As alterac6es, devido as
interacbes, se apresentam no numero de ondas e na largura de bandas de
grupamentos quimicos especificos, em comparacdo com as dos componentes
individuais (GUO; SHALAEV; SMITH, 2013) que podem ser refletidos pelo
deslocamento ou alargamento de bandas, desaparecimento de picos ou alteragao
da intensidade quando comparados ao espectro do farmaco e polimeros puros
(HONG, 2009).

A analise termogravimétrica (TG/DTG) é utilizada para medir a variacdo de
massa em funcdo da temperatura sob um programa de aquecimento. Para fins
farmacéuticos, este uso € descrito na caracterizacao, determinacdo de pureza e de
umidade, na avaliacdo da estabilidade de farmacos e, em geral fornece informacfes
sobre o processo de degradacdo térmica de uma amostra (BORBA et al., 2014;
CHADHA; BHANDARI, 2014; FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2019).

A técnica de calorimetria exploratoria diferencial (DSC), na area farmacéutica,
€ utilizada na caracterizacdo térmica e determinacdo da pureza de farmacos, na
compatibilidade entre os componentes da formulacao e identificacdo de polimorfismo
das formas cristalinas, sendo capaz de detectar eventos térmicos relacionados a
recristalizacdo do sistema permitindo avaliar a estabilidade das formula¢gdes (GUO;
SHALAEV; SMITH, 2013; OLIVEIRA, 2011), sendo que uma estrutura amorfa pode
também recristalizar e o fendbmeno é identificado por DSC (LAVRA, 2016). Na
caracterizacdo das DS sédo detectadas ocorréncias de eventos térmicos, que podem
ser endotérmicos (fusdo, transicdo vitrea e entalpia de relaxamento) ou exotérmicos
(cristalizacdo) (VO; PARK; LEE, 2013).

A difratometria de raios-X (DRX) é utilizada na caracterizacdo de DS em
razdo da capacidade de identificacdo do estado amorfo ou cristalino (BAGHEL,
CATHCART; O’'REILLY, 2016). Em raz&o do ordenamento molecular, as substancias
cristalinas sédo capazes de difratar os raios-X incidentes na estrutura do cristal, o que
ocasiona a formacao de picos finos e alongados. Esse padrédo é bem diferente do
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obtido para substancias amorfas, onde ndo se evidencia a formacao de picos e sim,
a presenca de um halo difuso, consequéncia da auséncia do ordenamento molecular
(SHAH; KAKUMANU; BANSAL, 2006). Essa técnica é amplamente utilizada para
identificar e caracterizar o estado cristalino de farmacos em DS permitindo identificar
separadamente as cristalinidades do farmaco e do carreador, possibilitando assim, a
diferenciacdo entre o estado cristalino ou amorfo do farmaco na DS (VO; PARK;
LEE, 2013) e se estende aos estudos de estabilidade das DS, pois é capaz de
identificar qualitativamente os picos de difracdo que surgem em decorréncia do
processo de recristalizacdo da estrutura amorfa (LAITINEN et al., 2014).

A microscopia eletronica de varredura (MEV) tem como objetivo verificar a
morfologia de particulas ou formas farmacéuticas contendo o farmaco, o que em DS
permite estudar aspectos de superficie do material e fornecer informacdes do estado
de cristalizagdo da formulacdo. O conhecimento da microestrutura dos materiais
permite o entendimento e até mesmo a previsdo das propriedades e respostas
quimicas (LYRA et al., 2010; CHADHA; BHANDARI, 2014).
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4. MATERIAIS E METODOS

41 MATERIAIS

Os materiais utilizados neste trabalho estdo dispostos na Tabela 1 com os
respectivos fornecedores/fabricantes:

Tabela 1: Materiais utilizados no desenvolvimento deste trabalho, fornecedores e origem.

Farmaco Fornecedor Origem

. . Zhejiang Excel - Embrafarma .
Genfibrozila (GFB) ) ) China
Produtos Quimicos e Farmacéuticos

Excipientes Fornecedor Origem
Aerosil 200 Labsynth Produtos para Laboratérios Brasil
Ltda
Kollidon® CL-SF BASF S.A Alemanha
Kollidon® VA64 BASF S.A Alemanha
Lutrol® F68 BASF S.A Alemanha
Span 80 Sigma Aldrich EUA
Oleo essencial de alecrim Herbia Cosméticos Naturais e Orgénicos Brasil
Material de embalagem Fornecedor Origem
PVC transparente Carber Embalagens Brasil

4.2  ORGANIZACAO EXPERIMENTAL DO TRABALHO

Com base nos estudos prévios das formulacdes de DS desenvolvidas por
Fanton (2015) e no desenvolvimento do método de congelamento rapido por Moreira
(2017) pode-se observar a continuidade desses dois estudos na Figura 4 com o

fluxograma experimental das etapas que compuseram este trabalho.
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Figura 4: Fluxograma experimental da metodologia utilizada para o desenvolvimento deste trabalho.
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4.3 COMPOSICAO E PREPARACAO DAS DISPERSOES SOLIDAS

Para o presente estudo foram preparadas as formulacdes selecionadas dos
estudos prévios de Fanton (2015) quanto a composicao e de Moreira (2017) quanto
a forma de congelamento e quantidade de amostra. As proporcdes
“farmaco:polimero” 1:1, 1,5:1 e 2:1 equivalem respectivamente aos teores 21,2; 28,7
e 34,9% de GFB na formulacdo seca. A composicdo da formulacdo pode ser

observada no Quadro 3.

Quadro 3: Composicdo das formulacdes, respectivas fases da emulsdo em que 0os componentes

foram inseridos e suas fung¢des.

Componentes Funcéo Fase da 1:1* 1,5:1* 2:1*

emulséo (9/9) (9/9) (9/9)

Genfibrozila Farmaco Oleosa 2%* 3x* 4x*
Oleo de alecrim Solubilizante Oleosa 2 2 2

Span 80 Emulsificante | 006 | 1,025 1,025 1,025
Estabilizante

Lutrol® Feg | Emulsificante | o oca | 1,425 1,425 1,425
Estabilizante

Kollidon® VA64 | Desintegrante | Aquosa 2 2 2
Kollidon® CL-SF | Desintegrante | Aquosa 0,25 0,25 0,25
Aerosil® Dessecante Aquosa 25 2,5 2,5

Agua destilada Solubilizante Aquosa | gsp 100 mL gsp 100 mL gsp 100 mL

* Proporgéo “farmaco:polimero” / ** Percentuais em massa (m/m)

As amostras foram preparadas empregando o mesmo procedimento descrito
por Fanton (2015). Os componentes da fase oleosa foram aquecidos a 40 °C sob
agitacdo de 50 rpm, em agitador magnético, até completa solubilizacdo. Na fase
aguosa, os componentes foram solubilizados em quantidade suficiente de agua
destilada, até formacdo de uma suspensdo homogénea. A fase oleosa foi vertida
sobre a fase aquosa, sob agitacdo em agitador magnético a 50 rpm e por ultimo foi

adicionado o Aerosil® ainda sob agitacdo até homogeneizacdo total. A DS foi
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submetida ao congelamento, de acordo com o executado por Moreira (2017), parte
por via rapida (R), utilizando o congelamento em concha e parte por congelamento
convencional (C), ou seja, direto em freezer como um bloco. Para isso, a producao
das DS foi realizada em bateladas até se obter quantidade suficiente para conduzir o
experimento no intervalo de tempo pré-estabelecido de 6 meses.

A nomenclatura atribuida as amostras, exemplificada na Figura 5, foi
composta pela proporcao “farmaco:polimero”, acrescida do tipo de congelamento e
tempo de armazenamento. Em virtude da aplicacdo desses dois diferentes
processos de congelamento, a nomenclatura das amostras, foi acrescentado o “R”
ou o “C”. Além das DS serem identificadas com a proporgédo “farmaco:polimero” e
tipo de congelamento, foi acrescido o tempo, em meses, que as amostras ficaram
armazenadas e posteriormente foram retiradas para a realizacdo das analises (tO, t1,
t3 e t6).

Figura 5: Estruturacao da nomenclatura atribuida as amostras.

Tipo de congelamento

Propor¢éo de polimero Tempo de armazenamento

Proporcio de farmaco : Cltl—— Mésde analise

Para a avaliacdo dos parametros de acondicionamento no primeiro momento

séo discutidos os resultados das amostras que ficaram mantidas em temperatura
ambiente (amb) e posteriormente para comparacdo ao estudo de estabilidade séo

discutidas as analises das DS armazenadas em camara de envelhecimento (ce).

4.4  LIOFILIZACAO DAS DISPERSOES SOLIDAS

As formulagbes foram preparadas por diferentes tipos de congelamento como
mostra a Figura 6, pelo método de congelamento convencional as DS foram
solidificadas em congelador a uma temperatura de — 8 °C, por pelo menos 24 h,
formando um bloco (Fig. 6a). As DS preparadas por meio do congelamento rapido

foram submetidas a agitacéo constante de 50 rpm, por cerca de 10 min, até atingir o
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completo congelamento em forma de concha/crosta (Fig. 6b). Apds o congelamento,
as DS foram armazenadas em congelador convencional por pelo menos 24 h.

Figura 6: Congelamento convencional - C (a) e congelamento rapido - R (b)

(@) (b)

Depois de congeladas as formulagbes foram levadas ao liofilizador (Terroni,
Fauvel LT 1000/8, Brasil) para secagem por 12 - 24 h, até completa sublimacéo da
agua e reducdo do Oleo presente nas amostras. Ap0s a secagem, as amostras
foram coletadas em frascos de vidro e armazenadas em dessecador até a obtencdo
da quantidade suficiente para iniciar os estudos de estabilidade.

45 ARMAZENAMENTO DAS AMOSTRAS

As amostras de GFB pura e as DS foram submetidas paralelamente ao
armazenamento em temperatura ambiente (amb) e em camara de envelhecimento
(ce) por tempo determinado de 6 meses, as quais foram retiradas para analise nos
tempos inicial (t0), t1, t3 e t6. As amostras submetidas ao ambiente permaneceram
sob uma faixa de temperatura de 15 a 30°C e as amostras mantidas em camara de
envelhecimento permaneceram em 40°C+2°C/75%UR+5%UR (ANVISA, 2017).

4.6 CARACTERIZAC}AO E MONITORAMENTO DAS DISPERSOES SOLIDAS
4.6.1 Andlise visual

A analise visual foi realizada a partir do momento que as amostras foram
colocadas em embalagens plasticas de PVC transparente para mimetizar 0s

blisteres de medicamentos com o objetivo de observar os seguintes efeitos: luz,

temperatura e umidade sob o plastico e sob as amostras. Essa técnica permitiu a
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andlise do efeito sob a incidéncia da luz UV, umidade e temperatura sob os quais as
amostras de GFB pura e DS foram expostas.

4.6.2 Determinacao do teor de farmaco

Para a determinacdo do teor de farmaco das amostras, foi utilizado o método
de espectrofotometria ultravioleta (UV-Vis), previamente validado para esta
finalidade por Fanton (2015). Foram utilizadas aliquotas das DS, correspondentes a
uma massa tedrica conhecida de ativo, as quais foram posteriormente solubilizadas
em etanol PA e diluidas até a concentracéo teérica de 11mg, 14mg e 17,5mg L™ de
GFB. O procedimento foi realizado em triplicata. As absorbancias de cada uma das
solucbes foram quantificadas a um comprimento de onda de 276 nm com base em
uma curva analitica obtida na faixa de 5 a 100 mg L™.

A analise estatistica dos dados foi realizada por meio da analise de variancia
(ANOVA) unifatorial, seguida de teste de Tukey, na qual os resultados séo
considerados significativos quando a probabilidade for inferior a 5% (p < 0,05
intervalo de confianca de 95%). A avaliacdo estatistica dos resultados foi realizada
por meio do software OriginPro 8.5 comparando os termos extremos t0 e t6 para

congelamento e os tempos t1 e t6 para tempo de armazenamento.

4.6.3 Estudo de solubilidade do farmaco

Foram preparadas, em triplicata, solucbes contendo 50 mg de amostra
equivalentes a 11, 14 e 17,5 mg de GFB em 10 mL de tampéao fosfato pH 6,8, as
quais foram submetidas a agitacdo em incubadora orbital a rotacdo de 100 rpm a 37
°C por 24 h. As amostras foram coletadas, centrifugadas a 3400 rpm, por 10 min
(Celm Combate, 7323, Brasil) e quantificadas por espectrofotometria de absorcao
em 276 nm (Shimadzu UV1601P, Japao).

A andlise estatistica dos dados foi realizada por meio da analise de variancia
(ANOVA) unifatorial, seguida de teste de Tukey, na qual os resultados sé&o
considerados significativos quando a probabilidade for inferior a 5% (p < 0,05
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intervalo de confianga de 95%). A avaliacdo estatistica dos resultados foi realizada
por meio do software OriginPro 8.5. comparando os termos extremos t0 e t6 para

congelamento e os tempos t1 e t6 para tempo de armazenamento.

