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RESUMO
Tendo em vista que as interacGes entre o farmaco e os excipientes da formulacdo podem
alterar a natureza quimica, a estabilidade e a biodisponibilidade do farmaco, comprometendo
assim eficacia do medicamento, o objetivo dos autores com o presente estudo foi avaliar a
compatibilidade farmaco-excipiente para os farmacos Bromoprida (BROM), Lisinopril (LIS)
e Pantoprazol (PAN) com excipientes farmacéuticos de uso comum. Os farmacos foram
caracterizados por calorimetria exploratéria diferencial (DSC), termogravimetria (TG),
espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR) e difracdo de Raios-X
em p6 (PXRD). Para avaliar a compatibilidade dos farmacos, as amostras do farmaco puro,
dos excipientes e das misturas binarias farmaco/excipientes na razdo de 1:1 (m/m) foram
analisadas por DSC ou TG, FT-IR e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), além do
teste de estresse isotérmico. O estudo de compatibilidade dos farmacos LIS e PAN foram
realizados pela combinacdo de técnicas analiticas de TG, FT-IR e CLAE. Realizou-se uma
avaliacdo das curvas TG simuladas a partir das misturas binarias, obtidas pela soma dos perfis
térmicos do farmaco e do respectivo excipiente. Para isso, empregou-se o coeficiente de
correlagdo de Pearson como ferramenta para examinar semelhancas entre os perfis
experimentais e simulados. Os resultados da TG apontaram provavel interacdo do LIS com a
lactose monihidratada e manitol, enquanto que a FT-IR revelou provavel interacdo com o
manitol. Os resultados obtidos por meio da CLAE revelaram que as misturas binarias, nas
quais o LIS estava em combinacdo com a lactose e 0 manitol apresentaram uma reducao no
teor correspondente a 8 e 21%, respectivamente. Os resultados da TG indicaram uma possivel
interacdo quimica entre 0 PAN e o manitol, porém, os dados de FT-IR e CLAE confirmaram
que ocorreu a degradagcdo do excipiente e ndo do PAN. De modo geral, o estudo de
compatibilidade entre o farmaco PAN e os excipientes selecionados ndo revelou qualquer
sinal de incompatibilidade. Os estudos de compatibilidade da BROM com 0s excipientes
selecionados foram conduzidos por meio da combinacéo das técnicas analiticas de DSC, FT-
IR e CLAE. Os resultados da DSC mostraram provavel interacdo com a maioria dos
excipientes estudados, exceto com manitol e talco. No entanto, os resultados de CLAE
mostraram que apenas dioxido de silicio coloidal, fosfato de calcio di-hidratado, estearato de
magnésio e celulose microcristalina sdo incompativeis com a BROM, apresentando reducéo
do teor entre 19 a 44%. Os excipientes croscarmelose sddica, hidroxipropil-metil-celulose,
lactose monohidratada e polivinilpirrolidona apesar de terem sido apontados pelo DSC nao
tiveram suas interacdes quimicas com a BROM confirmadas pela CLAE. Também foi

realizada uma tentativa de recristalizacdo e/ou formacao de sais de BROM utilizando diversos



solventes, como acetonitrila, metanol, DMSO, acetona e etanol, alem de diferentes acidos
concentrados, como cloridrico, bromidrico e nitrico. Apesar da expectativa de obter um sal de
BROM ou promover a recristalizacdo em uma nova forma polimérfica, nenhuma das

tentativas resultou em um resultado satisfatério.

Palavras-chave: Compatibilidade farmaco-excipiente; bromoprida; lisinopril; pantoprazol;

analise térmica, cromatografia liquida de alta eficiéncia, FT-IR



ABSTRACT

Considering that interactions between the drug and the formulation excipients can alter the
chemical nature, stability, and bioavailability of the drug, thereby compromising the
effectiveness of the medication, the objective of this study was to evaluate drug-excipient
compatibility for the drugs Bromopride (BROM), Lisinopril (LIS), and Pantoprazole (PAN)
with commonly used pharmaceutical excipients. The drugs were characterized using
differential scanning calorimetry (DSC), thermogravimetry (TG), Fourier-transform infrared
spectroscopy (FT-IR), and powder X-ray diffraction (PXRD). To assess drug compatibility,
samples of the pure drug, excipients, and binary drug/excipient mixtures at a 1:1 (w/w) ratio
were analyzed using DSC or TG, FT-IR, and high-performance liquid chromatography
(HPLC), in addition to the isothermal stress test. The compatibility study of the drugs LIS and
PAN was conducted using a combination of analytical techniques, including TG, FT-IR, and
HPLC. An evaluation of the simulated TG curves was performed based on binary mixtures,
obtained by summing the thermal profiles of the drug and the respective excipient. To achieve
this, the Pearson correlation coefficient was employed as a tool to examine similarities
between the experimental and simulated profiles. The TG results indicated a possible
interaction between LIS and both lactose monohydrate and mannitol, while FT-IR suggested a
probable interaction with mannitol. The results obtained through HPLC revealed that the
binary mixtures in which LIS was combined with lactose and mannitol exhibited a reduction
in content of 8% and 21%, respectively. The TG results suggested a possible chemical
interaction between PAN and mannitol. However, the FT-IR and HPLC data confirmed that
this interaction was only due mannitol degradation, and decreasing in PAN assay was not
observed. Overall, the compatibility study between the drug PAN and the selected excipients
did not reveal any signs of incompatibility. The compatibility studies of BROM with the
selected excipients were conducted using a combination of analytical techniques, including
DSC, FT-IR, and HPLC. The DSC results indicated a probable interaction with most of the
excipients studied, except for mannitol and talc. However, HPLC results showed that only
colloidal silicon dioxide, dicalcium phosphate dihydrate, magnesium stearate, and
microcrystalline cellulose were incompatible with bromopride, exhibiting a reduction in
content ranging from 19% to 44%. The excipients sodium croscarmellose, hydroxypropyl
methylcellulose, lactose monohydrate, and polyvinylpyrrolidone, despite being flagged by
DSC, did not have their chemical interactions with BROM confirmed by HPLC. Additionally,

an attempt was made to recrystallize and/or form salts of BROM using various solvents, such



as acetonitrile, methanol, DMSO, acetone, and ethanol, as well as different concentrated
acids, including hydrochloric, hydrobromic, and nitric acids. Despite the expectation of
obtaining a BROM salt or promoting recrystallization into a new polymorphic form, none of

the attempts yielded a satisfactory result.

Keywords: Drug-excipient compatibility; bromopride; lisinopril; pantoprazole; thermal

analysis; high-performance liquid chromatography; FT-IR.
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1 INTRODUCAO

O sucesso no desenvolvimento de um produto farmacéutico estd intrinsecamente
ligado a qualidade do projeto de formulacdo. No processo de pré-formulacdo para a criacdo
de formas farmacéuticas, um marco crucial é a analise da compatibilidade entre farmaco e
excipientes. Essa etapa desempenha um papel determinante na identificacdo antecipada de
potenciais incompatibilidades fisico-quimicas que podem surgir no medicamento quando
transformado em sua forma farmacéutica (Narang; Mantri; Raghavan, 2017; Gorain et al.,
2018). A investigacdo da compatibilidade tem como objetivo primordial prever interag6es
que possam ocorrer entre os farmacos, entre farmaco-excipiente e mesmo entre diferentes
excipientes. Nesse contexto, € importante avaliar a magnitude do risco associado a essas
interagcdes para assegurar a integridade e eficacia do produto farmacéutico (Gorain et al.,
2018).

Caso as interacbes entre farmaco e excipientes comprometam a estabilidade do
medicamento, estratégias devem ser adotadas para mitigar tal instabilidade. Isso ndo apenas
minimiza os riscos relacionados a estabilidade do produto, mas também gera economia em
termos de recursos e tempo, ao evitar complicacdes que possam surgir durante a fase final de
desenvolvimento do produto (Kurm et al., 2019). Assim, a conducdo criteriosa desses
estudos j& nas etapas iniciais de pré-formulacdo é fundamental, contribuindo para a
eficiéncia do desenvolvimento e o sucesso do produto no mercado farmacéutico.

A pesquisa farmacéutica nessa area tem direcionado a atencdo para a aplicacdo de
técnicas de analise térmica em estudos de pré-formulacdo. Essas abordagens tém se
mostrado fundamentais para a caracterizacdo e avaliacdo da estabilidade térmica de
farmacos, bem como para a compreensdo das interacdes entre farmacos e excipientes. Nesse
contexto, diversos trabalhos tém emergido, explorando os beneficios dessas técnicas Um
exemplo é o estudo conduzido por Lopes e colaboradores (2020), que investigaram a
compatibilidade do cetoconazol, um farmaco antiflngico imidazoélico, cuja formulagdo oral
foi aprovada nos Estados Unidos em 1981, mas atualmente € utilizada apenas por via topica
devido a preocupacgdes com toxicidade hepatica. O estudo de compatibilidade investigou a
interacdo do farmaco e varios excipientes essenciais, como amido de milho, celulose
microcristalina, dioxido de silicio coloidal, lactose monohidratada e povidona. Para essa
investigacdo, 0s autores empregaram calorimetria  exploratéria  diferencial e
termogravimetria. As conclusfes desse estudo indicaram que nem todos 0s excipientes se

mostraram compativeis com o farmaco em questdo. Notavelmente, o amido de milho e o
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dioxido de silicio coloidal apresentaram incompatibilidade com o Cetoconazol, fornecendo
informacdes decisivas para a selecédo criteriosa de excipientes em futuras formulagdes.

Outra pesquisa conduzida por Melchiades (2020) investigou a compatibilidade entre
o kaempferol, um flavonol pertencente a subclasse dos flavonoides, e 0s excipientes
associados. Para atingir esse objetivo, empregaram uma abordagem multifacetada, fazendo
uso de analise térmica, que incluiu calorimetria exploratoria diferencial e termogravimetria.
A investigacdo também incluiu testes de estresse isotérmico por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE) e espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier. Os
resultados obtidos pela equipe indicaram que todas as combinacdes entre o Kaempferol e os
excipientes testados sdo compativeis, trazendo informacdes valiosas para a formulacéo
segura e eficaz das formulagdes contendo este farmaco.

Essas abordagens ilustram o impacto que as técnicas de analise térmica, assim como
outras igualmente importantes, como CLAE, difracdo de Raios-X e espectroscopia de
infravermelho com transformada de Fourier, estdo exercendo no avancgo dos estudos de pré-
formulacdo na inddstria farmacéutica. Ao compreender a interacdo entre farmaco e
excipientes, bem como ao obter informagfes precisas sobre a estabilidade térmica, 0s
pesquisadores tém a capacidade de aperfeicoar a formulagdo de medicamentos, garantindo a
seguranca, eficicia e qualidade dos produtos destinados aos pacientes.

Este estudo abrange a avaliacdo de trés farmacos de relevancia terapéutica: a
bromoprida e o pantoprazol, recomendados para o tratamento de distarbios gastrointestinais,
e o lisinopril, empregado no controle da hipertensdo arterial e doencas corondrias. Esses
farmacos foram selecionados por ainda ndo apresentarem estudos de compatibilidade com
excipientes e por terem sido disponibilizados por empresas farmacéuticas parceiras. No
amago deste trabalho, reside o propdsito de conduzir uma caracterizacdo abrangente destes
farmacos, empregando técnicas analiticas como a Termogravimetria (TG), Calorimetria
Exploratéria Diferencial (DSC), Difragdo de Raios-X de po (PXRD) e Espectroscopia de
Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR). Ademais, um enfoque crucial deste
estudo envolve a avaliacdo inédita da compatibilidade de cada farmaco mencionado com os
excipientes frequentemente utilizados em formulagbes farmacéuticas. Os excipientes
selecionados foram diferentes para cada farmaco e escolhidos com base nas bulas
disponiveis no mercado. Para isso, a abordagem adotada consistiu na investigacdo de
misturas binarias farmaco-excipiente, mantendo a proporcdo de 1:1 (m/m). Os estudos foram
realizados utilizando técnicas de analise térmica, como DSC e TG. Para aprimorar a

interpretagdo dos dados obtidos pela TG, foi elaborada uma curva simulada correspondente
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a mistura farmaco-excipiente. Adicionalmente, o coeficiente de Pearson foi empregado para
avaliar a similaridade entre as curvas experimentais e simuladas de cada mistura. Outras
técnicas analiticas também foram empregadas, incluindo FT-IR e CLAE para a identificacao
de interacbes quimicas, além do teste de estresse isotérmico.

A combinacdo dessas técnicas analiticas permite uma melhor compreensdo das
possiveis interacdes entre os farmacos selecionados e 0s excipientes comumente utilizados,
contribuindo para a escolha adequada de componentes em formulac6es farmacéuticas. Dessa
forma, este estudo busca antecipar incompatibilidades, otimizando a eficacia terapéutica, a

seguranca e a qualidade dos medicamentos desde as etapas iniciais do desenvolvimento.

1.1 OBJETIVOS

Avaliar a compatibilidade dos farmacos bromoprida, lisinopril e pantoprazol na
presenca de excipientes comumente utilizados nas formulacgdes utilizando diferentes técnicas

analiticas.

1.1.1 Objetivos especificos

Diante do exposto estabeleceram-se 0s seguintes objetivos especificos:

a) caracterizar os farmacos bromoprida (BROM), lisinopril dihidratado (LIS) e
pantoprazol sodico sesquihidratado (PAN) utilizando TG, DSC, FT-IR e PXRD;

b) realizar estudo da compatibilidade da BROM com excipientes farmacéuticos
utilizando DSC, FT-IR e CLAE;

c) realizar estudo da compatibilidade do LIS com excipientes farmacéuticos
utilizando TG, FT-IR e CLAE;

d) realizar estudo da compatibilidade do PAN com excipientes farmacéuticos
utilizando TG, FT-IR e CLAE;

e) realizar estudo da recristalizagdo e formacéo de sais de BROM.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A seguir sera apresentada uma revisdo bibliografica a respeito do tema abordado

neste trabalho.

2.1 ESTUDO DE COMPATIBILIDADE FARMACO-EXCIPIENTE

Os farmacos sdo administrados por meio de formulagbes farmacéuticas. Uma
formulagdo farmacéutica é caracterizada como a combinagdo de um ou mais farmacos
juntamente com excipientes especificos (Chadha; Bhandari, 2014). Os excipientes podem
constituir de 1% a 99% da massa total da formulacdo e desempenham diversas funcgdes, tais
como: solubilizar, suspender, diluir, emulsificar, estabilizar e também auxiliar na
aceitabilidade pelo paciente por meio de caracteristicas como cor, cheiro e sabor. Entretanto,
a funcdo mais importante de qualquer excipiente é garantir a seguranca e eficacia do
medicamento durante toda a formulacdo, periodo de armazenamento, durante e ap0s sua
administracdo (Dave et al., 2014; Abrantes, Duarte; Reis, 2016). Fundamentalmente, os
excipientes sdo geralmente definidos por instituicbes como a United States Food and Drug
Administration (US FDA), a United States Pharmacopeia (USP) e o International
Pharmaceutical Excipient Council (IPEC) como componentes com funcdo
predominantemente inerte em relagdo aos farmacos nos medicamentos. No entanto, essa
visdo nem sempre reflete a realidade, pois os excipientes podem participar de interagdes
quimicas ou fisicas com o insumo farmacéutico ativo (IFA). Sendo compostos organicos,
eles podem interagir com grupos funcionais reativos do farmaco, o que pode levar a
alteracOes estruturais ou funcionais que impactem sua estabilidade ou eficacia. (Dave et al.
2014; Narang et al., 2015; Abrantes; Duarte; Reis, 2016).

Com o objetivo final de garantir a seguranca dos excipientes usados na industria
farmacéutica, as principais agéncias reguladoras como a agéncia americana FDA, a Agéncia
Europeia de Medicamentos (EMA) e, no Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) exigem testes de excipientes farmacéuticos para verificar a identidade, pureza,
rastreabilidade dos lotes a qualquer momento, estabilidade e qualidade (GMP, 2018). Estes
testes rotineiros se tornaram essenciais para a producdo de medicamentos mais seguros e
eficazes, devendo acatar as orientacdes sobre principios de uso de animais em toxicologia e

também estar atentos as boas praticas de laboratério (Abrantes; Duarte; Reis, 2016). Quando
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um novo excipiente é introduzido no mercado farmacéutico, as agéncias reguladoras exigem
que sejam atendidos os requisitos de qualidade e seguranca estabelecidos pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) na RDC n° 34/2015 (Brasil, 2015), que trata das
Boas Praticas de Fabricacdo para medicamentos. Caso haja monografias publicadas para um
determinado excipiente, todos os métodos de teste descritos devem ser realizados e 0s
resultados devem estar de acordo. No caso de ndo existir monografias, o fabricante deve usar
métodos de teste semelhantes a outras monografias, sendo necessario realizar a avaliacdo
dos mesmos, respeitando o Guia de Validacdo ICH Q2 (R2): 2024 (Elder; Kuentz; Holm,
2016; Kar et al., 2019).

As interacbes entre o farmaco e os excipientes utilizados em sua formulagédo
representam um aspecto critico na pesquisa farmacéutica. Essas interacdes podem ser fisicas
ou quimicas e tem o potencial de exercer impactos significativos em diversos aspectos,
como a nhatureza quimica do farmaco, sua estabilidade ao longo do tempo, a
biodisponibilidade e, por conseguinte, tanto sua eficacia terapéutica quanto seu perfil de
seguranca (Ding et al., 2017; Ghaderi; Monajjemzadeh, 2020). As interacOes fisicas em
geral, podem afetar o desempenho do medicamento, como: a taxa de dissolu¢do ou a
uniformidade da dosagem e a biodisponibilidade do farmaco. As intera¢des quimicas podem
levar a ocorréncia de impurezas, ou até mesmo em casos mais graves a degradacdo do
farmaco (Chadha; Bhandari, 2014; Abrantes; Duarte; Reis, 2016; Gorain et al.,2018).

Reconhecidamente, as interagcdes entre farmaco e excipientes podem desencadear
modificacdes sutis ou substanciais na propriedade do farmaco, o que pode repercutir
diretamente na qualidade do tratamento oferecido aos pacientes. Diante disso, uma analise
abrangente das interacfes entre farmacos e excipientes é de suma importancia para orientar a
formulacdo de medicamentos que ndo somente sejam eficazes, mas também seguros e
consistentes em termos de qualidade. Essa avaliagdo pode garantir que as interacdes entre o
farmaco e seus excipientes ndo comprometam as propriedades terapéuticas do medicamento.

Uma forma inicial para prever incompatibilidades entre farmaco e excipientes, ou
mesmo entre excipientes, € a aplicacdo de métodos computacionais. Por meio desses
métodos, é possivel acessar informacgdes detalhadas disponiveis em bancos de dados
especializados, como a presenca de grupos funcionais reativos, valores de pK, e reatividades
de compostos estruturalmente semelhantes, previamente conhecidos. Essas informacdes séo
relevantes para a selecdo de excipientes adequados e podem ser obtidas através de softwares
computacionais como CAMEO, SPARTAN, EPWIN e Pharm D3 (Chadha; Bhandari, 2014;
Abrantes; Duarte; Reis, 2016; Narang; Mantri; Raghavan, 2016; Kar et al., 2019).
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A analise computacional, ao processar os dados obtidos, possibilita uma previsdo
inicial da compatibilidade quimica entre farmacos e excipientes. Entretanto, apesar de sua
utilidade, essa abordagem nao deve ser utilizada como Unica fonte de informacdo para a
avaliacdo de compatibilidade. Ela deve ser complementada por técnicas experimentais e
estudos laboratoriais, que sdo indispensaveis para a validagdo dos dados e para garantir a
seguranca e eficacia do produto final. (Chadha; Bhandari, 2014; Abrantes; Duarte; Reis,
2016; Narang; Mantri; Raghavan, 2016; Kar et al., 2019)

A avaliacdo efetiva das possiveis interacfes entre farmacos e excipientes € realizada
atraves dos estudos de compatibilidade farmaco-excipiente. Os estudos de compatibilidade
estdo presentes nas pesquisas voltadas para o desenvolvimento de novos medicamentos. Ao
mesmo tempo, alguns trabalhos relatam incompatibilidades farmaco-excipiente em
medicamentos ja existentes no mercado (Santos et al., 2021). Para realizar um estudo de
compatibilidade, geralmente, sdo utilizadas misturas fisicas de farmaco-excipiente na
proporcdo 1:1 massa/massa. Esta proporcdo demasiadamente alta em relacdo a formulagéo é
mantida com a finalidade de maximizar a proporcao farmaco-excipiente, aumentando desta
forma a probabilidade de incompatibilidade (Chadha; Bhandari, 2014; Gorain et al., 2018;
Zhang et al.,2018).

As misturas binarias, apds serem homogeneizadas, devem ser submetidas a analises
utilizando técnicas analiticas capazes de avaliar a compatibilidade entre o farmaco e o
excipiente. Vale ressaltar que ndo existe um protocolo padrdo universalmente aceito para
este tipo de estudo, o que torna essencial o uso de diferentes abordagens analiticas para
garantir a precisdo da avaliacdo das interacdes entre o farmaco e outros componentes
(Chadha; Bhandari, 2014).

A realizacdo de estudos de compatibilidade farmaco-excipiente é essencial para
garantir a estabilidade, seguranca e eficacia dos medicamentos. Embora ndo exista um
protocolo universalmente aceito para essa avaliagdo, a aplicagdo de abordagens
computacionais e experimentais permite identificar possiveis interacbes que possam
comprometer a qualidade da formulacdo. Dessa forma, a investigacdo criteriosa dessas
interagOes contribui significativamente para o desenvolvimento de medicamentos mais
seguros e eficazes, minimizando riscos de degradacdo e assegurando a manutengdo das

propriedades terapéuticas ao longo do tempo.

2.2 INTERACOES QUIMICAS ENTRE FARMACO-EXCIPIENTES
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A incompatibilidade quimica entre o farmaco e excipientes pode causar efeitos
indesejaveis, como a formacao de produtos de degradacdo toxicos ou reducdo da eficacia
clinica do tratamento. As reagdes quimicas mais frequentemente observadas em produtos
farmacéuticos incluem hidrolise, oxidagao, isomerizagdo, fotdlise e polimerizagdo, alem de
interacdes especificas com os componentes da formulacdo, como excipientes e suas

respectivas impurezas (Narang et al., 2012; Dave et al., 2015; Gorain et al., 2018).

Diversos fatores contribuem para a ocorréncia de rea¢fes quimicas em formulagdes
farmacéuticas. A temperatura, por exemplo, é um fator determinante na cinética das reacoes.
Santos et al. (2021) destacam que o0 aumento da temperatura pode acelerar
significativamente as reac¢des, influenciando diretamente a estabilidade dos farmacos. O pH
do meio também exerce um papel crucial, como demonstrado em diversos estudos.
Condigdes acidas ou béasicas podem catalisar reacdes de hidrolise, comprometendo a

integridade molecular dos farmacos (Oliveira; Y oshida; Gomes, 2011).

A umidade, tanto no estado solido do produto quanto na umidade relativa do
ambiente, é outro fator critico. A presenca de agua pode promover reacdes de hidrolise e
afetar a estabilidade de farmacos higroscopicos (Santos et al., 2020). Além disso, a presenca
de catalisadores, como ions metalicos, pode acelerar significativamente reacdes de oxidacéo,

como evidenciado por diversos estudos na literatura (Oliveira; Yoshida; Gomes, 2011).

A exposicdo a luz e ao oxigénio também sdo fatores de instabilidade, podendo
induzir processos de fotodegradacdo e oxidacao, respectivamente. Caracteristicas fisicas do
farmaco e dos excipientes, como a forma fisica (amorfismo ou cristalino) e o tamanho das
particulas, também influenciam significativamente a reatividade e a estabilidade do produto
final. A forma amorfa, por exemplo, é geralmente mais reativa devido a maior energia livre
do sistema (Chaurasia, 2016).

A hidrolise é uma reacdo quimica amplamente conhecida que ocorre quando um
composto interage com a agua em diferentes faixas de pH. No contexto farmacéutico, essa
reacdo pode comprometer a estabilidade do farmaco e dos excipientes, levando a formacao
de produtos de degradacdo que podem impactar a qualidade, eficacia e seguranca do
medicamento. Certos excipientes sdo particularmente suscetiveis a hidrélise, especialmente

aqueles que possuem grupos funcionais como ésteres e amidas em sua estrutura quimica.
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Durante o processo hidrolitico, os ésteres geralmente se degradam formando alcoois e acidos
carboxilicos, enquanto as amidas podem gerar acidos carboxilicos e aminas. Esses produtos
de degradacdo podem, por sua vez, reagir com o farmaco ou outros componentes da

formulacdo, potencializando a instabilidade da formulacao (Gorain et al., 2018).

