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A mente que se abre a uma nova ideia, jamais voltara ao seu tamanho
original.

Albert Einstein
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RESUMO

COSTA, Camila Stefanne Dias. Cristalizacdo do principio ativo farmacéutico
glibenclamida por processo de precipitacio com antissolvente liquido. 2015. 70p.
Dissertagdo (Mestrado em Engenharia Quimica). Instituto de Tecnologia, Departamento de
Engenharia Quimica, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, Rio de
Janeiro, 2015.

Diabetes mellitus (DM) é uma doenca cronica caracterizada pela constante hiperglicemia
sanguinea resultante da resisténcia e/ou deficiéncia na agio da insulina. E uma desordem
metabolica de grande impacto na saiide mundial devido a suas complicagdes cronicas e alta
taxa de mortalidade. Pacientes diagnosticados com o diabetes do tipo II podem controlar o
nivel glicémico com o uso de hipoglicemiantes. A Glibenclamida ¢ um potente
hipoglicemiante oral que tem sido utilizado no tratamento do DM-II, entretanto, possui baixa
solubilidade aquosa e lenta taxa de dissolucdo. Neste estudo, microparticulas de
glibenclamida foram produzidas por processo de precipitacio com antissolvente liquido
usando 4gua como antissolvente. O design ortogonal OAg(3)* proposto por Genichi Taguchi
foi utilizado para investigar o efeito dos seguintes quatro fatores no tamanho e morfologia das
particulas: concentracdo da solucdo [mg.mL™], razio de volume antissolvente/solvente [A/S],
intensidade de agitacdo [rpm] e concentragdo de aditivo [% m/m]. As particulas de
glibenclamida cristalizadas foram caracterizadas por microscopia otica, difracdo de raios-X e
espectroscopia no infravermelho com Transformada de Fourier; a taxa de dissolugdo foi
caracterizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia. A concentrag@o de aditivo teve um
significante efeito no diametro médio das particulas cristalizadas, seguida pela concentracao
da solugdo, razdo de volume antissolvente/solvente e intensidade de agitagdo, sendo que os
menores didmetros foram obtidos quando os seguintes niveis foram utilizados: 1,0 mg.mL",
A/S 10, 1500 rpm e 0,002 % m/m. Os resultados neste estudo mostram que o processo de
precipitacdo com antissolvente ¢ efetivo na preparacdo de microparticulas de drogas
insuficientemente soltiveis em agua. Estas contribuicdes poderiam expandir o potencial
terapéutico de outras drogas de baixa solubilidade aquosa.

Palavras-chave: glibenclamida, precipitacio com antissolvente, caracterizacdo, taxa de
dissolucdo.



ABSTRACT

COSTA, Camila Stefanne Dias. Crystallization of the pharmaceutically active agent
glibenclamide by the aqueous antisolvent precipitation process. 2015. 70p. Dissertation
(Master Science in Chemical Engineering). Institute of Technology, Department of Chemical
Engineering, Federal Rural University of Rio de Janeiro, Seropedica, Rio de Janeiro, 2015.

Diabetes mellitus (DM) is a chronic disease characterized by persistent hyperglycemia
resulting from insulin resistance and/or deficiency. It is a metabolic disorder with high
healthcare impact worldwide because of its chronic complications and high mortality rate.
Type II diabetic patients can control their glycemic levels with the use of hypoglycemic
drugs. Glibenclamide is a potent oral hypoglycemic drug that has been used in the treatment
of DM-II, however, it has low water solubility and slow dissolution rate. In this study,
glibenclamide microparticles were produced by the antisolvent precipitation process using
water as the antisolvent. The four-factor three-level orthogonal array design OAo(3)* proposed
by Genichi Taguchi was used to investigate the effect of the following four factors on particle
size and morphology: glibenclamide solution concentration [mg.mL™], antisolvent/solvent
volume ratio [A/S], stirring intensity [rpm], and surfactant concentration [% wt/wt].
Crystallized glibenclamide particles were characterized by optical microscopy, X-ray
diffraction, and Fourier Transform Infrared Spectroscopy; the dissolution rate was
characterized by HPLC. The surfactant concentration had a significant effect on the mean
particle diameters of crystallized glibenclamide, followed by drug solution concentration,
antisolvent/solvent volume ratio and stirring intensity, and the smaller sizes were observed
with 1,0 mg.mL'l, A/S 10, 1500 rpm and 0,002 % wt/wt. The results indicate that crystallinity
and chemical structure were not changed, however, the morphology and dissolution rate were
affected by the factors. The results in this study show that the antisolvent precipitation process
is effective in the preparation of microparticles of poorly water-soluble drugs. These
contributions could expand the potential for new therapeutic drugs with low dissolution rates.

Keywords: glibenclamide, antisolvent precipitation, characterization, dissolution rate.
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1- INTRODUCAO

A glibenclamida (GLIB) ¢ um potente hipoglicemiante oral que tem sido utilizado no
tratamento do diabetes ndo-insulino-dependente (ALBU et al., 2007; LI et al., 2013;
PANAGOPOULOU-KAPLANI ¢ MALAMATARIS, 2000; SHAH et al., 2013), se
caracteriza por ser um po branco e inodoro, mas como resultado da sua baixa solubilidade
aquosa e alta permeabilidade, estd contido na classe Il do Sistema de Classificacdo
Biofarmacéutico (REHDER et al., 2012).

A taxa de dissolucdo ¢ a etapa limitante da absor¢do de drogas da classe II, tendo em
vista que, devido a baixa solubilidade, apenas uma pequena parte da droga se torna disponivel
para permear a membrana gastrointestinal (SIEPMANN e SIEPMANN, 2013). Entdo, a
solubilidade ¢ uma das principais dificuldades relacionadas ao uso da GLIB (NETO, 2012;
PUIGJANER e PROHENS, 2007; REHDER et al., 2012; SHAH et al., 2013; WEI et al.,
2008).

Tendo em vista que particulas de tamanho reduzido apresentam maior taxa de
dissolucdo e, consequentemente, maior biodisponibilidade oral (ZHAO et al., 2013) e que nao
foram encontrados estudos anteriores sobre a cristalizagdo da GLIB através da precipitacdao
com antissolvente liquido utilizando etanol como solvente organico, as microparticulas de
GLIB foram produzidas por meio de tal processo utilizando etanol como solvente e adgua
como antissolvente, tendo como principal objetivo avaliar o efeito dos fatores passiveis de
significante influéncia no didmetro médio das particulas cristalizadas, bem como determinar a
ordem de influéncia destes na variavel resposta.

Para tal, foi utilizado o design ortogonal proposto por Genichi Taguchi OAo(3)* que
permite avaliar até quatro fatores com trés niveis cada, em apenas nove condigdes
experimentais. As variaveis estudadas foram: concentracdo da solugdo [mg.mL'l], razdo de
volume antissolvente/solvente [A/S], intensidade de agitacdo [rpm] e concentragdo de aditivo
[% massa de aditivo/massa de GLIB].

Além disso, a solubilidade da glibenclamida em diferentes solventes organicos foi
determinada e as particulas cristalizadas foram caracterizadas por microscopia oOtica, difracio
de raios-X e espectroscopia no infravermelho com Transformada de Fourier.

Também foi determinada a taxa de dissolu¢do das particulas através de cromatografia
liquida de alta eficiéncia, possibilitando verificar em qual condicdo experimental foram
obtidas particulas de maior taxa de dissolugao.



2 — REVISAO DE LITERATURA

2.1 Pancreas

O pancreas ¢ responsavel por secretar principalmente insulina e glucagon, os quais
atuam em conjunto a fim de manter a concentragdo glicémica no sangue em niveis desejados
(GUYTON e HALL, 2006).

Basicamente, quando um individuo ingere uma refei¢do rica em carboidratos, o
pancreas secreta insulina a fim de estimular o armazenamento de aproximadamente 60 % da
glicose na forma de glicogénio hepatico no figado. Em contrapartida, quando o nivel de
glicose no sangue cai, o pancreas secreta o glucagon para estimular a liberacdo do glicogénio
hepatico na corrente sanguinea na forma de glicose e, assim, manter o nivel glicémico na
faixa desejada (GUYTON e HALL, 2006; NELSON e COX, 2006).

2.2 Diabetes Mellitus (DM)

O diabetes mellitus, que significa excrecdo excessiva de urina doce, ¢ uma doenca
cronica caracterizada pela constante hiperglicemia sanguinea devido a deficiéncia na secre¢ao
da insulina ou a resisténcia a acdo da mesma e pode estar associada, em longo prazo, a
complicacdes, disfungdes e falhas de orgdos, como olhos, rins, cérebro, coracdo e vasos
sanguineos, ja que a glicose ndo ¢ eficientemente aproveitada pelos tecidos (CHIEN et al.,
2007; RIBEIRO et al., 2006; Y1 et al., 2014).

Seu grande impacto na satde da populacdo deve-se a crescente incidéncia e altas taxas
de mortalidade (LINDNER et al., 2013; YU et al., 2011).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude, os diabéticos sdo mais de 347 milhdes,
sendo que mais de 80% destes vivem em paises em desenvolvimento. Diante disso, estima-se
que até 2030 o numero de mortes causadas pelo distarbio metabdlico serd duas vezes maior,
podendo se tornar a sétima causa de morte em todo o mundo (WHO, 2013a).

Este significante aumento deve-se ao crescimento e envelhecimento da populagao,
além do sedentarismo e equivocados habitos alimentares que podem levar ao acumulo de peso
(ARRIETA et al., 2014).

2.2.1 Tipos de diabetes mellitus

O DM pode ser classificado em quatro tipos diferentes (NAKATA et al., 2013):

Diabetes mellitus tipo 1 (DM-1) ou diabetes mellitus insulino-dependente;
Diabetes mellitus tipo 2 (DM-2) ou diabetes mellitus ndo-insulino-dependente;
Tipos especificos de diabetes mellitus;

Diabetes mellitus gestacional (DMG);

Entretanto, as principais incidéncias da doenga ocorrem nas formas DM-1 e DM-2
(BAPTISTA, 2005).

O DM-1 que também ¢ conhecido como DM insulino-dependente ¢ mais comum entre
criangas e adolescentes, mas pode ocorrer em qualquer faixa etaria, representando de 5 a 10%
de todos os casos de DM (ADA, 2004; SANTOS, 2006); o tratamento ¢ feito, principalmente,
por injegdes diarias de insulina por toda a vida, juntamente a um controle cuidadoso do
equilibrio entre a ingestdo de glicose e a dose diaria de horménio (NELSON e COX, 2006;
WHO, 2013a).



O DM-2 ou DM néo-insulino-dependente representa cerca de 90 a 95% dos individuos
com diabetes; o tratamento ¢ feito através de mudancas no estilo de vida, incluindo uma
alimentagcdo saudavel acoplada a exercicios fisicos, podendo estar associados ao uso de
hipoglicemiantes orais (ARAUJO, BRITTO e CRUZ, 2000; BAPTISTA, 2005;
LAUTATZIS, GOULIS e VRONTAKIS, 2013; RIBEIRO et al., 2006; SANTOS, 2007).

2.3 Hipoglicemiantes Orais

Desde que o DM se tornou uma das maiores preocupacdes relacionadas a saude
publica mundial, as pesquisas voltadas aos medicamentos hipoglicémicos tem sido realizadas
com o intuito de desenvolver medicamentos mais seguros e eficazes (YU ef al., 2011), ja que
os antidiabéticos orais sdo drogas utilizadas no tratamento do diabetes nao-insulino-
dependente em casos onde a dieta e atividades fisicas ndo sdo suficientes para controlar o
nivel glicémico (LAUTATZIS, GOULIS e VRONTAKIS, 2013; MARTINS et al., 2007;
WHO, 2013a).

Os principais grupos sdo compostos pelas biguanidas e sulfonilureias, sendo que estas
agem estimulando a liberagdo de insulina pelas células B (JIANG, WU e WANG, 2007;
YAMATO et al., 1993) e as biguanidas, que possuem menor atividade hipoglicemiante, agem
estimulando a sensibilidade das células-alvos (ZACARELLI, 1987).

2.3.1 Sulfonilureias

Estas sdo medicamentos amplamente utilizados no tratamento do DM-2, pois
estimulam a secrecdo de insulina (KIMMEL e INZUCCHI, 2005), reduzem os niveis
sanguineos de glucagon e aumentam a sensibilidade das células-alvos a a¢do do horménio.
Entretanto, estimular a liberacdo de insulina pelas células B € o principal objetivo da
utilizag@o de tais hipoglicemiantes orais (SAGREIRA, 1989; SARKAR et al., 2011).

A estrutura destes antidiabéticos ¢ essencial para definir sua atividade
hipoglicemiante, sendo que todos eles sdo formados por uma estrutura basica (Figura 1), na
qual dois radicais sdo substituidos a fim de se obter diferentes compostos, assim como suas
respectivas caracteristicas, tais como poténcia, metabolismo, excrecdo, entre outras (ASMAL

e MARBLE, 1984).
Ri O $0;-NH-CO-NH-R;

Figura 1: Estrutura basica das sulfonilureias, sendo R; e R; os radicais a serem substituidos
(ASMAL e MARBLE, 1984).

De acordo com a estrutura quimica, esta classe de firmacos pode ser dividida em dois
grupos ou duas geragdes (BAPTISTA, 2005). As drogas da primeira geragdo, como a
tolbutamida e a clorpropamida, por serem menos potentes, sdo administradas em maiores
doses. Ja os antidiabéticos de segunda geracdo, como a glibenclamida e glipizida, os quais sdo
consideravelmente mais potentes, sdo utilizados em menores doses (GALDOS, 2012;
ZACARELLI, 1987). Entretanto, a idade do paciente, assim como a tolerabilidade e resposta
a medicaciio sdo relevantes para a defini¢do do hipoglicemiante correto (ARAUJO, BRITTO
e CRUZ, 2000; SARKAR et al., 2011).

As sulfonilureias agem estimulando a secrecdo de insulina e, portanto, ndo sdo
eficientes para pacientes diagnosticados com DM-1 e diabéticos nao-insulino-dependentes
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que ndo possuem o pancreas, uma vez que ¢ necessaria certa capacidade excretora de insulina
para que estes agentes sejam eficazes (DICKMAN e LEVITSKY, 2005).

De acordo com Filho (2011), as sulfonilureias sdo bem toleradas apresentando alguns
efeitos colaterais, como aumento de peso e distirbios gastrointestinais, porém sdo
rapidamente absorvidas pelo trato intestinal.

2.3.2 Biguanidas

Estes antidiabéticos possuem efeito hipoglicemiante bem menos intenso do que as
sulfonilureias, sendo que sua agdo ndo esta diretamente ligada a presenga das células f, tendo
em vista que atuam reduzindo a producao de glicose hepatica e aumentando a sensibilidade a
insulina das células-alvos presentes nos tecidos muscular e adiposo (GALDOS, 2012;
KIMMEL e INZUCCHI, 2005).

2.4 Absorcao

Dentre as diversas formas utilizadas para administrar medicamentos, a dosagem oral ¢
a mais simples e comum (CHILLISTONE e HARDMAN, 2011). Entretanto, a absorcao de
medicamentos administrados oralmente ocorre em duas etapas: a dissolugdo seguida pela
permeagdo da mesma na membrana gastrointestinal (SETHIA e SQUILLANTE, 2003;
YUKSEL, KANIK ¢ BAYKARA, 2000).