4.6.4 Perfil de dissolucao

Amostras das DS, equivalentes a 11, 14 e 17,5 mg de GFB, foram submetidas
ao ensaio de dissolucdo, no qual foi utilizado aparato 2 (pa), nas condicdes
experimentais a uma velocidade de agitacdo de 50 rpm, com 900 mL de meio de
dissolucéo (tampao fosfato pH 6,8) e temperatura de 37 + 0,5 °C. As condi¢fes sink
foram mantidas. Aliquotas de 10 mL foram coletadas em 10, 20, 30, 40, 50 e 60 min,
submetidas a centrifugacao por 10 min a 3000 rpm (Celm Combate, 7323, Brasil) e
entdo realizada a leitura do sobrenadante por meio de método espectrofotométrico,
no comprimento de onda de 276 nm (Shimadzu UV1601PC, Japao). O ensaio foi
realizado em sextuplicata. A porcentagem de farmaco dissolvido foi calculada
utilizando-se a curva de calibracdo obtida para o meio tampdo. A eficiéncia de

dissolucéo foi calculada, empregando-se a Equacao 1:

Equacéo 1:

ASC

ED% = Sserw

X 100

Onde, ASC ¢é a area sob a curva de dissolucdo e ASCTR ¢é a éarea total do
retangulo correspondente a 100% de dissolugdo no mesmo intervalo de tempo.

A andlise estatistica dos dados foi realizada por meio da analise de variancia
(ANOVA) unifatorial, seguida de teste de Tukey, na qual os resultados sé&o
considerados significativos quando a probabilidade for inferior a 5% (p < 0,05
intervalo de confianca de 95%). A avaliacdo estatistica dos resultados foi realizada
por meio do software OriginPro 8.5 comparando os tempos extremos t0 e t6 para

congelamento e os tempos t1 e t6 para armazenamento.
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4.6.5 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros de FTIR foram obtidos utilizando-se pastilhas de brometo de
potassio (KBr) contendo cada uma das amostras. Para o preparo das pastilhas,
triturou-se 300 mg de KBr e 1 mg de amostra até a mistura se tornar homogénea e
opaca. Apos, esta mistura foi prensada com forca de compressdo de 10 t. As
pastilhas foram inseridas no espectrofotdmetro e submetidas a 12 varreduras na
regido de 4000 a 400 cm™, utilizando uma resolucdo de 4 cm™ (Perkin-Elmer
Spectrum One B, EUA). Os espectros foram agrupados utilizando o software
OriginPro 8.5., permitindo verificar se houve interacdes fisicas e quimicas entre os
compostos (VO; PARK; LEE, 2013).

4.6.6 Andlise Termogravimétrica (TG/DTG)

As curvas TG foram obtidas na faixa de temperatura de 50-250 °C, sob
atmosfera dinamica de nitrogénio (50 mL min™), a uma razdo de aquecimento de 10
°C min™, utilizando cadinho de platina contendo aproximadamente 5 mg da amostra.
Os resultados obtidos foram analisados em software TA Universal Analysis e
permitiram verificar o efeito do armazenamento sobre o teor de umidade e
temperatura de degradacdo das amostras, na avaliacao da estabilidade de farmacos
e medicamentos e em estudo de cinética de degradacdo (BORBA et al., 2014;
CHADHA; BHANDARI, 2014).

4.6.7 Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

As curvas de DSC foram obtidas sob atmosfera dinamica de nitrogénio (50
mL min?), empregando-se cadinhos de aluminio hermeticamente fechados,
contendo 4-5 mg de amostra. A faixa de temperatura utilizada foi de 50-100 °C, a
uma razdo de aquecimento de 10 °C min™ (TA Instruments DSC Q20). Os resultados
obtidos foram analisados em software TA Universal Analysis e permitiram verificar o
efeito do armazenamento sobre o pico de fusdo do farmaco e como esse se
comporta em relagdo a forma cristalina/amorfa, bem como checar a miscibilidade
das DS (MEDEIROS, 2013).
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4.6.8 Difratometria de raios-X (DRX)

Os difratogramas foram registrados na faixa de 5-30° (26), a uma velocidade
de varredura de 2° min™®, empregando radiacdo Cuka como fonte de raios-X. O
equipamento (Panalytical, XPERT PRO MPD) foi operado a uma voltagem de 40 kV
e uma corrente de 30 mA. Com essa andlise foi possivel comparar o perfil cristalino
do farmaco puro com as amostras coletadas e analisadas ao longo dos 6 meses,
podendo determinar, caso ocorra, o inicio da conversdo da forma amorfa para a
forma cristalina da GFB (MEDEIROS, 2013).

4.6.9 Andalise morfolégica por microscopia eletronica de varredura (MEV)

As amostras, previamente recobertas com uma fina camada de ouro (Denton
Vacuum Desk V, Japao), foram submetidas a avaliacdo morfolégica de superficie,
sendo as micrografias obtidas em microscoépio eletrénico de varredura (Jeol JSM
6701F, Japao), operando a 15 kV, nos aumentos de 35 e 500 vezes. Essa andlise
permite estudar aspectos de superficie do material e o estado de cristalizacdo da
formulacdo (LYRA et al., 2010).

4.7 ESTUDO DE ESTABILIDADE

Esta etapa foi desenvolvida considerando os aspectos dos estudos de
estabilidade acelerado. Uma vez obtidas e caracterizadas, conforme item 4 desta
metodologia, as DS foram armazenadas em embalagens de PVC e acondicionadas
sob diferentes parametros: temperatura ambiente entre 15 °C e 30 °C e camara de
envelhecimento a temperatura de 40 °C £ 2 °C / 75% UR * 5% UR, de acordo com
as especificacdes estabelecidas pela Anvisa (2017). As amostras foram coletadas
nos tempos 0, 1, 3 e 6 meses para estudos acelerados e foram submetidas as
analises descritas no item 4.6, anterior.

O conjunto de amostras analisadas esta descrito no Quadro 4. O conjunto de
resultados obtidos, para cada amostra, em cada técnica permitiu delinear o efeito

desse processo na estabilidade tanto do farmaco quanto das DS.
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Quadro 4: Conjunto de amostras analisadas.

Ambiente (amb)
Camara de envelhevimento (ce)
1 GFB_t0 2:1 C_t0 1,51 _C_t0 1:1 C_t0
GFB_t1 21 C t1 151 C t1 1:1 Cctl
GFB_t3 2.1 C_t3 151 C t3 1:1 C_t3
GFB_t6 2.1 C_t6 1,51 C_t6 1:1 C_t6
_____ 2:1 R t0 1,5:1 R tO 1:1 R _tO
_____ 21 R t1 151 R t1 1.1 R 11
_____ 2.1 R t3 1,5:1 R t3 1:1 R t3
_____ 2:1 R t6 1,5:1 R t6 1:1 R t6

Fonte: elaboracao prépria
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

51 CARACTERIZACAO DAS DISPERSOES SOLIDAS OBTIDAS

5.1.1 Anélise Visual

As amostras de DS nas diferentes proporcdes “farmaco:polimero”, tipos de
congelamento e tempos de armazenamento foram armazenadas em temperatura
ambiente, expostas na cidade de Joinville numa faixa de temperatura e umidade de
15 °C e 30 °C (ANVISA, 2017) e as imagens sdo apresentadas na Figura 7. As
amostras permaneceram armazenadas por um periodo de seis meses, de dezembro
de 2019 a junho de 2020.

Figura 7: Fotos das amostras de GFB pura e das DS armazenadas em temperatura ambiente.

Os resultados mostraram alteracdes de cor quase imperceptiveis com a
absorcdo de luz enquanto mantidas em temperatura ambiente, porém nota-se que
houve absorcdo de umidade gerando a formacao de aglomerados, estando os mais
visiveis, indicados pelas setas vermelhas na figura. As DS sédo formula¢cdes muito
sensiveis a umidade do ambiente (HUANG; DAI, 2013) e, mesmo armazenadas em

recipientes fechados, podem adsorver esta umidade, uma vez que apresentam
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componentes higroscopicos na composicdo como por exemplo o Aerosil® 200
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010; MOREIRA, 2017).

Visualmente, ndo se notam diferencas que possam ser atribuidas a proporcao

“farmaco:polimero”, tipo de congelamento e tempo de armazenamento nas

amostras.

5.1.2 Determinacéo do teor de farmaco

Os efeitos da proporgédo “farmaco:polimero”, tipo de congelamento e tempo
de armazenamento sobre o teor de GFB nas amostras de DS, bem como o
comportamento do farmaco puro em temperatura ambiente podem ser observados
na Figura 8. A linha pontilhada faz referéncia ao valor de 100% do teor, facilitando a

visualizacédo dos desvios padréo (DP) e interpretacdo dos dados.

Figura 8: Efeitos sobre o teor de farmaco na GFB pura e nas DS armazenadas em temperatura
ambiente.
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A andlise ANOVA ndo demonstrou diferenga nos resultados para GFB pura
sobre o tempo de armazenamento analisado.
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Quanto aos efeitos do tipo de congelamento, a analise estatistica ANOVA,
demonstrou que para todas as amostras nas proporgdes “farmaco:polimero” 2:1 e
1,5:1, esse fator ndo afetou os valores do teor de GFB na formulacdo. Entretanto,
para as DS_1:1 a analise estatistica demonstrou que houve diferencas entre os tipos
de congelamento, sugerindo a hipotese de heterogeneidade das amostras 1:1 ou,
ainda, pela possibilidade do teor tedrico do farmaco ser muito baixo dificultando a
determinacao de GFB nas amostras dessa proporcao.

Aos efeitos do tempo de armazenamento a analise da ANOVA ndao
demonstrou influéncia desse par@metro em nenhuma DS sobre o teor do farmaco,
independente da propor¢cdo “farmaco:polimero” e do tipo de congelamento
empregado.

Os valores de teor obtidos para as amostras de DS foram compreendidos
entre 53 a 165% distinguindo-se dos valores apresentados nos trabalhos estudados
anteriormente nos quais as amostras apresentaram resultados de 92,39% no estudo
de Fanton (2015) e 91% e 100% para congelamento C e congelamento R,
respectivamente, no estudo de Moreira (2017). As amostras avaliadas nesses dois
trabalhos precursores mantiveram resultados dentro da faixa especificada, porém a
referéncia utilizada foi de um compéndio oficial anterior cujos valores de aceitacdo
eram de 90 — 110% (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010), no entanto a faixa atual
de valores de aceitacdo para ensaios de doseamento de formulacdes contendo o
farmaco GFB é de 98 — 102% (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2019), fazendo com
que os resultados obtidos ndo estejam contemplados dentro da faixa atual
especificada. Resultados, esses, que podem sugerir diferenca no tipo de material
ativo analisado na hipétese de ser uma particula micronizada e possivel diferenca
entre 0 método analisado e o descrito em monografia, visto que o utilizado foi por
espectrofotometria ultravioleta (UV-Vis) e o descrito em compéndio oficial € via
Cromatografia a liquido de alta eficiéncia (HPLC) (FARMACOPEIA BRASILEIRA,
2019).

5.1.3 Estudo de solubilidade do farmaco

A solubilidade da GFB foi estudada em meio tampao fosfato pH 6,8, a fim de
garantir condi¢cdes sink durante o ensaio de perfil de dissolucéo das DS produzidas

em diferentes proporgdes “farmaco:polimero”, por congelamento C e R,
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armazenadas em temperatura ambiente por 6 meses. Os resultados obtidos estao

demonstrados na Figura 9.

Figura 9: Efeitos sobre a solubilidade do farmaco na GFB pura e nas DS armazenadas em

temperatura ambiente.
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A solubilidade da GFB pura em meio tampéo fosfato pH 6,8 permaneceu
numa faixa entre 1111,20 e 1118,61 mg L™ diante dos tempos em que as amostras
ficaram armazenadas e todas as DS avaliadas apresentaram resultados superiores
ao farmaco puro conforme apéndice A.l, indicando que as formulacdes
apresentaram aumento de solubilidade do farmaco em até 8 %, o que diferiu dos
trabalhos anteriores de Fanton (2015) e Moreira (2017), os quais apresentaram
aumento de solubilidade entre 60 e 70% . Este resultado pode ser explicado pelo
aumento da éarea superficial das formulacdes e também devido a reducdo da
cristalinidade obtida nas amostras.

Analisando o0s resultados nota-se que, em geral, as proporcdes
“farmaco:polimero” apresentam padrdao de solubilidade muito semelhantes, onde
guanto menor € a concentracdo de farmaco maior é a solubilidade.

Sobre os efeitos do tipo de congelamento para as DS armazenadas em
temperatura ambiente, a analise estatistica ANOVA demonstrou resultados

significativamente diferentes para as amostras DS 2:1 t6 C e DS _2:1 t6 R o que
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demonstra que o tipo de congelamento foi um fator que afetou os valores de
solubilidade do farmaco nas amostras, resultados que podem ser atribuidos a
fatores como menor tamanho de particula, tipo de estrutura cristalina formada e,
ainda, lotes amostrais do farmaco diferentes comparado aos trabalhos anteriores.

Para o tempo de armazenamento, a ANOVA nao apresentou diferencas
consideraveis nos resultados, o que evidencia que esse fator avaliado ndo exerceu
influéncia sobre a solubilidade da GFB nas amostras.

Os valores obtidos para GFB pura de 1118,12 mg L%, diferem dos
encontrados nos trabalhos precursores de Fanton (2015) e Moreira (2017) na faixa
de 546,19 e 568,35 mg L™ respectivamente, reafirmando possiveis diferencas no

farmaco analisado, no entanto os resultados das DS conferem com o ultimo estudo.
5.1.4 Perfil de dissolucdo

Os perfis de dissolucio da GFB pura obtida sob os tempos de
armazenamento t0, t1, t3 e t6 em temperatura ambiente estdo representados na
Figura 10. Além disso, a eficiéncia de dissolu¢do (ED%), calculada por meio da

Equacao 1 (item 4.6.4), é apresentada na Tabela 2.

