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RESUMO

A glibenclamida (GLB), também conhecida como gliburida, € um medicamento
de segunda geracao pertencente a classe das sulfonilureias, indicado para o
tratamento de diabetes ndo dependente de insulina. Ela € solivel em solucbes
de hidroxidos alcalinos e dimetilformamida, ligeiramente soluvel em
diclorometano e cloroférmio, pouco solivel em etanol e metanol, e insolivel em
éter etilico e agua. A droga é classificada como Classe Il de acordo com o
Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica, o que significa que possui baixa
solubilidade em &gua e alta permeabilidade. Portanto, sua biodisponibilidade
depende de sua taxa de dissolucdo. A GLB apresenta absorcdo variavel e
grandes variacfes na biodisponibilidade interindividual e bioequivaléncia dos
produtos comercializados. Diversos métodos tém sido descritos para aumentar
a solubilidade de farmacos pouco solaveis (como adicdo de tensoativos,
formacdo de sais, dispersodes sélidas e reducédo do tamanho das particulas). A
micronizagdo, uma técnica comum utilizada para reduzir o tamanho das
particulas, € um processo de fabricacéo estabelecido e dominado do ponto de
vista tecnoldgico. O objetivo do projeto foi utilizar o processo de micronizagédo
para aumentar a dissolugdo da GLB. Nove excipientes diferentes (lauril sulfato
de sédio, manitol, lactose monoidratada por spray drying, lactose monoidratada
200 mesh, hidroxipropilcelulose, hidroxipropilmetilcelulose ES5, Lutrol F68,
celulose microcristalina 102 e polivinilpirrolidona K-30) foram co-micronizados
com GLB em trés proporcdes diferentes (1:0,25 farmaco/excipiente, 1:0,25:0,25
farmaco/excipiente/lauril sulfato de sodio e 1:0,5 farmaco/excipiente). Essas
amostras foram divididas em grupos 1, 2 e 3, respectivamente. As amostras
foram analisadas por difracdo de raios-X em pd, espectroscopia infravermelha,
microscopia, ensaio e dissolucdo do p6. Sabendo que particulas menores
podem apresentar taxas de dissolugdo mais elevadas, as amostras de GLB e
dos excipientes foram micronizadas. Os resultados da difragcdo de raios-X em
pé indicaram que todas as amostras testadas ndo apresentaram mudancas
polimérficas. As amostras apresentaram picos caracteristicos da forma mais
solavel. Nao foram observados picos extras, indicando a pureza da forma sélida.
Esses resultados estavam de acordo com a espectroscopia infravermelha. Os
valores dos numeros de onda nos espectros infravermelhos, relacionados ao
estiramento da ligagdo N-H, S=0O e C=0, foram semelhantes para todas as
amostras e para a matéria-prima. Quanto a avaliagcdo do ensaio, houve pouca
variacao entre os valores tedricos e determinados, o que possibilitou o calculo
da massa para os testes de dissolugdo. Em geral, as amostras co-micronizadas
apresentaram resultados de dissolugcdo superiores a matéria-prima. A
dissolucdo das quatro amostras do grupo 1 (GLB com lauril sulfato de sodio,
PVP K-30, lactose monoidratada por spray drying e Lutrol F68) apresentou
eficiéncia de dissolu¢cdo acima de 80%. No grupo 2, todas as amostras
apresentaram eficiéncia de dissolugéo superior a 80%, exceto aquela produzida
com Lutrol F68. No grupo 3, apenas a amostra com lauril sulfato de sodio



apresentou eficiéncia acima de 80%. Ao comparar 0 grupo 2, que possui adicdo
de lauril sulfato de sodio na mistura, com o grupo 1, foi possivel observar uma
melhoria em quase todas as amostras co-micronizadas. Ao comparar com 0
grupo 3, notou-se que o aumento da proporcdo dos excipientes diminuiu a
eficacia de dissolucdo, de forma geral. Como quase todas as amostras co-
micronizadas tiveram melhores dissolu¢des em comparacdo com a matéria-
prima, podemos confirmar que a reducdo do tamanho das particulas pode
aumentar a eficiéncia. No entanto, algumas combinagbes de excipientes e
propor¢des ndo melhoram a eficiéncia de dissolugao.

Palavras-chave: glibenclamida. Comicronizacdo. Dissolucé&o.



ABSTRACT

Glibenclamide, also known as glyburide, is a second-generation sulfonyl-
urea drug indicated for the treatment of non-insulin-dependent diabetes. It is
soluble in solutions of alkaline hydroxides and dimethylformamide, slightly
soluble in dichloromethane and chloroform, poorly soluble in ethanol and
methanol and insoluble in ethyl ether and water. The drug belongs to Class Il
according to the Biopharmaceutics Classification System, which consists of
drugs of low water solubility and high permeability. Therefore, the bioavailability
is dependent on its dissolution rate. Glibenclamide shows variable absorption
and large variations in interindividual bioavailability and bioequivalence of the
marketed products. Various methods have been described to enhance the
solubility of poorly soluble drugs (e.g. addition of surfactants, salt formation, solid
dispersions and particle size reduction). Micronization, a common technique
used to reduce particle size, is an established manufacturing process and it has
been mastered from a technological point of view.The aim of the project was to
use micronization process to improve dissolution of glibenclamide. Nine different
excipients (sodium lauryl sulfate, manitol, spray-dried lactose monohydrate,
lactose monohydrate 200 mesh, hydroxypropylcellulose,
hydroxypropylmethylcellulose E5, Lutrol F68, microcristalline cellulose 102 and
polyvinylpirrolydone K-30) were co-micronized with glibenclamide in three
different proportions (1:0.25 drug/excipient, 1:0.25:0.25 drug/excipient/sodium
lauryl sulfate and 1:0.5 drug/excipient). These samples were divided in groups
1, 2 and 3, respectively. The samples were analyze by X-ray powder diffraction,
infrared spectroscopy, microscopy, assay and powder dissolution. Knowing that
smaller particles can present higher dissolution rates, the samples of
glibenclamide and the excipients were micronized. X-ray powder diffraction
results indicated that all samples tested did not show polymorphic changes. The
samples presented characteristics peaks of the more soluble form. No extra
peaks were observed indicating the purity of the solid form. These results were
in agreement with infrared spectroscopy. The values of the wavenumbers in the
infrared spectra, related to the stretching of the N-H, S=O and C=0 bond, were
similar for all samples and for the raw material. As for the assay evaluation, it
showed a low variation between the theoretical and the determined values, which
made it possible to calculate the mass for the dissolution tests. In general, the
comicronized samples had higher dissolution results than the raw material. The
dissolution of the four samples of group 1 (glibenclamide with sodium lauryl
sulfate, PVP K-30, spray-dried lactose monohydrate and Lutrol F68) showed
dissolution efficiency above 80%. In group 2, all samples had dissolution
efficiency more than 80%, except the one produced with Lutrol F68. In group 3
only the sample with sodium lauryl sulfate had efficiency above 80%. When
comparing group 2, which has an addition of sodium lauryl sulphate in the
mixture, to group 1, it was possible to see an improvement in almost all the
comicronized samples. When compared to group 3, we noticed that the increase



of the excipients proportion decreased the dissolution effectiveness, in general.
Since almost all of the comicronized samples had better dissolutions compared
to the raw material, we can confirm that reducing particles size can increase
efficiency. However, some combinations of excipients and proportions do not
improve dissolution efficiency.

Keywords: glibenclamide. Co-micronization. Dissolution.
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1 INTRODUCAO

O Sistema de Classificagdo Biofarmacéutica (SCB) categoriza 0s
farmacos baseados nas suas propriedades de solubilidade aquosa e
permeabilidade gastrointestinal (AMIDON et al., 1995) (Tabela 1).

Classe Solubilidade Permeabilidade
I Alta Alta

I Baixa Alta

Il Alta Baixa

AV Baixa Baixa

Tabela 1. Relacdo das classes de farmacos e suas respectivas solubilidade e

permeabilidade determinadas pelo Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica.

Tendo sua consolidacédo, principalmente, nos ultimos anos, o SCB indica
a velocidade e o grau de absorcdo dos farmacos apés a sua administracao por
via oral, baseado nos atributos fisioldgicos dos individuos e nas caracteristicas
fisico-quimicas do farmaco (CHAVDA et al., 2010). Nesse sentido, ele tem sido
fundamental para auxiliar o desenvolvimento de novas formas farmacéuticas e
registro de medicamentos genéricos.

Recentemente, um numero crescente de farmacos, no processo de
desenvolvimento, apresenta problemas que envolvem a solubilidade, dissolucéo
e/ou biodisponibilidade. Estima-se que cerca de 70% dos farmacos possuem
problemas referentes a baixa solubilidade, o caso dos farmacos da Classe Il e
Classe 1V, de acordo com o SCB (HAUSS, 2007; KAWABATA et al., 2011,
WILLIAMS et al., 2013; COSTA et al., 2013; SAOKHAM et al., 2018).