Assim, tais caracteristicas podem fazer com que a droga apresente baixa ou alta
biodisponibilidade oral, sendo esta definida como a propor¢do do medicamento ministrado
que entra na circulago sistémica comparada com a mesma dose ministrada intravenosamente,
ja que esta ndo necessita de absor¢do (CHILLISTONE e HARDMAN, 2011).

2.5 Glibenclamida (GLIB)

A GLIB ou gliburida, como ¢ conhecida na América do Norte, € um potente
hipoglicemiante oral que tem sido amplamente utilizado no tratamento do diabetes mellitus
ndo insulino-dependente (ALBU et al., 2007; LI et al., 2013; PANAGOPOULOU-KAPLANI
¢ MALAMATARIS, 2000; SHAH et al., 2013; TILLER et al., 1998), cujas propriedades
fisico-quimicas estio descritas na Tabela 1, abaixo:

Tabela 1: Propriedades fisico-quimicas da glibenclamida

Propriedades

Nome quimico 5 -cloro-N-[Z-[4-[[[(cicloexilamino)carbonil] amino|sulfonil]fenil]etil]-
2-metoxibenzamida
Féormula molecular C,3H,3CIN3O5S
Peso molecular 494 g/mol

Caracteristicas P¢ cristalino, branco ou quase branco, inodoro ou quase inodoro.
fisicas

Faixa de fusao 169°C a 174°C

Fonte: ANVISA, 2010b.



Como dito anteriormente, a estrutura quimica deste antidiabético ¢ formada a partir de
uma estrutura basica e dois radicais substituiveis. Diante disso, pode-se obter a seguinte

estrutura quimica (Figura 2):
Q 0 0
VoL | I R
S
R 8] M M
1 H\@\)\ H H
M
H

OCH,

Figura 2: Estrutura quimica da glibenclamida, onde R; e R, foram substituidos (adaptado da
ANVISA, 2010b).

Tal farmaco, que estd presente na lista de medicamentos essenciais da Organizacao
Mundial da Saide (LINDENBERG, KOPP e DRESSMAN, 2004; WHO, 2013b), ¢
administrado por via oral, geralmente por dose unica, sendo que diferentes doses podem ser
necessarias de acordo com a forma com que o antidiabético ¢ comercializado. Os picos de
concentracdo plasmatica também sofrem alteracdo, podendo ocorrer dentro de 2 a 4 horas
(BAPTISTA, 2005).

Entretanto, a solubilidade ¢ um dos principais obstaculos relacionados ao uso da
GLIB, ja que ela estd contida na classe II do Sistema de Classificacdo Biofarmacéutico
(NETO, 2012; PUIGJANER e PROHENS, 2007; REHDER et al., 2012; SHAH et al., 2013;
WEI et al, 2008), na qual estdo contidas as drogas de baixa solubilidade e alta
permeabilidade (AMIDON et al., 1995).

O Sistema de Classificacdo Biofarmacéutico ¢ uma importante ferramenta no
desenvolvimento de medicamentos, tendo em vista que classifica as substancias baseando-se
nos critérios de solubilidade e permeabilidade intestinal, os quais s@o a chave para controlar a
absor¢dao dos farmacos (AMIDON et al., 1995; BREDA et al., 2009; DRESSMAN et al.,
2001; PAPADOPOULOU et al., 2008; PARAISO, 2012).

2.6 Taxa de dissolucao

De acordo com Hattori, Haruna e Otsuka (2013), a taxa de dissolugdo de uma
substancia é definida como a variagdo na concentragdo da droga dissolvida em um intervalo
de tempo e pode ser expressa pela equagdo de Noyes-Whitney e Nernst (Equacio 1):

dC _ AD(Cs —C) )
dt hv 1)

onde,

dC/dt: taxa de dissolucao;

A: area superficial;

h: espessura da camada de difusdo;

D: coeficiente de difusdo da droga nesta camada;

Cs: solubilidade de saturacdo da droga no meio de dissolucgao;
C: concentragdo da droga no meio de dissolu¢do no tempo t;
V: volume do meio de dissolugdo;



Diante disso, pode-se observar que a taxa de dissolugdo é proporcional a area
superficial e pode ser melhorada através do aumento da mesma que estd disponivel para
dissolug¢ao (KESISOGLOU, PANMAI e WU, 2007; LI et al., 2007; SALAZAR et al., 2012).

Além disso, de acordo com Abd Elbary, Salem e Maher (2011), modificagdes na
morfologia e na cristalinidade das particulas também contribuem para a melhoria da
solubilidade de farmacos.

Sabendo que particulas de tamanho reduzido tem maior A e, consequentemente, maior
taxa de dissolucdo, diversas técnicas tem sido comumente utilizadas na industria farmacéutica
a fim de atingir tal objetivo (CHATTOPADHYAY e GUPTA, 2001; RASENACK,
STECKEL e MULLER, 2004; TURK et al., 2004; ZHAO et al., 2013).

2.7 Producio de micro e/ou nanoparticulas

A administragdo de drogas na faixa micro e/ou nanométrica ¢ uma opg¢ao efetiva para
melhorar a taxa de dissolucdo e a biodisponibilidade de substincias insuficientemente
soluveis em dgua (RASENACK, HARTENHAUER e MULLER, 2003; VANDANA et al.,
2013).

Na industria farmacéutica, a producdo de micro e/ou nanoparticulas pode ser feita por
meio de tecnologias conhecidas como “top down” e “bottom up” (EERDENBRUGH,
MOOTER e AUGUSTIINS, 2008; KECK ¢ MULLER, 2006; VERMA, GOKHALE e
BURGESS, 2009).

Dentre as primeiras, pode-se destacar a moagem (MULLER, JACOBS e KAYSER,
2001) e homogeneizacio de alta pressio (KRAUSER e MULLER, 2001). Enquanto
precipitacdo com antissolvente, rapida expansdo de solucles supercriticas, entre outras,
constituem as “bottom up” e baseiam-se na precipitagdo controlada de particulas previamente
dissolvidas (DONG et al., 2010; KECK e MULLER, 2006).

2.7.1 Cristalizacao

A cristalizagdo é o processo de formacdo de cristais, que envolve as etapas de
nucleagdo e crescimento, sendo necessaria uma solucdo supersaturada para que o processo
ocorra (LIFSHITZ e SLYOZON, 1961).

Sabe-se que o tamanho e a distribuicdo de tamanho dos cristais formados sao
controlados pela relagdo entre o grau de nucleagdo e o crescimento dos cristais, portanto este ¢
um aspecto crucial para o processo (MYERSON e GINDE, 1993).

Na primeira etapa, as moléculas do soluto que estdo dispersas no solvente comecam a
se unir, formando pequenos nticleos (“clusters”) em escala nanométrica. Entretanto, estes so
se tornam estaveis ao atingirem um tamanho critico, ou seja, os menores “clusters” dissolvem,
enquanto os maiores crescem até atingirem o tamanho critico (SAIFEE et al., 2009).

De acordo com a Teoria Classica da Nucleacdo, um “cluster” estavel ¢ obtido pelo
mecanismo de adi¢cdo que esta representado a seguir (MULLIN, 2001).

ata=a
ayta=a;
ata=a,



Vale ressaltar que o processo permanece continuo até o tamanho critico (a.) ser
atingido.

Além disso, “clusters” maiores que o tamanho critico possuem menor energia livre na
superficie, sendo que esta tende a zero com o crescimento do raio da particula.

A taxa de nucleacdo (Bg) ¢ o numero de nucleos formados por unidade de tempo por
unidade de volume. A formagao de uma suspensdo com particulas pequenas requer uma alta
taxa de nucleagdo com uma menor taxa de crescimento, sendo que ambas dependem do nivel
de saturagdo descrito pela expressdo de Arrhenius (Equacdo 2) adaptada (MYERSON e
GINDE, 1993; RABINOW, 2004).

167 73V,

3K3T3(InS)* | @

B, = Aexp [—

onde,

By: taxa de nucleagao;

A: fator pré-exponencial e tem valor tedrico de 10*nticleo/cm’s;
v: tensdo interfacial;

Vm: volume molecular;

S — supersaturacao;

T — temperatura;

Fica claro que By aumenta com o aumento da saturacdo e reduz com o aumento da
energia de superficie (MYERSON e GINDE, 1993), sendo este um termo frequentemente
utilizado para se referir a tensdo interfacial (MULLIN, 2001).

Outro fator importante ¢ a presenca de impurezas, pois estas agem como catalisadores,
promovendo a nucleagdo com menor grau de saturacdo e, consequentemente, menor By. Além
disso, a forma dos cristais também pode ser fortemente influenciada pelas mesmas
(MEENAN, ANDERSON e KLUG, 2001).

A estrutura interna da particula também ¢ definida durante a etapa de nucleacdo, ou
seja, particulas cristalinas ou amorfas podem ser formadas dependendo das condi¢des de
operacdo (PETHRICK, 2014).

J& o crescimento dos cristais ocorre quando os “clusters” atingem o tamanho critico,
sendo que esta etapa ¢, frequentemente, descrita como a variacdo do tamanho da particula
com o tempo (SAIFEE et al., 2009).

Particulas hidrofobicas dispersas em um meio hidrofilico formam uma nanosuspensao.
Entretanto, uma maior area de superficie acoplada ao tamanho reduzido das particulas
aumenta a energia livre, tornando o sistema termodinamicamente instavel. Para reduzir a
energia livre do sistema, as nanoparticulas tendem a reduzir sua interacdo com o meio através
de aglomeragdo ou crescimento do cristal (EERDENBRUGH et al., 2008; VERMA et al.,
2011).

Esta variagdo na distribui¢do do tamanho das particulas (DTP) estd diretamente
relacionada ao efeito de “Ostwald ripening”, uma vez que este ocorre em resposta a tentativa
do sistema de reduzir a energia livre de Gibbs (G). O processo pode ser observado na Equagao
3 (MYERSON e GINDE, 1993).

4G = —SdT = VAP + > s dn; + v dA, 3)



onde,

G: energia livre de Gibbs;

S: entropia;

T: temperatura;

V: volume;

Li: potencial quimico das espécies;

vs: tensdo interfacial entre a superficie da particula solida e o meio;
A: area superficial;

Na pratica, particulas de tamanhos diferentes possuem solubilidades diferentes quando
estdo presentes em uma suspensdo, resultando na dissolucdo das particulas menores e no
subsequente deposito nas maiores. Assim, o sistema reduz a area de superficie e atinge um
estado de menor energia livre de Gibbs (YAO et al., 1993).

A fim de minimizar este efeito, frequentemente utilizam-se aditivos externos que
podem inibir o crescimento dos cristais (KIM, KIM e YEO, 2014; SALAZAR, MULLER e
MOSCHWITZER, 2013).

Estes aditivos, também chamados de estabilizadores, podem ser surfactantes,
polimeros ou uma mistura dos dois. Tween 80 e Poloxamer 188 sdo exemplos de surfactantes,
enquanto hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) e hidroxipropilcelulose (HPC) constituem
exemplos de estabilizadores poliméricos (VERMA et al., 2011).

2.7.1.1 Surfactantes

Os surfactantes sdo moléculas anfipaticas (MA) que possuem uma parte hidrofobica e
outra hidrofilica. Tais moléculas possuem a formula geral RX, onde R representa uma cadeia
de atomos de carbono ¢ X, que é um grupo polar, pode ser i6nico ou nio idnico (CAROLE]I,
2005).

Surfactantes adsorvem na superficie de forma a reduzir a energia livre do sistema,
promovendo a estabilizacdo eletrostatica (idnicos) ou estérica, através dos ndo iOnicos
(SOARES, 2009; VERMA, HUEY e BURGESS, 2009).

Grupos ndo ib6nicos sdo amplamente utilizados para obter nanosuspensdes
termodinamicamente estaveis e possuem grupos polioxitilénicos — (C,H40), —, onde n pode
variar de 3 ou 4 para 20 ou mais (KUNDU et al., 2013; HIEMENZ e RAJAGOPALAN,
1997).

Na estabilizagd@o estérica, as moléculas anfipaticas neutras adsorvem na superficie das
particulas hidrofobicas, formando uma barreira capaz de evitar a aproximagdo e subsequente
aglomeragdo (EERDENBRUGH, MOOTER e AUGUSTIINS, 2008; RABINOW, 2004).

Entretanto, a concentracdo de surfactante na solucdo aquosa reduz a tensdo interfacial
somente até certo ponto (Figura 3).
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Figura 3: Tens3o interfacial versus concentragdo da molécula anfipatica [MA] na solucdo
aquosa (HIEMENZ e RAJAGOPALAN, 1997).

Nota-se que a curva da tensdo interfacial se torna constante a partir de determinada
concentracdo, ou seja, ndo exerce mais influéncia no controle de crescimento do cristal
(SCHRAMM, STAIUK e MARANGONI, 2003).

2.7.2 Tecnologias “top down”

Estas sdo assim chamadas, pois constituem processos onde os cristais iniciais sofrem
uma redug@o de tamanho por ruptura, ou seja, as particulas chocam-se umas com as outras ou
até mesmo com outro material e se “quebram” em cristais menores (KECK ¢ MULLER,
2006).

Recomenda-se a utilizacdo de drogas previamente micronizadas a fim de reduzir o
tempo do processo e evitar o entupimento do equipamento (SALAZAR et al., 2012).

2.7.2.1 Moagem

Nesta técnica, basicamente, a macrossuspensdo da droga ¢ colocada na cdmara de
moagem ja preenchida por esferas de vidro ou polimeros especiais, tais como poliestireno e
derivados. As esferas sdo movidas por um misturador e a droga, que esta entre as esferas, ¢
moida (HEZAVE, AFTAB e ESMAEILZADEH, 2010; KECK e MULLER, 2006).

A moagem ¢ amplamente utilizada na industria farmacéutica, mas apresenta algumas
desvantagens, como ampla distribuicdo de tamanho (ZHANG et al., 2006; MIDOUX et al.,
1999). Outra desvantagem ¢é a possivel contaminag¢do da droga pela degradacdo do material
das esferas (KECK e MULLER, 2006).

2.7.2.2 Homogeneizacao de Alta Pressdao (HAP)

Nesta tecnologia, a droga é dispersa em uma solu¢do aquosa com ou sem surfactante e
a macrossuspensdo resultante é acelerada ¢ conduzida a passar por uma camara de
homogeneizagdo a alta pressdo onde as particulas se chocam e reduzem seu tamanho (KECK
e MULLER, 2006; MULLER, JACOBS e KAYSER, 2001).

2.7.3 Tecnologias “bottom up”
Estes processos partem de particulas previamente dissolvidas e promovem a

precipitagdo das mesmas atraves da adi¢do de um antissolvente ou expandindo rapidamente a
solu¢ao (KECK e MULLER, 2006; VERMA, GOKHALE e BURGESS, 2009).



2.7.3.1 Precipitagdo com Antissolvente Liquido (PAL)

E uma tecnologia amplamente utilizada para produzir microparticulas quando a
substancia ¢ moderadamente soluvel em um solvente organico em particular. O método
apresenta algumas vantagens, como ser de baixo custo, rapido, direto e de facil
implementagdo industrial, além de nio envolver etapas de aquecimento ou resfriamento
(BOUTIN, PETIT-GAS e BADENS, 2009; KIM, KIM e YEO, 2014; ZHAO et al., 2013).