Figura 10: Perfil de dissolucdo das amostras de GFB pura armazenadas em temperatura ambiente.
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Tabela 2: Eficiéncia de dissolucdo (ED%) das amostras de GFB pura armazenadas em temperatura

ambiente.
Amostra ED%
GFB_t0 975+7,7
GFB_t1 97,6 £+ 25,5
GFB_t3 118,8 + 20,9
GFB_t6 109,6 + 4,6

Por meio da analise estatistica ANOVA, observou-se que o fator tempo de
armazenamento ao qual as amostras de GFB ficaram armazenadas influenciou nos
resultados de dissolucéo do farmaco puro, onde nota-se que a ED% aumentou em
maiores tempos que ficaram armazenadas.

Nota-se que o farmaco é dissolvido praticamente por completo jA nos
primeiros 10 min de teste, esses resultados, comparando a amostra inicial GFB_t0,
nao conferem com os resultados obtidos nos trabalhos percussores de Fanton
(2015) e Moreira (2017), visto que a % de farmaco puro dissolvido em ambos os
trabalhos ficou numa faixa entre 15 a 35% e que a ED% da GFB avaliada por
Moreira (2017) apresentou resultado de 25,6%, confirmado a hipétese de diferenca
entre as amostras de farmaco analisadas.

Os perfis de dissolucdo das DS obtidas sob as diferentes concentragcbes
“farmaco:polimero”, tipos de congelamento e tempos de armazenamento mantidas

em temperatura ambiente estdo representados na Figura 11.
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Figura 11: Perfil de dissolucdo das DS armazenadas em temperatura ambiente.
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Nota-se que as amostras que obtiveram perfil de dissolucdo mais proximo ao

da GFB isolada foram as DS_2:1 nas quais nota-se que aquelas submetidas ao

congelamento R demonstraram melhor esse resultado o que confere com o estudo

de Moreira (2017) ao relacionar o tipo de congelamento. No entanto observa- se que

as demais concentracbes permaneceram com % de farmaco dissolvido abaixo da

GFB pura, a dissolugdo aumentou gradativamente quanto maior a concentracdo do

farmaco na formulacao, ou seja, a dissolugdo em 2:1 foi maior que 1,5:1 que por sua

vez foi maior que 1:1 independente do tipo de congelamento e tempo de

armazenamento, e que nenhuma delas ultrapassou a GFB pura. Resultados esses,

que diferem dos apresentados por Fanton (2015) e Moreira (2017), nos quais

praticamente todas as DS estudadas dissolveram por completo em 10 min de teste
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resultando em % de farmaco dissolvido maior que da GFB pura demonstrando
melhora na dissolucao do farmaco.

Ainda, € possivel visualizar que nem todas as formulagbes atingiram a
liberacdo completa do farmaco em condi¢des sink, visto que em algumas delas
houve diminui¢do do valor de dissolucéo do farmaco quando comparado ao valor da
primeira coleta ndo sendo capaz de manter a concentragcdo do farmaco inalterada
até o final do teste (60 min). As condi¢@es sink sdo atingidas quando a concentracao
do farmaco é mantida pelo menos trés a cinco vezes abaixo da solubilidade de
equilibrio, durante o teste de dissolugéo (FDA, 1997).

A eficiéncia de dissolucdo (ED%) das formulacbes de DS nas diferentes
proporgdes “farmaco:polimero”, tipos de congelamento e tempos de armazenamento
mantidas em temperatura ambiente, calculada por meio da Equacéo 1 (item 4.6.4),

sao apresentadas na Tabela 3.

Tabela 3: Eficiéncia de dissolugdo (ED%) das DS armazenadas em temperatura ambiente.

Amostra ED% Amostra ED%
2:1 C t0 752+4,8 2.1 R t0 93,6 +7,6
221 Ct1 94,3+4,3 221 R t1 95,5+6,2
2:1 C t3 70,3+54 221 R t3 100,8 £ 6,7
2:1 C t6 74,3 +22,7 2:1 R t6 104,1+8,1
1,5:1 C_tO 459+5,6 1,5:1 R t0 70,3 +24,7
151 C1tl 41,3 +8,7 151 R t1 63,7 + 10,6
151 C t3 63,5+12,1 1,5:1 R t3 49,9+27
151 C_t6 60,4 +11,7 1,51 R t6 28,0 £ 22,0
1:1 C_tO 7,7+3,2 1:1 R tO 36,1+15,1
111 Ct1 16,2+ 12,0 1:1 R t1 64,6 + 37,1
1:1 C t3 4,7 £ 23,6 1:1 R t3 22,5+9,0
1:1 C_t6 -10,3+3,9 1:1 R _t6 21,1+9,1

Considerando os resultados do trabalho precursor de Moreira (2017), o qual
apresentou valores de ED% numa faixa entre 90 a 97%, verifica-se que com 0s
resultados de ED% obtidos neste estudo, o farmaco quando presente em maior

concentracdo dentro da formulagcdo consegue obter um maior valor de dissolucéo,
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porém ndo maior que para a GFB pura, sugerindo que as DS serviriam mais como
moduladores num sistema de liberacdo do que para aumentar a dissolucao.

Com relacédo ao efeito sobre o tipo de congelamento empregado no preparo
das DS, a analise estatistica ANOVA, demonstrou que todas as proporcoes
apresentaram diferencas significativas, evidenciando que esse parametro afetou os
resultados de dissolucéo do farmaco presente na formulacdo, sendo o congelamento
R mais eficiente ao que se nota naguelas amostras com maior concentracdo de
farmaco.

Avaliando o tempo de armazenamento, por meio da ANOVA, observou-se
que, com excecdo das amostras 2:1 C e 1:1 R, as demais formulacdes
apresentaram diferenca estatisticamente significativa nos resultados obtidos, o que
pode ser atribuido a heterogeneidade das amostras.

Nesse contexto, possivelmente, as concentracfes tedricas de farmaco
presentes em cada proporcdo (11, 14 e 17,5 mg) contribuiram para tais resultados
divergentes aos trabalhos precursores tanto em Fanton (2015) quanto em Moreira
(2017) que utilizaram 50 mg de GFB (teor tedrico). Sendo assim, € possivel que na
analise deste estudo, as concentracdes tedricas de farmaco utilizadas nas amostras
tenham favorecido a obtencédo de resultados inconclusivos que pudessem estar em
conformidade com os trabalhos anteriores, além da hipétese valida de

heterogeneidade das amostras.

5.1.5 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

A GFB é um &acido carboxilico, contendo como grupos funcionais reativos a
porcdo carbonila, grupo éter e algumas posi¢cdes nos anéis aromaticos (SILVA,
2021). Considerando a Figura 12 e a Tabela 4 é possivel verificar os espectros com
as principais bandas da GFB no numero de onda correspondente aos grupos
organicos (linhas pontilhadas), nos diferentes tempos de armazenamento t0, t1, t3 e

t6 mantidas em temperatura ambiente.
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Figura 12: Espectros de FTIR das amostras de GFB pura armazenadas em temperatura ambiente.
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Tabela 4: Principais bandas apresentadas no espectro de FTIR da GFB e grupos funcionais

correspondentes.
Ndmero de onda Ligacbes e
(cm™) Grupos funcionais
3420 Estiramento de liga¢cdes O-H de &cido carboxilico;
2960 Estiramento de ligagcdes C-H em cadeias aromaticas;
1710 Estiramento de liga¢cdes C=0 com H;
1511 Vibracao do anel aromatico;
1403 Flexao de ligagées O-H no plano;
1215 Estiramento de ligacdes C-O;
1049 Ligacbes C-O-C de éteres;
941 Flexao de ligagbes O-H fora do plano;
804 Flexdo C-H fora do plano do anel.

Os espectros de FTIR da GFB pura para os diferentes tempos de
armazenamento nao apresentaram diferencas nas principais bandas evidenciadas

caracteristicas do farmaco original.
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Observa-se uma larga e discreta banda entre 4000 e 3400 cm™
correspondente a ligacdes de O-H de é&cido carboxilico. Observa-se uma discreta
banda acima de 3000 cm™ indicativa de ligacdo C-H de composto aromatico e um
conjunto de bandas na regido de 3000 cm™, caracteristica de ligacées carbono-
hidrogénio (C-H) de cadeia alifatica (entre 3000 cm™ e 2750 cm™). A banda 1710 cm’
! ¢ atribuida ao estiramento da ligacdo C=0 de acidos carboxilicos, em virtude das
fortes pontes de hidrogénio intermoleculares (STUART, 2004). Entre 1550 e 1430
cm™ sdo observadas bandas que demonstram a vibracdo do anel aromatico. A
banda em 1215 cm™ corresponde ao estiramento de ligagdes C-O. A banda em 941
cm™ é atribuida a flexdo de ligagcées O-H fora do plano, enquanto a banda bem
marcada em 804 cm™ flexdo C-H fora do plano do anel. Caracteristicas que
descrevem e correspondem a formula estrutural do farmaco estando de acordo com
as relatadas em literatura (AIGNER et al., 2012; FANTON, 2015).

Para melhor avaliar se houve algum efeito durante o periodo de
armazenamento em temperatura ambiente sobre a diferenca de proporcéo
“farmaco:polimero” e tipo de congelamento os espectros de FTIR das formulacdes

de DS séo apresentados na Figura 13.
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Figura 13: Espectros de FTIR das DS armazenadas em temperatura ambiente.
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Nos espectros obtidos por FTIR, € possivel visualizar a banda préxima a 3000
cm™ caracteristica do estiramento de ligacdes C-H tanto em cadeias aromaticas
guando alifaticas coerente com a estrutura do farmaco. As amostras 2:1 para ambos
os tipos de congelamento apresentaram banda em torno de 2958 cm™ indiferente do
tempo de armazenamento, exceto a amostra 2:1_C t0. Para as DS_1,5:1 somente a

de congelamento R em t3 apresentou banda de 2956 cm™ e para as DS_1:1
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nenhuma formulacdo apresentou banda nessa regido em virtude do baixo teor de
farmaco e por essas bandas ndo serem téo intensas, conforme apéndice A.4.

A regido de 1710 cm™ correspondente ao estiramento da carbonila C=0, do
grupo carboxilico, merece atencéo, pois 0s humeros de onda nessa faixa sugerem
que a GFB pode estar presente na forma de dimero devido a forte ligacdo de
hidrogénio (ROSE, 2018; SILVERSTEIN, 2005). E sabido que a banda relativa ao
grupo COOH de acidos carboxilicos quando livre se apresenta deslocada para
nimero de ondas maiores que 1700 cm™ (STUART, 2004). Todas as amostras 2:1
apresentaram essa banda numa faixa entre 1702 e 1710 cm™ independente do tipo
de congelamento ou do tempo de armazenamento, ja para as DS_1,5:1 somente as
amostras de congelamento R em t0, t1 e t3 apresentaram a banda proximo a faixa
citada, as demais formulacées em 1:5,1 e todas de 1:1 ndo mostraram essa banda
caracteristica da GFB, como mostra no apéndice A.4, isso significa que o
desaparecimento de algumas delas ocorre devido ao encobrimento de bandas mais
intensas dos componentes.

O aparecimento de bandas na regido de 1511 cm™ caracteristico de vibragdes
no anel aromatico e na regido de 804 cm™ correspondente a flexdo C-H fora do
plano do anel sdo evidentes em todas as formulag¢des 2:1, 1,5:1 e 1:1 para ambos 0s
tipos de congelamento e todos 0s tempos de armazenamento.

Considerando os espectros para o intervalo de 1750 cm™ a 500 cm™ é
possivel visualizar que algumas amostras apresentam banda intensa em 1710 cm™
e uma banda intensa, que inicia em 1300 cm™ em todas as formulagées, sobrepondo
as bandas caracteristicas da GFB nessa faixa. Essa banda € indicativa de ligacdes
assimétricas Si-O, que estd presente no Aerosil®. O aparecimento da banda em
1300 cm™, possivelmente esta relacionado ao fato do Aerosil® possuir densidade
mais baixa que 0s outros componentes e mesmo apés homogeneizacdo das DS
pode ter ocorrido separacdo dos componentes devido a diferenca de densidade.

Fanton (2015) realizou um estudo de compatibilidade entre o farmaco GFB e
excipientes, evidenciando que né&o houve incompatibilidade entre os componentes
da DS com a GFB, enquanto Moreira (2017), na sequéncia, evidenciou que as
formulacbes analisadas ndo apresentaram diferencas significativas nos espectros
com a variagdo de congelamento e quantidade de formulagdo preparada para as

amostras de proporc¢éao “farmaco:polimero” 2:1 e 1:1.
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A auséncia do aparecimento de novas bandas sugere a auséncia de
interacdes quimicas e preservacdo da formulacdo, a GFB ausente sugere
dificuldade de leitura por baixa proporcdo de ativo, sugere que pode ter sido
transformada ou ainda sugere possivel heterogeneidade da amostra evidenciando
que houve apenas uma mistura fisica entre os materiais, os resultados obtidos
corroboram com o que foi verificado anteriormente por Fanton (2015) e Moreira
(2017).

5.1.6 Andlise termogravimétrica (TG/TDG)

A decomposicdo térmica da GFB em atmosfera dinamica de nitrogénio
apresentou um unico evento, sendo a Tonset €M 176,6 °C, a qual indica a temperatura
em que ocorre o inicio da perda de massa do farmaco. A DTG indica Tpico OCOrrendo
em 206,2 °C, temperatura na qual toda massa do farmaco (100%) foi decomposta.
Os valores de Tonset € Tpico Obtidos nas curvas da GFB estédo de acordo com valores
proximos apresentados em literatura, Tonser €M 142,3 °C e Tpico €m 180 °C (AIGNER
et al., 2005; FANTON, 2015).

A partir dos resultados obtidos das curvas de TG/DTG, que estao
apresentados no apéndice A.6, sdo demonstrados na Figura 14 os dados analisados
para Tonset (°C) da GFB pura e das formulagdes de DS armazenadas em temperatura
ambiente em funcdo das diferentes proporgdes “farmaco:polimero”, dos tipos de

congelamento e tempos de armazenamento.

