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RESUMO

b

Quempferol (QPF), pertencente a classe dos flavondides apresenta uma variada
gama de atividades farmacologicas que podem ser estudas, entretanto, possui
algumas limitacbes no desenvolvimento de formas farmacéuticas, como por
exemplo, reduzida solubilidade em &agua. O desenvolvimento de novas formas
farmacéuticas ndo é uma tarefa simples, e envolve muitas etapas, entre elas um
estudo de pré-formulacéo para obtencédo de um produto final adequado. O estudo de
compatibilidade entre farmaco e excipientes € de grande relevancia para o inicio do
desenvolvimento de uma forma farmacéutica, ou entdo, quando for necessério, a
reformulacédo de um produto acabado. O presente trabalho teve por objetivo avaliar
possiveis incompatibilidades entre o QPF e alguns dos excipientes mais utilizados
em formas farmacéuticas solidas. As técnicas de Calorimetria Exploratoria
Diferencial (DSC), Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR) e Teste de Estresse Isotérmico (IST) analisado por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE) foram as ferramentas utilizadas. Os estudos foram
desenvolvidos empregando sete excipientes - amido, celulose microcristalina,
estearato de magnésio, hidroxipropilmetilcelulose, lactose, lauril sulfato de sédio e
polivinilpirrolidona — além do préprio QPF. Foram preparadas misturas binarias 1:1
(QPF: excipiente), e submetidos as analises por DSC, FTIR e IST. Os resultados
obtidos pela anédlise de DSC demonstraram n&o haver qualquer tipo de interacdo
fisico-quimica entre o QPF e dois excipientes, o0 amido e a celulose microcristalina,
porém com o0s demais excipientes sugere-se a existéncia de algum tipo de interacao.
Entretanto, quando as misturas binarias foram analisadas por FTIR n&o foi
observada nenhuma possibilidade de interacdo entre QPF e os excipientes. O
mesmo foi verificado no IST, onde apds o tempo de armazenamento a temperatura
controlada, o teor do QPF nas misturas permaneceu inalterado. Dessa forma, a
técnica de DSC, apesar de ser rapida para verificar interagfes farmaco-excipiente e
necessitar de pouca quantidade de amostra, merece uma avaliagdo cuidadosa dos
termogramas a fim de evitar interpretacées equivocadas dos resultados, indicando
incompatibilidades que podem néo existir. De fato, apesar de se observar uma

modificacdo notavel do perfil térmico do QPF nas suas misturas com cinco dos



excipientes, uma investigacdo adicional e mais aprofundada por FTIR e andlise por

CLAE permitiu excluir razoavelmente a incompatibilidade farmacéutica.

Palavras chaves: Quempferol, compatibilidade farmaco-excipientes, excipientes,

andalise térmica.



ABSTRACT

Quempferol (QPF), belonging to the class of flavonoids has a wide range of
pharmacological activities that can be studied, however, it has some limitations in the
development of pharmaceutical forms, such as reduced solubility in water. The
development of new pharmaceutical forms is not a simple task, and involves many
steps, including a preformulation study to obtain a suitable final product. The
compatibility study between drug and excipients is of great relevance for initiation of
development in a pharmaceutical form or when a reformulation of the finished
product is pursued. The present work aimed to evaluate possible incompatibilities
between QPF and some of the most used excipients in solid dosage forms.
Differential Scanning Calorimetric (DSC), Fourier Transform Infrared Spectroscopy
(FTIR) and Isothermal Stress Test (IST) analyzed by High Performance Liquid
Chromatography (HPLC) were the tools used. The studies were developed
employing seven excipients, - starch, microcrystalline cellulose, magnesium stearate,
hydroxypropylmethylcellulose, lactose, sodium lauryl sulfate and polyvinylpyrrolidone
- and QPF 1:1 binary mixtures (QPF: excipient) were prepared, and subjected to
DSC, FTIR and IST analysis. Based on the results obtained by DSC, no
physicochemical interaction between QPF and two out of seven excipients, starch
and microcrystalline cellulose was observed, but for the other excipients some type
of interaction is suggested. However, when the binary mixtures were analyzed by
FTIR, no possibility of interaction between QPF and the excipients was observed.
The same was verified in the IST, where after the temperature controlled storage
time, the QPF content in the blends remained unchanged. Thus, DSC is a rapid
technique to verify drug-excipient interactions and requires a small amount of
sample. A careful evaluation of the DSC thermogram is necessary to avoid
misinterpretations of the results of such rapid scan analyzes, indicating
incompatibilities that may not exist. In fact, despite a remarkable modification of the
thermal profile of QPF in its blends with five out of seven excipients, further
investigations by FTIR and analysis by HPLC allowed a reasonable exclusion of
pharmaceutical incompatibility.

Keywords: Quempferol, drug-excipient compatibility, excipients, thermal analysis
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1. INTRODUCAO

Flavonoides sdo compostos polifendlicos sintetizados naturalmente por
plantas e amplamente distribuidos no reino vegetal e podem fazer parte da dieta
humana em varios produtos, como uvas, frutas vermelhas (morango, mirtilo, amora e
cereja), cebolas e chi preto (VIDAK; ROZMAN; KOMEL, 2015; WANG; CHEN;
WANG, 2009; ZHANG et al., 2015).

O flavonoide Quempferol (QPF, 3,5,7-tri-hidroxi-2- (4hydroxyphenyl) -4H-1-
benzopiran-4-ona) apresenta diversas propriedades farmacoldgicas, incluindo
atividades anti-inflamatdrias, antibacterianas, antivirais, antifangicas, antiapoptoéticas,
anticancerigenas, antioxidantes, antibacterianas (WANG; CHEN; WANG, 2009;
ZHANG et al., 2015).

No entanto, a sua aplicagdo na clinica é limitada devido a sua baixa
solubilidade em agua e baixa biodisponibilidade oral (CHEN et al., 2010; GUPTA et
al., 2015; ZHANG et al., 2015). Muitos estudos tém relatado a utilizacdo de varias
estratégias para aumentar a solubilidade e/ou biodisponibilidade de flavonoides, tais
como dispersdes solidas ou complexos de fosfolipideos (TOMMASINI et al., 2004;
ZHANG et al.,, 2015), complexacdo com ciclodextrinas (PINHO; GROOTVELD;
HENRIQUES, 2014; TOMMASINI et al., 2004) e a preparacdo do sistema de
administracdo de farmacos autoemulsionaveis (LIU et al., 2006; VIDAK; ROZMAN;
KOMEL, 2015; ZHANG et al., 2015).

A utilizacdo de compostos naturais com atividades farmacolégicas vem sendo
bem aceita pela populacdo em geral, e os flavonoides sdo uns dos compostos mais
estudados para tal objetivo. Um exemplo é o descrito por CHEN et al., 2010, que
utiliza extrato de Ginko Biloba, onde contém diversos flavonoides entre eles os QPF
para avaliar a farmacocinética e biodisponibilidade apds administracdo oral do
complexo com o extrato.

Dessa forma, a utlizacdo do QPF para o desenvolvimento de formas
farmacéuticas solidas se torna cada vez mais atrativo, nos permitindo entéo
classificar este flavonoide como um candidato a farmaco. Entretanto, antes de iniciar
o desenvolvimento de novas formas farmacéuticas é importante executar um estudo

de compatibilidade entre o farmaco e excipientes comumente utilizados.
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O Handbook of Pharmaceutical Excipients Sexta Edicdo (2009) define
excipientes como "substancias adicionadas para ajudar a formulacdo e preparacao
subsequente da forma farmacéutica para administragao a pacientes”. No entanto, o
conceito tradicional de excipiente sofreu uma consideravel evolucdo: de um veiculo
inerte quimica e farmacologicamente simples para um adjuvante essencial que
garante e otimiza o desempenho de um medicamento moderno (KIM; CHOI, 2013;
RANJAN; LILA; NATH, 2012). As formas farmacéuticas solidas sdo geralmente
constituidas por misturas de excipientes, tais como diluentes, aglutinantes,
desintegrantes, tensoativos, agentes de solubilizag&o, lubrificantes, entre outros, que
permitem a producao eficiente de capsulas e comprimidos (PEREIRA et al., 2014).

