Universidadep

ESTADUAL DA PARAIBA .
UNIVERSIDADE ESTADUAL DA PARAIBA

CAMPUS | - CAMPINA GRANDE
PRO-REITORIA DE POS-GRADUACAO E PESQUISA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

PAULO CESAR DANTAS DA SILVA

ESTUDO TERMOANALITICO DE COMPATIBILIDADE FARMACO-EXCIPJENTE E DE
ESTABILIDADE ENTRE ACIDO LIPOICO E ADJUVANTES TECNOLOGICOS

CAMPINA GRANDE
2014



PAULO CESAR DANTAS DA SILVA

ESTUDO TERMOANALITICO DE COMPATIBILIDADE FARMACO-EXCIPIENTE E DE
ESTABILIDADE ENTRE ACIDO LIPOICO E ADJUVANTES TECNOLOGICOS

Dissertacdo apresentada ao Programa de PoOs-
Graduacao em Ciéncias Farmacéuticas
PPgCF/CCBS/UEPB da Universidade Estadual da
Paraiba, em cumprimento a exigéncia para
obtencdo do grau de Mestre em Ciéncias
Farmacéuticas.

Orientadora: Profa. Dra. Monica Oliveira da Silva
Simdes

CAMPINA GRANDE
2014



E expressamente proibida a comercializagdo deste documento, tante na forma impressa como eletrénica.
Sua reprodugdo total ou parcial & permitida exclusivaments para fins académicos e cientificos, desde que na
reprodugéo figure a identificagdio do  autor, titulo, instituicio e ano da dissertago.

S586e Silva, Paulo César Dantas da.
Estudo termoanalitico de compatibilidade farmaco-excipients
e de estabilidade entre acido lipdico e adjuvantes tecnoldgicos
[manuscrito] f Paulo César Dantas Da Silva. - 2014.
137 p. : il. color.

Digitado.

Dissertagdo (Programa de Pds-Graduagio em Ciéncias
Farmacéuticas) - Universidade Estadual da Paraiba, Centro de
Ciéncias Biologicas e da Salde, 2014.

"Crientag&o: Profa. Ma. Mdnica Oliveira da Silva Simdes,
Departamento de Farmacia”™

1. Acido Lipdico. 2. Estudo de compatibilidade 3. Forma
farmacéutica solida. 4. Caracterizago no estado sdlido. 1.

Titulo. 21.ed. CDD 613.1




PAULO CESAR DANTAS DA SILVA

ESTUDO TERMOANALITICO DE COMPATIBILIDADE FARMACO-EXCIP}ENTE EDE
ESTABILIDADE ENTRE ACIDO LIPOICO E ADJUVANTES TECNOLOGICOS

Dissertagdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduagdo em Ciéncias Farmacéuticas
PPgCF/CCBS/UEPB da Universidade Estadual da
Paraiba, em cumprimento a exigéncia para
obtengdo do grau de Mestre em Ciéncias

Farmacéuticas.
Aprovada em:10 £ 3/2014.
Qe Camade,
Profa. Dra. Monica Oliveira da Silva Simdes / UEPB/DF
Orientadora

taatiredna D). & Ve deinsy
Profa. Dra. Francinalva Dantas de Medeiros / UEPB
Examinadora Interna

Prof. Dr. Cicero Flavio Soafes Aragid / UFRN/DF
Examinador Externo




DEDICATORIA

Aoy meus pais,

Jose e Eliete,
Pelo-esforco-empenhado-para conceder v
educacdio doy flhos.

A minha v,

Tedw

Mew exemplo-de Vida,

t as minhas rmds;

Kelly, Luanav e Elenice

Pela dedicacdo; companheirismo- e amigade.
DEDICO.



AGRADECIMENTOS

Agradego em Especial, a Deus por ter me dado sabedoria e coragem para enfrentar
todos os projetos da minha vida, entendendo que para Ele e por meio Dele sdo todas
as coisas, pois Ele € o principio, o meio e o fim.

A minha familia, suporte maior em momentos tumultuosos. Em especial & minha mée,
pelo seu amor, paciéncia e dedicagdo, pois sempre soube exatamente o que ofertar e
quando era preciso.

Quem ndo vive sem loucura ndo é tdo sdbio quanto pensa... Essa é para vocés: Kelly,
Elenice e Luana

A Universidade Estadual da Paraiba pela oferta de um mestrado em Ciéncias
Farmacéuticas

A Chefe do Departamento de Farmdcia/UEPB, Profa. Alessandra Teixeira, A
Coordenadora dos Laboratérios CertBio, Profa. Rose e a Supervisora do Laboratério
de Ensaios Cromatogrdficos Profa. Sayonara, pela paciéncia, apoio e incentivo.

A minha colega, parceira de trabalho, Lidiane Correia, pelos ensinamentos na vd
filosofia da Analise Térmica

Aos mestrandos e IC's que fazem uso do Laboratério de Cromatografia...

A minha orientadora, Profa. Ménica Simdes (Ela adora nomes compostos), por sua
orientagdo, amizade e dedicagdo na elaboragdo deste trabalho.

A Profa Ana Cldudia pelo apoio, sugestdes e esclarecimentos dispensados para a
realiza¢do deste trabalho.

A Professora, DOUTORA, Alyne Portela, pela amizade, orientagdes e parceria de
longas datas...

Aos parceiros do LABDEM: Felipe (Ex-LABDEM), Thiago & Elaine (Ex-LABDEM),
Cleildo, Monik, Deyse & Fernando (Ex's-LABDEM). A galera do LQAQ), pela paciéncia
e companheirismo, mostrando-se sempre solicitos e disponiveis.

Existem aqueles mestres que seus ensinamentos sdo eternizados, A Profa,
DOUTORA, Ana Flavia Oliveira Santos, pela amizade, pelas reflexdes criticas, pelos
papos filoséficos.

Aos meus amigos. Os de FACEBOOK e WHATSAPPS, mas principalmente aos da Vida
Real, pelo apoio e momentos de alegria, companheiros de trabalhos e irmdos na
amizade que fizeram parte da minha formagdo e que vdo continuar presentes em
minha vida com certeza.

Aos mestres que transmitiram conhecimentos que me ajudam a crescer
profissionalmente.



Contirune & NADAR... Contire 4 NADAR...
(Déris, Pracurande NEMO)



‘Construl amlgos, enfremtel devvotas,
Vencel obstaculos, batl wa porta da vida
e disse-Lhe: Nio tewho waedo de vive-Lal”
(Augusto Owg)



RESUMO

O é&cido lipdico (AL) é um antioxidante de ocorréncia enddgena e exdgena que atua como um
cofator essencial em complexos multienzimaticos como: a-cetoglutarato desidrogenase,
piruvato desidrogenase, complexo a-cetoacido desidrogenase e o complexo glicina
descarboxilase. Quatro propriedades terapéuticas desta molécula ja foram bastante estudadas:
capacidade de quelar fons metélicos como: Cd?*, Fe**, Cu®* e Zn**, reter espécies reativas ao
oxigénio (ERO), regenerar antioxidantes enddgenos, como a glutationa, além da participacéo
no reparo de outros sistemas antioxidantes. A literatura relata que o AL apresentou resultados
promissores, tanto em ensaios pré-clinicos como clinicos para o tratamento de patologias
como arteriosclerose, intoxicagdo por metais pesados, diabetes, doencas neurodegerativas
dentre outras. Assim, com base no potencial terapéutico, o nosso objetivo foi realizar uma
caracterizacdo fisico-quimica e desenvolver um estudo de compatibilidade farmaco-
excipiente, visando ao desenvolvimento racional de um produto farmacéutico. Foi avaliado o
comportamento térmico do é&cido lipdico, através de métodos térmicos e ndo-térmicos.
Inicialmente, foi realizado um estudo de caracterizacdo das propriedades fisico-quimica de
lotes comerciais da matéria-prima, através de diversas técnicas analiticas como analise
térmica, microscopia eletrénica de varredura (MEV), espectroscopia na regido do
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) e difracdo de raios-x (DRX). Um estudo
de pre-formulacdo foi realizado para avaliar a compatibilidade do acido lipdico com
excipientes farmacéuticos e, posteriormente, o farmaco foi utilizado em uma formulagéo
protétipo para uma forma farmacéutica sélida. Com base nos resultados obtidos, foi possivel
caracterizar o AL como um s6lido de cristais de tamanhos e formas desiguais, de baixo ponto
de fusdo. Ja o estudo de compatibilidade mostrou que o AL foi incompativel com os seguintes
excipientes: lactose, estearato de magnésio e polivinilpirrolidona (PVP-K30). No entanto,
com lactose, amido, celulose, didxido de silicio coloidal e talco foi elaborada uma formulacéo
e em seguida avaliada a sua estabilidade e comparada a do farmaco por métodos cinéticos
isotérmicos. Os resultados do estudo de estabilidade foram bastante promissores, de forma
que a formulacdo desenvolvida preservou as caracteristicas fisico-quimicas e aumentou a
estabilidade do AL. Considerando os resultados obtidos, pode-se concluir que o conhecimento
das propriedades fisico-quimicas de farmacos em diferentes lotes comerciais nos permite a
utilizacdo racional do ativo durante o desenvolvimento de novos produtos, de modo a garantir
uma nova formulacdo com os parametros de controle de qualidade e estabilidade bem
definidos e assim, complementar terapias medicamentosas para as diversas patologias.

PALAVRAS-CHAVE: Caracterizagdo no Estado Solido. Estudo de Compatibilidade. Forma
Farmacéutica Solida. Antioxidante. Acido Lipoico



ABSTRACT

Lipoic acid (LA) is an endogenous and exogenous-occurring antioxidant that acts as an
essential cofactor in four multienzymatic complexes: a-ketoglutarate dehydrogenase, pyruvate
dehydrogenase, a-ketoacid dehydrogenase and the glycine decarboxylase complex. Four
therapeutic properties of this molecule have been widely studied: the ability to chelate metal
ions such as Cd2+, Fe3+, Cu2+ and Zn2+, retain reactive oxygen species (ROS), regenerate
endogenous antioxidants such as glutathione, besides participation in the repair of other
antioxidant systems. The literature reports that LA showed promising results both in
preclinical and clinical trials for the treatment of diseases such as arteriosclerosis, heavy metal
poisoning, diabetes, among other neurodegenerative diseases. Thus, based on the therapeutic
potential, our aim was to perform a physicochemical characterization and develop a study of
drug-excipient compatibility, aiming at the rational development of a pharmaceutical product.
The thermal behavior of lipoic acid was evaluated by differential scanning calorimetry (DSC)
and thermogravimetry (TG), and its characterization was performed by scanning electron
microscopy (SEM), X-ray diffraction (XRD) and FTIR spectroscopy. Initially a
characterization study of physico-chemical properties of commercial batches of raw material
was performed with various analytical techniques such as thermal analysis, scanning electron
microscopy, FTIR spectroscopy and X-ray diffraction. A pre-formulation study was
conducted to evaluate the compatibility of lipoic acid with pharmaceutical excipients, and a
prototype formulation for a solid dosage form of lipoic acid has been proposed. Based on the
results obtained, it was possible to characterize LA as a crystalline solid with uneven shapes
and sizes and low melting point. The compatibility study showed that LA is incompatible
with the following excipients: lactose, magnesium stearate and polyvinyl pyrrolidone (PVP-
K30). A formulation with compatible excipients was prepared and then its stability was
evaluated and compared to the drug by isothermal kinetic methods. The results of the stability
study were quite promising, in which the developed formulation preserved the physico-
chemical characteristics and increased the stability of LA. Considering these results, we can
conclude that the knowledge of the physico-chemical properties of lipoic acid in different
commercial batches allow the rational use of this drug during the development of new
products, in order to ensure a new formulation with the quality control and stability
parameters well-defined, and thus complement drug therapies for various diseases for which
is indicated.

KEYWORDS: Solid-State Characterization. Compatibility Study. Dosage Forms.
Antioxidant. Lipoic Acid
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1 INTRODUCAO GERAL

A pesquisa e 0 desenvolvimento de novos medicamentos vém apresentando
grandes avancos, a cada ano, com o elaboracdo de novas formas farmacéuticas e a
otimizagdo tecnoldgica das existentes no mercado, sempre em uma busca &rdua por
melhoramentos na cinética de liberacdo, na solubilidade e permeabilidade de farmacos
pouco sollveis, na absorcdo, na estabilidade e, sobretudo, na biodisponibilidade do
produto. N&o se trata apenas de uma tarefa simples, mas um processo multifatorial,
complexo e de alto custo (ROCHA; FERREIRA; OLIVEIRA, 2011; ALVES et al,,
2012).

Estudos de pré-formulacdo apresentam por objetivo uma maior compreensdo de
farmacos inovadores, acerca das suas caracteristicas fisico-quimicas como ponto de
fusdo, degradacdo, solubilidade, perfil cristalino, de modo que possa tracar estratégias
para o desenvolvimento racional de formulacdes mais eficazes e seguras e, portanto,
com maiores possibilidades de éxito (KRISTO; BAIDIK; PINTYE-HODI, 2010;
MAXIMIANO, 2010; CHADHA; BHANDARI, 2014).

O Acido Lipdico (4cido 1,2-ditiolano-3-pentandico), também conhecido como
acido tioctico, € um potente antioxidante que apresenta a propriedade de reprimir
radicais livres em eventos inflamatorios, metabolicos e endoteliais tanto em meio
lipidico quanto aquoso, o que o diferencia dos demais antioxidantes. O acido lipdico em
sua forma reduzida, o &cido dihidrolipdico atua no metabolismo energético como um
cofator para o complexo multienzimatico que catalisa a descarboxilagdo oxidativa de o-
cetoacidos como o piruvato, a-cetoglutarato e a-cetoacidos de cadeia ramificada na
mitocéndria (MACLAIN et al., 2013; XU et al., 2013; KATES et al., 2014).

Em condi¢bes normais, a ingestdo de uma dieta balanceada cobre as demandas
fisiologicas de acido lipdico, com niveis séricos normais de 0.1 pg/ml. Contudo, nos
casos em que existe aumento do estresse oxidativo, como na Hipertensdo Arterial
Sistémica (HAS), a dieta dos mamiferos ndo prové quantidades suficientes de acido
lipdico para uma significativa acdo antioxidante. Por outro lado, quando administrado
em forma de suplementacdo, tem sua capacidade funcional aumentada. Recomenda-se a
administracdo de 600 a 1.200 mg/dia por via oral, 0 que permite alcancar de 3 a 5 dias
niveis séricos considerados terapéuticos (4-8 ug/ml) (GORACA et al., 2011; KOH et
al.,, 2011; OLIVEIRA et al., 2011; KHABBAZI et al., 2012; MANNING etal., 2013;
HUYNH et al., 2014).
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Os estudos de compatibilidade s&o considerados uma etapa importante nos

estudos de preé-formulagdo, tendo em vista que se propbem a avaliar as
compatibilidades, incompatibilidades e ainda, a estabilidade por meio da avaliagéo de
propriedades fisicas e quimicas, do farmaco isoladamente ou combinado com
excipientes. Esses estudos partem do principio que o farmaco e o excipiente devem
apresentar compatibilidade quimica e fisica, pois 0s processos de dissolucdo e absor¢do
influenciam de forma direta na seguranca e eficacia terapéutica do produto final (TITA
et al., 2011; NARANG; DESAI; BADAWY, 2012; FULIAS et al., 2013).

Diante desse contexto, o objetivo deste trabalho é a caracterizacdo das
propriedades fisico-quimicas do acido lipdico no estado s6lido e o desenvolvimento de

uma formulacdo de capsulas.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBIJETIVO GERAL

Realizar estudos de compatibilidade farmaco-excipiente entre o acido lipdico e
adjuvantes tecnoldgicos e avaliar a estabilidade do farmaco isolado e incorporado em

uma formulag&o protétipo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

— Caracterizar propriedades fisicas e fisico-quimicas do &cido lipdico empregando
calorimetria exploratéria diferencial (DSC), termogravimetria (TG/DTG),
espectroscopia de infravermelho (FT-IR), difragdo de raios X (DRX) e microscopia
eletronica de varredura (MEV);

= Estudar o comportamento térmico dos excipientes farmacéuticos e misturas binarias
—acido lipoico/excipiente - usando DSC e TG/DTG, estudar o espectro de FT-IR dos
excipientes farmacéuticos e misturas binarias - acido lipoico/excipiente, analisar; a
morfologia das misturas binarias por MEV e analisar a cristalinidade da misturas
binarias - acido lipoico: excipiente - empregando DRX;

= Propor uma formulacdo protétipo de capsulas que proporcione a incorporagdo do
acido lipdico de forma estavel;

= Realizar estudo preliminar de estabilidade para os comprimidos de &cido lipoico;
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ACIDO LIPOICO: INVESTIGAGAO DO POTENCIAL TERAPEUTICO E
OUTRAS CONSIDERACOES INERENTES AO DESENVOLVIMETNO DE
PRODUTOS FARMACEUTICOS

1 HIPERTENSAO ARTERIAL SISTEMICA (HAS)

As doencas cardiovasculares sdo responsaveis por um terco das mortes no
mundo, e tem a Hipertensdo Arterial Sistémica (HAS) como fator de risco de saude
mais prevalente, patologia que atinge cerca de 30% da populacéo adulta no planeta. No
Brasil, essa doenca cronica afeta de 22 a 43,9% da populagéo adulta, e de 2 a 13% da
populacdo de criancas e adolescentes (COSTA, et al., 2012; FREITAS, et al., 2012;
SILVA et al., 2013).

Associada a sua elevada morbimortalidade, a HAS estd relacionada ao
surgimento de diversas comorbidades como acidentes vasculares cerebrais (AVC), a
insuficiéncia renal, dentre outras. Vale ressaltar que as referidas patologias sdo
complicacbes da hipertensdo, ao contrario de fatores de risco que sdo condigdes e
comportamentos que contribuem para o desenvolvimento da doenca hipertensiva
(MACHADO; PIRES; LOBAO, 2012; BORGES et al., 2013).

A HAS é classificada como uma doenca poligénica e multifatorial que envolve
componentes etioldgicos, ambientais e hereditarios. Os processos fisiopatologicos
envolvidos na sua génese sdo relacionados com a disfungdo endotelial. As células
endoteliais controlam o tdnus muscular por meio de fatores que determinam a atividade
contrétil das células musculares lisas. Dentre esses fatores, destaca-se o 6xido nitrico
(NO) produzido por estas células através da oxidacdo do aminoécido L-arginina em L-
citrulina, por meio das enzimas NO sintase (eNOS) e nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato 21 (NADPH) oxidase. O NO esta envolvido com mecanismos que
regulam o fluxo sanguineo, os quais participam da modulacdo da pressao arterial. O
impedimento do vasorrelaxamento, causado pela diminuicdo bioatividade do Oxido
Nitrico (NO) na parede vascular, pode desencadear a aterosclerose e as suas multiplas
consequéncias clinicas (ARAUJO et al., 2012; LIMA et al., 2012; XAVIER-VIDAL,
2012).

O NO é a principal substancia antiaterogénica. Além de sua acdo vasodilatadora,
0 NO inibe a adesédo e a agregacdo plaquetaria, impede a proliferacdo do musculo liso
vascular, limita o recrutamento vascular de leucdcitos e inibe a producdo do fator

tecidual que é um determinante critico na aterogénese (SOUZA-JUNIOR et al, 2012).
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Um dos fatores que esté relacionado com a diminui¢do na bioatividade do NO

esta relacionado com o estresse oxidativo. Esta condicdo é definida como uma producéo
excessiva e remocdo insuficiente de moléculas altamente reativas como as Espécies
Reativas de Oxigénio (ERO), que sdo atomos, ions ou moléculas que contém oxigénio
com um elétron ndo pareado em sua Orbita externa. As ERO sdo caracterizadas por
grande instabilidade e por isso elevada reatividade, e tendem a ligar o elétron ndo
pareado com outros presentes em estruturas proximas de sua formacao, comportando- se
como receptores (oxidantes) ou como doadores (redutores) de elétrons (LEITE et al.,
2012; ANUNCIATO et al., 2013).

A disponibilidade de ERO, como, por exemplo, radicais superéxidos e
hidroperdxidos, promovem a producdo direta de espécies citotoxicas e a inativacdo de
NO. Essa inativacdo ocorre porque o NO reage facilmente com o radical super6xido
produzindo o peroxinitrito (ONOO"). A reacdo do peroxinitrito com biomoléeculas
diminui suas funcbes causando assim toxicidade (SCHAAN; SILVA; IRIGOYEN,
2010; CERCHIARO; HONORIO, 2011).