A hidrdlise dos ésteres pode ser influenciada significativamente pelo pH do meio.
Em ambientes acidos, a reacdo tende a alcancar um estado de equilibrio, enquanto em
ambientes basicos, a hidrdlise ocorre de forma irreversivel, resultando na completa

conversao do éster em seus produtos de degradacédo (Gorain et al., 2018).

Além de ser um fator que favorece a hidrolise, a &gua também pode atuar como meio
reacional, aumentando a plasticidade e a mobilidade molecular do sistema. Esses efeitos
podem acelerar reacdes quimicas indesejadas, comprometendo a integridade do
medicamento ao longo do tempo. Alguns excipientes possuem a capacidade de minimizar
esses efeitos ao adsorver a agua, reduzindo sua disponibilidade para reagdes quimicas. Um
exemplo disso sdo a silica coloidal e a silica gel que podem ajudar a prevenir a degradacéo
do farmaco ao reduzir a atividade da agua na formulacao. Por outro lado, excipientes como a
celulose microcristalina possuem agua fracamente adsorvida, 0 que a torna mais reativa e

potencialmente envolvida em processos de degradacao (Narang et al., 2012).

A oxidagdo, outro fator responsavel pela degradacdo de farmacos devido as
interacdes com excipientes, envolve a remo¢do de um atomo, radical ou elétron
eletropositivo, ou, de forma inversa, a adicdo de uma fracéo eletronegativa. A oxidacdo pode
ocorrer de maneira espontanea, mas é frequentemente acelerada por fatores como a presenca
de oxigénio, ions de metais pesados e exposicdo a luz, que atuam como catalisadores na
formacdo de radicais livres altamente reativos. Farmacos que contém grupos funcionais
como aldeidos, alcoois, fenois, alcaloides e acidos graxos insaturados sdo especialmente

vulneraveis a degradacdo oxidativa (Gorain et al., 2018).

A reacdo de Maillard é um dos principais mecanismos de degradacdo que podem
ocorrer devido a interacdo entre farmacos e excipientes. Esse processo envolve a reacao
entre grupos amina primaria ou secundaria presentes no farmaco e acucares redutores
frequentemente utilizados como excipientes em formulagdes solidas. Essa reacdo nao
enzimatica pode levar ao escurecimento da formulacgao, formacdo de impurezas indesejaveis
e possivel perda da eficacia terapéutica do medicamento (Dave et al., 2015; Narang et al.,
2012; Qiu et al., 2005).
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Excipientes como lactose e glicose sdo frequentemente envolvidos na reagdo de
Maillard quando interagem com farmacos contendo grupos amina. Essa reagdo ocorre em
trés etapas principais, iniciando-se com a formacdo da Base de Schiff, onde o grupo
carbonila de um acucar redutor reage com o grupo amina de um farmaco ou excipiente,
resultando em um intermediario instdvel de imina. Em seguida, essa estrutura sofre um
rearranjo molecular, dando origem ao produto de Amadori, um composto mais estavel e
caracteristico dessa reacdo. Na etapa final, esse produto passa por processos de degradacao,
incluindo oxidacdo e desidratacdo, culminando na formacdo de compostos aromaticos e
pigmentos escuros conhecidos como melanoidinas (Gorain et al., 2018; Bharate et al.,
2010).

Em vista dos fatores que influenciam a estabilidade e a integridade das formulacdes
farmacéuticas, a avaliacdo da compatibilidade entre o farmaco e o excipiente é essencial
para garantir a qualidade e seguranca dos medicamentos. A proxima secdo abordara as
técnicas analiticas utilizadas para estudar essa compatibilidade, proporcionando uma
compreensdo detalhada dos métodos que podem ser aplicados para detectar e mitigar

possiveis interacdes quimicas prejudiciais entre os componentes da formulacao.

2.3 TECNICAS UTILIZADAS NO ESTUDO DE COMPATIBILIDADE

Na busca por uma formulagdo de um produto eficaz, diferentes métodos analiticos
vém sendo utilizados em estudos de compatibilidade farmaco-excipiente, como: métodos
térmicos: DSC, andlise térmica diferencial (DTA), TG, microscopia de estadgio quente;
métodos espectroscopicos: Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier
(FT-IR), difragdo de Raios-X em po (PXRD), espectroscopia vibracional e espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear de estado sdlido (sSRMN); método microscopico:
microscopia eletrénica de varredura (MEV) e métodos cromatograficos: CLAE e
Cromatografia em camada delgada (CCD) (Gorain et al., 2018).

Para a identificacdo adequada de incompatibilidade o ideal é fazer combinacGes de
métodos térmicos e ndo térmicos (Chadha; Bhandari, 2014). As analises térmicas e métodos
espectroscopicos sao relativamente simples que fornecem resultados imediatos. As técnicas,

como DSC e TG sdo mais usadas para triagem de compatibilidade, pois sdo de facil uso,
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baixo custo e que usa uma quantidade pequena de amostra. Ja as técnicas espectroscopicas,
como FT-IR, apesar de serem facilmente conduzidas, geram grandes volumes de dados o
que leva a uma trabalhosa interpretacdo e que, normalmente, necessitam de analise
quimiométrica para extrair a informacédo desejada (Melchiades et al.,2020).

O estudo de compatibilidade quando realizado apenas com a DSC pode ser
inconclusivo, por isso é recomendado combinar a DSC com outras técnicas, como TG
(Santos et al., 2021), FT-IR (Ledeti et al., 2017), PXRD (Ding et al., 2017), CLAE
(Niguram et al, 2020) e teste de estresse isotérmico (Veras et al, 2019) para gerar
interpretacdo mais precisa.

Em resumo, a combinacao de diferentes métodos analiticos tem se mostrado crucial
para a avaliagdo da compatibilidade farmaco-excipiente, permitindo uma abordagem
abrangente e eficaz na identificacdo de potenciais incompatibilidades. As proximas secoes
discutirdo mais detalhadamente as técnicas especificas utilizadas neste trabalho, como
Analise Térmica, Espectroscopia no Infravermelho e a Cromatografia Liquida de Alta

Eficiéncia, bem como o Teste de Estresse Isotérmico.

2.3.1 Analise térmica

Os métodos térmicos, como ja mencionados, oferecem analise rapida, além de ser
uma ferramenta de triagem pouco trabalhosa. Dentre os métodos térmicos, a DSC € a
primeira escolha aplicada a triagem rapida de incompatibilidade (Rojek; Wesolowski, 2019).
Essa técnica registra a diferenca de energia cedida a uma amostra e a um material de
referéncia em funcdo da temperatura, quando estas sdo submetidas a um programa
controlado de temperatura (Clas; Dalton; Hancock, 1999). A DSC apresenta vantagens
expressivas: requer pequena guantidade amostra (cerca de 2-5 mg), curto tempo de analise
(algumas horas), resultados simples, taxas de aquecimento/resfriamento personalizaveis e
abrange ampla faixa de temperatura (Gao et al, 2015; Niguram et al, 2020; Lopes et al,
2020; Ghaderi; Monajjemzadeh, 2020). Outras vantagens sdo que o0s estudos de
compatibilidade farmaco-excipiente realizados por DSC ndo necessitam de armazenamento
por longos periodos da mistura antes da avaliacdo e nem estarem sob condicdes extremas de
temperatura e umidade para acelerar as interagdes (Oliveira et al., 2011). Apesar de muito
utilizada a DSC, apresenta limitacdes que devem ser levadas em consideracdo, esta € uma

técnica semi-quantitativa, além de proporcionar um ambiente diferente das condigdes
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normais de estocagem, uma vez que as amostras sao expostas a altas temperaturas (Chadha;
Bhandari, 2014).

A analise de DSC para avaliacdo de compatibilidade envolve registrar as curvas do
excipiente individual, do farmaco e das misturas fisicas farmaco-excipiente em uma taxa
padrdo de aquecimento, geralmente sob uma atmosfera de nitrogénio. Ao comparar as
curvas resultantes destas analises, realiza-se a sobreposicdo das mesmas que sdo entdo
interpretadas a fim de determinar se as propriedades térmicas da mistura sdéo uma soma dos
componentes individuais. Um sinal de interacdo é identificado quando ocorrem mudangas no
aparecimento ou desaparecimento de um pico de transicdo, mudancas na temperatura de
transicdo ou alteracGes na forma e area do pico. As interacBes farmaco-excipiente sO serdo
confirmadas definitivamente quando os resultados obtidos com outras técnicas também
indicarem a incompatibilidade, uma vez que pequenas mudancas na altura, forma e largura
do pico podem ser devido a mudangas provaveis no estado cristalino da mistura, ndo
configurando, portanto, em interacdo quimica. Outra maneira de comprovar uma possivel
interacdo € com o célculo da entalpia, ja que as misturas binarias possuem a razéo 1:1 m/m
espera-se encontrar a metade da entalpia para o pico quando comparadas com a curva
térmica do farmaco puro (Ghaderi; Monajjemzadeh, 2020).

A analise por DSC tem sido proposta como uma ferramenta eficaz e agil para a
avaliacdo das alteragdes fisico-quimicas entre os diversos componentes de uma formulagao.
Rosasco e colaboradores utilizaram DSC, em conjunto com outras técnicas de triagem, para
avaliar a compatibilidade do antibidtico tobramicina, que pertence a classe dos
aminoglicosideos, um grupo de antibidticos bactericidas, com diferentes excipientes. As
interacdes foram avaliadas a partir das curvas DSC, analisando a aparéncia, mudanca ou
desaparecimento dos picos. Neste estudo foi demonstrado que o Tobramicina é incompativel
com cloreto de benzalcbnio, &cido borico, sorbato de potassio, fosfato de sédio monobaésico,
EDTA dissodico, metabissulfito de sddio e timerosal (Rosasco et al., 2018).

Melchiades et al. (2020), utilizaram DSC e TG, juntamente com teste de estresse
térmico, CLAE e FT-IR para detectar incompatibilidades entre kaempferol e seus
excipientes. Os resultados das analises térmicas isoladamente indicaram que ocorreram
interagbes entre o farmaco e todos os excipientes estudados, exceto um, a celulose
microcristalina. Entretanto, ao prosseguir a investigacdo pelas demais técnicas foi constatada
compatibilidade entre Kaempferol e todos os excipientes. Desta forma, o estudo mostrou a

importancia de combinar diferentes técnicas durante a pré-formulacéo.
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A TG, outra técnica termoanalitica muito usada nos estudos de compatibilidade
farmaco-excipiente, pode determinar a composicao de um material, quando acoplada a outra
técnica de identificacdo como espectrometria de massas (MS) ou espectroscopia no
infravermelho, e também determinar & estabilidade térmica. E possivel caracterizar o
material caso ele exiba uma mudanca na massa devido a interacdo fisica ou quimica. Esta
técnica fornece dados sobre a taxa de mudanca de massa em funcdo da temperatura, de
modo que a perda ou ganho de massa pode ocorrer devido a decomposicdo, evaporagdo ou
dessorcdo e oxidacdo (Gorain et al., 2018). A técnica pode ser empregada em estudos de
compatibilidade, visto que a alteracdo de parametros como a temperatura de decomposicao,
pode estar associada a uma interacdo farmaco-excipientes.

As técnicas DSC e TG podem ser usadas em conjunto para a conclusdo final no
estudo de compatibilidade. Por exemplo, quando em uma analise realizada no DSC ocorrer 0
aparecimento de um pico endotérmico em torno de 100°C, este pode estar relacionado a uma
interacdo ou a perda de agua de uma molécula hidratada. Deste modo, a elucidacdo do
evento pode ser comprovada caso seja realizado uma analise paralela em TG, uma vez que, a
desidratacdo é acompanhada de perda de massa na curva (Ghaderi; Monajjemzadeh, 2020).

Em um estudo de compatibilidade realizado por Trandafirescu e colaboradores
(2019) buscou-se identificar a interacdo entre os sistemas binarios de albendazol-
ciclodextrinas com excipientes farmacéuticos, utilizando entre outras técnicas TG/DTG
(termogravimetria derivada). As analises foram realizadas em cadinhos abertos em
atmosfera dindmica de ar sintético. Os resultados mostraram que em temperaturas acima de
40°C ocorreu a desidratacdo seguida de termolise e indicando interacdes em todas as
amostras avaliadas.

Diante do exposto, enfatiza-se que cada método térmico disponivel para a analise da
compatibilidade farmaco-excipiente possui vantagens e desvantagens. Desta forma, para
avaliar a interacdo entre componentes, uma escolha sensata ¢ a abordagem integrada e
combinada. Os métodos térmicos sdo eficazes para detectar alteracdes nas propriedades
térmicas das substancias, porém os dados de apenas uma técnica isolada sdo insuficientes
para inferir a existéncia da interacdo entre IFA e excipientes. Para confirmacdo da
ocorréncia de incompatibilidade quimica ou interacdo apontada por métodos termoanaliticos

uma alternativa € a aplicacdo da cromatografia liquida (Tita et al., 2011a).

2.3.2 Espectroscopia no infravermelho
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A espectroscopia no infravermelho (FT-IR, do inglés “Fourier Transform Infrared
Spectroscopy”) é uma técnica amplamente empregada tanto para a investigacdo do
comportamento do estado sélido do farmaco e suas respectivas formulagdes quanto como
uma ferramenta eficiente na avaliagdo de compatibilidade (Rojek et al., 2016). Essa
metodologia baseia-se na interacdo entre a radiacdo infravermelha e as liga¢cdes quimicas
presentes em uma amostra, fornecendo informacdes sobre os grupos funcionais e possiveis

interacGes moleculares (Gorain et al., 2018).

A técnica de FT-IR € utilizada para identificar interagdes quimicas potenciais entre o
farmaco e os excipientes de uma formulagdo por meio da analise dos grupos funcionais
caracteristicos do farmaco puro, dos excipientes puros e das misturas fisicas. As variacoes
vibracionais registradas nos espectros possibilitam a identificacdo de potenciais interacoes
intermoleculares entre os componentes analisados uma vez que podem ser detectadas novas
bandas de estiramento, além de deslocamentos ou alteragdes de intensidade que possam

evidenciar essas interacoes (Rojek et al., 2016).

A analise por espectroscopia de infravermelho pode ser prejudicada pela presenca de
bandas sobrepostas nos espectros, o que reduz a precisdo e a confiabilidade (ROJEK et al.,
2016). Por essa razdo, a técnica, quando utilizada isoladamente, ndo é adequada para prever
com precisdo a compatibilidade ou incompatibilidade em misturas farmacéuticas. A
sobreposicdo de bandas em misturas fisicas representa um obstaculo a deteccdo de alteragcdes
vibracionais especificas de determinados componentes. Além disso, grupos funcionais
presentes em uma molécula, bem como possiveis contaminantes, podem absorver energia
em intervalos de frequéncia semelhantes, gerando informacdes que podem ser interpretadas
de forma ambigua e dificultando a identificacdo de incompatibilidades entre o farmaco e 0s
excipientes (Rojek et al., 2016, Chadha; Bhandari, 2014).

Vlase e coladores (2018) investigaram a compatibilidade do micofenolato mofetil,
pertencente a classe farmacolégica dos imunossupressores, com 5 excipientes
(hidroxietilcelulose, celulose microcristalina, dioxido de silicio, talco e estearato de
magnésio) por meio das técnicas FT-IR e TG/DSC. A etapa inicial deste estudo consistiu na
comparacdo dos espectros de infravermelho médio obtidos das misturas binarias, analisados
antes e apds serem submetidos a analise térmica. Essa abordagem permitiu avaliar possiveis

alteracOes nas caracteristicas espectrais decorrentes das investigacdes térmicas, contribuindo
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para a compreensdo das interacdes entre os componentes das misturas. A analise por FT-IR
mostrou que os excipientes hidroxietilcelulose e celulose microcristalina poderiam

desencadear algumas interac¢des induzidas termicamente.

No estudo realizado por Tita e colaboradores (2014), a compatibilidade entre o
farmaco indometacina, pertencente a classe farmacologica dos anti-inflamatérios nao
esteroides (AINEs), e seus excipientes foi investigada utilizando analise térmica como
técnica principal, complementada por espectroscopia FT-IR e difracdo de raios X. As
interacdes observadas entre a Indometacina e os excipientes acido esteérico, povidona e
estearato de magnesio, inicialmente identificadas pela analise térmica, foram confirmadas

por meio da FT-IR e difragdo de raios X.

Com base no exposto, conclui-se que a espectroscopia FT-IR é uma técnica
complementar indispensavel em estudos de compatibilidade farmaco-excipiente, pois
fornece dados relevantes sobre interagfes intermoleculares e auxilia na interpretacdo dos

resultados obtidos por outras técnicas analiticas.

2.3.3 Cromatografia Liquida de alta eficiéncia

A técnica de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) é amplamente
aplicada e explorada na realizacdo de estudos de compatibilidade farmaco-excipientes.
Entretanto, ela é utilizada muitas vezes para confirmar os resultados da triagem inicial de
incompatibilidade usando métodos térmicos ou por espectroscopia no infravermelho
(Ghaderi; Monajjemzadeh, 2020). Essa técnica abrange ndo apenas pesquisas de pré-
formulacdo para quantificacdo de componentes medicamentosos, mas também a
identificacdo e avaliagdo do grau de incompatibilidade destes componentes. Para realizacdo
das analises por CLAE, as amostras sdo diluidas adequadamente em solvente apropriado e,
posteriormente, sdo injetadas no sistema para a determinacdo da concentracdo do IFA
(Gorain et al., 2018).

Normalmente, a CLAE ¢ utilizada para analisar amostras que foram previamente
submetidas a testes de estresse isotérmico. Apds esse processo, as amostras sdo analisadas
por CLAE, e a incompatibilidade é avaliada por meio da quantificacdo do IFA. Se houver

uma reducdo no teor de farmaco na mistura em relacdo ao farmaco puro, isso pode indicar
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uma interacdo entre o farmaco e o excipiente. (Chadha; Bhandari, 2014; Ghaderi;
Monajjemzadeh, 2020).

O estudo realizado por Niguram e colaboradores (2020) investigou a compatibilidade
da empagliflozina, pertencente a classe farmacoldgica dos inibidores do cotransportador
sodio-glicose tipo 2 (SGLT2), com diferentes excipientes. O estudo de compatibilidade
farmaco-excipiente foi conduzido usando DSC, TG, FT-IR, PXRD e microscopia de estagio
quente (HSM). Estudos teste de estresse isotérmico foram realizados e o teor do farmaco
avaliado por CLAE. No geral, o farmaco mostrou compatibilidade com 13 excipientes
selecionados. No entanto, os resultados de DSC e teste de estresse isotérmico indicaram
interacdo do fArmaco com macrogol.

No trabalho de Marothu e colaboradores (2015) foi realizado um estudo de
compatibilidade do fumarato de bisoprolol, que pertence a classe farmacologica dos
betabloqueadores seletivos, com excipientes selecionados. Neste estudo as misturas binarias
(proporc¢do 1:10) do farmaco com cada excipiente foram submetidas ao teste de estresse
isotérmico e avaliadas por CLAE. Os resultados indicaram que o Fumarato de bisoprolol
puro apresentou uma degradacdo de 18,6% apds ser submetido ao teste de estresse
isotérmico. A degradacdo mais acentuada do fumarato de bisoprolol foi observada na
presenca de hidroxianisol butilado (89,4%), acido citrico anidro (89%), manitol (77%) e
glicerol (61,9%).

A compatibilidade do acido rosmarinico com excipientes foi realizada por Veras e
colaboradores (2019) por DSC e TG, FT-IR e CLAE. As analises por CLAE foram
realizadas apds teste de estresse isotérmico. Para tal, a cada mistura binaria foi adicionada a
10% (m/m) de &gua e em seguida estas amostras foram armazenadas em estufa a 50°C por
trés semanas. As misturas do farmaco com croscarmelose sddica e estearato de magnésio
apresentaram perda de teor de 16 e 30%, respectivamente, confirmando a degradacéo
quimica do farmaco.

Geralmente, a CLAE ¢é utilizada para analisar as amostras do teste de estresse
isotérmico. No entanto, nesta Tese, além da realizacdo desse teste, a CLAE também foi
empregada na analise das misturas binarias farmaco-excipiente. Neste caso, o preparo prévio
das misturas farmaco-excipiente foi utilizado, com o objetivo de simular as condicbes de

temperatura a que as misturas sdo submetidas nas analises térmicas, como DSC e TG.

2.3.4 Teste de estresse isotérmico
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No teste de estresse isotérmico, o farmaco sozinho e as misturas farmaco-excipiente
sdo0 armazenadas em ambiente controlados, que pode ser com ou sem umidade em alta
temperatura por um periodo especifico de tempo (cerca de 3 a 4 semanas) com a finalidade
de acelerar qualquer interacdo farmaco-excipiente (Chadha; Bhandari, 2014).

A incompatibilidade quimica é avaliada determinando o teor do farmaco nas
amostras armazenadas, geralmente por CLAE. Os resultados da CLAE que mostram uma
perda percentual semelhante a do farmaco analisado isoladamente indicam a auséncia de
interacdo com o0s excipientes. Por outro lado, diferencas significativas na degradacdo
sugerem a ocorréncia de incompatibilidade entre os componentes da formulag&o.

Embora o método seja util, a principal desvantagem do teste de estresse isotérmico é
o tempo de analise prolongado e a necessidade de uma quantificacdo precisa. Em
contrapartida, as técnicas térmicas apresentam vantagens significativas em relacéo aos testes
convencionais de estresse isotérmico. A analise térmica permite a obtencdo de dados sem a
necessidade de longos periodos de armazenamento ou do desenvolvimento de metodologias
especificas para cada principio ativo, como ocorre no teste de estresse isotérmico. Além
disso, as técnicas de analise térmica possibilitam a realizacdo de um grande nimero de testes
de triagem de excipientes em um tempo reduzido, tornando o processo mais eficiente
(Chadha; Bhandari, 2014). Idealmente, a combinacéo da técnica térmica como a DSC e do
teste de estresse isotérmico é recomendada para uma selecdo mais eficiente de excipientes
(Bharate et al., 2010).

2.4 FARMACOS ALVO DESTE ESTUDO

Neste estudo, serdo abordados trés farmacos de interesse: BROM, LIS e PAN. A
compreensao das caracteristicas fisico-quimicas desses compostos é essencial para avaliar
sua compatibilidade com excipientes e sua estabilidade em diferentes condi¢des. Nas se¢oes
subsequentes, serdo discutidas as propriedades e aplicacfes de cada um desses farmacos,
fornecendo uma base para a analise de suas interacGes e comportamento em formulagdes

farmacéuticas.

2.4.1 Bromoprida
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A BROM ¢é um farmaco empregado no tratamento de refluxo gastroesofagico,
sindrome do intestino irritdvel, dispepsia funcional, gastroparesia diabética, exame
radiologico do trato gastrointestinal e vomitos induzidos por quimioterapia (Silva et al.,
2015).

A BROM (FIGURAL), conhecida pelo nome quimico 4-amino-5-bromo-N-[2-
(dietilamino)etil]-2-metoxibenzamida, & um pd cristalino, branco a marfim, praticamente
insolUvel em &gua, pouco soltvel em acetona, etanol e éter etilico, moderadamente soltvel
em acetonitrila, porém solGvel em solugdes diluidas de acidos minerais (F. Bras. 7% Ed.,
2024). Possui massa molar de 344,26 g/mol, formula quimica Ci4H22BrN3O2, dois grupos
ionizaveis com pK, de 2,04 e 9,35, log P (coeficiente de particdo) de 2,8, com estrutura
anadloga a metoclopramida, sendo ambas derivadas da benzamida, (Abreu et al., 2021; Carrer
etal., 2016).

Figura 1 - Representacdo grafica da estrutura quimica da BROM.
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Fonte: Abreu (2021).

A BROM pertencente a classe dos agentes procinéticos e antieméticos. O efeito
procinético esta relacionado ao bloqueio dos receptores de dopamina D2 no trato
gastrointestinal e no sistema nervoso central, o que estimula a motilidade gastrica e aumenta
a taxa de esvaziamento do estdmago. As propriedades antieméticas por sua vez ajudam a
prevenir nauseas e vomitos (Tonini et al., 2004; Lachi-silva et al., 2020).