A incompatibilidade entre farmacos e excipientes pode alterar a estabilidade e
biodisponibilidade de medicamentos, e assim, afetar a sua seguranca e eficacia
(WANG; JING, 2013). Os excipientes podem interagir com o farmaco, o que pode
dar origem a altera¢des na natureza quimica do farmaco, na solubilidade, absorgao
e resposta terapéutica (ROUMELI; TSIAPRANTA, 2013; VERMA; GARG, 2005).
Portanto, a obtencdo de uma forma farmacéutica no estado solido estavel e eficaz
depende da escolha dos excipientes que podem ser alcancados através do estudo
de incompatibilidade entre o farmaco e excipientes no estado sélido (ROUMELLI,
TSIAPRANTA, 2013; VERMA; GARG, 2005).

Existem muitos métodos para avaliar a compatibilidade de excipientes e
farmaco. A técnica de Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) tem sido
amplamente relatada na literatura para estudos de compatibilidade de excipientes
com varios farmacos e a sua utilizacdo tem sido proposta como um método rapido
para avaliacdo fisico-quimica da interacdo entre dois componentes (WANG; JING,
2013).

As possiveis interacfes farmaco-excipiente podem ser identificadas a partir
das curvas do DSC pela aparéncia, deslocamento ou o desaparecimento dos picos,
especialmente o pico de fusdo, e/ou variagdes dos valores de entalpia esperados
(PEREIRA et al., 2014). No entanto, para a interpretacdo dos resultados do DSC &
necessario cuidado, pois as condi¢cdes de temperatura elevada e a falta de umidade,
que sdo necessarias para a realizacdo do experimento, podem gerar termogramas
duvidosos. Além disso, a avaliagdo das curvas do DSC pode ser dificil e as

conclusbes com base apenas nos resultados da analise do DSC podem ser
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frequentemente enganosas exigindo a utilizagdo de técnicas complementares
(FULIAS et al.,, 2011; MURA et al., 1998; VERMA; GARG, 2005; WANG; JING,
2013).

A técnica de espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR) é utilizada como uma técnica complementar, a fim de auxiliar na interpretacao
e concluséo dos resultados obtidos por anélise térmica. Possiveis interagfes podem
levar ao aparecimento de novas bandas de absorcdo, o alargamento de bandas ou
alteracdo na intensidade das bandas no espectro (FULIAS et al., 2011; PEREIRA et
al., 2014).

O teste de estresse isotérmico (IST) € outro método comumente empregado
como técnica auxiliar para avaliar a compatibilidade farmaco-excipiente. O IST é
caracterizado pelo armazenamento das misturas farmaco-excipiente com e sem
umidade a 50 °C durante um periodo de tempo especifico (normalmente de 3 a 4
semanas) para acelerar o “envelhecimento” do farmaco e a interacdo com
excipientes (RANJAN; LILA; NATH, 2012; WANG; JING, 2013). O IST tem aplicacéo
especifica na indastria farmacéutica, onde € observada visualmente a interacéo
entre o farmaco e excipientes e o contetdo de ativo determinado quantitativamente
(ORRIS et al.,, 1999; RANJAN; LILA; NATH, 2012; VERMA; GARG, 2005). No
entanto, este método exige um longo tempo de realizacdo e uso de equipamentos,
sendo esta uma desvantagem.

Preferencialmente, as técnicas DSC, IST e FTIR devem ser utilizadas em
combinacao durante os estudos de compatibilidade para a selecdo dos excipientes
mais apropriados para o desenvolvimento de uma forma farmacéutica sélida
(RANJAN; LILA; NATH, 2012).

No presente estudo, a compatibilidade do QPF e sete diferentes excipientes
farmacéuticos comumente utilizados no desenvolvimento de formas farmacéuticas
sélidas foram avaliadas. Para esta investigagdo, os componentes individuais, bem
como misturas binarias de QPF e excipientes foram estudadas através de DSC,
FTIR e IST.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Avaliar, de forma inédita, a possivel existéncia de incompatibilidade entre

Quempferol, uma molécula candidata a farmaco, e excipientes selecionados.

2.2. Objetivos especificos

e Selecionar os excipientes mais utilizados no desenvolvimento de formas
farmacéuticas solidas.

¢ Realizar andlise térmica do Quempferol, excipientes isolados e respectivas
misturas utilizando Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC) e analisar
0s termogramas obtidos.

e Realizar analise espectroscopica no infravermelho por transformada de
Fourier (FTIR) do Quempferol, excipientes isolados e respectivas misturas,
e analisar os espectros obtidos.

e Realizar Teste de Estresse Isotérmico (IST) com o Quempferol e as

misturas do farmaco com os excipientes selecionados.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Quempferol

O Quempferol (QPF), pertencente ao grupo dos flavonoides, € um composto
polifenol biologicamente ativo, que apresenta formula estrutural (3,5,7-tri-hidroxi-2-
(4hydroxyphenyl) -4H-1-benzopiran-4-ona). E amplamente distribuido no reino
vegetal e na dieta humana estando presente principalmente na cebola, repolho,
cenoura, cha preto, uva e frutas vermelhas (JIANG; CHEN; CHEN, 2012; PAULA,
SANTOS, 2013; ZHANG et al., 2015).

QPF apresenta diversas propriedades farmacoldgicas incluindo atividades
anti-inflamatérias, antibacterianas, antivirais, antifingicas, antiapoptoéticas,
anticancerigenas, antioxidantes (WANG; CHEN; WANG, 2009; ZHANG et al., 2015).

. /1\_,./,('” {
2 X

L KI/"\W/L/
L

(/

HO
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Figura 1. Estrutura Quimica do Kaempferol

A.Y.CHEN; Y.C.CHEN, 2013, publicaram um estudo onde relatam os
diferentes mecanismos na regulacédo de células cancerosas a partir do QPF, sendo
um potente promotor de apoptose, como também modificador de um grande niamero
de vias de sinalizacdo celular. Além disso, 0 Quempferol € muito menos toxico para
as células normais em comparacdo aos farmacos quimioterdpicos utilizados na
clinica.

KIM; CHOI, 2013, em sua reviséo, relatam as atividades antioxidante e anti-
inflamatéria do Quempferol, assim como sua capacidade para tratamentos
cardiovasculares e neuroinflamatorios.

Este flavonoide vem sendo estudado como uma promissora molécula
candidata a farmaco, no entanto, a sua aplicacédo na clinica é limitada devido a sua
baixa solubilidade em &gua e baixa biodisponibilidade oral (CHEN et al., 2010;
GUPTA et al., 2015; ZHANG et al., 2015).
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Como o0 interesse em estudar este composto vem aumentando
gradativamente, observou-se a necessidade da realizagdo de um estudo de
compatibilidade desta molécula candidata a farmaco e alguns dos excipientes mais
utilizados na preparacéo de formas farmacéuticas sélidas.

A escolha de utilizar formas farmacéuticas solidas advém, principalmente, das
vantagens da forma farmacéutica comprimido e da via oral. Os comprimidos s&o
formas farmacéuticas de grande aceitacdo pela populacdo por diversas razdes,
entre elas € a da via oral ser uma rota conveniente e segura para a administracao de
medicamentos. Comparados as formas farmacéuticas liquidas, os comprimidos
possuem vantagem em termos de estabilidade fisico-quimica; é permitida a
obtencdo uma com maior precisdo da concentracdo do farmaco; sdo de féacil

manuseio e podem ser produzidos em ampla escala (ANSEL, 2000).

3.2. Excipientes

A qualidade de uma formulacdo farmacéutica ndo depende apenas da
substancia ativa e do processo de producdo, mas também dos excipientes utilizados
(PIFFERI; SANTORO; PEDRANI, 1999). Assim, o sucesso de uma formulagao
depende de uma adequada sele¢do destas substancias que serdo adicionadas para
promover uma biodisponibilidade adequada, proteger o farmaco de degradacao,
manter suas caracteristicas quimicas e fisicas, adequar as condi¢cdes da via de
administracdo e viabilizar a producdo de uma forma farmacéutica (PIFFERI;
SANTORO; PEDRANI, 1999; PETROVICK, 2005).

Na preparacdo de formas farmacéuticas soélidas os adjuvantes normalmente
adicionados sdo materiais de carga e enchimento, aglutinantes, antiaderentes,
deslizantes, lubrificantes, desintegrantes e agentes de revestimentos (ANSEL,
2000).

A Tabela 1 mostra os excipientes utilizados neste estudo, assim como suas

estruturas quimicas, fungoes.