Na precipitacdo com antissolvente liquido, a droga ¢ dissolvida no solvente organico e
a solu¢do formada entra em contato com o antissolvente, geralmente em condi¢cdes ambientes,
fazendo com que a precipitacdo ocorra imediatamente (LI ez al., 2007).

O antissolvente reduz a solubilidade do soluto no solvente, podendo causar uma rapida
supersaturagdo, que funciona como forca motriz da cristalizagdo (DONG et al., 2010;
ROSSMANN et al., 2013).

Diversos fatores podem interferir na eficiéncia do processo, sendo eles a concentragdo
da solugdo da droga, a razdo antissolvente/solvente, a intensidade de agitagdo, tempo de
precipitag@o e a concentrag@o de aditivo (WEY e KARPINSKI, 2001; ZHAO et al., 2013).

Além disso, o processo possui limitagdes e dificuldades no controle do crescimento e
na retirada de solvente da superficie das particulas formadas (CHATTOPADHYAY e
GUPTA, 2001).

Vale ressaltar que uma mistura rapida e homogénea entre o solvente e o antissolvente
¢ crucial para produzir micro e/ou nanoparticulas, uma vez que promove maior contato entre
as partes, favorecendo a supersaturagdo (DONG et al., 2010).

2.7.3.2 Precipitacdo com Antissolvente Supercritico (PAS)

A Precipitagdo com Antissolvente Supercritico utiliza o mesmo principio da PAL,
tendo em vista que a droga precipita devido a supersaturacdo da solucdo causada pelo
antissolvente. Entretanto, na PAS se utiliza o antissolvente nas condi¢des supercriticas, tendo
em vista a baixa solubilidade de farmacéuticos no mesmo (PARK et al., 2014;
REVERCHON, MARCO e TORINO, 2007).

A PAS tem sido utilizada com varias siglas, entretanto, o processo ¢ substancialmente
o mesmo, diferindo-se apenas no modo de operacdo: batelada (GAS, em inglés “gas anti-
solvent”) e semicontinuo (SAS, em inglés “supercritical anti-solvent”). (REVERCHON e
ADAMLI, 2006)

No GAS, a solucdo contendo a droga ¢é previamente colocada na cémara de
precipitacdo e a adi¢do do fluido supercritico (FSC) ¢ feita gradualmente até atingir a pressao
desejada (DEHGHANI e FOSTER, 2003).

Ja no SAS, a solugdo da droga e o fluido supercritico sdo injetados simultaneamente
na camara de precipitagdo, onde pressdo e temperatura sdo controlados (MORIBE, TOZUKA
e YAMAMOTO, 2008).

Em ambos os casos, depois de certo tempo, as particulas precipitadas sdo “lavadas”
pela passagem de FSC em condi¢des isobaricas para retirada de solvente da superficie das
mesmas. Assim, a PAS dispensa etapas adicionais para retirada de solvente residual
(CHATTOPADHYAY e GUPTA, 2001; DEHGHANI e FOSTER, 2003; KIM, KIM e YEO,
2014).

Sabe-se que as caracteristicas do FSC sdo extremamente sensiveis as alteragdes na
pressdo e temperatura, portanto ¢ de suma importancia que a etapa de “lavagem” seja feita
isobaricamente para evitar alteragdes na densidade do fluido (SOARES, 2010).
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Ao final do processo, restam apenas as particulas produzidas na camara de
precipitagdo, podendo ser amorfas ou cristalinas (PARK e YEO, 2008; REVERCHON,
MARCO e TORINO, 2007).

A alta difusividade e densidade do FSC promovem uma supersaturacdo extremamente
rapida e, consequentemente, a producdo de particulas em escala nanométrica. Diante disso, ¢
possivel controlar o tamanho, a distribuicdo do tamanho e morfologia das particulas formadas
(DEHGHANI e FOSTER, 2003).

Vale ressaltar que a supersaturacdo ocorre em resposta a reducdo da solubilidade da
substancia na solucdo causada pela expansdo volumétrica da fase liquida (PARK e YEO,
2008).

A expansdo volumétrica da fase liquida provocada pela difusdo do FSC na solugdo
causa a reducdo do poder de solvatagdo do solvente organico, proporcionando a precipitacao
do soluto em questao (FUENTE BADILLA, PETERS e SWAAN ARONS, 2000).

Tal alteracdo na solubilidade esta diretamente relacionada a miscibilidade do solvente
e do antissolvente ¢ das condigdes operacionais. Portanto, em ambos os casos, o solvente
organico e o FSC devem ser totalmente misciveis nas condi¢des de operagdao (REVERCHON
e ADAMLI, 2006).

Diante disso, a inje¢do ¢ feita pelo fundo do precipitador, a fim de promover uma
maior e mais eficiente mistura entre o solvente e o antissolvente (JUNG ¢ PERRUT, 2001).

De acordo com Reverchon, Marco e Torino (2007), a total miscibilidade entre o
solvente e o fluido supercritico ¢ alcangada acima do ponto critico da mistura (PCM) binaria
(solvente + FSC), entretanto, a presenca do soluto altera PCM da mistura. Tal alteragdo pode
ser vista na Figura 4:

PCM (sistema ternario)

PCM (sistema binirio) - N

P, bar

~

______ .

Figura 4: Ponto critico da mistura binaria versus adi¢do do soluto a uma dada concentragcao
(REVERCHON, MARCO e TORINO, 2007).

Dados de equilibrio liquido-vapor de sistemas deste tipo s@o dificilmente encontrados.
Diante disso, ¢ aconselhavel selecionar pressdes relativamente maiores que o ponto critico do
sistema binario (solvente + FSC) para evitar que o processo ocorra sob condi¢des subcriticas
(REVERCHON e ADAMI, 2006).

Assim, aconselha-se a trabalhar com pressdes entre 120 e 180 bar e temperaturas entre
35 e 60°C (REVERCHON, MARCO e TORINO, 2007).

11



Entretanto, a grande quantidade de pardmetros passiveis de significativa influéncia no
processo, como concentragdo da solucdo, pressdo, temperatura, taxa de injecdo do FSC,
concentragdo de aditivo, miscibilidade do solvente e do FSC, tornam dificil a otimizac¢do do
sistema (ERRIGUIBLE, FADLI e SUBRA-PATERNAULT, 2013).

2.7.3.3 Rapida Expansdo de Solucdes Supercriticas (RESS)

Nesta técnica, a precipitagdo da droga € resultado de uma rapida despressurizacdo do
fluido supercritico que ocorre quando o mesmo passa por uma regido de estrangulamento da
linha antes de entrar na regido de menor pressao, reduzindo, repentinamente, a solubilidade da
substancia (SANE e LIMTRAKUL, 2009; THAKUR e GUPTA, 2006; WEBER e THIES,
2007). Uma visao geral do processo esta apresentada pela Figura 5, a seguir:

L

Figura 5: Diagrama da Rapida Expansdo de Solu¢des Supercriticas: (A) cilindro de CO2; (B)
bomba de alta pressdo; (C) extrator; (D) precipitador; (V) valvulas (Fonte: adaptado de JUNG
e PERRUT, 2001).

Basicamente, o diéxido de carbono ¢ bombeado e aquecido até atingir a pressdo e
temperatura desejadas e, em seguida, o FSC ¢é bombeado para a unidade de extracdo onde se
encontra a droga a ser solubilizada. Na unidade de precipitagdo, a solu¢do formada (FSC +
droga) ¢ expandida ao passar por um estrangulamento reduzindo a densidade e,
consequentemente, o poder de solvatagdo do FSC, resultando na répida precipitacdo da droga
(JUNG e PERRUT, 2001; WEBER e THIES, 2007).

A auséncia de solvente residual torna o método atrativo, ja que ndo é necessario
dissolver a droga em solventes organicos. Diante disso, a tecnologia de RESS é muito
utilizada para produzir particulas micro e/ou nanométricas, entretanto ¢ amplamente limitada
devido a baixa solubilidade de muitos solidos no CO, supercritico (GUAN et al., 2013;
WANG e LIN, 2014).

2.8 Planejamento Experimental

O tamanho, a distribui¢do do tamanho e¢ a morfologia das particulas formadas
dependem de muitos parametros e, para que se possa identificar e quantificar o efeito destas
varidveis, a utilizagdo do planejamento experimental ¢ de suma importancia para o controle e
otimizagdo de processos (RODRIGUES e LEMMA, 2009).

A primeira etapa do planejamento experimental ¢ definir quais sdo os fatores a serem
estudados, a variavel resposta e o objetivo a ser alcangado para que a escolha do planejamento
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seja feita adequadamente, tendo em vista que diferentes objetivos demandam diferentes
planejamentos (NETO, SCARMINIO e BRUNS, 2001).

A técnica (do inglés, “one-factor-at-a-time”) que varia um fator por vez, mantendo-se
os demais constantes ¢ extremamente utilizada, sendo que ao final de todos os experimentos €
possivel visualizar como a variavel resposta ¢ afetada. Entretanto, o fato de demandar muito
tempo e recursos consistem suas principais desvantagens (MONTGOMERY, 2001).

Planejamentos fatoriais sdo muito utilizados quando se deseja avaliar o efeito de um
ou mais fatores na variavel resposta, sendo que nestes, os parametros e os respectivos niveis
nos quais serao estudados variam simultaneamente (CATEN, 1995).

Vale ressaltar que os planejamentos fatoriais s@o ditos completos quando todas as
combinagdes possiveis entre fatores e niveis sdo executadas durante a fase experimental.
Geralmente, se existem k fatores, sdo necessarias 2k combinagdes, podendo aumentar com o
aumento do niumero de fatores. (MONTGOMERY, 2001).

Quando o numero de pardmetros ¢ igual ou superior a quatro, pode ser conveniente
iniciar por um planejamento fatorial fracionado, no qual apenas uma fra¢do do fatorial
completo ¢ utilizada, reduzindo tempo e custo final e possibilitando detectar a melhor
condicdo experimental, sem reducdo da acurdcia dos experimentos (RODRIGUES e
LEMMA, 2009).

Entretanto, pode exigir que o pesquisador colete informagdes na literatura, a fim de
entender melhor o comportamento das variaveis envolvidas e definir os melhores niveis a
serem utilizados nos experimentos (BONDUELLE, 2000).

2.8.1 Método Taguchi

Envolvido com problemas no controle de qualidade da industria japonesa, o
engenheiro e estatistico Genichi Taguchi propds um novo método comumente conhecido
como M¢étodo Taguchi, sendo este um planejamento fatorial fracionado (NETO,
SCARMINIO e BRUNS, 2001; ROY, 2010).

Taguchi observou que 85% da perda de qualidade podem ser atribuidos ao processo de
produgdo, enquanto apenas 15% estdo relacionados a fatores externos ou incontrolaveis
(ROY, 2010).

Assim, Taguchi desenvolveu sistemas de produgdo que fossem robustos ou insensiveis
a estas variagdes, ou seja, a ideia principal do planejamento se concentra em reduzir ao
maximo o efeito destes pardmetros sobre a variavel resposta (HEDAYAT, SLOANE e
STUFKEN, 1999).

Para tal, o engenheiro desenvolveu tabelas especiais conhecidas como arranjos
ortogonais, que possuem forma geral representada pela Equacdo 4 (ROY, 2010):

0A,(b)S, (4)
onde,

OA: arranjo ortogonal;

a: numero de experimentos;

b: ntimero de niveis de cada fator;

c: numero maximo de variaveis que podem ser avaliadas;

Taguchi fornece diversas matrizes ortogonais, sendo que a escolha adequada deve ser
feita baseando-se na quantidade de niveis e fatores a serem avaliados (MOITA, 2007). As
principais matrizes podem ser observadas na Tabela 2:
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Tabela 2: Principais arranjos ortogonais propostos por Genichi Taguchi

Numero Maximo niumero de variaveis

Arranjo Numero de

Ortogonal experimentos maximo 2 niveis 3 niveis 4 niveis 5 niveis
de fatores
OA4 4 3 3 - - -
OAjg 8 7 7 - - -
OAy 9 4 - 4 - -
OA 12 11 11 - - -
OAj6 16 15 15 - - -
OA's6 16 5 - - 5 -
OA g 18 8 1 7 - -
OA»s 25 6 - - - 6
OA»; 27 13 - 13 - -
OAs; 32 31 31 - - -
OA's, 32 10 1 - 9 -

Um arranjo para sete fatores com dois niveis cada esta disposto na Tabela 3:

Tabela 3: Arranjo Ortogonal OAg(2)’

Fator/Nivel A B C D E F G
1 1 1 1 1 1 1 1
2 1 1 1 2 2 2 2
3 1 2 2 1 1 2 2
4 1 2 2 2 2 1 1
5 2 1 2 1 2 1 2
6 2 1 2 2 1 2 1
7 2 2 1 1 2 2 1
8 2 2 1 2 1 1 2

O arranjo possui oito linhas e sete colunas. Cada linha representa uma condigdo
experimental com os niveis dos fatores sendo indicados pelos niumeros (1 e 2), enquanto as
colunas correspondem aos parametros (MOITA, 2007).

Pode-se observar que todas as colunas possuem igual nimero de niveis e, a0 comparar
duas colunas quaisquer, percebe-se igual nimero das combinagdes (1,1), (1,2), (2,1) e (2,2).
Assim, quando duas colunas de um arranjo formam essas combinagdes 0 mesmo nimero de
vezes, as colunas sdo ditas ortogonais (ROY, 2010).

Uma vez definido o arranjo, bem como os fatores e seus respectivos niveis, o proximo
passo consiste na realizacdo dos experimentos conforme estabelecidos pela matriz, podendo
ser realizadas algumas repeti¢des (HEDAYAT, SLOANE e STUFKEN, 1999).

A andlise dos resultados ¢ feita com o intuito de determinar os fatores significantes e
sua influéncia na variabilidade dos resultados (RODRIGUES e LEMMA, 2009).
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3 - MATERIAIS E METODOS

Primeiramente, foi feita a determinagdo da solubilidade da glibenclamida nos
diferentes solventes organicos etanol, metanol, acetona e isopropanol.

A cristalizacdo da GLIB foi feira por meio da precipitacdo com antissolvente liquido,
utilizando etanol como solvente e agua como antissolvente. A malha experimental foi
determinada de acordo com o arranjo ortogonal OA(3)* que possibilita avaliar até quatro
fatores com trés niveis cada em apenas nove experimentos.

As variaveis estudadas foram concentracdo da solucdo, razdo de volume
antissolvente/solvente, intensidade de agitacdo e concentracio de TWEEN® 80.

Posteriormente, foi feita a caracterizacdo das particulas obtidas através de andlise
granulométrica, microscopia 6tica, difracdo de raios-X, espectroscopia no infravermelho com
Transformada de Fourier, além da determinacdo da taxa de dissolugdo por meio de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).

O principio ativo utilizado foi doado pela Fundacdo para o Remédio Popular (FURP),
situada em Guarulhos, Sdo Paulo.

Assim, os materiais e a metodologia utilizados estdo dispostos abaixo:

3.1 Materiais

e Glibenclamida (CAS 10238-21-8): doada pela Fundacdo para o Remédio Popular
(FURP) localizada na cidade de Guarulhos, Sao Paulo;

Etanol (VETEC, 99,8%);

Metanol (VETEC, 99,8%);

Isopropanol (VETEC, 99,5%);

Acetona (VETEC, 99,8%);

TWEEN® 80 (CAS 9005-65-6): adquirido pela Sigma-Aldrich;
Acetonitrila UV/HPLC (VETEC, 99,9%);

Fosfato de potassio monobasico P.A (VETEC);

Fosfato de sddio dibasico hepta-hidratado P.A (VETEC);
Fosfato de sodio monobasico mono-hidratado P.A (VETEC);
Acido fosférico P.A (VETEC);

3.2 Determinacio da Solubilidade

O processo tem inicio com a selecdo do solvente adequado, tendo em vista que
solventes organicos sdo utilizados para dissolver drogas insoluveis em agua. Entretanto,
propriedades como toxicidade e custo devem ser avaliadas, a fim de obter medicamentos mais
seguros e economicamente viaveis (CHENG et al., 2010).