Aprovada pela ANVISA, a BROM é comercializada no Brasil, onde possui ampla
disponibilidade. No Brasil, ha cerca de 40 formulacdes registradas, englobando céapsulas,
comprimidos, solucdes orais, injetaveis e gotas pediatricas (Lachi-silva et al., 2020).

A utilizacdo da BROM cresceu especialmente ap6s a retirada da Cisaprida do

mercado nos anos 2000. A decisdo da FDA de descontinuar a Cisaprida foi motivada por
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relatos de efeitos adversos graves, incluindo mortes, o que levou a substituicdo deste
procinético por alternativas mais seguras. Nos Estados Unidos, essa mudanca impulsionou o
uso da metoclopramida, enquanto no Brasil, a BROM tornou-se a principal opc¢éo (Lachi-
Silva et al., 2020).

Apesar de sua ampla utilizagdo no Brasil, a BROM possui disponibilidade restrita
globalmente. Ela ndo é comercializada nos Estados Unidos nem no Reino Unido, mas pode
ser encontrada em paises como Taiwan, Italia, Espanha e Alemanha (Lachi-Silva et al.,
2020). Nesses mercados, o farmaco é comercializado sob diferentes nomes, como Digesan,
produzido pela Sanofi-Synthélabo, e Plamet, fabricado pela Libbs, além de estar disponivel
na versao genérica.

A BROM foi amplamente estudada na area da salde entre as décadas de 1970 e
1980, periodo em que demonstrou eficacia clinica, levando a sua incorporagdo na pratica
pediatrica. Embora a BROM seja amplamente utilizada em alguns paises, ha uma escassez
de estudos clinicos recentes que avaliem sua eficacia e seguranca em comparacdo com

outros antieméticos disponiveis (Portela et al.,2014).

A literatura cientifica apresenta um namero limitado de estudos sobre a determinagéo
da BROM. Em 2014, Lima e colaboradores desenvolveram um método espectrofotométrico
baseado na técnica de analise por injecdo em fluxo (FIA), que possibilitou a quantificacéo
direta de BROM em formula¢des farmacéuticas e amostras de urina. O método proposto se
destaca pela alta precisdo, sensibilidade e reprodutibilidade, sendo uma alternativa eficaz

para a analise da BROM em diferentes matrizes (Lima et al., 2014).

Fontana e colaboradores (2010) validaram métodos analiticos para quantificar a
BROM em formulagdes farmacéuticas liquidas. Os autores desenvolveram métodos
utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa (RP-LC) e
espectrofotometria UV, visando garantir precisdo, exatiddo e especificidade na determinacéo
do farmaco em solucdes orais e injetaveis. Os métodos propostos foram validados de acordo
com parametros como linearidade, limites de deteccdo e quantificagdo, preciséo e robustez,

demonstrando-se adequados para o controle de qualidade da BROM nessas formulagdes.

A BROM ¢é um medicamento classificado como Classe Il pelo Sistema de
Classificacdo Biofarmacéutica (SCB), caracterizado por sua baixa solubilidade e alta

permeabilidade (Silva et al.,, 2015). Para superar essa limitacdo e melhorar sua



35

biodisponibilidade, algumas estratégias tém sido estudadas com o objetivo de aumentar sua

solubilidade.

Carrer e colaboradores (2016) investigaram as propriedades térmicas da BROM
recristalizada a partir de diferentes solventes e sob diversas condi¢cdes de temperatura. Os
autores realizaram analises térmicas para avaliar como esses fatores influenciam as
caracteristicas fisico-quimicas do farmaco. Os resultados forneceram informacdes sobre a
estabilidade térmica e possiveis modificacdes polimoérficas da BROM, dados essenciais para

o0 desenvolvimento e armazenamento adequados deste medicamento.

Um estudo conduzido por Bello e colaboradores (2022) explorou o desenvolvimento
de um sistema de liberagdo sustentada baseado em montmorilonita para administracéo oral
da BROM. Os resultados demonstraram que essa abordagem representa uma alternativa
promissora para prolongar a liberacdo do farmaco, contribuindo para a melhoria de sua

eficacia terapéutica.

2.4.2 Lisinopril dihidratado

O LIS é um farmaco com o nome quimico de [N2-[(S)-1-carboxi-3-fenilpropil]-L-
lisil]-L-prolina di-hidratado. Possui massa molar de 441,5 g/mol, solubilidade em &gua de 97
mg/mL, um log P de -1,8 e formula molecular C21H31N305.2H.0 (Helal; Lane, 2014), sendo
sua estrutura apresentada na Figura 2. O LIS é comercializado apenas na forma de

comprimido de 5 mg, 10 mg ou 20 mg.

Figura 2 - Representacédo grafica da estrutura quimica do LIS
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Fonte: Sbéarcea et al. (2016).
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Disponivel comercialmente desde 1987, LIS € amplamente utilizado na terapia para
o tratamento de muitas doencas, incluindo hipertensdo, insuficiéncia cardiaca, infarto agudo
do miocardio e nefropatia diabética. Sua forma cristalina mais estavel encontrada em
medicamentos comerciais é um di-hidratado (Fujii et al., 2012; Sorrenti et al., 2013; Grosu
etal., 2020).

O LIS é um composto derivado sintético, andlogo do dipeptideo N-carboxialquil
lisil-prolina (Lin; Wang, 2012). Ele atua como um inibidor da enzima conversora de
angiotensina (ECA), bloqueando a acdo dessa enzima que normalmente cliva a angiotensina
| relativamente inativa em angiotensina Il ativa. I1sso leva a um efeito em que 0s vasos
sanguineos se expandem ou dilatam, resultando na diminuicdo da pressdo sanguinea (Arayne
etal., 2013).

Do ponto de vista farmacéutico, o LIS € classificado como um farmaco de classe 111
no SCB. Sua biodisponibilidade oral é relativamente baixa, atingindo cerca de 25 + 4%, o
que impacta sua absorcdo apos a administracdo. Aproximadamente 30% da dose ingerida é
absorvida, e a concentragdo plasmatica maxima do farmaco é alcancada entre 6 e 8 horas. A

dose diaria maxima recomendada € de 80 mg. (Sorrenti et al., 2013; Helal; Lane, 2014).

Gul e colaboradores (2017) realizaram uma revisdo abrangente sobre as principais
técnicas analiticas utilizadas para a quantificacdo do LIS em diferentes matrizes, como
formulacbes farmacéuticas e fluidos biolégicos. O estudo analisou diversos métodos,
incluindo CLAE, cromatografia gasosa (GC), espectrometria de massas (MS),
espectrofotometria UV-Vis e técnicas eletroquimicas, avaliando suas vantagens, limitagdes e
aplicagdes especificas na analise desse farmaco. A maioria dos métodos de CLAE revisados
demonstra grande potencial de aplicagdo prospectiva, destacando-se como uma alternativa
viavel para andlises precisas e confiaveis do lisinopril em diferentes matrizes. Além disso,
técnicas emergentes, como eletroforese capilar e imunoensaios, foram discutidas como
alternativas promissoras para a determinacdo mais eficiente do farmaco. A busca por novos
métodos reflete a necessidade de superar limitagcdes das técnicas convencionais, garantindo
analises mais precisas e reprodutiveis, fundamentais para o controle de qualidade e

monitoramento clinico do LIS.

Além do aprimoramento das técnicas analiticas, novas abordagens tém sido
investigadas para melhorar as propriedades fisico-quimicas do LIS. Sbércea e colaboradores

(2016) investigaram a formacdo de complexos de inclusdo entre o LIS e zofenopril célcio
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(ZOF) com B-ciclodextrina (B-CD). Os complexos preparados foram caracterizados por
técnicas como analise térmica, PXRD, FT-IR e espectroscopia UV. Os resultados
confirmaram a formacdo de complexos de inclusdo em estado solido e em solucdo, com
estequiometria de 1:1 para ambos os farmacos. O estudo avaliou a compatibilidade do
sistema binario LIS/B-CD com lactose na proporcdo 1:1 (m/m) utilizando TG, DTG e FT-IR.
Os resultados do estudo indicam que o complexo de inclusdo formado entre LIS e B-CD
apresenta uma compatibilidade significativamente maior com a lactose. Essa interacdo
favoravel sugere que a encapsulagdo do LIS na cavidade da B-CD pode ser uma estratégia

promissora para o desenvolvimento de novas formulagdes farmacéuticas.

Além da complexagdo com [-CD, outras estratégias para modificar as caracteristicas
fisico-quimicas do LIS tém sido exploradas. Nesse contexto, Sorrenti e colaboradores (2013)
investigaram novas formas sélidas do LIS. Os pesquisadores realizaram recristalizacdes a
partir de diferentes solventes e expuseram o produto de sua desidratacdo a diversos vapores
sob condicGes controladas, resultando na identificacdo de formas anidras e amorfas do LIS,
que apresentaram taxas de dissolucdo intrinseca significativamente superiores a da forma
diidratada comercialmente disponivel. A caracterizacao fisico-quimica dessas novas formas
incluiu técnicas como PXRD com temperatura constante e programada, DSC, TG e FT-IR.
Além disso, 0 estudo determinou pela primeira vez a estrutura cristalina do lisinopril
diidratado por difracdo de raios X de monocristal, revelando sua natureza duplamente

zwitteridnica no estado sélido.

2.4.3 Pantoprazol sesquihidratado

O PAN (FIGURA 3), derivado de benzimidazol, é classificado como um dos
inibidores da bomba de protons, possui formula molecular CisHi14F2N3-NaO4S.1,5H.0,
massa molar de 432,4 g/mol, valor de pKa de 3,9, um log P de 2,11 e solubilidade em agua
de 0,49 mg/mL (Ramadan et al., 2015).

Os primeiros estudos do PAN datam de 1989, ele foi aprovado pelo FDA em 2000
(Protonix ®comprimidos revestidos) e tem especialidades farmacéuticas registradas na
ANVISA desde 1995 (Jungnickel, 2000). Lancado no mercado em 1997, o PAN continua
sendo amplamente prescrito. De acordo com o relatério da IQVIA sobre gastos e
acessibilidade de medicamentos nos Estados Unidos, tanto o PAN quanto o omeprazol

estavam entre os 20 farmacos mais prescritos em 2020 (Srebro et al., 2022). O PAN de
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liberagdo retardada ¢ administrado por via oral na forma de comprimidos ou os granulos de
liberagdo sdo administrados via tubo nasogastrico para os pacientes que ndo conseguem
engolir comprimidos e capsulas (Patel, Patel?, Joshi, 2018). O PAN apresenta-se no mercado
nacional na forma de comprimido revestido de liberacdo retardada no intestino disponivel
em dosagem de 20 e 40 mg em embalagens fraciondveis com 7, 14, 28, 42, 56, 60, 90

unidades ou embalagem hospitalar 280 unidades.

Figura 3 - Representacdo grafica da estrutura quimica do PAN
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Fonte: Ramadan et al. (2015, p.464).

Os inibidores da bomba de prétons sdo uma classe de medicamentos supressores de
acido comumente utilizado em tratamento de disturbios relacionados ao acido gastrico,
como: Ulcera péptica, doenca do refluxo gastroesofagico e sindrome de Zollinger Ellison,
além de serem prescritos também no tratamento de outras doengas como infeccdo por
Helicobacter pylori , cancer e infec¢des virais (Zhang et al., 2020). Esta classe de fAirmacos
conhecida como inibidores da bomba de prétons inclui 0 omeprazol, o primeiro clinicamente
disponivel, e mais recentemente outros como o Lansoprazol, Pantoprazol, Rabeprazol e
Esomeprazol (Eslaml et al., 2019). O PAN, em comparacdo aos outros, apresenta a
vantagem de possuir maior estabilidade em um ambiente de pH neutro e maior duracdo de
acdo (Nasef, Gardouh, Ghorab, 2017).

A enzima H*, K*-ATPase (ou bomba de protons) tem papel fundamental na secrecédo
do acido gastrico sendo responsavel pela etapa final na formacdo do mesmo. Os inibidores
da bomba de prétons, como é o caso do PAN, trabalham de forma a inibir esta enzima
realizando a supressdo acida gastrica (Zhang et al. 2020).

O PAN, por oferecer protecao gastrica, € muito indicado aos pacientes internados nos

centros de terapia intensiva como forma de protecdo a ulcera péptica de estresse, em estudos



39

referentes a incompatibilidades medicamentosas em cenarios de terapia intensiva o PAN
apresentou ser incompativel com alguns medicamentos, tais como: amicacina, fenitoina,
gluconato de célcio, ciprofloxacino, clindamicina, dexametasona, hidrocortisona, manitol,

metoclopramida, vancomicina, furosemida e metadona (Paes, et al., 2017).

O PAN pertence a Classe Il do SCB (Srebro et al., 2022), assim como o LIS.
Ambos os farmacos apresentam baixa permeabilidade, o que pode comprometer sua
biodisponibilidade. Para contornar essa limitacdo, estratégias como o desenvolvimento de
formas farmacéuticas de liberagdo controlada podem ser utilizadas para otimizar sua

absorcao.

Diante desses desafios biofarmacéuticos, diferentes abordagens tém sido exploradas
para otimizar a absor¢do do PAN. Nesse contexto, Patel e colaboradores (2018)
investigaram a formulacdo de comprimidos que combinam a rédpida desintegracdo na
cavidade oral com a liberacéo retardada do PAN no trato gastrointestinal, visando melhorar
a estabilidade do farmaco em ambientes acidos e otimizar sua absorcdo. Os comprimidos
com sistema de multiplas unidades de pellets foram avaliados quanto a dureza, tempo de
desintegracao e perfil de liberacdo do farmaco. Os resultados indicaram que 0s comprimidos
apresentaram dureza adequada, desintegracdo rapida e um perfil de liberacdo do PAN que
permaneceu inalterado apds o processo de compressdo, sugerindo que a abordagem de

sistema de multiplas unidades de pellets € promissora para a administragdo eficaz do PAN.

Além das formulacdes de liberacdo modificada, outras estratégias tém sido
investigadas para garantir a administracéo eficaz do PAN. Todorovi¢ e colaboradores (2023)
investigaram a preparacdo de formulac6es liquidas e sélidas do PAN, visando atender as
necessidades de dosagem ajustavel para diferentes pacientes. O estudo compara a
estabilidade quimica, aplicabilidade e adequacdo dessas formulacdes. Os resultados indicam
que, embora ambas as formas sejam viaveis para a administracdo do PAN, as formulacGes
solidas demonstram maior estabilidade quimica em comparacdo as liquidas. Este achado
sugere que, na pratica de manipulagdo farmacéutica, as formulagbes solidas podem ser

preferiveis quando a estabilidade do farmaco é uma consideracéo crucial.

Segundo a revisdo de Srebro e colaboradores (2022), diversas publicagbes sobre o
PAN exploram uma variedade de formulag@es, incluindo comprimidos, nanoparticulas,
microparticulas, microesferas, sistemas mucoadesivos, formulagdes de hidrogel,

revestimentos enterossollveis e formas de liberacdo prolongada. No campo das novas
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tecnologias de formulacdo, a nanotecnologia surge como uma ferramenta promissora.
Sistemas nanofarmacéuticos, como nanoparticulas ou lipossomos, tém mostrado grande
potencial para melhorar a solubilidade e a biodisponibilidade do PAN, ao mesmo tempo em
que oferecem protecdo contra sua degradacdo acida. Além disso, inovacdes em excipientes
estdo sendo investigadas para melhorar a estabilidade do PAN em formulacdes orais, com o
uso de excipientes que favorecem a liberacdo do farmaco em pH mais elevado, como no

intestino, potencializando a eficacia do tratamento.
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3 MATERIAIS E METODOS

A seguir estdo descritos todos os materiais, equipamentos e metodologia empregados

neste trabalho.

3.1 INSTRUMENTOS E ACESSORIOS

Abaixo, apresentam-se 0s instrumentos e acessorios utilizados ao longo do
desenvolvimento deste trabalho:

— Balanca analitica AY220 Shimadzu utilizada durante o preparo das amostras para
pesagem das matérias-primas;

— Agitador de tubos tipo vortex utilizado para homogeneizar as misturas binarias;

— DSC Q20 da TA Instruments (EUA) pertencente ao LabQui UNIFAL;

— Termobalanca Q600 da TA Instruments (EUA) pertencente ao LabQui UNIFAL;

— Sistema UCLAE Ultimate 3000 LC system (Thermo Scientific, California), que
consiste em uma bomba LPG-3400RS com desgaseificador a vacuo integrado, auto
amostrador WPS-3000RS com injetor de 100 pL, forno de coluna TCC-3000RS e
detector DAD-3000RS, software Chromeleon 6.8 do LACFar, UNIFAL;

— Espectrometro de infravermelho Affinity-1 Fourier Transform (Shimadzu) acoplado
a Pike Miracle™ Attenuated Total Reflectance (ATR) pertencente ao LACFar,
UNIFAL;

— Difratbmetro de Raios-X Ultima IV (Rigaku diffractometer, Japdo) do Laboratério
de Cristalografia da UNIFAL,;

— Agitador magnético (Labnet International);

— pHmetro (MS TECNOPON);

— Microtubos de 1,5 mL de polietileno;

— Vidrarias de grau analitico do LACFar, UNIFAL;

— Microcomputador;

— Medidor de ponto de fusdo modelo PF;M-II.

3.2 MATERIAS-PRIMAS
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3.2.1 Bromoprida

Para estudos de compatibilidade foram preparadas misturas bindrias de BROM
(Lebsa, lote 2200010555) com excipientes de grau farmacéutico (acima de 99% de pureza),
usualmente encontrado nas formulacOes deste IFA no mercado, tais como: celulose
microcristalina (CM), croscarmelose sodica (CS), dioxido de silicio coloidal (DSc),
estearato de magnésio (EM), fosfato dicalcico di-hidratado (FCD), hidroxipropil-metil-
celulose (HPMC), lactose monohidratada (LM), manitol (Man), polivinilpirrolidona (PVP) e
talco (Tal). A acetonitrila (grau CLAE) assim como o tampao fosfato de potassio 0,01 M pH
7,0, preparado com 1,361 g de fosfato de potassio monobasico (Synth) e 2,0 mL de
trimetilamina em baldo de 1 L (pH ajustado com éacido fosférico PA(Ciavicco)) foram

usados na andlise por CLAE.

3.2.2 Lisinopril

Para estudos de compatibilidade foram preparadas misturas binarias do farmaco LIS
(Zhejiang Huahaia Pha, lote M1Q8795) com excipientes de grau farmacéutico (acima de
99% de pureza) usualmente encontrado nas formulacGes deste IFA no mercado, tais como:
amido (Am), celulose microcritalina (CM), croscarmelose sddica (CS), dioxido de silicio
coloidal (DSc), estearato de magnésio (EM), fosfato dicalcico di-hidratado (FCD), lactose
monohidratada (LM) e manitol (Man). Na analise por CLAE foram usados como fase mével
0 metanol (grau CLAE) e a mistura &gua/acetonitrila (pH 3,0, ajustado com &cido fosfoérico
PA(Ciavicco)), de modo que a fase movel consistia em metanol/dgua/acetonitrila na
propor¢éo 80:17,5:2,5 (VIVIV).

3.2.3 Pantoprazol

Para estudos de compatibilidade foram preparadas misturas binarias do farmaco PAN
com excipientes de grau farmacéutico (acima de 99% de pureza) usualmente encontrado nas
formulacbes deste IFA no mercado, tais como: carbonato de sédio (CarS), hidroxipropil-

metil-celulose (HPMC), macrogol (Mac), manitol (Man), e polivinilpirrolidona (PVP). Na
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analise por CLAE foram usados como fase movel a acetronitrila (grau CLAE) e Solugdo A na
proporgao 35:65 (v:v). Para o preparo da solucdo A, foram dissolvidos 3,85 g de acetato de amdnio
em 1 L de &gua, ajustando-se o pH para 7,9 com solucdo de hidroxido de amdnio diluida 1:1 com

agua.

3.3 PREPARO DE AMOSTRAS

Os componentes das misturas binarias famaco-excipiente de todos os farmacos foram
preparados na proporgdo de 1:1 (m/m). As respectivas massas foram aferidas diretamente
em microtubos de 1,5 mL de polietileno contendo esferas de ago inoxidavel usando
microbalanca analitica. O conteido (cerca de 3 mg para analise em DSC e cerca de 10 mg
para analise em TG) foi homogeneizado em agitador de tubo vértex por 3 min (Veronez et
al., 2015). Cada mistura foi preparada individualmente, considerando-se a massa total para
analise, garantindo a uniformidade. Apds o preparo, as amostras foram analisadas
imediatamente por DSC, TG e FT-IR. O mesmo procedimento foi aplicado as amostras
submetidas ao aquecimento em estufa, destinadas a analises adicionais por CLAE e FT-IR,

conforme descrito no método especifico.

3.4 CARACTERIZACAO DOS FARMACOS

Antes do inicio dos estudos de compatibilidade, os farmacos BROM, LIS e PAN

foram caracterizados fisico-quimicamente, de acordo com as técnicas a seguir.

3.4.1 Analise termogravimétrica (TG)

As curvas TG (Q600 da TA Instruments (EUA)) da BROM, LIS e do PAN foram
obtidas a partir da analise de 10,0 mg de amostra, acondicionada em cadinho de alumina
aberto a uma taxa de aquecimento de 10 °C.min e temperatura variando de 30 a 600 °C em
uma atmosfera de nitrogénio a 50 mL.min?, de acordo com as diretrizes da ASTM E2550
(ASTM, 2013).

3.4.2 Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)
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As curvas DSC da BROM, LIS e do PAN foram obtidas usando um DSC Q20 da TA
Instruments (EUA). O gas de purga foi nitrogénio seco a uma taxa de fluxo de 50 mL.min™2.
Uma taxa de aquecimento de 10 °C min! e faixa de temperatura de 40 até 180 °C para a
BROM, de 40 até 210 °C para o LIS e de 40 até 200 °C para o PAN. Em todos os casos
foram adotadas cerca de 3,0 mg de amostra. Cadinho de aluminio com tampa foi usado na
analise. O padrdo indio metalico foi utilizado como calibracdo de temperatura do
equipamento (Tonset = 156,4 °C; AHfszo = 28,7 J g1), conforme especificado pelo ASTM
E537-12 (ASTM, 2012).

Outra anélise de DSC foi realizada para BROM e PAN, utilizando dois ciclos de
aquecimento com resfriamento controlado. Em cada caso, aproximadamente 5 mg de
amostra foram utilizados, com gas de purga de nitrogénio seco a uma taxa de fluxo de 50
mL.min! e taxa de aquecimento de 10 °C.min"!. Para a BROM, foi empregado um cadinho
de aluminio fechado. O primeiro ciclo consistiu em aquecimento de 40 a 180 °C, seguido de
resfriamento até 40 °C e um segundo aquecimento até 180 °C. Ja para o PAN, utilizou-se
um cadinho de aluminio aberto. O primeiro ciclo envolveu aguecimento de 40 a 160 °C,
com manutencdo da temperatura em 160 °C por 3 minutos, seguido de resfriamento
controlado até 40 °C e um segundo aquecimento até 180 °C. A analise de DSC com dois
aquecimentos e resfriamento controlado foi realizada para investigar o evento endotérmico
observado na primeira analise, bem como para determinar a temperatura de fusdo do

farmaco.

3.4.3 Difratometria de Raios-X

O padrdo difratométrico da estrutura cristalina da BROM, LIS e do PAN foram
obtidos por PXRD com os intervalos de angulo analitico de 26 entre 3° e 40°, utilizando 40
KV e 30 mA. O difratdmetro foi operado no modo Step Scan, com passo de 0,02° e tempo de
integracdo de 0,5 segundo por passo. Empregou-se cobre como fonte de Raios-X (K
médio: 1,54178) e niquel como filtro f. A analise de PXRD foi realizada utilizando um
difratdmetro de raios X Ultima IV (Rigaku diffractometer, Japdo), sendo a amostra

preparada em laminas de vidro com uma fina camada de p6 sem solvente.

3.4.4 Espectroscopia no infravermelho
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As analises no infravermelho foram realizadas utilizando um espectrémetro de
infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR) (Nicolet iS50, Thermo Scientific
(USA)) acoplado a Pike Miracle™ Attenuated Total Reflectance (ATR). Os espectros
foram registrados em temperatura ambiente usando 32 varreduras, resolucdo de 4 cm™ e
faixa de 4000 a 400 cm™ (Pani et al., 2012).