1.1 ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO (EROS)

Os EROS (moléculas orgéanicas e inorganicas ou ainda atomos) (Fig. 01) séo
espécies cuja reatividade é decorrente de um ou mais elétrons ndo pareados na estrutura
atdbmica, de existéncia independente em intervalos de tempo varidveis. Essas
caracteristicas fazem dos radicais livres especies altamente instaveis, com meia-vida
curtissima e quimicamente muito reativas. Espécies reativas de oxigénio (ROS) e
espécies reativas de nitrogénio (RNS) sdo termos que abrangem todas as formas reativas
do oxigénio e nitrogénio. Dentre os radicais livres estdo incluidos o oxigénio singlete
(*0,), o peroxido de hidrogénio (H,O,); superéxido (O,7), a hidroxila (OH"), o
hidroperoxido (HO;"), o oxido nitrico (NO’) e o di6xido de nitrogénio (NO,),
peroxinitrito, (ONOQ™), radical semiquinona (Q") (SZETO, 2006; HAN et al., 2009;
BARBOSA et al., 2010; SILVA; FERRARI, 2011).

A geracdo de EROS constitui uma acao continua e fisioldgica, com ocorréncia
durante os processos metabdlicos, normais ou patolégicos. A geracdo enddgena ocorre a
partir de células do sistema imune e de dois sistemas enzimaticos: o sistema oxidativo
NADP*/NADP*H" e 0 da mieloperoxidase. Estes radicais podem ainda ser provenientes

de fontes exogenas fisicas e quimicas como radiacdo-y e ultravioleta (UV),
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medicamentos, dieta, cigarro, solventes organicos e poluentes ambientais (SINGH et al.,

2009; TURAN, 2010; XIAO, 2011).

Figura 1 - Formacdo intracelular de Espécies Reativas de Oxigénio e Nitrogénio

OH*

H,0
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V10— Oht
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O, * + NO*—= ONOO~
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Fonte: llustracdo adaptada de Szeto (2006)
2 ACIDO LIPOICO

O Acido Lipoico (AL) (Fig. 2), também conhecido como &cido alfa lipdico e
acido tioctico, foi descoberto por Snell e colaboradores em 1937, quando observaram
que certas bactérias acido-lacticas faziam uso de um substrato presente no extrato de
batatas, favorecendo o seu crescimento, em meio de cultura para tal, desprovido de
acetato, composto necessario para o respectivo desenvolvimento. Posteriormente, o
substrato foi denominado de “fator substituto de acetato”, tendo em vista que 0 mesmo
ajudou no crescimento bacteriano, a exemplo as Lactobacillus acidophilus, que nédo
poderiam sobreviver sob condi¢bes desprovidas de acetato (PACKER; KRAEMER,;
RIMBACH, 2001; SHAY, et al., 2009).

Figura 2—Estrutura do R-(+)-a-Acido Lipéico

OH
5—-=5

Fonte: Dados da Pesquisa
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Outros estudos demonstraram que o &cido lipdico era necessario para a oxidacéo

do piruvato em acetato e diéxido de carbono, recebendo outro nome trivial: fator de
oxidagdo do piruvato. Posteriormente, este composto foi isolado, caracterizado,
sintetizado, e, identificado, quanto a sua forma funcional por Reed e colaboradores na
década de 1950, sendo denominado, inicialmente como: &cido dissulfeto ciclico 5-[3-
(1,2ditiolanil)]-pentandico. Posteriormente, foi denominado de &cido lipoico, tendo em
vista que, era lipofilico, com propriedades acidas, e estava envolvido no anabolismo de
acidos graxos.

2.1 PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS

O Acido Lipéico ou 4cido 1,2-ditiolano-3-pentandico trata-se de uma
biomolécula da classe dos organosulfurados derivados do &cido octandico, um acido
graxo de cadeia linear. Sua estrutura é formada por uma cadeia de oito carbonos, que
apresenta em uma das extremidades uma carboxila como grupo funcional e na outra, um
anel ditiolano. O anel ditiolano consiste de um heterociclo de cinco membros com
atomos de enxofre inseridos entre C6 e C8, uma configuracdo que permite a formacao
de uma ligacdo dissulfeto intramolecular na sua forma oxidada, apresentando atividade
biolégica relevante (MANTA; BATISTA-VIEIRA; CARLSSON, 2009; BILLGREN, et
al., 2010).

Devido a presenca de um atomo assimétrico de carbono, € um composto
opticamente ativo, dessa forma, a molécula existe como dois enantidmeros: R-(+)-acido
lipdico e S-(+)-acido lipdico e ainda como uma mistura racémica R/S-4cido lipoico. No
entanto, somente R-(+)-acido lipdico é capaz de participar das reacdes enzimaticas
metabdlicas mitocondriais, tornando essa isoforma um cofator essencial em sistemas
biologicos (CARLSON, et al., 2007). (Figura 3).
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Os enantibmeros apresentam as seguintes estruturas quimicas:

Figura 3 - Enantidmeros do Acido Lip6ico

W

S=35  (R)- Acido Lipéico

COOH

COCH

m ““QW

S=™—S  (s)-Acido Lipéico

Fonte: Dados da Pesquisa; adaptado de Shayet al. (2009)

Sua férmula é: [CgH14,0,S,] e peso molecular igual a 206,3 g/mol. Apresenta-se
sob a forma de p6 amarelo e cristalino, com ponto de fusdo entre 60,0°C - 62,0°C,
muito pouco solivel em &gua, muito solivel em dimetilformamida e soluvel em
metanol (UNITED STATES PHARMACOPEIA, 2007, BRITISH
PHARMACOPOEIA, 2009). E um &cido fraco, com pKa = 4,7 e coeficiente de particio
octanol-agua Log Kow-iipoic acia= 3,4. Apresenta um espectro de absorbancia bem regular
em 330nm (¢ = 150 mol™*1cm™) (BILLGREN, et al., 2010).

2.2 SINTESE E RELACAO ESTRUTURA/ATIVIDADE

A sintese de acidos graxos (SAG) é uma caracteristica de todos 0s organismos
vivos. Nos animais e plantas, os com complexos multienzimaticos sao responsaveis pela
sintese de acidos graxos do tipo I. Em organismos procariontes e plantas, este processo
é desencadeado por enzimas soluveis especificas denominadas de SAG 11 (HILTUNEN,
et al., 2009).
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A biossintese do &cido lipoico (Fig. 4) é realizada a partir do acido octandico,

também conhecido pelo nome usual de &cido caprilico, através da reagdo SAG II.

Figura 4 - O esquema baseia-se no modelo proposto para a sintese por via enddgena realizado pela E.
coli

0 b

I N

acido octanoico

0 b
T~g
ACP-octanoil

0
ACP A

ACP-lipoil
Fonte: Adaptado de Miller et al., (2000)

Inicialmente, o acido octandico € conjugado pelas enzimas do SAG Il a uma
proteina carreadora, formando o ACP-octanoil. Posteriormente, as moléculas de enxofre
sdo inseridas nos carbonos 6 e 8 por acdo da enzima Lipoil sintase. Como resultado, o
acido lipoico é sintetizado no dominio lipoil e nenhum &cido lipdico livre é produzido.
O écido lipoico pode ser removido sempre que proteinas sdo degradadas e pela acéo de
uma enzima especifica, chamada lipoamidase (ROCK, 2009)

Recentemente, Chavanet al., (2004) demonstraram a sintese dos enantiémeros
do acido lipoico Fig. 05).

Figura 5 — Esquema da Sintese do Acido Lip6ico

2 CO0CH; ¢) ™ COOC,H,
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Reagentes e Condigdes: (a) PPhs, I, imidazol, 3h, 94%; (b) DIBAL-H, DCM, -78°C, 1h, PhsPCHCOOC;Hs, 24h, rt, 96%;
(c) Niquel de Raney W-2, H2, rt, 24h, 84%; (d) CHsSO,ClI, EtzN, DCM, 0°C, 4 h, 92%; (e) Na,S, S, DMF, 90°C, 24 h, 72%;
(f) 1M KOH etandlico, rt, 24 h, 75%.

Fonte: Adaptado de Chavanet al. (2004)
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A partir de um intermediario comum, chamado de cis-2-buteno-1,4-diol (1). De

acordo com esses Autores, a dihidrolixacdo assimétrica de Sharpless com AD-mix-a e
ciclizagdo in situ do ester y, d-insaturado, obtendo assim a lactona (2), que foi
posteriormente tratada com trifenilfosfina, iodina e imidazol, obtendo assim o iodo
lactona (3). A reducdo de lactona com DIBAL-H a -78°C, seguido por reacéo, in situ
carbono-carbono, do tipo Wittig resultou no éster insaturado (4). A remocdo do
grupamento protetor benzil, a remogéo do iodo e reducdo da dupla ligacdo foi alcancada
em etapa Unica usando niquel de Raney W-2, na presenca de hidrogénio nas condicdes
ambientais de temperatura e pressdo, por 24h com a formacdo do diol(5). O diol, um
intermediario conhecido na sintese de (+)-acido lipdico, foi tratado com cloreto de
mesilapara obtencdo de dimesilato (6). O dimesilato ao reagir com Na,S e Enxofre
elementar em dimetilformamida (DMF) a 90°C por 24h obteve o lipoato de etila(7), que
submetido a uma hidrolise com KOH etandlico a 1Mobteve-se 0 R-(+)-a-acido lipdico
(8).

A diversidade dos efeitos do &cido lipdico sobre diversos tipos de tecidos
biologicos podem ser elucidados na esfera da atividade antioxidante, quelagdo de
metais, transducdo de sinais (relacionados a inflamacdo), respostas aos sinais celulares,
especialmente aos relacionados a funcéo cardiovascular e o metabolismo da glicose. Os
efeitos do acido lipoico podem ser explicados em termos das reacdes de troca
tiol/dissulfeto que modulam o estado redox (Fig. 6) (BILLGREN, et al., 2010;
PACKER; CADENAS, 2010)

Figura 6-Grupos Tiol/Dissulfeto que atuam na manutencédo do estado celular redox

(Y\/\/ COCH Modulacdo de Energia COOH
~etiifee—— -

H5 H Modulacdo do Estado Redox 5—35

Fonte: Adaptado de Packer, Cadenas (2010)
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2.3 FARMACOLOGIA DO ACIDO LIPOICO

O é&cido lipdico vem sendo bastante utilizado como agente terapéutico,
geralmente na forma de mistura racémica, para diversos distarbios, como
arteriosclerose, isquemia cerebral e do miocérdio, intoxicacdo por metais pesados,
diabetes, doenca de Chagas, cirrose hepatica, sindrome da imunodeficiéncia adquirida e
disturbios neurodegenerativos, como mal de Alzheimer e deméncias relacionadas.
Novos estudos propdem seu uso em formulagdes dermatoldgicas e cosméticas como
antioxidantes (KULKAMP et al., 2009). O efeito terapéutico do acido lipoico esta
relacionado com sua atividade antioxidante. Quatro propriedades desta atividade ja
foram estudadas: capacidade de quelar metais como Cd?*, Fe**, Cu?*, e Zn?** (FLORA;
MITTAL; MEHTA, 2008), reter espécies reativas ao oxigénio (ERO), regenerar
antioxidantes enddgenos, além da participacdo no reparo de sistemas (FINAUD; LAC;
FILAIRE, 2006).

O écido lipoico atua como um cofator essencial em quatro complexos
multienzimaticos: piruvato desidrogenase, a-ceto-glutarato-desidrogenase,
desidrogenase dos ceto-acidos de cadeia ramificada e o sistema enzimatico de clivagem
da glicina (WANG et al., 2011).

O écido lipoico pode ser reduzido ao acido dihidrolipoico (ADHL) (Fig. 7), que
apresenta propriedades oxidantes bem mais potencializadas que o primeiro
(SCHONAUER et al, 2009). Teoricamente, essa reducdo pode ser promovida pela
glutationa reduzida (GSH), porém esse processo é bastante lento para ocorrer in vivo. O
maior contribuinte para a reducdo é a GSSG-redutase, com o consumo de um NADPH.
Uma vez formado o ADHL, regenera o dihidroascorbato, ubiquinol, glutationa oxidada
(GSSH) e indiretamente 0 GSH. O ADHL, um ditiol, reage imediatamente com as
proteinas do plasma como também reduz grupos dissulfeto. O ADHL impede o inicio
da peroxidacao lipidica, promove a eliminacdo de radicais do acido hipocloroso, da
peroxila e hidroxila o oxigénio singlete e o perdxido de hidrogénio como pode exercer
efeitos sobre o superdxido (GORACA et al, 2011).

Figura 7 — Estrutura quimica do acido lipoico e do acido dihidrolipdico
o o
S—=E . o SH HS
Acido Lipdico Acido DiHidrolipdico

Fonte: Dados da Pesquisa
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Carlsonet al., (2007) estudaram o perfil farmacocinético do acido lipdico como

R-(+)-Lipoato de Sodio (RLA). Neste estudo, foram avaliados 12 pacientes, que faziam
uso regularmente de &cido lipdico e uma dieta controlada de ingestdo de nutrientes e
vitaminas. Cada individuo ingeriu 600mg de &cido lipdico dissolvido em 200mL de
agua purificada, apés uma leve ingestdo de alimentos, para evitar nauseas. E,
observaram que o uso do RLA pré-dissolvido, mostrou resultados significativos na Cnmax
em todos os individuos. A dose média foi de 8,25 mg/kg, gerando uma média Cmax
16.03 mcg/mL (intervalo: 10,6-33,8 mcg/mL), Tmax Médio de 15 minutos (intervalo: 10-
20 minutos) (Figura 8).

Figura 8- Perfil farmacocinético da administracdo de RLA

164 '|'T
124 :."-I- \I

Plasma RLA (ng/mL)
—

| i
4]/ Taa
i I- '[ T
2 + 't‘:-z .
T e e
=y T T T T T T T T T T T -7
0 10 20 30 40 50 &80 VO BO 90 100 110 120
Time {min)

Fonte: Carlsonet al., (2007)

3 ESTUDO DE PRE-FORMULAGCAO

Estudos de pré-formulacdo tém por objetivo uma maior compreensdo das
caracteristicas fisico-quimicas tanto do farmaco e excipientes como as particularidades
do tipo de forma farmacéutica desejada, além das suas caracteristicas biofarmacéuticas
para que assim, possa tracar estratégias de desenvolvimento racional de formulacdes
mais eficazes e seguras e, portanto, com maiores possibilidades de éxito
(MAXIMIANO, 2011).

Esses estudos viabilizam a escolha de excipientes com base na estabilidade,
biodisponibilidade e tecnologia de obtencdo. A escolha dos adjuvantes € de fundamental

importancia, tendo em vista que podem aumentar ou diminuir a estabilidade do produto
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final, afetar a biodisponibilidade, comprometer a eficacia terapéutica ou ainda provocar

intoxicagcdes (BHARATE; BHARATE; BAJAJ, 2010).

Diversas outras propriedades intrinsecas das moléculas podem influenciar na
escolha do excipiente como a solubilidade, tamanho de particula, grau de cristalinidade,
grau de amorfizagdo, o polimorfismo, a higroscopicidade, a densidade dentre outros
(NARANG; DESAI; BADAWAY, 2012).

Dessa forma, tendo em vista o papel fundamental que essas substancias
desempenham na estabilidade das formas farmacéuticas, observa-se que o estudo de
pré-formulacdo é uma ferramenta de grande valia durante o desenvolvimento de novos
produtos ou ainda na otimizacdo de formas farmacéuticas ja existentes no mercado
(CERESOLE et al., 2013).

3.1 COMPATIBILIDADE ENTRE FARMACO-EXCIPIENTE NO ESTADO
SOLIDO

As formas farmacéuticas solidas, geralmente, sd0 menos estaveis que seus
constituintes quando avaliados de forma isolada. Tendo em vista que a presenca de
excipientes ou impurezas reativas podem catalisar reacdes de degradacdo de farmacos
susceptiveis (PERES-FILHO et al., 2010).

As misturas binarias sdo consideradas uma estratégia analitica empregada nos
estudos de pre-formulacdo com o objetivo de avaliar a compatibilidade farmaco-
excipiente. Grande parte dos autores emprega a relacdo 1:1 (m/m) para a maximizacao
de interagcdes. Porém, existem outras opg¢des tais como a variacdo nas concentracdes de
forma a contemplar diferentes propor¢des (Misturas 1:2 (m/m); Misturas Molares dentre
outras) (CHADHA; BHANDARI, 2014).

As interacdes farmaco-excipientes podem ocorrer durante a formulacdo ou no
armazenamento e podem ser classificadas como interacfes fisicas ou quimicas. As
fisicas sdo aquelas em que ndo ocorrem reacdes quimicas, mas ha alteracdes nas
caracteristicas organolépticas como cor, odor, sabor. Estas ainda podem apresentar
mudancas na polimorfica, cristalinidade, com respaldo nas caracteristicas
biofarmacotécnicas como solubilidade, velocidade de dissolucédo e a biodisponibilidade
(FATHIMA et al., 2011).

Ja as interagdes quimicas envolvem uma reacdo direta entre excipientes ou
impurezas presentes com a formacdo de ligacGes covalentes, a modificacdo do pH do

microambiente e reacGes cataliticas que aceleram a decomposicdo. A ocorréncia de uma
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interagcdo quimica pode originar compostos toxicos ou diminuir a eficacia terapéutica do

produto (KUMAR et al, 2011).

Vale salientar que comprovada a existéncia de interacdo entre o farmaco e os
adjuvantes, a mesma deve ser avaliada, tendo em vista que ndo pode ser
necessariamente um indicativo de incompatibilidade farmacéutica, ao contrario, pode
ser até mesmo desejada, a exemplo quando queremos elevar a solubilidade do farmaco
na forma farmacéutica (CHADHA; BHANDARI, 2014).

3.2 TECNICAS DE CARACTERIZACAO NO ESTADO SOLIDO

A caracterizacdo e avaliacdo da compatibilidade farmaco-excipiente e a sua
estabilidade com os componentes de uma formulacéo é realizada por meio de técnicas
termo analiticas como a calorimetria diferencial exploratéria e métodos ndo-térmicos
como espectroscopia na regido do infravermelho, microscopia eletrénica de varredura e
difracdo de raios-x (FLEMMING;PICKER-FREYER, 2008).

3.2.1 METODOS TERMICOS

A analise térmica foi definida como um grupo de técnicas em que uma
propriedade fisica ou quimica de uma substéancia, ou de seus produtos de degradacao, €
monitorada em funcdo do tempo ou temperatura, enquanto a amostra é submetida a um
programa controlado de temperatura (BROWN; GALLAGHER, 2008).

Existem diversos fatores que podem influenciar nos resultados obtidos pelas
técnicas supracitadas, sendo classificadas em questfes instrumentais e as relacionadas a
amostra. Aos relacionados a questfes instrumentais podemos citar: gas de purga, razéo
de aquecimento, composicdo do porta-amostra; ja as relacionadas a natureza da amostra
temos: tipo da amostra, quantidade da amostra, granulometria, condutividade da
amostra (STORPITIS, 2009).

As técnicas termoanaliticas sd0 métodos extremamente Uteis no estudo das
propriedades térmicas, avaliacdo da decomposicdo, controle de reacBes quimicas e
elucidacdo do mecanismo de reacdo de degradacdo. As referidas vém sendo bastante
empregadas em estudos de pré-formulacéo de produtos farmacéuticos, tendo em vista a
possibilidade de extrair informacGes acerca de potenciais interacdes entre o farmaco e
o0s excipientes utilizados (FORD; MANN, 2012; IQBAL et al., 2013).

Dentre estas técnicas, a calorimetria exploratéria diferencial (DSC) e a

termogravimetria (TG) tém sido amplamente exploradas como um meio de prever
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compatibilidade farmaco-excipiente, ja que constituem métodos simples, rapidos e

sensiveis, que necessitam de pequena quantidade de amostra, fator este desejavel pelas
industrias farmacéuticas (KUSHNER et al., 2011).

As técnicas termoanaliticas vém sendo amplamente utilizadas na indistria
farmacéutica, principalmente pelo fato de serem alternativas rapidas e seguras para o
controle de qualidade de farmacos e produtos acabados, encontrando também
aplicabilidade na orientacdo do desenvolvimento de novas formulacGes. A anlise
térmica é viavel no estudo da estabilidade de farmacos e formulacdes, determinacdo de
pureza de compostos e avaliagdo do polimorfismo (OSAWA, 2000; VERMA,; 2013).

3.2.1.1 Calorimetria Exploratéria Diferencial

A calorimetria exploratoria diferencial (Differential Scanning Calorimetry -
DSC) é uma técnica pela qual se mede a diferenca de energia fornecida a substancia e a
um material de referéncia, termicamente inerte em funcdo da temperatura, enquanto a
substancia e a referéncia sdo submetidas a uma programacao controlada de temperatura
(CRAIG; READING, 2007).