A solubilidade da GLIB (mg.mL™") foi determinada nos solventes orgénicos etanol,
metanol, acetona e isopropanol. Para tal, cerca de 10 mg da droga foram cuidadosamente
pesados em uma balanga eletronica (HR-120, A&D Company) e colocados em um béquer, no
qual uma aliquota de 1 ml do solvente foi adicionada com o auxilio de uma pipeta até a
completa dissolu¢do da droga. Todo o procedimento foi feito utilizando-se um agitador
magnético (Modelo 753A, Fisatom) e repetido no minimo trés vezes (SALAZAR, MULLER
e MOSCHWITZER, 2013).
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3.3 Procedimento experimental

A particulas de glibenclamida foram cristalizadas por processo de precipitagdo com
antissolvente liquido utilizando nove condi¢des experimentais diferentes.

3.3.1 Precipitacdo com Antissolvente Liquido (PAL)

O diagrama do processo de precipitacio com antissolvente liquido utilizado em
laboratério pode ser observado na Figura 6, disposta a seguir:

[OF

Figura 6: Diagrama da unidade experimental da precipitagdo com antissolvente liquido: (A)
solucdo da droga; (B) bomba peristaltica; (C) agitador; (D) precipitador; (E) centrifuga; (F)
estufa (Fonte: adaptado de ZHAO et al., 2013).

Primeiramente, a droga foi dissolvida no solvente orgénico e a solug@o resultante foi
filtrada através de uma membrana 0,22 um (Millipore®) para retirada de possiveis impurezas.
Utilizando uma bomba peristaltica (Mini-S 420, Ismatec) com fluxo de 15 mL.min”, a
solucdo foi injetada no antissolvente sob agitagio (RW 16 basic, IKA™), sendo que 0 mesmo
ja continha uma quantidade de aditivo TWEEN® 80 previamente determinada. Assim, a
precipitacdo ocorreu imediatamente. Passados cinco minutos, a suspensdo esbranquigada foi
centrifugada (EBA 12, Hettich Zentrifugen) a 5000 rpm por dez minutos e filtrada logo em
seguida. Posteriormente, as particulas obtidas foram secas a 50°C por oito horas (EDG 3P-S
1800) e deixadas no dessecador. A metodologia utilizada foi descrita em Shah et al., (2013).

Devido ao grande numero de fatores e experimentos, optou-se por realizar em
triplicata apenas as condi¢des experimentais que exibiram maior ¢ menor diametro médio de
Brouckere.

O tempo de precipitacdo foi definido com base nos resultados obtidos por Wang et al.,
(2007), Zhao et al., (2013) e Zhang et al., (2009).

De acordo com Zhao ef al., (2013), os menores didmetros de particulas (5,727 pm)
foram obtidos utilizando-se 8 minutos de agitacao.

Wang et al., (2007) avaliaram a variacdo no tamanho das particulas nos tempos de 10
segundos, 1, 2 e 4 minutos e verificaram que quando o tempo de precipitacdo foi aumentado
de 10 segundos para 2 minutos, houve uma drastica redugdo no tamanho de 4,91 para 1,5 pm,
respectivamente. Entretanto, o aumento para 4 minutos ndo alterou o didmetro médio das
particulas (1,5 pm).

Zhang et al., (2009) utilizaram os tempos de 30 segundos, 10, 30 e 60 minutos e
verificaram que as menores particulas foram obtidas com 30 segundos (410nm). Entretanto,
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quando o tempo de precipitacdo foi aumentado para 10 minutos, ndo houve variacdo
significativa no tamanho (420 nm). Ja para os tempos de 30 e 60 minutos, houve um drastico
aumento do didmetro médio de 800 nm para 1200 nm, respectivamente.

Tal fendmeno pode ser explicado pelo crescimento do cristal durante a agitagdo, ou
seja, durante o processo as pequenas particulas formadas colidem e se agregam, causando o
crescimento do cristal (ZHANG et al., 2009). Diante disso, optou-se por utilizar o tempo de 5
minutos.

3.3.1.1 Planejamento Experimental

Tendo em vista que o planejamento experimental ¢ utilizado com o intuito de reduzir a
malha experimental, Rodrigues e Lemma (2009) afirmam que quando se utiliza um
planejamento fatorial fracionado, o nimero minimo de experimentos pode ser igual ao
nimero de variaveis mais quatro ensaios.

Sabendo-se que os fatores estudados sdo concentragio da solugio da droga [mg.mL™],
razdo de volume antissolvente/solvente [A/S], intensidade de agitacdo [rpm] e concentragdo
de aditivo [% massa de aditivo/massa de GLIB], optou-se pelo arranjo OAe(3)* proposto por
Taguchi que permite avaliar até quatro parametros com trés niveis cada em nove
experimentos (Tabela 4) gerados pelo “software” Statistica™ 10 (USA).

Tabela 4: Arranjo ortogonal OA9(3)4

Fator/Nivel A

=]

—

N=J-REN BN N0 I "SR S R
W W WNNN = —
W= WM~ W —
D — W= W WN A
— W= W W~

Os niveis de cada fator foram definidos tendo como base a literatura ¢ a realizacdo de
alguns experimentos preliminares. Sendo assim, as variaveis estudadas, bem como seus
respectivos niveis, estdo dispostas na Tabela 5, abaixo:

Tabela 5: Arranjo ortogonal OAo(3)"

] A B C D
Fator/Nivel =\ L] [A/S] [rpm]  [Y%m/m]
1 0.5 5 300 0,000
2 1,0 10 600 0,001
3 2.0 20 1500 0.002

A — concentragdo da solugdo [mg.mL™"];

B —razdo de volume antissolvente/solvente;

C — intensidade de agitacao;

D — concentragdo de aditivo [% massa de aditivo/massa de GLIB];
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Vale ressaltar que o diametro médio de Brouckere ou diametro médio D[4,3], como ¢
definido pelo equipamento de analise, foi definido como a varidvel dependente ou variavel
resposta ¢ medido em cada experimento. Diante disso, estes valores foram utilizados para
determinar o efeito dos fatores na variavel resposta e, consequentemente, seus respectivos
niveis de influéncia.

O efeito principal de cada fator sobre a variavel resposta pode ser definido como a
variagdo observada na mesma pela variacdo no nivel do parametro (MONTGOMERY, 2001).

Ainda segundo Montgomery (2001), tal efeito pode ser obtido pela diferenga entre a
maior e menor média dos valores medidos para a variavel resposta nos diferentes niveis de
cada fator. Na pratica, o céalculo do efeito dos quatro fatores com trés niveis cada pode ser
observado nas Equacgdes 5 a 20, a seguir:

Efeito (EA) de A

B Y.(didmetro médio das particulas em A,)

= , 5
: . 5)
Y:(didmetro médio das particulas em A,)
2 = 3 ’ (6)
Y.(didmetro médio das particulas em A3)
A3 - 3 ) (7)
onde,
A; = média dos valores medidos para a variavel resposta no nivel 1;
A, = média dos valores medidos para a variavel resposta no nivel 2;
Az =média dos valores medidos para a variavel resposta no nivel 3;
Assim, o efeito (Ep) de A pode ser obtido através da Equagao 8:
Ea = Amaior — Amenor )]
Efeito (Eg) de B
Y.(didmetro médio das particulas em B;)
B1 = 3 ) (9)
didmetro médio das particulas em B
B, = 2( p 2) ' (10)
3
diametro médio das particulas em B
B, = x( p 3)’ 1)

3

onde,
B = média dos valores medidos para a variavel resposta no nivel 1;

B, = média dos valores medidos para a variavel resposta no nivel 2;
B3 = média dos valores medidos para a variavel resposta no nivel 3;
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Assim, o efeito (Eg) de B pode ser obtido através da Equagédo 12:
Eg = Bmaior — Bmenor (12)
Efeito (Ec) de C

didmetro médio das particulas em C
¢, = il 2) (13)

C - Y'(didmetro médio das particulas em C,)
2 = )
3

(14)

c Y.(didmetro médio das particulas em C5)
3= )
3

(15)

onde,
C; = média dos valores medidos para a variavel resposta no nivel 1;
C, = média dos valores medidos para a variavel resposta no nivel 2;
C; = média dos valores medidos para a variavel resposta no nivel 3;
Assim, o efeito (Ec) de C pode ser obtido através da Equagao 16:
Ec = Chaior — Cmenor (16)
Efeito (Ep) de D

didmetro médio das particulas em D
D, = 2( - p 1)’ (17)

Y.(didmetro médio das particulas em D,)
2 = )
3

(18)

Y.(didmetro médio das particulas em D)

onde,
D; = média dos valores medidos para a variavel resposta no nivel 1;
D, = média dos valores medidos para a variavel resposta no nivel 2;
D; = média dos valores medidos para a variavel resposta no nivel 3;
Assim, o efeito (Ep) de D pode ser obtido através da Equacao 20:
Ep = Dmaior — Dmenor (20)
Diante disso, observa-se que o fator que apresentar o maior valor de E, destaca-se

como o parametro de maior influéncia, bem como os niveis que causarem menor alteragdo na
variavel resposta constituem a condi¢do mais robusta.
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Sobre o conjunto de dados, aplicou-se a analise de variancia (ANOVA) para verificar
o nivel de significancia de cada fator na varidvel resposta, permitindo classifica-lo como mais
ou menos significante, sendo que tal andlise estatistica foi feita através do “software”
Statistica™ 10 (USA).

3.4 Caracterizacao
3.4.1 Analise Granulométrica

A andlise granulométrica foi feita com as particulas de GLIB de tamanho inicial, bem
como das particulas obtidas pelas nove condi¢des experimentas.

A distribuicdo de tamanho de particula (DTP) pode ser representada de diversas
maneiras dependendo do principio de medicao utilizado, dentre as quais pode-se citar as
distribui¢cdes em base de niimero e volume. A primeira ¢ baseada na analise de imagens e ¢
indicada quando conhecer o nimero de particulas presentes na amostra ¢ importante. Ja na
DTP baseada em volume, a intensidade de luz espalhada € proporcional ao volume da
particula, ou seja, particulas de maior volume apresentam maior intensidade na curva de
frequéncia (MALVERN, 2014).

Na Figura 7, € possivel visualizar as diferentes distribuicdes de tamanho de particula
de uma amostra composta por igual numero de particulas de didmetros de 5 ¢ 50 nm
(MALVERN, 2014).

Numero Volome

1 1 1000

% Kelativa
24 Relativa

I * ]

5 10 50 100 5 10 0 100

Figura 7: Distribuicdo de tamanho de particulas em base de nimero e volume para uma
mesma amostra (Fonte: adaptada de Malvern, 2014).

E possivel observar que na primeira distribuigio as particulas relatam igual
contribuicdo, enquanto na DTP baseada em volume as particulas de maior didmetro exibem
um sinal significativamente maior.

A fim de simplificar a interpretagdo dos resultados, diversos parametros estatisticos
podem ser utilizados. Dentre estes, pode-se citar o diametro médio da populacdo e as
porcentagens djo, dso € doo, as quais representam o didmetro médio abaixo do qual 10, 50 e 90
% da amostra se encontram, respectivamente. Vale ressaltar que tais porcentagens sao
frequentemente relatadas para distribuigdes baseadas em volume (MALVERN, 2014).

O diametro médio das particulas presentes na amostra pode ser definido de diferentes
maneiras, sendo mais comumente utilizados o diametro médio de Brouckere {D [4,3]} ¢ o
didmetro médio de Sauter {D [3,2]} (MALVERN, 2014).
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Em tal estudo, foi utilizada a técnica de espalhamento de luz estatico conhecida como
difragdo a laser para determinar a distribuicdo do tamanho das particulas, sendo esta uma
técnica amplamente utilizada em amostras secas ou dispersas em um meio, cuja curva de
frequéncia é baseada em volume (MALVERN, 2014).

A técnica de difracdo a laser utiliza um feixe de luz que, ao incidir na superficie da
particula solida, difrata a um angulo inversamente proporcional ao seu tamanho, permitindo
determinar a DTP medindo-se a varia¢do angular na intensidade da luz difratada pela amostra.
Esta variag@o angular é comparada a um valor tedrico de difracdo imposto pela Teoria de Mie,
a fim de calcular o diametro médio das particulas (FILHO, 2011).

Esta teoria parte do principio de que todas as particulas sdo esféricas e indica o
tamanho como didmetro de uma esfera de volume equivalente {D [4,3]} (MALVERN, 2014).

O analisador de tamanho de particulas Mastersizer 2000 da Malvern Instruments foi
utilizado (Figura 8), sendo que sua faixa granulométrica varia de 0,02 a 2000 pm
(MALVERN, 2014).

Figura 8: Analisador de tamanho de particulas Mastersizer 2000 (Fonte:
www.malvern.com.br).

Tendo em vista que as analises foram feitas com a amostra dispersa, foi utilizada agua
como meio dispersante. Seguindo as orientagcdes contidas no manual do equipamento, a
amostra foi cuidadosamente adicionada ao meio até a concentragdo adequada, aguardou-se o
tempo de dez minutos para garantir que a amostra pudesse se dispersar completamente e,
posteriormente, foram realizadas as medigdes.

O equipamento se encontra no Laboratorio de Escoamento de Fluidos Giulio
Massarani, Instituto de Tecnologia, Departamento de Engenharia Quimica, Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro (IT/DEQ/UFRRJ), Seropédica, Rio de Janeiro, onde as
analises foram realizadas.

3.4.1.1 Efeito do ultrassom

O ultrassom foi utilizado em todas as analises, tendo em vista que auxilia na dispersao
das particulas, principalmente em partes aglomeradas da amostra e tal efeito foi investigado
através do analisador de tamanho de particulas Cilas 1190 (Figura 9), o qual possui uma faixa
granulométrica que varia de 0,04 a 2500um. Este possui o0 mesmo principio de funcionamento
do Mastersizer 2000, porém ¢ acoplado a um microscopio (ExpertShape, Cilas) equipado com
uma camera que possibilita obter imagens da amostra em suspensdo, em uma faixa
granulométrica que varia de 0,5 a 2500pum (CILAS, 2009).
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Figura 9: Analisador de tamanho de particula Cilas 1190 acoplado ao microscopio (Fonte:
www.cilas.com).

As analises foram feitas seguindo as mesmas especificacdes da analise anterior,
entretanto a distribuicdo granulométrica e as imagens foram obtidas tanto para a amostra que
foi exposta ao ultrassom, quanto para a que foi dispersa apenas pela agitacao.

As analises foram realizadas no Laboratério de Analises Quimicas, Centro de
Pesquisas e Desenvolvimento Leopoldo Américo Miguez de Mello (Cenpes).

3.4.1.2 Tempo de exposi¢ao ao ultrassom

Para definir o tempo de exposicdo ao ultrassom, foi utilizado o analisador de tamanho
de particulas ParticleTrack E25 da Mettler Toledo (Figura 10), o qual possui uma faixa
granulométrica que varia de 0,5 a 2000 um e ¢ diretamente inserido no processo sem a
necessidade de preparacdo adicional da amostra.