59



Figura 14: Dados de Tonset (°C) analisados a partir das curvas de TG/DTG da GFB pura e das DS
armazenadas em temperatura ambiente.
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Analisando a Tonset das amostras de GFB pura verifica-se que os valores de
temperatura ficaram semelhantes para todos os tempos, no entanto os tempos t1, t3
e t6 apresentaram inicio de perda de massa com temperatura maior que a GFB pura
em seu estado inicial t0, demonstrando um pequeno aumento na estabilidade do
farmaco ao longo do tempo.

A temperatura de inicio da perda de massa do farmaco Tonset das amostras
das DS também se demonstraram semelhantes com algumas pequenas oscilacdes
em determinadas amostras como as de propor¢géo 1:1emt0Oetle2:1 Re 1,51 em
t1.

Em relacdo aos tipos de congelamento os resultados ndo demonstram perfil
tendencioso que possibilite dizer que esse fator influenciou as amostras, visto que
entre as proporgoes “farmaco:polimero” e tempo de armazenamento, os resultados
de Tonset €Ntre congelamento C e R se alternam.

Para a avaliacdo sobre o tempo de armazenamento nota-se que as DS em t1
foram as que apresentaram uma menor estabilidade, visto que a temperatura Tonset
para que comecasse ocorrer a perda de massa, dessas amostras, foi a menor

obtida, nesse sentido ndo se nota tendéncia sobre o efeito do tempo de
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armazenamento das amostras, no entanto houve um declinio dos valores de Tonset
em t1 enquanto em t0, t3 e t6 permaneceram mais estaveis.

A Tpico, temperatura na qual praticamente toda massa do farmaco foi
decomposta permaneceu numa faixa entre 192 e 212 °C entre todas as amostras.
As amostras de GFB pura para os tempos t1, t3 e t6 tiveram Tpico entre 210 e 211 °C,
sendo essas maiores que o farmaco puro em t0 a 206 °C. As formula¢des de DS que
mais apresentaram oscilacdo em Ty, foram as mesmas afetadas pelo tipo de
congelamento, ou seja, ao que se nota as amostras em tl foram as mais
influenciadas. Os resultados obtidos para Tonset € Tpico, apresentados no apéndice
A.7, sugerem instabilidade termodindmica devido a recristalizagdo (ZAFRANIEC,
2021) por possivel reacomodacao da formulacdo durante esse primeiro més de
armazenamento.

Para os resultados das curvas de TG/DTG, apresentadas no apéndice A.6,
sdo demonstrados na Figura 15 os dados analisados para a Perda de massa (%) da
GFB pura e das formulacbes de DS armazenadas em temperatura ambiente em
funcdo das diferentes propor¢des “farmaco:polimero”, dos tipos de congelamento e
tempos de armazenamento.

Figura 15: Dados de Perda de massa (%) analisados a partir das curvas de TG/DTG da GFB pura e
das DS armazenadas em temperatura ambiente.
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A GFB isolada pura inicialmente em tO teve 100% de perda de massa, as
demais amostras do farmaco puro apresentaram valores préximos em todos 0s
tempos de armazenamento. Entre todas as amostras de DS nota-se uma tendéncia
em relacdo a proporgao “farmaco:polimero”, onde a perda de massa é menor quanto
menor a proporgéo do ativo na formulagdo, com excecdo da amostra 1,5:1_R em t3
a qual resultou em 35,31% de perda de massa, podendo ser atribuida a
possibilidade de heterogeneidade da porcédo de amostra analisada. A maior perda de
massa nessas amostras pode ser explicada a partir da concentracdo de GFB, uma
vez que as amostras com maior concentracdo de farmaco tendem a perder mais
massa conforme ocorre o aumento de temperatura, estando a perda de massa
coerente com o0s percentuais tedricos de GFB previstos para essas DS.

Ao analisar os tipos de congelamento, nota-se que o congelamento R, para
as amostras de DS, apresenta uma perda de massa sutilmente mais elevada do que
o congelamento C independentemente do tempo de armazenamento, todas as
amostras apresentam o mesmo perfil demonstrando que esse fator ndo afetou a %
de perda de massa.

Avaliando os tempos de armazenamento, nota-se que a perda de massa das
DS é proporcional em razdo a cada proporcao e tipo de congelamento comparando
todos os tempos, 0 que sugere nado haver influéncia do tempo de armazenamento

sobre as amostras analisadas.

5.1.7 Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

As curvas de DSC estéo dispostas no apéndice A.10, e por meio da analise
dos dados de DSC relacionados na Figura 16 apresentam-se 0Ss eventos
endotérmicos (Ty,) ocorridos nas amostras de GFB pura e nas DS armazenadas em
temperatura ambiente nas diferentes propor¢des “farmaco:polimero”, tipos de

congelamento e tempos de armazenamento.
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Figura 16: Dados dos Eventos endotérmicos Tm (°C) analisados a partir das curvas de DSC da GFB
pura e das DS armazenadas em temperatura ambiente.
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Observa-se que todas as amostras apresentaram eventos endotérmicos (T)
muito proximos a GFB pura, em 60,6 °C, numa faixa de temperatura de 58,2 a 61,2
°C caracteristico da fusdo do farmaco cristalino (FARMACOPEIA BRASILEIRA,
2019), exceto a amostra 1:1_C_t3 que nao registrou nenhum evento nessa faixa de
temperatura, sugerindo que o farmaco esta na forma amorfa ou que a porcdo dessa
amostra analisada néo continha farmaco presente, por possivel heterogeneidade.
Resultado que difere do estudo precursor no qual Moreira (2017) ndo observou
eventos endotérmicos em amostras correspondentes na propor¢do 1:1 no tempo
inicial, porém para as DS de propor¢cdo 2:1 tanto no congelamento C quanto no
congelamento R observou discreto evento, podendo estar relacionado a GFB
parcialmente em sua forma cristalina, uma vez que nesta formulacdo a concentragéo
de farmaco é o dobro da proporcéo 1:1.

Nesse contexto, considerando a proximidade dos valores de T, 0s dados nao
demonstram diferengas que possam ser atribuidas a proporg¢ao “farmaco:polimero”,
ao tipo de congelamento e ao tempo de armazenamento sobre a temperatura de
fuséo do farmaco nas amostras.

Na Figura 17 sao demonstrados os dados de entalpia de fusdo (AH,) das

amostras mantidas em temperatura ambiente, relacionados a partir das curvas de
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DSC disponiveis no apéndice A.10, avaliando, os parametros de propor¢cao

“farmaco:polimero”, tipo de congelamento e tempo de armazenamento.

Figura 17: Dados de Entalpia de fusdo (J g™*) analisados a partir das curvas de DSC da GFB pura e

das DS armazenadas em temperatura ambiente.
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Verifica-se que a GFB apresentou uma entalpia de fusdo (AH,) de 114.6 J g,
valor proximo ao correspondente descrito na literatura por Villar (2012) e Fanton
(2015) de 115 J g, exceto em t6 onde a entalpia de fuséo foi 71,6 J g**, a menor
dentre todos os tempos de armazenamento podendo ter sido afetado por esse
parametro avaliado.

Comparando o comportamento das DS em relacdo aos tipos de
congelamento, nota-se que somente em t3 a entalpia de fusdo foi maior no
congelamento R do que no congelamento C para todas as propor¢des, enquanto
gque para os demais tempos tO, t1 e t6 a entalpia variou sobre um tipo de
congelamento e outro entre as proporcdes, demonstrando que o parametro de
congelamento promoveu influéncia, também, sobre o tempo de armazenamento.

Dentre as amostras de DS, avaliando os tempos de armazenamento, as de
proporcao 2:1 apresentam maior entalpia de fusdo, em todos os tempos, comparada
as demais proporcbes independentemente do tipo de congelamento o que

possivelmente esta relacionado com a concentracao de farmaco que é mais elevada
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nestas formulacdes. Por sua vez, as amostras de propor¢cdo 1,5:1 apresentam
entalpia de fusdo maior que as formulacdes 1:1, exceto em tO para os dois tipos de

congelamento e emtl paraas DS_1:1 R.

5.1.8 Difratometria de raios-X (DRX)

Os difratogramas de DRX obtidos para as amostras de GFB pura em t0, t1, t3

e t6 mantidas em temperatura ambiente estdo agrupados na Figura 18.

Figura 18: Difratograma de DRX das amostras de GFB pura armazenadas em temperatura ambiente.
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Observa-se que as amostras de GFB pura armazenadas ao longo dos 6
meses apresentaram as mesmas caracteristicas aparecendo na forma cristalina. Os
difratogramas demonstraram elevado grau de cristalinidade, o que é caracterizado
nas analises de DRX pela presenca de picos longos e afilados, destacando-se
aqueles com 20 igual a 11,49°, 11,87°, 12,68°, 13,82°, 16,61°, 17,33°, 17,99°,
21,89°, 23,22° e 24,16°. Esses picos, também foram identificados por Sami e

colaboradores (2010) em estudos com GFB e estdo de acordo com os registrados
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por Fanton (2015). O que demonstra que as amostras nao sofreram alteracao sob os
diferentes tempos de armazenamento.

Os difratogramas de DRX das formulacbes de DS para as diferentes
proporgdes “farmaco:polimero”, tipos de congelamento e tempos de armazenamento

mantidas em temperatura ambiente estdo agrupados na Figura 19.
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Figura 19: Difratogramas de DRX das DS armazenadas em temperatura ambiente.
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Os difratogramas das DS apresentaram o0 surgimento de um pico em

aproximadamente 20 de 19°, o qual é identificado na literatura e atribuido ao Lutrol®
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F68, que apresenta caracteristica cristalina, porém néo evidenciado nas curvas de
DSC (CAVALLARI; FINI; CESCHEL, 2013; SONG; YOON; KIM, 2016).

Os resultados obtidos para as DS chamam a atencdo pela mudanca no
padrao dos difratogramas, onde os picos de maior intensidade aparecem entre 26 de
12 e 24°, sugerindo forma cristalina diversa do farmaco puro, visto que este tem
picos caracteristicos mais intensos entre 26 de 11 e 14°. Contudo as formulagdes
apresentaram reducdo de intensidade dos picos, relativamente ao farmaco puro,
independentemente da proporgao “farmaco:polimero”, tipo de congelamento e tempo
de armazenamento, o que indica que houve uma diminuicdo do grau de
cristalinidade do farmaco nas amostras, ja que a auséncia de picos longos e afilados
e a reducdo de sua intensidade, e presenca dos chamados halos amorfos, sdo
comuns a estruturas com baixa cristalinidade (MAULVI et al., 2011). A reducao de
intensidade dos picos também pode ser atribuida a reducéo do tamanho de particula
(SAMI; PHILI; PATHAK, 2010), o que corrobora com os resultados da andlise de
solubilidade.

Observa-se um aumento do pico em 20 de 12,64° do farmaco, porém nas
DS_1:1 aparece menos intenso se comparado as DS_1,5:1 e DS_2:1, podendo ter
sido influenciado pela proporgédo “farmaco:polimero” que €& menor. Nota-se o
desaparecimento dos picos em 20 de 11,53° e 13,83° em algumas amostras.
Aspectos que estdo de acordo com aqueles registrados por Moreira (2017) e que
podem estar relacionados a uma reorganizacdo estrutural do farmaco nas
formulacbes, semelhante ao polimorfo I, apresentado na patente que trata de
polimorfos de GFB (HUI et al., 2009).

Nota-se que as caracteristicas dos difratogramas, para o0s tipos de
congelamento, em geral, demonstram ser semelhantes, porém com algumas
alternéancias de intensidade para ambos os congelamentos nos picos em 20 de
12,68°, 23,22° e 24,16° e também pelo surgimento de picos préximos nas DS_1,5:1
e DS 1:1.

Ao parametro de tempo de armazenamento nota-se um maior halo amorfo
nas amostras em t6, sugerindo degradacao do farmaco que confere com a mesma
sugestao para os resultados de FTIR e TG/DTG. Em t6 para a propor¢ao 2:1 o halo

€ menos evidente supostamente pela concentracdo de farmaco na amostra.
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5.1.9 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

As micrografias de MEV obtidas para as amostras de GFB pura para os
diferentes tempos de armazenamento t0, t1, t3 e t6 armazenadas em temperatura

ambiente s&o apresentadas na Figura 20.

Figura 20: Micrografias obtidas para as amostras de GFB pura armazenadas em temperatura

ambiente.
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As micrografias obtidas permitem uma visdo geral da morfologia e
caracteristicas da superficie da GFB. A avaliagdo microscépica do farmaco
apresentou particulas de aspecto cristalino regulares, algumas com formato colunar,
caracteristica essa registrada em outras literaturas para GFB (AMBRUS et al., 2012;
MOREIRA, 2017).

Na Figura 21, sdo apresentadas as micrografias das DS mantidas em
temperatura ambiente para as proporcbes 2:1 (A), 151 (B) e 1.1 (C)
respectivamente, nos diferentes tipos de congelamento e tempos de

armazenamento.

Figura 21: Micrografias obtidas para as DS armazenadas em temperatura ambiente - 2:1 (A), 1,5:1 (B)

e 1:1 (C) respectivamente.
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De modo geral, as DS armazenadas em temperatura ambiente apresentaram
tamanhos de particulas variados com alguns aglomerados independentemente da
concentracéo de farmaco, do tipo de congelamento e tempo de armazenamento.