Farmacos da classe Il exibem problemas na dissolu¢cdo, porém nao na
permeabilidade em relacdo a administracdo de medicamentos por via oral
(Figura 1). Dados esses desafios, estudos de tecnologia farmacéutica tém
focado especial atengdo nesses farmacos, de forma a desenvolver alteracdes
na formulagdo do medicamento para incrementar a solubilidade, sem,

necessariamente, incluir alteragdes moleculares de ordem mais complexa
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(LIRA, 2004; COSTA et al, 2013; ALAWI et al., 2015; AL-KASSAS et al. 2017,
HOFFMEISTER et al., 2017; SAOKHAM et al., 2018; TRAN; PARK, 2021)

Farmacos com problemas de solubilidade, quando formulados de
maneira convencional, podem apresentar baixa eficacia (MERISKO-
LIVERSIDGE et al., 2003). Comparados com os de maior solubilidade,
problemas como absorcéo limitada e/ou imprevisivel podem ocorrer, colocando
em risco seu efeito (WILLIAMS et al., 2013).

A solubilidade limitada de alguns farmacos em agua € um problema
importante a ser considerado. Isso ocorre principalmente pelo risco de uma
absorcéo sistémica reduzida e variavel apés a administracao oral (WILLIAMS et
al., 2013; LOH et al., 2015; KHAN et al., 2022). Ainda que seja dificil precisar
exatamente o quanto a baixa solubilidade pode impactar a absorcédo, existem
evidéncias que indicam a dissolucéo lenta nos fluidos do trato gastrointestinal,
impactando a extensdo da absorcdo pelas membranas celulares e
disponibilizacao na corrente sanguinea (WILLIAMS et al., 2013; SORMUNEN et
al., 2019). Nesse caso, a velocidade de dissolucéo representa um fator limitante
e torna-se fundamental desenvolver estratégias para seu incremento, uma vez
que a biodisponibilidade do farmaco serd afetada (JUNGHANNS; MULLER,
2008; PRADO; ROCHA, 2015).

1.1. PERFIL DE DISSOLUCAO

O ensaio de dissolucdo é uma das etapas comumente realizadas para
garantir a qualidade dos medicamentos, em diferentes etapas, como na
producédo, estabilidade ou reprodutibilidade entre lotes (DRESSMAN et al.,
1998). Diferentes técnicas podem ser usadas para os ensaios de dissolucéo
(WILLIAMS et al., 2013). Um dissolutor equipado com recipientes de analise e
aparatos de agitacao é usado para realizar um estudo in vitro no qual uma forma
sélida (p6, comprimidos, capsulas, etc) se solubiliza, permitindo avaliar e
comparar a velocidade e eficiéncia de dissolugdo de um produto (Figura 1)
(COSTA, 2011; LOH et al., 2015; MAGGI et al., 2015).
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b e
Iz B2 B B

Figura 1. Exemplo de dissolutor, com recipientes de analise (cuba) e aparatos

de agitacdo (pas). Modelo Distek Evolution 6100.

A equacao de Noyes-Whitney indica que uma das possibilidades para o
incremento da dissolucdo é o aumento da area superficial especifica gerada
pela reducdo do tamanho da particula, permitindo maior contato da superficie
da particula com o meio (LEUNER; DRESSMAN, 2000; ALLEN-JR et al., 2013).

dC/dT = K*S(Cs + Ct)
(Eq. 1)

Onde dC/dT ¢é a velocidade de dissolucéo, K é a constante da velocidade
de dissolucéo, S area de superficie das particulas, Cs é a concentracédo do
farmaco na camada de difuséo e Ct € a concentracdo do farmaco em dissolucéo

no tempo t. Cs - Ct é o gradiente de concentracéao.

Em muitos casos, uma cuba de fundo redondo representa o recipiente e
a agitacao é feita com hastes de aco inox (Figura 1). O dissolutor, por sua vez,
simula condigcbes que podem ser similares aguelas encontradas no meio

gastrointestinal e permite o controle de temperatura (WILLIAMS et al., 2013).
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A dissolucao de um farmaco pode ser influenciada por diferentes fatores,
dentre eles o tamanho da particula, 0 meio de dispersdo e a temperatura
(LEUNER; DRESSMAN, 2000; WILLIAMS et al., 2013). Uma vez que existem
problemas relacionados a velocidade de dissolu¢do dos farmacos, avaliar a taxa
de dissolucéo in vitro dos farmacos se torna essencial (BROCKMEIER, 1999).
Dessa forma, € importante o desenvolvimento de processos voltados para
farmacos da classe Il, considerando o namero crescente de IFA com baixa
solubilidade em &gua (WILLIAMS et al., 2013; LOH et al., 2015; KHAN et al.,
2022).

1.2. INCREMENTO DE DISSOLUCAO DE FARMACOS POUCO
SOLUVEIS EM AGUA

Para mitigar esse problema, uma série de alternativas tecnolégicas foram
desenvolvidas, como as técnicas de dispersdes sdélidas amorfas, moagem
Umida, formacdo de sais, cocristais, complexacdo com ciclodextrinas,
surfactantes, formulagcbes de emulsdes e lipossomas, sistemas
autoemulsificantes, reducdo do tamanho das particulas, dentre outras
(BARRETO; CUNHA-FILHO, 2008; KAWABATA et al., 2011; DOUROUMIS;
FAHR, 2013; WILLIAMS et al., 2013; GOMES et al., 2015; HOFFMEISTER et
al., 2017; SAOKHAM et al., 2018; TRAN; PARK, 2021). Williams e cols. (2013)
ilustraram a grande diversidade de abordagens em sua revisdo compreensiva e

abrangente (Figura 2).
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Figura 2. Diagrama esquematico ilustrando as estratégias mais comuns para
mitigar problemas relacionados a baixa disponibilidade dos farmacos. Adaptado
de: Williams et al. (2013).

Tais alteragbes, em geral, tendem a aumentar a molhabilidade das
particulas e a solubilidade/dissolu¢cédo dos farmacos, estando relacionadas, por

exemplo, com a reducdo do tamanho da particula (VOGTet al., 2008).

1.2.1. MICRONIZACAO

Nesse sentido, a micronizacédo tem-se mostrado uma técnica de grande
relevancia, podendo ser processada de diversas formas, onde a moagem a jato
de ar é uma das mais utilizadas em pesquisas e industrialmente (COSTA et al.,
2013; WILLIAMS et al., 2013; VANDANA et al., 2014; SEO et al., 2016).

A micronizagcdo usando a moagem a jato de ar objetiva reduzir as
dimensdes das particulas do p6 usando uma corrente de ar de velocidade alta,
a pressodes da ordem de 100 a 150 libras por polegada quadrada (psi), que vai
atrita-las e impacta-las com as paredes do equipamento, gerado pela
turbuléncia do ar ou vapor, até alcangarem tamanhos ao redor de 10 ym ou
menos. Por ser um processo de alta energia, a micronizagcéo ocorre de forma
imediata devido as colisbes entre as particulas que estdo suspensas dentro do
fluxo de ar (OMELCZUK et al., 1997; RASSENACK; MULLER, 2004).
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O ar, entdo, move-se em alta velocidade em uma trajetéria eliptica
carregando particulas finas que atravessam a saida sendo descarregadas para
dentro de um ciclone separador sendo entéo recolhidas em um recipiente coletor
(Figura 3). As particulas maiores sdo levadas pela forga centrifuga para a
periferia onde sdo expostas a agéo de atrito. A concepg¢éo do micronizador faz
com que haja separacdo das particulas no interior do equipamento, sendo as
particulas mais finas e leves descarregadas enquanto as particulas mais
pesadas e maiores, sob o efeito da forca centrifuga, ficam retidas até serem
reduzidas a um tamanho menor (PARROTT, 2001).

=unil de alimentagao

Filtro plissado
de ago inoxidavel

Figura 3 - Micronizador Zelus Ultra Jet 50 utilizado para a reducdo do tamanho

das particulas.

Em geral, os farmacos sédo micronizados isoladamente, apenas com o
objetivo de reduzir o tamanho da particula e o consequente aumento na
dissolucdo (WANG et al., 2017; KIM et al. 2021), mas em muitos casos 0
aumento ndo é perceptivel (WILLIAMS et al., 2013).

