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RESUMO

Eletroanalise aplicada a ensaios de compatibilidade e estabilidade de
medicamentos.

Carvalho, M. F. de'; Gil, E. de S. '

1Laboratério de Analise Farmacéutica e Ambiental - LAFAm, Faculdade de Farmacia, Universidade Federal
de Goias.

Introducgao: A industria farmacéutica enfrenta um grande desafio no sentido de melhorar
a solubilidade de alguns insumos ativos. O Carvedilol (CRV) € um dos farmacos de
escolha para o tratamento das doencas cardiovasculares, que apresenta baixa
solubilidade em agua e baixa biodisponibilidade, motivando a realizagcdo de pesquisas
para melhorar a biodisponibilidade por via oral, sendo os sistemas auto-emulsificantes
uma alternativa promissora. Objetivo: O objetivo deste trabalho foi avaliar as interagdes
entre o0 CRV e os excipientes, detectando o potencial oxidante dessas substéncias e
fornecendo dados preditivos da estabilidade do sistema e biodisponibilidade do farmaco.
Metodologia: No preparo das pastas foram utilizados 70 mg (grafite) e 30 mg (6leo). Os
excipientes, acido oleico, canola, capmul, cartamo, gergelim e plurol isostearique, foram
utilizados no preparo das pastas, na propor¢cao de 30:0, 20:10, 15:15, 10:20 e 0:30 de
excipiente liquido (amostra): 6leo mineral (mg:mg) ou 1,5:68,5, 3:67 e 7:63 de excipiente
solido (amostra): grafite (mg:mg). O CRV foi incorporado na por¢cdo oleosa para
solubilizacdo e apds o preparo da pasta de carbono foi utilizado nas analises em estado
sélido. As técnicas utilizadas no estudo foram voltametria ciclica, de pulso diferencial e
espectroscopia de impedancia eletroquimica. Resultados e discussées: O Plurol®
isostearique foi eletroativo na faixa de potencial estudada, porém, esse 6leo se oxida em
potenciais diferentes do CRV, nao inviabilizando a analise. Os resultados mostraram que
o Plurol® isostearique, excipiente liquido, e acido estearico, excipiente sdlido,
apresentaram as maiores variagdes de potencial de pico anddico e foram considerados os
melhores excipientes para a formulagdo de CRV. O farmaco analisado apresentou maior
estabilidade a temperatura ambiente e a 50 °C quando misturada com acido estearico a
7%. Conclusdées: Nos ensaios realizados ndo se observou evidéncias de
incompatibilidade, relativa ao aumento da vulnerabilidade a oxidacdo, quando na
presencga de todos estes excipientes. Estudos em longo prazo sdo uma possibilidade real
para avaliar o emprego da eletroanalise em estudos de compatibilidade do CRV no
desenvolvimento de formulagdes.

Palavras-Chave: Voltametria; Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica; Bloqueador de Receptores
Adrenérgicos; Tecnologia Farmacéutica; Formulagao; Excipientes.

Agradecimentos: LAFAm, CNPq e FAPEG.
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ABSTRACT

ELECTROANALYSIS APPLIED TO COMPATIBILITY AND STABILITY ASSAYS OF
MEDICINES.

Carvalho, M. F. de'; Gil, E. de S.1

1Laboratério de Analise Farmacéutica e Ambiental, Faculdade de Farmacia, Universidade Federal de Goias.