Tabela 1. Excipientes utilizados, estrutura quimica, fungéo.
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Excipiente

Estrutura Quimica

Funcdes

Amido

CH,0H

CH,OH
J RS =5

; N\ *“\
.,o-I N i_|,/L_\_]\"\|_‘/(L

CH,0H CH,OH CH,
ik b

- Diluente de comprimido e
capsula;

- Desintegrante de
comprimido e capsula;

- Aglutinante para
comprimidos;

- Espessante;

Celulose Microcristalina

- Adsorvente;

- Agente de suspensao;

- Diluente de comprimido e
capsula;

- Desintegrante de

comprimido.

Estearato de magnésio

e i,

e

o

.

‘_’F"".th'\uF’H.uf’H.uf’H.uF’H.UF’Huf’H.r

Q

hs)

o

Mgz'

- Lubrificante para

comprimidos e capsulas.

Hidroxipropilmetilcelulose

RO

R = H, CHs or CH'z’"O'."‘yx

CH;~ M

- Agente de revestimento;
- Agente de liberag&o
controlada;

- Agente dispersante;

- Agente formador de filme;
- Agente espumante;

- Agente mucoadesivo;

- Agente solubilizante;

- Agente estabilizante;

- Agente de suspenséo;

- Aglutinante para
comprimidos;

- Agente espessante;
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HO - Veiculo inalador de p6 seco;

@) - Auxiliar de liofilizagéo;
- Aglutinante para
Lactose monohidratada OH comprimidos;
« H,0 - Diluente de comprimido e
OH capsula;

- Enchimento de capsulas.

- Tensoativo anionico;

- detergente;

Lauril sulfato de sédio PR S S - Agente emulsificante;

o
A B L - Lubrificante de comprimido

e capsula;

- Agente molhante.

— - Desintegrante;
Polivinilpirrolidona T g - Promotor de dissolucao;

- Agente de suspenséo;

Adaptado de Handbook 62 edigcdo, 2009.

3.3. Interacdo farmaco — excipiente

InteracBes entre farmaco-excipiente em formas farmacéuticas podem originar
alteracdes na natureza quimica, fisica, solubilidade e resposta terapéutica. Assim, e
de extrema importancia o estudo de interacdo entre farmaco e excipientes no estado
sélido durante a formulacdo de novos medicamentos, a reformulacdo de
medicamentos ja existentes (BERGAMINI, 2008) e seu armazenamento. Essas
interacOes do farmaco com excipientes ou outros ativos que conduzem a alteracdes
nas propriedades quimicas, fisicas e terapéuticas da forma farmacéutica séo
denominadas incompatibilidades.

Uma interacao fisica representa que ha uma alteracdo nos parametros fisico-

quimicos dos componentes ativos, como solubilidade, taxa de dissolucdo e
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biodisponibilidade, mas nenhuma reacdo quimica ocorre. Tais interacbes podem
surgir devido a alteracdes de cor, odor, sabor, forma polimérfica ou cristalizacdo de
um farmaco na presenca de excipientes (incompatibilidade farmacéutica) podendo
levar a conclusdes errbneas. No entanto, algumas interacdes sédo planejadas com o
objetivo de aumentar a solubilidade e/ou a biodisponibilidade do ativo, por exemplo,
complexacao farmaco-ciclodextrina e dispersdes sélidas (MONAJJEMZADEH et al.,
2009).

Interacdo/incompatibilidade quimica envolve uma reacédo quimica direta entre
0 excipiente e o farmaco. Adicionalmente, vestigios de impurezas presentes nos
excipientes podem reagir com o farmaco ou outros excipientes funcionais (Sedef Ik
et al., 2016). A existéncia de incompatibilidade quimica entre ativos com outros
ativos e excipientes pode se manifestar em efeitos indesejaveis que podem ser
toxicos (formacéo de produtos de degradacéo) ou resultar em comprometimento da
efichcia clinica (perda de poténcia) (JOSHI; PATIL; POKHARKAR, 2002;
MONAJJEMZADEH et al., 2009). A compatibilidade entre os componentes de uma

formulacdo pode ser afetada por diferentes fatores, mostrados na Figura 2.

[ Fatores que afetam a compatibilidade de farmaco-excipiente ]

Propriedades do Propriedades do Propriedas da Fatores
excipiente farmaco formulagéo ambientais
| | | |
C W h 4 h 4 N
Estrutura quimica ST rc]]m(rjnlca
Tamanho da particula Taprgflt?cu?a € Granulacao Luz
Area superficial Area superficial Moagem/mistura Umidade
Forma fisica e e Compressibilidade Temperatura
Morfologia Morfologia Relacéo farmaco- Embalagem
excipiente
ImpL.Jrezas Impurezas s
Umidade Uikl
N AN J A y

Figura 2. Esquema dos fatores que afetam a compatibilidade farmaco excipiente (adaptado de Matos,
A. 2009).
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O rastreamento das compatibilidades envolve a utilizagdo de misturas fisicas
de fdrmaco com um ou mais excipientes. A proporcdo de excipiente nas misturas é
usualmente mantida elevada (farmaco:excipiente, 1:1, p/p) para maximizar a
proporcao de espécies excipiente/reagentes, aumentando assim a probabilidade de
incompatibilidade (MONAJJEMZADEH et al., 2009). As misturas fisicas podem ser
analisadas por vérias técnicas termoanaliticas e espectroscépicas antes e depois do
equilibrio (MONAJJEMZADEH et al., 2009).

A utilizacdo de um método termoanalitico como o DSC é considerado
essencial pela indastria farmacéutica por ser de rastreio rapido e facil manuseio
(ROUMELLI; TSIAPRANTA, 2013). E técnicas espectroscopicas como espectroscopia
no Infravermelho e cromatografia liquida de alta eficiéncia auxiliam e complementam

a interpretacéo dos resultados.

3.4. Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

A técnica de DSC vem sendo cada vez mais utilizada na busca de
incompatibilidades e/ou interacbes entre ativos e excipientes farmacéuticos
(WNOROWSKI; YAYLAYAN, 2003). E uma técnica de andlise térmica na qual se
mede a diferenca de energia fornecida a amostra e a um material de referéncia, em
funcdo da temperatura, enquanto sao submetidos a uma programacao controlada de
temperatura (GIOLITO e IONASHIRO, 1980; BERGAMINI, 2008; WELLS, 1988).

E uma ferramenta Util para ser utilizada em estudos de pré-formulacéo, pois
ajuda a prever o acontecimento desses possiveis eventos entre 0s componentes de
uma formulacdo (BERGAMINI, 2008; GIRON, 2002; WELLS, 1988). Apesar da
técnica de DSC apresentar diversas vantagens, também apresenta algumas
limitacbes. A extrapolacdo dos resultados, obtidos em altas temperaturas, nao
reproduz a real situacdo do farmaco na formulacdo. Dessa forma, ndo é
recomendado seu uso como uma técnica unica e isolada. A interpretacdo dos dados
obtidos deve ser criteriosa e associada a técnicas complementares, utilizando-se
métodos ndo térmicos, como a espectroscopia no infravermelho (BERGAMINI, 2008;
GIOLITO e IONASHIRO, 1980; PAULA,; VILELA, 2009; WELLS, 1988)

Basicamente, existem duas modalidades de DSC: calorimetria exploratoria
diferencial com compensacao de poténcia e calorimetria exploratéria diferencial com

fluxo de calor. O primeiro apresenta um arranjo no qual a referéncia e amostra sédo
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mantidas na mesma temperatura, através de aquecedores elétricos individuais. A
poténcia dissipada pelos aquecedores é relacionada com a energia envolvida no
processo endotérmico ou exotérmico. J4 a de Fluxo de Calor apresenta um arranjo
mais simples no qual a amostra e a referéncia, contidas em seus respectivos
suportes de amostra, sdo colocadas sobre um disco de metal. A troca de calor entre
o forno e a amostra ocorre preferencialmente pelo disco (BERNAL et al., 2002). A

figura 3 ilustra um esquema genérico do equipamento da técnica descrita.

isolamento o l/[/ 77 /1/ ~ Amplificador
térmico / | /]
h 17 |4 [ ‘[
Progromador ; ; s
de 27777772 °
Temperoturo 1 | &
Raglstrador
Cilindro de gés para F::)auD:';:
controle da {
atmosfera do forno S e
R 7 e Pt
R
LIS = &
MAAAN VWA= = AAA -
]/¢ ! \ l
aquecedor aquecedores /
elétrico a) individuaois b)

Figura 3. Esquema de um equipamento genérico para calorimetria exploratoria diferencial (DSC). a) DSC com

fluxo de calor; b) DSC com compensacao de poténcia. (BERNAL et al., 2002)

Através dessas técnicas, podem-se acompanhar os efeitos de calor
associados com alteracdes fisicas ou quimicas da amostra, tais como transicdes de
fase (fuséo, ebulicdo, sublimacgéo, congelamento, inversdes de estruturas cristalinas)
ou reacdes de desidratacdo, de dissociacdo, de decomposicdo, de Oxido-reducéo,
capazes de causar variacdes de calor. Em geral, transi¢cdes de fase, desidratacdes,
reducdes e certas reacbes de decomposicdo produzem efeitos endotérmicos,
enquanto que cristalizacdes, oxidacdes, algumas reacbes de decomposicéo
produzem efeitos exotérmicos (IONASHIRO, M. GIOLITO, 2004).