O processo de comicronizacdo pode ser considerado uma escolha
interessante para o aumento da dissolucdo de farmacos pouco sollveis em
agua. Pela pré-mistura com excipientes antes do processo de micronizacéo
pode-se gerar um efeito ainda maior na dissolucéo, como foi observado para o
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efavirenz (COSTA et al. 2013). Nesses casos, sugere-se que ocorra a formacéo
de uma camada hidrofilica na superficie da particula micronizada, o que
aumenta a molhabilidade do sistema (WILLIAMS et al., 2013; COSTA et al.,
2013). Além disso, a moagem a jato de ar ja é utilizada em larga escala na
industria farmacéutica e, portanto, os resultados em escala de laboratério
podem ser mais facilmente escalonados para a planta industrial.

Um bom modelo para avaliar técnicas de aprimoramento de dissolucéo é
a glibenclamida (GLB), dada a sua baixa solubilidade, alta permeabilidade,
absorcédo e biodisponibilidade oral varidveis entre os individuos e a existéncia
de diferentes produtos disponiveis no mercado (REHDER et al., 2012; SHAH et
al., 2013).

1.3. GENERALIDADES E PROPRIEDADES FARMACOLOGICAS DA GLB

A GLB, também conhecida como gliburida, € uma sulfoniluréia de
segunda geracdo que, ao bloguear os canais de potassio nas células R
pancredticas, estimula a liberacdo de insulina para controlar a glicemia em
pacientes portadores da diabete mellitus (DM) tipo 2 ou diabetes mellitus néo-
insulino-dependente (FILHO et al., 2013, NAWALE; MEHTA, 2013).
Apresenta-se sob a forma de um pd branco, inodoro e insipido, cuja formula

molecular é C23H28CIN3OsS (Figura 4).

00 O
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Figura 4. Estrutura quimica da GLB. Fonte: MarvinSketch.

E solivel em solugbes aquosas de hidroxidos alcalinos e
dimetilformamida, ligeiramente solavel em diclorometano e cloroférmio,
fracamente sollvel em etanol e metanol e insollavel em éter etilico e agua.

Possui pKa de 5,3, caracteristico de um &cido fraco, e coeficiente de particdo
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oleo/adgua (log P) de 3,53 (KASIM et al., 2004). Seu ponto de fuséo varia entre
169-174°C e sua massa molar é de 494,0 g/mol (MERCK INDEX, 2013).

Por ser um farmaco de classe Il, a GLB apresenta a dissolugdo como
etapa limitante da absorg¢ao. A biodisponibilidade e o0 comportamento in vivo do
farmaco dependem de sua taxa de dissolugdo. Mesmo em fluidos
gastrointestinais, sua solubilidade nao é alta (WANG et al., 2017). Além disso,
seus comprimidos podem apresentar uma dissolucao erratica que pode estar
relacionada as propriedades do Insumo Farmacéutico Ativo (IFA).

Na literatura sdo descritas algumas estratégias para incrementar a
solubilidade da GLB. Dastmalchi e colaboradores (2005), usando a técnica de
deposicao de solvente, formaram formulacdes de GLB e conseguiram aumentar
a taxa de dissolucdo, aumentando a molhabilidade e diminuindo o tamanho da
sua particula, levando a um aumento nas concentracbes séricas e os efeitos
hipoglicémicos do farmaco.

Wang e colaboradores (2017), por exemplo, demonstraram que as
formulacdes de nanocristais de GLB incrementaram significativamente a

solubilidade e dissolugdo da GLB, diminuindo o tamanho da particula.

1.4 DIABETES MELLITUS

A DM é caracterizada por um grupo de doencas metabdlicas onde a
hiperglicemia resulta de defeitos na secrecdo e/ou acdo da insulina. A
hiperglicemia crénica do diabetes esta associada a disfuncéo e falha de varios
orgaos, em especial de longo prazo, afetando olhos, rins, nervos, coragéo e
vasos sanguineos (KRASTEVA et al., 2011).

A DM tipo 2 representa aproximadamente 90% de todos os casos de
diabetes, sendo tratada como uma epidemia (International Diabetes Federation,
2021). Estimativas projetadas para o ano de 2030 indicam que mais de 400
milhdes de pessoas com mais de 20 anos de idade vivem com diabetes (SAEDI
et al., 2019). Entretanto, apesar dos niumeros alarmantes estima-se que cerca
de 50% dos diabéticos ndo sabem que tém a doenca (International Diabetes
Federation, 2021).

No geral, os farmacos para tratamento da DM apresentam baixa
biodisponibilidade oral. Tal fato € um importante problema a ser considerado e

diversos esfor¢gos ao redor do mundo tém sido realizados na tentativa de
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aumentar a velocidade de dissolucéo e, consequentemente, a biodisponibilidade
(NERY et al., 2008; MAGGiI et al., 2015).

Dessa forma, o desenvolvimento de tecnologias com esse objetivo para
a GLB ajudaria a consolidar a comicronizagdo como uma estratégia de
incremento de dissolugdo para outros farmacos com os mesmos desafios
biofarmacéuticos, como o efavirenz (COSTA et al., 2011; LAVRA et al., 2017),
fusafungina (GIRY et al., 2006) e naproxeno (TURK; BOLTEN, 2010; MONTES
et al.,, 2013), onde as técnicas de comicronizacdo ou co-moagem foram
estratégias de sucesso.

Logo, utilizar a comicronizagéo para aumentar a velocidade de dissolucao
e biodisponibilidade oral da GLB tem o potencial de diminuir a variabilidade entre

individuos na absorcao e melhorar o tratamento.

2 JUSTIFICATIVA

Segundo dados disponiveis até setembro de 2021, cerca de 8,7% da
populacao brasileira sofre com DM tipo 2. Globalmente, aproximadamente 9,3%
da populacdo mundial é afetada por essa condicdo (International Diabetes
Federation, 2021).

Para pacientes com DM tipo 2, o aumento da dissolucéo in vitro da GLB
pode resultar em uma absorcdo mais rapida e eficiente no organismo,
contribuindo para um controle mais adequado dos niveis de glicose no sangue
(RAMOS; PRUDENCIO, 2020). Considerando que esses pacientes
frequentemente dependem de medicamentos orais, a otimizag&o da dissolucao
da GLB pode ter um impacto significativo na administracdo mais efetiva e em
resultados clinicos mais favoraveis.

A utilizagcdo da técnica de micronizacdo em conjunto com distintos
excipientes, em propor¢des variadas, tem sido apontada como uma estratégia
promissora para potencializar o perfil de dissolu¢géo da GLB. A micronizacao da
substancia, caracterizada pela reducdo das dimensfes das particulas e pelo
consequente aumento de sua area superficial, emerge como uma abordagem
promissora respaldada por pesquisas prévias (LIVERSIDGE; CUNDY, 1995;
VOGT et al., 2008; JERMAIN et al., 2018), visando aprimorar a solubilidade e o

comportamento de dissolucéo.
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Nesse contexto, destaca-se a relevancia dos excipientes no perfil de
dissolucéo. Agentes molhantes, como o Lauril Sulfato de Sodio (LSS), séo
reconhecidos na literatura por sua capacidade de promover o incremento na
dissolugédo (DHARANI et al., 2019). Com base nesse conhecimento, surge a
hipétese de que outros excipientes com propriedades semelhantes possam
exercer um impacto igualmente favoravel no perfil de dissolugdo, como ja
observado em outros estudos (VOGT et al.,, 2008; DA COSTA et al., 2013;
MUEHLENFELD et al., 2013)

Dessa forma, além da micronizacao, a selecéo cuidadosa de excipientes
adequados poderia potencializar ainda mais os efeitos desejados, promovendo
melhorias adicionais na solubilidade e no comportamento de dissolucdo da

substancia em estudo.

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
Obter e caracterizar sélidos comicronizados de GLB para incremento de
dissolucgéao.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Produzir amostras comicronizadas de GLB com diferentes excipientes e
proporgoes.
e Realizar a caracterizagdo morfolégica, estrutural e de dissolucdo das
amostras obtidas.

e Analisar o impacto de diferentes excipientes nas amostras produzidas
pela comicronizagéo.



4 MATERIAL E METODOS

4.1.

4.1

4.1

MATERIAL

1. EQUIPAMENTOS

e Balanca de infravermelho (Gehaka, 1V 2000).

e Balanca de pesagem (Shimadzu, AUX 320).

e Balanca de precisédo (Shimadzu, UX4200H)

e Difratdmetro de raios X (Bruker, D8 Advance).

e Dissolutor (Distek Evolution 6100).

e Espectrometro de infravermelho (ThermoScientific).

e Espectrofotdbmetro ultravioleta/visivel (UV 1800 Shimadzu).

e Micronizador (Zelus Ultra Jet 50).

e Microscopio eletrénico de varredura (HITACHI — tm3030 Plus).

e Microscopio eletrénico de varredura (FEI, Quanta 400).

2. REAGENTES, SOLVENTES E MATERIAS-PRIMAS

Agua destilada, deionizada e purificada em sistema Milli-Q®, Merck.

Acido borico, Merck.