Introduction: The pharmaceutical industry faces a major challenge to improve the
solubility of some active ingredients. Carvedilol (CRV) is the drug of therapeutic choice in
cardiovascular diseases. CRV presents low water solubility and low bioavaliability. Several
researches were performed in order to increase the oral bioavailability, where self-
emulsifying appeared as viable alternatives. Objective: The objective of this work was to
evaluate interactions between CRV and its excipients, detecting the oxidative potential of
these substances, thus, providing predictive data for the oxidation that may affect the
stability and bioavailability of the drug system. Methodology: In the carbon pastes
preparation were used 70 mg (graphite) and 30 mg (oil). Six excipients, oleic acid, canola,
capmul, safflower, sesame and Plurol isoestearique. The following proportions were used
in the making of the paste: 30:0, 20:10, 15:15, 10:20 and 0:30 of liquid excipient (sample):
mineral oil (mg:mg) and 1.5:68.5, 3:67 and 7:63 of solid excipient (sample): graphite
(mg:mg). CRV was incorporated in the oil moiety for solubilization and after used in solid-
state analysis in the carbon paste. The techniques used were cyclic voltammetry,
differential pulse voltammetry and electrochemical impedance spectroscopy. Results and
Discussions: The Isostearique Plurol® was found to be electro-active in the studied
potential, however, this oil oxidizes in different potentials from CRV. The results show that
Isostearique Plurol®, liquid excipient, isoestearique acid and the solid excipient presented
the greatest variations of anodic potential and were considered the best excipients for the
CRYV formulation. CRV presented higher stability at room temperature (25 °C), whereas, it
presented higher stability at 50 °C when mixed with 7% estearique acid. Conclusions:
Evidences of incompatibility were not found, relative to the increase of oxidation
vulnerability, when in the presence of these excipients. The employment of electroanalysis
for CRV compatibility studies show promising viability.

Keywords: Voltammetry; Electrochemical Impedance Spectroscopy; Adrenergic Receptor Blocker;
Pharmaceutical Technology; Formulation; Excipients.

Acknowledgements: Lafam, CNPq e FAPEG.
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1 INTRODUGAO

1.1 TECNOLOGIA FARMACEUTICA

Os avancgos da tecnologia associada a veiculagao e liberagado de farmacos, a partir
de formas farmacéuticas teve um incremento significativo nas ultimas décadas.
Ressaltam-se, os intentos voltados a maximizar as vantagens inerentes as formas
farmacéuticas cujos farmacos apresentem baixa solubilidade em &gua, como por
exemplo, os farmacos da classe Il de acordo com o Sistema de Classificacdo
Biofarmacéutica (SCB).

Para o estudo de pré-formulacdo e desenvolvimento de novas formas
farmacéuticas, € necessario a caracterizacdo de um farmaco, e a compreensido das
interagdes fisico-quimicas do ingrediente farmacéutico ativo (IFA), com seus excipientes,
visando uma maior eficacia, seguranga e estabilidade de um medicamento. Isso porque,
na forma farmacéutica, um IFA entra em contato direto com outros componentes
(excipientes) da formulagao que facilitam a administragcéo e liberagao deste componente
ativo, bem como protegé-lo do ambiente (PATEL, et al., 2015). Embora os excipientes
sejam farmacologicamente inertes, eles podem interagir com o farmaco e afetar a
estabilidade do medicamento causando a degradagdo do mesmo. Por essa razdo, nos
estudos de tecnologia farmacéutica, € fundamental o estudo e selegdo cuidadosa dos
excipientes, para que se obtenha uma formulacao eficaz e que facilitem a administragao,
melhorando a adesdo do paciente, a biodisponibilidade do farmaco e também,
aumentando sua vida util (CHADHA e BHANDARI, 2014).

1.1.1 Estudos de Compatibilidade e Estabilidade

A estabilidade de formulacdes farmacéuticas depende de varios fatores extrinsecos
e intrinsecos. Dentre os fatores extrinsecos, destacam-se a temperatura, a umidade e
oxigénio. Por sua vez, os fatores intrinsecos sao inerentes a maior ou menor reatividade
quimica do farmaco e excipientes, bem como compatibilidade dos compostos que a
compdem. Essa compatibilidade é avaliada por meio de ensaios que visam avaliar
parametros de natureza fisico-quimica e bioldgica de maneira a assegurar a integridade
da formulacdo. Nesse ponto, pode-se inferir que as propriedades quimicas intrinsecas dos
farmacos e excipientes utilizados na farmacotécnica e tecnologia farmacéutica influem
profundamente no sucesso ou fracasso de uma formulagcdo (DA SILVEIRA, et al., 2018;
PIRES, et al., 2017).