3.5 ESTUDOS DE COMPATIBILIDADE FARMACO-EXCIPIENTE DOS FARMACOS

3.5.1 Por anélise térmica

O estudo de compatibilidade farmaco-excipiente por analise térmica foi conduzido
utilizando TG para os farmacos LIS e PAN, enquanto a técnica DSC foi empregada para o
farmaco BROM. A escolha da técnica em cada caso foi baseada nas caracteristicas térmicas

especificas de cada farmaco, identificadas na etapa de caracterizacdo por analise térmica.

Para os estudos de DSC envolvendo os excipientes e as misturas fisicas da BROM
foram realizados utilizando 0 mesmo equipamento e as mesmas condi¢fes descritas na
Secdo 3.4.2, descrita a seguir.

A analise por TG do LIS e do PAN, dos excipientes e das respectivas misturas fisicas
foram realizadas utilizando aproximadamente 10,0 mg de amostra previamente
homogeneizada como descrito no item 3.3. Nos estudos relacionados ao LIS, o aquecimento
foi realizado na faixa de 40 a 550 °C, enquanto para o PAN a faixa foi de 40 a 600 °C. As
demais condicOes experimentais seguiram aquelas descritas na Se¢do 3.4.1.

Para auxiliar na interpretacdo dos resultados de TG foi realizada uma curva TG/DTG
simulada. Para cada mistura foi produzida uma curva TG/DTG simulada a partir do
somatorio dos perfis térmicos dos componentes puros (LIS, PAN e excipientes). A
similaridade entre a curva simulada e a curva experimental da mistura binaria foi comparada
utilizando o coeficiente de correlacdo de Pearson (Daniel, et al., 2021). Este procedimento
foi realizado para facilitar a identificacdo de possiveis incompatibilidades. Havendo
incompatibilidades e formagao de produtos volateis, haverd um perfil diferente do simulado.

Para a construgdo da curva simulada, foram utilizados os dados obtidos das curvas
TG do farmaco puro e dos excipientes, considerando a faixa de 40 a 550 °C para o LIS e de

40 a 600 °C para 0 PAN. A matriz de dados contém 6.022 linhas, tanto para o farmaco puro
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quanto para cada excipiente, sendo essas linhas comparadas ponto a ponto para gerar a curva

simulada. Cada ponto da curva simulada foi calculado utilizando a equacéo abaixo:

Curva simulada = [(Mpag x 0,5) + (Mexcipiente X 0,5)] (1)

Onde Mp,p correspondente a curva TG referente ao farmaco puro e Mgy ipiente

corresponde a curva TG referente ao excipiente. O mesmo principio foi utilizado para o

calculo das curvas DTG simuladas.

3.5.2 Por cromatografia liquida

Com o objetivo de determinar se as incompatibilidades observadas por DSC no caso
da BROM e por TG no caso do LIS e PAN sdo de origem quimica ou fisica, foi realizado o

doseamento do farmaco por CLAE.

3.5.2.1 CLAE-BROM

Nos ensaios de DSC referentes a BROM, as misturas binarias foram aquecidas antes
da decomposicédo térmica da BROM. Desta forma, a presenca de interacdes exclusivamente
fisicas ndo deveria causar alteragbes no teor original da BROM. Para a realizacdo da
avaliacdo por CLAE, o procedimento ideal consistiria na utilizacdo das amostras
previamente submetidas a analise por DSC. Contudo, tal abordagem néo foi viavel em razao
da quantidade insuficiente de material remanescente nos cadinhos apos a analise térmica,
limitada a aproximadamente 3,0 mg, o que impossibilitou sua aplicacdo nas determinacoes
por CLAE. Deste modo, para a analise por CLAE as amostras passaram por um preparo
prévio a fim de mimetizar as condicdes térmicas obtidas nos testes de DSC e possibilitar sua
comparacdo. Vale ressaltar que a simples mistura bindria a temperatura ambiente €
insuficiente para causar uma incompatibilidade imediata para maioria dos casos.

O resultado da andlise térmica realizada na etapa de caracterizacdo da BROM
auxiliou na escolha da temperatura de aquecimento realizado por meio de estufa. Para o
preparo das amostras, 5 mg de BROM e também 10 mg das misturas farmaco-excipiente na

propor¢do 1:1 (m/m) devidamente homogeneizadas permaneceram na estufa em isoterma a
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180 °C por 20 min. Essa temperatura foi escolhida por estar 18 °C acima da fusdo da BROM
e 56 °C abaixo da sua temperatura de degradacdo térmica. O tempo de permanéncia das
amostras na estufa foi determinado por meio de experimentos prévios sendo testados 10, 20
e 30 min. Apds a permanéncia das amostras na estufa a 180 °C pelos tempos previamente
descritos, elas foram analisadas por CLAE para determinacdo do teor do farmaco, sendo
considerado ideal o tempo em que ndo houve perda desse teor.

Apo0s serem retiradas da estufa, as mesmas foram diluidas com acetonitrila em baldo
de 10 mL, sonicadas em banho de ultrassom por 40 min e entdo analisadas em CLAE. Todo
procedimento foi realizado em triplicata.

A andlise por CLAE foi feita usando um sistema Ultimate 3000 LC (Thermo
Scientific, EUA). O método cromatografico foi baseado na Farmacopeia do Brasil (Brasil,
2019). A agua deionizada foi obtida por meio de um sistema de purificagdo de agua Milli-Q
Gehaha. Acetonitrila grau CLAE CROMASOLV®>99,9% e tampao fosfato de potassio
0,01 M, pH 7,0 foram usados na fase movel. A coluna cromatografica foi uma Eclipse XDP-
Phenyl (Agilent), 4,6 mmx250 mm, com tamanho de particula de 5 um. A fase movel
consistia em tampao fosfato de potassio:acetonitrila na proporgao 60:40 (v:v). O fluxo foi de
1,0 mL min~?, a temperatura da coluna mantida em 30 °C, o comprimento de onda de
deteccdo de 310 nm e o volume de injecdo de 10 pL. As concentracdes dos padrdes foram
200,0, 500,0, 1000,0, 1500,0 e 2000,0 mg L. A &rea do pico foi usada para a construcéo da
curva de calibracao.

As amostras controles de BROM foram preparadas de modo que a concentracdo do
farmaco esperada fosse de 500,0 mg.L™. A Equacdo 2 foi utilizada para calcular a area
corrigida para todas as misturas levando em consideracdo a massa usada na mistura

farmaco-excipiente.

A= (M) XAm (2)

e

Sendo Ac a area corrigida, [BROM]. a concentra¢do da amostra controle, mm a massa
do farmaco usada na mistura e Am a area do pico correspondente a BROM na mistura. A
partir do calculo da area corrigida a concentracdo de BROM nas misturas foram calculadas
por meio da equacdo da reta referente a curva de calibracéo.

Em seguida a Equacédo 3 foi utilizada para o calculo do teor relativo de BROM nas

misturas.
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[M]
[BROM],

T(%) = ( ) x 100 3)

Sendo T o teor relativo, [M] a concentracdo da BROM na mistura e [BROM]. a

concentracao da amostra controle.

3.5.2.2 CLAE-LIS

A CLAE foi empregada para verificar se as variagdes de massas observadas nos
resultados de TG, em altas temperaturas, estdo relacionadas a perda de teor do farmaco.
Pelos mesmos motivos expostos no item 3.5.2.1, o LIS também passou por um preparo
prévio a fim de mimetizar as condi¢des térmicas obtidas nos testes de TG e possibilitar sua
comparacgédo das amostras submetidas a analise em CLAE.

As amostras foram preparadas pesando 4 mg de LIS e também 8 mg das misturas
farmaco-excipiente devidamente homogeneizadas que permaneceram na estufa em isoterma
a 170 °C por 5 min. (5 °C abaixo da sua temperatura de degradagdo térmica). O tempo de
estufa foi determinado por meio de experimentos prévios observando a integridade do teor
do farmaco e os resultados da analise térmica da etapa de caracteriza¢do do LIS. Os tempos
testados das amostras na estufa foram de 5, 7 e 10 min, sendo o intervalo de 5 min.
empregado nesta avaliagao.

ApOs serem retiradas da estufa as amostras foram diluidas em
metanol/agua/acetonitrila na propor¢do 80:17,5:2,5 (v/v/v) em baldo de 10 mL, sonicadas
em banho de ultrassom por 20 min e entdo analisadas por CLAE. Todo procedimento foi
realizado em triplicata. As concentracges dos padrdes para a curva de calibragcdo foram 20,
40, 60, 80, 100 e 120 mg.L*. A éarea do pico foi usada para a elaboracdo da curva de
calibracéo.

A andlise por CLAE foi realizada usando mesmo equipamento citado na seccao
3.5.2.1 As condicbes cromatograficas foram escolhidas de acordo com a o trabalho de
Arayne e colaboradores (2013). A coluna cromatografica foi uma Roc C18, 4,6 mmx150
mm, com tamanho de particula de 5 upm. A fase movel consistia em
metanol/agua/acetonitrila na proporcdo 80:17,5:2,5 (v/v/iv) pH 3,0 (corrigido com &cido
fosférico concentrado). A taxa de fluxo foi de 0,7 mL/min, a temperatura da coluna mantida

em 30 °C, o comprimento de onda de deteccdo de 225 nm e 0 volume de injecdo de 2 pL.
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A amostra controle de LIS foi inicialmente preparada com concentracdo de
400,0 mg.L* e, em seguida, diluida na proporcdo de 1:5, resultando em uma concentragéo
final de 80,0 mg.L! . Esse valor foi adotado como referéncia para representar 100% do teor
de LIS. A érea corrigida, concentracdo e teor relativo das misturas foram calculados

seguindo mesmo raciocinio descrito na sessdo 3.5.2.1.
3.5.2.3 CLAE-PAN

O PAN também passou por um preparo prévio a fim de simular as condigdes
térmicas obtidas nos testes de TG. As amostras foram preparadas pesando cerca de 20,0 mg
de PAN e também 40,0 mg das misturas farmaco-excipiente devidamente homogeneizadas
gue permaneceram na estufa em isoterma a 160 °C por 4 min. Assim como nos estudos com
os demais farmacos o tempo de estufa foi determinado por meio de experimentos prévios,
sendo testados os tempos de 4, 5 e 10 min.

A analise por CLAE seguiu 0 método cromatografico foi baseado na United States
Pharmacopeia (USP, 2019). A coluna cromatografica foi uma C18, 4,6 mmx150 mm, com
tamanho de particula de 5 um. A fase movel consistiu em acetonitrila e Solucdo A na
proporcdo de 50:50 (v/v). A Solugdo A foi preparada com acetato de aménio 0,05 M em
agua, ajustando o pH para 7,9 com solucéo diluida de hidroxido de amonio (1:1 em agua). A
taxa de fluxo foi de 1,0 mL min, a temperatura da coluna mantida em 30 °C, o
comprimento de onda de deteccdo de 290 nm e o volume de injecdo de 10 pL. As solucdes-
padrdo, as amostras controle de PAN e as misturas binarias foram diluidas em hidroxido de
sodio 0,02 M e 2% de acetonitrila. As concentragbes dos padrdes foram 200,0, 1000,0,
2000,0, 3000,0 e 4000,0 mg.L* . A &rea do pico foi usada para a preparacdo da curva de
calibragéo.

A amostra controle de PAN foi preparada de modo que a concentragdo esperada
fosse de 2000,0 mg.L* , sendo este valor correspondente ao teor de 100% de PAN. A area
corrigida, concentracdo e teor relativo de PAN nas misturas foram calculados seguindo

mesmo raciocinio descrito na sessdo 3.5.2.1.

3.5.2.3.1 Validacao analitica

Foi realizada a validacdo da metodologia analitica por CLAE para os farmacos
BROM, LIS e PAN, com base no método descrito na RDC 166 de 2017 da ANVISA (Brasil,
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2017). A avaliacdo incluiu os parametros de precisdo, exatiddo, linearidade, seletividade,
limite de deteccéo e limite de quantificacao.

Foi investigado se os excipientes interferem na deteccdo e quantificacdo do farmaco.
A seletividade do método foi comprovada pela auséncia de interferéncias dos excipientes
presentes nas misturas binarias. O estudo foi conduzido analisando todos os excipientes
selecionados para cada farmaco, previamente submetidos a tratamento em estufa, e
posteriormente avaliados por CLAE nas mesmas condicfes aplicadas aos farmacos.

Para isso, as massas dos excipientes foram medidas em balanca analitica, submetidas
ao tratamento térmico em estufa nas condigdes favoraveis de cada farmaco, dispersadas e
analisadas por CLAE, seguindo as condigdes descritas nas secdes especificas: 3.5.2.1 para 0s
excipientes do estudo de compatibilidade da BROM, 3.5.2.2 para 0s excipientes
relacionados ao LIS e 3.5.2.3 para os excipientes associados ao PAN.

Para avaliacdo da linearidade, foram preparadas ao menos cinco concentragdes
diferentes de cada farmaco em triplicata (réplicas independentes). ApOs as concentracdes
serem injetadas no cromatografico, foram obtidas as areas em cada nivel de concentracéo,
construiu-se a curva de calibracdo, construiu-se o grafico de dispersdo dos residuos
acompanhado de avaliacdo estatistica e analisou-se a associagdo linear entre as variaveis por
meio dos coeficientes de correlagdo (r) e determinacéo (r?), e examinou-se a significancia do
coeficiente angular.

A precisdo foi determinada com base na repetibilidade, que avalia a proximidade dos
resultados obtidos em condi¢6es idénticas, como no mesmo dia, com 0 mesmo analista,
equipamento e laboratdrio. Para cada farmaco, as concentracdes (baixa, média e alta), dentro
da faixa de aplicacdo do método analitico, foram preparadas em triplicata e quantificadas
utilizando uma curva de calibracdo (Brasil, 2017). A avaliacdo da preciséo foi realizada por
meio do célculo do desvio padrdo relativo (DPR), conforme descrito na formula 4

apresentada a seguir.

DPR = (DP|CMD) x 100 @)

Em que DP ¢ o desvio padrdo e CMD é a concentracdo média determinada.
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A exatiddo foi avaliada por meio da recuperacdo do analito, comparando o valor
obtido experimentalmente com o valor verdadeiro ou aceito como referéncia. Para o célculo
da exatiddo, foram utilizadas as mesmas amostras empregadas na avaliacdo da precisao. O

calculo foi feito utilizando a formula 5 apresentada abaixo:

Concentracio média expremental

% recuperacao = x100 (5)

Concentragio tedrica

Os limites de deteccédo e quantificacdo foram determinados com base nos parametros
da curva de calibracdo. Utilizando a curva de calibracdo de cada farmaco obtida em
triplicata, foi calculada a inclinagdo por meio do modelo de regressédo linear, e o desvio-
padrdo foi estimado a partir das areas correspondentes a cada nivel de concentracdo. Esses
valores foram aplicados nas equacbes 6 e 7, conforme estabelecido pela RDC 166 da
ANVISA.

3,3X0
LD = == (6)

__10x0o

LQ = (7)

IC

Onde: IC ¢ a inclinag¢ao da curva de calibragdo e o é o desvio padrdo dos residuos da

linha de regressao.

3.5.3 Por FT-IR

A compatibilidade farmaco-excipiente também foi investigada por FT-IR sendo
analisadas amostras de cada farmaco, dos excipientes e das misturas binarias, tanto antes
quanto ap6s o tratamento prévio em estufa, realizado de acordo com as condicdes descritas
nas se¢des 3.5.2.1, 3.5.2.2 € 3.5.2.3. As condicBes de analise por FT-IR seguiram 0s mesmos

parametros descritos na se¢éo 3.4.4.
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3.5.4 Testes de estresse isotérmico

Foi realizado o teste de estresse isotérmico com a finalidade de avaliar a estabilidade
térmica de cada farmaco em combinag¢do com 0s excipientes a uma temperatura constante e
identificar possiveis interacGes quimicas ou fisicas que podem ocorrer entre o farmaco e 0s
excipientes ao longo do tempo. Este teste foi realizado com os excipientes que apresentaram
perda de teor nos estudos de compatibilidade farmaco-excipiente por CLAE nos casos dos
farmacos BROM e LIS. No caso do PAN, todos os excipientes selecionados para este
farmaco foram investigados.

As misturas binarias que apresentaram perda de teor no caso do LIS foram aquelas
contendo os excipientes lactose monohidratada e manitol. No caso do BROM, as misturas
analisadas incluiam os excipientes dioxido de silicio coloidal, fosfato de calcio diidratado,

estearato de magnésio e celulose microcristalina.

Para o teste de estresse isotérmico, foram pesados 10 mg das misturas farmaco-
excipiente nos estudos com a BROM, 8 mg nos estudos com o LIS e 4 mg nos estudos com
0 PAN. As massas foram pesadas diretamente em bal6es de 10 mL (n = 3). Em seguida, 0s
baldes foram armazenados em estufa a 50 °C por 30 dias. Apds esse periodo, as amostras
foram devidamente diluidas, analisadas por CLAE (nas condi¢Ges descritas nas secfes
35.2.1, 3522 e 35.2.3), e 0 teor de farmaco foi determinado a partir da curva de

calibracéo.

3.6 RECRISTALIZACAO E FORMACAO DE SAIS DE BROM

A BROM ¢ classificada como um medicamento de Classe Il segundo o Sistema de
Classificacdo Biofarmacéutica (BCS), caracterizando-se por baixa solubilidade e alta
permeabilidade (Silva et al., 2015). Diferentemente, os demais farmacos analisados neste
estudo, LIS e PAN, pertencem a Classe Ill, que se caracteriza por alta solubilidade e baixa
permeabilidade. A baixa solubilidade dos farmacos pode comprometer sua absor¢do e

biodisponibilidade, afetando a eficacia terapéutica.

Na tentativa de aumentar a solubilidade deste farmaco, buscou-se desenvolver novas

formas sélidas de BROM. Para alcancar esse objetivo as recristalizagcdes e formacdo de sais
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foram conduzidas a partir de diferentes solventes e em temperaturas distintas tendo como
ponto de partida o trabalho de Carrer e colaboradores (2016). O estudo de Carrer (2016)
indica a presenca de polimorfismo na BROM, dependendo do tratamento aplicado durante
sua recristalizacdo. Esse fenbmeno foi verificado qualitativamente por meio de imagens
obtidas na analise microscépica. No entanto, os difratogramas de PXRD apresentaram picos
caracteristicos correspondentes a Unica forma cristalografica da BROM descrita na literatura
por Tanaka et al. (2004), embora tenham sido observadas mudancas na intensidade e o

surgimento de novos picos em algumas amostras.

As recristalizagGes consistiram em dissolver aproximadamente 20 mg de BROM em
diferentes solventes, como acetonitrila, metanol, DMSO, acetona e etanol, e/ou suas
misturas. As recristalizagdes foram conduzidas a 25 °C. Para permitir uma recristalizagéo
mais lenta, também foi testada a temperatura de 7 °C, ja que a morfologia dos cristais pode

ser significativamente alterada pelas diferentes taxas de resfriamento ao usar o solvente.

Na sintese dos sais de BROM, 2,0 mL de cada &cido concentrado (cloridrico,
bromidrico e nitrico) foram adicionados a uma solucdo saturada de BROM em etanol (20
mL). O solido precipitado foi, entdo, filtrado e recristalizado a partir de uma solucdo de
etanol (Melo et al., 2020).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A seguir serdo apresentados os resultados das analises realizadas e a discussdo dos

mesmaos.

4.1 CARACTERIZACAO DO LIS

Primeiramente serdo mostrados os resultados referentes a caracterizacdo do LIS.

4.1.1 Anélise térmica

A caracterizacdo térmica do LIS é apresentada na Figura 4. A curva DSC apresenta
dois eventos endotérmicos sobrepostos na faixa de 40,0 a 143,7 °C. De acordo com 0s
resultados de TG, na faixa de temperatura de 40,0 a 105,5 °C ocorre perda de massa de 8,3%
atribuida a desidratacdo. Essa perda de massa corresponde a duas moléculas de agua
passando da forma dihidratada para forma anidra, uma vez que a massa molecular do LIS
dihidratado é de 441,5 g.mol?! e a perda teérica da agua é de 8,15%. A diferenca de
temperatura entre o primeiro evento observado no DSC e a primeira perda de massa no TG
ocorre porque, no TG, o cadinho estd aberto, facilitando a liberacdo de volateis (como a
agua) e permitindo que a desidratacdo aconteca mais rapidamente.Na sequéncia, observa-se
na curva DSC um evento endotérmico na faixa de 163,40 a 206,46 °C, com Tonset em 174 °C
¢ entalpia de 174,57 J g1, correspondente ao processo de fusdo do farmaco, seguido pelo
inicio de sua decomposi¢do. Dados da literatura indicam que, quando a anélise de LIS por
DSC é realizada em cadinho de aluminio aberto, o farmaco apresenta Tonset de 187 °C e
inicio de degradacdo a partir de 190 °C, o que sugere gque as variacdes observadas podem

estar relacionadas as condi¢cfes experimentais adotadas. (Sorrenti et al., 2013).

Nesta mesma faixa de temperatura de fusdo do farmaco (163,40 a 206,46 °C) ocorre
fusdo com decomposicéo, e perda de massa na curva TG. A curva TG mostra que a partir da
temperatura de 175 °C, o farmaco apresentou perda de massa restando 9,5% de residuo.
Relatos na literatura indicam que a fusdo do LIS ocorre entre 167 a 187 °C (Danafar et al.,
2017; Hinojosa-Torres et al., 2008; Lin; Wang 2012; Sorrenti et al., 2013).
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Os eventos de fusdo e decomposicdo ocorrem em temperaturas muito proximas, o
que torna dificil determinar a temperatura final de fusdo e a temperatura inicial de
decomposicdo do farmaco. Comportamento térmico onde a fusdo é precedida pela
decomposicdo da molécula torna o evento térmico pouco reprodutivel pela dificuldade de
integracdo do evento térmico. Desta forma, este comportamento impossibilitou realizar o
estudo de compatibilidade farmaco-excipiente do LIS por DSC. Diante disso, 0s estudos

foram direcionados para as analises por TG.

Figura 4 - Analise térmica do LIS (DSC, TG, DTG)
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Fonte: da autora.

4.1.2 Espectroscopia no infravermelho

As bandas caracteristicas do LIS (FIGURA 5) sdo observadas no espectro IR. Em
3553 cm™ é observada a banda de absorcdo atribuida a presenca de dgua na estrutura
(vibragdo de estiramento O-H da agua); em 3099 cm™ a banda devido ao estiramento de C-
H aromatico; a absor¢do em 1608 cm™ é devido vibracdes de estiramento C=C do anel
aromatico; a absorcdo em 1653 cm™ é devido vibracdes de estiramento C=0 da amida; em

1569 e 1542 cm™ mostra a banda referente ao estiramento assimétrico do grupo carboxila; a
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banda em 1453 cm™ é referente a ligagdo —CH,, em 1390 cm™ devido ao estiramento
assimétrico do grupo carboxila e em 1205 cm™ (C-N) confirma a presenca de amina terciaria
(Sorrenti et al., 2014; Tan; Widjaja 2008).

Figura 5 - Espectro infravermelho do LIS na faixa de 4000 cm-a 400 cm, 32 varreduras
com resolucdo de 4 cm*

100 -
1 \\ P
o P
] 7
/\a 3553 1205
< 80-
o
(4]
C
g 70 -
E T390
60 -
E e < 1655
1 1569
50 ) 1542
40 -—
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm™)

Fonte: da autora.

4.1.3 Difratometria de Raios-X

A Figura 6 mostra o padrdo de difragdo obtido do p6 cristalino de LIS obtido
experimentalmente e também o difratograma calculado a partir das estruturas do lisinopril
dihidratado utilizando o software Mercury. O software, desenvolvido pelo CCDC
(Cambridge Crystallographic Data Centre), pode calcular um difratograma de p6 a partir de
estruturas cristalinas usando a abordagem baseada na teoria da difragdo de raios X de po.
Considerando o difratograma calculado, em relagdo a amostra do LIS, os picos de Bragg
possuem um padrdo semelhante, ndo havendo diferenca entre os dois padrdes de difracdo
avaliados.

A fase di-hidratada do lisinopril é reconhecida como a forma cristalina mais estavel,

denominado "lisinopril Form 1", sendo a forma usada neste trabalho. O resultado esta de
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acordo com dados encontrados na literatura (Hinojosa-TorreS et al., 2008; Sbharcea et al.,
2016).