Nesta técnica, as curvas da DSC de componentes puros sdo comparadas
com as curvas obtidas a partir de misturas fisicas 1:1. Assume-se que as
propriedades térmicas (ponto de fuséo, alteracdo na entalpia, etc.) das misturas sao
a soma dos componentes individuais se 0s componentes sdo compativeis entre si.

Uma auséncia, uma alteracéo significativa na fusdo dos componentes ou aparéncia



25

de um novo pico exo/endotérmico e/ou variagdo nas correspondentes alturas de
reacdo na mistura fisica indicam fortemente a existéncia de incompatibilidade.
Contudo, sao esperadas pequenas alteracbes na forma, altura e largura do pico
devido a possiveis diferencas na geometria da mistura (MONAJJEMZADEH et al.,
2009).

Muitos eventos térmicos acontecem somente em elevadas temperaturas. Esta
condicdo altamente estressante pode forcar uma reagcao a ocorrer, que, no entanto,
nao se desenvolveria em baixas temperaturas. Se uma interacdo € indicada, isso
nao se traduz, necessariamente, em incompatibilidade (WADKE et al., 1990;
LONGHINI, 2006).

Em um termograma, o aparecimento de um pico fino representando um
evento endotérmico de fusédo pode indicar uma pureza elevada, enquanto que, uma
endoterma larga, pode sugerir a presenca de impurezas ou a ocorréncia de mais do
que um processo térmico (LONGHINI, 2006). Dessa forma, quando sdo misturadas
duas substancias, geralmente a pureza de cada uma delas € reduzida e ocorre uma
diminuicdo do ponto de fusdo e aparecimento de picos menos definidos na curva de
aguecimento (LONGHINI, 2006; WELLS, 2002).

O uso da analise térmica em estudos de compatibilidade € vantajoso devido a
rapida obtencdo dos resultados (BERGAMINI, 2008), versatilidade e a necessidade
de pequenas quantidades de amostra para ser desenvolvida. Sua principal
desvantagem estd no fato de, em alguns momentos, resultarem termogramas de
dificil interpretacdo ou o surgimento de falsos resultados (positivos ou negativos,
especialmente para polimorfismo) (FIGUEIREDO, 2012).

3.5. Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

A espectroscopia de absorcdo na regiao do infravermelho tem sido
amplamente utilizada para identificacdo de substancias, realizada através dos
grupos funcionais da molécula em analise. O espectro de infravermelho € constituido
de uma grande quantidade de sinais chamados de bandas. Os grupamentos e
ligacbes apresentam absorcfes que geram bandas de formato caracteristico da
estrutura da molécula (FIGUEIREDO, 2012).
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Desta forma, o espectro obtido relaciona absorbancia versus comprimento de
onda (normalmente é utilizado o niUmero de onda, que € o intervalo de comprimento
de onda) que indica a ocorréncia, ou nao, de absorcdo pelo material de energia
associada aquele comprimento de onda. Como o0s grupos funcionais absorvem em
diferentes comprimentos de onda, € possivel identificar os grupos funcionais
presentes na amostra (FIGUEIREDO, 2012).

A regido espectral que corresponde ao infravermelho compreende a radiacao
com nimeros de onda no intervalo de aproximadamente 15000 a 10 cm™. Do ponto
de vista da aplicacdo dos instrumentos empregados, o espectro de infravermelho é
dividido em infravermelho proximo (NIR — do inglés, Near Infrared) com nimero de
onda entre 15000 a 4000 cm™, médio (MID — do inglés, Middle Infrared) entre 4000 a
400 cm™, e distante (FAR — do inglés, Far Infrared) entre 400 a 10 cm™ (SKOOG, F.
J et al., 2008).

Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) difere
da espectroscopia dispersiva, pois em cada medi¢do a intensidade em um intervalo
de comprimento de onda é mais estreito. O termo transformada de Fourier provém
do fato de ser necessario a utilizacdo de um processo mateméatico para converter 0s
dados obtidos no espectro de radiagcdo. Essas informacdes sédo apresentadas na
forma de um interferograma que € a medida que o espelho mével percorre
determinada distancia. Apesar de o interferograma conter toda informacao fornecida
pelo espectrébmetro, a forma com que essa informacédo se apresenta ndo é muito Util,
por isso essa informacao € convertida em espectro, relacionando-se as intensidades
com as respectivas frequéncias, através da transformada de Fourier
(CONSTANTINO, 2008). Um esquema de espectroscopia no infravermelho é
demonstrado na Figura 4.
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Motor do espelho
Pistdo
Espeho B (mévei)
Fonte /V

Separador Feixe combinado

de feixes

E Espebo A (fixo)

Cj Amostra

Detectar

Conversor analbgico-digital

Comgputador Reqistrador

Figura 4. Esquema de um espectrofotbmetro com infravermelho com transformada de Fourier (WANG;
CHEN; WANG, 2009).

A espectroscopia FTIR apresenta vantagens como uma maior poténcia da
chegada da radiacdo ao detector, melhores precisdo e exatiddo em termos de
comprimento de onda e todos os sinais da fonte alcancam o detector
simultaneamente (CONSTANTINO, 2008). E também um método mais rapido para
obtencado do espectro de infravermelho, ja que o feixe de radiacdo que contém todos
os comprimentos de onda € separado em dois feixes o que proporciona um
resultado com a variacdo completa dos comprimentos de onda (combinacdes
destrutivas ou construtivas) e uma conversdao do dominio do tempo e um dominio de
frequéncia (WANG; CHEN; WANG, 2009).

A técnica de FTIR é utilizada para pesquisa na area farmacéutica para a
identificacdo de farmacos e excipientes, andlise de pureza de amostras,
investigagcdo estrutural, cristalinidade, interagfes entre farmacos e excipientes, na
caracterizacdo de estruturas polimorficas, quanto a sua estrutura quimica,
fornecendo indicacdo de ocorréncia de modificacbes apdés o0 processo de

cristalizacao (FIGUEIREDO, 2012).
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3.6. Teste de Estresse Isotérmico (IST)

O teste de estresse isotérmico (IST) é uma técnica simples que é utilizada de
forma complementar as analises térmicas e espectroscopicas em estudos de
compatibilidade de farmaco e excipientes. Pode ser caracterizado como um estudo
de estabilidade modificado, pois envolve o armazenamento de misturas de farmaco-
excipiente com ou sem umidade a temperatura elevada (> 50 °C) por um periodo
especifico de tempo (normalmente 3-4 semanas) para acelerar o envelhecimento do
farmaco e sua interagdo com excipientes (RANJAN; LILA; NATH, 2012).

O IST tem uma aplicacdo especifica na industria farmacéutica onde a
interacdo entre farmaco e excipientes é visualmente observada e o teor de farmaco
€ determinado quantitativamente. Contudo, a desvantagem deste método é ser
demorado e trabalhoso (A.P.LOTTER, 1990; RANJAN; LILA; NATH, 2012).

VERMA; GARG, 2005, realizaram o teste de IST e verificaram, juntamente
com o uso do DSC, a ocorréncia de incompatibilidade entre o Mononitrato de
Isossorbida com acetato de celulose através da alteracdo de cor o do aparecimento
de um novo pico no cromatograma da mistura apdés o armazenamento em condi¢des
de estresse.