Diversas abordagens tém sido usadas para avaliar a compatibilidade de farmacos
com suas formulagbes, dentre as mais consagradas destacam-se a calorimetria
exploratdria diferencial e a espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier
(CHADHA e BHANDARI, 2014; NARANG; MANTRI; RAGHAVAN, 2017). A primeira se
baseia nos principios da termodindmica, sendo possivel avaliar a alteracdo da
ultraestrutura dos componentes da formulacdo. Assim, a calorimetria exploratéria
diferencial permite a investigagdo de polimorfismos que poderiam comprometer a
estabilidade do produto farmacéutico (CHADHA e BHANDARI, 2014). A espectroscopia
de infravermelho com transformada de Fourier também permite a obtencdo de dados
acerca dos polimorfos, no entanto esta aquisicdo da-se a partir da analise de absorgao de
um feixe multicromatico, cujo comprimento de onda se configura no espectro
infravermelho (CHADHA e BHANDARI, 2014). Embora ambas técnicas, assim como
analises termogravimétricas sejam muito utilizadas para fins de estudos de
compatibilidade farmacéutica, deve-se ressaltar que todas sao caras e de dificil
operagao/interpretacdo dos resultados (ROJEK e WESOLOWSKI, 2019; MEIRA et al.,
2018). Nao obstante, técnicas como a termogravimetria sdo destrutivas em esséncia,
levando a perda do material analisado (ROJEK e WESOLOWSKI, 2019).

Visto que a compatibilidade influi na estabilidade de formulagbes, e ambas sao por
conseguinte definidas por parémetros fisico-quimicos, pode-se inferir portanto que
técnicas capazes de avaliar o comportamento termodinamico e cinético de excipientes e
farmacos (isolados e em uma formulagdo) podem promover uma melhor compreensao
sobre a estabilidade dos produtos farmacéuticos como também fomentarem um melhor
conhecimento sobre os processos que ocorrem no preparo das formulacbes. Se as
analises térmicas sao ferramentas valiosas e consolidadas, para avaliar a estabilidade de
um farmaco frente a temperatura, bem como a combinacao deste fator a interacbes com
excipientes e umidade, os métodos eletroanaliticos se destacam nos estudos dos
processos oxidativos (MEIRA et al., 2018; TALAVAT e GUNER, 2018).

As aplicacbes da eletroquimica no &ambito farmacéutico se resumem a
caracterizagao redox e ensaios quantitativos, sendo uma ciéncia de vasto potencial no
respaldo de eventos fisico-quimicos relevantes a tecnologia farmacéutica (RADA et al.,
2016; APPLEBY, 1995; ZHANG, et al. 2019). Dentre as metodologias aplicadas aos
estudos de compatibilidade, podemos citar os métodos eletroanaliticos, cuja propriedade
de avaliar a termodindmica de processos redox assim como suas variagdes cinéticas,

permitem a obtencdo de informacdes de interesse em estudos de estabilidade e
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compatibilidade (SCHILLER, 2018; IPTE; SAHOO; SATPATI, 2019; BUSSY et al., 2015).

Embora a literatura ndo apresente exemplos quanto ao uso de técnicas eletro-
analiticas no contexto de estudos de compatibilidade, alguns estudos evidenciam a
relagdo entre os parametros analiticos empregados em técnicas como voltametrias e
espectroscopia de impedancia eletroquimica, com a compatibilidade entre os elementos
de uma formulacgéo farmacéutica (MEIRA et al., 2018; TALAVAT e GUNER, 2018).

1.2 METODOS ELETROANALITICOS

Os métodos eletroanaliticos utilizam parametros elétricos mensuraveis, como
corrente elétrica, potencial e condutividade. Estes métodos dependem dos fendmenos
quimicos e fisicos das espécies analisadas, que sdo eletroativas, ou seja, capazes de
sofrer oxidagdo e/ou redugdo, seguindo a Lei de Faraday (cada mol de espécies
eletroativa monovalente, transfere em um processo redox um mol de elétrons)
(PACHECO; SEMAAN; ALMEIDA, 2013; LEITE, 2015).

E valido ressaltar o papel fundamental dos métodos eletroanaliticos, pois
apresentam grande potencial para caracterizagdo dos parametros fisico-quimicos
capazes de mostrar ndo apenas o potencial redox, como também o numero de elétrons
envolvidos na etapa de transferéncia de carga (n), o mecanismo dessa transferéncia de

carga e a influéncia de prétons (WOLFF et al., 2019).

As técnicas eletroanaliticas se dividem em dois métodos: interfaciais (estaticos e
dindmicos) e n&o interfaciais (condutometria). Os métodos interfaciais podem ser
estaticos como a potenciometria (em que a corrente elétrica ndo € obtida da reacao
forgada por um sobrepotencial) e dinamicos, dentre os quais se destacam a amperometria
e voltametria (PACHECO; SEMAAN; ALMEIDA, 2013).