Acetonitrila, Tedia.

Celulose microcristalina 102, Blanver.

Cloreto de potassio, Sigma-Aldrich.

GLB, Farmanguinhos.

Hidroxipropil celulose 1 (HPC), ShinEtsu.
Hidroxipropilmetil celulose E5 (HPMC), ShinEtsu.
Hidréxido de sodio, Sigma-Aldrich.

Lactose monohidratada spray dried (LMSD), MEEGLE Pharma.
Lactose monohidratada malha 200, MEEGLE Pharma.
Lauril sulfato de sodio (LSS), VETEC.

Lutrol F68, BASF.

Manitol, Mingtai.

Metanol, Sigma-Aldrich

29
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e Poli (vinil pirrolidona) (PVP K30), JLAO.

4.2 METODOS
Os procedimentos e etapas seguidos neste estudo estdo ilustrados na

Figura 5.

~ . . ~ W
Viabilidade — Elaboragao :> Micronizagao e
dos insumos — Vv das formulagoes comicronizagao |
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Figura 5 - Fluxograma (Fonte: elaborado pela autora, 2023).

e
b.God

42.1. AVALIAC;AO POR ESPECTROFOTOMETRO ULTRAVIOLETA/VISIVEL
(UV/VIS) PARA DETERMINAQAO DO COMPRIMENTO DE ONDA NO TESTE
DE DISSOLUCAO

Conforme a literatura, a varredura no espectrofotdmetro foi feita em
solventes acetonitrila e metanol, para determinar o melhor a ser utilizado e o
comprimento de onda a ser usado. Metanol, acido borico, cloreto de potassio e
hidroxido de sodio foram utilizados para o preparo das solugcbes de GLB e de
tampéao borato alcalino pH 9,4. As analises foram realizadas no Laboratorio de
Micro e Nanotecnologia/Fiocruz.

Inicialmente, para a varredura da GLB, 10 mg desse farmaco foram

adicionados em baldo volumétrico de 25 mL e completado com metanol ou
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acetonitrila (Figura 6). Em seguida, os mesmos foram colocados em banho de
ultrassom para solubilizar totalmente. Foi feita a leitura na regido do ultravioleta
e visivel na faixa 190 a 900 nm usando-se um espectrofotdbmetro UV/vis. O

procedimento descrito foi adaptado de Farmacopéia (2001).

o

"~ Cubeta 1 Cubeta 2
Glibenclamida ' | |
10 mg : | '

/
/

25 mL solvente Adicdoda  Branco: contendo apenas

SOLUGAO SOLUGCAO o meio (solvente) Varredurano
espectrofotdmetro uv-vis

Figura 6 - Esquema ilustrativo do preparo da solucéo utilizada para a leitura do
metanol e acetonitrila no espectrofotdmetro UV/vis. (Fonte: elaborado pela
autora, 2022).

Para realizar a dissolucdo da GLB foi necessario selecionar o melhor
tampéao. De acordo com a literatura, dois tampdes foram selecionados: tampao
fosfato pH 7,4 e tampéao borato alcalino pH 9,4 (REF). Foi feita a varredura do
tampao borato alcalino pH 9,4 para identificar se 0 mesmo absorvia no mesmo
comprimento de onda que a GLB. Em seguida, foi feita em triplicata, uma
solucdo de 10 mg de GLB dissolvida em 25 mL de metanol em um balédo
volumétrico no mesmo processo da Figura 6. Contudo, da solucéo inicial de
metanol foi retirada uma aliquota de 400 pL e adicionada em um baldo
volumétrico de 10 mL contendo solucao de tampéo borato pH 9,4.

Apoés esse procedimento foi preparada uma curva analitica em tampéao
fosfato pH 7,4 e tampao borato alcalino pH 9,4 para prosseguir com a dissolucao
por dispersao (Figuras 7). A curva foi realizada em triplicata utilizando solugéo-
mae de 10 mg de GLB em 25 mL de metanol em um baldo volumétrico. Foram
retiradas seis aliquotas (50, 120, 200, 280, 400 e 450 microlitros) diluidos em
um baldo volumétrico de 10 mL em solucdo de tampéao borato alcalino pH 9,4.

Leituras foram realizadas no comprimento de onda 228 nm.
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Aliquotas retiradas da solucdo-mae
50 120 200 280 350 400 microL
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/ (3 Oy OO0
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mae : . | :
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Figura 7 - Esquema ilustrativo do preparo da solucdo mae em metanol para

/ /

) O

analise e desenvolvimento da curva analitica de GLB em tampao fosfato pH 7,4
(Fonte: elaborado pela autora, 2022).

4.2.1.2 ENSAIO DE DISSOLUCAO

Para a etapa do ensaio de dissolucao por dispersdo as condi¢des
seguidas foram baseadas na Farmacopeia Brasileira (2010). A matéria-prima
em po, referente a 20 mg do farmaco, foi adicionada individualmente em trés
cubas (capacidade 1000 ml). Os parametros aplicados ao ensaio foram: 900 mL
de tampao borato pH 9,40 £ 0,02, na temperatura de 37,0 + 0,5 °C, aparato pa
(n° 2), velocidade de agitacdo em 50 rpm, tempo limite do ensaio de 120
minutos. Aliquotas de 10 ml foram retiradas com o auxilio do aparato de célula
de fluxo, com filtro, sem reposicdo do meio de dissolugcdo. Por fim, a
concentracdo no meio foi quantificada pelo espectrofotometro UV/VIS.

4.2.1.3. AVALIACAO ESPECTROFOTOMETRICA PARA VERIFICAR A
COMPATIBILIDADE DOS EXCIPIENTES COM O IFA

A varredura foi realizada de acordo com 0s seguintes parametros:

e Faixa de comprimento de onda (nm): 350 a 190.
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e Concentragao da solucéo: 2,5 mg/25 mL.
e Comprimento de onda para leitura de absorbancia (nm): 228.

Para verificar a compatibilidade do tampéo borato pH 9,4, foi feita sua
filtracAo em membrana de nylon Netfilter (Millipore) com poro de 0,22 um (Figura
8).

{f
o

Glibenclamida - v o

10 mg Transferido S
400 microL [
: i ]\\‘ Filtro nylon
(/ | 0,22 millipore
25 mL metanol 10 mL Tampao 4
Solugdo-mde  borato alcalino pH 9.4 SOLUGAO 1
Cubeta 1 Cubeta 2

Adicdo da  Branco: contendo apenas

SOLUCAO 1 0 meio (tamp&o) Varrequra no
espectrofotémetro uv-vis

Figura 8 - Esquema ilustrativo do preparo da solugcdo de GLB com o tampéao
borato alcalino pH 9,4 através da solucdo mde em metanol para filtragem em
filtro de seringa nylon 0,22 pm Millipore para andlise de varredura no

espectrofotometro UV/vis (Fonte: elaborado pela autora, 2022).

Uma vez que ndo houve incompatibilidade, foram preparadas as
solucbes dos excipientes nesse tampdo para fazer a varredura por
espectrofotometria UV-VIS e verificar a seletividade em relacdo a GLB,
utilizamos as amostras com a proporcéo de 1:0,25 para essa analise (Figura 9).
Para os excipientes manitol, lactose monohidratada SD e lactose monohidratada
malha 200 néo foi necessaria a filtragem; assim, foi utilizado apenas o banho de

ultrassom por 1 minuto para a diluicéo total da amostra e posterior leitura.
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Sendo: - Logo Assim:
7 Solucdo-mée Excipiente ~ Diluicio da amostra
10 mg/ 25 mL 2,5 mg/ 25 mL 0.04 mL/ 10 mL
7 W\
g < | N T 400 M —
¢ | 9
AMOSTRA  GLB10mg l‘ Jt microl ' 4
Proporcéo 1:0,25 ) y 10 mL ¢
) S TAMPAO /)
25 mL metanol SOLUCAO-MAE ¥ Ny
SOLUCAO-MAE o '
- Banho de ultrassom
Solugdo excipiente 1 minuto
Cubeta 2 Cubeta 1 \
e )
—
. /

Adicéo da Solucao
excipiente

Branco: contendo

Varredura no el :
apenas o meio (metanol)

espectrofotémetro
uv-vis

Figura 9 - Esquema ilustrativo do preparo da solucdo mae em metanol dos
excipientes e diluicdo da amostra em tampé&o borato alcalino pH 9,4 e andlise

em varredura no espectrofotbmetro UV/vis (Fonte: elaborado pela autora, 2022).

Para os excipientes LSS, HPMC E5, Lutrol F68 e celulose microcristalina
102, foi utilizado o ultrassom e se fez necessaria a filtragem por membrana de
nylon Netfilter (Millipore) logo apdés, para prosseguir na varredura.