HIETTLER TOLEDO

Figura 10: Analisador de tamanho de particulas ParticleTrack E25 (Fonte:
http://us.mt.com/us/en/home.html).
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Tal equipamento faz a contagem de particulas presentes na amostra e fornece o
tamanho das mesmas, possibilitando verificar a quantidade e a variagdo do tamanho das
particulas com o tempo.

Estas andlises também foram realizadas no Laboratorio de Escoamento de Fluidos
Giulio Massarani (IT/DEQ/UFRRYJ), Seropédica, Rio de Janeiro.

3.4.2 Microscopia Otica (MO)
As andlises de microscopia otica foram realizadas com o intuito de avaliar a

morfologia dos cristais. Foi utilizado um microscopio (Figura 11) equipado com a camera
AxioCam MRc¢ (Zeiss).

Figura 11: Microscopio 6tico (Zeiss) equipado com a cdmera AxioCam MRc.

De acordo com Filho (2011), a microscopia 6tica ou de luz permite o aumento de
imagens através da luz que, ao incidir sobre a amostra, passa por um conjunto de lentes.

Cerca de 2 mg de GLIB foram misturadas a uma gota de dgua deionizada e a laminula
foi colocada sobre a amostra, que foi analisada utilizando aumento de 1000 vezes.

As anélises foram feitas no Laboratério de Microscopia Otica, Embrapa Agrobiologia,
Seropédica, Rio de Janeiro, Brasil.

3.4.3 Difracao de raios-X (DRX)

A transformacdo de particulas cristalinas para o estado amorfo ¢ uma das técnicas
utilizadas para melhorar a taxa de dissolu¢do do medicamento (ZHANG et al., 2009).

Diante disso, a caracterizacdo das particulas quanto 4 sua cristalinidade foi realizada
pelo difratdmetro de raios-X MiniFlex Il da Rigaku (Figura 12), localizado no Laboratorio de
Catalise Heterogénea (IT/DEQ/UFRRYJ), Seropédica, Rio de Janeiro.
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Figura 12: Difratometro de raios-X MiniFlex II.

Os difratogramas foram obtidos com o intuito de verificar uma possivel alteragdo na
cristalinidade das particulas produzidas, tendo em vista as diferentes condi¢des de operagdo
utilizadas.

O equipamento utilizou uma radiagdo CuKa, tensdo de 30 kV e corrente de 15 mV, no
intervalo de 0,05%segundo, com varredura de 1-60°.

3.4.4 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier

Tendo em vista que a espectroscopia no infravermelho fornece evidéncias da presenca
de diferentes grupos funcionais na estrutura do material, tal analise foi feita com o intuito de
verificar possiveis alteragdes na estrutura quimica das particulas de glibenclamida.

Os espectros foram obtidos pelo espectrometro com Transformada de Fourier
VERTEX 70 da Bruker (Figura 13), localizado no Departamento de Quimica da Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro (DEQUIM/UFRRYJ), Seropédica, Rio de Janeiro.

Figura 13: Espectrometro VERTEX 70.

Cerca de 5 mg da droga foram previamente dessecados e misturados a uma quantidade
de brometo de potassio (KBr). Posteriormente, a mistura foi triturada, pesada, prensada e
introduzida no equipamento para anélise em uma faixa de 4000 - 400 cm.
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3.4.5 Teste de dissolucao

O teste de dissolucdo possibilita determinar a quantidade de GLIB dissolvida no meio
de dissolu¢do em determinado tempo (ANVISA, 2010a; FILHO, 2011).

A andlise foi realizada em um cromatografo de fase liquida de alta eficiéncia (CLAE)
(Modelo LC-20AT, Shimadzu) provido de detector UV-Visivel (Modelo SPD-M20A,
Shimadzu), localizado no Laboratorio de Processos de Separagdo (IT/DEQ/UFRRIJ),
Seropédica, Rio de Janeiro.

Foi utilizada uma coluna C18 de fase reversa Shimadzu (Shim-pack CLC-ODS, de 6
mm de didmetro interno e 150 mm de comprimento) empacotada com silica ligada ao grupo
octadecilsilano, mantida a temperatura ambiente.

3.4.5.1 Fase movel

A fase movel utilizada ¢ constituida por uma mistura de tampdo fosfato pH 3,0 e
acetonitrila (30:70) e o fluxo utilizado foi de 1,0 mL.min"".

3.4.5.2 Tampao fosfato 3,0

Foram dissolvidos 1,36 g de fosfato de potassio monobasico em 900 ml de agua,
ajustou-se o pH em 3,0 = 0,1 com acido fosforico e diluiu-se para 1000 ml com agua.

3.4.5.3 Aparelhagem

O sistema para dissolugdo ¢ composto por trés componentes: as cubas, recipientes
abertos de forma cilindrica e fundo hemiesférico, feitas em vidro boro silicato que podem
apresentar diferentes dimensoes e capacidades; hastes em ago inoxidavel para prover agitacio
do meio, que podem estar apresentados na forma de cesta (método 1) ou pa (método 2); e um
motor que possibilita alterar a intensidade de agitacdo (ANVISA, 2010a). As figuras
referentes aos dois métodos estdo dispostas no Anexo II.

Neste estudo, foi feita uma adaptagdo do sistema proposto pela Farmacopeia Brasileira
de 2010, utilizando um banho termostatico (ALPHA RA 8, Lauda) para manter a temperatura
adequada, um agitador (RW 16 basic, IKA®) e uma haste (homemade) com extremidade na
forma de pa (Figura 14) e uma velocidade de agitacdo de 75 rpm.

Figura 14: Haste (homemade) em aco inoxidavel com extremidade na forma de pa.
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3.4.5.4 Tampao fosfato pH 7,3

Sendo tampao fosfato pH 7,3 o meio de dissolu¢do adequado, a analise teve inicio com
o preparo do mesmo. Dissolveu-se 20,8 g de fosfato de sodio dibasico hepta-hidratado e 3,08
g de fosfato de sodio monobasico mono-hidratado em 900 ml de agua, ajustou-se o pH em 7,3
+ 0,1 com acido fosforico, diluiu-se para 1000 ml com agua e seguiu-se para a etapa de
desaeracao.

3.4.5.5 Desaeracao

A etapa de desaeracdo ¢ de suma importancia tendo em vista que a presenga de gases
dissolvidos no meio de dissolu¢do pode gerar problemas como impedir o fluxo adequado no
meio dissolu¢do, provocar mudangas no movimento das particulas e diminuir o contato entre
o liquido e o s6lido (MARCOLONGQO, 2003).

Nesta etapa, o meio de dissolu¢cdo foi aquecido a 41°C utilizando um banho
termostatico (MA 120, Marconi) e filtrado a vidcuo com uma membrana de 0,22 pm
(Millipore®™), sendo o filtrado mantido sob intensa agitagio magnética, durante e por cinco
minutos apos o término do procedimento, ainda sob vacuo.

3.4.5.6 Procedimento

Posteriormente, 900 ml do meio de dissolu¢do foram colocados na cuba, ainda sem
agitacdo, mantendo-se a temperatura de 37°C + 0,5°C com o auxilio de um banho termostatico
(ALPHA RA 8, Lauda). A amostra (5 mg) foi entdo adicionada e iniciou-se a agitacdo, dando
inicio ao procedimento.

Vale ressaltar que, de acordo com Filho (2011), a solubilidade de um farmaco ¢ muito
suscetivel a alteracdes na temperatura. Portanto, tal variavel foi cuidadosamente controlada
durante todo o processo.

Amostras de 5 mL foram retiradas em diferentes intervalos de tempo, filtradas com o
auxilio de membranas de 0,22 pm (Millipore™) de porosidade e analisadas por CLAE. Foram
utilizados intervalos de 10, 20, 30, 40, 50, 60, 90 e 120 minutos, com o intuito de tragar o
perfil de dissolucdo das particulas. O meio foi reposto apos cada amostragem e cada ensaio
foi repetido em duplicata, tendo em vista a quantidade reduzida de amostra e o tempo
necessario para realizar as analises.

Foram injetados, separadamente, 20 pl da solu¢do padrdo e da solu¢do amostra, os
cromatogramas foram registrados e mediu-se a area dos picos. Assim, a quantidade de GLIB
dissolvida foi calculada a partir das respostas obtidas.

O calculo foi feito utilizando-se o programa Excel® (Microsoft, 2010), através do qual
foi feita uma planilha onde os dados obtidos na analise da GLIB foram inseridos. Para cada
amostra, foram relacionados os valores de area obtidos com a curva-padrao para calcular a
concentracdo de GLIB nas aliquotas. Além disso, foram utilizados o volume do meio de
dissolugdo empregado nos testes e a quantidade de GLIB inicial adicionada ao meio,
conforme mostrado na Equagdo 21:

Ca(t)- VC

GLIByiss(%) = [T] .100, (21)
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onde,

GLIByiss(%): porcentagem de GLIB dissolvida;

Ca): concentragdo de GLIB nas aliquotas retiradas [mg.mL'l] no tempo t;
V.: volume do meio de dissolucao;

D: quantidade de GLIB adicionada no meio de dissolucio;

3.4.5.7 Curva-padrao

A curva-padrao foi preparada a partir de uma solugdo padrdo. Foram pesados 11 mg
de GLIB e transferidos para um baldo volumétrico de 50 mL, adicionou-se 40 ml de
acetonitrila e deixou-se em ultrassom até a completa dissolugao.

Completou-se o volume com o mesmo solvente, homogeneizou-se a solu¢do e uma
aliquota de 2,5 mL da mesma foi diluida em 50 mL de tampao fosfato pH 7,3. Com o intuito
de obter as concentragdes determinadas na curva de calibragdo, uma segunda diluigdo foi feita
retirando-se aliquotas da solugdo preparada durante a primeira dilui¢do, colocadas em um
baldo volumétrico de 10 mL e diluidas com tampdo fosfato pH 7,3, obtendo as concentra¢des
de 0,14 2 8,8 pg.mL™".
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Determinaciao da Solubilidade

A solubilidade da GLIB foi verificada em etanol, metanol, acetona e isopropanol,
sendo estas dispostas na Tabela 6, abaixo:

Tabela 6: Solubilidade da GLIB

Solvente Orgianico Solubilidade [mg.mL™]

Etanol 2,01
Metanol 2,20
Acetona 5,02

Isopropanol 1,00

O isopropanol foi descartado por apresentar a menor solubilidade. O metanol
apresentou uma solubilidade proxima a do etanol, mas de acordo com o Guia de Solventes
Residuais disponibilizado pela “International Conference on Harmonisation of Technical
Requirements for Registration of Pharmaceuticals for Human Use” (ICH, 2011) estd contido
na classe de solventes que devem ser limitados (classe 2) a fim de evitar possiveis doencas e
efeitos colaterais. Os solventes da classe 3, como etanol e acetona, possuem menor toxicidade,
em relagdo ao citado anteriormente e devem ser utilizados sempre que possivel. A acetona
apresentou maior solubilidade, mas, por ser de baixo custo, de facil obtencdo e por ser
bastante citado na literatura, o etanol foi escolhido como solvente.

Outro fator decisivo foi a maior volatilidade da acetona. Assim, tendo em vista que o
sistema ¢ aberto, ndo foi possivel utilizar a acetona como solvente organico.

4.2 Precipitacdo com Antissolvente Liquido (PAL)
Os dados obtidos em todas os experimentos estdo dispostos na Tabela 7, a seguir:

Tabela 7: Combinagdes do OAq(3)*, didmetro médio de Brouckere D[4,3] e didmetro médio
de Sauter D[3,2]

Cond. A B C D
experimental [mg.mL'l] [A/S] [rpm] [%m/m] DMB [um] + DP DMS [pm] £ DP
1 0,5 5 300 0,000 6,671 + 0,002 3,125+ 0,001
2 0,5 10 600 0,001 3,032 + 0,057 2,269 + 0,046
3 0,5 20 1500 0,002 2,484 £ 0,005 1,856 + 0,001
4 1,0 5 600 0,002 3,145 + 0,005 2,389 + 0,003
5 1,0 10 1500 0,000 4,078 £ 0,002 2,389 + 0,002
6 1,0 20 300 0,001 3,051 + 0,009 2,046 + 0,003
7 2,0 5 1500 0,001 3,738 + 0,006 2,795 + 0,003
8 2,0 10 300 0,002 3,452 £ 0,005 2,389 + 0,003
9 2,0 20 600 0,000 6,868 + 0,014 3,271 £ 0,005

A — concentragdo da solugdo [mg.mL™|;

B —razdo de volume antissolvente/solvente;

C — intensidade de agitagéo;

D — concentragdo de aditivo [% massa de aditivo/massa de GLIB];

DMB - diametro médio de Brouckere {D [4,3]};

DMS — didmetro médio de Sauter {D [3,2]};

DP — desvio padrio;
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Foram realizados nove experimentos gerados pelo “software” Statistica® 10, sendo
utilizada uma condigdo de operagdo diferente em cada experimento. Posteriormente, foi feita
a analise do tamanho, bem como a distribui¢do de tamanho das particulas cristalizadas.
Observa-se que os experimentos 3 e 9 apresentam o menor ¢ maior DMB, bem como menor e
maior didmetros de Sauter, respectivamente, sendo que tais altera¢des estdo diretamente
relacionadas as variagdes nas condigdes experimentais.

Vale ressaltar que as curvas de frequéncia, bem como os valores dos didmetros D[4,3]
e D[3,2] contidos na Tabela 12 representam a média das trés medigdes feitas pelo
equipamento e estdo dispostos no Anexo I.

4.2.1 Planejamento Experimental
A analise do efeito dos parametros na variavel resposta foi feita com base no diametro
médio D[4,3] obtido em cada condigdo experimental e nas Equagdes 5 a 20, estando os

resultados dispostos abaixo:

Efeito (E,) de A

A =4,062
A, =3,425
A3 =4,686
Ea=1,261

Efeito (Ep) de B

B =4,518
B, =3,521
B;=4,134
Eg =0,997

Efeito (Ec¢) de C

C1=4,391
C,=4,348
C3=3,433
Ec=0,958

Efeito (Ep) de D

D1 = 5,872
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D, =3,274
D; =3,027
Ep = 2,845

Assim, utilizando como base os conceitos de Genichi Taguchi é possivel determinar os
fatores de maior influéncia.

Por apresentar o maior valor de E, a concentracdo de aditivo [% m/m] € o fator de
maior influéncia na variavel resposta, ou seja, ¢ a variavel que ocasiona maior variabilidade
no DMB das particulas, enquanto a intensidade de agitacdo se mostra como o fator de menor
influéncia. Diante disso, pode-se concluir que a influéncia dos fatores no didmetro médio das
particulas em ordem decrescente ¢: D (concentragdo de aditivo) > A (concentracdo da solugdo
de GLIB) > B (razdo de volume solvente/antissolvente) > C (intensidade de agitacdo).

O resultado esta de acordo com o encontrado no estudo realizado por ZHAO et al.,
(2013), onde os fatores avaliados na microniza¢do do principio ativo farmacéutico genipina
apresentaram semelhante ordem de influéncia no DMB das particulas, sendo esta:
concentragdo da solucdo da droga [mg.mL'l], seguida pela razdo de volume
antissolvente/solvente [A/S], intensidade de agitagdo [rpm] e tempo de agitagdo [min].