Figura 6 - Difracdo de Raios-X de p6 do LIS
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Fonte: da autora.

4.2 ESTUDOS DE COMPATIBILIDADE COM O LIS

Os resultados referentes ao estudo de compatibilidade farmaco-excipiente realizados

com o LIS sdo apresentados a seguir.

4.2.1 Andlise térmica

Os estudos de compatibilidade farmaco-excipiente para o LIS foram realizados
investigando a combinagdo do LIS com diferentes excipientes, utilizando primeiramente a
técnica de termogravimetria (TG). Nesse contexto, é importante ressaltar que a escolha da
técnica de TG em vez de DSC foi motivada pela natureza especifica do LIS. Uma vez que o
ponto de fusdo e de decomposicdo do LIS ocorrem em temperaturas préximas. Desta forma,
a pesquisa seguiu a mesma estratégia adotada no trabalho desenvolvido por Daniel e
colaboradores (2013).
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Quando o perfil térmico da mistura binaria farmaco-excipiente se assemelha aos
padrdes térmicos dos componentes individuais, pode-se concluir que a substancia ativa é
possivelmente compativel com os excipientes escolhidos. No entanto, se analise
termoanalitica da mistura binaria revelar um perfil diferente quando comparado com 0s
componentes individuais, isso indica a ocorréncia de interacdo (Ledeti et al.,2017). Estas
mudancas nos perfis térmicos sdo ocasionadas pela formacdo de compostos volateis que
ocasionam perda de massa. Por isso é importante conduzir estudos de compatibilidade de
TG associado a outras técnicas, como FT-IR e HPLC.

Apos a obtencdo dos perfis termicos dos componentes puros e das misturas binarias,
uma curva simulada foi gerada. Este artificio foi utilizado para auxiliar na interpretacdo dos
resultados de TG experimental. Para cada mistura experimental foi produzida uma curva TG
simulada a partir do somatério dos perfis térmicos dos componentes puros (LIS e
excipiente). Este procedimento foi realizado para facilitar a identificacdo de
incompatibilidades. Havendo incompatibilidades e formacdo de produtos volateis, havera
um perfil diferente do simulado.

A analise visual entre as curvas simuladas e as experimentais das misturas binarias
ajuda a verificar possiveis diferencas. No entanto, métodos de correlacdo sdo eficazes para
avaliar a similaridade entre dois perfis com mais exatiddo. A similaridade entre a curva
simulada e a curva experimental da mistura binaria foi comparada utilizando o coeficiente
de correlacdo de Pearson (Daniel et al., 2021). Métodos de correlacdo podem ser utilizados
para avaliar a similaridade entre os dois perfis. O coeficiente de correlacdo de Person (r) foi
utilizado para avaliar a similaridade entre o perfil experimental e tedrico. O coeficiente de
Pearson (r) é uma medida que revela o grau de associacao existente através de uma relacédo
linear entre duas varidveis. A amplitude desse coeficiente pode oscilar entre -1 e 1. Um valor
de O para este coeficiente indica auséncia de influéncia entre as duas variaveis (SCOTT et
al., 2013). Quanto mais proximo de 1 ou -1 o coeficiente estiver, maior serd relacdo linear
entre essas variaveis. Quando o coeficiente r se aproxima de 1, isso sugere uma variacao
positiva forte e linear, o que significa que, a medida que uma variavel aumenta, a outra
também tende a aumentar em propor¢do constante. Por outro lado, quando o coeficiente r se
aproxima de -1, denota uma varia¢do negativa forte e linear. Nesse caso, & medida que uma
variavel aumenta, a outra tende a diminuir em proporc¢do constante. Portanto, o coeficiente
de Pearson é uma ferramenta estatistica fundamental para avaliar a relacdo linear entre

variaveis e entender a direcdo e a forca dessa relagao.
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Deste modo, as curvas TG do LIS e das misturas binarias obtidas experimentalmente
e simuladas, bem como os graficos de correlacdo de cada mistura s&o mostradas na Figura 7.
Nesta figura sdo apresentadas apenas as misturas binarias que nao apresentaram alteracdes
significativas nos perfis térmicos em comparacdo aos componentes individuais, indicando

ndo haver interagdo entre o farmaco e estes excipientes.

Figura 7 - Curvas TG de LIS, excipiente, misturas binarias experimentais, simuladas e
graficas de correlacdo das misturas binarias que ndo apresentaram alteracdes
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Legenda: Curvas TG do LIS, excipiente e das misturas experimentais e simuladas: (a) LIS+Am; (c) LIS+CM,;
(e) LIS+CS; (g) LIS+ DSc; (i) LIS+EM; (k) LIS+FCD e Graficos de correlagdo das misturas: (b)
LIS+ Am; (d) LIS+ CM; (f) LIS+ CS; (h) LIS+DSc; (j) LIS+EM; (1) LIS+FCD

A Figura 8 mostra a curva TG experimental comparada a curva TG simulada nos

casos das misturas binarias de LIS com lactose monohidratada (LM) e manitol (Man). De

acordo com o coeficiente de correlacdo de Pearson mostrado na Figura 8, é possivel
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observar a distancia do valor ideal (r= 1,00), principalmente no que diz respeito a mistura

entre LIS e os excipientes LM e Man que apresentaram 0s menores valores de r.

Figura 8 - Curvas TG de LIS, excipiente, misturas binarias experimentais, simuladas e
graficas de correlacdo das misturas binarias referentes aos excipientes lactose
monohidratada (LM) e manitol (Man).
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Legenda: Curvas TG do LIS, excipiente e das misturas experimentais e simuladas: (a) LIS+LM; (c) LIS+Man.
Gréficos de correlacdo das misturas: (b) LIS+ LM; (d) LIS+ Man

Observa-se na Figura 8.a a desidratacdo da LM até 150 °C, com uma perda de
aproximadamente 4,4%. A partir da temperatura de 220 °C este excipiente inicia um
processo de decomposicdo com perda de 81% da sua massa inicial. Ao comparar a mistura
experimental com a simulada, o perfil térmico pode ser divido em 3 regides. Na regido | (40
a 180 °C) a curva simulada é semelhante a experimental. Na regido Il (180 a 402 °C) a curva
simulada fica acima da experimental, indicando que experimentalmente ocorreu maior perda

de massa. Essa regido engloba a decomposicdo do LIS e, no caso da mistura com a LM,
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pode ter ocorrido a formacdo de diferentes produtos de degradacdo térmica volateis em
relacdo aqueles obtidos quando o excipiente ou o farmaco é aquecido de forma isolada. Na
regido Il (402 a 550 °C) ocorreu o contrario, a curva experimental esta acima da curva
simulada, evidenciando que ocorreu uma menor perda de massa que o esperado, indicado
maior estabilidade térmica da mistura. Este comportamento sugere um efeito térmico
protetor do excipiente nessa faixa de temperatura, apesar de ambos 0s compostos ja estarem

termicamente degradados e convertidos a uma massa condensada de carbono.

Para o excipiente Man (FIGURA 8.c), observa-se a decomposicdo térmica a partir de
261 a 400 °C, restando 1,9% de residuo. Ao comparar a mistura experimental com a
simulada o perfil térmico foi divido em 3 regifes. Na regido | (40 a 100 °C), a curva
simulada é semelhante a experimental. Na regido Il (100 a 259 °C), a curva experimental
esta um pouco acima da curva simulada, sugerindo que ocorreu uma menor perda de massa
que o esperado. Na regido Ill (259 a 550 °C), a curva simulada esta acima da experimental,

indicando que experimentalmente ocorreu maior perda de massa.

A Figura 9 apresenta as curvas DTG do LIS, dos excipientes, e de suas respectivas
misturas binarias (experimental e simulada). Algumas misturas binarias, como as de LIS
com os excipientes Am, DSc, EM e FCD, ndo mostraram alteracdes significativas nos perfis

térmicos em comparacdo com 0s componentes individuais.

Figura 9 - Curvas DTG do LIS, excipiente e das misturas experimental e simulada
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Nas misturas binarias do farmaco com os excipientes CS e CM, a curva DTG

experimental indicou maior estabilidade térmica em comparacdo a curva DTG simulada. A

Figura 9.c mostra que a curva experimental do LIS com CS apresenta um pico entre 261 e

394 °C, enquanto a curva simulada para essa mistura exibe o pico correspondente em

temperaturas mais baixas, entre 251 e 326 °C. O mesmo comportamento foi observado na
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mistura do farmaco com CM (FIGURA 9b), onde o pico experimental ocorre entre 267 e

394 °C, enquanto a curva simulada mostra o pico correspondente entre 284 e 364 °C.

A mistura de LIS com os excipientes LM e Man apresentou um perfil de curva DTG
experimental diferente da curva simulada. A curva experimental indicou menor estabilidade
térmica, uma vez que os picos foram observados em temperaturas inferiores em comparacgao
a curva DTG simulada. Na mistura de LIS com LM, a partir de 162 °C, a curva experimental
exibiu picos em temperaturas mais baixas em comparacdo com a curva simulada. Na mistura
de LIS com Man, todos os picos da curva experimental ocorreram em temperaturas
inferiores as observadas na curva simulada, como, por exemplo, na curva experimental é
observado um pico entre 209 e 352 °C, enquanto o pico correspondente na curva simulada
foi registrado entre 294 e 389 °C.

422FT-IR

A espectroscopia FT-IR foi utilizada como uma técnica complementar para
investigar possiveis interagdes quimicas entre o LIS e os excipientes. Alguns indicadores de
interacdes na andlise das misturas binarias por esta técnica incluem a presenca de novas
bandas de absorcdo, o alargamento de bandas existentes e alteragbes na intensidade das
bandas (Rojek et al., 2019).

Primeiramente, 0s espectros das amostras contendo LIS e misturas binarias foram
analisadas utilizando FT-IR a temperatura ambiente e também apds aquecimento a 170 °C
por 5 min (FIGURA 10a). N&do foi observada nenhuma mudanca no espectro quando se
compara o LIS puro antes e depois do tratamento térmico. No caso das misturas binarias de
LIS e excipientes, a simples moagem em temperatura ambiente, ndo provocou nenhuma
interacdo. Todos os espectros FT-IR das misturas binarias representam a sobreposi¢do dos

espectros FT-IR dos componentes puros (FIGURA10QD).
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Figura 10 - Gréafico de espectro de IR do LIS e das misturas binérias antes e depois do
aguecimento
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Ao comparar 0s espectros das misturas binarias antes e depois do tratamento térmico
(FIGURA 10a e b), ndo foi observado o aparecimento de novas bandas em nenhuma das
misturas. Além disso, as misturas, com excecdo apenas da LIS-Man, ndo apresentaram
nenhuma alteracdo, como alargamento de banda ou aumento ou diminuicdo de intensidade,

mostrando assim a compatibilidade do LIS com a maioria dos excipientes.

No entanto, na mistura LIS-Man (FIGURA 11) ocorreu o desaparecimento da banda
em 3565 cm™, além do alargamento de bandas na faixa de 3400-2266 cm™ e aumento de
intensidade das bandas. A regido do espectro correspondente a faixa de 3700-3200 cm™ é
tipica das vibragbes de estiramento O-H, confirmando que a banda em 3565 cm™ é
atribuida aos grupos hidroxila. Os resultados da anélise da mistura de LIS-Man indicam que,
provavelmente, ocorre a interacdo do farmaco com os grupos hidroxila presente no manitol,

sugerindo a interacdo entre eles.

Figura 11 - Grafico de espectro de IR da mistura binaria LIS + Man antes e depois do
aquecimento
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4.2.3 Validacao analitica do método cromatografico para LIS

A curva analitica com seis pontos nas concentracdes de 20,0, 40,0, 60,0, 80,0, 100,0
e 120,0 mg.L! realizadas em triplicata, foi construida para o LIS no comprimento de onda
de 255 nm para detector UV conforme a Figura 12. O método foi considerado linear dentro
da faixa de trabalho, a equacéo da reta obtida pela regressao linear do método dos minimos

quadrados ordinario foi de y = 0,099x - 0,205, com um valor de R?= 0,999.

Figura 12 - Grafico de linearidade do LIS em 225 nm na faixa de 20,0 a 120,0 mg.L?* (n=3).
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Fonte: Da autora

A partir dos resultados de linearidade, foram realizadas anélises estatisticas de

regressao, demonstradas na Tabela 1.

Tabela 1 - Parametros estatisticos avaliados
R multiplo 0,99976
R-Quadrado 0,99952
Fonte: Da autora
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A analise estatistica de regressdo da Tabela 1 demonstrou a linearidade do método.
Os coeficientes de correlagdo linear, descrito como “R multiplo” na tabela, se demonstrou
acima do valor permitido de 0,990 pela RDC 166 (Brasil, 2017).

Foi realizada analise do grafico de dispersdo dos residuos que estdo demonstrados na

Figura 13.

Figura 13 - Grafico de dispersdo dos residuos
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Fonte: Da autora

A partir do resultado de dispersdo de residuos apresentado na Figura 13 pode-se
observar visualmente que os valores estdo distribuidos aleatoriamente. Foi realizada uma
analise estatistica por Shapiro Wilk, em que foi confirmada a distribuicdo normal dos dados
(p>0,05).

Foram realizadas analises de variancia (ANOVA) para determinar o nivel de
significancia do coeficiente angular, em que o coeficiente angular deve ser

significativamente diferente de 0. Os resultados estdo demonstrados na Tabela 2.

Tabela 2 — Analise de variancia da curva de linearidade

gl SQ MQ F F de significacdo
Regressao 1 208,717 208,717  33595,6 5,18E-28
Residuo 16  0,0994 0,00621
Total 17 208,816

Fonte: da autora.
Nota: graus de liberdade (gl), soma dos quadrados (SQ), média dos quadrados (MQ) e
estatistica F de Fisher (F).
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Como pode ser observado na Tabela 2, o valor de F calculado € maior do que o F
tabelado para 16 graus de liberdade (F tabelado=3,24). Portanto, pode-se concluir que 0s
coeficientes angulares das curvas de linearidade sdo significativamente diferentes de zero.
O resultado do teste F da ANOVA demonstrou a significancia da regressdo, confirmando
que ndo houve desvio da linearidade sobre a faixa de trabalho utilizada.

Todos os testes estatisticos realizados acima foram avaliados com nivel de
significancia de 5%, como é determinado pela ANVISA (Brasil, 2017).

Os limites de deteccdo e quantificacdo foram calculados a partir das formulas
descritas no item 3.5.2.1.1, utilizando os valores médios das areas obtidas de cada ponto da
curva analitica. Os limites determinados foram: limite de detec¢do (LD) de 2,6 mgL™ e
limite de quantificagdo (LQ) de 7,7 mgL™. Os valores encontrados foram considerados
baixos, levando-se em consideragdo a ampla faixa linear utilizada, indicando sensibilidade
do método adequada.

Os resultados dos estudos de precisdo por repetibilidade e exatiddo estdo

demonstrados na Tabela 3.

Tabela 3 — Resultados de precisao e exatidao

Concentracdo | Recuperacao
moL?) o) | DPROA
20,0 98,4 0,47
80,0 99,5 0,15
120,0 101,2 0,40

Fonte: da autora.
Nota: desvio padréo relativo (DPR)

A RDC n° 166 de 2017 da ANVISA ndo estabelece critérios numéricos especificos
de aceitacdo para a exatiddao, determinando apenas que os limites devem ser previamente
definidos e justificados com base na aplicacdo do método analitico. No entanto, segundo
Gonzélez e Herrador (2007), os limites aceitaveis de recuperacdao devem situar-se entre 98%
e 102%, sendo essa faixa considerada adequada para garantir a confiabilidade dos resultados
em analises quantitativas. Deste modo, pode-se considerar que o método € preciso nas
concentracOes baixa, média e alta (20,0, 80,0 e 120,0 mg.L™) uma vez que as porcentagens
de recuperacdo variaram de 98 a 101%. Os valores de desvio padréo relativo no ensaio de
repetibilidade estdo dentro do limite recomendado de 2%.

4.2.3.1 Avaliacdo da compatibilidade fArmaco-excipiente do LIS por CLAE
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Na condugdo dos estudos de compatibilidade farmaco-excipiente do LIS,
inicialmente, foi realizado um estudo preliminar para determinar o tempo de permanéncia
das amostras na estufaa 170 °C (5 °C abaixo da temperatura de degradacédo térmica do LIS),
visando replicar as condicbes térmicas submetidas as misturas binarias na analise TG, mas
assegurando parametros relativos ao tempo e temperatura de exposi¢do que ndo causassem a
degradacdo do LIS isolado. Constatou-se que 5 minutos ndo provocou a degradacdo do
farmaco, ja os tempos de 7 e 10 minutos geraram perda no teor de 6 e 23%, respectivamente.
Desta forma, selecionou-se o tempo de 5 minutos como sendo o tempo ideal de permanéncia
do farmaco na estufa a 170 °C. Depois do aquecimento em estufa as amostras foram diluidas
em metanol/agua/acetonitrila na proporcdo 80:17,5:2,5 (v/v/v) em baldo de 10 mL,
sonicadas em banho ultrassdnico por 40 min e posteriormente analisadas por CLAE.

Tambem realizadas analises das solu¢bes contendo LIS e de todos os possiveis
interferentes, representados pelos excipientes selecionados para o estudo de compatibilidade.

Os resultados da analise de LIS e excipientes sao mostrados na Figura 14. O
cromatograma do LIS exibiu pico com retengdo de 1,85 minutos e area de 7,62 mAU/min. O
tempo de retencdo é superior a 0,30 minutos, que corresponde ao tempo necessario para a
fase movel deixar a coluna. No método ndo foram observados picos referentes aos
excipientes avaliados. Isso significa que os excipientes ndo interferem na deteccdo e
quantificacdo do farmaco. Indicando assim que o método analitico é seletivo o suficiente
para distinguir o farmaco dos excipientes, garantindo que qualquer pico observado naquela

regido ¢ de fato do farmaco e ndo causado por um excipiente ou um produto de degradacéo.



71

Figura 14 - Cromatogramas de LIS e dos excipientes
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Fonte: da autora.

Nota: coluna Roc C18, 4,6 mmx150 mm, com um tamanho de particula de 5 um; fase movel metanol:
acetonitrila: 4gua (80:17,5:2,5 v/v/v) pH 3 ajustado com 4cido fosfdrico, vazdo de 0,7 mL min™.

A representacdo grafica da analise do LIS e das misturas binarias farmaco-excipiente
por CLAE, realizada ap6s aquecimento a 170 °C por um periodo de 5 minutos, encontra-se
ilustrada na Figura 15. O cromatograma do LIS puro indica que o processo de aquecimento
ndo provocou uma degradacdo térmica significativa do LIS, uma vez que esse pico

correspondeu a 98,0+1,0 % da quantidade total de LIS presente na solucéo.
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Figura 15 - Cromatogramas de LIS nas misturas binarias ap0s aquecimento
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Fonte: da autora.

Nota: coluna Roc C18, 4,6 mmx150 mm, com um tamanho de particula de 5 um; fase movel metanol:
acetonitrila; agua (80:17,5:2,5 v/viv) pH 3 ajustado com &cido fosfdrico, vazdo de 0,7 mL min,

As misturas LIS-excipientes foram preparadas contendo a mesma concentracdo
usada na solucéo de LIS (80,0 mg.L?). O ICH Q1A diz que mudanga em 5% do teor de
farmaco com relacdo ao inicial é considerada uma alteracdo significativa, e por
consequéncia, incompatibilidade quimica entre o farmaco e o excipiente (ICH). Os valores
da area do pico (mAU/min) e a teor relativo (%) do LIS e das misturas estdo apresentados na
Tabela 4 como média * desvio padrdo a partir das triplicatas de analise. Diferencas entre as

amostras foram determinadas utilizando teste t de Student, com significancia p>0,05.

Tabela 4- Area do pico e Teor Relativo do LIS em comparacio com as
misturas binarias (média x desvio padrdo) (n=3)

] (Continua)
Area de Pico Teor Relativo
(mAU/min) (%)

LIS 7,62+0,07 98,0+1,0 (a)

LIS+ Am 7,52+0,16 96,8+2,1 (a)

LIS+ CM 7,70+£0,29 99,1+0,4 (a)

LIS+ CS 7,58+0,08 97,4+1,1 (a)

LIS + DSc 7,69£0,15 97,4+1,0 (a)




Tabela 4- Area do pico e Teor Relativo do LIS em comparagio com as
misturas binarias (média * desvio padrdo) (n=3)

(Concluséo)

Area de Pico Teor Relativo

(mAU/min) (%)
LIS+ EM 7,62+0,19 98,0+2,4 (a)
LIS+ FCD 7,64+0,13 98,3+1,6 (a)
LIS+ LM 7,13+0,02 91,8+0,3 (b)
LIS + Man 6,10+0,21 79,0+2,6 (b)

Fonte: da autora.

Nota: Valores na mesma coluna, seguidos da mesma letra ndo apresentam diferencas
significativas (p>0,05) de acordo com o teste t de Student.
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Os resultados acima mostraram que nao houve interacdo quimica significativa entre o

LIS e os excipientes: Am, CM, CS, DSc, EM e FCD. As analises das areas dos picos

sugerem que esses excipientes sdo compativeis e adequados para serem utilizados em

formulagbes solidas contendo LIS. No entanto, o resultado € diferente quando se trata das

misturas de LIS com LM e Man (FIGURA 15). Nestes casos, as areas dos picos sdo menores

com perda de teor de 8% e 21% para lactose e manitol, respectivamente. As analises

sugerem que a interacdes entre o LIS com estes excipientes sdo de natureza quimica.

Foi realizado um estudo intradia de compatibilidade por CLAE, abrangendo

exclusivamente os excipientes que apresentaram perda de teor do LIS nas misturas com o

farmaco, especificamente LM e Man. Os resultados, apresentados na Tabela 5, confirmam

os dados obtidos em analises anteriores.

Tabela 5 - Precisdo interdias das misturas binarias que de LIS com LM e Man

(n=3) ,
Area de Pico Teor Relativo DPR
Dia (mAU/min) (%) (%)
1 7,13+0,02 90 2
2 7,14+0,14 89 2
LIS + LM 3 7,09+0,16 88 2
1 6,10+0,21 76 2
2 5,77+0,20 73 3
LIS + Man 3 5,65+0,19 73 2

Fonte: da autora.

Existem varios relatos na literatura sobre a incompatibilidade da lactose com IFA

contendo amina. Farmacos que apresentam o grupo amina, como o LIS, quando formulados
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com dissacarideos redutores ou outros insumos farmacéuticos contendo grupos carbonila,
como € o caso da lactose, comprometem a estabilidade do produto devido a ocorréncia da
reacdo de Maillard (Bharate et al., 2010).

O manitol também demonstrou incompatibilidade com o fumarato de bisoprolol
(Marothu et al., 2015). Amostras contendo o fumarato de bisoprolol e as misturas binarias
deste farmaco com alguns excipientes foram submetidas ao teste de estresse isotérmico e
analisadas por CLAE. Os resultados de CLAE revelaram que o fumarato de bisoprolol
mostra 18,6% de degradacdo, enquanto a mistura do farmaco com manitol apresentou 77%
de degradagdo. Os autores sugeriram que a degradacdo ocorreu devida a interacdo do
farmaco com grupos hidroxila do manitol (Marothu et al., 2015). O fumarato de bisoprolol
possui grupos funcionais, como amina e acido carboxilico, também presentes na molécula de
LIS; portanto, considerando a reacdo previamente observada entre o fumarato de bisoprolol
e as hidroxilas do manitol, sugere-se que os grupos funcionais semelhantes presentes no LIS
possam interagir de forma analoga com as hidroxilas do manitol.

Outra explicacdo para a degradacdo gerada pelo manitol pode estar no fato deste
excipiente conter glicose residual como impureza, uma vez que 0 manitol é produzido pela
reducdo de glicose, estas impurezas podem interagir com o LIS através da reacdo de
Maillard. A interacdo neste caso pode ocorrer entre a carbonila proveniente da glicose
residual e a amina secundaria presente no LIS. Formulagbes contendo aminas secundarias e
carboidratos redutores sdo propensas a condensacdo de grupos funcionais amina e carbonila

e a formacdo de glicosilaminas (Szalka et al., 2014).