Para os excipientes HPC e PVP K30 foi realizado o ultrassom, porém sem
uma leitura adequada. Logo, foram retirados 100 pL da solucéo para um baléao
volumétrico de 10 mL do meio tampao e realizada a varredura.

Para verificar a compatibilidade do metanol, este foi filtrado com

membrana de nylon Netfilter (Millipore) com poro de 0,22 um (Figura 10).
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Glibenclamida P

7T Filtro nylon
0,22 millipore
25 mL metanol _‘
Solugdo-made SOLUGCAO 1
Cubeta 1 Cubeta 2

N

Varredura no
espectrofotémetro uv-vis

Adico da  Branco: contendo apenas
@LUCAO 1 o meio (metanol)

Figura 10 - Esquema ilustrativo do preparo da solugdo mae em metanol
seguido da filtragem em filtro de seringa nylon 0,22 um Millipore para analise de

varredura no espectrofotometro UV/vis (Fonte: elaborado pela autora, 2022).

Uma vez que nao houve incompatibilidade, foram preparadas as
solucBes dos excipientes em metanol para fazer a varredura e verificar a
seletividade em relacdo a GLB.

Apenas para o excipiente celulose microcristalina 102, foi utilizado o
ultrassom e a filtragem por membrana de nylon Netfilter (Millipore) para
prosseguir na varredura.

Para os outros excipientes foi utilizado apenas o banho de ultrassom por
1 minuto para a diluicdo total da amostra e posteriormente a leitura como na

Figura 9, s6 que ao invés da utilizacdo de meio tampao, foi utilizado o metanol.

4.2.2. ELABORACAO DAS FORMULAGOES

A GLB e nove diferentes excipientes em p6 foram combinados e divididos
em trés diferentes proporgdes (1:0,25:0,25; 1:0,25; 1:0,5), formando trés grupos
(1, 2 e 3), respectivamente. O esquema abaixo ilustra as formulagdes obtidas
(Tabela 2).

Tabela 2. Esquema indicando as 26 formula¢cGes realizadas e as proporgcdes

obtidas em relacdo a combinacdo da GLB com os nove excipientes em po.



36

Grupo 1 (1:0,25;0,25)

Grupo 2 (1:0,25)

Grupo 3(1:0,5)

GLB/Lauril Sulfato de
Sdédio/Excipiente

GLB/Excipiente

GLB/Excipiente

Lauril Sulfato de Sédio

S1 Ssem excipiente sio 1SS S19  (Lss)
S2 PVP K30 S11 PVPK30 S20 PVP K30
S3  Lactose SD S12 Lactose SD S21  Lactose SD
S4 | Manitol S13 Manitol S22  Manitol
S5  MCC 102 S14 MCC 102 S23 MCC 102
S6 Lactose 200 S15 Lactose 200 S24 | Lactose 200
S7 HPC S16 HPC S25 HPC
S8  HPMC S17 HPMC S26 HPMC
S9 Lutrol F8 S18  Lutrol F8 S27  Lutrol F8
LSS: Lauril sulfato de sédio, PVP K30: Polivinilpirrolidona K30, Lactose SD: Lactose

monohidratada spray dried, MCC 102: Celulose microcristalina 102, Lactose 200: Lactose

monohidratada malha 200, HPC: Hidroxipropil celulose, HPMC: Hidroxipropilmetil celulose E5.

4.2.3. MICRONIZACAO E CO-MICRONIZACAO

Para a reducdo do tamanho de particula foi empregada a técnica de

micronizacado da matéria-prima pura e comicronizacdes realizadas a partir da

mistura prévia de GLB e excipientes, nas propor¢cdes descritas acima. A pressao

de processo empregada foi 2,0 Kgf/cm? e a pressao de arraste em 5,0 Kgf/cm?.

Foram utilizados 8 g de GLB na mistura das propor¢cdes com 0s

excipientes em um pote plastico e agitado de 1 minuto para promover

homogeneizagdo. Em seguida, a mistura foi inserida no funil de alimentag&o do

micronizador com auxilio de uma espatula de aco (Figura 11).
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Glibenclamida Excipiente
N N il
<
Adicdo das Agitacdo Mistura colocada aos poucos no funil
substancias mecanica de alimentacio do micronizador

AMOSTRA .

Retirada da amostra
do recipiente coletor e armazenada

Pressdo de processo: 2.0 kgficm2.
Pressio de arraste: 5,0 kgflcm2.

Figura 11 - Esquema ilustrativo indicando a mistura da GLB com o0s excipientes
para ser comicronizado no micronizador Zelus Ultrajet 50 e produzindo as
amostras do projeto (Fonte: elaborado pela autora, 2022).

4.2.4. CARACTERIZAQAO MORFOLOGICA E ESTRUTURAL

4.2.4.1. ESPECTROMETRIA DE  INFRAVERMELHO COM
TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR)

Foram depositadas quantidades pequenas de IFA e amostras, no
espectrofotometro munido com software OMNIC 7.0, em contato direto com o
cristal do acessorio 35 de reflectancia atenuada (ATR, do inglés Attenuated
Total Reflectance). Os espectros foram computados de 4000 a 650 cm™ com

resolucdo de 4 cm™ e 32 scans.

4.2.4.2. Analise da forma por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Durante a microscopia eletronica de varredura (HITACHI — tm3030 Plus)
ocorreu a metalizacéo de ouro (SCDO005 SpulterCoater-Baltec) através do vacuo

sob Argonio em corrente de 30 mA por 150 segundos. Analise feita nos
aumentos de X1.000k e X5.000k.
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4.2.4.3. Analise do tamanho das particulas secas por difracdo a laser
Na difratometria de raio-X (difratdbmetro Bruker D8) as analises foram
realizadas para o IFA e as amostras, explorando os angulos de 3° até 50° em
20, com passo de 0,02° e o tempo por passo de 0,1 s, equipamento utilizando
radiagdo CuKa (A = A), corrente de tubo e voltagem de 40 mA e 40 kV,

respectivamente.

4.2.5. PARAMETROS PARA DISSOLUCAO POR DISPERSAO

4.2.5.1. CURVA ANALITICA EM METANOL

Foi realizada uma curva analitica em metanol para prosseguir com o teste
de teor das amostras. A curva foi realizada em triplicata utilizando solucdo-mée
de 10mg de GLB em 25 mL de metanol em um baldo volumétrico. Foram
retiradas seis aliquotas (50, 120, 200, 280, 400 e 450 microlitros) diluidos em
um baldo volumétrico de 10 mL em solucdo metanol. As leituras foram

realizadas no comprimento de onda 228 nm (Figura 12).

ALIQUOTAS
50 120 200 280 400 450 microL

/l—TL /ﬁ. H\ r\ ﬂ\ J-l-\ baldo 10 mL
/ IQ - l/__] (_) () :(_]', metanol
-

Solucdo- 50 120 200 280 400 450 microL
mae
1
10mg — 1 |
[GLB l L baldo 10 mL Parametros UV/vis:
25 mL /N /N /\ /\ /\ /\ metanol Leitura em A=228 nm
metanol () () AC ) o Branco: metanol
\ 50 120 200 280 400 450 microL
F F H H baldo 10 mL
l ) metanol

\ “\/"\/\

/N / X 2N
OOO0O0O0O0OO
Figura 12 - Esquema ilustrativo do preparo da solu¢do mae em metanol
para analise e desenvolvimento da curva analitica de GLB em metanol (Fonte:

elaborado pela autora, 2022).

4.2.5.2. DETERMINACAO DE TEOR DAS AMOSTRAS
Durante a determinacdo do teor, algumas amostras (celulose

microcristalina - S14, S23, S05) tiveram a necessidade da filtragao por
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membrana de nylon netfilter (Millipore) pela sua dificuldade em diluicdo no
metanol.

Para verificar a compatibilidade do metanol membrana de nylon Netfilter
(Millipore) com poro de 0,22 um uma solugdo-mée foi preparada, contendo 10
mg de GLB, para 25 ml solvente metanol e submetida a banho de ultrassom
para sua diluicdo completa. Fazendo a varredura de 900 a 190 nm, foi observado
o comprimento de onda de 228 nm, indicando absorbancia de 3,997. Uma
aliquota de 400uL da solucdo-mae foi retirada e colocada em 10 ml de solvente.
Fazendo a varredura novamente, foi observado no comprimento de onda a
absorbancia de 0,869. Esse mesmo processo foi realizado novamente, porém
antes da leitura da solucdo-mae e a retirada da aliquota, foi feita a filtragem pela
membrana de nylon Netfilter (Millipore). Comparando-se os resultados da
absorbancia foi visto que nao houve interferéncia da membrana em sua
utilizag&@o no processo.