Diversas destas técnicas eletroanaliticas tém sido usadas para aplicacdo nos mais
variados campos da ciéncia, em destaque para as técnicas voltamétricas, como no
monitoramento ambiental (ANTUNES et al., 2018), na analise de alimentos (MACEDO et
al. 2017), na analise de material vegetal (LEITE et al., 2018; THOMAZ et al., 2018), na
analise de farmacos (MACEDO et al. 2018; GARCIA et al., 2018), dentre outros.

Estas técnicas sao predominantemente, executadas em meio estatico contendo
solugdes aquosas de eletrdlitos inertes, como KCI ou sistemas tampdes. Podendo ainda

serem realizadas em condi¢gbes hidrodindmicas, bem como em solventes organicos,
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emulsdes ou em estado sdlido.
1.2.1 Métodos Voltamétricos

A voltametria, uma técnica dinamica, € definida como a medida da corrente elétrica
(/) obtida de processos faradaicos, gerada em fungdo de um potencial (E) aplicado em
uma célula eletroquimica, assim a fungao pode ser representada por: / = f (E). O resultado
obtido é expresso em um voltamograma. Os fendmenos de transferéncia de carga
ocorrem na interface de um eletrodo, denominado de eletrodo de trabalho, e a solugao,
contendo eletrélito suporte (PACHECO; SEMAAN; ALMEIDA, 2013; MACEDO, 2017).

Os componentes para a realizacdo das técnicas voltamétricas sdo um
galvanostato/potenciostato, uma célula eletroquimica, uma solugéo eletrolitica e dois ou
trés eletrodos (Figura 1) O sistema mais utilizado € o que contem trés eletrodos, eletrodo
de trabalho, auxiliar e de referéncia (LEITE, 2015).

Em relacdo aos eletrodos utilizados nas analises, o eletrodo de referéncia, como o
nome sugere, € utilizado para dar uma medida de potencial de referéncia para os demais,
como exemplo, tem-se o Ag/AgCl/ KClsat, calomelano saturado, dentre outros. O eletrodo
auxiliar, retira 0 excesso de ions gerados na passagem da corrente, como exemplo, pode
ser citado o fio de Platina. E o eletrodo de trabalho, onde ocorrem as reacdes de oxi-
reducdo do analito na superficie eletroativa, como exemplo, tem-se os materiais de
carbono, Diamante Dopado com Boro (DDB), carbono vitreo, pasta de carbono, dentre
outros (BRETT e BRETT, 1996; MACEDO, 2017).

Dentres as técnicas voltamétricas, as mais utilizadas sdo as voltametrias ciclicas,

de pulso diferencial e de onda quadrada.
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Figura 1: Esquema de um sistema eletroquimico contendo trés eletrodos, o de trabalho, de referéncia e
auxiliar, acoplado a galvanostato/potenciostato controlado por computador.
Fonte: préprio autor.

1.2.1.1 Voltametria Ciclica

A técnica de voltametria ciclica (Cyclic Voltammetry, CV) fornece principalmente
informagdes qualitativas, sao elas: o estudo de reversibilidade de compostos, devido ao
potencial redox dos analitos; o mecanismo de transferéncia de elétrons; e a observagao
da ocorréncia de adsorcao ou difusdo de substancias na superficie do eletrodo de
trabalho, em processos de transferéncia de massa (BRETT e BRETT, 1996; LEITE, 2015;
OLIVEIRA NETO, 2017).

Basicamente, a CV é composta por uma varredura de potencial linear em fungao
do tempo (Figura 2 A). O resultado desta varredura gera um voltamograma, com 0s
resultados de picos na oxidagdo, com um potencial maximo de pico anodico (Epa) € uma
corrente maxima de pico andédico (lpa), €/ou redugdo, com um potencial maximo de pico
catédico (Epc) € uma corrente maxima de pico catodico (lpc) (Figura 2 B) (BRETT e
BRETT, 1996; LEITE, 2015; BENJAMIN, 2016).
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Figura 2: Representagdo grafica da voltametria ciclica. (A) Aplicagdo do potencial pelo tempo e (B)
Voltamograma da corrente (/) em fungéo do potencial (E).
Fonte: Pacheco; Semaan; Almeida (2013), com modifica¢des.