LILTORP et al., 2011, utilizando um método modificado do teste de IST para
verificacdo de incompatibilidades, observou que em apenas 3 dias foi possivel
detectar problemas de compatibilidade entre um ativo e excipientes farmacéuticos.

RANJAN; LILA; NATH, 2012, verificou a ndo ocorréncia de incompatibilidade
entre Nateglinida e o0s excipientes por eles estudados: Lactose, Celulose
microcristalina, Croscarmelose sédica, Polivinilpirrolidona e Estearato de magnésio.

WANG; JING, 2013, utilizou o IST para detectar incompatibilidade entre
Itraconazol e excipientes selecionados. Concluiu que a técnica foi empregada com
sucesso para avaliar a compatibilidade de Itraconazol com os excipientes utilizados
no desenvolvimento de comprimidos dispersaveis em conjunto com os resultados
obtidos por DSC.

A Tabela 2 mostra um resumo das técnicas utilizadas para a realizacao deste
trabalho, assim como suas principais vantagens e desvantagens.
(MONAJJEMZADEH et al., 2009)
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Tabela 2. Técnicas de triagem de compatibilidade de excipientes, suas vantagens e desvantagens potenciais.

Técnica Vantagens Desvantagens Comentarios
Teste de - Permite a deteccédo e - Longo tempo para - Os resultados séo
estresse quantificacao de realizacdo dos experimentos confiaveis e
isotérmico impurezas durante a (o farmaco e os excipientes inconfundiveis.

(andlise por
CLAE)

incompatibilidade.

séo submetidos a temperatura

e umidade elevadas
(aceleradas) para permitir que
haja reacédo suficiente entre
eles).

- Desenvolvimento de método
de ensaio para cada farmaco
€ necessario para a analise
por CLAE.

Calorimetria
Exploratéria
diferencial (DSC)

- Método rapido

- E necesséria uma
pequena quantidade de
amostra.

- F&cil deteccao de
interacdes fisicas como
mudanca na forma
polimorfica, converséo da
forma cristalina em forma

amorfa.

- Se as alteragBes térmicas
forem muito pequenas esta
técnica ndo é muito
adequada.

- N&do aplicavel se o material
de teste exibir propriedades
que dificultem a interpretacao
dos dados.

- Método destrutivo (a
amostra é destruida durante a
andlise devido as elevadas
temperaturas).

- N&o é possivel resolver
eventos térmicos sobrepostos
a4 mesma temperatura.

- N&do é possivel detectar as
incompatibilidades que
ocorreram apos o
armazenamento em longo

prazo.

Os resultados de
incompatibilidade
obtidos devem ser
confirmados
utilizando-se outros
métodos néo

térmicos.

Espectroscopia

no infravermelho
por transformada
de Fourier (FTIR)

- Deteccao facil de
incompatibilidade devido
a bandas

Unicas/deslocamento de

-Interferéncia da umidade

ambiental.

A aparéncia de
picos extras devido
a umidade

ambiental deve ser
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pico. negligenciada.
- Informagdes quimicas

espaciais com

configuracdes de

imagem.

- Pequena quantidade de

amostra é necessaria.

- Captacéo de dados

relativamente rapida.

- Disponibilidade de

bibliotecas espectrais.

Adaptado de RENU CHADHA; SWATI BHANDARI, 2014

4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Materiais

e QPF (98,18% de pureza, ShaanXi HuiKe Botanical (Xi'an, China),

e Amido, (Corn Product, lllinois, EUA),

e Lactose monohidratada (Delaware, Brazil®),

e Hidroxipropilmetilcelulose (HPMC, methocel K100,Colorcon, EUA),

e Celulose microcristalina 101(CMC, Taiwan),

e Estearato de Magnésio (Mg stearate, Italia),

e Polivinilpirrolidona (PVP, Vetec, Rio de Janeiro, Brazil),

e Lauril Sulfato de Sédio (LSS, CQA, SP, Brazil).

e Acido Formico 96% e Metanol grau HPLC usado para preparacdo da fase
movel (Tedia, Rio de Janeiro, Brazil).

e Agua Ultrapura (Milli-Q apparatus, Millipore, Billerica, USA).

e Todos os outros reagentes utilizados foram de grau analitico.
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4.2 Métodos

4.2.1. Preparacéo das misturas binarias de Quempferol — excipientes

Primeiramente o Quempferol e cada excipiente estudado foram tamisados em
tamis 60 mesh para padronizacdo do tamanho de particula (WANG; CHEN; WANG,
2009).

As misturas fisicas de Quempferol com cada excipiente selecionado foram
preparadas na propor¢cao de 1:1 (m/m) em frasco de vidro onde as amostras foram
homogeneizadas por vortex durante 3 minutos e analisadas por DSC, IV e CLAE. A
proporcao de 1:1 (m/m) foi escolhida a fim de maximizar a probabilidade de observar

qualquer interacéo.

4.2.2. Calorimetria Exploratéria Diferencial

As curvas de DSC de Quempferol, excipientes e misturas binarias 1:1 (QPF:
excipiente) foram obtidos através do Calorimetro Shimadzu Modelo DSC-60A. Foi
realizada calibracdo com um padréo de indio (156,6 = 0,3 ° C). As amostras foram
pesadas (1-2 mg) diretamente em recipientes de aluminio e seladas. As analises
realizadas sob atmosfera de nitrogénio (50 ml.min™*) com uma taxa de fluxo de
aguecimento de 10 °C.min™! na faixa de temperatura 10-400 °C. As curvas obtidas

foram usadas para estudo de interacdo entre o farmaco e excipiente.

4.2.3. Espectroscopia no Infravermelho

As misturas foram preparadas conforme descrito no item 4.2.1. Os espectros
das amostras individuais e misturas binarias foram obtidos utilizando um
espectrofotometro (Perkin - EImer, Modelo BX / RX, EUA), comprimento de onda na

faixa de 4.000-600 cm™, com um resolucéo de 2 cm™ e 40 varreduras.
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4.2.4. Teste de Estresse Isotérmico (IST)

Em cada um dos frascos com a mistura do farmaco e excipiente foi
adicionado agua (10%). Cada frasco foi selado utilizando uma tampa de rosca
forrada de Teflon e armazenadas a 50 °C em estufa. Estas amostras foram
examinadas, qualitativamente, para observar a ocorréncia de qualquer mudanca de
cor, e quantitativamente, através de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
apos trés semanas de armazenamento nas condi¢cfes acima.

Para controle negativo as misturas de Quempferol-excipientes sem adicao de agua
foram também armazenadas em geladeira (2-8 °C).

Amostras do teste de IST foram analisadas utilizando um método de CLAE
previamente desenvolvido e validado (COLOMBO, M., 2016). Para a preparacéo das
amostras, as misturas binérias foram diluidas em 1,0 mL de metanol de forma a
obter suspensfes de concentracdo de 5 pg/ml. Apds as diluicdes adequadas, as
amostras foram analisadas por CLAE e o teor de QPF em cada amostra foi
determinado a partir da curva padréo preparada dentro do intervalo esperado.

O equipamento de cromatografia liquida de alta eficiéncia utilizado foi sistema
Shimadzu LC-10A (Kyoto, Japao) equipado com uma bomba modelo LC-20AT, um
detector de UV VIS SPD-20AV variavel de comprimentos de onda, um
desgaseificador DGU-20A5, um CBM controlador do sistema -20 e valvula de
injecdo SIL-20A com um loop de 100 mL. O QPF foi analisado utilizando uma coluna
RP18 Xterra® (250 mm x 4,6 mm, 5 um de tamanho de particula). Fase movel
composta por uma mistura 75:25 (v/v) de metanol e acido férmico a 0,1% em &agua.
O volume de injecédo foi de 20 uL e o sistema de CLAE foi operado a um vazéo de

1,0 mL /min, com deteccdo UV a 368 nm e temperatura de 35 °C.