4.2 .4 Teste de estresse isotérmico do LIS

As interacfes quimicas ocorridas entre o LIS e os excipientes LM e Man durante o
teste de estresse isotérmico foram investigadas pelo método CLAE proposto. A diminuicao
na area do pico do farmaco revela que interacdo ocorre durante o teste de estresse

isotérmico.

Os resultados da analise de LIS e excipientes sdo mostrados na Figura 16. O
cromatograma do LIS controle exibiu pico com retencdo de 1,85 minutos e area de 6,61
mAU/min. Na mistura binaria LIS + LM, além do pico em 1,85 minutos, foi observado

outro pico em 2,24 minutos.
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Figura 16 - Cromatogramas representativos de LIS, LIS + LM e LIS + Man ap0s estresse
isotérmico em estufa a 50 °C por 30 dias

/ /1S +MAN

Tempo (min)

Fonte: da autora.

Nota: coluna Roc C18, 4,6 mmx150 mm, com um tamanho de particula de 5 um; fase mével metanol:
acetonitrila: 4gua (80:17,5:2,5 v/v/v) pH 3 ajustado com 4cido fosfdrico, vazdo de 0,7 mL min™.

Os resultados quantitativos estdo apresentados na Tabela 6 onde observou-se uma
perda de aproximadamente 14% no teor de LIS em relacdo a massa total colocada no baldo
no inicio do teste. As misturas de LIS com LM e Man exibiram perda de teor do farmaco
igual & amostra controle de LIS. Os dados da Tabela 6 foram analisados pelo teste t de
Student.

Tabela 6 - Teste de estresse isotérmico (n=3)

Pico (mAU/min) Concentracéo relativa (%)

LIS controle 6,613+0,29 864 (a)
LIS + Lactose monohidratada 6,551+0,36 86x4 (a)
LIS + Manitol 6,781+0,23 8743 (a)

Fonte: da autora.
Nota: Valores na mesma coluna, seguidos da mesma letra ndo apresentam diferencas
significativas (p>0,05) de acordo com o teste t de Student.
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Os resultados do teste de estresse isotérmico mostram que a perda de teor do LIS
isolado é semelhante a observada nas misturas com os excipientes LM e Man. 1sso sugere
que esses excipientes ndo impactam significativamente a estabilidade do LIS sob essas

condicdes.

Apos os estudos de compatibilidade do LIS por TG, FT-IR e HPLC, foi possivel
demonstrar que interagdes quimicas, como as observadas nas misturas do farmaco com LM
e Man, podem afetar a estabilidade do LIS, influenciando potencialmente a qualidade do
produto final. Portanto, esses resultados devem ser cuidadosamente considerados no
desenvolvimento de formulagcbes farmacéuticas que contenham LIS em combinacdo com
lactose ou manitol.

De acordo com o Handbook of Pharmaceutical Excipients (2009), a lactose
monohidratada e o manitol sdo excipientes que desempenham, principalmente, a funcéo de
diluentes em formulacdes farmacéuticas. Excipientes alternativos com funcdo semelhante
incluem a xilitol ou sorbitol.

Essas descobertas destacam a importancia da selecdo criteriosa de excipientes em
formulacbes farmacéuticas. Compreender o comportamento entre 0S componentes €
essencial para garantir estabilidade, eficacia e seguranca dos medicamentos. Através do
estudo da interacdo farmaco-excipiente pode-se otimizar as formulagdes e garantir a melhor

entrega do medicamento ao paciente.

4.3 CARACTERIZACAO DO PAN

Os resultados referentes caracterizacdo do PAN estdo apresentados a seguir.

4.3.1 Andlise térmica

As curvas TG/DTG e DSC do PAN sdo apresentadas na Figura 17 a. O perfil térmico
obtido por DSC revelou dois picos. O primeiro, de natureza endotérmica, apresentou T onset
de 102,52 °C, entalpia (AH) de 145,9 J/g e faixa de temperatura variando entre 92,0 e 134,0
°C, sendo atribuido a desidratacdo do farmaco. De acordo com os resultados de TG, na faixa

de temperatura de 40,0 a 143,0 °C, foi observada uma perda de massa de 7,3%. Essa perda
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de massa corresponde a 1,5 molécula de dgua, considerando que a massa molecular do PAN

sesquidratado € de 332,4 g/mol e a perda tedrica de agua ¢ de 8,12%.

O segundo pico identificado na curva DSC, observado a partir de 160,0 °C foi de
natureza exotérmica e associada a decomposicao do farmaco. Essa atribuicdo é corroborada
pela curva TG, que indica multiplas perdas de massa a partir de 178,0 °C, totalizando
aproximadamente 44% de perda de massa e deixando um residuo de aproximadamente 49%.
Esses resultados estdo em conformidade com os dados reportados na literatura, que indicam
que a decomposicdo do PAN ocorre na faixa de 139 °C a 160 °C, conforme descrito na

monografia da Farmacopeia Brasileira (Brasil, 2019).

Figura 17 - Analise térmica do PAN
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Fonte: da autora.

Legenda: a) DSC, TG/DTG,;
b) DSC ciclica

Para confirmar se o primeiro evento endotérmico observado na curva DSC
correspondia a desidratacdo e investigar a temperatura de fusdo do farmaco, foi realizada
uma analise do PAN em DSC utilizando dois ciclos de aguecimento e resfriamento
controlado (FIGURA 17b). No primeiro ciclo de aquecimento, foi identificado o pico
endotérmico. Durante o resfriamento, nenhum evento térmico foi observado. No segundo
ciclo de aquecimento, o evento endotérmico ndo foi detectado, enquanto o evento
exotérmico, iniciado a partir de 160,0 °C foi registrado. Esses resultados confirmam que o
evento endotérmico identificado no primeiro ciclo de aquecimento corresponde a
desidratacdo. Como a andlise foi realizada em cadinho aberto, a agua liberada durante o
primeiro aquecimento nao estava mais presente, o que explica a auséncia de um evento

endotérmico no segundo aquecimento.

De acordo com a Farmacopeia Brasileira, a faixa de fusdo do PAN ocorre juntamente
com a decomposi¢do com temperatura inicial entre 139 °C e 160 °C. No entanto, outras
fontes relatam que, devido a degradacdo gradual durante o aquecimento, o ponto de fusdo

exato ndo pode ser determinado.
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A determinacdo do ponto de fusdo do PAN foi conduzida utilizando-se um medidor
de ponto de fusdo, conforme apresentado na Figura 18, sendo o ponto de fusdo observado a

164 °C.

Figura 18 - Ponto de fusdo do PAN
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Fonte: da autora.

Zupancic e colaboradores (2005) investigaram as formas mono-hidratada e sesqui-
hidratada do PAN. Com base na analise combinada de DSC, TG e microscopia de estagio a
quente os autores concluiram que a desidratacdo dos hidratos ocorre simultaneamente a

fusdo, o que dificulta a determinacéo precisa do ponto de fuséo.

4.3.2 Espectroscopia no infravermelho
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Seguindo a caracterizacdo do PAN, nesta secdo serdo apresentadas as bandas de
absorcéo caracteristicas do PAN no espectro 1V (FIGURA 19).

Figura 19 - Espectro infravermelho do PAN na faixa de 4000 cm™ a 400 cm*, 32
varreduras com resolucdo de 4 cm™
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Fonte: da autora.

De acordo com o espectro 1V obtido, as bandas caracteristicas do PAN apresentam
sinais especificos que confirmam a presenca de seus grupos funcionais. Na regido de 3000 a
3500 cm™, sdo observadas bandas correspondentes as vibracGes de estiramento dos grupos
O-H e C-H. Entre 1800 e 1500 cm™, destacam-se bandas atribuidas as vibracfes dos grupos
C=C e C=N. A banda em 1361 cm™ esta associada as vibra¢des do grupo CF,, enquanto a
banda em 1114 cm™ ¢é caracteristica das vibracbes do grupo S=0O. Esses dados sdo
consistentes com a literatura cientifica e fornecem informacdes cruciais para a identificacao

e caracterizacdo deste farmaco (Zupancic et al., 2005; Hanif et al., 2020).

4.3.3 Difratometria de Raios-X



81

A Figura 20 apresenta o padrdo de difracdo de raios X do po cristalino de PAN,
comparado ao difratograma reportado por Zupancic e colaboradores (2005). Observa-se que
os picos de Bragg do difratograma de Zupancic¢ exibem um padrao semelhante ao da amostra
de PAN analisada, indicando a auséncia de diferencas significativas entre os dois padroes de

difracéo.

Figura 20 - Difracdo de Raios-X de p6 do PAN
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Fonte: da autora.

O padrao de difracdo de raios X do pé do PAN analisado neste estudo esta de acordo
com o descrito na Patente dos EUA 6.933.389 B2 (REDDY et al., 2005). Essa
correspondéncia permite concluir que ambos 0s materiais sao equivalentes e que a amostra

analisada é representativa da Forma 1.

4.4 ESTUDOS DE COMPATIBILIDADE COM O PAN

Os resultados referentes ao estudo de compatibilidade farmaco-excipiente realizados

com o PAN estdo apresentados a seguir.
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4.4.1 Andlise térmica

Os estudos de compatibilidade farmaco-excipiente para 0 PAN foram conduzidos
avaliando a combinacédo do farmaco com diferentes excipientes. A primeira técnica utilizada
foi a TG. A escolha da TG, em vez da DSC, foi justificada pela natureza especifica do PAN,
cujo ponto de fusdo ndo esta bem definido. Essa indefinicdo dificulta a realizacdo de estudos
por DSC, que dependem da anélise da variacdo de entalpia e da temperatura de inicio (Tonset)
do evento de fusdo. Assim, a pesquisa adotou a mesma estratégia previamente utilizada em
estudos de compatibilidade farmaco-excipiente com o farmaco LIS. Também foi realizada a
construcdo da curva simulada para cada mistura farmaco-excipiente. A curva simulada foi
comparada a curva experimental quanto a similaridade, utilizando o coeficiente de
correlacdo de Pearson como critério de avaliagdo.

As curvas TG do PAN e das misturas binarias obtidas experimentalmente e

simuladas, bem como os graficos de correlagdo de cada mistura s&o mostradas na Figura 21.

Figura 21 - Curvas TG do PAN, excipiente, misturas binarias experimentais, simuladas e
graficas de correlacgéo das misturas binarias
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Legenda: Curvas TG do PAN, excipiente e das misturas experimentais e simuladas: (a) PAN + CarS; (c) PAN
+HPMC; (e) PAN +Mac; (g) PAN + Man; (i) PAN +PVP; Gréaficos de correlagdo das misturas: (b)
PAN + CarS; (d) PAN + HPMC; (f) PAN + Mac; (h) PAN + Man; (j) PAN + PVP.

Todas as misturas bindrias avaliadas, com excecdo da mistura com Man, néo

apresentaram alteracdes significativas nos perfis térmicos em comparacdo aos componentes

individuais.

Nesse contexto, foi possivel observar a semelhanca entre as curvas

experimentais e simuladas, o que foi corroborado pelo coeficiente de correlacdo de Pearson,
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cujos valores de r variaram entre 0,9975 e 0,9932. Esses resultados indicam a auséncia de
interacéo entre o farmaco e os excipientes analisados, exceto no caso do Manitol.

Para a mistura binaria com Manitol (Man) (FIGURA 21g e 21h), o coeficiente de
correlacdo de Pearson apresentou um valor de r=0,9649, indicando um desvio em relacdo ao
valor ideal (r=1,00). Ao comparar a curva experimental da mistura com a curva simulada,
observa-se que, em temperaturas acima de 170 °C, a curva simulada estd acima da
experimental. Esse comportamento sugere uma maior perda de massa que 0 esperado,
provavelmente decorrente de uma interacdo entre o farmaco e o excipiente, resultando na
formacdo de produtos mais volateis. Observa-se também que a diferenca entre as curvas
simulada e experimental da mistura é proveniente da decomposic¢do do excipiente, pois nao

houve diminuicdo da temperatura de decomposic¢do do PAN.

A Figura 22 apresenta as curvas DTG do PAN, dos excipientes, e de suas respectivas
misturas binaria (experimental e simulada). As misturas binarias, exceto com o excipiente
Man, ndo mostraram alteracfes significativas nos perfis térmicos em comparagdo com 0s

componentes individuais.

Figura 22 - Curvas DTG do PAN, excipiente e das misturas experimental e simulada

a) b
— PAN

— PAN

204

Cars ‘ f\ | ——HPMC
——PAN +CarS [\ | ——PAN+HPMC
I Simulado

Simulado

Massa Derivada (%/°C)
Massa Derivada (%/°C)

T T T T T T T
100 200 300 400 500 600 100 200 300 400 500 600
Temperatura (°C) Temperatura (°C)

2
w
=)

!

a

— PAN

Man

—— PAN + Man
Simulado

— PAN 0
Mac I

3,04

—— PAN + Mac [
—— Simulado ||

25+

Massa Derivada (%/°C)
Massa Derivada (%/°C)

T T T T T T T T T T T T T T T T
100 200 300 400 500 600 100 200 300 400 500 600
Temperatura (°C) Temperatura (°C)



85

1,84

2

—— PAN

164 ——PVP

—— PAN + PVP
Simulado

1.4 4

Massa Derivada (%/°C)

-0,2

T T T T
100 200 300 400 500 600
Temperatura (°C)

Fonte: da autora.

Ao comparar a curva DTG da mistura experimental, referente ao excipiente Man,
com a curva simulada, verificou-se que a curva experimental apresentou menor estabilidade
térmica. Isso foi evidenciado pelo deslocamento dos picos da curva experimental para

temperaturas inferiores em relagdo aos picos observados na curva DTG simulada.

Em resumo, os resultados obtidos por meio da termogravimetria (TG) indicaram a
existéncia de uma interacdo entre 0 PAN e o Man. Para determinar se essa interacdo é de
natureza fisica ou quimica, € imprescindivel o uso de técnicas complementares. No contexto
do presente trabalho, essas técnicas incluem FT-IR, CLAE e testes de estresse isotérmico, as

quais permitirdo uma analise mais detalhada das intera¢des envolvidas.

4.4.2 Estudo de compatibilidade por FT-IR

Os espectros das amostras contendo PAN e misturas binadrias foram analisadas
utilizando FT-IR a temperatura ambiente e também apos aquecimento a 160 °C por 4 min.
sdo mostrados na Figura 23a. Ao comparar 0s espectros PAN antes e apds 0 aquecimento em
estufa, observou-se uma diminuicdo na intensidade das bandas em duas regides especificas.
A primeira entre 3000 e 3500 cm™, correspondentes as vibragdes de estiramento dos grupos
O-H e segunda entre 1200 e 950 cm™.



Figura 23 - Espectro FT-IR do PAN e das misturas binarias antes e depois do aquecimento

a)

Transmitancia (%)

Misturas binarias antes do aquecimento

60—1

PAN depois do agquecimento |

60 ' —— PAN antes do aquecimento|
L " 1 i 1 i 1 i 1 "

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Comprimento de onda (cm™)

Misturas binarias depois do aquecimento

b) 99 L c) 99 L
66 W 66 |-
33l 33l
o L[=——PAN +Cars o[[[=——PAN+Cars |
" 1 " 1 L 1 1 L 1 L 1 " L L 1 L 1 1 L i 1 1 1 L 1
o9 | [ 99k I
66 |- PR Yo 66 | | _
33| i 33| I N
S ol PAN + HPMC ' < of PAN + HPM -
— 1 i 1 L 1 L 1 1 1 i L a’ L 1 1 L i 1 i 1 i 1 1
8 9 @ 9
= [ (5]
S 66| 5 6
£ 33 E 33
c i w
& 0 S 0
|_ | =3
99 = 99
66 66
33 33
of 0
99 99
66 66 |
=0 PAN+ PVP | Br
H —— +
0 B 1 1 I. l 1 1 1 0 B PAN+ PVP | 1 1 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 sS00

Comprimento de onda (cm™)

Fonte: da autora.

Comprimento de onda (cm™)

86

Para as misturas binarias de PAN com o0s excipientes, a moagem em temperatura

ambiente ndo resultou na ocorréncia de interacBes detectaveis. Os espectros FT-IR das
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misturas binarias apresentaram-se como uma sobreposicdo dos espectros FT-IR dos
componentes individuais (FIGURA 23b).

Ao comparar 0s espectros das misturas binarias obtidos antes e apds o tratamento
térmico (FIGURA 23b e 23c), nao foi identificado o surgimento de novas bandas em
nenhuma das misturas, exceto na combinacdo do PAN com o excipiente macrogol (Mac).
Para uma analise mais detalhada desse resultado, a Figura 24 apresenta 0s espectros do

macrogol, do PAN antes e apds o0 aquecimento, e da mistura PAN+macrogol, também antes
e apds o tratamento térmico.

Figura 24 - Espectro FT-IR do excipiente Mac, do PAN e das misturas binarias PAN + Mac
antes e depois do aquecimento
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Fonte: da autora.

O Mac, também conhecido como polietilenoglicol (PEG), apresenta bandas
significativas em torno de 2880 cm™, associadas as vibracdes de estiramento C-H, e uma
banda proeminente em 1102 cm™, atribuida as vibracdes de estiramento C-O-C do éter.
Esses resultados estdo em concordéncia com os dados reportados na literatura (Abdullah et

al., 2012). A banda proeminente em 1102 cm™, caracteristica do grupo C-O-C do Mac, ndo
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é observada em nenhum dos espectros do PAN. Contudo, no espectro da mistura PAN+Mac
antes do aquecimento em estufa, essa banda surge com baixa intensidade. Ap0s o
aquecimento, no entanto, a banda em 1102 cm™ torna-se significativamente mais intensa no

espectro da mistura.

Quando uma amostra analisada por FT-IR apresenta uma banda de baixa intensidade
antes do aquecimento e, ap0s 0 aquecimento, essa mesma banda se torna mais intensa, isso
pode indicar uma interacdo fisica ou quimica que foi intensificada ou ativada pelo
tratamento térmico. No caso especifico da banda em 1102 cm™, caracteristica do grupo C-
O-C do Mac, o aumento de intensidade pode ser explicado por diversos fatores. O
aquecimento pode induzir uma maior reorganizacao das moléculas, resultando em mudancas
na orientacdo ou proximidade dos grupos funcionais, 0 que aumenta a absorcéo IR associada
ao grupo C-O-C. Além disso, antes do aquecimento, a presenga de 4gua adsorvida ou outros
componentes volateis pode mascarar parcialmente a banda, mas ap6s 0 aquecimento, a
remocdo desses interferentes pode aumentar a clareza e a intensidade da banda

caracteristica.

Portanto, ndo é possivel afirmar que o aumento da intensidade da banda em 1102
cm™ na mistura de PAN com Mac ap0s o aquecimento indique uma incompatibilidade. A
confirmacgdo ou ndo de uma possivel incompatibilidade dependera da analise completa do
estudo de compatibilidade do PAN, considerando todas as técnicas empregadas na

investigacéo.

4.4.3 Validacéo analitica do PAN por CLAE

A curva analitica foi construida para o PAN utilizando cinco pontos de concentracao:
200,0, 1000,0, 2000,0, 3000,0 e 4000,0 mg.L™, conforme apresentado na Figura 25. As
analises foram realizadas em triplicata, empregando comprimento de onda de 290 nm no
detector UV. O método demonstrou linearidade no intervalo da faixa de trabalho, com a
equacdo da reta obtida por regressdo linear pelo método dos minimos quadrados sendo y =
0,020x + 3,825 e coeficiente de determinagdo r2 = 0,999.
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Figura 25 - Grafico de linearidade do PAN em 290 nm na faixa de 200,0 a 4000,0

mg.L? (n=3)
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Fonte: da autora.

Os limites de detecc¢do (LD) e quantificacdo (LQ) foram calculados, sendo os valores
obtidos de LD = 127,3 mg.L™ e LQ = 385,8 mg.L™. Os valores de LD e LQ apresentados

sdo adequados para o intervalo de concentracdo esperado na analise.

Com base nos resultados obtidos para a linearidade, foram conduzidas analises
estatisticas de regressdo, cujos dados estdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7- Resultados da estatistica de regressao
da curva de linearidade
R maltiplo 0,999628

R-Quadrado 0,999257
Fonte: Da autora.

A analise estatistica de regressdo, apresentada na Tabela 7, confirmou a linearidade
do método. O coeficiente de correlacdo linear, indicado como "R multiplo" na Tabela,
mostrou-se superior ao limite minimo estabelecido de 0,990, conforme os requisitos da RDC
166 (Brasil, 2017). Adicionalmente, foi realizada a avaliacdo do grafico de dispersdo dos

residuos, ilustrado na Figura 26.
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Figura 26 - Grafico de dispersdo dos residuos
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Fonte: da autora.

Os resultados de dispersdo de residuos apresentados na Figura 26 indicam, de forma
visual, uma distribuicdo aleatoria dos valores, o que foi corroborado pela analise estatistica

realizada por meio do teste de Shapiro-Wilk, confirmando a normalidade dos dados.

Foram realizadas analises de variancia (ANOVA) para avaliar a significancia do
coeficiente angular, que deve apresentar valor estatisticamente diferente de zero, conforme

demonstrado na Tabela 8.

Tabela 8 — Analise de variancia da curva de linearidade

F de
gl SQ MQ F significacdo
Regresséo 1 12008,07 12008,07 17486,73 9,95E-22
Residuo 13 8,927051 0,686696
Total 14 12017

Fonte: da autora.
Nota: graus de liberdade (g1), soma dos quadrados (SQ), média dos quadrados (MQ) e estatistica F de
Fisher (F).

Conforme observado na Tabela 8, o valor de F calculado é superior ao F tabelado
para 13 graus de liberdade (F tabelado = 4,67), indicando que os coeficientes angulares das
curvas de linearidade sdo significativamente diferentes de zero. O teste F da ANOVA
confirmou a significancia da regresséo, evidenciando a auséncia de desvios de linearidade na

faixa de trabalho avaliada.

A precisdo foi realizada em trés niveis de concentracdo (alto, medio e baixo
correspondente a 200,0, 2000,0 e 4000,0 mg.L* , respectivamente). Os resultados

experimentais estdo representados na Tabela 9. pode-se observar que os valores obtidos nos
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ensaios de exatiddo e precisdo estdo dentro dos limites especificados de recuperacgao entre 98

a 102% para exatiddo e desvio padréo relativo de no maximo 2%.

Tabela 9 — Resultados de preciséo e exatiddo

Concentracgéo Recuperacgéo DPR
(mg.L™) (%) (%)
200,0 98,4 1,63
2000,0 100,5 0,06
4000,0 101,9 0,01

Fonte: da autora.
Nota: desvio padréo relativo (DPR)

4.4.3.1 Compatibilidade farmaco-excipiente do PAN por CLAE

Para a realizacdo dos estudos de compatibilidade farmaco-excipiente do PAN, foi
realizado um estudo preliminar para determinar o tempo ideal de permanéncia das amostras
na estufa a 160 °C, temperatura estabelecida 18 °C abaixo do ponto de degradacdo térmica
do PAN. O objetivo foi reproduzir as condi¢gfes térmicas aplicadas as misturas binarias na
analise TG, garantindo, contudo, que tanto o tempo quanto a temperatura empregados ndo
provocassem a degradacdo do farmaco. Verificou-se que 4 minutos de aquecimento a 160
°C ndo causaram degradacdo do farmaco, enquanto tempos de 5 e 10 minutos resultaram em
perdas de 8% e 10%, respectivamente. Assim, o tempo de 4 minutos foi selecionado como
ideal. Ap6s o aquecimento, as amostras foram diluidas em hidroxido de sdédio 0,02 M e

acetonitrila na proporcéo 98:2 (v/v), sonicadas por 5 minutos e analisadas por CLAE.

Os resultados da analise de PAN e excipientes isolados, apresentados na Figura 27,
mostram que o cromatograma do PAN exibiu um pico com tempo de retencdo de 2,48
minutos. Os cromatogramas dos excipientes isolados ndo apresentam picos. 1sso confirma
que o método analitico é seletivo, permitindo a deteccdo e quantificacdo do farmaco sem

interferéncia dos excipientes.
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Figura 27 - Cromatogramas de PAN e dos excipientes
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Fonte: da autora.