Baseado no mecanismo de operacdo, a técnica DSC pode ser classificada em
dois tipos: DSC com compensacdo de poténcia (a) e DSC com fluxo de calor (b)
(MENCZEL; PRIME, 2009) (Figura 09)

Figura 9 - Tipos de DSC
b)
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No DSC com fluxo de calor, a amostra é acondicionada em um porta-amostra, e
outro igual, denominado de referéncia € mantido vazio. Os dois sdo acondicionados sob

termopares individuais dentro da célula do forno. Em seguida, o forno é aquecido em
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uma razdo linear, o calor € transferido para a amostra e referéncia. Dessa forma, o fluxo

de calor é determinado pela lei da equivaléncia térmica de Ohm (GILL; MOGHADAM;
RANJBAR, 2010):

AT (1)

Onde q = fluxo de calor fornecido para a amostra; AT = diferenca de temperatura
absorvida entre a amostra e a referéncia; R é a resisténcia dos discos.

Assim, um processo endotérmico na amostra, cria um AT < 0 e g> 0, ou seja,
ocorre a transferéncia de calor para a amostra por meio dos discos. O processo inverso
mesmo ocorre em eventos exotérmicos. A constante ké determinada por calibracéo,
usando-se padrdes com uma constante fisica conhecida, por exemplo, a entalpia de
fusdo (MOUKINA, 2011).

Os principais eventos térmicos observados por DSC séo classificados por sua
origem, seja fisica ou quimica, bem como pela sua natureza endotérmica ou exotérmica.
Assim, os principais eventos fisicos endotérmicos sdo: a transi¢do vitrea, fuséo,
vaporizacdo, sublimacdo, ja 0s exotérmicos sdo: transicdo cristalina e adsorcdo. Os
quimicos endotérmicos sdo: a desidratacdo, decomposicdo e reacdo de 6xido-reducao.
Os quimicos exotérmicos sdo: decomposicdo, degradacdo oxidativa, polimerizacéo,
combustdo (FORD; MANN, 2012). A figura 10 apresenta uma curva tipica resultante de

um experimento por DSC para uma amostra geneérica.
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Figura 10 — Curva tipica de DSC
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Fonte: Figura adaptada do banco de dados da TA Instruments®

No DSC por compensacdo de poténcia, a amostra e a referéncia sdo
acondicionadas em fornos separados, mantidas sob a mesma temperatura. O calor
fornecido pelos aquecedores € relacionado com a energia envolvida nos processos
térmicos relacionados com ao tipo de amostra estudada, como a transicéo vitrea, fuséo e
a decomposicdo (GILL; MOGHADAM; RANJBAR, 2010).

3.2.1.2 Analise Termogravimétrica

A termogravimetria (TG) € uma técnica em que a variacdo da massa da amostra
(perda ou ganho de massa) pode ser determinada em funcdo da temperatura e/ou tempo
sob atmosfera especificada enquanto esta € submetida a uma programacao controlada de
temperatura. Por meio da variacdo desta propriedade fisica (massa) é possivel observar
diversos tipos de fenbmenos quimicos tais como desidratacdo, oxidacdo, combustéo e
decomposicdo (CASTELLO; DWECK; ARANDA, 2009).

As informacbes geradas por meio desta técnica baseiam-se na avaliacdo das
variacOes da massa da amostra requerida em funcéo da temperatura, mediante o uso de
uma termobalanca, de modo a permitir que o trabalho desenvolva sob as mais variadas
condicdes experimentais, tais como: atmosferas gasosas, massas de amostras variaveis,
razbes de aquecimento e condi¢bes isotérmicas. Os dados dos experimentos sao

expressos por meio de graficos denominados de curvas termogravimétricas, ou
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simplesmente curvas TG. Essas fornecem informacdes acerca da estabilidade térmica da

amostra, sua composi¢do, como também a estabilidade dos compostos intermediarios e

do produto final (MUNOZ; GOMEZ-RICO; FONT, 2013).
Atualmente existem trés modos da termogravimetria que Sdo comumente

utilizados (BROWN; GALLAGHER, 2008):

. TG isotérmica: A massa da amostra é registrada em funcdo do tempo a
temperatura constante;

o TG quase isotérmica: A massa da amostra é aquecida a uma razao linear
enquanto nédo ocorre variagdo da massa;

o TG dindmica ou convencional: A temperatura da amostra varia de maneira

predeterminada, preferencialmente, a uma razéo de aquecimento linear;

A TG dinamica ¢ o método mais empregado, em que sdo geradas curvas de
massa da amostra (m) em funcdo da temperatura (T) ou do tempo (t), conforme a
equacdo abaixo (CRAIG; READING, 2007):

m= f(Tout) (2)

Nessas curvas, as variagdes correlatas ao eixo das ordenadas correspondem a
variacdo da massa e permitem a obtencdo de dados que podem ser utilizados com
finalidades quantitativas. A termogravimetria derivada € um recurso matematico, em
que € calculado a derivatizacdo da variacdo da massa em relacdo ao tempo e/ou

temperatura, conforme a equacdo (IONASHIRO, 2004):

dm
Ezf(Tou t)

Dessa forma, os dados sdo obtidos das curvas, a partir da determinacdo da
derivada, em que a variacdo da massa é expressa na forma de picos, delimitados pelas
areas proporcionais as alteraces de massa que ocorre nas curvas. A curva DTG

apresenta informacGes de facil interpretacdo, como ainda permite a partir da altura do

(3)
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pico em qualquer temperatura, obter a razéo da variacdo da massa e a temperatura na

qual o evento ocorre com maior intensidade, conforme mostra a Figura 11 (OLIVEIRA;
YOSHIDA; LIMA-GOMES, 2011).

Figura 11 -Curva tipica de TG/DTG
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Fonte: Figura adaptada do banco de dados da TA Instruments®

Em decorréncia da natureza dindmica das curvas TG, as mesmas podem sofrer
influencias de diversos fatores instrumentais bem como aqueles relacionados a natureza
da amostra. Dentre estes temos a razao de aquecimento (B); atmosfera do forno, forma,
tamanho e composicdo do cadinho. Em relacdo as caracteristicas da amostra, podemos
citar a massa da amostra, tamanho da particula ou granulometria da amostra. As fontes
de erros mais frequentes na TG sdo a impulsdo da atmosfera, correntes de convecgédo e
turbuléncia, medida de temperatura, flutuacdo de temperatura, condensacdo de produtos
liberados (STORPITIS, et al., 2009).
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3.2.2 ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE

FOURIER (FTIR)

A espectroscopia estuda a interacdo da radiacdo eletromagnética com a matéria
em trés processos distintos: absorc¢ao, emissao e espalhamento de radiacdo. De maneira
geral as transicdes eletrbnicas sao situadas na regido do ultravioleta/visivel (UV/Vis), as
vibracionais na regido do infravermelho (1V) e as rotacionais na regido das microondas
(SALA, 2008; CATTANI; BASSALO, 2009)

O principio da espectroscopia na regido do infravermelho médio baseia-se na
mensuracdo da absorcdo das amostras por este tipo de radiagdo. Para que uma
determinada molécula apresente absor¢do no IV suas vibracdes moleculares devem
resultar em modificacfes na energia dipolar, o que permite identificar o tipo de ligacéo
presente(SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002).

As vibragdes moleculares podem ser classificadas em deformacgdes axiais ou
estiramentos e deformacgfes angulares. Os estiramentos s@o as alteragcdes da distancia
internuclear dos atomos envolvidos, ou seja, aumento e diminuicdo dessa distancia,
alternadamente. Ja as deformacdes angulares podem consistir de uma mudanca no
angulo de ligacdo com um grupo de atomos em relacdo ao restante da molécula
(SANTOS et al, 2012 KOGIKOSKI JUNIOR et al, 2012).

O espectro no infravermelho contém muitas absor¢6es associadas com inimeras
formas de vibracdo das moléculas que séo analisadas. Essas vibracGes recebem o nome
de bandas de absorcdo e sdo produzidas devido a interacdo da radiacdo produzida pela
vibracdo no momento dipolar da ligagdo com as ondas eletromagnéticas da luz,
resultando assim na absorcdo (SALA, 2008).

A transformada de Fourier € uma fungdo matematica que converte o dominio do
tempo para o dominio de freqiéncia. A técnica estd relacionada aos movimentos de
torcdo, rotacdo e vibracdo dos atomos de uma molécula. Sabe-se que a emissdo da
radiacdo infravermelha na molécula € absorvida e movimentos de grupos funcionais sao
detectados em comprimentos de onda caracteristicos (HERMOSO; ORNELLAS, 2009).

A aplicabilidade deste método em estudos de compatibilidade farmaco-
excipiente pode ser justificada pelo fato que as interacdes fisicas ou quimicas provocam
modificagdes como a diminuicdo, 0 aumento ou até mesmo o surgimento de novas
bandas, nos sistemas estudados, quando comparados com seus componentes de forma
individual e assim podendo comprovar as provaveis incompatibilidades detectadas por
outros métodos (JINGYAN et al, 2013; ARJUNAN, 2013).
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3.2.3 DIFRACAO DE RAIOS-X (DRX)

As andlises difratométricas sdo bastante utilizadas nas ciéncias farmacéuticas e
sdo empregadas para caracterizar possiveis modificacbes no comportamento cristalino
dos constituintes das misturas bindrias em comparacdo ao apresentado pelas matérias-
primas quando analisadas individualmente. Esta técnica permite avaliar o estado de
combinacdo quimica dos elementos presentes nas misturas, tendo em vista que o
fenbmeno de complexacdo esta frequentemente associado ao aumento do grau de
amorfizacdo das substancias envolvidas nas misturas bindrias (SHALTOUT; ALLAM,;
MOHARRAM, 2011).

Dentre as varias técnicas de caracterizacdo no estado sélido, o DRX é a mais
indicada para avaliar o grau de cristalinidade e fases cristalinas de farmacos. O principio
da difracdo tem por base a propriedade intrinseca de cada cristal em desviar, em um
angulo especifico a direcdo dos raios X emitidos sobre ele. O angulo do desvio da
radiacéo € Unico para cada forma do cristal, de maneira que assim, podemos caracteriza-
lo. A difracdo ocorre segundo a lei de Bragg (equacdo 04), a qual a estabelece a relacéo
entre o angulo de difracdo e a distancia entre os planos que a originaram (SKOOG;
HOLLER; NIEMAN, 2002):

nA = 2dsen@ 4)

Onde n = numero inteiro; A = comprimento de onda dos raios incidentes (Cu
1,548); d = distancia interplanar; 6 = angulo de difracgéo.

Dentre as vantagens desta técnica podemos citar a simplicidade do método, a
rapidez e a robustez do mesmo, tendo em vista que cada difratograma é caracteristico e
distinto de cada substancia, com diferentes intensidades e posic6es, também chamadas
de distancias interplanares d (ZU et al., 2014).

Essa metodologia é extensivamente utilizada com o intuito avaliacdo do grau de
cristalinidade, determinacéo de estruturas cristalinas (incluindo analise de parametros de
célula unitaria), avaliacdo de tamanho de cristalito e deteccdo de defeitos em redes
cristalinas (HARRIS, 2012).
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3.2.4 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

As fotomicrografias obtidas por microscopia eletrOnica de varredura sao
empregadas nas ciéncias farmacéuticas para obter informag6es acerca das formas dos
cristais, ou seja, os habitos das estruturas cristalinas. Possibilita uma avaliacdo
qualitativa e quantitativa de cristais, através da observacdo da homogeneidade e
determinacdo do tamanho e forma das particulas. Esta técnica permite observar a
mudanca na morfologia das particulas dos constituintes isolados e complexados nas
misturas binarias (GAO; LIN, 2009; BRUNI et al., 2013).

4 ESTABILIDADE DE FARMACOS E MEDICAMENTOS

A avaliacdo da estabilidade de farmacos e medicamentos é um quesito descrito
nos Guias de Boas Praticas de 6rgdos reguladores internacionais e governamentais
como o FDA (Food Drug Administration), o EMEA (The European Agency for the
Evaluation of Medicinal Products) e a Anvisa (Agencia Nacional de Vigilancia
Sanitaria) (PEREIRA; FREITAS, 2008; ORIQUI; MORI; WONGTSCHOWSKI,
2011).

A definicéo de estabilidade, de acordo com a Resolucdo n° 01/2005, consiste na
capacidade de um produto farmacéutico em manter suas caracteristicas originais
conforme as suas especificacdes de pureza, qualidade e poténcia.

Essas exigéncias sdo referentes a necessidade de monitoramento da qualidade
dos produtos farmacéuticos, tendo em vista que a mesma varia com o tempo sob
influéncia de diversos fatores extrinsecos ou ambientais, como temperatura, umidade,
luz, e em decorréncia da decomposi¢cdo quimica ou fisica, ou até mesmo aqueles
inerentes as caracteristicas fisico-quimicas do préprio farmaco, a exemplo da
composicdo molecular com a presenca de grupos funcionais reativos, que tendem a se
degradar de forma lenta e gradativa (AMMANN, 2011; KIM et al., 2013).

A estabilidade de farmacos incorporados em formas farmacéuticas solidas é
diferenciada, quando comparada a substancia de forma isolada. Este fato € decorrente da
influéncia das propriedades intrinsecas dos componentes da formulacdo, que podem
afetar na estabilidade fisico-quimica e na biodisponibilidade. Dessa forma, o
conhecimento da compatibilidade entre os componentes do produto farmacéutico final é

importante para assegurar a sua eficacia e seguranca (SINGH; NATH, 2012).
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As principais reacdes quimicas que podem ser desencadeadas no processo de
degradacdo sdo as reacbes de hidrdlise, oxidacdo, reducdo, esterificagdo,
descarboxilacdo e polimerizacdo e podem ser influenciadas por fatores ambientais ou
relacionadas com os proprios constituintes (CHADHA; BHANDARI, 2014).
Atualmente, existem diversos guias e resolucdes que orientam os estudos de
estabilidade. Os processos de degradacdo sdo de natureza quimica e o entendimento
deste mecanismo pode favorecer na otimizagdo e por consequente melhorar a
estabilidade do produto farmacéutico (MAGGIO; VIGNADUZZO; KAUFMAN, 2013).
Portanto, é fundamental definir os pardmetros cinéticos de degradacdo quimica,
conhecidos como o triplete de Arrhenius: a velocidade de degradagdo (k) o fator de
Arrhenius A e a energia de ativacdo Ea. A velocidade da reacdo € a variagdo de uma
constante, como a concentracao, teor de massa em relacdo ao tempo, enquanto que a
ordem da reacdo permite definir esta variacdo da velocidade com a concentracdo dos
reagentes (BORSATO, 2012).

4.1 EQUACOES CINETICAS DE DECOMPOSICAO TERMICA

De modo geral a velocidade de uma reacdo homogénea, ocorre da seguinte
maneira (CARVALHO et al., 2010):
A-B+C (5)
Nesta reacdo, ocorre a avaliacdo da diminuicdo do reagente A ou 0 aumento da
concentracdo de um dos produtos. A equacdo que define a velocidade com que essa
reacdo ocorre € (FARJAS; ROURAS, 2012):

V =kf(C) (6)

Onde a velocidade especifica (k) ocorre em funcdo da temperatura é pode ser

determinada pela equacao de Arrhenius (Equacéo 7):

Ea
k = Aexp (_ﬁ>

Onde Ea = energia de ativacdo; A = Fator Pré-Exponencial; R= Constante
universal dos gases reais.

(7)
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4.2 METODOS CINETICOS DE DECOMPOSICAO TERMICA
O procedimento inicial para determinacdo dos parametros cinéticos consiste na
determinagdo da fragdo decomposta (o) em fungdo do tempo de reagdo tanto em
processos isotérmicos quanto dindmicos (MORORIC; KRAIJNC; SEBENIK, 2009).
A velocidade da reacdo geralmente é definida em fungdo da fracdo decomposta
(o) onde, nas medidas termogravimétricas a mesma, corresponde a perda de massa em
determinado periodo de tempo (t) ou temperatura (T) e a perda de massa total para um
dado estagio da reacdo (ZANATTA et al., 2012).

Mo — M. (8)
mgy — My

a =

Onde: mo = massa inicial da amostra; m.,, = massa da amostra no final da etapa
em estudo e m; = massa da amostra em determinado tempo (t) ou temperatura (T). As
analises cinéticas de decomposicdo térmica podem ser realizadas através de dois

tratamentos tedricos denominados: métodos isotérmicos e ndo-isotérmicos.

4.2.1 METODO ISOTERMICO

O método cinético isotérmico é fundamentado na seguinte equacdo de
velocidade de degradacéo no estado solido (3)(TITA, et al., 2012):

da

v = It = k(T) (9)
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Onde o ¢ a taxa de reagdo ou taxa de conversdo; t = tempo de reacdo; T =
temperatura da amostra. Como a constante de velocidade da reagédo é dada em fungédo da
temperatura, 0s calculos dos pardmetros cinéticos necessitam de no minimo trés
isotermas & temperaturas diferentes. Essas sdo determinadas apds uma varredura
dindmica a fim de determinar as temperaturas em que ocorre 0 processo de degradacéo
da amostra estudada.

A funcdo k(T) descreve a constante de velocidade da reacdo em relagdo a
temperatura, é usualmente descrita pela lei de Arrhenius. Esta equacdo é totalmente
aceita para reagdes homogéneas podendo ser estendida para reacdes heterogéneas, e por
meio desta, podemos calcular a energia de ativacdo e o fator pré-exponencial através da
Equacdo (7) na forma linearizada (JANKOVI, 2010):

Ink=1InA Eq
nK =1n RT

(10)
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Dessa forma a partir das respectivas curvas termoanaliticas nas temperaturas
isotérmicas predefinidas, determina-se a energia de ativacdo (Ea) do processo
construindo-se o grafico do logaritmo k em funcdo do inverso da temperatura (1/T) e 0
fator pré-exponencial (A) pode ser calculado a partir da equacao da reta, conforme pode
ser visualizado na figura 12 (SALVIO NETO; NOVAK; MATQOS, 2009).

Figura 12 — Gréafico de Arrhenius para o calculo dos parametros
2000

__— Intercepgdo do eixoy=Ln A

- Inclinagdo da reta = -Ea/RT

7

e

T T T T T T
0,0012 0,0014 0,0016 0,0018
1T (K™

Fonte: Dados da Pesquisa
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CAPITULO 01 - CARACTERIZACAO FISICO-
QUIMICA DE DIFERENTES LOTES COMERCIAIS
DO ACIDO LIPOICO NO ESTADO SOLIDO:
ESTUDO MICROMERITICO, DA
CRISTALINIDADE, TERMOANALITICO E
ESPECTROSCOPICO
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CAPITULO 1 — CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA DE DIFERENTES
LOTES COMERCIAIS DO ACIDO LIPOICO NO ESTADO SOLIDO: ESTUDO
MICROMERITICO, DA CRISTALINIDADE, TERMOANALITICO E
ESPECTROSCOPICO
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Departamento de Farmécia. Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude. Universidade
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% Laboratério de Desenvolvimento e Ensaio de Medicamentos. Departamento de
Farmécia. Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude. Universidade Estadual da Paraiba
— UEPB. Campina Grande - PB

RESUMO

O éacido lipoico (AL) é um antioxidante que atua como cofator para o complexo
multienzimatico presente nas mitocondrias, e, vem sendo bastante utilizado como
agente terapéutico para patologias como arteriosclerose, mal de Alzheimer e deméncias
relacionadas. O objetivo deste trabalho foi caracterizar e comparar lotes comerciais de
acido lipdico, através de técnicas micromeriticas, térmicas, espectroscopica e
difratométrica. Foram utilizados dois lotes comerciais de AL obtidos de fornecedores
distintos. Foram determinadas as propriedades de fluxo das matérias-primas por
métodos indiretos (angulo de repouso, indice de compressibilidade e de Carr, fator de
Hausnner, e porosidade interparticular) e, diretos (densidade aparente (DA) e
compactada (DC) e velocidade de escoamento) e 0s ensaios: termogravimétricos
(TG/DTG) e de calorimetria diferencial exploratoria (DSC), analises por espectroscopia
na regido do infravermelho e tracado o perfil difratometrico de cada lote comercial. As
propriedades de fluxo das amostras AL1 e AL2 apresentaram valores de DA/DC de
0,42/0,63g/mL e 0,46/0,64/g/mL respectivamente. As curvas TG/DTG das amostras
AL1 e AL2 mostraram que as mesmas sdo termicamente estaveis até 150°C,
apresentando uma Unica etapa de perda de massa. A curva DSC mostrou um evento
endotérmico, caracteristico da fusdo dos compostos (ALLl: Tqsso = 61,37°C;
AHgs=131,5J/g; AL2:Twszo = 63,95°C; AHqs=135,8J/g). O segundo evento,
endotérmico, observado na curva DSC das amostras de AL, teve inicio apds a completa
fusdo da substancia e corresponde ao estagio de decomposicdo térmica. A partir dos
espectros no infravermelho, as principais bandas de absorcdo relativas as amostras de
AL foram caracterizadas e, as principais regides ocorrem entre 3030-2850 cm™ e 1750 —
525 cm™. Os difratogramas das amostras de AL apresentaram um perfil tipicamente
cristalino. Considerando os resultados obtidos, pode-se concluir que o conhecimento
das propriedades fisico-quimicas do acido lipdico em diferentes lotes comerciais
permite a utilizacdo racional deste ativo durante o desenvolvimento de novos produtos,
e assim, complementar terapias medicamentosas para as diversas patologias para o qual
é indicado.