Considerando os tipos de congelamento, as imagens sugerem diminui¢cado do
tamanho de particula quando comparadas a GFB pura, além disso, as amostras
apresentaram alguns aglomerados que sdo mais evidentes nas DS em t1, nas quais
as de congelamento C aparentam ter uma distribuicdo mais homogénea. De acordo
com a literatura, o processo de congelamento ao qual as amostras sdo submetidas
pode alterar o tamanho dos cristais de gelo formado, menores em processos mais
rapidos e maiores em processos mais lentos (MORAIS et al., 2016).

Ao analisar as DS sobre o efeito do tempo de armazenamento, com excecao
de t1 que apresentou maior formacdo de aglomerados, percebe-se que as demais
formulag6es nao sofreram influéncia sobre o tempo que ficaram armazenadas.
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Todas as formulagdes sofreram modificagdo da morfologia com predominio
do perfil de baixa cristalinidade que confere com a apresentada em literatura
(AMBRUS, 2012). Nas imagens com aumento de 500x, predominam superficies com
caracteristica de baixa cristalinidade, rugosas, porosas e tipo escamas com algumas
estruturas de cristais em formato de agulha, mais evidente na amostra 2:1 R _tl
destacada e apresentada com maior nitidez na Figura 22, o que indica presenca de
estrutura cristalina. Esse tipo de estrutura foi encontrada na literatura em
formulacdes liofilizadas contendo GFB (AMBRUS, 2012; MOREIRA, 2017).

Figura 22: Micrografia da amostra 2:1_R_t1 no aumento de 500x.
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A presenca de estruturas cristalinas (indicadas pela seta vermelha) somente
nesta amostra sem que 0 mesmo ocorra nas demais, mesmo as com mesma
concentracdo de farmaco e que passaram pelos mesmos processos de
congelamento e tempo de armazenamento pode indicar uma heterogeneidade da

por¢cdo analisada.

5.1.10 Sintese da discussao dos resultados em temperatura ambiente

Analisando-se, de uma maneira geral, os resultados obtidos por meio das
andlises realizadas para as amostras de GFB pura e para as formulacdes de DS
com propor¢des 2:1, 1,5:1 e 1:1 obtidas por meio de congelamento C e R, mantidas
em temperatura ambiente ao longo de 6 meses pode-se dizer que 0s parametros
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avaliados exerceram influéncia de forma distinta sobre as amostras. Na analise
visual além dos grumos, ndo houve outra caracteristica visualmente marcante que
pudesse diferenciar os fatores avaliados.

Para as analises feitas em Espectroscopia na regido de UV (teor, solubilidade
e dissolucdo) notou-se que as amostras nas proporc¢oes 2:1 e 1,5:1, no geral, foram
menos afetadas de forma significativa quando submetidas aos diferentes fatores
avaliados. Ja as amostras 1:1 demonstraram importantes variagcdes nos resultados,
que podem sugerir concentracdo teorica insuficiente do farmaco na formulacao,
heterogeneidade da amostra, diferenca no tipo de cristal formado ou, ainda,
micronizacdo do farmaco. No caso do farmaco puro, os resultados para esse
conjunto de andlises, apresentou valores discordantes dos trabalhos precursores de
Fanton (2015) e Moreira (2017) e como principais fatores para essa discrepancia
sugere-se o tipo de formacao cristalina ou mesmo a micronizagao.

O FTIR mostrou que a GFB pura manteve o conjunto de bandas ao longo do
periodo de experimento sugerindo baixa decomposicdo. Quanto as amostras, a
banda relativa ao grupo carbonila (C=0) em 1710 cm™, caracteristica marcante do
farmaco, apareceu em todas as DS 2:1, somente nas DS 1,5:1 que foram
submetidas ao congelamento R e nédo foi identificada nas DS 1:1. Nessas Ultimas
amostras, a auséncia do grupo carbonila pode ser atribuida ao baixo teor do farmaco
presente ou mesmo a heterogeneidade nas amostras, indicadas nas analises
anteriores. Ainda, o desaparecimento de algumas bandas e a auséncia do
aparecimento de novas significa encobrimento de bandas mais intensas dos
componentes e auséncia de interacoes.

Para a andlise de TG/DTG, as amostras de GFB pura para os tempos t1, t3 e
t6 apresentaram inicio de perda de massa maior que a GFB em t0, demonstrando
aumento na estabilidade do farmaco. Nas amostras de DS, o inicio da perda de
massa, sobre a proporgédo “farmaco:polimero” oscilou principalmente nas amostras
1:1 em t0 e t1. Em relacdo ao tempo de analise todas as proporcfes oscilaram com
maior evidéncia em tl. Esses resultados sugerem instabilidade termodinamica
devido a possivel recristalizacdo pela possibilidade de “reacomodac¢ao” da GFB
durante esse primeiro més de armazenamento. Desse conjunto de resultados,
verificou-se que a maior proporgao “farmaco:polimero” e o congelamento R foram

fatores que favoreceram a estabilizacdo da GFB.
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Na analise de DSC os resultados obtidos ndo demonstraram diferencas que
possam ser atribuidas a proporgédo “farmaco:polimero”, ao tipo de congelamento e
ao tempo de armazenamento sobre a temperatura de fusdo do farmaco nas
amostras, demonstrando que n&o tem como afirmar influéncia desses parametros
sobre as amostras e que resultados divergentes podem ter sido pela
heterogeneidade das amostras.

Em DRX, as amostras nao sofreram influéncia do tipo de congelamento, mas
sim da proporg¢ao “farmaco:polimero” e do tempo de armazenamento, possivelmente
por degradacgéo do farmaco relacionada a esses dois Ultimos parametros avaliados,
sugeridos, também, nas andlises de FTIR e TG/DTG. Mais uma vez, observou-se
gue a DS_2:1 foi a amostra que apresentou menos alteracdes na estrutura cristalina
da GFB, supostamente pela concentracdo de farmaco na amostra.

Na andlise de MEV, as formulacdes apresentaram tamanho de particulas
variadas, porém menores se comparadas a GFB pura e com aglomerados,
independente da concentracdo de farmaco, tipo de congelamento e tempo de
armazenamento. O tipo de congelamento C aparenta favorecer uma distribuicédo
mais homogénea, sugerindo influéncia desse parametro sobre a amostra. Algumas
DS apresentaram estruturas cristalinas mais evidentes, como em 2:1 R t1 o que
corrobora com os resultados de DSC e DRX, sugerindo heterogeneidade da amostra
e periodo de acomodacédo do farmaco nas formulacbes nos primeiros meses de

armazenamento.

5.2 ESTUDO DE ESTABILIDADE

O estudo da estabilidade de DS geralmente é realizado em condicdes
conhecidas como aceleradas, onde as amostras sao submetidas a temperatura e
umidade elevadas e em condi¢cdes normais de armazenamento, a fim de evidenciar
mais rapidamente possiveis alteracdes no seu estado amorfo/cristalino, ja que essas
formulagbes sdo termodinamicamente instaveis (LAVRA, 2016). A Organizagédo
Mundial da Saude (OMS) recomenda que a estabilidade quimica e térmica dos
produtos seja avaliada para identificar qualquer espécie de degradacdo nos
medicamentos finais (WHO, 2009). Considerando que as formulagdes por DS sao
suscetiveis ao processo de recristalizagdo durante o periodo de armazenamento ou

mesmo apos a administragéo oral (JELIC, 2021).
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Nesse contexto as amostras foram submetidas, paralelamente, ao
armazenamento em temperatura ambiente e armazenamento em camara de
envelhecimento para que pudessem ser comparadas, além de caracterizar um
estudo de estabilidade acelerado conforme exigéncia de agéncias reguladoras. Os
resultados das amostras submetidas a temperatura ambiente foram discutidos
anteriormente no texto principal deste trabalho e os resultados das amostras
submetidas a camara de envelhecimento, em comparacdo, sdo demonstrados e

discutidos a sequir.

5.2.1 Anélise Visual

As amostras de DS nas diferentes proporgbes “farmaco:polimero”, tipos de
congelamento e tempos de armazenamento foram armazenadas em camara de
envelhecimento expostas numa faixa de temperatura e umidade de 40 °C + 2 °C /
75% UR + 5% UR (ANVISA, 2017) e sao apresentadas na Figura 23. As amostras
permaneceram armazenadas por um periodo de seis meses, de dezembro de 2019
a junho de 2020.

Figura 23: Fotos das amostras de GFB pura e das DS armazenadas em cadmara de envelhecimento.
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Com base nas imagens acima é possivel observar que, além da formacao de
aglomerados, devido a umidade, com a exposicdo a luz UV em cémara de
envelhecimento, as amostras sofreram alteracdo de cor. As mais afetadas foram as
amostras de GFB pura que apresentam coloracdo mais amarelada devido a
radiacdo emitida e absorvida pela GFB, além disso, ficaram mais amarelas a medida
que o tempo de armazenamento aumentou. O mesmo ocorreu para as demais
formulacbes de DS, em menor intensidade, porém visivel tal propriedade nas
amostras com maior concentracdo do farmaco, evidenciando que os fatores
proporcao “farmaco:polimero” e tempo de armazenamento exerceram influéncia
visivel sobre as amostras, o que ndo é possivel afirmar influéncia do tipo de
congelamento empregado. Nesse conjunto de resultados, houve, possivelmente,
degradacdo da GFB o que corrobora com a literatura e demais resultados citados

em analises anteriores neste trabalho a temperatura ambiente.

5.2.2 Determinacao do teor de farmaco

Os efeitos da proporcédo “farmaco:polimero”, tipo de congelamento e tempo
de armazenamento sobre o teor de GFB nas amostras de DS, bem como o
comportamento do farmaco puro mantidos em camara de envelhecimento podem
ser observados na Figura 24. A linha pontilhada faz referéncia ao valor de 100% do

teor, facilitando a visualizacéo dos desvios padréo (DP) e interpretacdo dos dados.
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Figura 24: Efeitos sobre o teor de farmaco na GFB pura e nas DS armazenadas em camara de
envelhecimento.
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A andlise ANOVA nao demonstrou diferenca nos resultados para GFB pura
sobre o parametro de armazenamento camara de envelhecimento comparado ao
armazenamento em temperatura ambiente e nem sobre os tempos de
armazenamento analisados.

Quanto aos efeitos do tipo de congelamento nas formulacbes de DS, a
andlise estatistica ANOVA, demonstrou que houve diferenca significativa sobre o
valor de teor de GFB somente na amostra 1:1 tO entre os congelamentos C e R,
sugerindo heterogeneidade, visto que para as demais amostras esse fator nédo
afetou o teor de farmaco na formulacgéo.

Aos efeitos do tempo de armazenamento a analise da ANOVA nao
demonstrou influéncia desse parametro em nenhuma DS sobre o teor do farmaco,
independente da proporgao “farmaco:polimero” e do tipo de congelamento
empregado nas amostras armazenadas em camara de envelhecimento, no entanto
se comparado ao parametro de armazenamento (amb) e (ce) os resultados
estatisticos demonstraram diferenca na DS_1,5:1_R_t1, o que pode ser atribuido a
heterogeneidade da por¢do de amostra analisada.
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Concomitante com os resultados de teor das amostras mantidas em
ambiente, as amostras mantidas em camara de envelhecimento também
apresentaram resultados fora da faixa especificada entre 42 a 165%, visto que a
faixa atual especificada é de 98 — 102% (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2019).

5.2.3 Estudo de solubilidade do farmaco

A solubilidade da GFB foi estudada em meio tampéo fosfato pH 6,8, a fim de
garantir condicdes sink durante o ensaio de perfil de dissolucédo das DS produzidas
em diferentes proporgdes “farmaco:polimero”, por congelamento C e R,
armazenadas em camara de envelhecimento por 6 meses. Os resultados obtidos

estdo demonstrados na Figura 25.

Figura 25: Efeitos sobre a solubilidade do farmaco na GFB pura e nas DS armazenadas em camara

de envelhecimento.
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A solubilidade da GFB pura em meio tampéo fosfato pH 6,8 se manteve numa
faixa entre 1118,12 e 1185,15 mg L™ diante dos tempos em que as amostras ficaram
armazenadas e todas as DS avaliadas apresentaram resultados superiores ao
farmaco puro conforme apéndice A.2, indicando que as formulacdes apresentaram
aumento de solubilidade do farmaco em até 8%. Este resultado pode ser explicado
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pelo aumento da &rea superficial das formulacdes e também devido a reducdo da
cristalinidade obtida nas amostras. Além de que estes resultados apresentaram o
mesmo perfil dos resultados das amostras mantidas em temperatura ambiente.

Sobre os efeitos do tipo de congelamento para as DS armazenadas em
camara de envelhecimento, a andlise estatistica ANOVA ndo demonstrou resultados
significativamente diferentes para as amostras quando comparadas entre o0s
congelamentos C e R, diferenciando-se dos resultados em ambiente.

Para o tempo de armazenamento, a ANOVA demonstrou diferencas tanto
para as amostras de GFB pura quanto para amostras de DS nos tempos extremos
analisados. As amostras 2:1 e 1,5:1, indiferente do tipo de congelamento,
apresentaram significativa diferenca estatistica, ja as propor¢cbes 1:1 ndo se
diferenciaram em funcdo do tempo nem do congelamento, o que pode sugerir
degradacédo do farmaco ao longo do tempo.