1.2.1.2 Voltametria de Pulso Diferencial

A técnica de voltametria de pulso diferencial (Differential Pulse Voltammetry, DPV),
similar a voltametria ciclica, diferencia-se pelo sentido da varredura, realizada em um
unico sentido, e por ser a variagao de potencial realizada por pulsos crescentes (BRETT e
BRETT, 1996).

A DPV destaca-se por apresentar maior sensibilidade, quando comparada a CV, ja
que combina a aplicacdo de pequenos pulsos de potencial sucessivos em intervalos de
tempo periddicos, em uma escada de potencial, com a corrente medida antes da
aplicagao do pulso [/(1)] e no final do pulso [/(2)], assim o voltamograma é o resultado da
diferenca destas duas correntes (Figura 3) (PACHECO; SEMAAN; ALMEIDA, 2013;
BENJAMIN, 2016). Este processo permite a reduc¢do da influéncia da corrente capacitiva,
necessaria para carregar a dupla camada na superficie do eletrodo de trabalho, que pode
ser considerada ruido ou interferente, quando o objetivo é determinar a corrente faradaica
proveniente do analito oxidado ou reduzido (MACEDO, 2017).
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Figura 3: Representagao grafica da voltametria de pulso diferencial. (A) Aplicagdo do potencial pelo tempo
e (B) Voltamograma da corrente (1) em fungéo do potencial (E)
Fonte: Pacheco; Semaan; Almeida (2013), com modificacdes.

Além dos ensaios para determinacédo dos analitos, também é possivel caracterizar
a superficie eletroativa dos sensores que podem auxiliar na explicagdo dos processos

redox. Para isso, utiliza-se a espectroscopia eletroquimica de impedancia.
1.3 ESPECTROSCOPIA DE IMPEDANCIA ELETROQUIMICA

A Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica (EIE) € uma técnica de fronteira
entre a eletroquimica e a ciéncia de materiais, a qual se baseia nas propriedades elétricas
e eletrodicas da matéria. Nesse contexto, a EIE pode ser utilizada em matrizes de
diversas naturezas para o estudo de seus comportamentos mediante a aplicagdo de
disturbios em um sistema eletroquimico fechado (TSAIl e SUN, 2013; ZHAO et al., 2017).

De maneira geral, a EIE é realizada a partir da perturbagcdo de um sistema
eletroquimico por meio de um disturbio continuo e nao variavel em sua termodinamica.
Visto que no ambito da EIE, o parametro termodinédmico é relativo ao potencial elétrico do
sistema, a EIE é, portanto, potenciostatica. Sendo assim, o sistema operacional dessa
ferramenta é também idéntico ao de métodos cujo principio se baseia na perturbagao do
sistema por meio da aplicagdo do potencial elétrico, como, por exemplo, as voltametrias.
Nesse ponto, o aparato é também constituido por trés eletrodos, assim como eletrdlito
suporte, sendo esse ultimo utilizado para promover a formacédo de uma interface solucéo-
eletrodo, a qual compreende a dupla camada elétrica (Figura 4) (CAMPOS-SILVA e
RODRIGUEZ-CASTRO, 2015; FRANCESCO, 2019).
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Figura 4: Representagcdo esquematica da interface eletrodo/solugdo, contendo a dupla camada elétrica
dividida em dois planos, plano interno (IHP) e plano externo de Helmholtz (OHP).
Fonte: MACEDO, 2017.
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A formacdo da interface solucdo-eletrodo permite a EIE, a determinacdo de
propriedades elétricas inerentes da matéria mesmo que essas nao sejam eletroativas. Em
outras palavras, a EIE pode fornecer informagcdes acerca de materiais cujo
comportamento elétrico ndo se manifeste por meio de fendmenos oxidativos e/ou
redutivos. Assim, essa técnica € uma importante ferramenta para a exploracido de
propriedades intrinsecas dos materiais, as quais ndo sado efetivamente analisaveis por

outros métodos eletro-analiticos (HAN et al., 2016).

Dentre as aplicagbes mais comuns da EIE estdo o estudo das propriedades
eletroquimicas de eletrodos, no entanto, a literatura apresenta diversos trabalhos que

exploram o uso da EIE para a avaliagao da integridade de macro e microestruturas.