PALAVRAS-CHAVE: Caracterizacdo no Estado Solido. Analise Térmica. Estudo de
Estabilidade. Antioxidante. Acido Lip6ico.
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1 INTRODUCAO

A legislagdo farmacéutica estabelecida pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitéria (Anvisa) e outras Organizac¢des Internacionais definem o controle de qualidade
como um conjunto de medidas destinadas a verificar a qualidade de insumos
farmacéuticos e medicamentos, para que satisfacam as normas de atividade, pureza,
eficacia e inocuidade. A garantia da qualidade no @mbito da inddstria farmacéutica
exerce um papel fundamental para certificar que o farmaco possa alcangar sua forma
farmacéutica final, e, assim, fornecer ao usuério final um medicamento dentro dos
padrdes de qualidade com seguranca e eficacia (BRASIL, 2010).

Dessa forma, os compéndios farmacéuticos definem uma série de requisitos para
assegurar a confiabilidade de parametros relacionados com qualidade da matéria-prima
que pode comprometé-la desde os processos de sintese, haja vista, que solventes,
reagentes, e catalisadores utilizados podem conter impurezas (KNAPPMANN; MELO,
2010).

Vale salientar que a inobservancia dos critérios relativos a qualidade das
matérias-primas empregadas na producdo de medicamentos pode interferir na qualidade
biofarmacéutica do produto, sendo fundamental a caracterizacdo dos insumos
farmacéuticos ativos para certificar sua adequacdo as prerrogativas dos documentos
oficiais (PITASSI; GONCALVES; MORENO JUNIOR, 2014).

Diversas técnicas analiticas sdo empregadas para a caracterizacdo desses
insumMOos, como 0S ensaios térmicos, espectroscopia na regido do infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR), difracdo de raios-X (DRX) e técnicas microscopicas
(JUG et al., 2010; BRUNI, et al., 2013 TRIVEDI; PATEL; PUJARA, 2013; WANG et
al., 2013).

O Acido Lip6ico (4cido 1,2-ditiolano-3-pentan6ico), 4cido alfa-lipoico ou &cido
thidctico trata-se de uma biomolécula da classe dos organosulfurados derivados do
acido octandico, um &cido graxo de cadeia linear. Sua estrutura é formada por uma
cadeia de oito carbonos, que apresenta em uma das extremidades uma carboxila como
grupo funcional e na outra, um anel ditiolano (MANTA; BATISTA-VIEIRA;
CARLSSON, 2009; BILLGREN, et al., 2010). Trata-se de um composto opticamente
ativo, dessa forma, a molécula existe como dois enantibmeros: R-(+)-acido lipdico e S-
(+)-acido lipdico, como uma mistura racémica R/S-acido lipdico. No entanto, somente

R-(+)-acido lipdico é capaz de participar das reacBes enzimaticas metabolicas
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mitocondriais. Trata-se de um potente antioxidante que apresenta a propriedade de

reprimir radicais livres em eventos inflamatorios, metabdlicos e endoteliais tanto em

meio lipidico quanto aquoso, o que o diferencia dos demais antioxidantes tornando essa

isoforma um cofator essencial em sistemas biol6gicos (CARLSON, et al., 2007) (Figura
01).

Figura 1 - Estrutura do R-(+)-a-Acido Lipoico

OH
5S——5
Fonte: Dados da Pesquisa

Por tratar-se de uma molécula que apresenta uma cadeia carbOnica curta, a
mesma apresenta baixo ponto de fusdo; pode sofrer reacdes de fotodegradacdo na
presenca do calor e da luz, devido a presenca do anel ditiolano e, ainda, pode sofrer
reacOes de polimerizacdo por abertura do anel, 0 que requer a caracterizacdo para
melhor conhecimento das propriedades fisico-quimicas desde farmaco (DURRANI et
al., 2010; GUPTA,; GOSH, 2012; PORTELA et al., 2012).

Diante do exposto, este trabalho visa caracterizar diferentes lotes comerciais de
acido lipoico por técnicas analiticas, de modo a contribuir para o controle de qualidade
deste farmaco que pode se tornar um medicamento para uso em terapias

complementares de diversas patologias da sociedade moderna.
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2 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

2.1 MATERIAL

O Acido Lipoico, matéria-prima, foi obtido do fornecedor X, (S&o Paulo), lote
1054578, teor 99,0% declarado pelo fabricante, (Shangai, China), e sera denominado de
AL1. O Acido Lipéico, matéria-prima, foi obtido do fornecedor Y (S&o Paulo), lote
1045845, teor 99,0%, declarado pelo fabricante (Shangai, China), e sera denominado de
AL2.

2.2 METODOS

2.2.1 AVALIACAO MICROMERITICAS

A determinacéo do tamanho de particula

Para avaliar as propriedades de fluxo das matérias-primas, foram empregados
métodos indiretos (angulo de repouso, indice de compressibilidade e de Carr, Fator de
Hausnner e porosidade interparticular) e diretos (densidade aparente e compactada, e,
velocidade de escoamento), conforme os critérios propostos pela farmacopéia americana
(UNITED STATES PHARMACOPOEIA, 2006).

2.2.2 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV-EDS)

As analises realizadas por MEV-EDS, permitem definir, qualitativamente, a
morfologia do AL, bem como permite a determinacdo da composicdo quimica
(qualitativa e semiquantitativa) na superficie da amostra.

A caracterizacdo foi realizada utilizando um microscopio eletrénico de
varredura, Hitachi, modelo TM 1000, acoplado com sistema para analise quimica por
Espectrometria por Dispersdo de Energia de Raios X — EDS. As fotomicrografias foram
obtidas sob magnificacdo de 500x, 1000x e 1500x.

2.2.3 DIFRACAO DE RAIOS X (DRX)

As medidas de difracdo de raios-X foram obtidas para a determinacdo da
cristalinidade e do tamanho de cristalito do pd. Para determinacdo dos parametros
supracitados, os dados foram analisados pelo pacote de programas PCPDFWIN versdo

7.00. As fases cristalinas foram identificadas com auxilio da biblioteca do JCPDS (Join
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Committee of Powder Diffraction Standards). A cristalinidade foi determinada por meio

da razdo entre a &rea integrada dos picos de difracdo da porcdo cristalina e a area
integrada da fragdo amorfa.
O tamanho de cristalito foi calculado a partir do alargamento dos picos usando a

equacdo de Scherrer (1):

K2 1)
(BC — BS) cos 6

D =

Sendo, D o tamanho do cristal na solucdo sélida (nm); K vale 0,89 (para
particula esférica); fc e fs sdo as larguras dos picos a meia altura (em radianos) da
amostra e do padrio, respectivamente; A é o comprimento de onda do raios-X (1,54 A)
usado pelo equipamento e 0 o angulo de difracdo (em graus) do plano cristalino (hkl).

Os difratogramas foram obtidos por meio de um difratdmetro Shimadzu modelo
XRD-6000. Utilizou-se uma fonte de radiacdo de cobre CuK, = 1,5418 A, corrente de
30 mA e tensdo de 40 KV e as medidas foram adquiridas a uma velocidade de varredura

de 26/min e passo de 0,02 graus.

2.2.4 ANALISE TERMICA

A termogravimetria (TG) e a calorimetria exploratoria diferencial (DSC) foram
empregadas para a caracterizacdo, avaliacdo de pureza e decomposicdo térmica das
amostras.

As curvas DSC foram obtidas em um mddulo calorimétrico exploratério
diferencial DSC modelo Q20 (TA - Instruments). As amostras foram submetidas a um
programa de temperatura com razdo de aquecimento de 10,0°C/min, na faixa de
temperatura entre 30 e 400°C, sob atmosfera dindmica de nitrogénio (50,0mL/min);
massa de 2,00+0,05mg, utilizando-se cadinhos de aluminio hermeticamente fechados.

As curvas TG/DTG foram obtidas em um modulo termogravimétrico TG/DTA
modelo Q600 (TA - Instruments). As analises foram realizadas em triplicata, em que a
massa das amostras foi de 5,00+0,05 mg, pesadas em balanca analitica, acondicionada
em cadinhos de alumina e outro cadinho equivalente foi utilizado como referéncia. A
amostra foi distribuida na base do cadinho de maneira uniforme. As corridas foram
programadas da temperatura ambiente até 900,0°C, sob atmosfera dindmica de

nitrogénio (50,0mL min™), utilizando a razéo de aquecimento de 10,0°C/min.
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2.2.5 ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO POR TRANSFORMADA DE
FOURIER (FTIR)

A espectroscopia na regido do infravermelho (FTIR) foi empregada como
técnica complementar para confirmar a presenca dos principais grupos funcionais das
matérias-primas. Os espectros foram obtidos pelo modo transmissdo em um
equipamento Hitachi, Modelo 1100, na faixa entre 4000 a 400 cm™ com resolucdo de 4

cm?t,
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 MORFOLOGIA DAS PARTICULAS DOS DIFERENTES LOTES DE ACIDO
LIPOICO

O AL foi analisado quanto a distribuicdo de tamanho de particulas, morfologia e
as propriedades de fluxo.

A avaliagdo e padronizac¢do do tamanho da particula s&o parametros relevantes e
que devem ser observados durante o desenvolvimento tecnolégico. A absorcdo, a
dissolucdo de um farmaco, bem como a desintegracdo da forma farmacéutica podem ser
influenciadas por fatores como o tamanho das particulas (SOUZA; FREITAS;
STORPITIS, 2007).

Assim, neste estudo foi determinado o perfil de distribuicdo granulométrica dos
lotes de AL1 e AL2, para uma populacdo de 250 particulas, de cada lote. Ficou
constatado que o ALl e AL2 apresentaram um didmetro médio de particula de
0,219+0,017 e 0,210+0,015 mm. Os intervalos que apresentavam as maiores
quantidades de particulas séo: 200 a 220 mm (aproximadamente 21,89% do total de
particulas); 180 a 200mm (aproximadamente 38,91% do total de particulas) e 150 a
180mm (aproximadamente 35,56% do total de particulas).

Entretanto, esses tamanhos estdo fora da faixa de didametro que os pos devem
apresentar para dispor de um fluxo regular, (tamanho > 250 pum) conforme foi
preconizado em estudo divulgado por Villanova e Colaboradores (2012).

Tamanho de particulas menores que 100 pum séo consideradas um obstaculo para
o0 desenvolvimento de formas farmacéuticas como comprimidos. No entanto, em estudo
desenvolvido por Chu e Colaboradores (2012), os pesquisadores avaliaram o efeito do
tamanho da particula na dissolucédo de farmacos com baixa solubilidade, agrupados por
dimensdes variadas. E concluiram que embora o formato da particula possa interferir na
dissolucdo, em cada grupo de farmacos, as que possuiam um tamanho abaixo de 45um,
apresentavam uma boa correlacdo com o parametro dissolucdo, conforme o modelo de
Hixson-Crowel.

Ainda, segundo Sasikumar (2013), particulas menores propiciaram uma melhor
cinética de liberacdo de ciprofloxacino em sistemas que utilizavam bioceramicas como

carreadores.
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Dessa forma, pode-se confirmar que o conhecimento do tamanho das particulas
é de suma importéncia, para a escolha do tipo de forma farmacéutica, bem como a
otimizacéo de propriedades importantes como a dissolucao.

O resultado das andlises de volume aparente, densidade aparente e compactada
dos lotes de AL (Tabela 01), mostraram as caracteristicas de compressibilidade deste
farmaco. Apesar de apresentar um bom indice de compactabilidade, os valores dos
indices de Carr e Fator de Hausner estavam abaixo do que recomenda a farmacopéia
americana (UNITED STATES PHARMACOPOEIA, 2006).

Tabela 1 — Propriedades de fluidez e compressibilidade do AL

DA (g/mL) DC (g/mL) IC (%) Pl FH a(®)

LAl 0,42+0,002 0,63+0,002 32,21+0,004 0,76+0,04 1,47+0,006 59,8

LA2 0,46+0,005 0,64+0,004 34,26+0,003 0,79+0,005 1,49+0,004 60,2

Fonte: Dados da pesquisa. DA = densidade aparente; DC = densidade compactada; IC = indice
de Carr; Pl = Porosidade interparticular; FH = Fator de Hausner, valores representam a média +
desvio padrdo; n = 3; Valores do indice de Carr na faixa de 28 a 35% indicam p6s com fluxo
pobre e coesivo; Valores do Fator de Hausner entre 1,46 a 1,59 indicam fluxo muito baixo;
angulos de repouso situados entre 56 a 65° indicam fluxos muito baixo (United States
Pharmacopeia, 2006)

Ao analisar a velocidade de escoamento, e correlacionando com 0s parametros
supracitados, verificou-se a auséncia de fluxo de p6 em ambas as amostras de AL1 e
AL2. Essa correlacdo ja foi reportada por Maximiano e colaboradores (2010) ao
caracterizar o farmaco antichagasico benznidazol, demonstrando que o mesmo
apresenta baixas propriedades de fluxo.

Segundo Bittencourt e colaboradores (2009), uma das causas para a auséncia de
fluxo, consiste na adesdo das particulas do p6 ao funil e a atracdo entre as particulas do
AL devido a elevada carga eletrostatica entre as particulas.

Corroborando ainda, Karner e Urbanetz (2011) publicaram um "Review” acerca
da influéncia da carga eletrostatica em pds farmacéuticos utilizados em produtos para
inalacdo. Alguns dos estudos selecionados mostraram que o fluxo do p6 é fortemente
influenciado pelas forcas eletrostaticas e interagdes interparticula do tipo de Van der
Waals.

Uso de imagens do MEV-EDS na caracterizacdo morfoldgica possibilita a
identificacdo de particulas em seus diversos formatos, bem como permite a verificacdo

de mudancas nessas caracteristicas entre lotes comerciais diferentes, ou ainda, para o
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monitoramento de modificagdes na estrutura cristalina em processos de sintese e/ou

controle na produgdo de novas formulagdes, fato que a torna uma técnica util no
controle de desenvolvimento de produtos farmacéuticos inovadores.

Neste estudo, as fotomicrografias obtidas por MEV-EDS mostraram detalhes da
morfologia das particulas do pé (Figura 02). Pela analise das imagens pode-se observar
que tanto as amostras de AL1 quanto as de AL2 sdo constituidas por cristais lamelares,
ndo porosos, de superficies lisas, com tendéncia a formagdo de conglomerados, com
tamanhos diversificados e formas irregulares. Para complementar a anélise do MEV,
utilizou-se, o detector de energia dispersiva de raios X, de modo a possibilitar um
mapeamento dos elementos que constituem as amostras.

Da mesma forma, Bruni e colaboradores (2013) aplicaram MEV-EDS para
caracterizar os tipos de cristais, a morfologia da superficie e a composicdo elementar de
forma semiquantitativa. Esses autores observaram que o farmaco apresenta cristais de
formas e tamanhos diferentes, bem como relataram modificacGes cristalinas do farmaco

quando em mistura durante a analise das fotomicrografias.
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Fotomicrografias da superficie de particulas das amostras de AL1e AL2.
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Fonte: Dados da Pesquisa
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3.2 CARACTERIZAQAO DE DIFERENTES LOTES DE ACIDO LIPOICO POR
DRX

Os difratogramas das amostras AL1 e AL2, na forma de pd estdo apresentados

na Figura 3.

Figura 03 — Difratogramas de lotes comerciais de AL
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Fonte: Dados da Pesquisa

As amostras apresentaram-se como estruturas monofasicas, ou seja, 100% de
acido lipdico. Observa-se que as amostras apresentam o mesmo padrao cristalino com
picos de difracdo, correspondente ao angulo de Bragg (26) bem definidos, sendo que o
AL1 possui picos mais intensos em: 23,32; 23,98; 25,60 e 32,16°.

A determinacdo da cristalinidade é um importante parametro para o
entendimento do comportamento de sélidos cristalinos, visto que, determinados tipos
materiais como os de cristais moleculares podem sofrer um processo de polimerizacao
tornando-se amorfos ao serem expostos sob condigdes de luz e calor (NUYKEN;
PASK, 2013). De acordo com estudos de Ohowoavworhua e Adelakun (2005), para um
solido ser considerado cristalino, o grau de cristalinidade deve compreender na faixa de
55 a 80%.

Dessa forma, neste estudo o grau de cristalinidade, foi determinado, para cada

um dos lotes comerciais, AL1 e AL2, obtendo os valores como sendo de 97, e 96%
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respectivamente. Corroborando com estes resultados, Rault e colaboradores (2011),

determinaram o grau de cristalinidade do farmaco antihipertensivo carvedilol, obtendo
cerca de 90% de cristalinidade.

Esse pardmetro ja foi reportado em outros estudos como o de Costa Junior e
Mansur, quando classificaram blendas de quitosanas/poli (&lcool vinilico) pela
cristalinidade, obtendo trés tipos diferentes com 18, 23 e 28%.

Vale salientar que nem sempre um perfil cristalino atende as exigéncias do
delineamento tecnoldgico, haja vista que alguns farmacos cristalinos apresentam
caracteristicas  fisico-quimicas desfavoraveis ao desenvolvimento de produtos
farmacéuticos, como baixa solubilidade e/ou permeabilidade. Este fato foi abordado no
estudo de Zu e Colaboradores (2014), quando desenvolveram nanoparticulas de
anfotericina B, e utilizaram a difracdo para a caracterizacdo e determinacdo do grau de
amorfizagdo. Neste novo sistema, o0s autores relataram boa solubilidade e
permeabilidade.

Outro parametro importante que pode ser obtidos atraves da analise dos
difratogramas é o tamanho do cristalito. Sua determinacdo € importante diante da
necessidade de averiguacdo das rotas de sinteses utilizadas pelos fabricantes, a fim de
que possa evitar provaveis alteracbes quanto a formacéo do cristal caracteristico da
matéria-prima, o que pode causar mudancas em propriedades fisicas da matéria como o
fluxo e interacdo interparticulas (UVARQV et al., 2011).

Neste estudo os lotes AL1 e AL2 apresentaram tamanho médio do cristalito na
ordem de 42nm e 40nm respectivamente. Essa diferenca de tamanho de cristalitos ja foi
constada por Fernandes e Kawachi (2010), pesquisa que buscou desenvolver
microemulsdes com nanoparticulas de 6xido de ferro e, ao correlacionar os parametros
cristalinidade e tamanho de cristalito, perceberam que estes indices sdo diretamente

proporcionais.

3.3 CARACTERIZACAO TERMOANALITICAS DE DIFERENTES LOTES DE
ACIDO LIPOICO

As curvas TG/DTG e DSC dos lotes comerciais de AL apresentaram um perfil
bastante similar e estdo representadas na figura 04 e os dados na tabela 02.
Ao analisar os dados do TG, observa-se que ambas as substancia apresentaram

um comportamento termicamente estavel até 155,23°C e 153,18°C, apresentando uma
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Unica etapa de perda de massa que corresponde ao processo de decomposicdo a partir

desta temperatura, finalizando-se entre 254 e 256°C respectivamente. Observou-se a
formac&o de residuo em temperatura superior a 850°C.

As curvas TG/DTG da amostra AL1 (Fig. 4a) apresentaram perda de massa
entre 234 e 256°C, que se referem a decomposicao e a carbonizacdo do material. Nesta
faixa de temperatura, as curvas DSC apresentaram dois eventos endotérmicos que se
sobrepGem entre si. As curvas TG/DTG indicam que a decomposicdo térmica é
praticamente completa até 256°C, restando um residuo de cerca de 8,82% em relacéo a
massa inicial.

As curvas TG/DTG da amostra AL2 (Fig. 4b) apresentaram uma Unica etapa de
decomposicdo com perda de massa entre 234 e 268°C que se referem a decomposicéo e
a carbonizacdo do material. Nesta faixa de temperatura, as curvas DSC apresentaram

dois eventos endotérmicos que se sobrepdem entre si.