Nota:coluna cromatografica foi uma Eclipse XDP-Phenyl (Agilent), 4,6 mmx250 mm, com tamanho de
particula de 5 um. A fase movel consistiu em acetonitrila e Solugdo A na proporcdo de 50:50 (V/v),
vazdo de 1,0 mL min™%,

A Figura 28 apresenta os resultados da analise do PAN e das misturas binarias
farmaco-excipiente por CLAE, ap6s aquecimento a 160 °C por 4 minutos. O cromatograma
do PAN puro evidencia que o aquecimento ndo resultou em degradacdo térmica
significativa, conforme os critérios estabelecidos pelo ICH Q1A, que consideram aceitavel
uma perda inferior a 5%. O pico correspondente ao farmaco representa 99% da quantidade

total presente na solugdo, confirmando sua estabilidade térmica nas condi¢des avaliadas.
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Figura 28 - Cromatogramas de PAN nas misturas binarias ap0s aquecimento
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Fonte: da autora.

Nota: coluna cromatografica foi uma Eclipse XDP-Phenyl (Agilent), 4,6 mmx250 mm, com tamanho de
particula de 5 pm. A fase mdvel consistiu em acetonitrila e Solu¢do A na proporgao de 50:50 (V/v),
vazdo de 1,0 mL min%,

Os valores da area do pico (mAU/min) e o teor relativo (%) do PAN e das misturas
estdo descritos na Tabela 10, expressos como média + desvio padrdo com base em analises
realizadas em triplicata. As diferencas entre as amostras foram avaliadas por meio do teste t

de Student, considerando significancia estatistica para p > 0,05.

Tabela 10 - Area do pico e Teor Relativo do PAN em comparagio com as
misturas binarias (média * desvio padrdo) (n=3)

Teor Relativo

Area de Pico (mAU/min) (%)
PAN 44,0620,77 99,1+1,9 (a)
PAN + CarS 44.20+0,65 99,5+1,7 (a)
PAN + HPMC 43,750,45 98,3+1,0 (a)
PAN + Mac 44,03+0,43 99,0+1,1 (a)
PAN + Man 43,6420,44 98,1+1,1 (a)
PAN + PVP 43,59+0,34 97,90,8 (a)

Fonte: da autora.

Nota: Valores na mesma coluna, seguidos da mesma letra ndo apresentam diferencas

significativas (p>0,05) de acordo com o teste t de Student.

Os resultados obtidos indicaram a auséncia de interacBes quimicas significativas

entre 0 PAN e os excipientes avaliados. Isso foi evidenciado pelo fato de que, nas misturas



94

do farmaco com os excipientes selecionados, ndo houve perda de teor do PAN. A anélise das
areas dos picos no cromatograma reforca que os excipientes CarS, HPMC, Mac, Man e PVP
sdo compativeis e adequados para utilizacdo em formulacdes solidas contendo PAN,

garantindo a estabilidade e a integridade do farmaco nas condicGes analisadas.

4.4.3 Teste de estresse isotérmico para o PAN

O teste de estresse isotérmico foi realizado com o objetivo de investigar a
compatibilidade do PAN com e todos os excipientes selecionados. Apos a realizagdo do
teste, as amostras foram analisadas utilizando o método CLAE previamente estabelecido

para quantificacdo do PAN.

O cromatograma da amostra controle de PAN apresentou um pico com tempo de
retencdo de 2,48 minutos, sem alteracdes observadas em comparacdo com as amostras de
PAN que ndo foram submetidas ao teste de estresse isotérmico. Os resultados quantitativos
das analises de PAN (controle) e da mistura deste farmaco com os excipientes selecionados

estdo apresentados na Tabela 11.

Tabela 11 - Teste de estresse isotérmico do PAN (n=3)

Area de Pico Concentracdo relativa
(mAU/min) (%)

PAN controle 44,848+1,98 98+1 (a)

PAN + CarS 42,445+0,60 99+2 (a)

PAN + HPMC 42,345+0,56 98+2 (a)

PAN + Mac 42,086+0,73 98+2 (a)

PAN + Man 41,763+0,55 9742 (a)

PAN + PVP 42,252+0,19 98+1 (a)

Fonte: da autora.
Nota: Valores na mesma coluna, seguidos da mesma letra ndo apresentam diferencgas
significativas (p>0,05) de acordo com o teste t de Student.

N&o foi observada qualquer reducdo no teor de PAN controle em relacdo a massa
total inicial do teste. O mesmo resultado foi constatado para as misturas deste farmaco com
0s excipientes selecionados. Dessa forma, o teste de estresse isotérmico demonstrou a

compatibilidade do PAN com todos os excipientes avaliados.
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Apos a realizacdo de todos os estudos conduzidos para investigar a compatibilidade
entre 0 PAN e os excipientes selecionados, concluiu-se que o PAN é compativel com todos
0s excipientes analisados. As interacdes observadas entre o PAN e o manitol durante o
estudo de compatibilidade por TG foram identificadas como interacfes de natureza fisica.
Os resultados obtidos indicam que as interacfes observadas ndo promoveram alteracdes na
estrutura do farmaco, conforme evidenciado pelos dados fornecidos pela analise de FT-IR.
Além disso, as analises realizadas por CLAE demonstraram que essas interacfes nao
resultaram em reducdo do teor de PAN, reforcando a estabilidade do farmaco nas condicbes

avaliadas.

Nos estudos de compatibilidade farmaco-excipiente, as interacGes fisicas nem
sempre sdo classificadas como incompatibilidades, a menos que impactem negativamente a
estabilidade, biodisponibilidade ou eficacia do farmaco (Dave, et al, 2015). As
incompatibilidades ocorrem principalmente em reacfes quimicas que comprometem a

eficacia e seguranca do medicamento final.

As interaces fisicas entre o farmaco e os excipientes ndo envolvem a formagéo ou
quebra de ligagbes quimicas nem alteram a estrutura molecular do farmaco. No entanto,
essas interacGes podem causar modificacdes nas propriedades organolépticas, nas formas
polimarficas, no comportamento de cristalizagao, nos perfis de liberacdo e na estabilidade do
farmaco (Dave, et al, 2015, Gorin, et al.2018).

4.5 CARACTERIZACAO DA BROM

Os resultados referentes caracterizacdo da BROM estdo apresentados a seguir.

4.5.1 Andlise térmica

As curvas TG/DTG e DSC obtidas da BROM sao mostradas na Figura 29a. O perfil
térmico DSC revelou dois picos endotérmicos principais, sendo o primeiro com T onset
(temperatura de extrapolacdo do inicio do pico) de 99,0 °C, atribuido ao processo de

transicdo polimorfica. O segundo pico com Tonset em 151,94 °C foi atribuido a fuséo da
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BROM, a entalpia de fusdo (AHs) encontrada foi de 107,4 J/g com faixa de temperatura de
148,0 a 162,0 °C que estdo em concordancia com dados da literatura (CARRER et al.,
2016). A curva TG ndo mostra perda de massa nesta faixa de temperatura, apenas a partir da
temperatura de 218 °C.

A primeira derivada de TG mostra um evento de degradacdo ocorrendo
aproximadamente entre 236,4 a 428,0 °C, com uma perda de massa de cerca de 56%
correspondente a decomposicdo térmica da matéria organica e/ou liberacdo de produtos
gasosos. Assim, o farmaco é termicamente estavel até 236 °C. Uma segunda perda de massa
pode ser considerada entre 428,0 e 700,0 °C correspondendo a uma perda de massa de cerca

de 42% com 2% de residuo.

Figura 29 - Analise térmica da BROM
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Legenda: a) DSC, TG/DTG;
b) DSC ciclica

Para confirmar se o primeiro evento tratava-se de uma transicdo polimorfica foi
realizada a analise da BROM em DSC com dois ciclos de aquecimento com resfriamento
controlado (FIGURA 29b). No primeiro aquecimento é observado o primeiro pico
endotérmico indicando a transicdo polimdrfica da fase um para fase dois, seguido do pico
endotérmico de fusdo. No resfriamento é observado um pico exotérmico, onde a fase liquida
passa novamente a fase solida, com Tonset em 126,64 °C e entalpia (AHy) de 79,24 J/g. No
segundo aquecimento o primeiro pico desapareceu, confirmando assim se tratar de uma

transicdo polimarfica.

4.5.2 Espectroscopia no infravermelho

As bandas de absorcdo caracteristicas da BROM sdo observadas no espectro do
infravermelho (FIGURA 30). Indicio da fungdo amida esta presente em 1648 cm™* devido ao
estiramento de C=0. As bandas de estiramento em 1042 e em 1210 cm™* (C-N) confirmam a
presenca de amina primaria e amina terciaria, respectivamente. A absorcdo em 2874 cm do
C-H simétrico se refere ao grupo metil. As vibracdes de estiramento 1629, 1587, 1532 e
1498 cm™ sdo caracteristicas da ligacdo C=C do anel aromatico. A banda de absor¢do em
1246 cm™ indica a presenca do éter ligado ao anel aroméatico, enquanto 656 cm™ indica a

presenca do Bromo na ligacdo C-Br (Nandiyanto et al., 2019).
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Figura 30 - Espectro infravermelho da BROM na faixa de 4000 cm™? a 400 cm?, 32
varreduras com resolucéo de 4 cm-?
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Fonte: da autora.

4.5.3 Difratometria de Raios-X

A Figura 31 apresenta o padrdo de difracdo de raios-X do p6 cristalino de BROM,
bem como o difratograma calculado com base nas estruturas cristalograficas da substancia.
Comparando o difratograma calculado com o experimental, observa-se que 0s picos de

Bragg exibem padrdes semelhantes, sem diferencas significativas entre os dois perfis.
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Figura 31 - Difracéo de Raios-X de p6 da BROM
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Fonte: da autora.

O padréo de difracdo de raios-X da BROM mostra picos bem definidos e auséncia de
halo, evidenciando a natureza cristalina do solido. O difratograma experimental inclui picos
de Bragg caracteristicos que correspondem a unica forma cristalografica relatada na

literatura, descrito por Tanaka e colaboradores (2004).

4.6 ESTUDOS DE COMPATIBILIDADE COM A BROM

Os resultados referentes ao estudo de compatibilidade feito com a BROM séao

mostrados a seguir.

4.6.1 Andalise térmica

A técnica de DSC foi selecionada como metodologia inicial nos estudos de
compatibilidade da BROM. Durante a caracterizacdo do farmaco, foi observado um evento

de fusdo bem definido na curva, o que facilita sua analise por essa técnica. O DSC permite
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detectar alteragfes na temperatura de inicio de fusdo (Tonset) € Variacdes na entalpia de fuséo
nas misturas de farmaco e excipiente, fornecendo informacdes essenciais sobre possiveis
interacdes. Destaca-se, ainda, que o DSC é amplamente utilizado como técnica preliminar na
maioria dos estudos de compatibilidade entre fArmacos e excipientes

A comparacdo das curvas térmicas da substancia ativa, neste caso a BROM, com as
curvas resultantes de cada excipiente isolado é mostrada na Figura 32. Ao examinar as
curvas, é evidente que o segundo evento endotérmico, que reflete a faixa de fusdo da BROM
situada entre 148,0°C e 162,0°C apresenta um comportamento singular. A maioria dos
excipientes ndo apresenta sobreposi¢fes nesse intervalo, exceto CS e LM. Assim, possiveis
interacdes entre os componentes das misturas binadrias foram analisadas comparando-se 0s

perfis térmicos.

Figura 32 - Curvas DSC da BROM e dos excipientes isolados: temperatura de 40°C a
180°C; razdo de aquecimento 10°C.mint e atmosfera de N2 com fluxo de 50
mL.min
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Fonte: da autora.

Um indicativo de compatibilidade acontece quando é observado um somatério dos
perfis de cada componente individual no perfil da mistura binéria. Diferentemente, um sinal

que indica interacdo, portanto, de incompatibilidade entre os componentes, é identificado
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quando ocorrem deslocamento da Tonset € desaparecimento do pico correspondente ao ponto
de fusdo, o aparecimento de um novo pico (exotérmico ou endotérmico) e/ou variagdes nas
entalpias de reacdo e alteracdes na forma e area do pico principal relacionado ao IFA
(Chadha; Bhandari 2014; Melchiades et al., 2020). Desta forma, as possiveis interacdes

farmaco-excipiente podem ser deduzidas das curvas DSC.

Os parametros DSC (Tonset € AHf) do farmaco e de cada mistura binaria sdo
mostrados na Tabela 12. O primeiro evento (evento ndo detalhado na tabela) esta
relacionado a transicdo polimoérfica (94,90-113,70°C), enquanto que o0 segundo evento
refere-se a fusdo, tanto do fA&rmaco puro quanto do mesmo nas misturas binarias. O evento
descrito na Tabela 12 como Evento® esta relacionado ao deslocamento do pico endotérmico
observado em algumas misturas analisadas. Portanto, este pico apresenta-se em regido
diferente da faixa de fusdo da BROM.

Tabela 12 - Temperatura inicial de fusdo (Tonset) € variagdo da entalpia (AHy)
da BROM e das misturas binarias

Evento Evento™

Amostra Tonse!°C | AH#Jg? Tonset/°C | AHiJg?
BROM 151,94 53,6° - -
BROM+ CM - - 1235 41,37
BROM+ CS - - 131,76 27,53
BROM+ DSc - - 141,93 35,95
BROM+ EM - - 141,52 63,07
BROM+ FCD 150,05 41,64 - -
BROM+HPMC - - 124,39 41,9
BROM+ LM - - 142,58 170,6
BROM+ Man 150,1 60,09 - -
BROM+ PVP - - 106,41 19,67
BROM+ Tal 152,19 63,44 - -

Fonte: da autora.
Nota: a) evento modificado devido a presenca do excipiente
b) entalpia corrigida para 50% de massa

Em alguns casos, como nas misturas com FCD, Man e Tal, o pico de fusdo do
farmaco foi preservado com pequenas alteragdes de temperatura devido ao alargamento do
pico. Relatos na literatura indicam que a quantidade de material utilizado na mistura

farmaco-excipiente, influéncia a forma do pico e a entalpia. Portanto, essas alteracdes na
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fusdo endotérmica do farmaco podem ser atribuidas & mistura com o excipiente, mas nao
necessariamente indica uma incompatibilidade em potencial (Gao; Yang, 2015).

Para ndo ocorrer interacdo entre a BROM e os excipientes, o valor da Tonset Na
mistura deve ser equivalente ao do IFA e o valor da AHr deve ser metade do valor do IFA.
Deste modo, os valores esperados de Tonset € AHf do farmaco nas misturas sdo 151,94°C e
53,6 Jg !, respectivamente, uma vez que cada mistura binaria tinha uma propor¢do de
1:1(m/m).

Na faixa de fusdo da BROM (148,0-162,0°C) as misturas com excipientes FCD, Man
e Tal ndo apresentaram variacdo significativa na Tonset, apesar disso a AHs referente ao
fosfato de célcio di-hidratado foi menor que a esperada.

Nas demais misturas é possivel observar que ocorreram deslocamentos deste evento
para temperaturas menores, além de valores de AHf diferentes do esperado. Estes
comportamentos sugerem que pode ter ocorrido uma interacdo entre 0s componentes da
mistura. No entanto, a mistura farmaco e excipiente podem diminuir a pureza de cada
componente na mistura e ndo necessariamente indicar incompatibilidade (Pani et al., 2012).
Outra possibilidade ocorre em excipientes que apresentam ponto de fusdo inferior ao IFA.
Estes excipientes uma vez na forma liquida solubilizam parte do IFA, diminuindo a sua
entalpia (Julio et al., 2013). Desta forma, é importante que o estudo de compatibilidade seja
feito por mais de uma técnica analitica. Neste trabalho optou-se por realizar analises por
CLAE e FT-IR para complementar os resultados obtidos por DSC.

As curvas DSC de BROM, o excipiente isolado e misturas binarias 1:1 (m/m)
BROM/excipiente sdo mostrados na Figura 33. O perfil térmico da mistura binaria BROM e
CM (FIGURA 33a) indica a diminui¢do no valor da entalpia de fusdo em aproximadamente
22%, alem de uma reducédo drastica na Tonset (de 151,94 para 123,50°C). Verma e Garg
(2004b) estudaram a interacdo do mononitrato de isossorbida com celulose microcristalina e

também observaram a reducéo destes pardmetros na mistura binaria.



Figura 33 - Curvas DSC de BROM, excipiente e misturas binarias 1:1 (m/m)
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Fonte: da autora.
Legenda: (a) CM; (b) CS; (c) DSc; (d) EM; (e) FCD; (f) HPMC; (g) LM; (h) Man; (i) PVP e (j) Tal.

A Figura 33b, mostra que a fusdo da CS se inicia em 145 °C. A mistura com este
excipiente ndo pdde ser avaliada pela técnica de DSC, uma vez que a fusdo do mesmo
encontra-se na faixa de temperatura da fusdo da BROM (148,0-162,0 °C), sendo necessaria
outra técnica para avaliar a compatibilidade.

A curva DSC do dioxido de silicio coloidal (DSc), Figura 33c, ndo apresenta nenhum
evento na faixa de temperatura investigada, assim como descrito na literatura (PEREIRA et
al., 2014). O comportamento térmico apresentado por esta mistura mostrou que houve uma
diminuicdo na Tonset € também na entalpia de fusdo que foi aproximadamente 33% menor
que a esperada. A diminuicdo da entalpia foi relatada anteriormente, no trabalho de Silva
(2021) e colaboradores, onde a mistura do farmaco Azatioprina com este excipiente
apresentou entalpia de fusdo 88% menor que a esperada. Alguns autores atribuem esta
diminuicdo na entalpia a possibilidade de parte da amostra ndo passar pelo processo de fusao

devido a protecdo térmica oferecida pelo DSc (Silva et al., 2021). Lediti e colaboradores
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investigaram a interagcdo da Levodopa com o dioxido de silicio coloidal. Os resultados
comprovaram a incompatibilidade induzida termicamente por técnicas como TG e DTA,
onde a mistura apresentou uma perda de massa maior que a esperada. A incompatibilidade
também foi indicada por FT-IR e PXRD, realizadas em condi¢des ambientais (Lediti et al.,
1017). Apesar de existir relatos na literatura sugerindo a incompatibilidade do DSc com
alguns farmacos como Mononitrato de isossorbida, Cetoprofeno, Sinvastatina, Enalapril e
Levadopa, ainda ndo ha explicacdo de como este excipiente interfere na entalpia de fusdo do
farmaco, necessitando assim, a realizacdo de estudos mais aprofundados (Matos et al.,
2017).

A curva do EM (FIGURA 33d) puro revela um pico endotérmico com Tonset 121,96
°C, condizente com relatos da literatura (Verma, Garg, 2005a). A BROM mostrou uma
incompatibilidade com este excipiente, uma vez que a mistura binaria apresenta dois picos
endotérmicos sobrepostos na faixa de 83,15-124,60 °C. O pico de fusdo da BROM nesta
mistura apresenta-se deslocado para Tonset menor (141,52°C) e AHf maior que a esperada.
Estes dados revelam que o EM interferiu nas temperaturas, tanto de transicdo polimorfica,
quanto da fusdo do IFA. Muitos autores relatam a interacdo deste excipiente com farmacos
como: Aciclovir, Ibuproxam, Cetoprofeno, Glipizida, Clorpropamida, Glimepirida,
Captopril, Fosinopril, Penicilina G, entre outros. A explicagdo mais aceita sugere que a
incompatibilidade ocorre devido a formacdo de um filme liquido superficial que contribui
para a degradacdo do IFA, causando a reducédo do ponto de fusdo do mesmo (Bharate et al.,
2010).

A curva DSC do FCD (FIGURA 33e) revela que ndo ocorreu nenhum evento até a
temperatura de 180 °C. Na mistura com este excipiente a Tonset N0 apresentou deslocamento
significativo em relagdo ao farmaco puro, porém a entalpia foi aproximadamente 22%
menor que a esperada, sugerindo incompatibilidade. Existem relatos que mostram a
interacdo deste excipiente com alguns farmacos. Uma possivel justificativa para este
comportamento € o fato do FCD ser suscetivel a desidratacdo em temperaturas baixas na
presenca de vapor d'agua (Bharate et al., 2010). Um estudo realizado com o antitumoral -
lapachone mostrou incompatibilidade com o FCD. Neste caso, a agua de cristalizacdo deste
excipiente dissolveu parcialmente o farmaco em ambiente basico resultando na
decomposicdo do IFA (Cunha-Filho et al., 2007).

A curva de HPMC (FIGURA 33f) apresenta um pico endotérmico largo (40,0 a
150,76°C) com Tonset 130,90 °C condizentes com relatos na literatura, devido a evaporacéao

da umidade (Ding et al., 2017). A mistura binaria apresentou Tonset (124,39 °C) deslocada
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para temperatura menor que o farmaco e a entalpia de fusdo aproximadamente 21% menor
que a esperada.

A Figura 33g mostrou o pico endotérmico da LM com entalpia de 150 Jg™ e Tonset
143,94 °C, correspondente a desidratacdo da agua, os dados encontrados estdo de acordo
com relatos da literatura (Gao et al., 2015). Este pico apresenta-se na mesma faixa de
temperatura da fusio da BROM. A curva DSC desta mistura apresenta ponto de fusdo em
142,58 °C e entalpia, aproximadamente, 3 vezes maior que a esperada. A mistura com LM
ndo pode ser avaliada pela técnica de DSC, uma vez que apresenta eventos de sobreposicédo
e um valor de entalpia de fusdo superior ao esperado.

A Figura 33h mostra que entre 157 e 178 °C ocorre um evento endotérmico (Tonset
166,59 °C e AH¢ 329,8 Jg!) correspondente ao processo de fusdo do Man, que estd de
acordo com dados da literatura (Lima et al., 2014). A curva DSC do Tal (FIGURA 33))
revela que ndo ocorreu nenhum evento até a temperatura de 180 °C. As curvas DSC das
misturas BROM- Man e BROM-Tal ndo apresentaram alteracdo no perfil térmico. Portanto,
apenas as misturas de BROM com Man e Tal ndo apresentam evidéncias para supor que
estes materiais sdo incompativeis. O aumento na entalpia de fusdo da BROM em ambientes
contendo estas respectivas misturas sugere inclusive, um efeito protetor, pois mais calor ¢é
necessario para induzir a fusao.

No caso da PVP, foi observado um pico endotérmico largo (40,0 a 129,51 °C) devido
a perda de umidade adsorvida (FIGURA 33i). A mistura BROM-PVP apresentou o
deslocamento da Tonset para temperatura mais baixa (106,41 °C) e AHf 63% menor. O dado
mencionado, de acordo com a literatura, pode ser resultado da mistura direta do farmaco
com o excipiente, o que leva a diminuicdo da pureza de ambos os componentes (PANI et al.,
2012).

Em resumo, os resultados obtidos DSC indicaram uma provavel interacdo da BROM
com a maioria dos excipientes analisados, com excecdo de Man e Tal. Contudo, as analises
das misturas binarias exclusivamente pela técnica de DSC ndo sdo suficientes para confirmar
se essas interacdes correspondem a uma incompatibilidade entre o farmaco e os excipientes.
Isso se deve a limitacdo da técnica, que ndo permite diferenciar se as interagdes observadas

sdo de natureza fisica ou quimica.

4.6.2 Estudo de compatibilidade por FT-IR
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Os espectros das amostras contendo BROM, bem como das misturas binarias, foram
obtidos e analisados por FT-IR. As analises foram realizadas tanto a temperatura ambiente
quanto apds o aquecimento das amostras a 180 °C por 20 minutos, conforme apresentado na

Figura 34.

Figura 34 - Grafico de espectro de IV da BROM e das misturas binarias antes e depois do
aquecimento
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Conforme apresentado na Figura 34a, o espectro da BROM submetida ao tratamento

térmico apresenta diferencas em relacdo ao espectro da BROM utilizada como controle,

analisada a temperatura ambiente. Algumas bandas especificas exibem alteragfes, como na
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regido entre 3.400 e 3.200 cm™, aléem de mudancas na intensidade, particularmente na regiao
da impressdo digital (400 a 1.800 cm™). Essas modificagdes podem estar associadas a
transicdo da forma cristalina do controle para a forma amorfa da BROM, obtida apds sua

fusdo devido ao tratamento térmico.

Ao analisar os espectros das misturas binarias antes e ap0s o tratamento térmico
(FIGURA 34b e 34c), ndo foram observadas novas bandas em nenhuma das misturas.
Contudo, todas as amostras exibiram alteragdes, como o alargamento e variacdes na

intensidade, seja aumento ou diminuicao.