O teor foi preparado em triplicatas. Os valores da absorbéancia foram lidos
no comprimento de onda 228 nm, utilizando a curva de calibracdo feita
inteiramente no solvente metanol. A solugdo-mée foi preparada em triplicata,
contendo 10 mg de cada amostra, para 25 ml de metanol e submetida a banho

de ultrassom (Figura 13).

- Amostra . ! ’
10 mg y
AMOSTRA H ¢
comicronizada )\ y
) ®
25 mL metanol < A i
. 400 microL Banho de ultrassom Parametros UVivis:
Solugdo-mde  em 10 mL metanol 1 minuto Leitura em A=228 nm
Branco: metanol

Figura 13 - Esquema ilustrativo do preparo da solugédo mée a partir das
amostras comicronizadas em meio metanol e sua diluicdo para analise e leitura

no comprimento de onda 228 nm (Fonte: elaborado pela autora, 2022).

As amostras S5, S14 e S23, com celulose microcristalina na composicao,
nao tiveram total diluicdo apenas com o banho de ultrassom, necessitando da

filltragem pela membrana de nylon Netfilter (Millipore). Uma aliquota de 400uL
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da solucdo-mae foi retirada e adicionada em um bal&do volumétrico de 10ml de

solvente (Figura 14). Foi realizada a leitura da absorbancia em comprimento de

onda 228 nm.

- Amostra 5 — 5
10 mg E— JI ‘ ! DY
AMOSTRA () A
comicronizada 5 b .
25 mL metanol 400 microL Banho de ultrassom Filtragem pelo filtro
Solugio-mie €m 10 mL metanol 1 minuto nylon 0,22 millipore

Parametros UV/vis:
Leitura em A=228 nm
Branco: metanol

Figura 14 - Esquema ilustrativo do preparo da solucdo méae a partir das
amostras comicronizadas em meio metanol e sua diluicdo seguida da filtragem
da solucdo em filtro de seringa nylon 0,22 Millipore para andlise e leitura no
comprimento de onda 228nm (Fonte: elaborado pela autora, 2022).

A partir dos resultados do teste de teor, foi possivel calcular a quantidade
correta da pesagem da amostra para que se pudesse obter 20 mg de GLB em
cada amostra. Foi escolhido o peso de 20 mg ja que esta é a dose diaria maxima
em um dia, podendo ser dividida em 4 vezes de 5mg (Figura 15).

AMOSTRA
peso designado pelo teor
para ter 20 mg de GLB

Parametros:

Temperatura: 370C
Aparatos: Pas

Rotacgdo por minuto: 50 rpm 900 mL de Tampéo
Volume da cuba: 900mL -

Sem reposicao de meio Borato alcalino
Volume da aliquota: 10 mL - PH 9.4
Intervalo entre retirada de aliquotas: 30 segundos
Intervalos de tempo: 5,15,30,45,60,90 e 120 minutos
Teste em friplicata: utilizag’éo de 3 cubas

Figura 15 - Dissolutor Distek Premiere 5100 com os parametros utilizados na
dissolugéo por dispersao das amostras comicronizadas em tampao borato

alcalino pH 9,4 (Fonte: elaborado pela autora, 2022).
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4.2.6. PERFIL DE DISSOLUCAO POR DISPERSAO

Para a etapa do ensaio de dissolugéo por dispersao (Dissolutor Distek
Evolution 6100) as condi¢cdes seguidas foram as do ensaio de dissolucéo e de
doseamento de GLB descrito na Farmacopéia Brasileira (2010). As amostras
em po, equivalente a 20mg de GLB, foram adicionadas individualmente as
cubas (capacidade 1000ml) de dissolucéo por dispersdo (com intervalos de 30
segundos entre as adi¢cdes). Cada cuba contendo 900 mL de tampéao borato
alcalino pH 9,40 * 0,02 foi usada como meio de dissolucao, na temperatura de
37,0 £ 0,5 °C (Figura 20). No momento da adicdo do po (tempo zero), foi usado
0 sistema de agitacdo: pas rotatorias, aparato n° 2, fixando a velocidade de
agitacdo em 50 rpm, até o tempo limite do ensaio (120 minutos). Aliquotas de
10ml foram retiradas com o auxilio do aparato de célula de fluxo, com filtro, sem
reposicao do meio de dissolucdo nos tempos de 5, 10, 15, 30, 45, 60, 90 e 120
minutos, ndo havendo reposicdo de meio de dissolucdo. Por fim, as amostras

foram quantificadas pelo espectrofotometro ultravioleta/vis (Figura 16).

Intervalo entre retirada de aliquotas: 30 segundos
Intervalos de tempo: 5,15,30,45,60,90 e 120 minutos

50 ] Aliquota de 10mL
rpm “

""1 Volume da cuba: 900mL

AN

Ponto de amostragem

Tampdao borato alcalino pH 9,4 > ik
(meio de dissolugio) | =] Aparto: pas

T= 37 0,5°C
| Amostra em pé F’w&/

Figura 16 - Dissolutor Distek Evolution 6100 com as condi¢bes e aparatos

completos para o ensaio de dissolugcdo por dispersdo da matéria-prima e

amostras comicronizadas da GLB (Fonte: elaborado pela autora, 2022).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO
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5.1. AVALIACAO POR ESPECTROFOTOMETRO ULTRAVIOLETA/VISIVEL
(UV/VIS) PARA DETERMINACAO DO COMPRIMENTO DE ONDA NO TESTE
DE DISSOLUCAO

Na Figura 17, é possivel observar as varreduras realizadas no
espectrofotometro  UV/VIS referentes a GLB e aos potenciais agentes
comicronizadores sugeridos para o processo. A partir das primeiras varreduras
com metanol e acetonitrila, o metanol foi reconhecido como o solvente mais
adequado, pelos picos estarem mais distantes dos picos caracteristicos do
solvente. A varredura do tampé&o borato alcalino pH 9,4 nédo identificou conflito,
uma vez que o pico de onda do tampao foi de 194,5 nm.

Foi feita a varredura da GLB e verificados os pontos em 299 nm, 228 nm
no gréafico de absorbancia em nanémetros e a primeira derivada indicou em 238
nm. O comprimento de onda selecionado foi 228 por apresentar um pico mais
definido e ainda distante dos picos do espectro do solvente, evitando a

interferéncia na leitura, com esse.

5.2. AVALIAQAO ESPECTROFOTOMETRICA PARA VERIFICAR A
COMPATIBILIDADE DOS EXCIPIENTES COM O IFA

A varredura dos excipientes se encontra na figura 21. As varreduras dos
excipientes HPMCEDS5, PVP K-30, Lutrol F68, LSS e Lactose mono SD indicaram
picos de absorbancia em comprimentos de onda menores que 200 nm (Figura
17). As varreduras dos excipientes HPC, Lactose malha 200 e celulose
microcristalina 102 indicaram picos de absorbancia em comprimentos de onda
entre 200 e 225 nm (Figura 17). Dessa forma, nenhum dos excipientes
demonstrou picos de absorbancia no comprimento de onda da GLB (228 nm),

nao havendo interferéncia na leitura.
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Figura 17. Varredura dos excipientes indicando a absorbancia em relacdo ao
comprimento de onda de cada excipiente. Linha vermelha sélida cortando o
gréfico verticalmente indica o comprimento de onda da GLB (228 nm).
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5.3. TESTE DE TEOR DAS AMOSTRAS
Na tabela 3 encontram-se os valores de teor para as amostras do grupo

1, 2 e 3, respectivamente, e seus valores de desvio-padrao relativo (DPR).

Tabela 3 - Valores de teor para as amostras do grupo 1, 2 e 3, respectivamente,

e seus valores de desvio-padréo relativo (DPR).

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
Amost Amost Amostr

ra Teor DPR ra Teor DPR a Teor DPR

S1 96,52 1,267% S10 73,84  9,090% S19 64,2 3,092%
S2 67,14 3,573% S11 80,69 1,668% S20 60,41 3,711%
S3 68,92 2,611% S12 80,65 2,725% S21 66,29 5,237%
S4 69,85 3,329% S13 76,32 9,361% S22 60,41 0,508%
S5 61,49 3,255% S14 84,25 9,866% S23 67,03 10,022%
S6 66,8  1,085% S15 80,07 2,000% S24 63,86 2,961%
S7 69,85 3,329% S16 90,01 1,828% S26 62,81 0,465%

S8 69,31 2,602% S17 76,90 1,780%
S9 93,81 0,623% S18 57,51  1,427%

No grupo 1, os resultados indicaram que S1 apresentou o maior teor
(96,52%), enquanto S5 o menor (61,49%). No grupo 2, os resultados indicaram
gue S16 apresentou o maior teor (90,01%), enquanto S18 o menor (57,51%).
No grupo 3, os resultados indicaram que S21 apresentou 0 maior teor (66,29%),
enquanto S20 o menor (60,41%). Uma vez que os resultados apresentaram

DPR baixos isso indica boa precisdo da andlise (Tabela 3).