Visto que a impedancia assume valores irracionais, sua plotagem é realizada no
plano complexo. Assim, sdo empregadas as plotagens de Nyquist que descreve a
correlagdo entre a parte real versus parte imaginaria da impedancia; e a plotagem de
Bode que descreve a variagdo da impedancia total e o angulo de fase dos vetores
descritores versus a frequéncia de oscilagdo (FRANCESCO, 2019; GAMRY, 2019). A

representacao grafica da impedéancia por Nyquist é apresentada na Figura 5.
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Figura 5: Representagdo grafica de uma plotagem de Nyquist, evidenciando os pontos da plotagem
condicionados por controle cinético (kinetic control) e fendmenos de transporte de massas (mass transfer
control).

Fonte: MELATAGUIA, 2016.

De maneira geral a interpretacdo da plotagem de Nyquist para a avaliagdo da
impedancia dos sistemas da-se inicialmente pela analise do didametro do semicirculo, que
por sua vez se localiza em regides de alta frequéncia na plotagem, i.e. mais negativas, no
eixo das abscissas (impedancia real; Z’). Esse parametro se correlaciona com as
resisténcias associadas ao circuito (ZHAO et al., 2017; GAMRY, 2019).

Assim, o inicio do semicirculo no eixo das abscissas se correlaciona com a
resisténcia da solugéo (Rs), enquanto o final do semicirculo se correlaciona a resisténcia
ao transporte de cargas na superficie do eletrodo (Rct). Visto que o eletrodo é analisado
em solugdo, e sua impedancia € calculada na interface, a dupla camada comporta-se
nesse caso como um capacitor (CPE), enquanto que o transporte de massa por difusao
na solucgao é representado pelo elemento de Warburg (W) (FRANCESCO, 2019; EASTON
et al., 2020). Esse circuito simplificado € denominado “circuito equivalente de Randles”
(Figura 6).




CPE

Figura 6: Representagdo grafica do circuito equivalente de Randles para um sistema
eletroquimico.
Fonte: Préprio autor.

Apesar de a dupla camada possuir comportamento proximo de um capacitor, suas
melhores aproximacgdes sao pseudocapacitores ou elementos de fase continua, uma vez
que a dupla camada é composta por elementos capacitivos e resistivos ao mesmo tempo
(MEI et al., 2018; GAMRY, 2019).

Baseado em eletroquimica de estado sodlido, diferentes 6leos aglutinantes podem
ter diferentes efeitos na eletrédica, i.e. propriedades condutoras, cinética de transferéncia

de carga, efeitos capacitivos, ou até apresentarem eletroatividade inerente.
1.4 FARMACO ESTUDADO : CARVEDILOL

Para o desenvolvimento deste trabalho, o farmaco escolhido foi o carvedilol. O
Carvedilol (CRV) (Figura 7), € um farmaco antagonista adrenérgico n&o seletivo,
quimicamente conhecido como 1-carbazol-4-iloxi-3-[2-(2-metoxifenoxi) etilamino]propan-2-
ol que se apresenta na forma de uma mistura racémica, dos enantidmeros R-(+) e S-(-)
Carvedilol, sendo que a atividade B-bloqueadora ¢é atribuida apenas ao enantidmero S-(-),
enquanto que a atividade a-bloqueadora é atribuida aos dois enantidmeros (NARDOTTO
et al., 2016).
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Figura 7: Estrutura quimica do Carvedilol evidenciando o centro quiral (*) (OHNO et al., 2004) e as porgdes

moleculares com suas respectivas atividades (DANDONA; GHANIM; BROOKS, 2007).
Fonte: préprio autor.

Este farmaco é o unico da classe dos 3-bloqueadores que apresenta a propriedade
de se ligar aos receptores de rianodina (RyR2) e inibir a liberagdo de calcio induzida por
sobrecarga, sendo que essa acédo é produzida pelo enantibmero R-(+) (ZHANG et al.,
2015; NARDOTTO et al., 2016). Além dessas propriedades, o CRV é muito conhecido por
seu significativo potencial antioxidante, onde atua inibindo a formacédo de espécies
reativas de oxigénio, e a peroxidagao lipidica, além de prevenir a deplegdo de
antioxidantes endogenos (ABDEL-RAHEEM et al.,, 2015). Em outro estudo, ficou
demonstrado, que o tratamento com CRV aumenta os niveis de glutationa, superoxido
dismutase, catalase e glutationa redutase, além de diminuir significativamente, as
citocinas proé-inflamatérias, como o fator de necrose tumoral, e fator de crescimento
(AMIRSHAHROKHI e KHALILI, 2016). Em um estudo comparativo, a atividade
antioxidante do CRV se mostrou maior que o da vitamina E (DANDONA; GHANIM;
BROOKS, 2007; AMIRSHAHROKHI e KHALILI, 2016).