33

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Analise térmica

As interacbes entre farmaco e excipientes farmacéuticos que provocam
alteracdes nas propriedades quimicas, fisicas e terapéuticas da forma farmacéutica,
sdo designadas como incompatibilidades (MONAJJEMZADEH et al., 2009;
PEREIRA et al., 2014). Durante a formulagdo ou o armazenamento podem ocorrer
interagBes que sdo normalmente classificadas como interagdes fisicas ou quimicas.
Na interacdo fisica ndo ocorre qualquer reacdo quimica, mas ha mudanca nos
parametros fisico-quimicos de ativos, como a taxa de dissolucdo, solubilidade,
cristalizacdo e biodisponibilidade (MONAJJEMZADEH et al., 2009; SOUZA et al.,
2013). As interagBes quimicas que podem ocorrer entre o ativo e 0 excipiente
causam degradacdo e formacdo de novos produtos de degradacdo ou impurezas.
Neste caso, existe uma incompatibilidade entre substancias (SOUZA et al., 2013). A
utilizacéo da técnica de DSC tem sido proposta como um método rapido para avaliar
as interacgdes fisico-quimicas entre os componentes de uma formulacdo através da
comparacao de curvas térmicas de substancias puras com a curva obtida a partir de
uma mistura fisica 1:1 (FULIAS et al., 2011). As curvas de DSC obtidas para
Quempferol, excipientes puros e misturas sdo apresentadas abaixo. Os principais
dados obtidos pela analise térmica a partir das curvas de DSC estdo resumidos na
Tabela 3.

Tabela.3 Temperaturas dos picos e valores de entalpia do Quempferol e das misturas.

Muistura (fa&rmaco-

Amostra excipiente) Tonset!°C Tpead°C AHs oJ 977

QPF - 285,70 287,89 -134,69
QPF + Amido 11 273,31 274,38 -86,64
QPF +CMC 11 281,69 285,29 -101,82
QPF + Est. Mg 11 274,83 278,52 -64,71
QPF + HPMC 11 36,10 59,05 -

QPF + Lactose 11 216,32 216,32 -125,24
QPF + LSS 1:1 212,12 221,12 -141,68
QPF + PVP 1:1 41,88 72,20 -392,75

AH¢ corr = AHs ops/%amostra do farmaco x 100
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A curva do DSC do QPF esta apresentada na Fig. 5. A decomposi¢ao térmica
do QPF, na presenca de atmosfera de nitrogénio ocorreu como um evento Unico. A
curva do DSC mostrou um pico endotérmico acentuado a 287,89 °C (Tonset = 285,70
°C, AHg,s=-134,69J / g) indicando a fusdo do QPF. O ponto de fusédo do QPF esta de
acordo com a literatura (TZENG CW, 2011).
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Figura 5. Termograma do Quempferol.

A curva do amido apresentou dois picos endotérmicos, o primeiro a 65,89 °C
devido a desidratacdo e, o segundo, a 299,08 °C caracterizando o ponto de fusdo. A
curva do DSC do QPF na presenca do amido € mostrada na Fig. 6. O pico
endotérmico de fusdo de QPF foi de 274,38 °C na mistura de QPF- amido, sugerindo

gue houve interagdo entre amido e o QPF.
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Figura 6. Termogramas do Quempferol (QPF) Amido e a mistura QPF + Amido em comparacao.
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A curva da CMC mostrou que o aparecimento do primeiro pico endotérmico a
50,28 °C foi atribuido a desidratacdo. A decomposicdo ocorreu com um pico
exotérmico a 353,98 °C. A curva do QPF na presenca de CMC é mostrada na Fig. 7.
O pico endotérmico de fusdo do QPF foi de 285,29 °C na mistura QPF-CMC, o que
sugere que ndo ocorreu interagdo entre CMC e QPF, pois ndo houve mudanca de
energia importante do QPF na mistura em relagédo ao QPF isolado.
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Figura 7. Termogramas do Quempferol (QPF) Celulose Microcristalina e a mistura QPF + CMC em

comparagao.

Na curva do DSC obtida para o estearato de magnésio (Est. Mg), observou-se
uma curva irregular a 110,85 °C, representando o seu ponto de fusdo. A curva da
mistura QPF - estearato de magnésio (Fig. 8) mostrou o pico endotérmico de QPF a
278,52 °C, indicando a possibilidade de haver alguma incompatibilidade fisica entre
QPF e estearato de magnésio (RANJAN; LILA; NATH, 2012). Como visto na curva
de DSC obtida a partir da mistura binaria, todos os eventos caracteristicos de ambos
0S compostos parecem ter sido suprimidos ap0s a mistura fisica, o que indica uma

possivel interacgéo.
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Figura 8. Termogramas do Quempferol (QPF), Estearato de Magnésio (Est. Mg) e a mistura QPF + Est. Mg em

comparagao.

A curva do HPMC obtida exibiu um pico exotérmico a 337,99 °C (Fig.9.). O
termograma da mistura QPF-HPMC mostrou um pico endotérmico 59,05 °C devido a
evaporacdo da umidade adsorvida. O pico endotérmico do QPF n&o foi observado
na curva obtida para a mistura HPMC-QPF sugerindo que pode ter ocorrido alguma
alteracdo na estrutura quimica do farmaco caracterizando uma possivel interacéo
fisica entre QPF e HPMC.
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Figura 9. Termogramas do Quempferol (QPF), Hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) e a mistura QPF + HPMC em

comparagao.
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Na analise térmica da lactose monohidratada varios eventos caracterizam o
comportamento térmico desse excipiente (Fig.10). A curva do DSC apresentou um
pico endotérmico a 147,22 °C correspondente a desidratacdo e outro, caracterizando
0 ponto de fusédo a 217,85 °C. O pico de fusdo da lactose (223 °C) é caracteristico
da forma de a-lactose monohidratada, mas a diminuicdo para 218 °C devido a
moagem e compressao durante a preparacdo da amostra estd de acordo com o
descrito na literatura para este excipiente (MAC; NASCIMENTO; VERAS, 2002;
MONAJJEMZADEH et al., 2009). A decomposicdo da lactose apresentou dois picos,
um pico endotérmico a 242,34 °C, seguida por um pico exotérmico a 355,20 °C
devido a carbonizacdo (ARAUJO; MERCURI, 2003; PEREIRA et al., 2014) do
residuo. A curva da mistura de QPF- lactose mostrou que ambas os eventos de
desidratacdo e ponto de fusdo da lactose ocorrem nas mesmas temperaturas que a
lactose isolada. Entretanto, houve o desaparecimento do pico de fusdo do QPF na
mistura binaria que pode estar relacionada a interacdo do QPF com o excipiente
(MONAJJEMZADEH et al., 2009).
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Figura 10. Termogramas do Quempferol (QPF), Lactose e a mistura QPF + Lactose em comparacao.

O perfil analitico do LSS foi marcado pela ocorréncia de varios eventos
endotérmicos (Fig. 11). A curva do DSC deste composto apresentou dois picos de
desidratacdo (JIANG; CHEN; CHEN, 2012) a 104,42 °C e 190,15 °C. O pico a
208,54 °C é proximo aos encontrados por outros autores (GUPTA et al., 2015;
JIANG; CHEN; CHEN, 2012) e foi atribuido a temperatura do ponto de fuséo

(FULIAS et al., 2011). Os proximos dois eventos endotérmicos nas temperaturas de
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253,28 °C e 271,34 °C foram atribuidas as duas etapas de decomposicdo. Na curva
da mistura QPF-LSS observou-se que os dois picos endotérmicos inicias de
desidratacdo ndo sofreram alteracfes significativas. Houve uma mudanca na
temperatura do ponto de fusdo do LSS de 208,54 °C para 221,12 °C. Na primeira
etapa de decomposi¢cdo também foi observado um deslocamento da temperatura do
ponto de fuséo (253,28 ° C - 243,16 ° C). Houve o desaparecimento do segundo pico
de decomposicdo do QPF na mistura. Estes resultados sugerem que estes dois
compostos tém alguma interacdo. Como o LSS é um agente tensoativo, pode ter
diminuido a tensé&o interfacial sélido-liquido, facilitando a remocao de 4gua e a sua
evaporacao, como consequéncia da conducdo do experimento (PEREIRA et al.,
2014).

. KPF
(il
R
LSS 207 80K -
(e S —_—— e —— - i
‘v, ‘II\ o g
| ol
5 - 104 42 5 2854C  25328cM
At 190 15C
KPF + LSS : "
: 102 24C SEB0C 31 4ne 243.16C
10.00- 18480C 221 12C )

100 00 20000 300 00 100 00
Terp {C]

Figura 11. Termogramas do Quempferol (QPF), Lauril sulfato de sédio (LSS) e a mistura QPF + LSS em

comparagao.