Figura 04 - Perfil Térmico dos Lotes Comerciais de AL1 (a) e AL2 (b)
[ (@ 17
80 —»717
60 -2

40 |

Massa (%)
Fluxo de Calor (W/g)
Deriv. Massa (%/°C)

T T T T T T T T T T
200 400 600 800 1000

Temperatura (°C)

®) |
1 W J415

804

60 - <10

L3
40 4 05

Massa (%)
Fluxo de Calor (W/g)
Deriv. Massa (%/°C)

20

1
e
=Y

. T : : . : .
200 400 600 800 1000
Temperatura (°C)

Fonte: Dados da Pesquisa



Paginwa |62
SILVA, PCD

Constatou-se que na faixa de temperatura compreendida entre 25 a 155 °C para
ambas as amostras ndo foi evidenciada a perda de massa. Essa é a chamada zona de
estabilidade térmica, que é limitada pela temperatura inicial de degradacdo. Em estudos
termogravimétricos do AL, Portela e Colaboradores (2012) encontraram valores
similares aos deste estudo, para a etapa de composicao do AL, com valores entre 233,48
a 265,76°C. Vale ressaltar que o AL é termicamente estavel nessa faixa de temperatura,
desde que ndo seja exposto a temperatura por periodos prolongados.

As curvas de DSC de cada amostra, AL1 (Fig. 4a) e AL2 (Fig. 4b),
apresentaram, cada uma, um evento endotérmico, com pico maximo em 61,37 e
63,55°C, respectivamente, o que indicou o processo de fusdo de cada composto. Vale
salientar que apenas a amostra AL2 apresentou um ponto de fusdo dentro da faixa
compreendida pela Farmacopéia Britanica (2009), porém, ao observar a literatura,
diversos autores obtiveram faixas de fusdo, um pouco diferentes, dos preconizados
pelos compéndios oficiais, como: 60°C (RENTFROW et al., 2004); 60°C (WANG et al.,
2013); 59-62°C (PORTELA et al., 2013); 46-49°C (IKUTA et al., 2013). Nesta faixa de
temperatura as curvas TG/DTG ndo mostraram qualquer variacdo de massa. O segundo
evento observado na curva DSC do AL foi também endotérmico, o qual teve inicio ap0os

a completa fusdo da substancia e corresponde ao seu estagio de decomposicdo térmica.

Tabela 2—-Dados Termoanaliticos das Curvas TG/DTG e DSC

TG/DTG DSC
Amostra T T
decon:[r)]j:itgéo deco;r;isseitgéo DTGpim Am/ % Tonsetlo Tendset/O Tpico AHftjls
e i /°C C C /°C g
ALl 234,18 265,06 26150 99,87 59,11 67,61 63,55 135,8
AL2 235,25 266,01 261,99 96,09 58,88 65,92 61,37 131,5

Fonte: Dados da Pesquisa

3.4 ANALISE ESPECTROSCOPICA DE DIFERENTES LOTES DE ACIDO
LIPOICO

Os espectros sdo bastante aplicados para a obtencdo de informacdes qualitativa
relativa a composicdo do farmaco, em relagdo aos principais grupos funcionais que
podem ser utilizados como um “fingerprint” da molécula em estudo (CRANE, et al.,

2007).
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A partir dos espectros no infravermelho, as principais bandas de absorgéo

relativas as amostras AL1 e AL2 foram caracterizadas, conforme pode ser visualizada
na Figura 05.

Figura 05 - Espectros na regi&o do infravermelho (4000 cm™- 400 cm™) para AL.
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Fonte: Dados da Pesquisa

As amostras deste estudo, conforme ja visualizados pelos perfis difratométricos,
apresentaram uma estrutura similar e assim, grupos funcionais idénticos.

As andlises de FTIR (Tabela 03) foram realizadas para verificar a presenca das
ligacbes S-H, C-S, as quais formam o anel ditiolano; as C=0 e -OH do grupo funcional
carboxila e as —CH, da cadeia carbdnica que constitui a molécula do &cido lipdico.

As bandas caracteristicas visualizadas na regido de 1684cm™ correspondem ao
estiramento de C=O da carboxila. A faixa compreendida entre 1200 a 1300 cm™,
caracteriza a deformacdo axial de -OH de acido carboxilico. Essas regides tambem
foram relatadas por Pecanha e colaboradores (2013).

Na faixa de 670 a 650 cm™ pode-se observar a banda referente & vibragdo v(C-
S). Na molécula do AL, o enxofre estd presente em ligacdes dissulfeto, no anel
ditiolano.

Essas bandas também foram reportadas em estudo realizado por Soares, Rezende

e Fortes (2010) em trabalhos com compostos de enxofre que identificaram frequéncias



Paginwo | 64

SILVA, PCD

correspondentes & ligacdo C-S entre 530 e 975 cm™. Esses autores afirmam que essas

bandas de absorcdo no espectro FTIR sd&o muito fracas, e em consequéncia,
praticamente ndo sdo percebidas visualmente.

Comparando o0s espectros obtidos para ambas as amostras estudadas neste
trabalho com o obtido por Cassano e Colaboradores (2012), observa-se a similaridade
entre eles. Desta forma, pode-se inferir que os resultados obtidos para as analises de
FTIR est&o de acordo com a literatura.

Tabela 3 — Principais bandas identificadas no espectro de FTIR do AL

Frequéncia do Grupo

Amostras  Origem (cm™) Atribuicéo
ALl 2980
- CH,- Deformacéo axial de C-H de grupos CH,
AL2 2982
ALl 1690
C=0 Deformacéo axial da C=0 da carboxila
AL2 1693
AL1 1250
-OH Deformacéo axial da -OH
AL2 1253
ALl 928
-OH Deformacéo angular de OH associadas
AL2 923
ALl 675
-C-S- Vibrages de Estiramento da C-S
AL2 679

Fonte: Dados da Pesquisa
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4 CONCLUSAO

A consolidacdo da industria farmacoquimica no Brasil e a garantia da qualidade
dos insumos necessarios a producdo farmacéutica apresentou avangos nas ultimas
décadas com a consolidacdo de métodos analiticos aplicados ao controle de qualidade
de farmacos e medicamentos. Com essas melhorias, a compreensdo do comportamento
fisico-quimico de insumos farmacéuticos ativos tornou-se possivel e viavel com a
combinacdo de diversas técnicas de anélise. Neste estudo ficaram constatadas diversas
divergéncias entre os lotes estudados no tocante a diversos pardmetros como a pureza,
ponto de fusdo e a cristalinidade. Estes resultados podem constituir um obstaculo para a
aplicabilidade industrial em formulagdes do é&cido lipdico, devido a complicacBes
inerentes a estabilidade. Diversos avancos tém sido alcancados, com acumulo de
informac0es relativas aos fendmenos fisico-quimicos envolvidos, o que tém ampliado as
perspectivas de emprego desta molécula em novos sistemas. Dessa forma, a
caracterizacdo deste farmaco ndo é o Unico desafio a ser vencido. E necesséario o
desenvolvimento de novas formas farmacéuticas que despertem o efetivo interesse
econémico da indudstria, de modo a aproveitar o potencial terapéutico desta molécula e

assim contribuir para melhorias na qualidade de vida dos usuérios.
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ABSTRACT

Lipoic acid (LA) is an antioxidant that acts as a cofactor for the multienzymatic
complex present in mitochondria, and has been widely used as a therapeutic agent for
diseases such as atherosclerosis, Alzheimer's disease and related dementias. The
objective of this study was to characterize and compare, through micromerithic,
thermal, spectroscopic and diffractive techniques, commercial batches of lipoic acid.
Two commercial batches of LA were used. We determined the flow properties of the
raw materials by indirect methods ( angle of repose , compressibility index and Carr , of
Hausnner factor and interparticle porosity) and direct ( bulk density ( DA) and
compressed ( DC ) and speed flow) and the tests: Thermogravimetric (TG/DTG),
differential scanning calorimetry (DSC), infrared spectroscopy and diffractive analysis
for each commercial batch were performed. The flow properties of the samples showed
values AL1 and AL2 DA/ DC 0.42/0.63 g/ ml and 0.46 / 0.64 / g / mL respectively
The TG/DTG curves of the samples LAL and LA2 showed that they are thermally stable
up to 150 °C, with a single stage of mass loss. The DSC curve shows a characteristic
endothermic event of fusion of the compounds (LA1: Tfusao = 61.37 °C, AHfus = 131.5
Jig; AL2: Tfusdo = 63.95 °C, AHfus = 135.8 J/g). A second event, endothermic,
observed on the DSC curve of LA sample, started after the complete melting of the
substance and corresponds to the stage of thermal decomposition. On the infrared
spectra, the main absorption bands for samples of LA were characterized and the main
occur at the regions of 3030-2850 cm-1 and 1750-525 cm-1. The XRD profiles of LA
samples presented a typically crystalline profile. Considering these results, we can
conclude that the knowledge of the physico-chemical properties of lipoic acid in
different commercial lots allow the rational use of this drug during the development of
new products, and thus complement drug therapies for various diseases for which is
indicated.

KEYWORDS:Solid-state  characterization. Thermal Analysis. Pharmaceutical.
Antioxidant. Lipoic acid.
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CAPITULO 02 -ESTUDO DE COMPATIBILIDADE
FARMACO-EXCIPIENTE E DE ESTABILIDADE
ENTRE O ACIDO LIPOICO E EXCIPIENTES
UTILIZADOS EM FORMAS FARMACEUTICAS
SOLIDAS
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RESUMO

O estudo de compatibilidade farmaco-excipiente compreende em uma ferramenta
importante durante o desenvolvimento racional de uma formulagdo farmacéutica. O
acido lipdico (AL) é um antioxidante enddgeno empregado na terapia complementar de
diversas patologias como a arteriosclerose. O objetivo deste trabalho foi avaliar a
compatibilidade farmaco-excipiente e a estabilidade entre o AL e excipientes
empregados em formas farmacéuticas solidas. A fim de investigar as possiveis
interacbes entre as substancias, inicialmente foi efetuado um screeningcom a
calorimetria diferencial exploratoria (DSC) com o propdsito de detectar possiveis
interacbes. Nos casos afirmativos foram realizados os seguintes ensaios: curvas
termogravimétricas (TG), andlises por espectroscopia do infravermelho (FTIR),
fotomicrografias pela microscopia eletrbnica de varredura e tracado o perfil
difratométrico. Os resultados obtidos foram empregados para a definicdo de um
protétipo da formulacdo. Os ensaios de estabilidade foram realizados com a formula e o
farmaco com a determinacdo de pardmetros cinéticos e termodinamicos. Baseado nos
resultados de DSC, TG, MEV, FTIR e DRX, foram constatadas as incompatibilidades
com o0s seguintes excipientes: lactose, estearato de magnésio e PVP K30. A formulacao
desenvolvida apresentou estabilidade de até 9,64 anos comparadas ao farmaco isolado
que apresentou 3,27 anos. Podemos concluir que as ferramentas analiticas empregadas
neste estudo sdo eficazes para a definicdo de incompatibilidades entre farmacos e
excipientes farmacéuticos de modo a garantir uma nova formulacdo com os parametros
de controle de qualidade e estabilidade.

PALAVRAS-CHAVES: Interacédo farmaco-excipiente. Incompatibilidade.
Calorimetria Diferencial Exploratéria. Antioxidante. Acido Lipdico.
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1 INTRODUCAO

Os procedimentos para o controle de qualidade que classificava um
“medicamento eficaz”, até meados do século XX referiam-se apenas ao conhecimento
das propriedades fisico-quimicas do farmaco. Apds uma série de eventos contra a salde
publica resultantes da ineficacia clinica e intoxicacbes medicamentosas, 0s estudos
também foram direcionados para os componentes da formulagdo e o processo produtivo
empregado (PEREIRA; FREITAS, 2008; OLIVEIRA; YOSHIDA; GOMES, 2011).

A partir desse panorama, estudos de pré-formulacdo foram delineados, com o
intuito de caracterizar as propriedades inerentes a molécula e compreender as possiveis
interagBes fisico-quimicas do farmaco. Vale ressaltar que o sucesso na obtencdo de uma
forma farmacéutica, também depende da selegdo criteriosa dos excipientes (OLIVEIRA,
et al., 2010; SOARES-SOBRINHO, 2010; CHADHA; BHANDARI, 2014)

Dentre as funcbes do excipiente na formulacdo podemos destacar a facilitacdo
da administracdo, liberacdo e protecdo durante o processamento. Embora ndo tenha
relacdo direta com a atividade farmacoldgica, uma escolha incorreta e arbitraria pode
ser prejudicial para a estabilidade do produto final (NARANG; DESAI; BADAWAY,
2012). Alias, interacOes fisicas ou quimicas entre farmacos-excipientes podem afetar a
natureza quimica, a estabilidade, a biodisponibilidade e consequentemente a eficacia
terapéutica e seguranca da forma farmacéutica final (CHAVES, et al., 2013). O que nos
permite afirmar que estudos de compatibilidade farmaco-excipiente constituem uma
fase importante no estagio de desenvolvimento de qualquer medicamento. Neste
sentido, a elaboracdo de um protocolo de estudo para testar e selecionar os melhores
excipientes para formas farmacéuticas estaveis constitui uma etapa fundamental nesta
fase do desenvolvimento (BHARATE; BHARATE; BAJAJ, 2010).

Diversas técnicas analiticas sdo empregadas nos estudos de compatibilidade
farmaco-excipiente. Dentre elas, a Calorimetria Diferencial Exploratéria (DSC) é
amplamente utilizada, por tratar-se de uma técnica rapida, para avaliacdo das
propriedades fisicas de farmacos, como variagcdes na aparéncia e/ou desaparecimento de
picos endotérmicos ou exotérmicos, além de variacbes nos valores de entalpia
relevantes em curvas térmicas de misturas de farmaco-excipiente (PANI et al., 2011).
Além desta, outras técnicas complementares sdo empregadas para garantir a
confiabilidade dos resultados obtidos como a termogravimetria, a microscopia

eletrbnica de varredura, a espectroscopia na regido do infravermelho médio com



Pagiwo | T4
SILVA, PCD
transformada de Fourier e a difracdo de raios-x(PERES-FILHO et al., 2012; LIMA et

al., 2013; KUMAR et al., 2013; BORBA et al., 2014).

O 4cido lipdico (AL) (Fig. 01) é um &cido graxo de ocorréncia natural que atua
como cofator de complexos multienzimaticos mitocondriais como o-cetoglutarato
desidrogenase, piruvato desidrogenase, complexo a-cetocido desidrogenasee complexo
glicina descarboxilase (CASTRO et al., 2014; NIKOLAI, et al., 2014). O &cido lipodico é
0 Unico antioxidante endogeno capaz de inativar espécies reativas de oxigénio (ERO)
tanto na fase aquosa quanto na lipidica da membrana plasmatica. Na sua forma
endogena, 0 mesmo apresenta uma ligacdo dissulfidica que pode ser inativada pela
enzima lipoamida desidrogenase, resultando na forma reduzida, &cido dihidrolipdico
(HARDAS et al., 2013). Ambas as formas apresentam atividade biolégica desde a
inativacdo de EROs a quelacdo de ions metélicos além de interagir com outros
antioxidantes como a glutationa e ubiquinona, prevenindo a oxidacao destes (KATES et
al., 2014). Em estudos publicados recentemente o AL tem mostrado sua eficacia
terapéutica na reducdo de sintomas da polineuropatia diabética (KOH et al., 2011);
aterosclerose, doenga de Parkinson (HENDERSON et al.,, 2012), agente anti-rugas
(SHERIF; BENDAS; BADAWY, 2013) e excelente atividade antiinflamatoria (ASTIZ
et al., 2012).

Figura 01 — Estrutura do R-(+)-a-Acido Lipdico
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Fonte: Dados da Pesquisa

Diante do exposto, este trabalho visa avaliar a compatibilidade fisico-quimica
farmaco-excipiente entre o acido lipdico e adjuvantes tecnoldgicos utilizados em formas
farmacéuticas sélidas e determinar os parametros cinéticos, para avaliar a estabilidade

do farmaco e da formulacdo proposta a partir dos excipientes selecionados.
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2 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

2.1 MATERIAL

O Acido Lipéico (AL) matéria-prima, lote n° 090838; proveniente da China e
distribuido pela Henripharma. Como adjuvantes farmacéuticos foram utilizados as
seguintes substancias: lactose, amido de milho, estearato de magnésio, didxido de silicio
coloidal, celulose microcristalina PH101, talco farmacéutico e Polivinilpirrolidona
(PVP-K30)

2.1.1 PROTOCOLO DO ESTUDO

O fluxograma (Fig. 02) apresenta o protocolo utilizado para avaliar a
compatibilidade do Al com os excipientes farmacéuticos. Inicialmente, foi realizado um
screening por DSC com as misturas binérias a fim de verificar a ocorréncia de
interacdes ou mudancas no perfil térmico dos componentes. Em caso positivo, as
analises foram complementadas com outras técnicas como o TG, FTIR, o MEV, e 0
DRX. A partir dos adjuvantes tecnoldgicos que ndo apresentaram interacdes, foi
proposta uma formulacao e realizado um estudo cinético de estabilidade.

2.1.2 PREPARACAO DAS AMOSTRAS

Com objetivo de avaliar as possiveis interacGes entre 0 AL e 0s excipientes
farmacéuticos selecionados, foram preparadas misturas fisicas binarias pelo método de
diluicdo geométrica, em gral de vidro com o auxilio de uma espéatula durante 5 minutos
na proporcao equiponderada de 1:1 (p/p).

Esta proporcdo foi escolhida para maximizar a probabilidade de interacdo entre
os materiais (BRUNI etal., 2010; MAXIMIANO et al., 2011; TITA et al., 2011;
SINGH; NATH, 2012; CERESOLE et al., 2013; CHADHA; BANDARI, 2014).
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Figura 02 — Delineamento do estudo de pré-formulacao
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2.2 METODOS

2.3 ANALISE TERMICA

As curvas TG/DTG foram obtidas por meio de uma termobalanga SDT TG/DTA
Q600 TA Instruments®, a uma razdo de aquecimento de 10°C/min, sob atmosfera de
nitrogénio (50 mL/min), na faixa de temperatura entre 30 a 900°C. Para a realizacdo do
ensaio foram utilizadas massa de amostras de 5,00+£0,05mg. A calibracdo do SDT
TG/DTA Q600 foi na razdo de aquecimento de 10 °C/min, com padrdo de oxalato de
célcio.

As curvas DSC foram obtidas em um modulo calorimétrico exploratério
diferencial DSC modelo Q20 TA Instruments®. Foi utilizada uma massa de
2,00+0,05mg em cadinhos de aluminio herméticos. O DSC Q20 foi calibrado para a
temperatura utilizando como padrdo o ponto de fusdo do indio (PF= 156,6 °C) com
pureza de 99,99%. A calibracdo para energia foi feita com base na entalpia de fusdo do
indio metalico (AHpuszo = 28,54 Jg™).

Os dados obtidos foram analisados com o programa TA Instruments Universal
Analysis 2000, versdo 4.5A.

2.4 ESPECTROSCOPIA DE ABSORCAO NA REGIAO DO INFRAVERMELHO
(FTIR)

Os espectros foram obtidos em espectrofotdmetro Spectrum 400 Perkin Elmere
FT-IR/FT-NIR Spectrometer com transformada de Fourier no modo transmitancia, com
resolucdo de 1 cm™ cobrindo a faixa de 4000 a 400 cm™. Os espectros obtidos foram

comparados aos disponibilizados pela literatura.

2.5 DIFRACAO DE RAIOS-X (DRX)

As analises por DRX das amostras, na forma de pd, foram realizadas em um
equipamento da Shimadzu Modelo XRD-600, usando radiacdo Cuy, de A=1,5406A. A
contagem do tempo foi de 0,6 segundos para cada passo de 0,02°, com intervalo de
varredura entre 10 a 50° (20). Os difratogramas obtidos foram comparados com as

cartas padrbes JCPD, cadastradas no ICDD (International Centre of Difraction Data).
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2.6 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

O MEYV foi empregado para analisar diretamente a estrutura e a distribui¢éo dos
cristais formados pelas amostras. Esta técnica permitiu a avaliagdo de possiveis
variagdes estruturais que possam ter ocorrido, apds o processamento das misturas com
0s excipientes, nos cristais do AL. A caracterizagdo por MEV foi realizada no
equipamento fabricado pela Hitachi modelo TM 1000, nas magnificacbes de 500x.