O CRV é comercializado na forma de comprimidos, nas doses de 3,125, 6,25, 12,5
e 25 mg e pelas suas indicagdes nos quadros de hipertensao, insuficiéncia cardiaca e
doenca isquémica, esse farmaco faz parte da lista de medicamentos essenciais da
Organizagao Mundial de Saude (MAHMOUD; BENDAS; MOHAMED, 2009).

No Sistema de Classificagao Biofarmacéutica (SCB) o CRV é considerado uma
droga da classe Il, apresentando baixa solubilidade e alta permeabilidade. A droga é
praticamente insoluvel em agua, levando a uma baixa biodisponibilidade por via oral, e

por essa razao, melhorar a solubilidade e aumentar a biodisponibilidade € um desafio
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para os pesquisadores na area de desenvolvimento farmacotécnico (HIENDRAWAN et

al., 2016).

1.5 SISTEMAS DE LIBERAGAO DE BASE LIPIiDICA

Nos ultimos anos, varias formulagdes foram propostas no intuito de melhorar a

biodisponibilidade de farmacos hidrofébicos como o CRV, e os sistemas lipidicos se

mostraram como uma das estratégias mais estudadas para resolver os problemas de

solubilidade das drogas da classe |l. Esses sistemas sao conhecidos por apresentarem os

lipideos naturais ou sintéticos como veiculo, e existem varios tipos de sistemas de

liberacdo de farmacos em lipideos, como por exemplo, suspensdes, emulsdes, e 0s

sistemas emulsificantes, como os auto-emulsificantes, auto-microemulsificantes, auto-

nanoemulsificantes, dentre outros. No caso especifico do CRV, foi demonstrado uma

melhoria nos parédmetros farmacocinéticos (Cmax € biodisponibilidade), utilizando o
sistema auto-nanoemulsificante (Quadro 1) (WADHWA; NAIR; KUMRIA, 2011; SINGH et
al., 2013; SILVA et al., 2016).

Quadro 1: Tipos de formulagdes orais lipidicas, suas vantagens e limitagdes.

Tipo de Excipientes Caracteristicas Vantagens Limitagoes

formulagéo

Tipo | Nao dispersante, | GRAS, Baixa capacidade
Oleos sem requer digestao compatibilidade solvente, a menos que
surfactantes (tri-, di- de capsula | o farmaco seja
e monoglicerideos) simples e boa altamente lipofilico

Tipo Il Oleos e surfactantes Improvavel em | Dispersdo grosseira de
insolUveis em agua SEDDS formado | perder O6leo / agua, digestédo

sem componentes | capacidade de | provavel mas  n&o
soluveis em agua solvente na | crucial
dispersao

Tipo llI Oleos, surfactantes | SEDDS / SMEDDS | Dispersdo clara | Possivel perda de
e co-solventes (tanto | formado com | ou quase clara; | capacidade do solvente
excipientes solluveis | componentes digestao nao | na dispersédo e / ou
em agua quanto | soluveis em agua necessaria para | digestao
insoluveis) absorgéo

Tipo IV Surfactantes Normalmente Formulagédo tem | Perda  provavel da
soluveis em agua | dispersa para formar | boa capacidade | capacidade do solvente
apenas ou com co- | uma solugdo micelar | de solvente para | quando dispersado,
solventes (sem muitos digestivel

Oleos)

medicamentos

Nota: Sistema

de entrega de droga auto-emulsionante (self-emulsifying drug delivery system, SEDDS);
sistema de entrega de droga auto-microemulsificante (self-microemulsifying drug delivery system,
SMEDDS); geralmente considerado seguro (generally regarded as safe, GRAS).
Fonte: Rahman et al. ( 2013).