A curva da analise térmica do PVP mostrou um largo pico endotérmico a
73,20 °C (iniciou a 38,98 °C e terminou a 101,50 °C), o que pode ser devido a perda
de umidade adsorvida. (Fig.12). A decomposicdo comecou por volta 376,52 °C
(FULIAS et al., 2011). A curva da mistura QPF-PVP mostrou um pico endotérmico
72,20 °C. O pico endotérmico do QPF nao foi observado no termograma da mistura

0 que sugere alguma interacao fisica entre QPF e PVP.
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Figura 12. Termogramas do Quempferol (QPF), Polivinilpirrolidona (PVP) e a mistura QPF + PVP em

comparagao.

Os resultados obtidos na analise por DSC entre 0 QPF e os excipientes aqui
estudados, estearato de magnésio, hidroxipropilmetilcelulose, lactose, lauril sulfato
de sodio e polivinilpirrolidona que mostram modificacbes no termograma das
misturas indicando haver incompatibilidade ndo podem ser interpretados de forma
conclusiva apenas baseando-se nesta técnica. Diversos autores, jA descreveram
esta situacdo de uma aparente interacdo entre farmaco e excipiente observada a
partir dos resultados do DSC, mas que ndo necessariamente tenha ocorrido alguma
interacdo  fisico-quimica entre farmaco e excipiente sugerindo uma
incompatibilidade. Estes relatos séo descritos a seguir.

WANG; JING, 2013, relatam que na maioria dos casos por eles estudados, a
endoterma de fusdo do farmaco foi bem preservada, com pequenas alteracées em
termos de ampliacdo ou reducdo de temperatura, mas que estas alteracdes podem
ocorrer devido a quantidade de material utilizado na mistura do farmaco e excipiente,
0 que diminui a pureza de cada componente na mistura e, afetando a forma do pico
e entalpia, e ndo necessariamente indicando uma potencial incompatibilidade.

MURA et al., 1995, relata que o perfil do DSC por eles analisados foi
profundamente influenciado pelo tratamento da amostra. Na verdade, um
deslocamento progressivo para baixo, ampliando e achatando o pico de fusé&o de
farmaco foi observada, até o seu completo desaparecimento como consequéncia
das forcas durante granulacédo, por exemplo, compresséo, e, particularmente, da

trituracdo ou mistura. Este comportamento, que se assemelha ao ja descrito para
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outros farmacos, tais como Naproxeno (Bettinetti et al., 1988), Ibuprofeno (Najib et
al., 1986), e Cetoprofeno (Botha e Lotter, 1989), indica que uma forte interacao
sélido-solido ocorreu, no entanto, ndo indica necessariamente incompatibilidade
farmacéutica, mas que poderia ser explicado pela formacdo de microagregados
cristalinos do farmaco e a sua dispersao significativa dentro da matriz polimérica
amorfa (Bettinetti et al., 1991), com um efeito positivo sobre a hidrosolubilidade do
farmaco (Bettinetti e Mura, 1994).

MALAN; VILLIERS, 1997, descrevem para o farmaco niclosamida que o
método de preparo da amostra, isto €, a propor¢cdo de componente ativo para
excipiente e a exposicdo das misturas a agua e calor, tiveram uma influéncia
significativa sobre os resultados obtidos por DSC, mas ndo quando realizado analise
por CLAE. Isto ndo significa que os resultados de DSC devam ser ignorados, porque
embora interagBes ndo causem a degradacdo do farmaco, pode haver diminuicdo no
desempenho da forma farmacéutica.

Assim, como os resultados obtidos pela analise do DSC nao foram
conclusivos, e de acordo com o descrito anteriormente, devem ser realizadas

andlises utilizando-se outras técnicas para confirmar esses resultados.

5.2. Analise por Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de
Fourier (FTIR)

A técnica de espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR) é utilizada como uma técnica complementar para investigar possiveis
interagbes fisico-quimicas entre farmaco e excipientes e para confirmar os
resultados obtidos por analise térmica.

FTIR € uma técnica adequada entre 0os métodos espectroscopicos nhao
destrutivos e tornou-se um meétodo atraente para a analise de solidos farmacéuticos,
uma vez que 0s materiais nao Sao sujeitos a energia térmica ou mecanica durante a
preparacdo da amostra, impedindo assim o estado de solido de transformacéo.

As caracteristicas de novas bandas de absor¢céo, ampliacdo de banda (s) e
alteracdo de intensidade sdo as principais caracteristicas para evidenciar interacdes
entre farmaco e excipientes (ABBAS et al., 2008; FULIAS et al., 2011; PEREIRA et
al., 2014).
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A estrutura quimica do QPF esta presente na Fig.13. As suas bandas
caracteristicas sd0 as seguintes: alongamento a 3319,51 cm™ (O-H alifatico),
1654,96 cm™ (C = O), 1616,00 cm™ (C = C aromatico), 1508,49 cm™ (vibracdes do
anel de benzeno), 1371,77 cm™ (C - OH), 1161,55 cm™ (C - O) (MOURA, A., 20,
ZHANG et al., 2015).
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Figura 13. Espectro de absorcdo na regido do infravermelho mostrando as bandas do QPF.

Os espectros das misturas do QPF com 0s excipientes apresentaram as
bandas caracteristicas do QPF, praticamente sem alteracfes, como € apresentado
na Tabela 4, indicando que n&o se visualiza interagdo do QPF com os excipientes
analisados, pois a estrutura quimica do QPF se manteve sem alteragdes importantes

em todas as misturas, como é possivel verificar nas figuras a seguir.



Tabela 4. Valores das bandas obtidas por FTIR de QPF e das misturas realizadas.
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Misturas c=c Vibracdes
O-H C=0 i do anel de C-OH C-O
aromatico
Bandas benzeno
1 2 3 4 5 6
QPF 3319,51 1654,96 1616,00 1508,45 1371,77 1161,55
QPF + Amido 3319,40 1655,64 1615,47 1509,59 1372,52 1163,50
3319,92 1655,91 1616,03 1509,83 1372,95 1164,01
QPF + CMC
3318,02 1655,64 1616,00 1509,81 1373,79 1164,05
QPF + Est. Mg
3319,58 1655,57 1616,07 1509,71 1372,87 1163,88
QPF + HPMC
3319,49 1655,73 1616,17 1508,89 1373,76 1164,28
QPF + Lactose
3319,89 1655,68 1615,70 1509,45 1372,84 1163,48
QPF + LSS
3320,19 1654,89 1616,10 1509,76 1373,32 1164,19

QPF + PVP
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Figura 14. Espectro de absorcéo na regido do infravermelho mostrando a comparacéo entre o QPF,

Amido e a mistura QPF + Amido.
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Figura 15. Espectro de absorgao na regido do infravermelho mostrando a comparacéo entre o QPF,

CMC e a mistura QPF + CMC.
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Figura 16. Espectro de absorcao na regido do infravermelho mostrando a comparacéo entre o QPF,

Est. Mg e a mistura QPF + Est. Mg.

%T

KPF

KPF + HPMC \/
T T Ty Tl v |VI
\/ | Vo I w {(\IJI
J . A 2 —p | Lr'|_,'| || llr—’ V '.Im'| |'I \ | '"||I| r/ r | u Iu
| / 1) \/ I ]
3 /V Y L |
1
| 4 5 | «— 6
4000,0 30I00 ZUIDU 1 5IDU 1 UIOU 606,0
em-1

Figura 17. Espectro de absorcdo na regido do infravermelho mostrando a comparacéo entre o QPF,

HPMC e a mistura QPF + HPMC.
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Figura 18. Espectro de absorgdo na regido do infravermelho mostrando a comparacao entre o

QPF, Lactose e a mistura QPF + Lactose.
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Figura 19. Espectro de absorcdo na regi@o do infravermelho mostrando a comparagéo entre o

QPF, LSS e a mistura QPF + LSS.
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Figura 20. Espectro de absorcéo na regido do infravermelho mostrando a comparacéo entre o QPF,
PVP e a mistura QPF + PVP.

A técnica de espectroscopia no infravermelho se mostrou importante como

uma técnica complementar ao DSC no estudo de compatibilidade do QPF com os

excipientes selecionados, uma vez que as suspeitas de incompatibilidades

encontradas pela técnica de DSC nao foram confirmadas com o FTIR.