2.7 ESTUDO CINETICO DA ESTABILIDADE

Os ensaios termogravimétricos isotérmicos para determinacdo dos parametros
cinéticos relacionados com a degradacdo foram realizados para o farmaco e para a
formulagédo proposta.

Em condicGes isotérmicas, a taxa do processo de conversdo de massa (da/dt) é
definida como uma funcdo linear da variagdo de massa em funcdo do tempo, e

independe da temperatura, e pode ser descrita (TITA, et al, 2012):

da

U=E= k(T) (1)

Onde o ¢ a taxa de reagdo ou taxa de conversdo; t = tempo de reacdo; T =
temperatura da amostra. A funcéo k(T) descreve a constante de velocidade da reacdo em
relacdo a temperatura, é usualmente descrita pela lei de Arrhenius e por meio desta,
podemos calcular a energia de ativacao e o fator pré-exponencial através da Equacéo (2)
(JANKOVI, 2010):

k = Aexp (— :'—T> @)

Esta equacdo é totalmente aceita para reacdes homogéneas, podendo ser
estendida para reacGes heterogéneas, e por meio desta, pode-se calcular a energia de
ativacdo e o fator pré-exponencial através da Equacdo (1) na forma linearizada
(JANKOVI, 2010):

Ink = Ind — 2% «
n =n R

-
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A partir dos resultados obtidos nas curvas TG/DTG dinamicas, foram efetuadas
as andlises isotérmicas nas seguintes temperaturas: 150, 155, 160, 165, 170 e 175°C,
tendo em vista que a degradacdo do AL tem inicio proximo em 155°C. Tanto o farmaco
isolado como o presente na formulagcdo apresentaram a mesma temperatura de
decomposicdo, logo, aplicaram-se para a formulagdo as mesmas temperaturas.

Para a determinacdo dos parametros termodindmicos, tais como: variacdo de
entropia (AS), entalpia (AH) e energia livre de Gibbs (AG), correspondente a Energia de
Ativacdo ja determinada, foram utilizadas as seguintes equacgdes, conforme estudo de
Shamsipur e colaboradores (2013):

—-E —-AG

A expﬁ = v exp RT 3)
AS =RIn exipr (4)
AH = E —RT ()

AG = AH — TAS (6)

Onde, v = kBT/h-; ks = é a constante Boltzmann e h é a constante de Plank. E, é

a energia de ativacdo do processo, T, € a temperatura absoluta, e R é a constante
universal dos gases.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 CARACTERIZACAO DO AL

As curvas TG/DTG do AL (Figura 3a) mostram que a substancia é termicamente
estdvel até aproximadamente 155,62°C sem apresentar variagdo na massa, e,
apresentando uma Unica etapa de degradacdo entre 235,24 — 265,47°C (An=96,29%;
DTGpico= 261,11°C) a partir desta temperatura. A primeira derivada das curvas
termogravimétricas (DTG) confirma a faixa de 235,24 — 265,47°C como etapa de
decomposicdo do farmaco. A curva DSC (Figura 3b) mostra dois eventos endotérmicos.
O primeiro evento ocorre entre 54,62 e 66,56°C indicando a fuséo deste composto (T pico
= 61,60°C; AH,s=33,27kJ/mol; Pureza: 98,26 mol/%). O segundo, também
endotérmico, teve inicio apds a completa fusdo da substéncia e corresponde ao seu
estagio de decomposicao térmica (Tonsetnsc = 256,41°C; AHzys=222,8kJ/mol).

Os valores obtidos neste estudo, pelo DSC, para a faixa de fusdo esta de acordo
com os valores da Farmacopéia Briténica (2009).

O espectro do FT-IR do AL (Figura 3c) mostra bandas caracteristicas dos grupos
C-H, em torno de 2980 cm™. A banda que aparece em torno de 1693 cm™ esta associada
a estiramentos C=0; a que aparece em 695 cm™ deve-se a estiramentos do C-S.

O difratograma do AL (Figura 3d) evidéncia um perfil tipicamente cristalino,
com indice de cristalinidade de 97,3%, com picos caracteristicos em 7,92; 11,88; 13,89;
17,12; 17,84; 18,38; 23,60; 23,79; 25,41; 32,07° 26. Ao observar a ficha de difracao
depositada no JCPDS-ICDD sob n° 07-0585, observa-se uma variacdo na intensidade de
alguns picos, na amostra estudada, de até 0,90%, o que pode ter sofrido influéncia da
presenca de impurezas na amostra ou erro instrumental em altos angulos. Em trabalho
desenvolvido por Aradjo e Colaboradores (2007), esses autores relataram que apesar de
minimos, leituras em angulos elevados podem resultar na diferenca de valores da
intensidade nos difratogramas.

As fotomicrografias (Figuras: 3e, 3f e 3g) mostram os cristais do AL com habito
lamelar caracteristico, em formato de placas com tamanhos diferentes e com forte
tendéncia a formar conglomerados. Da mesma forma, outros autores aplicaram o0 MEV
com o intuito de determinar a morfologia (KAIALY; NOKHODCHI; 2013) aérea de
superficie (CHADHA; GUPTA; SHUKLA, 2013) e tamanho (TIAN, et al., 2006) de

pos farmacéuticos.
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No trabalho realizado, observa-se a importancia da caracterizacao fisico-quimica

e morfolégica de farmacos constitui um pardmetro importante durante o
desenvolvimento e controle de qualidade de novos produtos farmacéuticos.

Da mesma forma, no trabalho de Kuminek e Colaboradores (2013), foi
defendido que o monitoramento das propriedades dos insumos é necessario devido a
provaveis mudangas na estrutura cristalina, variacGes em propriedades como o ponto de

fuso, a solubilidade, a dissolucéo e a estabilidade fisica e quimica.

Figura 03 — Caracterizacéo fisico-quimica do lote comercial de AL
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Fonte: Dados da Pesquisa
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3.2 CARACTERIZACAO DOS EXCIPIENTES FARMACEUTICOS POR

ANALISE TERMICA

Os dados das curvas TG/DTG e DSC dos excipientes farmacéuticos
selecionados (lactose, amido, CMC 102, Estearato de Magnésio, Didxido de Silicio e
Talco) estdo representados na tabela 01. As curvas dos mesmos estdo expostas nas

figuras a seguir.

Tabela 1-Caracterizacdo dos Excipientes Farmacéuticos utilizados no Estudo, por analise
térmicaobtidas na razéo de 10°C/min, sob atmosfera dindmica de Nitrogénio (Fluxo= 50mL/min)

Curvas TG/DTG Curvas DSC Natureza do
Amostra Tonset T1iceDTG T piceDSC  AHsyszo Processo Ref.
(°C) (%/°C) (°C) (kJ/mol) (DSC)
GOMBAS et al.,
) (2002)
136,85 147 44 147,84 92,42 Desidratacdo  LISTIOHADI et al.,
Lactose 190,57 237,80 217,50 142,7 Fuséo da LAC  (2009)
262,12 290’70 243,87 290,6 Decomposicdo BRUNIetal.,
’ 302,36 295,4 Decomposigdo  (2010)
NEP; CONWAY
(2011)
o BENINCA et al.,
134,54 9,51 Gelatinizagdo  (2013)
Amido 55,97 57,62 150,75 34,57 Decomposicdo  SCHLEMMER;
239,57 310,25 271,44 75,23 Decomposicdo JALES, (2010)
310,16 98,89 Decomposicio KAEWTATIP et
al., (2010)
39,01 55,18 Transi¢do PAES etal,
36,41 78,70 . (2010)
CMC 308,66 320,18 Vitrea
283,57 189,5 . RAMIRES et al.,
430,03 489,54 Decomposicao
(2010)
BRUNI et al.,
73,24 79,87 75,42 27,66 Desidratacio (FZS&?/)AS AL
EM 328,27 342,38 103,37 60,83 Fusdo (2013) AL
432,16 442,42 261,31 156,1 Decomposicdo 11T a'et AL (2011)
sol BERTOL et al.,
D'g).‘l',d? de - - - - - (2009); TALVANI
Hicio etal., (2013)
JULIO et al., (2012)
Talco - - - - - VERONEZ et al.,
(2013)
Transicéo GURU, etal.,
PVP K30 51,36 62,81 79,01 260,0 Vitrea (2010)
407,52 431,63 216,53 9,9 Transicio ~ SINGH; NATH,
Vitrea (2012)

Fonte: Dados da Pesquisa; CMC = Celulose microcristalina; EM = Estearato de Magnésio; PVP K30 = Polivinilpirrolidona

3.21 LACTOSE

Os eventos térmicos na curva DSC (Fig. 4) estdo de acordo com aqueles de
perda de massa indicados nas curvas TG/DTG. A curva mostra um evento endotérmico
entre 97,69 e 179,56°C (Tyico = 147,44°C) correspondente a perda de agua de hidratagéo.



Pagiwa |83

SILVA, PCD

As curvas TG/DTG mostraram, no primeiro evento, uma perda de massa de 5,10%, o

que permite atribuir que se trata de lactose monohidratada, que apresenta 5% em massa
de agua, conforme foi relatado por Brunie Colaboradores (2010).

Entre 202,68 — 224,80°C ocorre a fusdo da lactose (Tpicoc = 217,50°C) e o
processo de decomposicéo térmica foi evidenciado por dois eventos endotérmicos (T pico
= 243,87 e 302,36 °C respectivamente). Observa-se na literatura uma divergéncia no
tocante a definicdo do ponto de fusdo da lactose. Em diversos trabalhos, o ponto de
fusdo da lactose é apresentado como: 222°C (LISTIOHADI, et al, 2009); 240°C
(PERES-FILHO et al., 2010); 218°C (NEP; CONWAY, 2012); 210°C (TITA et al.,
2010); 213 — 225°C (LAVOR et al., 2013); 216°C (TITA et al., 2013). Vale ressaltar
que, os compéndios oficiais consultados (UNITED STATES PHAMACOPOEIA, 2007;
BRITISH PHARMACOPEIA, 2009) ndo apresentaram uma faixa de fusdo da
substancia, e o livro-texto de Rowe, Sheskey e Quinn (2009) define a faixa de fuséo
para a lactose monohidratada como sendo entre 201 e 202°C.

As curvas TG/DTG da lactose (Fig. 4), insumo farmacéutico utilizado como
diluente em formas farmacéuticas sélidas, mostraram que esta substancia é
termicamente estavel até aproximadamente 99,80°C. A partir dessa temperatura, esta
matéria-prima perdeu massa em trés etapas. O primeiro evento se processa entre 136,85
e 149,82°C com perda de massa de aproximadamente 5,37%. O segundo acontece entre
190,57 e 262,12°C com perda de massa de 29,79%. O terceiro ocorre de forma lenta e
gradativa entre 262,12 e 648,37°C e a perda de massa é de 46,97%. Observa-se um teor
de residuo carbonaceo de aproximadamente 16,42%.

Dessa forma, sugere-se a ocorréncia de um tipico caso de polimorfismo. Este
fendmeno baseia-se na capacidade de uma substancia existir, no minimo em duas
formas cristalinas distintas no estado sélido. Nos estudos de Giron (2003), a
pesquisadora enfatiza a necessidade de estudos direcionados para 0S insUMos
farmacéuticos com essas caracteristicas, tendo vista que apesar das formas polimérficas
apresentarem as mesmas propriedades no estado liquido e gasoso, no estado sélido,
determinados parametros como dissolucdo, ponto de fusdo, densidade, cristalinidade,
sdo bem distintos (GIRON, 2001; GIRON, 2003).

Em trabalho publicado por Kirk, Dann e Blatchford (2007) foi proposto um guia
para a determinacdo do polimorfismo da lactose, por meio de técnicas espectroscépicas,

difratométricas e ressonancia magnética nuclear.
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Figura 014 - Curvas DSC e TG/DTG da lactose, obtidas sob atmosfera dinamica de nitrogénio (50
mL.min™)
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3.2.2 AMIDO DE MILHO

O amido de milho é um excipiente farmacéutico utilizado em capsulas e
comprimidos como diluente, aglutinante e desintegrante. As curvas TG/DTG (Fig. 5)
mostraram que o amido perdeu massa em dois eventos térmicos. A primeira etapa
ocorreu entre 55,97 a 87,20°C (Amw = 8,74), 0 que pode sugerir a ocorréncia de
eliminacdo da &gua incorporada ao composto. Esse processo também foi evidenciado

nos estudos de Pineda-Gomez e Colaboradores (2011)
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Figura 5 —Curvas DSC e TG/DTG do amido de milho, obtidas sob atmosfera dindmica de
nitrogénio (50 mL.min™)
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O segundo evento térmico da curva TG/DTG ocorreu entre 239,57 - 350, 17°C
(Ame% = 66,99) 0 que sugere a ocorréncia da degradacdo térmica dos polissacarideos
amilose e amilopectina com a formacdo de residuo carbonaceo conforme foi relatado
por Tita e Colaboradores (2011).

A curva DSC (Fig. 5) desta substancia apresentou dois eventos entre 52,49 e
150,75°C. O primeiro sugere a ocorréncia da gelatinizagdo (Tyico= 134,54°C) e o
segundo pode estar relacionado com a fusdo do complexo amilose-lipideo (Tpico=
150,75°C). Diferentemente, em trabalho realizado por Beninca e colaboradores (2013)
0 processo de gelatinizagdo ocorreu numa faixa de temperatura mais baixa (Tpico =
70,00°C). Este fato também foi observado em outros estudos: Steeneken e Woortaman
(2009) com Tyice= 79°C;Schlemmer e Jales (2010) com Tpyico= 65°C e Moran, Cyras e
Vasquez (2013) apresentou T pice= 69°C.

Uma justificativa para essa diferenca foi apresentada no “review”’e publicado por
Denardin e Silva (2009), que indicaram como o principal fator que influencia na
temperatura de gelatinizacdo ser a presenca de agua, haja vista, que atua como agente
plastificante nos cristais de amido, além de ser um condutor de energia. Dessa forma,

guanto mais agua tiver o material, menor sera a temperatura de gelatinizacéo.
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Outros dois eventos termicos também foram observados na curva DSC e podem

estar relacionados com a decomposicdo do material. Um endotérmico ocorreu apés

271,44 com Tpico = 274, 30°C. Um evento exotérmico apds 289,36°C (T pico = 310,16°C).

Estes podem estar relacionados com a decomposi¢cdo das fontes amilaceas, tendo em

vista a elevada resistividade térmica destes compostos, correspondendo, assim ao

segundo evento de perda de massa encontrado nas curvas TG/DTG, conforme foram

relatados nos estudos de Kaewtatip e colaboradores (2010) e nos de Lacerda e
colaboradores (2014).

3.2.3 CELULOSE MICROCRISTALINA

A celulose microcristalina € um adjuvante tecnolégico empregado na producao
de cépsulas e comprimidos como aglutinante ou diluente. As curvas TG/DTG (Fig. 6)
mostraram que a celulose perdeu massa em trés etapas a partir da temperatura ambiente.
O primeiro evento ocorreu entre 39,01 a 76,67°C (Amey% = 5,83), e sugere a ocorréncia da
perda de agua, conforme verificado no estudo de Moise, Stanculescu e Meltzer, (2014),
quando a etapa de desidratacdo ocorreu proximo de 100°C. O segundo ocorreu entre
308,66 a 328,90 °C com variacdo da massa de 76,17%. Nesse evento ocorre grande
parte da degradacdo desta matéria-prima. Provavelmente devido a volatilizacdo de
moléculas de baixo peso molecular, conforme foi relatado por Bernabe e colaboradores
(2013). Na terceira etapa, a decomposicdo do material ainda é observada, e ocorre entre
430,03 a 515,62°C, apds este evento observa-se a formacdo de residuo carbonaceo(Ame
= 3,84). No trabalho de Soares-Sobrinho e Colaboradores (2010), os processos de
decomposicao também foram evidenciados em duas etapas, ocorrendo entre 260-407°C
e 537-582°C respectivamente.

De acordo com Ramires e colaboradores (2010), as reac6es de decomposicdo da
celulose sdo decorrentes da clivagem de ligac6es glicosidicas, ligacdes C-H, C-O, C-C,
bem como pela desidratacdo, descarboxilacdo e descarbonilacdo. Os autores ainda
afirmam que a formacdo de dgua ocorre em diversos estagios da decomposicédo, devido
a degradacdo da levoglucosana (produto de degradacéo da celulose mais abundante) que

é carbonizada a partir de 600°C com a liberacdo de agua.
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Figura 6 —Curvas DSC e TG/DTG da celulose microcristalina, obtidas sob atmosfera
dinamica de nitrogénio (50 mL.min™)
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A curva DSC (Fig. 6) da celulose apresenta dois eventos endotérmicos distintos.
O primeiro ocorreu entre 36,41 a 142,03°C e provavelmente esta relacionado com o
processo de transicdo vitrea. Em trabalho publicado por Paes e Colaboradores (2010),
esse evento ndo foi evidenciado. Roig e Colaboradores (2011) afirmaram que a presenca
de agua e o grau de cristalizacdo da celulose sdo fatores que podem dificultar a
visualizagdo da transicdo vitrea do material. O segundo evento 283,67 a 348,57°C (T pico

= 331,70°C) e corresponde a etapa de degradacao térmica deste excipiente.

3.2.4 ESTEARATO DE MAGNESIO

O estearato de magnésio € usado em formas farmacéuticas como lubrificante em
baixas concentracdes, mas pode ser utilizado para retardar a dissolucdo em produtos de
liberacdo controlada.

As curvas TG/DTG (Fig. 7), mostraram que esta substancia é termicamente
estavel até aproximadamente 65,63°C. A partir dessa temperatura, a matéria-prima
perdeu massa em trés etapas. O primeiro evento se processa entre 73,24 e
102,04°C(Amw = 3,39), 0 que sugere a ocorréncia de desidratacdo. Valores estes que
foram proximos aos encontrados por Fulias e Colaboradores (2010) em que a

temperatura de desidratacdo do estearato de magnésio ocorreu entre 50 e 120°C.
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Figura 7 —Curvas DSC e TG/DTG do estearato de magnésio, obtidas sob atmosfera
dinamica de nitrogénio (50 mL.min™)
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O segundo evento ocorreu entre 328,37 e 359,79°C e a perda de massa é
proxima a 67,13%. Apos a etapa de desidratacdo, ocorreu a decomposi¢cdo do estearato
anidro, com eliminacdo do monoxido de carbono e a agua ligada a estrutura do
excipiente, este evento também foi confirmado por Thomas e Colaboradores (2009),
que indicaram o inicio deste a partir de 250°C. O terceiro ocorreu entre 432,16 e
468,73°C e a perda de massa é de 20,50%. Nesta fase ocorreu a eliminagdo do dioxido
de carbono. Os dados foram compativeis com os apresentados por Tita e Colaboradores
(2013), que encontraram valores para a finalizacdo da decomposicdo em 475°C.
Observou-se a formacao de residuo, (Ame = 0,14), a partir de 700°C, provavelmente,
formado por 6xido de magnésio, tendo em vista que esta substancia ndo se degrada em
temperaturas abaixo de 900°C, conforme demonstrou o estudo de Wesolowski e Rojek
(2013).

A curva DSC (Fig. 7) apresenta trés eventos endotérmicos; o primeiro ocorre
entre 75,42 a 94,81°C e esta relacionado com a perda da agua livre de superficie,
conforme foi relatado por Aigner e Colaboradores (2011), no trabalho desses
pesquisadores o evento da desidratacdo ocorreu em 70,6°C.

Ap0s o primeiro, outro evento ocorreu entre 103,37 a 125,36°C e provavelmente
estava relacionado com o ponto de fusdo do acido estearico. Resultados semelhantes aos

nossos, foram encontrados por Freire e Colaboradores (2009) os quais mostraram que o
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evento de fusdo ocorre entre 112,6 a 121,9°C. O terceiro ocorre entre 261,31 a 380,50°C

e 0 quatro e esta relacionado com a degradacdo deste insumo farmacéutico. Observa-se
que os resultados encontrados na curva DSC sdo compativeis aos visualizados nas
curvas TG/DTG.

3.25 TALCO

O talco é utilizado como agente antiagregante, ligante, diluente e lubrificante de
capsulas e comprimidos. As curvas TG/DTG do Talco (Fig. 8) mostraram que este
adjuvante tecnoldgico € termicamente estavel na faixa de temperatura estudada. Os
dados de DSC (Fig. 8) do talco indicaram que o0 excipiente é termicamente estavel até
400°C, condigcdes empregadas no experimento. Os nossos resultados estdo de acordo com
alguns relatados na literatura, como o de Julio e Colaboradores (2013) e Veronez e
Colaboradores (2013)

Figura 8-Curvas DSC e TG/DTG do talco, obtidas sob atmosfera dindmica de nitrogénio (50
mL.min™)
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3.2.6 DIOXIDO DE SILICIO COLOIDAL

O dioxido de silicio coloidal é usado em formas farmacéuticas como deslizante e
lubrificante. Conforme se pode averiguar pelas curvas TG/DTG (Fig. 9), em decorréncia

de sua natureza inorganica, este insumo apresentou-se termicamente estavel. Em
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trabalho de Nep e Conway, os autores afirmam que o ponto de fuséo deste excipiente e

de 1610°C, estando fora da faixa de temperatura adotada para os experimentos.