Ainda, analisando sob ANOVA o tipo de congelamento e tempo de
armazenamento em funcdo do parametro de armazenamento (amb) e (ce) notou-se
gue para o congelamento C as amostras 2:1_t6, 1,5:1 t6 obtiveram significancia na
diferenca dos resultados e para o congelamento R as amostras 2:1_t6, 1,5:1 t6 e
1:1 t6 apresentaram diferengas, demonstrando maior influéncia sobre o
congelamento R em t6 quando comparados o armazenamento em temperatura de

ambiente e cAmara de envelhecimento.
5.2.4 Perfil de dissolucdo

Os perfis de dissolucdo da GFB pura obtida sob os tempos de
armazenamento t0, t1, t3 e t6 em camara de envelhecimento estdo representados

na Figura 26. Além disso, a eficiéncia de dissolucdo (ED%), calculada por meio da
Equacao 1 (item 4.6.4), é apresentada na Tabela 5.
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Figura 26: Perfil de dissolucdo das amostras de GFB pura armazenadas em camara de

envelhecimento.
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Tabela 5: Eficiéncia de dissolu¢do (ED%) das amostras de GFB pura armazenadas em camara de

envelhecimento.

Amostra ED%
GFB_t0 97,5+ 7,7
GFB_t1 110,3 + 20,2
GFB_t3 87,0+8,9
GFB_t6 88,0+ 12,0

Por meio da andlise estatistica ANOVA, observou-se que o fator tempo de
armazenamento ao qual as amostras de GFB pura ficaram armazenadas em camara
de envelhecimento influenciou de forma distinta daquelas mantidas em temperatura
ambiente. Nota-se que as amostras apresentaram ED% diminuida em maiores
tempos de armazenamento expostas como t3 e t6, diferentemente do observado nas
amostras de GFB pura mantidas em temperatura ambiente, as quais tiveram um
aumento da ED% em tempos maiores de armazenamento.

Nesse conjunto de resultados, sugere-se possivel degradacdo do farmaco ao
longo do tempo, inclusive pela diferengca de resultado com as amostras em
ambiente, visto que por ANOVA o parametro de acondicionamento gerou

significativa diferenca estatistica entre os resultados.
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Os perfis de dissolugdo das DS obtidas sob diferentes proporgdes
“farmaco:polimero”, tipos de congelamento e tempos de armazenamento mantidas

em camara de envelhecimento estédo representados na Figura 27.

82



Figura 27: Perfil de dissolucdo das DS armazenadas em camara de envelhecimento.
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Nota-se que, semelhante as amostras mantidas em temperatura ambiente, as
de proporgao 2:1, em camara de envelhecimento, foram as que apresentaram perfil
de dissolucdo mais préximo ao da GFB pura, sendo as amostras submetidas ao
congelamento R as que mais demonstraram esse resultado. No entanto observa- se
que as demais concentracfes permaneceram com % de farmaco dissolvido abaixo
da GFB pura, a dissolugdo aumentou gradativamente quanto maior a concentracao
do farmaco na formulacéo, ou seja, a dissolu¢cdo em 2:1 foi maior que 1,5:1 que por
sua vez foi maior que 1:1 independente do tipo de congelamento e tempo de

armazenamento, e que nenhuma delas ultrapassou a GFB pura. Resultados esses,
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que apresentam o mesmo perfil daqueles observados nas formulacbes
armazenadas em temperatura ambiente, demonstrando piora na dissolucdo do
farmaco nas DS. Entretanto, as formula¢cdes se mantiveram em condi¢des sink, ja
gue em nenhuma delas houve diminuicado do valor de dissolu¢cdo do farmaco, até o
final dos 60 min de teste, quando comparado ao valor da primeira coleta.

A eficiéncia de dissolucdo (ED%) das formulacbes de DS nas diferentes
propor¢des “farmaco:polimero”, tipos de congelamento e tempos de armazenamento
mantidas em camara de envelhecimento, calculada por meio da Equacédo 1 (item

4.6.4), sdo apresentadas na Tabela 6.

Tabela 6: Eficiéncia de dissolugdo (ED%) das DS armazenadas em camara de envelhecimento.

Amostra ED% Amostra ED%
2:1 C t0 75,2 +4,8 2:1 R tO 93,6+7,6
221 Ct1 125,2 + 25,0 221 R t1 122,3+6,8
2:1 C t3 739+25 2:1 R t3 100,4 +5,7
2:1 C t6 94,0+5,5 2:1 R t6 106,8 + 6,3
1,5:1 C_tO 459+5,6 1,5:1 R tO 70,3 +24,7
151 C1tl 79,6 £ 17,7 151 R t1 63,9+ 14,6
151 C t3 63,6 + 20,4 151 R t3 59,0 + 8,8
151 C_t6 76,2 £ 16,5 151 R_t6 72,7+ 3,8
1:1 C_tO 7,7+3.2 1:1 R tO 36,1+15,1
111 Ct1 245+7,8 111 Rt1 29,4 + 23,8
1:1 C_t3 19,9+6,9 1:1 R t3 46,3 +8,9
1:1 C_t6 12,6+7,0 1:1 R t6 41,7+11,6

Verifica-se que com os resultados de ED% obtidos nessas amostras de DS
armazenadas em camara de envelhecimento, o farmaco quando presente em maior
concentracdo dentro da formulagdo consegue obter um maior valor de dissolucao,
porém ndo maior que para a GFB pura mantendo o mesmo perfil de resultado
apresentado para as amostras mantidas em temperatura ambiente, sugerindo que
as DS serviriam mais como moduladores de liberacdo do que para aumentar a
dissolucéo.

Com relacéo ao efeito sobre o tipo de congelamento empregado no preparo
das DS, a andlise estatistica ANOVA, demonstrou que, exceto a amostra 1,5:1 t6,
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as demais proporcdes apresentaram diferencas significativas, evidenciando que
esse parametro afetou os resultados de dissolucdo do farmaco presente na
formulacdo, sendo o congelamento R mais eficiente ao que se nota naquelas
amostras com maior concentracdo de farmaco. Além disso, verificaram-se diferencas
significativas entre as amostras de congelamento C quando comparados o0s
parametros de armazenamento (ambiente e camara de envelhecimento), bem como
para as amostras de congelamento R.

Avaliando o tempo de armazenamento, por meio da ANOVA, observou-se que
para as amostras 2:1 C, 221 R e 1,5:1 C, os resultados mostraram significancia
estatistica, enquanto para as amostras 1,5:1 R, 1:1 C e 1:1 R nao houve diferenca,
0 que pode ser atribuido a heterogeneidade das amostras.

Nesse contexto, com perfil semelhante, em geral, as amostras mantidas em
ambiente, entretanto com algumas diferencas sobre os diferentes parametros de
acondicionamento, possivelmente, as concentracdes tedricas de farmaco presentes
em cada propor¢do (11, 14 e 17,5 mg) das DS armazenadas em camara de
envelhecimento, contribuiram para tais resultados Sendo assim, é possivel que na
analise deste estudo, as concentracdes tedricas de farmaco utilizadas nas amostras
tenham favorecido a obtencdo de resultados inconclusivos pela possibilidade de
heterogeneidade das amostras.

5.2.5 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)
Considerando a Figura 28, é possivel verificar os espectros com as principais

bandas das amostras de GFB pura (linhas pontilhadas) armazenadas em camara de

envelhecimento, nos diferentes tempos de armazenamento t0, t1, t3 e t6.
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Figura 28: Espectros de FTIR das amostras de GFB pura armazenadas em camara de

envelhecimento.
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Os espectros de FTIR da GFB pura para os diferentes tempos de
armazenamento, em camara de envelhecimento, ndo apresentaram diferencas nas
principais bandas evidenciadas caracteristicas do farmaco original e nem diferencas
nas bandas entre as amostras de GFB pura mantidas em temperatura ambiente.

Para melhor avaliar se houve algum efeito durante o periodo de
armazenamento em camara de envelhecimento sobre a diferenca de proporcao
“farmaco:polimero” e tipo de congelamento os espectros de FTIR das formulagdes

de DS séo apresentados na Figura 29.

86



Figura 29: Espectros de FTIR das armazenadas em cadmara de envelhecimento.
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As amostras 2:1, mantidas em camara de envelhecimento para os dois tipos
de congelamento apresentaram bandas em torno de 2958 cm™ indiferente do tempo
de armazenamento, exceto a amostra 2:1 C t0 demonstrando, para essa
proporcao, as mesmas caracteristicas das amostras mantidas em ambiente. Para as
DS de proporgédo 1,5:1, as amostras de congelamento C em t3 e t6 apresentaram
banda de 2958 e 2955 cm™ respectivamente, diferindo das amostras mantidas em

temperatura ambiente a qual somente DS_1,5:1 R _t3 apresentou banda em 2956
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cm™ e para as DS_1:1 nenhuma formulacdo apresentou banda nessa regido em
virtude do baixo teor de fa&rmaco e por essas bandas ndo serem tdo intensas,
conforme apéndice A.5, demonstrando novamente o mesmo perfil das amostras
armazenadas em temperatura ambiente.

Na regido de 1710 cm™ todas as amostras 2:1 apresentaram a banda numa
faixa entre 1704 e 1710 cm™ independente do tipo de congelamento ou do tempo de
armazenamento, o que também se assemelha as formulacbes mantidas em
ambiente. As formulacdes 1,5:1, em camara de envelhecimento, diferiram um pouco
daquelas armazenadas em temperatura ambiente, pois apresentaram essa banda
nas amostras de congelamento C em t3 e t6 e no de congelamento R em t0 a qual,
esta Ultima, foi comum ao armazenamento em ambiente. Nenhuma das formulacdes
1:1 mostraram essa banda caracteristica da GFB, como mostra no apéndice A.5,
devido ao encobrimento de bandas mais intensas de outros componentes.

O aparecimento de bandas na regido de 1511 cm™ e na regido de 804 cm™
sdo evidentes em todas as formulacbes 2:1, 1,5:1 e 1:1 para ambos os tipos de
congelamento e todos os tempos de armazenamento, como da mesma maneira
evidenciada nas amostras em ambiente.

A auséncia do aparecimento de novas bandas sugere a auséncia de
interacdes quimicas e preservacdo da formulacdo, a GFB ausente sugere
dificuldade de leitura por pequena proporcéo de ativo, pode ter sido transformada ou
ainda possivel heterogeneidade da amostra. Além disso, considerando os resultados
obtidos na andlise visual, nos quais foi observado o “amarelamento” das amostras
ao longo dos 6 meses de armazenamento ao relacionar-se com a degradacéo do
farmaco, pode-se dizer que correlacionando os resultados obtidos em FTIR a
degradacdo nao foi suficiente para alterar de forma perceptivel os espectros
apresentados, principalmente os espectros da GFB pura que mais sofreram

influéncia visual da luz UV.
5.2.6 Analise termogravimétrica (TG/TDG)
A partir dos resultados obtidos das curvas de TG/DTG, que estédo

apresentados no apéndice A.8, sdo demonstrados na Figura 30 os dados analisados

para Tonset (°C) da GFB pura e das formulagdes de DS armazenadas em camara de
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envelhecimento em funcéo das diferentes proporgdes “farmaco:polimero”, dos tipos
de congelamento e tempos de armazenamento.

Figura 30: Dados de T,nset (°C) analisados a partir das curvas de TG/DTG da GFB pura e das DS
armazenadas em camara de envelhecimento.
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Analisando a Tonset das amostras de GFB pura verifica-se que os valores de
temperatura ficaram semelhantes em todos o0s tempos de armazenamento.
Diferentemente das amostras mantidas em temperatura ambiente, somente em t6 a
GFB pura, armazenada em camara de envelhecimento, demonstrou pequeno
aumento na estabilidade do farmaco.

A temperatura de inicio da perda de massa do farmaco Tonset das DS
apresentaram oscilagbes nas amostras 2:1 R t1, 1,511 C t1 e 1:1_R_tO,
demonstrando que as amostras em camara de envelhecimento, em geral, oscilaram
menos do que aquelas submetidas a temperatura ambiente.

Em relacdo aos tipos de congelamento os resultados ndo demonstram perfil
tendencioso que possibilite dizer sobre esse fator ter influenciado as amostras, visto
que entre as proporgdes “farmaco:polimero” e tempo de armazenamento, 0s
resultados de Tonset €Ntre congelamento C e R se alternam, seguindo o mesmo perfil
das amostras armazenadas em ambiente.
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Para a avaliacdo sobre o tempo de armazenamento nota-se que as DS em t1
foram as que mais oscilaram, o que se assemelha ao perfil das amostras em
ambiente sugerindo a possibilidade da GFB estar buscando o equilibrio
termodinamico nas formulacfes durante esse primeiro més de armazenamento.

A Tuico permaneceu numa faixa semelhante as registradas para as amostras
mantidas em temperatura ambiente entre 195 e 213 °C, conforme apéndice A.9. As
amostras de GFB pura para os tempos t1, t3 e t6 tiveram Tpico em 211; 209 e 213 °C
respectivamente, sendo essas maiores que o farmaco puro em t0 com 206 °C. Nas
formulacbes de DS as que mais apresentaram variagédo foram 2:1 R t1,1,5:1 C t1
e 1:1 R _t0, coerente com a hipétese de busca do equilibrio termodindmico da GFB
nas DS durante esse periodo do primeiro més de armazenamento.

Para os resultados obtidos das curvas de TG/DTG, que estdo apresentados
no apéndice A.8, sdo demonstrados na Figura 31 os dados analisados para a Perda
de massa (%) da GFB pura e das formulagbes de DS armazenadas em camara de
envelhecimento em funcéo das diferentes propor¢des “farmaco:polimero”, dos tipos

de congelamento e tempos de armazenamento.

Figura 31: Dados de Perda de massa (%) analisados a partir das curvas de TG/DTG da GFB pura e
das DS armazenadas em camara de envelhecimento.
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A GFB isolada inicialmente em tO teve 100% de perda de massa, as demais

amostras de GFB pura apresentaram perda de massa semelhante em todos os
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tempos de armazenamento assemelhando-se ao armazenamento em temperatura
ambiente. Entre as amostras de DS nota-se uma tendéncia em relagéo a proporcéo
“farmaco:polimero”, onde a perda de massa é menor quanto menor a proporcao do
ativo na formulacdo, o que demonstra que sobre esse fator avaliado as amostras
mantidas em temperatura ambiente e as amostras mantidas em cémara de
envelhecimento se comportaram da mesma forma.