5.3. Analise por CLAE do Teste de Estresse Isotérmico (IST)

Os ensaios de estresse térmico podem ser realizados de duas maneiras, a
primeira envolvendo a incubacdo de amostras a constantes e elevadas temperaturas,
que podemos nomear como um estudo de estabilidade normal e, a segunda,
envolvendo o estudo de estresse isotérmico propriamente dito no qual as misturas
preparadas séo expostas a um estado acelerado de estabilidade (MATOS, A., 2013).

As misturas de QPF e excipientes ap0s as trés semanas de armazenamento
em estufa a 50°C foram analisadas qualitativamente, através de alteracdo de cor e,

guantitativamente através de cromatografia liquida de alta eficiéncia. Os resultados
séo apresentados na Tabela 5.
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Tabela 5. Resultado das andlises por IST das misturas e do QPF apds trés semanas de armazenamento em
estufa a 50 °C.

Mistura (farmaco - % Recuperagéo Mudangas na
Amostra excipiente) aparéncia
Amostra Controle © 221:): ;;a;j: S fisica
QPF + Amido 11 98,54 94,77 sim
QPF + CMC 1:1 96,63 90,07 sim
QPF + Est. Mg 11 107,47 101,99 sim
QPF + HPMC 11 96,28 99,79 sim
QPF + Lactose 1:1 91,10 92,42 sim
QPF +LSS 1:1 96,50 93,80 sim
QPF + PVP 11 91,86 92,42 sim

P Mistura farmaco-excipiente com 10% de agua adicionada e armazenada a 50 °C por trés semanas.
¢ Mistura farmaco-excipiente sem adigéo de 4gua armazenada em refrigeragéo por trés semanas.

A)

B)

Figura 21. Amostras para o teste de IST. Comparagéo das misturas antes e depois do aquecimento. A foto A
mostra as amostras antes do armazenamento por 3 semanas a 50 °C. Foto B mostra as amostras apos
armazenamento. 1)QPF+Est. Mg, 2)QPF+Lactose, 3)QPF+LSS, 4)QPF+PVP, 5)QPF+HPMC, 6)QPF+Amido,
7)QPF+CMC.
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A andlise qualitativa nos permitiu observar que todas as misturas e o QPF
isolado apresentaram uma pequena diminuigdo na intensidade da cor amarela, com
excecao para mistura de QPF - LSS que teve um escurecimento da cor para amarelo
forte. Essas alterac6es podem ser indicativas algum tipo de interacdo do QPF com os
excipientes. Entretanto, quando verificada a analise quantitativa, por HPLC, foi
observado que ndo houve reducdo do teor do QPF apls as trés semanas de
armazenamento. Verificou-se que os tempos de retencdo mantiveram-se inalterados

nas misturas, conforme Tabela 6.

Tabela 6. Comparacéo dos tempos de retencéo (TR) das amostras do IST. Amostras controles armazenadas em

geladeira e amostras estressadas em estufa a 50°C por trés semanas.

Amostras Controle Amostras Estressadas
(TR, min) (TR, min)

QPF 6,735 6,735
QPF + Amido 6,728 6,753
QPF +CMC 6,728 6,753
QPF + Est. Mg 6,727 6,735
QPF + HPMC 6,726 6,733
QPF + Lactose 6,725 6,743
QPF + LSS 6,720 6,731
QPF + PVP 6,725 6,732

Observou-se, também, que ndo ha interferéncia dos excipientes no tempo de
retencédo do QPF, conforme Figura 22. Assim como, a forma do pico do QPF mante-
se inalterada, e ndo foram observados quaisquer picos extras nos cromatogramas das
misturas analisas apos periodo de armazenamento na estufa, conforme Figuras 23.
Na figura 24 sao apresentados os cromatogramas das misturas controle armazenadas

em geladeira.
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Figura 22. Cromatogramas do QPF e de todos os excipientes estudados isolados analisado por CLAE.
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Figura 23. Cromatogramas de todas as amostras estressadas, misturas QPF-excipientes, armazenadas em

estufa e analisadas por CLAE.
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Figura 24. Cromatogramas de todas as amostras controles, misturas QPF-excipientes, armazenadas em
geladeira e analisadas por CLAE.

Estes resultados nos permite entdo, inferir que ndo houve incompatibilidade fisico-

guimica do QPF com os excipientes estudados nestas condi¢des de analise.
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6. CONCLUSOES

Neste trabalho, foi realizado um estudo de compatibilidade entre um
candidato a farmaco e excipientes comumente usados nas preparacdes de formas
farmacéuticas solidas. Foram utilizadas técnicas de analise térmica e ndo térmica
objetivando verificar a ocorréncia ou ndo de incompatibilidades farmacéuticas.

A principal ferramenta de analise utilizada foi o DSC, em conjunto com as
técnicas de andlise auxiliar como a espectroscopia de absor¢cdo na regido do
infravermelho com transformada de Fourier e cromatografia liquida de alta eficiéncia.
A utilizacdo dessas técnicas possibilitou a realizacdo de um estudo de pré-
formulacdo para avaliar possiveis interacbes entre o flavonoide Quempferol e
excipientes utilizados em formas farmacéuticas sélidas.

A curva de DSC do Quempferol (QPF) mostrou um Unico evento endotérmico,
caracterizando seu evento térmico de fusdo em 287,89 °C (AH = -134,69 J.g™7),
conforme o encontrado na literatura (ZANG, K., 2015).

Nos estudos de compatibilidade para as misturas binarias QPF - excipientes,
entre 0s sete excipientes utilizados, a celulose microcristalina ndo mostrou interacéo
com o QPF. Entretanto, os demais excipientes, - amido, estearato de magnésio,
hidroxipropilmetilcelulose, lactose mono-hidratada, lauril sulfato de sédio e
polivinilpirrolidona - sugerem, nos termogramas apresentados, haver alguma
interacdo fisico-quimica com o QPF.

De modo a confirmar este resultado obtido pela técnica de DSC, todas as
misturas binarias foram submetidas as técnicas complementares. No emprego da
espectroscopia de infravermelho as bandas caracteristicas do QPF foram
preservados nas misturas, assim como 0s tempos de reten¢gdo nos cromatogramas
obtidos por cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Esta variacdo nos resultados encontrados entre DSC, FTIR e CLAE pode ser
atribuida a situagcdes como a alta temperatura atingida durante o experimento do
DSC onde o excipiente pode ter fundido, passando da forma sélida para a sua forma
liquida, de alguma forma influenciando positivamente na solubilidade do Quempferol

que interferiu na leitura adequada pelo equipamento, outra interferéncia para um
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resultado assertivo pode ter sido influenciado pelo tratamento da amostra como ja foi
descrito para outros farmacos por diversos autores como Mura, P et al., Wang, Y et
al., Bettinetti et al., 1988, Najib et al., 1986, Botha e Lotter, 1989, Bettinetti et al.,
1991, Bettinetti e Mura, 1994, C.E.P. Malan et al., 1997.

Os resultados dos estudos confirmaram que o DSC e FTIR podem ser
utilizados como métodos rapidos para avaliar a compatibilidade entre QPF e os
excipientes estudados. No entanto, a técnica de IST ap0s o armazenamento das
amostras sob condicdes de estresse também devem ser adotadas em conjunto com
os estudos DSC e FTIR para alcancar qualquer concluséo definitiva. A partir dos
resultados do DSC foi levantada a hipdtese de interacdo entre QPF e amido,
estearato de magnésio, hidroxipropilmetilcelulose, lactose, lauril sulfato de sodio e
polivinilpirrolidona. Contudo, com base nos resultados da espectroscopia de FTIR e
do estudo IST, a possibilidade de incompatibilidade entre QPF e estes excipientes
foi descartada, o que demonstra a importancia de associar mais de uma técnica ao

estudo de pré-formulacao.
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7. PERSPECTIVAS

e Realizar o estudo de compatibilidade através da técnica de
Termogravimeria (TG) para complementar os resultados obtidos pelo
DSC.

e Realizar andlise do QPF e das misturas pela técnica de Difracdo de RX
como mais uma técnica complementar além do FTIR.

e Realizar uma andlise estatistica de Anélise de Componentes Principais
(PCA) dos resultados no FTIR.

e Realizar todos 0s experimentos com misturas em outras proporcoes e
com misturas terciarias.

e Desenvolvimento futuro de uma forma farmacéutica sélida.
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