A Figura 15 representa o efeito da concentracdo de aditivo [% massa de aditivo/massa
de GLIB] no diametro médio de Brouckere das particulas produzidas.

T L T |3 T

Cone. 0.000 % [wt/wt]: 5.872 um;
Cone. 0.001 % [wt/wt]: 3.274 um; o
Cong. 0.002 % [wt/wt]: 3.027 um;

—a—

DMB [um]

T T T T
0,000 0,001 0,002

Concentragéo de aditivo [% m/m]

Figura 15: Didmetro médio de Brouckere [DMB] versus concentracao de aditivo [% massa
de aditivo/massa de GLIB].

Observa-se que sem a presenga do aditivo, as particulas apresentaram o didmetro
médio de 5,872 um. Ao adicionar o aditivo a uma concentracao de 0,001 % [m/m], o didmetro
médio das particulas reduziu drasticamente para 3,274 pm, indicando que o TWEEN®™ 80 ¢é
adequado para promover a estabilizagdo estérica, evitando o crescimento do cristal.
Entretanto, quando a concentragdo foi aumentada para 0,002 % [m/m], houve uma pequena
reducdo DMB para 3,027 um. Diante disso, observa-se que o didmetro médio {D [4,3]} ndo
sofre influéncia significativa com o aumento da concentragdo de 0,001 para 0,002 % [m/m],
indicando que a superficie das particulas esta suficientemente envolvida pelas moléculas do
aditivo. Tal comportamento também foi observado por DONG et al., (2009).
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Na Figura 16, estdo dispostos os valores obtidos para o diametro médio de Sauter {D
[3,2]} e diametro médio de Brouckere {D [4,3]} nas condi¢des experimentais 1, 2 ¢ 3, onde
foram utilizadas as concentragdes 0,000, 0,001 ¢ 0,002 % [m/m], respectivamente.

10 T T
[ Didmetro médio de Brouckere (D [4.3])
Condicaes cxperimentais: 1 [0,5 mgmL™; A/S 5; 300 rpm: 0,000 % [m/m]: 6,671 pm; ]
2[0,5 mgmL"; A/S 10; 600 rpm; 0,001 % [m/m]: 3,032 pm;
g 30,5 mgmL”; A/S 20; 1500 mpm: 0,002 % [m/m]: 2,484 pm_ |
[ Diametro médio de Sauter {D [3.2])
Condigaes experimentais: |1 [0.5 mgmL”; A/S 5300 rpm; 0,000 % [m/m]: 3,125 pm;
2[0.5 mgmL”; A/S 10; 600 rpm; 0,001 % [m/m]: 2,269 um;
3[0.5 mgmL™; A/S 20; 1500 rpm: 0,002 % [m/m}: 1,856 um:
6 4
—
=
—
= 47 .
ol =
0

0,000
Concentracéio de aditivo [% m/m]

Figura 16: Didmetro médio de particula de GLIB versus concentragao do aditivo TWEEN®
80 [% m/m)].

Pode-se observar que o DMS exibe o mesmo comportamento do diametro médio de
Brouckere quando a concentracdo do aditivo foi aumentada de 0,000 para 0,002 % [m/m].
Entretanto, o didmetro médio de Sauter observado na condigdo experimental 1 ¢
significativamente menor que o DMB. Tendo em vista que o DMS ¢ mais a particulas
pequenas ¢ a condi¢do experimental 1 exibiu uma maior fracdo de finos em relagdo as
condi¢des 2 e 3, ha uma reducdo mais significativa do DMS em relagdo ao DMB.

Nas demais condig¢des experimentais, tal redu¢do ndo foi tdo significativa, devido a
auséncia das particulas finas, exibindo uma DTP normal. As curvas de distribuigdo de
tamanho de particulas referentes as trés condigdes experimentais citadas acima, podem ser
observadas na Figura 17.
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Didmetro médio de Brouckere {D [4.3]}
Condigdes experimentais
10 —o— 1 [0,5mg.mL"; A/S 5; 300 rpm; 0,000 % [m/m]: 6,671 pm;
i —=—2{0,5 mgmL"; A/S 10; 600 rpm; 0,001 % [m/m]: 3,032 pm; _|
—e—3[0,5 mgmL"; A/S 20; 1500 rpm; 0,002 % [m/m}: 2,484 um;
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Figura 17: Curva de distribuicdo de tamanho da GLIB obtida nas condi¢des experimentais 1,
2e3.
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Conforme dito posteriormente, pode-se observar que o aumento da concentragdo de
aditivo promove a formacdo de uma DTP normal nas condi¢des experimentais 2 ¢ 3, sendo
que o menor DMB foi observado onde a maior concentragio de aditivo foi utilizada.

A redugcdo do DMB com o aumento da concentracdo de aditivo [% massa de
aditivo/massa de GLIB] também pode ser observada quando se avalia as porcentagens dsy e
dgp observadas nas condicdes 1, 2 e 3 (Figura 18).

20 T ™ T T T
Experimental conditions:
1[0.5 mgmL™; A/S 5; 300 rpm; 0,000 % [wiwi; d_; 5.556 um; d,, 7 12.970 um;

S 10; 600 rpm; 0,001 % [wt/wi]: d,: 2,610 pm; d, - 5.265 pm;
305 mgmL’; A/S 20; 1500 mpm; 0,002 % [wt/wt]: d ;2218 pm; d,+ 4.233 um

2[0.5 mgmL’

S o
| I
1

Porcentagens d, e d, [pum]
|
|

T T
0,000 0,001 0,002

Concentragdo de aditivo [% m/m]

Figura 18: Variagdo das porcentagens dso € dgg versus concentragdo de aditivo [% massa de
aditivo/massa de GLIB] nas condigbes 1, 2 e 3.

Pode-se observar que ha uma significante redu¢do no didmetro médio representado
pelas porcentagens dso e dop quando se aumenta a concentragdo de aditivo [% massa de
aditivo/massa de GLIB].

Diante disso, foi possivel concluir que sua utilizagdo ¢ de suma importancia para a
producdo de particulas de tamanho reduzido, ja que atua como uma barreira evitando que o
cristal formado apresente o crescimento do raio em resposta a tentativa de reducdo da energia
livre do sistema.

O segundo fator de maior influéncia ¢ a concentragio da solucio da droga [mg.mL™"],
sendo que seu efeito no didmetro médio de Brouckere pode ser observado na Figura 19.

Observa-se que dentre as concentracdes avaliadas, ha uma redu¢do do DMB das
particulas produzidas com o aumento da concentragio de 0,5 para 1,0 mg.mL™"

Tal fendmeno pode ser explicado pela maior taxa de nucleacdo obtida quando a
supersaturagdo ¢ favorecida pelo aumento da concentragdo da solugdo da droga (CHEN et al.,
2004). Tal resultado também foi obtido por Zhang et al., (2009).

Entretanto, nota-se que maiores particulas sdo obtidas quando a concentracdo foi
aumentada para 2,0 mg.mL'l. Tal comportamento pode ser explicado considerando-se o
namero de nucleos formados na interface solvente/antissolvente e a influéncia da
concentragdo na viscosidade. O grande numero de nucleos formados na interface
solvente/antissolvente reduz, simultaneamente, a difusdo do solvente para o antissolvente,
favorecendo a aglomeracdo dos nucleos e o subsequente crescimento dos cristais. A
viscosidade da solugdo também ¢ aumentada pelo aumento da concentragdo, dificultando a
difusdo entre os solventes e resultando em uma supersaturagdo lenta e ndo homogénea
(ZHANG et al., 2006; ZHANG et al., 2009). Tal comportamento também foi observado por
Zhao et al., (2013).
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Figura 19: Diametro médio de Brouckere [DMB] versus concentracdo da solugdo de GLIB
[mg.mL'l].

A Figura 20 mostra o efeito da razdo de volume antissolvente/solvente no didmetro
médio de Brouckere das particulas produzidas.

5.0 ‘ i . : ‘ : . ;
Diametro médio de Brouckere {D [4,3]}
A/S5:4518 pm: 1
A/S 10: 3,521 pm:
A/S20:4,134 pm; E
4,54
E
=,
—
[aa)
E 4,04

3,54 J

A/S

Figura 20: Diametro médio de Brouckere [DMB] versus razao de volume
antissolvente/solvente [A/S].

Observa-se que o DMB reduziu quando a razdo A/S foi aumentada de 5 para 10, e
apresentou certo aumento quando a razdo foi elevada de 10 para 20. Os resultados adquiridos
para a variavel B estdo de acordo com o obtido no estudo realizado por ZHAO et al., (2013),
onde os menores valores de DMB foram encontrados quando foi utilizada uma razdo A/S
intermediaria.

A tltima variavel estudada foi intensidade de agitacdo, cujo efeito esta representado na
Figura 21.
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Figura 21: Didmetro médio de Brouckere [DMB] versus intensidade de agita¢do [rpm].

Observa-se que a intensidade de agitagdo de 1500 rpm possibilitou produzir particulas
com o menor DMB. De acordo com Shah et al, (2013) e Wang et al., (2007), tal
comportamento pode ser explicado, tendo em vista que uma maior velocidade de agitacdo
aumenta a transferéncia de massa e a taxa de difusdo entre as duas fases, induzindo uma
supersaturagdo mais homogénea e, consequentemente, uma rapida nucleacdo, promovendo a
producdo de cristais de tamanho reduzido, além de uma estreita distribuicao de tamanho.

A andlise de variancia (Tabela 8) foi feita através do “software” Statistica® 10 com o
intuito de verificar o nivel de significancia de cada fator no DMB das particulas produzidas.

Tabela 8: Analise de variancia do OA(3)"

Tipo de
Fator SS GL Frazio Efeito
A, Concentra¢do da Solugido 2,3865 2 1,3584
B, Razio de volume A/S 1,5185 2 0,8643
D, Concentragao de aditivo ;4 99qg 2 8,4867 Significante
[% m/m]
Erro 1,7568 2

SS — soma dos quadrados;
GL — graus de liberdade;

Observa-se que, dentre os fatores avaliados, a concentra¢do de aditivo [% massa de
aditivo/massa de GLIB] se mostra como a variavel de maior efeito por apresentar o maior
valor para F, seguido pela concentragio da solugdo e razdo de volume de
solvente/antissolvente. O resultado obtido pela ANOVA estd de acordo com o obtido
anteriormente, sendo que a intensidade de agitacdo [rpm] ndo foi incluida na analise de
variancia por apresentar a menor influéncia no didmetro médio de Brouckere.
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4.2.2 Caracterizacao
4.2.2.1 Analise Granulométrica

O tamanho e a distribuicdo de tamanho das particulas foram obtidos através de analise
granulométrica, as quais foram feitas com a utilizacao do ultrassom para auxiliar na dispersdo
de partes aglomeradas da amostra. As particulas de tamanho inicial foram utilizadas para
investigar o efeito do mesmo e os resultados estdo dispostos na Figura 22:

Figura 22: Efeito do ultrassom na dispersao de partes aglomeradas da amostra: (a e b): sem
ultrassom; (¢ e d) com ultrassom.

E possivel observar que as particulas presentes nas imagens da esquerda (22.a e 22.b)
se mostram bem aglomeradas, ou seja, apenas a agitacdo do equipamento ndo ¢ suficiente
para dispersar a amostra de maneira adequada. Ja nas imagens da direita (22.c ¢ 22.d),
situagdes onde o ultrassom foi utilizado, observa-se que as particulas estdo dispersas mais
uniformemente. Diante disso, conclui-se que o uso do ultrassom ¢ vantajoso para o sucesso
das analises.

Tal diferenga também pode ser observada na distribuicdo de tamanho das particulas
(Figura 23).

12 T T T

Didgmetro médio de Brouckere {D [4.3]}
—o— Sem ultrassom: 4,333 pm;

104 —s— Com ultrassom: 1,969 um;

Volume [%]

0 = T T T
0.1 5 50 95

Tamanho de particula[pum]

Figura 23: Curva de distribuigdo de tamanho da GLIB original: sem ultrassom [4,333 pm];
com ultrassom [1,969 pm)].
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E nitida a diferenca na distribui¢io de tamanho da GLIB inicial, entretanto a curva
bimodal (assimétrica) obtida nas duas analises deve-se a heterogeneidade da amostra
(MALVERN, 2014).

O tempo de exposi¢do ao mesmo também foi investigado, sendo que em tal andlise
também foram utilizadas as particulas originais. Os resultados estdo dispostos na Figura 24, a
seguir:

700 ¥ T d T ¥ T y T y T y T

1 o “," nl,.'\.'
S . ﬂk Ve uu
500 4’{“

—— Didmetro médio menor que 10 pm;
Didmetro médio entre 10 ¢ 50 ym; _|

| i Y
g ;o MMM [
3 a0 | “'» ‘*ﬁu e 7
£ i L T
& 04 ‘ L
z . L 1‘\% J 4
f N, mﬁ MHH% “'!M vl
100 }f' 1
T —
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500

Tempo [s]

Figura 24: Numero de particulas de GLIB versus tempo.

Na primeira etapa do experimento, a amostra permaneceu apenas sob agitacdo durante
cerca de 25 minutos e verificou-se um aumento na quantidade de particulas menores que 10
pm e uma reducdo de particulas de tamanho entre 10 e 50 pm, sendo que tal efeito se deve a
dispersao de parte dos aglomerados presentes na amostra.

Posteriormente, o ultrassom foi ligado e uma redugao tanto nas particulas menores que
10 pm quanto nas de tamanho entre 10 e 50 um foi observada, indicando uma maior dispersao
da amostra. A redugdo nas duas faixas granulométricas pode estar relacionada a faixa de
leitura do equipamento, ou seja, os aglomerados estdo se desfazendo e atingindo tamanhos
imperceptiveis a faixa de detec¢do do mesmo (0,5 a 2000 um). Observa-se que decorridos 10
minutos as curvas tendem a se estabilizar, indicando que a maior parte dos aglomerados ja se
dispersou de maneira adequada, possibilitando uma analise correta. Entdo, o ultrassom foi
desligado e verificou-se que as curvas permaneceram estaveis. Diante disso, optou-se por
utilizar o ultrassom por 10 minutos e desliga-lo para realizar as medigoes.

Vale ressaltar que, por apresentar uma técnica diferente da utilizada no Mastersizer
2000, o tamanho das particulas obtido no analisador de tamanho de particulas ParticleTrack
E25 nao pode ser comparado aos dados disponibilizados pelo anterior (MALVERN, 2014), ou
seja, a analise foi feita apenas com o intuito de verificar a variacdo no tamanho dos cristais
com o tempo de exposicao ao ultrassom.

Diante disso, a distribuicdo de tamanho da GLIB inicial, bem como das particulas
cristalizadas nas condi¢des 5, 7 e 8§ estdo dispostas na Figura 25, a seguir:
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Figura 25: Curva de distribuigdao de tamanho de particula da glibenclamida obtida nas
condi¢des experimentais 5, 7 ¢ 8.

Dentre as trés condigdes experimentais dispostas na Figura 25, nota-se que a
distribuicdo de tamanho de particulas apresentou ampla variagdo quando diferentes condig¢Ges
de operagdo foram utilizadas. As particulas produzidas na condigdo 5 apresentaram a maior
heterogeneidade, sendo devido a menor concentra¢do de aditivo [% m/m] utilizada, enquanto,
nas condigdes 7 ¢ 8 as concentragdes de aditivo utilizadas foram 0,001 ¢ 0,002 % [m/m],
respectivamente. Devido a maior quantidade de aditivo utilizado, as particulas obtidas na
condi¢do experimental 8 apresentaram uma DTP mais homogénea e um menor diametro de
Brouckere.