5.4. PERFIL DE DISSOLUCAO POR DISPERSAO

Os perfis de dissolucao para as amostras do grupo 1 séo apresentados
na Figura 22 e as eficiéncias de dissolugdo se encontram na Tabela 4. Os
percentuais de dissolucdo a cada retirada de aliquota de 10mL se encontram no
apéndice 1. Foi possivel observar que, até os primeiros 15 minutos, todas as
formulacdes atingiram percentuais de dissolugdo maiores que os da GLB pura
(matéria-prima) (Figura 18). Porém, a amostra S9 atingiu dissolu¢do menor do

gue 80%. Aos 45 minutos, € possivel observar que as amostras S3, S8 e S9



45

atingiram dissolu¢cdo menor que a da matéria-prima. Mais uma vez, a amostra
S8 atingiu dissolucdo menor do que 80%. Ao final dos 120 minutos, as amostras
S4, S8 e S9 atingiram dissolucdo menor que a da matéria-prima, porém s6 a S9
abaixo de 80%. De forma geral, no final dos 120 minutos, todas as formulacdes
apresentaram eficiéncia de dissolucao superior a 80%, com excec¢ao da amostra
com Lutrol (Figura 18). Em relacdo a GBL micronizada, apenas as amostras

comicronizadas S2, S3, S4 e S7 tiveram um incremento no perfil de dissolugao.

150=- Grupo 1 S1
- S2
- 83
g 100~
2 | - S4
é S5
a a
o » 6
S 50- X
i - S7
- S8
5 - S9
0 50 100 150s- Matéria-Prima
Tempo (min)

Figura 18 - Perfis de dissolucdo da GLB inicial, da amostra micronizada e das
amostras comicronizadas do Grupo 1 (1:0.25:0.25 GLB/lauril sulfato de sodio
(LSS)/excipientes). S1: Sem excipiente, S2: PVP K-30, S3: Lac SD, S4: manitol,
S5: Cel MC, S6: Lac M200, S7: HPC, S8: HPMC E5, S9: Lutrol F68. A seta

vermelha indica os 15 primeiros minutos do processo de dissolucao.

Os perfis de dissolucdo para as amostras do grupo 2 sao apresentados
na Figura 23 e as eficiéncias de dissolugdo se encontram na Tabela 4. Os
percentuais de dissolucdo a cada retirada de aliquota de 10mL se encontram no
Apéndice 1. Até os primeiros 15 minutos, todas as amostras, exceto a S14,
atingiram dissolugcéo maior que a da GLB pura (matéria-prima) e acima de 80%
(Figura 19). Aos 45 minutos, é possivel observar que as amostras S14, S16 e
S17 atingiram taxas de dissolucdo menor que a matéria-prima. Porém, nesse

estagio todas as amostras atingiram dissolucédo maior do que 80%. Ao final dos
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120 minutos, todas as amostras, com excecado das amostras S11 e S16,
atingiram dissolu¢do maior que a da matéria-prima. Nesse grupo, € importante
destacar que, independentemente se houve ou nédo incremento da dissolucdo
com a comicronizagéo, todas atingiram mais que 80%. De forma geral, ao final
dos 120 minutos, todas as formulagbes apresentaram eficiéncia de dissolucéo
superior a 80% (Figura 19). E importante notar que a amostra com Lutrol pode

ter apresentado alguma interferéncia na amostra ou no processo de leitura.

Grupo 2
200
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Figura 19 - Perfis de dissolucdo da GLB pura, da amostra micronizada e das
amostras comicronizadas do Grupo 2 (1: 0,25 GLB/excipiente). S10: SLS, S11:
PVP K-30, S12: lactose SD, S13: manitol, S14: micro cellulose 102, S15: lactose
200 mesh, S16: HPC, S17: HPMC, S18: Lutrol. A seta vermelha indica os 15

primeiros minutos do processo de dissolucao.

Os perfis de dissolucdo das amostras do Grupo 3 sao apresentados na
Figura 24 e as eficiéncias de dissolucdo estdo na tabela 4. Os percentuais de
dissolucéo a cada retirada de aliquota de 10mL se encontram no apéndice 1.
No Grupo 3, foi possivel observar que, até os primeiros 15 minutos, as amostras
S20, S22 e S23 atingiram taxas de dissolugao menores que a GLB pura
(matéria-prima) e abaixo de 80% (Figura 20). Aos 45 minutos, € possivel

observar que as amostras S19, S20, S22 e S23 atingiram taxas de dissolucao
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menores que a matéria-prima, porém s as amostras S20 e S23 apresentaram
taxas abaixo de 80%. Ao final dos 120 minutos, as amostras S19, S20 e S23
atingiram taxas de dissolucdo menores que a matéria-prima, porém todas acima
de 80% de dissolucdo. De forma geral, ao final dos 120 minutos, todas as

formulacdes apresentaram eficiéncia de dissolugéo superior a 80% (Figura 20).

Grupo 3
e S19
| - S20
© - =
< 1004 221
> . ~ 8§22
o o
3 ' S23
g 50_- -+ S24
° 1 * S26
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Figura 20 - Perfis de dissolucdo da GLB pura, da amostra micronizada e das
amostras comicronizadas do Grupo 3 (1:0.5 GLB/excipiente). S19: LSS, S20:
PVP K-30, S21: Lac SD, S22: manitol, S23: Cel MC, S24: Lac M200, S26: HPMC
E5. Determinacdo a 228 nm. Barras indicam os respectivos valores de desvio-
padrdo. A seta vermelha indica os 15 primeiros minutos do processo de

dissolucéo.

Comparando-se os trés grupos é possivel observar que a maior parte das
amostras comicronizadas incrementaram a velocidade de dissolu¢cdo da GLB,
reforcando a importancia da técnica para farmacos pouco soluveis. Um dos
excipientes que teve um dos melhores desempenhos, o Lauril Sulfato de Sédio
(LSS), é reconhecido na literatura por sua capacidade de promover o incremento
na dissolucdo (DHARANI et al., 2019). Apesar das diferencas entre excipientes,
todos eles obtiveram, de forma geral, mais de 80% de eficiéncia de dissolucao

ao final do processo (Tabela 4). Um estudo que aplicou a mesma técnica para
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outras drogas poucos soluveis encontrou resultados similares ao comicronizar
EMD 57033, albendazol, danazol e felodipina, com lactose monohidratada,
PVP40, HPMC e SLS (VOGT et al., 2008). A técnica de comicronizacdo com
manitol também incrementou a velocidade de dissolugdo da griseofulvina
(MUEHLENFELD et al., 2013), assim como para o Efavirenz (COSTA et al.
2013).

Tabela 4 - Eficiéncias de dissolucdo de todas as amostras com base nos
excipientes com os quais foram preparadas. No grupo 3, as amostras HPC e
Lutrol F68 ndo puderam ser processadas por mal funcionamento do aparelho e

nao puderam ser replicadas. DPR Desvio-padrao relativo.

Formulagdes
Excipientes 0,25 DPR 0,25 DPR | 0,5 DPR
excipiente + | (%) excipiente | (%) | excipiente (%)
0,25 SLS
PVP-K30 101,58% 1,35 93,11% 1,03 | 91,22% 1,94
Lactose SD 95,37% 1,95 93,93% 0,56 | 95,03% 2,48
Manitol 95,49% 1,25 94,66% 3,78 | 80,58% 5,64
MCC 102 92,02% 1,21 80,95% 2,79 | 82,16% 2,89
Lactose malha 200 | 98,01% 2,90 91,07% 1,19 | 94,66% 2,68
HPC 101,07% 4,39 89,31% 0,56
HPMC 81,59% 1,60 89,72% 1,81 | 87,86% 2,69
Lutrol F68 58,13% 2,06 152,73% 1,05
SLS - - 104,65% 0,90 | 87,52% 0,90
GBL pura 85,90% 1,47
GBL pura | 93,90% 1,56
micronizada

5.5. ESPECTROMETRIA DE INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE
FOURIER (FTIR)
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As amostras comicronizadas, assim como as matéria-primas puras (nao
processadas), foram analisadas em espectrometro de infravermelho na regido
de 4000 a 650 cm?, em que foram encontrados os picos de maior importancia
para a GLB. O resultado da matéria-prima nao processada mostrou-se conforme
em relacdo ao resultado de LEAO (2020). A Tabela 5 mostra os valores e a
comparacdo das bandas de absor¢cdo mais caracteristicas da matéria-prima
com as amostras co-micronizadas (Tabela 5).

Tabela 5: FTIR para (N-H da amida), (C = O da amida) e (CH, antissimétrico e
simétrico) na matéria-prima, amostras micronizadas e comicronizadas para 0s

grupos 1, 2 e 3.