Ao analisar os tipos de congelamento, verifica-se que, em geral, o
congelamento R apresenta uma perda de massa sutiimente mais elevada do que no
congelamento C, exceto para todas as amostras analisadas em tl e para as
amostras 2:1 e 1,5:1 em t6, onde os resultados de perda de massa sao maiores no
congelamento C, ndo ficando claro uma tendéncia sobre a influéncia do tipo de
congelamento, entretanto nota-se que o congelamento R proporciona uma menor
estabilidade térmica as formulacdes.

Avaliando os tempos de armazenamento, nota-se que a perda de massa das
DS é proporcional em razdo a cada proporcao e tipo de congelamento comparando
todos os tempos, 0 que sugere ndo haver influéncia do tempo de armazenamento
sob as amostras analisadas e nem diferenca desse parametro as amostras mantidas

em temperatura ambiente.
5.2.7 Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

Por meio da andlise dos dados de DSC relacionados na Figura 32
apresentam-se 0s eventos endotérmicos (Tn) ocorridos na GFB pura e nas DS

armazenadas em camara de envelhecimento em suas diferentes proporcoes

“farmaco:polimero”, tipos de congelamento e tempos de armazenamento.
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Figura 32: Dados dos Eventos endotérmicos T, (°C) analisados a partir das curvas de DSC da GFB
pura e das DS armazenadas em camara de envelhecimento.
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Observa-se que todas as amostras apresentaram eventos endotérmicos (T)
muito proximos a GFB pura, em 60,6 °C, numa faixa de temperatura entre 58,4 a
60,8 °C, exceto as amostras 1:1 C tl e 1:1 C_t6 que nao sofreram nenhum evento,
diferentemente do resultado obtido com as amostras mantidas em ambiente, no qual
apresentou auséncia de evento endotérmico para a amostra 1:1_C_t3. Reafirmando
a sugestdo que a porcado dessa amostra analisada ndo continha farmaco presente,
por possivel heterogeneidade.

Nesse contexto, os dados demonstram diferencas nas amostras sobre os
valores de T, sugerindo maior influéncia do tempo de armazenamento em amostras
mantidas em ambiente e cdmara de envelhecimento.

Na Figura 33, sdo demonstrados os dados de entalpia de fusdo (AHp)
relacionados a partir das curvas de DSC disponiveis no apéndice A.10, avaliando os
parametros de proporcao “farmaco:polimero”, tipo de congelamento e tempo de
armazenamento para as amostras submetidas ao armazenamento em cémara de

envelhecimento.
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Figura 33: Dados de Entalpia de fuséo (J g'l) analisados a partir das curvas de DSC da GFB pura e

das DS armazenadas em camara de envelhecimento.
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Verifica-se que a entalpia de fusdo (AH,,) da GFB pura entre os tempos (10 e
t6) e (t1 e t3) apresentam valores semelhantes, sendo t0 e t6 maiores que tl e t3.

Comparando o comportamento das amostras em relacdo aos tipos de
congelamento, nota-se que a entalpia de fusdo variou entre um congelamento e
outro ndo demonstrando uma tendéncia que possa ser atribuida ao tipo de
congelamento se analisado isoladamente.

Dentre as amostras de DS as de proporcédo 2:1 apresentam maior entalpia de
fus@o, em todos os tempos, comparada as demais proporcdes independentemente
do tipo de congelamento, o que possivelmente esta relacionado com a concentracao
de farmaco que € maior nestas formulacdes. Por sua vez, as amostras de propor¢cao
1,5:1 apresentam entalpia de fusdo maior que as formulacfes 1:1, exceto em t0 para
ambos os tipos de congelamento. Resultados esses, que se assemelham ao das
amostras armazenadas em temperatura ambiente, pressupondo que nesse contexto,

0 parametro de armazenamento nao influenciou nos resultados das amostras.
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5.2.8 Difratometria de raios-X (DRX)

Os difratogramas obtidos para as amostras de GFB pura em t0, t1, t3 e t6

armazenadas em camara de envelhecimento estdo agrupados na Figura 34.

Figura 34: Difratograma de DRX das amostras de GFB pura armazenadas em camara de

envelhecimento.
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Observa-se que as amostras de GFB armazenadas em camara de
envelhecimento por 6 meses mantiveram as mesmas caracteristicas da GFB pura
inicial na forma cristalina. Os difratogramas demonstraram elevado grau de
cristalinidade igual aos obtidos nas amostras mantidas em temperatura ambiente,
destacando-se os mesmos picos em 11,49°, 11,87°, 12,68°, 13,82°, 16,61°, 17,33°,
17,99°, 21,89°, 23,22° e 24,16°.

Os difratogramas de DRX das formulacbes de DS para as diferentes
proporgdes “farmaco:polimero”, tipos de congelamento e tempos de armazenamento

mantidas em camara de envelhecimento estdo agrupados na Figura 35.
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Figura 35: Difratogramas de DRX das DS armazenadas em camara de envelhecimento.
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Diferentemente dos difratogramas das DS mantidas em temperatura
ambiente, nem todas as formulagbes armazenadas em camara de envelhecimento
apresentaram o pico atribuido ao Lutrol® em 20 de 19° conforme discutido
anteriormente. Os resultados obtidos chamam a atencdo pela mudanca no padréo
dos difratogramas, sugerindo forma cristalina diversa do farmaco puro, com picos
menos intensos para algumas amostras e forma amorfa para outras, demonstrando
diminuicao do grau de cristalinidade da GFB nas amostras.

Nota-se que as caracteristicas dos difratogramas entre o0s pares de
proporgao “farmaco:polimero” tanto para o congelamento C quanto para o
congelamento R demonstram ser semelhantes, porém com algumas diferencas
entre si em relacéo a intensidade e desaparecimento de picos.

Avaliando os tipos de congelamento observa-se que para as amostras 2:1 e
1,5:1 a intensidade dos picos sado semelhantes para ambos os tipos de
congelamento e nas DS 1:1 ndo ocorre a visualizacdo de determinados picos, além
disso nota-se que as amostras submetidas ao congelamento R apresentaram halo
amorfo maior do que aquelas submetidas ao congelamento C, sugerindo que o
congelamento R apresenta maior influéncia sobre o grau de cristalinidade do
farmaco nas formulagfes ocorrendo a diminuicdo do mesmo.

Analisando-se o efeito do tempo de armazenamento nota-se a presenca de
halo amorfo mais intenso nas amostras t3 e t6 de cada proporcao
“farmaco:polimero” que por sua vez, dentre as trés propor¢des € maior nas amostras
1:1 enquanto as amostras 1,5:1 apresentam halo amorfo maior que as formulacdes
2:1, podendo indicar que para o efeito do armazenamento a GFB se mostrou menos
cristalina em 3 e 6 meses armazenada.

Evidencia-se, na andlise de DRX, que as amostras expostas e mantidas em
camara de envelhecimento sofreram influéncia tanto do tipo de congelamento

quanto da proporcéo “farmaco:polimero” em funcédo do tempo de armazenamento.

5.2.9 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

As micrografias obtidas para a GFB pura nos tempos tO, t1, t3 e t6

armazenadas em camara de envelhecimento sdo apresentadas na Figura 36.
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Figura 36: Micrografias obtidas para as amostras de GFB pura armazenadas em camara de
envelhecimento.

A avaliacdo microscopica do farmaco apresentou particulas de aspecto
cristalino regulares com formato colunar igualmente apresentada nas amostras de

GFB pura mantidas em temperatura ambiente.
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Na Figura 37, sdo apresentadas as micrografias das DS mantidas em camara
de envelhecimento para as propor¢des 2:1 (A), 1,5:1 (B) e 1:1 (C) respectivamente,

nos diferentes tipos de congelamento e tempos de armazenamento.

Figura 37: Micrografias obtidas para as DS armazenadas em camara de envelhecimento - 2:1 (A),
1,5:1 (B) e 1:1 (C) respectivamente.
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Da mesma maneira que as formulagbes mantidas em temperatura ambiente,

as formulagbes armazenadas em camara de envelhecimento, também apresentaram
tamanhos de particulas variados com aglomerados.

Sobre o efeito do tipo de congelamento, em concordancia aos resultados das
amostras em temperatura ambiente novamente ocorreu a diminuigdo do tamanho de
particula juntamente com aglomerados mais evidentes nas DS em tl, com a
diferenca de que ambos os congelamentos, dessas amostras, demonstram uma
distribuicdo heterogénea.

Ao comparar as formulagbes sobre o tempo de armazenamento, tanto o
tamanho de particula quanto os aglomerados parecem ser mais homogéneos nas
amostras t3 e t6 para as propor¢des 1,5:1 e 1:1 o que sugere influéncia do tempo de

armazenamento e também da proporgao “farmaco:polimero” sobre essas amostras.
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Da mesma forma ocorrida com as amostras em temperatura ambiente todas
as formulagdes mantidas em camara de envelhecimento sofreram modificagdo da
morfologia demonstrando maior perfil de baixa cristalinidade que podem ser
visualizadas no aumento de 500x. Algumas estruturas em forma de agulha e formato
colunar foram encontradas nas amostras em destague que podem ser mais bem

visualizadas na Figura 38 (A) e (B), indicando presenca de estrutura cristalina.

Figura 38: Micrografia das amostras 2:1_C_tl1 (A) e 1,5:1_C_t6 (B) com presenca de estrutura

cristalina no aumento de 500x.
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(B)
[1,5:1_C_t6 X500

.

UDESC LEI 10.0kV X500 WD 20.1mm 10um

A presenca de estruturas cristalinas (indicadas pelas setas vermelhas)
somente nestas duas amostras sem que 0 mesmo ocorra nas demais com diferentes
concentracbes de farmaco e que passaram pelos mesmos processos de
congelamento e tempo de armazenamento pode indicar uma heterogeneidade da
porcado analisada, reafirmando o resultado encontrado nas amostras mantidas em

temperatura ambiente e nas demais analises.

5.2.10 Sintese da discusséo dos resultados em camara de envelhecimento

Analisando-se, de uma maneira geral, os resultados obtidos por meio das
analises realizadas para as amostras de GFB pura e para as formulacbes de DS
com proporc¢des 2:1, 1,5:1 e 1:1 obtidas por meio de congelamento C e R, mantidas
em camara de envelhecimento ao longo de 6 meses pode-se dizer que o0s
parametros avaliados exerceram influéncia de forma distinta sobre as amostras. Na
analise visual além dos grumos, houve outra caracteristica visualmente marcante
que foi o “amarelamento” principalmente nas amostras de GFB pura e nas

formulagbes de DS com maior concentracdo de farmaco ao longo do tempo
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armazenado, o que sugere degradacdo/oxidagdo do farmaco, corroborando com
andlises anteriores das amostras em temperatura ambiente deste trabalho.

Para as analises de teor, a maioria dos resultados n&o sofreu influéncia dos
parametros analisados, demonstrando perfil semelhante as amostras analisadas em
temperatura ambiente, diferencas pontuais foram notadas em amostras 1:1 tO, o
que pode ser atribuido a heterogeneidade das amostras.

Em analise de solubilidade, os resultados das amostras em camara de
envelhecimento se mostraram contrarios aos de temperatura ambiente, visto que as
amostras de proporcao 2:1 e 1,5:1 apresentaram significativas diferengas enquanto
a proporgdo 1:1 ndo apresentou sofrer tanta influéncia, sugerindo possibilidade de
degradacédo do farmaco ao longo do tempo.

No perfil de dissolucdo para as amostras de GFB pura, também diferente das
amostras em ambiente, observou-se ED% maior em tO e t1 e menor em t3 e t6, 0
que confere possivel degradacdo do farmaco. Ja nas amostras de DS, o perfil foi o
mesmo daquelas mantidas em temperatura ambiente, onde quanto maior a
concentracdo de farmaco na formulacdo maior o valor de dissolu¢do, porém nao
maior que para a GFB pura, na hipotese de que as concentracdes tedricas de
farmaco utilizadas nas amostras ndo tenham sido suficientes para alcancar
resultados satisfatorios pela possibilidade de heterogeneidade das amostras.

O FTIR mostrou que a GFB pura manteve o conjunto de bandas ao longo do
periodo de experimento sugerindo baixa decomposicdo. Quanto as amostras, a
banda relativa ao grupo carbonila (C=0) em 1710 cm™, caracteristica marcante do
farmaco, apareceu em todas as DS_2:1, possivelmente pela concentracdo de
farmaco presente, e nao foi identificada em nenhuma DS _1:1 devido ao
encobrimento de bandas mais intensas de outros componentes, caracteristicas que
corroboram com o mesmo perfil de resultados das amostras em ambiente. As DS
1,5:1 diferiram das anteriormente apresentadas em ambiente, pois apresentaram
essa banda em amostras do congelamento C em t3 e t6, e ainda, em t0 no
congelamento R. Resultados esses que sugerem dificuldade de leitura por pequena
proporcdo de ativo, pode ter sido transformada e possivel heterogeneidade da
amostra.