4.2.2.2 Microscopia Otica

A Figura 26 ilustra as microfotografias da GLIB obtida em diferentes condi¢cdes
experimentais.

Figura 26: Microfotografias da GLIB: (a) inicial; condigdes experimentais: (b) 1, (c) 3, (d) 5,
(e) 8, (H9.
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Observa-se que distintas morfologias foram obtidas nas diferentes condi¢des
experimentais. As particulas iniciais apresentaram forma irregular com ampla faixa
granulométrica, variando entre 0,669 ¢ 3,279 um (Anexo I). Nas Figuras 29.b e¢ 29.e
observaram-se particulas de morfologia uniforme, mas ndo houve bom controle do tamanho
dos cristais.

Nas Figuras 26.c, 26.d e 26.f foram obtidas particulas arredondadas e similares, mas os
menores didmetros foram observados na imagem 26.c.

Os resultados estdo de acordo com os dispostos anteriormente, j4 que as menores
particulas, bem como as de morfologia mais esférica e uniforme, foram obtidas quando foram
utilizadas uma concentragao de aditivo igual a 0,002 % [m/m] e agitacdo de 1500 rpm.

4.2.2.3 Difragdo de raios-X

Os difratogramas referentes a GLIB inicial e a cristalizada nos experimentos 3 ¢ 9
estdo dispostos na Figura 27, a seguir:

Intensidade

2 Theta

Figura 27: Difratogramas de raios-X da GLIB: (a) inicial; condigdes experimentais: (b) 3; (c)
9.

O difratograma obtido para a GLIB inicial (Figura 27.a) esta similar ao descrito por
Hassan, Najib e Suleiman, (1991) e Nery et al., (2008). Entretanto, pode-se observar que ndo
ha variacdo significativa na cristalinidade das particulas produzidas, indicando que as
variaveis estudadas ndo afetam a cristalinidade da GLIB precipitada nas diferentes condic¢des
experimentais.

4.2.2.4 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier

Os espectrogramas das particulas iniciais, bem como as obtidas nas condicdes
experimentais 3 e 9 estdo dispostos na Figura 28:
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Figura 28: Espectro de infravermelho da GLIB: (a) inicial; condigdes experimentais: (b) 3;

(©) 9.

De acordo com Irisappan, Kumar e Jayaveera (2013), a glibenclamida apresenta
bandas caracteristicas em 3311,19 (N-H), 2929,06 (C-H), 2851,28 (O-H), 1449,29 ¢ 1517,12
(N=0), 1154,22 (C-N) ¢ 1010,89 (C-O) cm'".

Observa-se que nao ha diferenca significativa nos espectrogramas, ou seja, a estrutura

quimica da glibenclamida ndo sofre alteracdes apos o processo de cristalizagao.

4.2.2.5 Teste de dissolucdo

Com o intuito de verificar a variagdo no perfil de dissolugdo das particulas
cristalizadas em diferentes condigdes experimentais, foram realizados testes de dissolugdo,
sendo que para tal, foi utilizada uma curva-padrdo composta por 7 concentragdes diferentes

(Figura 29):
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Figura 29: Curva-padrao da GLIB obtida em CLAE.
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A linearidade da curva foi comprovada, tendo em vista que o coeficiente de correlagdo
linear foi superior a 0,99, sendo este o limite determinado pela Resolu¢do n°. 899 de 29 de
maio de 2003 da ANVISA. Além disso, o desvio padrdo relativo estd abaixo de 10% para

todas as concentragdes (Tabela 9).

Para a obtencdo da curva-padrao, aliquotas de 20 pL de cada amostra foram injetadas
pelo menos cinco vezes e os dados referentes aos trés melhores resultados observados para

cada concentragdo estdo dispostos na Tabela 9.

Tabela 9: Resultados das injecdes em CLAE.

Concentracao
[ug.mL™"]

Massa
[ngl

Volume Injetado
[nL]

Area do

Pico

Média

DP

DPR
[Yo]

0,14

0,28

0,55

1,1

2,2

4,4

838

0,003

0,006

0,011

0,022

0,044

0,088

0,176

20

20

20

20

20

20

20

10894
9728
11561

21742
20531
21234

43188
43497
42246

78316
80435
79877

156765
159333
156653

297941
289986
300610

519814
534631
583714

10727,667

21169,000

42977,000

79542,667

157583,667

296179,000

546053,000

927,751

608,111

651,645

1098,351

1516,002

5526,828

33446,211

8,648

2,873

1,516

1,381

0,962

1,866

6,125

DP — desvio padrio;

DPR — desvio padréo relativo;

Com o intuito de comprovar a seletividade do método, optou-se por apresentar o
cromatograma referente ao sétimo ponto da curva-padrdo da glibenclamida, estando disposto

na Figura 30:
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Figura 30: Cromatograma da GLIB obtido em CLAE.

Na Figura 30 pode-se observar que o método se mostrou efetivo, uma vez que nao
houve picos interferentes no tempo de retencdo do principio ativo.

Na determinagdo do perfil de dissolugdo, foram analisadas as particulas presentes nas
condi¢les experimentais 1, 3 ¢ 7, cujos resultados estdo dispostos abaixo (Figura 31). Os
experimentos foram feitos em duplicata e os dados detalhados referentes a todas as inje¢des
estdo contidos no Anexo IIL
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Figura 31: Dissolu¢do de GLIB [%] versus tempo [min] das condigdes experimentais 1, 3 e
7.

Conforme ilustrado na Figura 31, pode-se observar que, mesmo exibindo o maior
diametro de Brouckere (6,671 um), as particulas obtidas na condigdo experimental 1
apresentaram a maior taxa de dissolugdo, seguida pelas condi¢des experimentais 3 e 7,
respectivamente. Vale ressaltar que a primeira se mostrou mais efetiva, uma vez que mais de
60% das particulas se dissolveram nos primeiros 60 minutos de experimento, conforme
sugerido pela Farmacopeia Brasileira, enquanto as demais ndo se adequam a exigéncia.

Dentre as condigdes experimentais utilizadas, a GLIB proveniente da condigdo 3
exibiu o menor DMB (2,484 um) e, devido a isso, previa-se obter maior taxa de dissolucdo
para tais particulas. Entretanto, a maior quantidade de finos, ou seja, particulas menores que 1
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um, contribuiu para que a GLIB obtida da condigdo experimental 1, exibisse maior
porcentagem de dissolugdo em menor tempo de analise. As porcentagens em volume das
particulas de tamanho entre 0,010 e 0,955 um presentes nas amostras analisadas podem ser
observadas na Figura 32, abaixo:
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Figura 32: Porcentagem de particulas de GLIB com granulometria entre 0,01 e 0,955 um
observados nas condi¢des experimentais 1, 3 e 7.

Dentre a faixa granulométrica avaliada, observa-se que a condi¢do 1 exibiu a maior
porcentagem de particulas menores que 0,7 um, seguida pelas condi¢des experimentais 3 e 7,
respectivamente. Quanto as particulas maiores que 0,7 um, a GLIB proveniente da condi¢ao
experimental 3 exibiu a maior porcentagem de particulas, seguida pelas condi¢des 1 e 7,
respectivamente.

Tendo em vista que particulas de menor tamanho tendem a se dissolver mais
rapidamente, a taxa de dissolugdo na condig¢do experimental 1 ¢ maior quando comparada a
condicdo 3. Vale ressaltar que a GLIB obtida em 7 apresentou uma taxa de dissolu¢do maior
que em 3, tendo vista a menor quantidade de particulas de maior granulometria.

Embora ndo tenham sido encontrados resultados semelhantes na literatura, tal
comportamento pode estar relacionado as etapas de nucleacdo e crescimento dos cristais, as
quais devem ocorrer de forma controlada para que seja possivel obter particulas de menor
didametro médio de Brouckere e uma DTP normal.

Tendo em vista que todos os experimentos foram realizados com mesma taxa de
injecdio (15 mL.min"), quando uma solugio menos concentrada ¢ introduzida no
antissolvente, a quantidade de particulas inseridas, bem como a quantidade que precipita ¢
menor em relagdo a uma solugdo saturada. Assim, a taxa de nucleagcdo também é menor, o que
acaba prejudicando a formagdo de uma maior quantidade de nucleos de tamanho critico. Além
disso, a auséncia do aditivo prejudica o controle de crescimento dos cristais, ou seja, as etapas
de nucleagdo e crescimento ndo ocorrem de maneira controlada. Diante disso, tem-se como
resultado uma amostra heterogénea e polidispersa, a qual exibe uma curva de distribui¢cdo de
tamanho ampla e bimodal, com particulas de granulometria variando entre 1,286 e 12,970 pm
como observado na condi¢@o experimental 1.

Ja& na condi¢do 3, a taxa de nucleagdo foi prejudicada pela baixa concentracdo da
solucdo, mas a presenca do aditivo e a maior intensidade de agitacdo possibilitaram obter uma
amostra com particulas de granulometria entre 1,044 ¢ 4,233 um ¢ uma DTP simétrica.
Entretanto, o processo de precipitagdo com antissolvente liquido possui limitacdes em conter
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o crescimento dos cristais, e, devido a isso, ndo foi possivel obter particulas em escala

nanométrica.
Diante disso, pode-se concluir que para se obter maiores porcentagens de dissolucdo, é

preciso produzir particulas que apresentem estreita distribuicdo granulométrica, porém em
escala nanomeétrica.
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5 — CONCLUSOES

Neste estudo, a glibenclamida foi cristalizada por processo de precipitacdo com
antissolvente liquido utilizando 4gua como antissolvente a fim de determinar a influéncia das
variaveis estudadas no didmetro médio e na taxa de dissolucao das particulas cristalizadas.

O design ortogonal OAq(3)* proposto por Genichi Taguchi foi utilizado para investigar
o efeito de quatro fatores: concentragio da solugio [mg.mL'], razio de volume
antissolvente/solvente [A/S], intensidade de agitacdo [rpm] e concentracdo de aditivo [%
m/m]. A concentracdo de aditivo se mostrou como a variavel de maior influéncia no diametro
médio das particulas, seguida pela concentracdo da solugdo, razdo de volume
antissolvente/solvente e intensidade de agitacao.

Dentre os trés niveis de cada variavel, os menores didmetros foram obtidos quando foi
utilizada a concentragdo da solucgdo de 1,0 mg.mL'l; razdo de volume antissolvente/solvente
de 10; intensidade de agitacdo de 1500 rpm;

O menor diametro médio de Brouckere (2,484 um), bem como a distribuicdo de
tamanho de particulas mais simétrica, com granulometria variando entre 1,044 ¢ 4,233 pm
foram observados na condi¢do experimental 3; enquanto a condigdo experimental 9 exibiu o
maior DMB (6,868 um) e uma DTP bimodal, com granulometria variando entre 1,117 e
11,874 pm.

Quanto ao didmetro médio de Sauter, a condi¢do experimental 3 exibiu o menor
(1,856 um), enquanto o maior DMS foi exibido pela condi¢do 9 (3,271 pum). Observa-se que
na condi¢do experimental 1 hd uma significativa redu¢d@o do didmetro médio, podendo estar
relacionada a quantidade de particulas pequenas presentes na amostra, as quais aumentam a
area superficial disponivel para dissolugdo e, consequentemente, reduzem o DMS. Ja na
condicao 3, tal redug@o ndo foi tdo significativa, devido a auséncia das particulas finas.

De acordo com as analises de difragdo de raios-X e espectroscopia no infravermelho
com Transformada de Fourier, foi possivel verificar que a GLIB inicial estd de acordo com a
literatura e que o processo de precipitagdo com antissolvente liquido ndo exerceu influéncia
na cristalinidade e na estrutura quimica do principio ativo farmacéutico.

Através de microscopia Otica, foi possivel verificar que diferentes morfologias foram
obtidas em diferentes condi¢des experimentais. Nas condigdes 1 e 8 as particulas exibiram
morfologia uniforme, mas ndo houve bom controle do crescimento dos cristais; nas condi¢des
3, 5 ¢ 9 foram obtidas particulas arredondadas e similares, mas o0 menor DMB, bem como os
cristais de morfologia mais esférica e uniforme foram observados na condi¢do experimental 3,
quando foram utilizadas uma concentragdo de aditivo igual a 0,002 % [m/m] e agitacdo de
1500 rpm.

Dentre as condi¢cdes experimentais 1, 3 e 7, a condigdo 1 exibiu a maior taxa de
dissolugdo, devido a maior quantidade de particulas menores que 0,7 pm, seguida pelas
condicdes experimentais 7 e 3, respectivamente. Tal comportamento observado na condigdo 1
pode estar relacionado as etapas de nucleacdo e crescimento dos cristais, as quais nao
ocorreram de forma controlada, tendo como resultado uma amostra heterogénea e
polidispersa, a qual exibe uma curva de distribuicdo de tamanho ampla e bimodal, com
particulas de granulometria variando entre 1,286 ¢ 12,970 pm.

Ja na condigdo 3, obteve-se uma amostra com particulas de granulometria entre 1,044
e 4,233 pm e uma DTP simétrica, entretanto, o processo de precipitacdo com antissolvente
liquido possui limitacdes em conter o crescimento dos cristais, e, devido a isso, ndo foi
possivel obter particulas em escala nanométrica.
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5.1 Sugestoes

Tendo em vista que a glibenclamida foi cristalizada sem grandes alteragdes na
cristalinidade e estrutura quimica, e que também ndo foram obtidas particulas em escala
nanomeétrica, seguem as sugestdes para complemento e extensdo do presente estudo:

e (Cristalizar a glibenclamida através da precipitagdo com antissolvente
supercritico, para se obter particulas em escala nanométrica;

e Verificar a influéncia dos fatores nos didmetros médios de Brouckere e Sauter;

e Verificar a influéncia do processo na cristalinidade, estrutura quimica e
morfologia das particulas obtidas;

e Verificar a variagdo na taxa de dissolugdo conforme as condigdes
experimentais sdo alteradas;
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ANEXO 1

MASTERSIZER

Result Analysis Report

Sample Name: S0P Mame: Measured:
- Average inicial seguada-feita, 30 de junho de 2014 15:04:33
Sample Source & type: Measwred by: Analysed:
Guesd segunda-feira, 30 de junha de 2014 15:04:34
Samiple bulk lot ref: Result Source:
Poceraged
Particle Marme: Accessory Mame: Analysis model: Sensitivity:
Diefault Hydira 2000ML (A} General purposs Morrrsal
Particle RI: Absorption: Size range: Dbscuration:
1.520 o1 LHE ey b ZD00.000 um 2071 %
Dizperaant Name: Dispersant Rl Wieighted Residual: Result Ermnulation:
Water 1.330 3.918 % on
Concentration: Span : Uniformity: Result uniis:
00052 ol 1.402 0.424 Velume
Specific Surface Area: Surface Weighted Mean D{3,2]- Vol Weighted Mean D[4, 3}
4.48 g 1.346 um 1.969 um
df0.1): 0,669 wm df0.5): 1.862 um di0.g): 1279 wm
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VN