Amostra Comprimento de onda (cm™)
Regido N-H da | Regido C=0 Regido CH,
amida da amida antissimétrico /
simétrico

Referéncia 3310 1717 2924,00 2852,00
Matéria-prima 3305,29 1713,82 2929,53 2855,33
S1 3310,91 1713,79 2929,93 2852,30

S2 3309,50 1713,99 2917,96 2850,20

S3 3313,97 1714,01 2921,09 2849,53

S4 3306,67 1714,28 2928,90 2850,82

S5 3306,21 1713,58 2919,69 2852,01

S6 3304,74 1714,01 2918,86 2851,15

S7 3301,76 1713,81 2928,52 2850,48

S8 3312,07 1713,88 2919,84 2849,06

S9 3310,20 1713,58 2919,79 2849,94
S10 3309,69 1713,80 2927,84 2850,89
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S11 3310,52 1714,12 2929,65 2855,71
S12 3307,11 1713,79 2930,54 2855,64
S13 3311,87 1714,14 2931,53 2854,67
S14 3309,05 1713,46 2929,60 2855,16
S15 3312,64 1714,21 2928,99 2857,21
S16 3312,12 1714,12 2930,01 2855,94
S17 3312,73 1714,36 2929,88 2853,87
S18 3305,55 1713,62 2930,48 2855,82
S19 3307,22 1713,69 2917,46 2850,12
S20 3303,78 1713,61 2930,46 2855,58
S21 3308,90 1714,26 2930,63 2854,59
S22 3313,47 1713,70 2929,77 2851,97
S23 3309,91 1713,85 2929,80 2854,80
S24 3310,82 1714,33 2930,61 2857,21
S26 3306,96 1714,00 2930,24 2853,99

De acordo com REHDER et al. (2012) foi identificada banda de absor¢ao
em 3310 cm™, atribuida ao estiramento N-H da amida; caracteristica das
sulfoniluréias. Em um estudo de PANAGOPOULOU-KAPLANI E
MALAMATARIS (2000), foram realizadas a preparacao e caracterizagdo de um
novo polimorfo insoluvel da GLB. Os resultados obtidos por meio da técnica de
infravermelho indicaram a presenca da GLB na banda de absorcdo no
estiramento C=0 da amida em 1717 cm™™. Nas bandas de absorgéo 2.924 e
2.852 cm™, de acordo com SPERLINE et al. (1997), representam o0s
estiramentos antissimétricos e simétricos respectivamente do grupo -CH2- na
GLB.

Apoés a analise comparativa dos espectros FTIR da matéria-prima e dos

compostos formados com aqueles descritos na literatura, conclui-se que nao
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foram observados deslocamentos ou quaisquer outras alteracdes significativas
nas bandas. Assim, 0s espectros das amostras consistem na soma das
contribuicdes de seus respectivos constituintes e indicam que as vibracdes
moleculares, mantendo as liga¢cdes quimicas da GLB ndo foi alterada apés a

realizagao da co-micronizagao.

5.6. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

As imagens do MEV mostram todas as amostras em dois aumentos; para
comparacao com a matéria-prima, essas imagens estdo ilustradas dentro de
seus respectivos grupos: Grupo 1 (Figura 22), Grupo 2 (Figura 23) e Grupo 3
(Figura 24).

Comparativamente a matéria-prima, € possivel notar que nao houve
mudanca significativa no formato e na aglomeracdo. Em geral, todas as
amostras apresentaram formas irregulares de diversos formatos. Contudo, as
amostras S7, S8, S14, S16, S17, S23 e S26, tendo celulose em sua composicgao,
apresentaram maior incidéncia de particulas alongadas e cilindricas (Figura 21).
Tais particulas tém maior tendéncia a aglomeragéo pela presenca de grupos
hidroxilas em sua superficie (SANTOS; TAVARES, 2013) atribuindo carater

mais hidrofilico.

R
CETEM 2016/10/14 0853 HI D57

Figura 21 - Imagens de MEV dos excipientes MCC, HPC e HPMC, com

amplificacdes de 100x.
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Figura 22 - Imagens de MEV das amostras comicronizadas do Grupo 1, com
amplifica¢cdes de 5000x e 1000x.
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Figura 23 - Imagens de MEV das amostras comicronizadas do Grupo 2 com
amplificacdes de 5000x e 1000x.
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Figura 24 - Imagens de MEV das amostras comicronizadas do Grupo 3, com
amplificagbes de 5000x e 1000x.

5.7. ANALISE DO TAMANHO DAS PARTICULAS SECAS POR DIFRACAO DE
LASER

Os perfis de difracdo por raio-X (DRX) dos excipientes puros estéo
demonstrados na figura 27. E possivel observar que os padrdes de difracdo de
Lactose malha 200, Manitol, Lactose SD e LSS indicaram picos na regido entre
15-24 ° 20. Entretanto, para os excipientes HPMC E5, HPC, Celulose MC 102
e PVP K-30, por serem estruturas amorfas, nao foram identificados picos (Figura
25).

Os perfis de difracdo de raio-X das amostras estdo demonstrados nas
figuras 26, 27 e 28. E possivel observar que as formulacées testadas possuem
perfis muito similares. Da regido 10-23 ° 20 é observado que nao foi alterada
estrutura cristalina da GLB, correspondendo a forma cristalina | (RODRIGUEZ
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et al., 2004). A manutencdo da forma cristalina também foi observada em
estudos que comicronizaram outras drogas com excipientes similares aos
usados nesse trabalho (VOGT et al. 2008; MUEHLENFELD et al., 2013).
Porém, na regiao 4-9 ° 20, a maior parte das formulagdes do grupo 1
(Figura 26), S10 no grupo 2 (Figura 27) e S19 no grupo 3 (Figura 28), foram
observados dois picos expressivos. Como todas as amostras contém LSS
(Figura 26) podemos relacionar o aparecimento desses picos com a quantidade
deste excipiente. As amostras contendo manitol S4 (Figura 26), S13 (Figura 27)
e S22 (Figura 28), também apresentaram um pico mais intenso na regiao 10°
20, caracteristico da estrutura cristalina (DRX) do manitol (Figura 25). Nesse
contexto, € importante observar que nenhuma alteracao cristalina ou a criacédo
de novas fases solidas foram observadas nas amostras em comparacao com a

matéria-prima pura (Figuras 26, 27 e 28).
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Figura 25 - Perfis de difracdo por raio-X (DRX) dos excipientes: Lauril sulfato de
sédio (LSS), polivinillpirrolidona K-30 (PVP K-30), lactose monohidratada spray
dried (Lac SD), manitol, celulose microcristalina 102 (Cel MC), lactose
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monohidratada malha 200 (Lac MZ200), hidroxipropil celulose (HPC),
Hidroxipropilmetil celulose E5 (HPMC E5), Lutrol F68 (Lutrol).
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Figura 26 - Perfis de difracdo por raio-X (DRX) das amostras do Grupo 1
(1:0.25:0.25 GLB/LSS/excipientes), em comparacdo com a matéria-prima pura
(RM) e micronizada isoladamente acima. S1. Sem excipiente, S2: PVP, S3: Lac
SD, S4: manitol, S5: Cel MC, S6: Lac M200, S7: HPC, S8: HPMC E5, S9: Lutrol.
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Figura 27 - Perfis de difrac&o por raio-X (DRX) de amostras do Grupo 2 (1: 0,25
GLB/excipiente), em comparacdo com a matéria-prima pura e micronizada
isoladamente. S10: LSS, S11: PVP K-30, S12: Lac SD, S13: manitol, S14: Cel
MC, S15: Lac M200, S16: HPC, S17: HPMC E5, S18: Lutrol.
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Figura 28 - Perfis de difracdo por raio-X (DRX) de amostras do Grupo 3 (1:0.5
GLB/excipiente), em comparagdo com a matéria-prima pura e micronizada
isoladamente. S19: LSS, S20: PVP K-30, S21: Lac SD, S22: manitol, S23: Cel
MC, S24: Lac M200, S26: HPMC.

6 CONCLUSAO
Por conclusao, foi possivel observar através dos testes de caracterizacao
gue nao ocorreu uma alteracdo molecular da GLB, tornando as amostras viaveis
para sua utilizagdo. Ao mesmo tempo, a técnica de comicronizagao se mostrou
eficiente, revelando um aumento da velocidade da dissolucdo em relacédo a GLB
matéria-prima, principalmente nas amostras S1, S2, S3, S4, S5, S6, S10, S11,
S12, S13, S15, S16, S19, S21, S4, S26, sendo essas amostras mais adequadas

para prosseguir em estudos posteriores.
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Portanto, foi demonstrado que a técnica de comicronizacdo € mais eficiente e

tem um alto potencial para ser aplicada em escala industrial.
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