Para a analise de TG/DTG, as amostras de GFB pura diferiram das mantidas
em ambiente por apresentar aumento de estabilidade do farmaco somente em t6,

visto que esse tempo teve inicio de perda de massa maior que a GFB em t0. Nas
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amostras de DS, o inicio da perda de massa, sobre a proporg¢ao “farmaco:polimero”
e tempo de armazenamento oscilaram principalmente nas amostras em t1,
demonstrando, no geral, mesmo perfil das amostras armazenadas em temperatura
ambiente, o que novamente se sugere instabilidade termodinamica devido a possivel
recristalizacédo pela possibilidade de “reacomodacao” da GFB durante esse primeiro
més de armazenamento. Para a Perda de massa (%), os dois parametros de
armazenamento (amb e ce) se comportaram da mesma maneira, onde a pera de
massa € menor quanto menor a proporcdo de farmaco. Ainda, verificou-se que o
congelamento R proporciona uma menor estabilidade térmica as formulacgées.

As andlises de DSC, em camara de envelhecimento, apresentaram evento
endotérmico proximo aos valores do farmaco em praticamente todas as amostras,
exceto em duas amostras com propor¢cdo 1:1 reafirmando a possivel
heterogeneidade ja demonstrada nessa proporcdo. Para entalpia de fusdo, as
amostras em camara de envelhecimento demonstraram mesmo perfil das amostras
em ambiente, onde 2:1 apresentou maior resultado, possivelmente pela
concentracdo de farmaco nas amostras.

Em DRX, as amostras demonstraram diminuicdo do grau de cristalinidade do
farmaco, também em relacdo as amostras submetidas ao armazenamento ambiente,
visto que as amostras sofreram influéncia em funcdo de todos os parametros
analisados, sendo as amostras de DS_1:1 no congelamento R e nos maiores
tempos de armazenamento t3 e t6 favorecidas com a diminuicdo do grau de
cristalinidade do farmaco.

Na andlise de MEV, as amostras em camara de envelhecimento, se
comportaram da mesma maneira das amostras em temperatura ambiente
apresentando tamanho de particulas variadas, menores se comparadas a GFB pura
e com aglomerados, demonstrando maior perfil de baixa cristalinidade. As amostras
em t1 demonstraram uma distribuicdo mais heterogénea, enquanto em t3 e t6 para
as proporcoes 1,5:1 e 1:1 os aglomerados parecem ser mais homogéneos, 0 que
demonstra influéncia do tempo de armazenamento e proporgao “farmaco:polimero”
sobre as amostras. Algumas DS apresentaram estruturas cristalinas mais evidentes
0 que corrobora com os resultados de DSC e DRX, sugerindo heterogeneidade da

amostra.
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CONCLUSAO

As DS contendo GFB obtidas pelo método de liofilizacdo avaliadas sob
diferentes parametros como proporgao “farmaco:polimero”, tipo de congelamento,
tempo de armazenamento e parametro de acondicionamento apresentaram
diferencas nas caracteristicas fisico-quimicas, visto que as variaveis analisadas
exerceram influéncia de forma distinta sobre as amostras.

Em geral, a determinacdo do teor de farmaco nao apresentou efeitos
significativos sob os paradmetros avaliados; as analises de solubilidade e dissolucdo
foram influenciadas de formas distintas possivelmente pela diferenga amostral entre
lotes das amostras de GFB analisadas entre o presente trabalho e os trabalhos
precursores; os resultados de FTIR ndo demonstraram decomposi¢cdo do farmaco
significando que os grupos funcionais foram mantidos; para TG/DTG a perda de
massa acompanhou a proporgcao “farmaco:polimero”, a maior oscilagdo ocorreu na
propor¢cao 1:1 em t1 por possivel “reacomodac¢do” do farmaco no periodo do
primeiro més de armazenamento, em relacdo aos parametros de acondicionamento
avaliados, ambiente e camara de envelhecimento, ndo foram demonstradas
diferencas; na andlise de DSC verificou-se a presenca de estrutura cristalina; em
DRX houve maior influéncia da proporcao “farmaco:polimero” em fungdo do tempo
de armazenamento o que demonstrou amorfizacdo e também cristalinidade parcial;
em microscopia eletrbnica de varredura (MEV) houve diminuicdo do tamanho de
particula se comparado com a GFB pura.

As formulacdes sofreram influéncias distintas sob todas as variaveis
analisadas (proporgao “farmaco:polimero”, tipo de congelamento, tempo de
armazenamento e parametro de acondicionamento).

O conjunto desses resultados corrobora com a possibilidade das DS terem
melhor desempenho como moduladores de liberacdo de farmaco do que aumento
da dissolucéo.

No presente trabalho néo foi utilizada a GFB padrdo, a amostra solicitada
para o estudo foi originaria do mesmo fabricante utilizada nos trabalhos precursores
a este.

Apesar das formulagdes terem sofrido influencias distintas, a formulagédo com

maior propor¢do de farmaco submetida ao congelamento R favorece uma
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formulagcdo mais estavel ao longo do tempo apresentando ter maior potencial

promissor no desenvolvimento das DS.
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RECOMENDACOES

Considerando os resultados obtidos, sugere-se valida a repeticdo de alguns
processos e analises levando em consideracdo o teor tedrico de farmaco utilizado,
bem como o desenvolvimento de um estudo de estabilidade completo englobando a
estabilidade de longa duracao a qual deve ser desenvolvida e estuda ao longo de 12
meses, conforme preconizado por agéncias reguladoras, para avaliacdo mais

concisa do comportamento da GFB nas DS.
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Tabela A.1

APENDICES

Amostra

Solubilidade da GFB (mg L™)*

GFB
GFB_t1
GFB_t3
GFB_t6

1118,12 + 3,03
1117,25 £ 9,55
1118,61 + 19,65
1111,20 + 20,93

2:1_C_t0
21 C_t1
2:1_C_t3
2.1 C_t6
2:1_ R_t0
21 R t1
2:1_R_t3
2:1_R_t6

1164,16 + 42,33
1184,66 + 26,64
1158,73 +£ 21,76
1172,19 + 25,49
1150,21 + 22,14
1147,87 + 23,84
1126,39 £ 77,78
1148,86 + 35,63

1,51 C t0
1,5:1 C_t1
1,51 C_t3
1,51 C_t6
1,51 R_t0
1,5:1 R t1
1,5:1_R_t3
1,5:1_R_t6

1177,00 £ 50,48
1171,33 £+ 56,00
1178,73 £ 52,52
1171,08 + 48,23
1150,21 + 22,14
1192,19 * 33,63
1179,72 £ 38,12
1182,07 £ 27,32

1:1 C_t0
1:1 C_t1
1:1 C_t3
1:1 C_t6
1:1_ R_tO
1:1 R t1
1:1 R _t3
1:1 R_t6

1212,56 + 20,01
1198,61 + 35,37
1204,04 + 21,49
1194,16 + 26,63
1209,47 + 38,40
1210,34 + 14,80
1190,83 + 33,62
1182,56 + 32,51

*Resultados expressos como média + DP.
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Tabela A.2

Amostra

Solubilidade da GFB (mg L™)*

GFB
GFB_t1
GFB_t3
GFB_t6

1118,12 + 3,03
1157,13 £ 18,72
1180,71 + 16,04
1185,15 + 18,29

2:1 C_t0
2:1 C tl
2:1 C_t3
2:1 C_t6
2:1 R t0
2:1 R 1
2:1 R 13
2:1 R_t6

1164,16 + 42,33
1217,74 + 40,58
1298,36 +43,27
1308,73 + 28,10
1150,21 + 22,14

1261,33 £ 107,14

1277,62 £ 37,70
1277,13 £ 23,80

1,51 C_t0
1,51 C_t1
1,5:1 C_t3
1,5:1 C_t6
1,51 R_t0
1,51 R t1
1,51 R t3
1,51 R t6

1177,00 + 50,48
1274,66 + 79,45
1282,31 + 45,39
1292,56 + 17,51
1166,26 + 48,32
1231,20 + 35,59
1239,97 £ 80,20
1282,31 + 19,68

1:1 C_t0
1:1 C 11
1:1 C_t3
1:1 C_t6
1:1_ R_t0
11 R t1
1:1 R t3
1:1 R_t6

1212,56 + 20,01
1236,02 + 16,53
1258,24 + 17,30
1260,83 + 38,06
1209,47 + 38,40
1224,10 + 51,00
1265,89 + 13,60
1262,31 + 33,85

*Resultados expressos como média + DP.
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Figura A.3
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Tabela A.4

Estiramento de Estiramento de . . ~

Amostra ligacdes C-H em ligacdes C=0 V|bra(;ao,dlo anel  Flexdo C-Hfora

cadeias aromaticas comH aromatico do plano do anel
GFB 2960 1710 1511 804
GFB_t1 2960 1710 1511 804
GFB_t3 2960 1709 1511 804
GFB_t6 2960 1710 1511 804
2.1 C t0 1702 1510 804
21 C t1 2958 1710 1511 803
21 C_t3 2958 1709 1511 803
2:1 C_t6 2958 1709 1511 804
2:1 R_tO 2957 1708 1510 804
221 R t1 2958 1708 1510 804
2.1 R t3 2958 1710 1511 803
2:1 R_t6 2958 1710 1511 803
151 C 10 1510 804
151 C 1 1510 804
15:1 C_t3 1511 803
1,5:1 _C_t6 1511 804
1,51 R _tO 1704 1510 802
1,51 R t1 1704 1510 804
151 R t3 2956 1709 1511 803
151 R t6 1510 803
1:1_C_t0 1510 804
111 Ctl 1509 803
1:1 C t3 1509 803
1:1 C_ t6 1511 804
1:1_ R_tO 1510 804
1.1 R 11 1510 803
1.1 R t3 1510 804
1.1 R t6 1510 803
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Tabela A.5

Estiramento de Estiramento de i ~ ~

Amostra ligacses C-H em ligacdes C=0 V|bra<;ao'd-o anel Flex&o C-H fora

cadeias arométicas com H aromatico do plano do anel
GFB 2960 1710 1511 804
GFB_t1 2960 1710 1511 804
GFB_t3 2960 1710 1511 804
GFB_t6 2959 1710 1511 804
2.1 C t0 1704 1510 804
221 C t1 2958 1708 1510 804
21 C t3 2958 1710 1510 804
2:1 C_t6 2958 1710 1511 803
2:1 R_tO 2958 1705 1510 804
21 R t1 2958 1708 1510 804
2.1 R t3 2958 1709 1511 803
2.1 R_t6 2958 1709 1511 803
151 C 10 1510 804
151 C 1 1510 804
15:1 C_t3 2958 1709 1511 803
1,5:1 _C_t6 2955 1710 1511 804
1,51 R _tO 1704 1510 804
1,51 R t1 1510 803
151 R t3 1510 804
151 R t6 1510 803
1:1_C_t0 1510 804
111 Cctl 1510 804
1:1 C t3 1510 804
1:1 C_t6 1510 804
1:1_ R_tO 1510 804
111 R t1 1510 804
1.1 R t3 1510 803
1.1 R t6 1510 804
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Figura A.6
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Perda de massa (%)
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Tabela A.7

Perda de massa

Amostra Tonset (°C) Tpico (°C) %)
GFB 176,6 206,2 100,00
GFB_t1 176,9 211,3 98,76
GFB_t3 177,3 210,21 99,87
GFB_t6 177,5 210,21 99,97
211 C_t0 176,8 210,9 28,62
21Cct1 171,2 202,6 29,79
2:1 C_t3 176,6 210,5 31,97
2.1 C t6 172,7 206,2 33,26
2.1 R t0 178,1 211,7 33,91
21 R 1 161,6 1924 33,78
2:1 R 3 174,2 206,2 34,55
2:1 R_t6 172,1 203,4 34,28
151 C_t0 177,2 209,7 18,66
151 C 11 163,8 197,5 18,83
1,51 C_t3 174,2 206,2 23,34
1,5:1 C_t6 168,7 201,8 20,90
1,51 R_t0 176,9 210,9 22,06
1,5:1_R_t1 165,8 200,9 21,89
1,51 R_t3 176,2 208,2 35,31
151 R_t6 172,9 206,6 23,29
1:1 C_t0 169,5 202,4 14,52
1.1 C t1 167,3 195,2 14,36
1:1 C_t3 172,7 206,6 10,04
1:1 C_t6 170,8 204,1 10,75
1:1_R_t0 164,0 195,8 18,87
11 R t1 165,0 198,6 17,02
1:1 R 3 172,3 205,4 16,96
1:1 R_t6 172,5 206,2 17,12
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Figura A.8
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Tabela A.9

Perda de massa

Amostra Tonset (°C) Tpico (°C) %)
GFB 176,6 206,2 100,00
GFB_t1 176,5 210,8 98,76
GFB_t3 175,3 208,8 99,87
GFB_t6 178,8 212,9 99,97
211 C_t0 176,8 210,9 28,62
21 C t1 166,7 201,8 39,25
2:1 C_t3 175,2 208,2 36,53
2:1_C_t6 171,8 203,8 37,61
2:1 R_tO 178,4 211,3 33,91
21 R 1 163,6 194,7 37,40
2:1 R_t3 169,0 201,8 38,37
2:1 R_t6 173,1 205,8 35,95
151 C_t0 174,2 210,21 18,66
1,51 C_t1 163,4 196,9 28,25
1,51 C_t3 170,8 205,2 23,70
1,5:1 C_t6 167,0 205,0 25,53
1,5:1 R t0 177,1 210,5 22,06
1,5:1 R t1 170,3 204,6 22,03
1,51 R_t3 170,6 206,6 23,97
151 R_t6 171,1 206,2 23,80
1:1 C_t0 169,4 202,6 14,52
1.1 C t1 170,9 200,9 23,85
1:1 C_t3 173,8 210,5 18,23
1:1 C_t6 167,5 205,4 19,92
1:1_R_t0 162,9 195,8 18,87
L1 R 11 166,2 200,9 19,96
1:1 R t3 170,7 207,1 19,53
1:1 R_t6 173,9 209,7 21,44
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Figura A.10
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