MASTERSIZER

Result Analysis Report

Sample Marme: S0P Marme: Measured:
- Average 1 quarta-leirs, 30 de jubo de 2014
Sample Source & type: Measwned by: Analysad:
Guest quarta-feira, 30 de julbo de 2014
Samiple bulk lot ref: Result Source:
Poceraged
Particle Marme: Accessory Mame: Analysis model: Sensitivity:
Diefault Hydira 20008 (&) General pupass Morrrsal
Particle RI: Absorption: Size range: Dbscuration:
1.520 o1 LoD b ZD00.000 um 11.86 %
Dispersant Name: Dispersant Rl Weighted Residual: Result Ermulation:
Water 1.330 3765 % on
Concentration: Span : Uniformity: Result uniis:
0L00ES ol 2.103 0.623 Velume
Specific Surface Area: Surface Weighted Mean D{3,2]: Vol Weighted Mean D[4 3}
1.02 g 3.125 um 8.671 um
df0.1): 1.286 wm df0.5): 5.558 um di0.9): 12.8970 wm
Parficle Size Distritation
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MASTERSIZER

Result Analysis Report

Sample Marma: S0P Marme: Measured:
- Anerage 2 quarta-leirs, 30 de jubo de 2014
Sample Source & type: Measwned by: Analysad:
Guest quarta-feira, 30 de julbo de 2014
Samiple bulk lot ref: Result Source:
Poceraged
Particle Marme: Accessory Mame: Analysis model: Sensitivity:
Diefault Hydira 20008 (&) General pupass Morrrsal
Particle RI: Absorption: Size range: Dbscuration:
1.520 o1 LoD b ZD00.000 um 1088 %
Dispersant Name: Dispersant Rl Weighted Residual: Result Ermulation:
Water 1.330 4.174 % on
Concentration: Span : Uniformity: Result uniis:
00034 ol 1.510 0.478 Velume
Specific Surface Area: Surface Weighted Mean D{3,2]: Vol Weighted Mean D[4 3}
264 g 2280 um 032 um
df0.1): 1.324 wm d&0.5: 2610 um di0.g9): 5265 wm
Parficle Size Distritation
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Operator notes:
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VN

MASTERSIZER

Result Analysis Report

Sample Marmae: S0P Marme: Measured:
- Average 3 quarta-leirs, 30 de jubo de 2014
Sample Source & type: Measwned by: Analysad:
Guest quarta-feira, 30 de julbo de 2014
Samiple bulk lot ref: Result Source:
Poceraged
Particle Marme: Accessory Mame: Analysis model: Sensitivity:
Diefault Hydira 20008 (&) General pupass Morrrsal
Particle RI: Absorption: Size range: Dbscuration:
1.520 o1 LoD b ZD00.000 um 1035 %
Dispersant Name: Dispersant Rl Weighted Residual: Result Ermulation:
Water 1.330 3355 % on
Concentration: Span : Uniformity: Result uniis:
00028 ol 1438 0.452 Velume
Specific Surface Area: Surface Weighted Mean D{3,2]: Vol Weighted Mean D[4 3}
3.23 g 1.B56 um 2484 um
df0.1): 1.044 wm d0.5: 2218 um dil.g): 4.233 wm
Parficle Size Distritation
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VN

MASTERSIZER

Result Analysis Report

Sample Marma: S0P Marme: Measured:
- Average 4 quarta-leirs, 30 de jubo de 2014
Sample Source & type: Measwned by: Analysad:
Guest quarta-feira, 30 de julbo de 2014
Samiple bulk lot ref: Result Source:
Poceraged
Particle Marme: Accessory Mame: Analysis model: Sensitivity:
Diefault Hydira 20008 (&) General pupass Morrrsal
Particle RI: Absorption: Size range: Dbscuration:
1.520 o1 LoD b ZD00.000 um 1174 %
Dispersant Name: Dispersant Rl Weighted Residual: Result Ermulation:
Water 1.330 3754 % on
Concentration: Span : Uniformity: Result uniis:
00033 ol 1.44B 0.447 Velume
Specific Surface Area: Surface Weighted Mean D{3,2]: Vol Weighted Mean D[4 3}
2.51 g 2.380 um 3145 um
df0.1): 1.413 wm df0.5: 2.762 um dil.g9): 5413 wm
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Operator notes:
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VN

MASTERSIZER

Result Analysis Report

Sample Marmae: S0P Marme: Measured:
- AvErage § quarta-leirs, 30 de jubo de 2014
Sample Source & type: Measwned by: Analysad:
Guest quarta-feira, 30 de julbo de 2014
Samiple bulk lot ref: Result Source:
Poceraged
Particle Marme: Accessory Mame: Analysis model: Sensitivity:
Diefault Hydira 20008 (&) General pupass Morrrsal
Particle RI: Absorption: Size range: Dbscuration:
1.520 o1 LoD b ZD00.000 um 13.78 %
Dispersant Name: Dispersant Rl Weighted Residual: Result Ermulation:
Water 1.330 3825 % on
Concentration: Span : Uniformity: Result uniis:
00058 ol 1.458 0402 Velume
Specific Surface Area: Surface Weighted Mean D{3,2]: Vol Weighted Mean D[4 3}
2.51 g 2.380 um 4078 um
df0.1):  0.908 wm df0.5):  4.004 um dil.g9): G745 wm
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VN

MASTERSIZER

Result Analysis Report

Sample Marma: S0P Marme: Measured:
- Average § quarta-leirs, 30 de jubo de 2014
Sample Source & type: Measwned by: Analysad:
Guest quarta-feira, 30 de julbo de 2014
Samiple bulk lot ref: Result Source:
Poceraged
Particle Marme: Accessory Mame: Analysis model: Sensitivity:
Diefault Hydira 20008 (&) General pupass Morrrsal
Particle RI: Absorption: Size range: Dbscuration:
1.520 o1 LoD b ZD00.000 um 11.58 %
Dispersant Name: Dispersant Rl Weighted Residual: Result Ermulation:
Water 1.330 4.049 % on
Concentration: Span : Uniformity: Result uniis:
00034 ol 1.876 0.807 Velume
Specific Surface Area: Surface Weighted Mean D{3,2]: Vol Weighted Mean D[4 3}
2.03 g 2ME um 3051
df0.1): 1.080 wm df0.5): 2.453 um di0.9): 5928 wm
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MASTERSIZER

Result Analysis Report

Sample Marma: S0P Marme: Measured:
- Auerage T quarta-leirs, 30 de jubo de 2014
Sample Source & type: Measwned by: Analysad:
Guest quarta-feira, 30 de julbo de 2014
Sample bulk lot ref: Result Source:
Poceraged
Particle Mame: Accessory Mame: Analysis model: Sensitivity:
Defaull Hydra 20000 (A} General purposs Morrmal
Particle RI: Absorption: Size range: Dbscuration:
1.520 o1 LoD b ZD00.000 um 1150 %
Dispersant Name: Dispersant Rl Weighted Residual: Result Ermulation:
Water 1.330 3602 k] O
Concentration: Span : Uniformity: Result uniis:
0.0045 Fevol 1.418 0442 Vialume
Specific Surface Area: Surface Weighted Mean D{3,2]: Vol Weighted Mean D[4 3}
215 g 2.785 um 3738 um
df0.1): 1.724 wm d0.5: 3208 um dif.g): 6411 wm
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Operator notes:
Mihamen Inmirumants Li, Mawsarsine: 2000 War. 353 Fils ramm: T

Makmrs, UK

Tl = =440 400 1884 0056 Fux +[49] [0 18858007 ED
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MASTERSIZER

Result Analysis Report

Sample Marma: S0P Marme: Measured:
- Average 8 quarta-leirs, 30 de jubo de 2014
Sample Source & type: Measwned by: Analysad:
Guest quarta-feira, 30 de julbo de 2014
Samiple bulk lot ref: Result Source:
Poceraged
Particle Marme: Accessory Mame: Analysis model: Sensitivity:
Diefault Hydira 20008 (&) General pupass Morrrsal
Particle RI: Absorption: Size range: Dbscuration:
1.520 o1 LoD b ZD00.000 um 1288 %
Dispersant Name: Dispersant Rl Weighted Residual: Result Ermulation:
Water 1.330 4033 % on
Concentration: Span : Uniformity: Result uniis:
00043 ol 1.910 0.58 Velume
Specific Surface Area: Surface Weighted Mean D{3,2]: Vol Weighted Mean D[4 3}
2.51 g 2.380 um A452 um
df0.1): 1.341 wm d0.5: 2733 um di0.9): 6.561 wm
Parficle Size Distritation
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Operator notes:
Mahme inirumans L, Mantarsine: 2000 Yar. 853 Fils ez B
Mk, UK Sarinl Morrtmr- WAL1034150 Pemcord Mot &

Tl = =440 400 1884 0056 Fux +[49] [0 18858007 ED
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MASTERSIZER

Result Analysis Report

Sample Marma: S0P Marme: Measured:
- Auerage O quarta-leirs, 30 de jubo de 2014
Sample Source & type: Measwned by: Analysad:
Guest quarta-feira, 30 de julbo de 2014
Samiple bulk lot ref: Result Source:
Poceraged
Particle Marme: Accessory Mame: Analysis model: Sensitivity:
Diefault Hydira 20008 (&) General pupass Morrrsal
Particle RI: Absorption: Size range: Dbscuration:
1.520 o1 LoD b ZD00.000 um 1085 %
Dispersant Name: Dispersant Rl Weighted Residual: Result Ermulation:
Water 1.330 d9a2 % on
Concentration: Span : Uniformity: Result uniis:
00064 ol 1.621 0.445 Velume
Specific Surface Area: Surface Weighted Mean D{3,2]: Vol Weighted Mean D[4 3}
1.3 g 3.2 um 68.868 um
o) 17 wm &{0.5): E6.636 um dilg): 11.874 wm
Parficle Size Distritation
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Operator notes:
Mahme inirumans L, Mantarsine: 2000 Yar. 853 Fil rmmm: 0
Mk, UK Sarinl Morrtmr- WAL1034150 Pemcord Mot &

Tl = =440 400 1884 0056 Fux +[49] [0 18858007 ED
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ANEXO IT

Meétodo 1 (cestas). A cesta e a cuba ndo estdo na mesma propor¢ao.

FPuso de ventiagdo
[hametro 20 20,3 mom

Mcda de redengio de
eagla com lrde pregilhas ™=
eoquichstenbes

pa Berture 202 0.1 mm = = -

70w 50 mm —[_

70 1,0 o _AI:

Eweo da rolagiio

[ ]

4 all] mem

1

. cal aproxmado

i da colela dy
BEROEIPR
1
¥

Hivel do meio de dissohuglo

S _|J__5,I £ (),

v ol = LM et Esren da cEsta

Mlabinal da fals: &go =g,
mesh 2, dedmetro 0.E5 mm
& shgiurs de malha
quedrede de 0,36 & 0,44 mm.
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Meétodo 2 (pas). A pa e a cuba ndo estdo na mesma propor¢ao.

Eieer de rotagdo

O¢

el — FAmma 10 ] rom

Hiwel do meac
de diesolugio

|_ FA0 & THD mon _|

e
Fas 41,5 - 1
lfn.JuunJ_
\ .-_-‘
T : T
%4 &7 1o | 100 £10.% gsn
|
I_dE.l:lmn_|
ot
&0 10
T

Local
aprommads
de coleta
da amastra
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ANEXO III

Resultados referentes as inje¢des da GLIB obtida na condicdo experimental 1.

Vol. ; Massa GLIB
Tempo Area do DPR Conc. Média
Injetado Média DP em 20 pL . dissolvida
[min] Pico [%] [mg.mL™] [%]
[uL] [ng] [%]

48833 0,0153 0,0008 13,7936

10 20 46,376 3474,7227 7,493 13,1996
43919 0,0138 0,0007 12,4056
135223 0,0424 0,0021 38,1957

20 20 129867,5  7573,8207 5,832 36,6830
124512 0,0391 0,0020 35,1702
171121 0,0537 0,0027 48,3356

30 20 161585,5 13485,2334 8,346 45,6422
152050 0,0477 0,0024 42,9488
196678 0,0617 0,0031 55,5546

40 20 195242 2030,8107 1,040 55,1490
193806 0,0608 0,0030 54,7434
217182 0,0682 0,0034 61,3463

50 20 216356,5 1167,4333 0,540 61,1131
215531 0,0676 0,0034 60,8799
226373 0,0710 0,0036 63,9424

60 20 2235755  3956,2624 1,770 63,1522
220778 0,0693 0,0035 62,3620
253842 0,0797 0,0040 71,7014

90 20 253773,5 96,8736 0,038 71,6821
253705 0,0796 0,0040 71,6627
262482 0,0824 0,0041 74,1419

120 20 263967 2100,1071 0,796 74,5614
265452 0,0833 0,0042 74,9808
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Resultados referentes as injecdes da GLIB obtida na condigao 3.

Vol. ; Massa em GLIB

Tempo Area do DPR Conc Média

Injetado Média 20 pL L dissolvida
[min] Pico [%] [mg.mL™] [%]
[nL] [ng] [%0]

13126 0,0041 0,0002 3,7076

10 20 12934,5 270,8219  2,0938 3,6535
12743 0,0040 0,0002 3,5994
0,0111 0,0006 9,9487

20 20 34843,5 533,8656  1,5322 9,8421
0,0108 0,0005 9,7354
54127 0,0170 0,0008 15,2890

30 20 50715,5 4824,5896  9,5130 14,3253
47304 0,0148 0,0007 13,3617
63066 0,0198 0,0010 17,8139

40 20 60678  3377,1420  5,5657 17,1394
58290 0,0183 0,0009 16,4649
71222 0,0224 0,0011 20,1177

50 20 68449,5 3920,9071  5,7282 19,3346
65677 0,0206 0,0010 18,5514
77995 0,0245 0,0012 22,0308

60 20 74322 5194,4064  6,9891 20,9933
70649 0,0222 0,0011 19,9559
100374 0,0315 0,0016 28,3521

90 20 97175  4524,0692  4,6556 27,4485
93976 0,0295 0,0015 26,5449
107883 0,0339 0,0017 30,4731

120 20 103691  5928,3833  5,7174 29,2890
99499 0,0312 0,0016 28,1050
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Resultados referentes as injecdes da GLIB obtida na condicao 7.

Vol. , Massa GLIB

Tempo Area do DPR Con Média

Injetado Média DP em 20 pL dissolvida
[min] Pico [%] [mg.mL™] [%]
[nL] [ng] [%]

17300 0,0054 0,0003 4,8866

10 20 16647 9234815  5,5474 4,7022
15994 0,0050 0,0003 4,5177
43057 0,0135 0,0007 12,1621

20 20 42257 1131,3708  2,6774 11,9361
41457 0,0130 0,0007 11,7101
59813 0,0188 0,0009 16,8951

30 20 58969 1193,5962  2,0241 16,6567
58125 0,0182 0,0009 16,4183
75424 0,0237 0,0012 21,3046

40 20 75006,5  590,4342  0,7872 21,1867
74589 0,0234 0,0012 21,0688
87873 0,0276 0,0014 24,8210

50 20 86602 1797,4654  2,0755 24,4620
85331 0,0268 0,0013 24,1030
87856 0,0276 0,0014 24,8162

60 20 87404 639,2245 00,7313 24,6885
86952 0,0273 0,0014 24,5609
114232 0,0359 0,0018 32,2665

90 20 113477  1067,7312  0,9409 32,0532
112722 0,0354 0,0018 31,8400
126204 0,0396 0,0020 35,6482

120 20 126447,5 344,3610  0,2723 35,7170
126691 0,0398 0,0020 35,7857
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