Na curva DSC (Fig. 9), ndo foi observado qualquer outro evento térmico, de
relevancia dentro da faixa de temperatura estuda. Este fato também foi descrito por
Eerdenbrugh e colaboradores (2009.

Figura 09 —Curvas DSC e TG/DTG do didxido de silicio coloidal, obtidas sob atmosfera dindmica
de nitrogénio (50 mL.min™)
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3.2.7 PVP-K30

O PVP-K30 é utilizado em formulacGes farmacéuticas com a funcdo de
desintegrante e aglutinante. As curvas TG/DTG (Fig. 10) evidenciaram a ocorréncia de
duas etapas distintas de perda de massa. A primeira ocorreu entre 51,36 a 78,24°C
(Am%=10,93) corresponde, possivelmente, a perda de agua por desidratacdo. Posterior a
este evento o material permaneceu estavel até a temperatura 350°C, e a partir desta
temperatura, teve inicio ao segundo estagio, entre 407,52 a 451,91°C que pode estar
relacionado com a etapa de degradacdo do material, e a formacéo de residuo carbonaceo
(Amw = 5,32).

Nossos resultados estdo semelhantes aos encontrados no estudo de Paula e Mano

(2012) que afirmaram ser o PVP é uma molécula com carater hidrofilico, o que
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justificaria a ocorréncia da desidratacdo. Os autores explicam ainda que a etapa de

decomposicao ocorreu devido a uma quebra na ligacdo entre nitrogénio e o carbono da
carbonila, com a produgdo de amoénia. Por fim, ocorre a descarboxilacdo e a

carbonizagdo do material devido a degradacgdo da cadeia principal do polimero.

Figura 10 —Curvas DSC e TG/DTG do PVP K30, obtidas sob atmosfera dindmica de nitrogénio (50
mL.min™)
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A curva DSC (Fig. 10) apresentou uma endoterma entre 40,25 a 121,40°C
provavelmente associada a transicdo vitrea do material. Da mesma forma, Kumar e
colaboradores observaram este fendmeno 128,69°C. Na faixa de temperatura entre
156,58 a 260,63°C observou-se um segundo evento caracteristico de transi¢ao vitrea.
Fato este também reportado por Shakhtshneider e Colaboradores (2007) quando em
seus ensaios detectaram a ocorréncia da transicdo vitrea em duas regifes distintas da
curva DSC: 62 a 113 e 162 a 165°C, respectivamente.

3.3 ESTUDO DE COMPATIBILIDADE POR ANALISE TERMICA

Os dados das curvas DSC das misturas binarias entre o AL e 0s excipientes
farmacéuticos selecionados (lactose, amido, CMC 101, Estearato de Magnésio, Didxido

de Silicio, Talco e PVP K30) estdo representados na tabela 2.
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Tabela 2 — Dados Termoanaliticos das misturas binéarias farmaco:excipientes entre o AL e

Curvas DSC
Amostras Tonset Tpico Tendset AH ATdecomposit;e"\o AHdecom 0Sica0
(9] 0 (9] (.97 (°C) (.97
Farmaco
AL 54,62 61,60 66,56 140,20 250,39 — 332,43 2414
Farmaco-Excipiente
AL:LAC 58,84 63,64 67,66 147,00 244,25 - 260,49 69,43
AL:AMD 54,46 61,13 65,84 80,79 251,62 - 301,86 188,6
AL:TAC 54,08 61,27 63,70 249,40 239,95 - 303,57 570,3
AL:CMC 54,08 61,38 66,53 87,85  250,39-332,43 289,4
AL:EM 41,63 56,03 63,13 185,9  259,45-331,30 302,4
AL:AERO 54,69 61,23 65,91 72,89 253,41 - 320,64 260,3
142,39 — 153,09 4,7
AL:PVP 33,91 54,91 62,56 54,44 170,22 — 189,48 30,8
263,60 — 382,14 227,7

Fonte: Dados da Pesquisa;

3.3.1 SISTEMA AL:LAC

Na curva DSC correspondente a mistura do acido lipoico com a lactose

(Fig.11a) pode-se observar que os eventos térmicos neste sistema relacionados ao

farmaco possuem caracteristicas proximas ao da curva da referida substancia quando

analisada isoladamente (Tabela 02). Observou-se um deslocamento da endoterma de

fusdo do AL (Tpico =63,64°C), para uma temperatura mais alta, quando comparados a

analise desde composto de forma isolada (Tpico =61,60) e a mistura. Porém, em relagéo a

lactose, as variagfes dos eventos endotérmicos foram mais significativas. Observou-se

um deslocamento e uma redugdo da intensidade dos picos de desidratagdo (T pico
=134,31°C; AHss=77,07 J/g) e de fusdo da lactose (Tpicoc =205,68°C; AHss=44,25 J/g),

bem como uma antecipacao referente a degradacdo dos componentes da mistura binaria,

sugerindo assim, uma possivel interagdo entre 0s mesmos.
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Figura 11-Curvas DSC e TG/DTG das misturas binarias AL:LAC, obtidas sob atmosfera dindmica
de nitrogénio (50 mL.min™)
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As curvas TG/DTG(Fig.11b e c), foram realizadas para averiguar o efeito da

possivel interacdo durante o processo de degradacdo do farmaco. O primeiro evento de

perda de massa corresponde a desidratacdo da lactose (Tonset = 116,20°C; An=2,47%).

As curvas mostraram uma antecipacdo da temperatura do inicio do processo de

decomposicdo térmica do AL (Tonset = 211,79°C; An=65,90%), quando comparada ao
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AL de forma isolada (Tonset = 234,35°C; An=96,84%). Em Review publicado por

Bharate, Bharate e Bajaj (2010), a incompatibilidade da lactose com diversos farmacos

é bem discutida principalmente com compostos que apresentem grupamentos aminas.

No sistema estudado, a ocorréncia interacdo pode ter ocorrido devido a formacdo de

ligacGes de hidrogénio entre funcdo carboxila do AL e os grupos —OH do excipiente.

Este tipo de interacdo também foi observado no estudo de Rojas-Oviedo e
Colaboradores (2012).

3.3.2 SISTEMA AL:AMD

Na curva de aquecimento obtida por DSC da mistura binaria do AL e amido de
milho (Fig. 12) foi visualizado trés endotermas: a primeira com Tpico= 61,13°C; a
segunda com Thpice= 168,70°C e a terceira com Tpico= 269,20°C (Tabela 02).

Quando se compara com 0s parametros obtidos dos componentes do sistema
isolados: 0 AL (T pico =61,60) € 0 amido (Tpico (gelatinizagio) = 134,54°C € T pico (decomposicio) =
271,44°C) percebe-se que 0s eventos térmicos condizentes ao ponto de fusdo do
farmaco sdo praticamente sobreponiveis, sugerindo compatibilidade entre eles. No
tocante aos eventos do amido, observa-se que o0 evento referente a gelatinizacdo esta

bastante diminuido e com um deslocamento para uma temperatura mais alta (Tabela 2).

Figura 12 -Curvas DSC das misturas binarias AL:AMD, obtidas sob atmosfera dindmica de
nitrogénio (50 mL.min)
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3.3.3 SISTEMA AL:TAC

Na curva DSC da mistura fisica 1:1 (massa:massa) entre o acido lipoico e o
excipiente talco (Fig. 13), ndo foi constatada qualquer alteragéo significativa dos valores
de Tpico do evento térmico de fusdo do farmaco na mistura (Tabela 02). Da mesma
forma em outros estudos, que avaliaram o comportamento térmico deste excipiente em
misturas binarias ndo foi detectado a ocorréncia de interacdes (TITA et al., 2011)

Figural3— Curvas DSC das misturas binarias AL:TAC, obtidas sob atmosfera dinamica de
nitrogénio (50 mL.min™")
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3.3.4 SISTEMA AL:CMC

Na curva DSC (Fig. 14) da mistura fisica binaria do &cido lipdico e a celulose
microcristalina, observou-se trés endotermas, uma referente ao ponto de fusdo do
acidolipoico (Tpico = 61,38°C), a segunda condiz com a etapa de desidratacdo da
celulose entre 93,68 a 164,40°C, e a terceira com a etapa de decomposi¢do (Tpico =

282,55°C) (Tabela 02).
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Quando se compara aos parametros obtidos pela celulose (Tabela 02)
isoladamente, observa-se que 0s eventos térmicos na curva correspondem ao somatorio

dos eventos térmicos que ocorrem com as substancias analisadas isoladamente.

Figura 14 - Curvas DSC das misturas binarias AL:CMC, obtidas sob atmosfera dindmica de

nitrogénio (50 mL.min™")
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3.3.5 SISTEMA AL:EM

Na curva de DSC da mistura bindria do AL e o estearato de magnésio foi
possivel observar uma diminuicdo da temperatura do pico de fusdo do AL presente na
mistura, quando comparado com os valores das substancias obtidos de forma isolada
(AL: Tpico AL isolado =61,60°C; estearato de magnesio:Tpi,=112,51°C). Na mistura,
ocorreu uma antecipagdo do pico de fusdo do farmaco (T,i=56,03°C), e do evento de
degradacéo (Tpico =299,48°C) (Tabela 02) (Fig. 15a).

As curvas TG/DTG, (Fig. 15 b e c¢) foram realizadas para avaliar o grau da
interacdo farmaco-excipiente durante o processo de decomposicdo do AL. Observou-se
um evento no inicio da curva que correspondeu a desidratacdo do estearato (Topset =
82,55°C; En=2,28%). As curvas mostraram uma antecipacdo da temperatura do inicio

do processo de decomposicao térmica (etapa principal) do AL (Tonset = 213,13°C;
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An=47,83%), quando comparada ao AL de forma isolada (Tonset = 234,35°C;
An=96,84%). Apds esta etapa, foi observado com o auxilio da DTG, que a etapa
principal de degradacdo ocorre sobreposta com uma série de eventos secundarios
menores durante este processo, em que as mesmas ndo foram observadas nas curvas
individuais dos componentes. Esses eventos consecutivos ocorreram entre: 330,18 a
372,90°C, An= 20,36%; 393,28 a 405,69°C, An=7,99%; 425,73 a 442,00°C, An=6,47%
respectivamente. Foi possivel observar um evento no final da curva, que possivelmente
estd relacionado com a formacdo do Oxido de magnésio resultante da degradacédo
térmica do estearato (Tonset = 453,95°C; An=3,22%).

No estudo de Bruni e Colaboradores (2009), os autores afirmaram que amostras
comerciais do estearato de magnésio sdo constituidas por uma mistura de acidos graxos
e seus respectivos sais, com um percentual de impurezas que pode chegar até 50%.
Dentre essas, temos 0 estearato de palmitato, que € adicionado, com limites aceitos
pelos compéndios oficiais. Assim, surge um problema no tocante a falta de
homogeneidade da matéria-prima, conforme reitera Tibola (2009), o que resulta na
dificuldade de padronizacdo deste excipiente, e contribuindo para a ocorréncia de
interacdes com outros farmacos.

Outra justificativa plausivel seria uma possivel interagédo, tendo em vista que o
AL apresenta uma atividade bioldgica de agente quelante de ions metalicos como o
magneésio, arsénio e o calcio (SHAY et al., 2009; FLORA; PACHAURI, 2010; SEARS,
2013).
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Figura 15 -Curvas DSC e TG/DTG das misturas binarias AL:EM, obtidas sob atmosfera dindmica
de nitrogénio (50 mL.min™)
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3.3.6 SISTEMA AL:AERO

Na curva de aquecimento obtida por DSC da mistura binaria do AL e Aero (Fig.
16) foi possivel observar a ocorréncia de dois picos endotérmicos e um exotérmico. O
primeiro evento endotérmico ocorreu entre 54,69 — 65,91°C (Tpice= 61,23°C), que
correspondeu ao pico de fusdo do farmaco (Tpico AL isolado= 61,60°C). O segundo,
exotérmico, ocorreu na faixa de 231,27 — 236,31°C (Tpicc= 247,89°C) que,
possivelmente, estd relacionado com o terceiro, entre 256,32 — 315,27°C; (Tpico=
269,20°C), possivelmente esta relacionado com a fusdo do farmaco (Tabela 02). Dessa
forma, pode-se sugerir que ndo foi observada a ocorréncia de interacdo entre 0s

constituintes.

Figura 16 - Curvas DSC e TG/DTG das misturas binarias AL:AERO, obtidas sob atmosfera
dinamica de nitrogénio (50 mL.min™)
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3.3.7 SISTEMA AL:PVP K30

Na curva de DSC da mistura fisica do &cido lipdico e PVP K30 foi possivel
observar uma antecipacao e uma modificacdo das caracteristicas do pico de fusdo do AL
(Tpico AL Isolado= 61,60°C). Na mistura a endoterma de fuséo do farmaco apresentou Tpico
de 54,91°C, bem como uma antecipacdo e surgimento de novos eventos (Tabela 02)
(Fig. 17a).

Figura 17 - Curvas DSC e TG/DTG das misturas binarias AL:PVP K30, obtidas sob atmosfera
dinamica de nitrogénio (50 mL.min™)
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As curvas TG/DTG,(Fig. 17b e c) foram realizadas para avaliar o grau da

interacdo farmaco-excipiente durante o processo de decomposicdo do AL. O primeiro
evento correspondeu a perda de dgua PVP (Tonset = 45,77°C; An=4,87%). O segundo
referiu-se a decomposicdo do AL (Tonset = 236,98°C; An=47,40%). O terceiro (Tonset =
404,22°C; An=38,04%) possivelmente esteve relacionado com a formacéo do residuo
carbonéceo.

Vale salientar que, apds o preparo das misturas binarias, foi observada uma
dissolucdo total da fase s6lida da mistura. De acordo com estudo publicado por Mauer e
Taylor (2010), a reagcdo que ocorreu entre o AL com PVP K-30 é denominada de
deliquescéncia. Em vista disso, pode-se sugerir a existéncia de interagdo entre as

substancias em estudo no estado solido.

3.4 ESTUDO DE COMPATIBILIDADE POR FTIR

O espectro do AL, LAC e da mistura binaria AL:LAC sdo representados na
Figura 18. A Figura 18a evidencia que as bandas caracteristicas do grupo funcional
4cido carboxilico (absorcdo entre 1820 a 1630 cm™ e 3200 a 2500 cm™) ndo sofreram
alteracdes de intensidade e/ou desapareceram. Porém as bandas caracteristicas da
ligacdo ditiol presente no anel ditiolano (absorcdo entre 750 a 650 cm™) tem sua

intensidade aumentada nos espectros da mistura.

Figura 18-Espectros na regido do infravermelho para o AL, LAC e da respectiva mistura binaria
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Dessa forma, o aumento da intensidade da banda indica a presenga de interagdes

envolvendo os grupos C-S, conforme foi mostrado no trabalho de Young, Green e
Mcquilan (2007). Pode-se observar ainda que as bandas de absorcdo crescente em 1535
e 1,407 cm™sdo atribuidas ao AL em sua forma reduzida (DHLA). Ao comparar 0s
espectros percebe-se que a banda na regi&o de 2500 cm™ (absorcéo caracteristica de —
SH) estd mais intensa no farmaco que na mistura. Assim, pode-se afirmar que a
interacdo entre a lactose e o &cido lipdico ocorreu por meio da interacdo entre a
carboxila do &cido lipdico e os grupos —OH da lactose, conforme foi relatado no estudo
de Rojas-Oviedo e Colaboradores (2012).

O espectro do AL, EM e da mistura binaria AL:EM s8o representados na Figura
19. A Figura 19a evidencia modificagdes significativas nas principais bandas do AL. As
que aparecem em torno de 1693 cm™ (estiramento C=0), 3030 cm™ (estiramento O-H)
e 1077 cm’séo caracteristicas do grupo funcional acido carboxilico e tiveram suas
intensidades diminuidas.

Figura 19 - Espectros na regido do infravermelho para o AL, EM e da respectiva mistura binaria
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Fonte: Dados da Pesquisa

De acordo Rojas-Oviedo e Colaboradores (2012), o grupo funcional &cido
carboxilico, quando ionizado, é capaz de estabelecer interacGes eletrostaticas com

cations metalicos, como os fons Mg*?. Assim, pode-se afirmar que a interacio entre o

AL e o estearato de magnésio, ocorreu devido a essa propriedade do farmaco.
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O espectro do AL, PVP e da mistura binaria AL:PVP sdo representados na

Figura 20. A mistura apresentou-se totalmente diferente quando comparado com o do
AL isolado.

Figura 20 - Espectros na regido do infravermelho para o AL, PVP e da respectiva mistura binaria
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Fonte: Dados da Pesquisa

As bandas que absorvem em 2931 cm(estiramentos C-H) e 1723 cm’
!(estiramentos C=0) apresentaram-se com baixa intensidade e um pequeno
deslocamento. As bandas que absorvem em 2550 cm™ (estiramento —OH), 1077 cm™e
937 cm® (deformacdes C-OH e CH,), 695cm™ (estiramentos C-S) ndo foram
observadas quando comparada aos componentes avaliados de forma isolada. Um
alargamento da banda que ocorre entre 3500-3400 cm™(estiramento —OH) sugere a

presenca de agua de hidratacdo, o que é confirmado pela banda em 1640 cm™
(deformacéo angular H,0).

35 ESTUDO DE COMPATIBILIDADE POR MICROSCOPIA ELETRONICA DE
VARREDURA (MEV)

O MEV é uma ferramenta que permite a visualizacdo de detalhes da superficie
das amostras volumosas de modo a ajudar na caracterizacdo da morfologia, e mudancas

nessas caracteristicas podem indicar possiveis interacdes entre 0s componentes de uma
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mistura binéria, além de fornecer um suporte visual aos resultados de outras técnicas
(ROUMELL, et al., 2013)

As fotomicrografias da Mistura Bindria AL:LAC (Fig. 21e) mostraram 0s
granulos irregulares da lactose (Fig. 21a) e os cristais do acido lipdico (Fig. 21a),
lamelares, ndo porosos, de superficie lisa, com tamanhos diversificados e formatos
irregulares. As imagens sugerem que as particulas de lactose ficaram aderidas as do AL.

Nas fotomicrografias da mistura AL:EM, (Fig. 21F) ndo foi possivel identificar
os cristais do AL como os granulos do estearato de magnésio, indicando assim a
interacdo entre esses compostos, conforme ja discutida anteriormente.

A andlise das fotomicrografias da mistura AL:PVP sugere a completa
solubilizacdo do &cido lipdico e do PVP (Fig. 21G). Conforme j& mencionado essa
mistura é caracterizada como deliquescente. Mauer e Taylor (2010) justificam que esse
fendmeno ocorre mediante as caracteristicas higroscopicas de algum dos componentes

da mistura.
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Figura 21 -Fotomicrografias que apresentaram das misturas que apresentaram interagao

ay

15 Kv x5OO ZOOum 15 Kv x5OO 200um

15 Ky X500 7200um 15 Ky x5OO 200um B 15 kv X500 200um

15 Kv x500 200um @15 Kv x500 200um

Fonte: Dados da Pesquisa. Misturas Binarias: AL (a); LAC (b); AL:LAC (e); EM (c); AL:EM (f); PVP
(d); AL:PVP (g).



Pagina |106
SILVA, PCD
3.6 ESTUDO DE COMPATIBILIDADE POR DIFRACAO DE RAIOS X (DRX)

Os difratogramas do farmaco (Figura 22a) e das misturas binarias (Figura 22 b e
C) estdo apresentados a seguir, para averiguar o efeito das interac6es na cristalinidade do
AL.

Figura 22-Difratogramas do AL e da Mistura Binéria
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Fonte: Dados da Pesquisa

O difratograma da figura 22b, obtido da mistura fisica AL:LAC, apresenta 0s
mesmo picos caracteristicos do AL (25,45; 31,78; 31,29; 44,07) porém observa-se uma
diminuicdo da intensidade na regido entre 35 e 40° 26 e uma reducéo no pico 31,29°. As
mudancas na intensidade dos picos indicam uma possivel interacdo no tocante a
modificacdo de fase cristalina (mais intensos) ou a modificacdo da cristalinidade da
mistura (menos intensos).