Apos o tratamento térmico das misturas de BROM com HPMC, LM e Man, foi
observada a auséncia de bandas em 3400, 3320 e 3215 cm™, além do alargamento das
bandas na regido de 3600 a 3020 cm™, atribuidas ao estiramento do grupo N-H. Na regiéo
de impressdo digital do BROM (600-1500 cm™), verificou-se aumento na intensidade das
bandas em misturas com DSc, HPMC, LM, EM, PVP e Tal, enquanto outras misturas

apresentaram diminui¢do na intensidade da banda, como aquelas contendo CS, FCD e CM.

Os resultados obtidos por meio da analise de FT-IR indicaram a presenca de
interacOes entre 0 BROM e todos os excipientes avaliados. Contudo, a espectroscopia no
infravermelho ndo possui a capacidade de diferenciar se essas interages sdao de natureza
quimica ou fisica, sendo necessario 0 uso de técnicas complementares para uma

caracterizacao mais precisa dessas interacoes.

4.6.3 Validacao analitica da BROM por CLAE

A avaliacdo da compatibilidade de BROM nas misturas foi realizada usando
metodologia descrita na Farmacopeia brasileira (Brasil, 2024). A curva analitica com cinco
pontos nas concentragcdes de 200,0, 500,0, 1000,0, 1500,0 e 2000,0 mg.L™* realizadas em
triplicata, foi construida para a BROM no comprimento de onda de 310 nm para detector
UV conforme a Figura 35. O método foi considerado linear e a equacdo da reta obtida pela
regressdo linear do método dos minimos quadrados ordinario foi de y = 0,037x - 0,941, com

um valor de r2 = 0,999.
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Figura 35 - Grafico de linearidade da BROM em 310 nm na faixa de 200,0 a 2000,0 mg.L™*
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Fonte: da autora.

A partir dos resultados de linearidade, foram realizadas analises estatisticas de

regressao, cujos resultados estdo apresentados na Tabela 13.

Tabela 13- Resultados da estatistica de regressdo da
curva de linearidade

R multiplo 0,999546

R-Quadrado 0,999092
Fonte: Da autora.

A analise de regressao estatistica apresentada na Tabela 13 evidenciou a linearidade
do método. O coeficiente de correlagdo linear, indicado como "R multiplo™ na Tabela 13,
apresentou valor superior ao limite minimo de 0,990 estabelecido pela RDC 166 (Brasil,
2017).

Foi efetuada uma analise do grafico de dispersdo dos residuos, apresentado na Figura
36. A partir desse grafico, € possivel observar de forma visual que os valores estdo

distribuidos de maneira aleatdria. Além disso, foi realizada uma andlise estatistica utilizando
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0 teste de Shapiro-Wilk, que confirmou que os dados seguem uma distribui¢do normal (p >

0,05).

Figura 36 - Grafico de dispersdo dos residuos
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Fonte: da autora.

Foram realizadas analises de variancia (ANOVA) para avaliar a significancia do

coeficiente angular, verificando se este € significativamente diferente de zero. Os resultados

estdo apresentados na Tabela 14. Conforme observado, o valor de F calculado é superior ao

F tabelado para 13 graus de liberdade (F tabelado = 4,67). Assim, conclui-se que 0s

coeficientes angulares das curvas de linearidade sdo estatisticamente diferentes de zero. O

teste F da ANOVA confirmou a significancia da regressdo, demonstrando a auséncia de

desvio da linearidade dentro da faixa de trabalho analisada.

Tabela 14 — Analise de variancia da curva de linearidade

gl\ SQ \ MQ \ F \Fdesignificagéo
Regressao 1 9177,9452 9177,945204 142984 3,7E-21
Residuo 13 8,3445412 0,641887784
Total 14 9186,2897

Fonte: da autora.
Nota: graus de liberdade (g1), soma dos quadrados (SQ), média dos quadrados (MQ) e estatistica F
de Fisher (F)

Os limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) foram determinados com base nas

formulas descritas no item 3.5.2.1.1, utilizando as médias das areas correspondentes a cada

ponto da curva analitica. Os valores obtidos foram LD = 63,1 mg-L™* e LQ =191,0 mg-L™.

Os valores de LD e LQ apresentados sdo adequados para o intervalo de concentracdo

esperado na analise.
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Os resultados dos estudos de precisdo por repetibilidade e exatiddo estdo

demonstrados na Tabela 15.

Tabela 15 — Resultados de preciséo e

exatiddo
Concentracdo | Recuperacdo | DPR
(mg.L™) (%) (%)
200,0 100,4 0,34
1000,0 100,7 0,01
2000,0 99,7 0,04

Fonte: da autora.
Nota: desvio padréo relativo (DPR)

Os valores de desvio padrdo relativo no ensaio de repetibilidade estdo dentro do
limite recomendado de 2%. Os valores de recuperacdo se demonstraram dentro da faixa
aceitavel de 98 a 102 % nas concentracBes baixa, média e alta, correspondentes a 200,0,

1000,0 e 2000,0 mg.L™.

4.6.3.1 Compatibilidade farmaco-excipiente da BROM por CLAE

Foi realizado um estudo prévio do tempo de permanéncia das amostras na estufa a
180 °C (18 °C acima da fusdo da BROM e 28 °C abaixo da sua temperatura de degradacédo
térmica). Constatou-se que o periodo de 10 e 20 minutos ndo provocou a degradacdo do
farmaco, ja o tempo de 30 minutos gerou perda no teor de 44%. Desta forma, o tempo de
aquecimento escolhido para esta avalia¢éo foi de 20 min.

Apo6s o periodo de aquecimento nas condi¢cdes descritas acima, as solucbes de
BROM e dos excipientes selecionados para o estudo de compatibilidade foram preparadas e
analisadas pelo método cromatografico. Os resultados obtidos nesta analise estdo
apresentados na Figura 37. O cromatograma de BROM mostrou um pico com tempo de
retencdo de 12,43 minutos, ndo sendo observado nenhum pico referente aos excipientes
avaliados nas mesmas condi¢cdes em que o IFA foi submetido. Isso confirma que o método
analitico é seletivo, permitindo a deteccédo e quantificacdo do farmaco sem interferéncias dos

excipientes.
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Figura 37 - Cromatogramas da BROM e dos excipientes ap0s 0 aquecimento

/ ,[ /
e
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Fonte: da autora.

Nota: coluna Eclipse XDP-Phenyl, 4,6 mmx250 mm, com um tamanho de particula de 5 um; fase mével:
tampao fosfato de potassio 0,01 M, pH 7,0:acetonitrila 60:40(v/V).

O aquecimento ndo provocou degradacdo térmica significativa da BROM, uma vez
que a area do pico correspondeu a 98 + 4% do teor inicial do farmaco na solugdo analisada.
De acordo com a diretriz ICH Q1A, variacdes inferiores a 5% no teor do farmaco em relagéo
ao valor inicial ndo sdo consideradas alteracdes significativas, o que confirma a estabilidade
da BROM sob as condi¢cdes avaliadas. Em relacdo ao tempo de retencdo, Abrel e
colaboradores (2021) apesar de adotarem condicGes diferentes (coluna cromatografica YMC
Triart Phenyl (100 mm x 2.0 mm x 1.9 um) e fase mdvel composta por tampdo de
bicarbonato de aménio 5 mM pH 8,9 +0,1 e solugdo de acetonitrila/tetra-hidrofurano, 7:3
(v/v), em programa de gradiente) encontraram o pico de retencdo da BROM em tempo um
pouco menor, em 11,26 min.

Conforme descrito na metodologia, as amostras controle foram preparadas para uma
concentracdo esperada de farmaco de 500,0 mg.L1. Este valor corresponde a um teor de
100% de BROM.

A Figura 38 apresenta a representacdo grafica das analises por CLAE das misturas
binarias de BROM com os excipientes selecionados, apds aquecimento a 180 °C por 20

minutos.
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Figura 38 - Cromatogramas de BROM das misturas binarias apos o aquecimento
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Fonte: da autora.
Legenda: (a) sem alteragBes no teor apds aquecimento; (b) que apresentaram alteracBes no teor ap0s
aquecimento.
Nota: coluna Eclipse XDP-Phenyl, 4,6 mmx250 mm, com um tamanho de particula de 5 um; fase moével:
tampao fosfato de potassio 0,01 M, pH 7,0:acetonitrila 60:40(v/V).

As misturas BROM-excipientes foram preparadas contendo a mesma concentragao
usada na solucdo de BROM controle nas condi¢Oes descritas na se¢do 3.5.2.1. Os valores da
area do pico (mAU/min) e a teor relativo (%) da BROM e das misturas estdo apresentados
na Tabela 16 como média + desvio padréo a partir das triplicatas de analise. Diferencas entre

as amostras foram determinadas utilizando teste t de Student, com significancia p>0,05.
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Tabela 16 - Area do pico e Teor Relativo da BROM controle e nas
misturas binarias (media + desvio padrdo) (n=3)

Area de Pico Teor Relativo

(mAU/min) (%)
BROM 18,04+0,73 98,2+4.1 (a)
BROM + CM 11,92+0,27 64,9+1,4 (b)
BROM + CS 18,09+0,24 96,1+1,6 (a)
BROM + DSc 14,73+0,35 79,1417 (b)
BROM + EM 14,46+0,41 77,8+2,1 (b)
BROM + FCD 9,83+0,33 53,8+2,1 (b)
BROM + HPMC 17,39+0,25 92,5413 (a)
BROM + LM 16,87+0,25 93,7+1,8 (a)
BROM + Man 18,01+0,17 95,6+0,9 (a)
BROM + PVP 17,49+0,48 93,0+£2,4 (a)
BROM + Tal 18,26+0,14 96,8+0,9 (a)

Fonte: da autora.
Nota: Valores na mesma coluna, seguidos da mesma letra ndo apresentam diferencas
significativas (p>0,05) de acordo com o teste t de Student.

Os cromatogramas da BROM e misturas binarias com CS, HPMC, LM, Man, PVP e
Tal ndo apresentaram alteracdo na area do pico (FIGURA 38a), indicando que esses
excipientes possuem compatibilidade para uso em formulacdes sélidas de BROM. No
entanto, as misturas de BROM com DSc, FCD, EM e CM (FIGURA 38b) apresentaram
areas menores, que correspondem a uma perda de teor de 19, 44, 20 e 33%, respectivamente.

Os resultados alcancados nas analises realizadas por CLAE sugerem que as
interacOes entre a BROM e os excipientes CS, HPMC, LM, Man, PVP e Tal apresentadas
nas analises por DSC sdo do tipo fisica. Enquanto que a presenca de DSc, FCD, EM e CM
geram interacdes quimicas. Portanto, com base nos resultados de DSC e CLAE foi
confirmada a interacdo quimica e, consequentemente, a incompatibilidade entre a BROM
estes ultimos quatro excipientes citados.

Apesar da notavel perda o teor do farmaco nas misturas com que DSc, FCD, EM e
CM, o método utilizado ndo foi capaz de detectar produtos de degradacédo. Isso sugere que a
presenca destes excipientes nas amostras pode ter modificado a interacdo dos produtos de
degradagdo com a coluna e a fase movel, ndo sendo possivel sua detecgdo nas condigdes de
andlise utilizadas.

O DSc também demonstrou incompatibilidade com o sildenafil (Julio et al., 2013).
Amostras contendo o sildenafil e as misturas binarias deste farmaco com alguns excipientes

foram expostas por 1 més a 40°C e 75% de umidade relativa foram analisadas por um



116

método de CLAE. Os resultados de CLAE revelaram a mistura do farmaco com DSc
apresentou 15,6% de degradacao, nivel similar ao encontrado no atual estudo.

Varios farmacos tem sido considerados incompativeis com o FCD incluindo
partenolida (Jin et al., 2007), pB-lapachone (Cunha-Filho et al., 2007), metronidazol (Kiss et
al., 2006), ceronapril (Serajuddin et al., 1999). O FCD é descrito como um excipiente
suscetivel a desidratacdo a baixa temperatura na presenca de vapor de agua (Cunha-Filho et
al., 2007). Este excipiente tem sido relatado na literatura incompativel com farmacos de
carater acido, sais de sodio e farmacos pouco sollveis em agua, devido sua natureza alcalina
(Bharate et al., 2010).

O EM tem sido relatado como incompativel em estudos com outros farmacos como,
por exemplo, a Risperidona (Daniel et al., 2013), ibuprofeno (Tita et al., 2011b), acido
acetil salicilico (Tita et al, 2013). Uma explicagdo que tem sido apontada para
incompatibilidade deste excipiente com farmacos é a formacdo de uma pelicula que pode
muitas vezes retardar a libertacdo e dissolucdo do IFA (Risley et al., 2013). TITA e
colaboradores (2011a) destacam que o0 EM é uma mistura de sais de magnésio de diferentes
acidos graxos, tais como: acido estearico e acido palmitico. Sendo assim, uma explicacao
para as incompatibilidades originadas pelo EM pode ser proveniente da reacdo entre o
farmaco e este excipiente formando acido graxo e o farmaco na forma de sal de magnésio
(Aigner, et al., 2011; Tita et al., 2011b).

4.6.3 Teste de estresse isotérmico para a BROM

A mistura binaria de BROM com os excipientes DSc, FCD, EM e CM, os quais
apresentaram perda de teor no estudo de compatibilidade por CLAE, também foram
submetidas ao teste de estresse isotermico (FIGURA 39). A quantificacdo do farmaco foi
realizada pelo mesmo método CLAE.

O cromatograma da BROM controle exibiu um pico com tempo de retencdo de 12,43
minutos, o que foi consistente com os resultados obtidos no estudo de compatibilidade por

CLAE realizado anteriormente.
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Figura 39 - Cromotogramas representativos de BROM, BROM + CM, BROM + DSc,
BROM + EM e BROM + FCD ap0s teste de estresse isotérmico

mAU
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Tempo(min.)
Fonte: da autora.

Nota: coluna Eclipse XDP-Phenyl, 4,6 mmx250 mm, com um tamanho de particula de 5 pm; fase
mdvel: tampdo fosfato de potéssio 0,01 M, pH 7,0:acetonitrila 60:40(V/v).

Os resultados quantitativos apresentados na Tabela 17 mostram uma perda de teor de
BROM de aproximadamente 7% em relacdo a massa total inicial colocada no baldo. As
misturas de BROM com os excipientes apresentaram perda de teor do farmaco similar a da
amostra controle de BROM. Os resultados do teste de estresse isotérmico para a mistura de
BROM com esses excipientes indicam que a perda de teor observada no farmaco isolado é
equivalente a das misturas farmaco-excipiente. Os dados da Tabela 17 foram analisados

utilizando o teste t de Student, presumindo variancias iguais.

Tabela 17 - Teste de estresse isotérmico paraa BROM (n=3)

(Continua)

Area de Pico | Concentracio relativa
(mAU/min) (%)

BROM controle 16,48+0,63 93,0+£3,4 (a)
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Tabela 17 - Teste de estresse isotérmico paraa BROM (n=3)

(Concluséo)

Area de Pico | Concentraco relativa

(mAU/min) (%)
LIS+ CM 16,32+0,88 91,9+4,7 (a)
LIS + DSc 16,99+0,17 90,0+0,6 (a)
LIS + EM 16,21+0,33 91,5+1,8 (a)
LIS+ FCD 15,33+0,54 87,1+2,9 (b)

Fonte: da autora.
Nota: Valores na mesma coluna, seguidos da mesma letra ndo apresentam
diferengas significativas (p>0,05) de acordo com o teste t de Student.

No teste de estresse isotérmico da mistura de BROM com o excipiente FCD, a perda
de teor foi aproximadamente 6% maior do que a observada para o farmaco isolado.

Apos a realizacdo de todos os estudos voltados a investigacao das interacdes entre o
BROM e os excipientes selecionados, foi possivel evidenciar que as interagcdes quimicas,
especialmente observadas nas misturas do farmaco com os excipientes DSc, FCD, EM e
CM, podem ocasionar alteracdes na estabilidade da BROM. Essas mudancas tém o potencial
de comprometer a qualidade do produto final, ressaltando a importancia de avaliar
cuidadosamente essas interacdes durante o desenvolvimento de formulacdes farmacéuticas
contendo a BROM e tais excipientes.

De acordo com o Handbook of Pharmaceutical Excipients (2007), o DSc
desempenha, principalmente, as funcdes de agente de suspensdo e desintegrante de
comprimidos em formulacbes farmacéuticas. Um excipiente alternativo com funcGes
semelhantes é o talco, cuja substituicdo nas formulacdes contendo BROM mostrou-se
viavel, uma vez que ndo foram observadas incompatibilidades nos estudos realizados. Além
disso, o EM, um lubrificante hidrofébico comumente utilizado, também pode ser substituido
pelo talco, que demonstrou ser compativel com a BROM nas condic¢des avaliadas.

Seguindo esse raciocinio, o0 FCD e CM possuem como principal funcdo serem
diluentes em capsulas e comprimidos, e podem ser substituidos pelo amido (Narang, et al.,
2016; Rowe, et al.,2007).

4.7 RECRISTALIZACAO E FORMACAO DE SAIS DE BROM
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A BROM e classificada como um medicamento da Classe Il segundo o Sistema de
Classificacdo Biofarmacéutica (BCS), o que indica que possui baixa solubilidade e alta
permeabilidade. A baixa solubilidade, nesse contexto, pode ser prejudicial, pois dificulta a
absorcdo do farmaco no trato gastrointestinal, resultando em concentracfes plasmaticas

insuficientes para alcancar efeitos terapéuticos eficazes (Silva et al., 2015).

Tanto a recristalizacdo quanto a formacdo de sal sdo alternativas vidveis para
melhorar a solubilidade de farmacos com baixa solubilidade. A estrutura molecular da
BROM contém dois grupos amina ionizaveis. A afinidade desses grupos com diferentes

anions, bem como a possibilidade de formar interacdes favoraveis, é fundamental.

Devido ao fato de a BROM possuir dois grupos amina ionizaveis, havia a expectativa
de formacgdo um monossal ou um composto dissal. Para investigar essa possibilidade, foram
feitas tentativas de sintese dos sais de cloreto, brometo e nitrato de BROM. Entre 0s trés, o
brometo pode ser considerado o mais promissor, dado ao fato do ion ser maior, 0 que pode
proporcionar um melhor empacotamento cristalino. Além disso, como a BROM ja contém
um atomo de bromo, o ion brometo pode favorecer a formacéo de interagdes especificas,

como pontes halogenadas (Carvalho et al., 2010).

A recristalizacdo do BROM foi conduzida em diversos solventes, incluindo
acetonitrila, metanol, dimetilsulféxido (DMSO), acetona e etanol, além da sintese de sais de
cloreto, brometo e nitrato de BROM. Essas abordagens visaram promover modificacdes na
estrutura cristalina do composto ou a formacgéo de novas formas salinas. A Figura 40 ilustra

a tentativa de formagao do sal de brometo de BROM utilizando acetonitrila como solvente.

Figura 40 - Tentativa de formacéo de sal de brometo de BROM utilizando a acetonitrila apds
total evaporacéo deste solvente

Fonte: da autora.
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A Figura 41 apresenta o difratograma referente a tentativa de formagdo do sal de
brometo de BROM utilizando acetonitrila como solvente, em comparacdo com o0
difratograma do BROM de partida. Observa-se que ambos os difratogramas exibem picos de
Bragg com padrdes semelhantes, sem diferencgas significativas entre os dois perfis. Esses
resultados indicam a auséncia de alteracdes estruturais detectaveis por difracdo de raios-X,
sugerindo que o processo experimental ndo resultou na formacgdo de uma nova forma salina

do composto.

Figura 41 - Difracdo de Raios-X de p6 da BROM e da tentativa de formacdo de sal de
brometo de BROM utilizando a acetonitrila apds total evaporacdo deste

solvente
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Fonte: da autora.

Apesar da expectativa de formacdo de um sal de BROM ou da recristalizagdo do
BROM em uma nova forma polimdrfica, todas as analises realizadas ndo confirmaram a
ocorréncia dessas alteragfes. Nenhuma das amostras obtidas apresentou um perfil de
difracdo de raios X distinto daguele correspondente ao BROM original, indicando a auséncia

de modificacBes estruturais detectaveis por essa técnica.
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5 CONCLUSAO

Um dos farmacos investigados neste estudo foi o LIS, sendo este devidamente
caracterizado. Os resultados obtidos acerca de suas caracteristicas térmicas orientaram a
escolha da técnica de termogravimetria (TG) para os estudos de compatibilidade. Esse
processo evidenciou a importancia de compreender as propriedades do farmaco antes de
iniciar o estudo de compatibilidade.

Para aprimorar a interpretacdo dos dados obtidos por TG no estudo de
compatibilidade farmaco-excipiente, foram empregadas curvas simuladas e o coeficiente de
Pearson. A comparacao entre as curvas TG experimentais e as simuladas proporcionou uma
analise mais precisa dos resultados, permitindo observar interacbes entre o LIS e o0s
excipientes lactose monohidratada e manitol. Para complementar o estudo de
compatibilidade do LIS, as amostras foram analisadas por FT-IR, CLAE e submetidas ao
teste de estresse isotérmico. Os espectros obtidos por FT-IR evidenciaram interacdes entre
este IFA e o manitol, enquanto os resultados de CLAE indicaram que o LIS apresenta
incompatibilidade quimica com lactose monohidratada e manitol. No entanto, o teste de
estresse isotérmico demonstrou que, nas misturas binarias do LIS com os excipientes
manitol e lactose monohidratada, a perda de teor do farmaco foi equivalente a observada na

amostra controle, indicando que esses excipientes ndo agravaram a degradacdo do farmaco.

Outro farmaco alvo deste estudo foi o PAN. Assim como no estudo de
compatibilidade realizado com o LIS, as caracteristicas térmicas do PAN indicaram a
técnica de TG como sendo a ferramenta inicial para os estudos de compatibilidade farmaco-

excipiente.

Os resultados obtidos pela analise de TG indicaram a existéncia de interagdo entre
este fArmaco e o excipiente manitol. No entanto, como as demais técnicas empregadas (FT -
IR, CLAE e teste de estresse isotérmico) ndo evidenciaram tal interacdo, sendo concluido

que a mesma € de natureza fisica, e ndo quimica.

Este estudo tambem explorou o comportamento térmico das misturas binarias
envolvendo a BROM em conjunto com alguns excipientes frequentemente utilizados em
formas solidas deste medicamento. Por meio da DSC, foi possivel examinar as
caracteristicas de fusdo das misturas e compard-las com as propriedades térmicas dos

componentes individuais. Os resultados revelaram que, no caso das misturas binarias
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contendo manitol e talco, as caracteristicas de fusdo permaneceram consistentes com as
propriedades dos componentes individuais. Contudo, ao analisar as demais misturas,
observaram-se mudancas nos perfis térmicos das curvas, sugerindo a possibilidade de

alguma interacdo entre a BROM e tais excipientes.

A fim de confirmar e elucidar as interacGes observadas, as técnicas de FT-IR e
CLAE foram empregadas. Os resultados obtidos por FT-IR indicaram que a BROM
apresenta alteracBes em seu espectro apdés aquecimento, possivelmente atribuidas a uma
transi¢do polimorfica do farmaco. No que se refere as misturas binarias do farmaco com os
excipientes, 0s espectros demonstraram a ocorréncia de interacdes em todas as amostras
analisadas. Com base nos dados da andlise por CLAE, foi possivel confirmar a
incompatibilidade da BROM com dioxido de silicio, fosfato de calcio di-hidratado, estearato
de magnésio e celulose microcristalina.

O estudo demonstrou que a combinacdo das técnicas de DSC, FT-IR e CLAE,
juntamente com o teste de estresse isotérmico, foi eficaz para a avaliacdo abrangente da
compatibilidade da BROM com diversos excipientes. A DSC forneceu informacdes iniciais
valiosas sobre 0 comportamento térmico das misturas, enquanto a CLAE permitiu confirmar
e identificar qual tipo de interacdo estava presente entre a BROM e 0s excipientes
selecionados. Essa abordagem integrada destaca a importancia de empregar multiplas
técnicas analiticas para obter uma compreensdo abrangente das formulagdes farmacéuticas,
garantindo a eficacia e seguranca dos produtos destinados aos pacientes.

Diante do exposto, conclui-se que os estudos de compatibilidade farmaco-excipiente
sdo fundamentais para garantir a estabilidade e a eficacia dos medicamentos, ressaltando-se
a importancia do uso de técnicas multivariadas para compreender de forma abrangente as
interacOes envolvidas em cada caso, considerando que ndo existe um protocolo Unico a ser
seguido e que a escolha das técnicas deve ser orientada pelas caracteristicas especificas de

cada farmaco.
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