No difratograma da mistura AL:EM (Fig. 22c), observou-se 0s picos mais
intensos do AL, confirmando assim a presenca do farmaco na mistura. Porém constata-
se que na regido entre 27 a 40° 20 ocorre uma varia¢do na intensidade, bem como um
alargamento da base, evidenciando uma possivel amorfizacdo do material,

caracterizando dessa forma uma interacéo entre o farmaco e o excipiente estudado.
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No entanto, ndo foi possivel a realizagdo do ensaio para mistura binéria
AL:PVP, em decorréncia da caracteristica de mistura deliqliescente deste sistema, fato

que inviabilizou a anélise.

3.7 DELINEAMENTO FARMACOTECNICO

Uma formulacéo de capsulas foi proposta com os excipientes selecionados neste
estudo e seus percentuais foram estabelecidos de acordo com 0s pressupostos de
ALLEN JR. POPOVICH e ANSEL (2007), e estdo apresentados na Tabela 03

Tabela 3 — Componentes da Formulagdo proposta

Componentes Concentracdo % (p/p) Funcéo

Acido lipoico 75,00% Principio Ativo
Amido de milho 18,25% Desintegrante
Celulose microcristalina 101 6,00% Diluente
Dioxido de silicio coloidal 0,25% Deslizante
Talco 0,50% Lubrificante

Fonte: Dados da Pesquisa

O processo foi realizado em uma Unica etapa de mistura, utilizando um saco
plastico. O principio ativo, na dose de 300 mg e os excipientes foram submetidos ao
processo de mistura por 10 minutos. A mistura foi encapsulada em involucro 00 branco
e acondicionada em recipiente hermeticamente fechado.

Para avaliar a influéncia dos excipientes na estabilidade do AL, matéria-prima e
na formulagéo proposta, realizou-se um estudo cinético isotérmico de degradacéo, a fim

de determinar os parametros cinéticos da reacdo no estado sélido com auxilio do TG.

3.8 ESTUDO DE ESTABILIDADE

A figura 23 apresenta as curvas termogravimeétricas provenientes do estudo
cinético do processo de decomposicdo térmica do AL (Fig. 23a) e da formulacdo
proposta (Fig. 23c), assim como seus respectivos graficos de Arrhenius (Int vs 1/T)
(Fig. 23 b,d), em que obtiveram coeficientes de correlacdo linear (r) superior a 0,9480 e
0,9921 para a amostra do farmaco e da formulacao respectivamente.

As variacbes do parametro massa nas isotermas durante o processo de
decomposicdo demonstram uma relacdo de dependéncia da perda de massa em funcao
da temperatura, evidenciando que quanto maior a temperatura da isoterma, menor e o
tempo gasto para ocorrer 0 mesmo valor percentual de perda de massa, conforme,

também, foi demonstrado no estudo de Salvio Neto, Novak e Matos (2009).
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Figura 23 — Curvas Isotérmicas da massa em funcdo da temperatura
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Fonte: Dados da Pesquisa. Curvas Isotérmicas do AL (a); Curvas Isotérmicas da formulacdo (b); grafico
da correlacdo linear do farmaco (c); grafico da correlacdo linear da formulagdo (d)

A tabela 04 mostra os valores de Ea, do fator de Arrhenius, dos parametros
termodinamicos e da ordem de reacdo. Analisando de modo comparativo, observou-se
um aumento do valor de Ea da formulagdo comparado ao farmaco isolado, de
aproximadamente 10%. Desse modo, a barreira de energia para a reacdo de
decomposicdo térmica do AL tornou-se relativamente maior quando esse farmaco
estava incorporado na formulacdo, demonstrando a ocorréncia do aumento na

estabilidade térmica desta substancia na presenca dos excipientes selecionados.

Tabela 4 — Parametros Cinéticos e Termodindmicos do AL e da Formulacéo

Método Isotérmico

Energia Fator de AG" AH? AS* Ordem de
Amostra de Arrhenius Log 1 1 1 x
Ativagio A (s (kJ. mol™)  (kJ. mol™) (kJ. mol™) Reacdo
(kJ.mol™)
AL 91,75 22,670 90,91 89,27 -196,81 Zero
Formulacado 101,45 25,504 100,79 98,97 -217,979 Zero

Fonte: Dados da Pesquisa
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Vale ressaltar que alguns trabalhos, como o publicado por Borsato e
Colaboradores (2012) relatam que as reacGes com valores de energia de ativacéo abaixo
de 400 kJ.mol™ sao considerados baixos. Com base neste pressuposto, pode-se justificar
a baixa estabilidade térmica do AL, porém na formula proposta, houve um incremento
na ordem de 10%, o que pode propiciar uma melhor estabilidade.

Quanto aos parametros termodindmicos, estes podem ser aplicados para uma
interpretacdo qualitativa da energia, no sistema, ao nivel molecular. As variacdes da
funcdo AH” podem ser associadas as interacdes atdémicas e moleculares no sistema,
como a formacdo e quebra de ligacbes quimicas. Assim, os resultados demonstraram
que o farmaco de forma isolada estd mais susceptivel para a ocorréncia de interagdes,
quando comparados com a formulacéo proposta, tendo em vista que esta apresenta uma
estabilidade termodinamica superior.

A partir da energia de ativacdo (Ea) ja determinada, foi calculada a ordem de
reacao para a temperatura ambiente, conforme metodologia proposta por Nascimento e
colaboradores (2013) (Fig.24):

ko = CO - Cx
*T it —to 8)
C
x/CO
= 9
kl In tx — tO ( )
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Figura 24-Determinacgéo das Ordens de Reacdo
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Fonte: Dados da Pesquisa; (a): Farmaco; (b): Formulacio

Observa-se que a reacao de decomposicédo térmica do AL e da Formulacéo, pelo
método isotérmico, segue 0 mecanismo de ordem zero. Resultado semelhante foi
publicado por Portela e colaboradores (2012) que calcularam a ordem de reacdo do AL
como matéria-prima e incorporado em capsulas por meio da determinagéo da pressao de
vapor, obtendo também, ordem zero para o processo de degradacdo térmica em ambas.

O prazo de validade consiste no tempo necessario que o farmaco requer para
atingir os niveis limitrofes de degradantes. Para este calculo utilizou-se uma equacéo

proposta por Huyhn-Ba (2008):

D — Dy (11)
A exp(E a/ RT)

Este calculo foi efetuado tanto para a matéria-prima quanto para a formulagdo, A

Prazo de Validadegyy, =

temperatura de 25°C o prazo de validade foi de 3,27 anos (matéria-prima) e 9,64 anos
(formulacéo).Com a realizacdo do calculo do prazo de validade, observa-se que a formulacao

proposta, apresenta uma estabilidade maior quando comparada com a matéria-prima.
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4 CONCLUSAO

O desenvolvimento de novos produtos farmacéuticos torna-se um processo desafiador,
a medida que se lida com moléculas com propriedades fisico-quimicas pouco atraentes para a
formulacdo de medicamentos seguros, eficazes de baixo custo e que propicie uma melhor
qualidade de vida ao usuario. A atividade farmacologica de interesse terapéutico do &cido
lipbico ja foi descrita e detalhada pela literatura cientifica vigente, porém a auséncia de
formas farmacéuticas que atendam a demanda da aplicabilidade deste farmaco na terapia
complementar de diversas patologias do mundo moderno, sempre foi uma questdo instigante.
Neste estudo, ficou constatado o grau de dificuldade para o desenvolvimento de uma forma
farmacéutica a partir do acido lipdico. Seja por parametros como fotodegradacdo, baixo ponto
de fusdo, solubilidade em misturas solidas ou a baixa estabilidade em temperaturas mais
elevadas. Apesar das dificuldades encontradas, obteve-se éxito para propor uma formulacao
bésica para capsulas, com excipientes que nao interferissem nas propriedades fisico-quimicas
do farmaco em questdo. Dessa forma, constatou-se a importancia de estudos de
compatibilidade farmaco-excipiente, tendo em vista a base por eles proposta para o
planejamento de um desenvolvimento racional a partir da caracterizacdo das propriedades
fisico-quimicas e estabilidade.

Diante do exposto, a nossa perspectiva para o futuro é que novos estudos sejam
encorajados e resultem no desenvolvimento tecnologico de novas formas farmacéuticas com
maior funcionalidade e performance, a partir deste insumo farmacéutico ativo, de modo a

propiciar um melhoramento na estabilidade, eficacia terapéutica e seguranca clinica.
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ABSTRACT

The study of drug-excipient compatibility comprises an important tool for the rational
development of a pharmaceutical formulation. Lipoic acid (LA) is an endogenous antioxidant
used in complementary therapy of various diseases such as arteriosclerosis. The objective of
this study was to evaluate the drug-excipient compatibility and stability between LA and
excipients used in solid dosage forms. In order to investigate the possible interactions between
substances, initially it was made a screening with differential scanning calorimetry (DSC), in
order to detect possible interactions. In the affirmative cases, the following tests were
performed: Thermogravimetric curves (TG), analysis by infrared spectroscopy (FTIR),
photomicrographs by scanning electron microscopy and the analysis of the diffractive profile.
The results were used for the definition of a prototype formulation. The stability tests carried
out with the drug and the formulation were the determination of kinetic and thermodynamic
parameters. Based on the results of DSC, TG, SEM, FTIR and XRD, it were observed
incompatibilities with the following excipients: lactose, magnesium stearate and PVP-K30.
The developed formulation was stable up to 9.64 years compared to the drug, that showed
3.27 years. Based on these results, we conclude that the analytical tools used in this study are
effective for defining incompatibilities between drugs and pharmaceutical excipients, in order
to ensure a new formulation with well defined parameters of quality control and stability.

KEYWORDS : drug - excipient interaction . Incompatibility. Stability study. Differential
Scanning Calorimetry . Antioxidant . Lipoic acid.
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CONSIDERACOES FINAIS

A industria farmacéutica tem por obrigacdo garantir o fornecimento de medicamentos,
seguros e eficazes, em conformidade com as exigéncias dos 6rgaos reguladores internacionais
e agéncias governamentais. Porém, para que este fato ocorra, a mesma necessita fazer uso de
insumos farmacéuticos ativos e excipientes com todas as propriedades fisico-quimicas
intrinsecas e extrinsecas bem caracterizadas relativas aos parametros biofarmacotécnicos.
Neste estudo foram constatadas algumas divergéncias entre os lotes comerciais estudados, as
quais ndo sendo analisadas com cautela podem resultar no desenvolvimento de um produto
ineficaz e com baixa estabilidade. Apo6s a selecdo de um lote para o prosseguimento do
trabalho, foi realizado um estudo de compatibilidade farmaco-excipiente. Constataram-se
algumas interagdes, com excipientes que sao comumente utilizados tanto por farméacias de
manipulagdo quanto pela industria farmacéutica e outras potencialmente danosas, que resultou
na mudanca do estado fisico do farmaco, além da dificuldade de incorporacdo deste ativo em
uma forma farmacéutica sdlida. Dessa forma, reitera-se a importancia dos estudos de
caracterizacdo no estado solido de farmacos, em nosso caso o &cido lipoico, de modo que
permita o correto delineamento farmacotécnico para o desenvolvimento de novos produtos
farmacéuticos que explorem o potencial terapéutico, mas garantindo a estabilidade deste

farmaco.
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Vapor pressure curve determination of a-lipoic acid raw material and capsules

by dynamic thermogravimetric method
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ARTICLE INFOD AESTRACT

ee-Lipoic acid (ALA] Box beem deuribed ox 2 potent biokogicad antimcdant aad detowification agent. ALA

Bas become & commeon ingredientin multivitasin formulas and asti -aging sappiements. Vapor presse
determisgtion by thermogzavimetric method bas been used b characierizs drgs and phosmacestical

n'q;\nlm.Thr— of this study was in determinse the vapor presse of ALA aw maerials and

E g{l&!ﬂﬂm method. TG curves of ALK were desemized by the TA Instrumests

Thermal Anatyrer. The TG oirees of ALA displayed & single mass loss in the

KErpards; :nwaln:rl:mp;rn:l'rmu?.15m!1!29ﬂx1nigrmal’m{ml * AL showed Tm oder

Artichr gty
Eroriwed 175 february 302
Ercriwed in nevised dorm 27 Juw 2000

@ lipaicaad limeic reacon for 2l Beating rates [ D00, 20.0 400, 510 and B1.0-Cmin-* | The wapor presurns Oeves
Lemrrean gz were constructed Som e Lasgmr squation. This work suggests that thermogravimesy can be utikzed
Mrtorw sqeaton & 3 rapd and eSsctive echmigue for the esSmating of ALA vaporization characeristics.

© 2017 Elsevier BV All rights resened.

1. Introdsction

it 5 well kmorwm hat 2-1ipoic acid (ALA] functions 25 an essen-
tal co-Factor of the mitochondrial multi-snzyme complex and
thus plays an important role in eneTgy metabalism [1]. Uniie
‘other antioxidants, ALA & both fat- and water-soluble and i easily
abmorbed and transported acmss cell membranes ).

ALA has heen described as 2 potent hiokogical antioidant [3)
It is widely used a5 a drug for prevention of warious chromi

* Corrwapnding metorvi: 08 ik, Fipiclin fe Arasid s Csisi, Tip Coe SS410-
215, Camypina Gonds, PR, Bl Tel: <55 53990 T7 600

-l e br A
expalrmc g o b (AL Almarida, ana e sibpre.om
(AT Garmnl, g (LT Corveia, rom

(PO fn Sk, mmiAN Wetn),
aracredel oty shon.com b [ ALCD. ds Medrires), moscplecl mm by
(ML, Srnfe).

SO4D-EIT1S - wew S rrtier © 2277 Dwrvier LY. AN rights resreed.
ST LR TP P

diseases azsociabed with oxidabiee stress, and Is administered as
adaily supplerment for dietary punposes, anb-apeing. disbetes. and
cardicascular disease [4-0)

Theretore, the applicbility of the Npoic acd treatment Is
promising. This Way, ALA has berome 2 commen ingredient in
mmltivitamin formlas and anti-aging supplements [ 10].

. ALA has 3 unique structure bearing 2
membered 1,2-dthiolane ring, making it quits valnerabie to UV
radiation |11}

Thus, lipoic acid i5 3 Labile substance, and gradually decompisss
at room bermperabure. Temperatures greater than (ks mefting point
[59-52 =0} causes immesdiate and render it umsable polymerizs-
Eiom, the ALA k= podymeriesd almost inscluble in 3 solvents | 12]
The lack of chemical stability of ALA difficull o devise 2 dosage
Form suitabie for oral 2md bopical administration [13].

Thermal ischmiques are used for several purposss, g for
Ehermal characterization, study the stability of drugs, for prefor-
mulation studies. Recently, thermogravimeiric method was used
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Fig: 1. TG o of ALA ro restertal at beating rate of 10, 30, 40, 52 ar 8- Creter .

to the wapor The P proness:
ofsubstances obeys azernorder kineticreaction, which s require-
meent b detenmine the kinetic vaporization of drugs | 14).

The aim of this study was to determine e wapor pressure of
AL raw mateTial and capsules using thermogravimetric method.

2. Materials and methods
21, Materials

Methylparaen (reference] was purchased from Dinalab
NFOOZ2Z} Met vl esteral p-hydrocybenzoic
mmmnm:bmmm:nmmmm
because it evaporates foliowing 2 ero-order kinetics. ALA raw mate-
rial was purchased from DEG Imports of Chemical Producs and
Its Sormuulation containing 300.0mg of active compound, was pur-
chased in 2 local drugsione.

22 Instrumental and anafytios! comditions

Hon-cthermal £ ourves of ALA raw maberial
imlbmumﬂmmllﬂmislmmtm

where Eqy, i5 the vaporization ensrgy. A is the pre-sxponential fac-
ftor, R is the universal gas constand, T is the absolule lemperature
and kyy, I Ehe evaporation cosficient

32 Aninine and ] angmuir squestions

DOata froam Ehermiog T of
jparaben were used o construct the vapor pressure cunves Using
Anboi quation and after 1 Hhe walue of 'E, which will
e usedd 0 construct the vapor pressure curves of a-lipoic acid raw
material and its foamulation, wsing Langmuir squation, as iliows:

The Antnine sguation [16]:

A-B
mh=rer
where P is the vapor pressure, T is the absolube iemperature and 4,

B and C are Antoine™s constanis in a iemperature interval.
The Langmuir equaticn | 16] i presented as foliows:

At
r = PufM2EAT)

where (dmJdr} is the mass (055 TEie per area undt, F is the vapor
[pressure, is the vaporization comstant and M is the molecular mass
of Tt

ance module’ A, micde] (00 TA 1o,
200, 40.0, 500 and BO0=C min-1 heabing rabes up in M‘E[n- 3
Innitrogen { fiow rabe: S00mLmin "1

HNon-tsothermal Tvimetric curees of methy
mmﬂmmlmmummmumm:-
Ing rates up o 400.0-C when mass loss process is complete [m=11
The inital mass was 5.0+ 0.5 mg using an alumina crocibie. Curves
wieTe analyzed using TA Instruments Universal Analysis 2000, 4TA
program o duracierize e mass hes stages.

3. Theory
11. Arrhenius eguation

Hon-icthermal themmogravimetric data were weed o deter-
miine the reaction order applying the Arrhenins eqguation [15]:

Eoap = AE TR

4. Eesults and discussion

The TG ourves of ALA has only one well S=Aned S composison
=tep for all heating rate studied. The ounees mezsured at 2 rabe of
10-Crmin 1 had this step in the range of 233.48 and 2E5.76-C with
mass loss [ Aom) of 0UEE for the heating rabe of $0°C min . the
decnmpasition step oorurmed frmm 256,28 bo 323, 35 C with mass
loszes lower Hhan the cther studied ratio {Fig. 1). 1E was found that
higher the heating rate higher Bhe Tome. The lemperature range
lncregees with increasing heating rate, but the mass loss dacreases
imall heating rate.

TG dynamic curves in nitrogen atmosphere of ALA capsules
al=n [Fig ) p one thermal stage in all
Teating rabes. In the heating rate 10-Crmin 1, the denmposition
siage cocurred in the range T37.16- 151890, oomesponding bo
SETX of mass Joss. The decompasition stage at the heabing rate of
=0Cmin | porurred betwssn IT0.T8- 3102070 coaresponding b
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C3 ] =

“Terpasshen ['C) ]
Flg 2. TG curwes of ALA cipdes 3¢ hesting rate of 2,20, 40, B0 nd B0 -Crmin -

DOATE mass s The percentual of mass loss showed above rep-

resents the comy s L The bemy TTgE FTOWS
‘wilh the growth of heating rate, but the ma=x loss decreases inall
heating rate.

M was used Methylparaben o calibrate the sysiem presented
zero crder kinetics, wihich is vaporization, aocording bo the liter-
ature [10}. The 'K value obtained to methylparaben at 10.0, 200,
400, 600 and BLD =Cmin * heating rates in inert almosphere were
125413, 286032, 413676, 507,515 and 700,00 | 7-0).

It akeo zern order kinetic reaction, ALA raw material
amd capsules, which confinms & waporization process. 1 was used
the ¥ walues of | F -] o o B walues
and the respactive curves for the ALA raw material and capsules
in mitrogen at 100, 20.0, 40.0, 600 and BO.0-Cmin- ' heating rates
{Figs. 3 and &), These Ngunes show that the vapor pressure inmeases
‘wilh the incregse of he Jting rate, howeweT, it & worth iosay that the
wapor pressure for the ALA raw material and cipsules wers dose.

The vapor pressure profile at all heating rales was similar bo ALA
raw material and s fommulation. The comelation between these
data suggests that the used excipients in this fomulation do not
interfere with the stability of ALS raw isolabed material

18 -

A H

i o fﬂﬂ
zlm. l-'_'_'_,..-l-l-'L
g LU .
[T
18
T repn

Fig 4. Vapor prers corves of ALA cxpsules 3t hesting rte of 10, 30, 40, 60 nd
BFCminT

The determination of the vapor pressure curves consists in an
alternatiee tool for the characterization of drogs and pharmacen-
tical TNk oS INENTOSYAMIC [ropeTties, Suct I5 ZErn-orter
kinetics,

5. Conclusion

This work aies 3 comp technique in
piysico-chemical characterizing by rising Emperature with ther-
mogravimetric analysss. Howewer, this study also suggests that
thermogravimetry i an sffective technigue for the sstimation of
thermodynamic properties for r " d

ies of activation from Langmuir anid Antoine equations for te raw
materials and pharmaceuticals.

ack a1

Z
i i - r
4u:
" m “-:_P.,-I:.H' ] m

Fig- 1. Ve prewnay curee of ALA o mierisl o hesttng raie of 13, 23, 45,68
and B0 -Comin .
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