Os sistemas auto-emulsionaveis sao constituidos de uma mistura isotropica de
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oleo, surfactante (emulsionante) e farmaco que, quando introduzidos na fase aquosa sob
suave agitacdo, formam espontaneamente a emulsdo 6leo/agua (o/a) em que o tamanho
da goticula varia de poucos nandmetros (< 50 nm) a varios micrémetros (200-300).
Algumas formulag¢des contém um co-emulsionantes ou co-tensoativo ou solubilizante para
facilitar a emulsificagcdo e melhorar a incorporagdo de farmacos (WADHWA; NAIR;
KUMRIA, 2011).

Para o desenvolvimento dessas formas farmacéuticas, os estudos de
compatibilidade entre farmaco e excipiente representam uma fase importante na pré-
formulacao, uma vez que, para ser bem-sucedida, em termos de estabilidade e eficacia, a
formulacdo depende de uma selecdo cuidadosa dos excipientes, pois ndo existe um
protocolo universalmente aceito para avaliar a compatibilidade entre o principio ativo e os
excipientes (BORBA et al., 2014).

Apesar das varias informacdes existentes na literatura sobre as caracteristicas
fisicas e quimicas dessas emulsdes Oleo/agua e lipidicas, a tendéncia oxidativa das
emulsdes é frequentemente negligenciada (KHANUM e THEVANAYAGAM, 2017).

Além disso, os componentes utilizados na formulacdo de emulsdes sao vitais para
a manutencdo da estabilidade oxidativa. Esses componentes, (acidos, bases, sais,
surfactantes, co-surfactantes e polissacarideos) s&o utilizados na formulagdo de emulsdes
oleo-em-agua, e podem atuar tanto como pro-oxidantes ou antioxidantes, dependendo da
sua natureza quimica, interagbes moleculares e fatores ambientais. Alguns parametros
na tecnologia dos sistemas emulsificantes que contribuem para os efeitos oxidativos
incluem as condi¢cbes de armazenamento e o potencial de oxidagao (vulnerabilidade do
lipideos a auto-oxidacgéo), por essa raz&o, as emulsdes devem ser avaliadas quanto a sua
susceptibilidade a oxidagdo usando as técnicas disponiveis (WALKER; DECKER;
MCCLEMENTS, 2015; KHANUM e THEVANAYAGAM, 2017).

1.5.1 Excipientes lipidicos

Neste trabalho foram utilizados alguns éleos, cartamo, canola e gergelim, e acidos
graxos puros, oleico e estearico, para o estudo de compatibilidade com o carvedilol na

eletroanalise (Tabela 1).

O acido estearico (solido a temperatura ambiente, cadeia carbdnica saturada de 18
atomos de carbono) e o acido oleico (liquido a temperatura ambiente, cadeia carbdnica

monoinsaturada de 18 atomos de carbono, com insaturagdo no carbono 9) sdo acidos
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graxos formados por uma longa cadeia alquilica. O tamanho da cadeia carbénica e o grau
de insaturagao irdo influenciar diretamente na solubilidade em agua dessas moléculas
(SILVA, 2017).

Tabela 1 — Composicao dos excipientes oleosos utilizados neste trabalho

Acidos graxos Dados Oleo de Oleo de Oleo de
Canola Cartamo Gergelim
Acido linolgico LogP: 6,46 16-30% 68-83% 40%

Acido linolénico LogP: 7,05 6-14% <0,5%
H
H
H
H
HO.
H
(@) H
Acido oleico Visc.: 25,6 mPas 50-67% 8,21% 45%
(cP)em 30 °C
LogP: 7,73

SN

(6] H
Acido palmitico Visc.: 7,80 cP em 70 2,5-6% 4-10% 9,8%
HO °C

W LogP: 7,17
Acido estearico Visc.: 9,87 mPas 3% 1-5% 6%
1O A (P e TO°C

o LogP: 8,23

Outros 7% 2% 0,8%
Acidos graxos saturados 8,9% 11,2% 19,1%
acidos graxos monoinsaturados 63,1% 11,16% 39,4%
acidos graxos poliinsaturado 28,1% 76,8% 44 1%

*LogP = Coeficiente de Particdo Octanol/Agua
Fonte: Silva (2017) e PubChem (https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/).

Neste trabalho também foram selecionados glicerideos mistos de cadeia longa e
meédia com maior capacidade de solvente quando comparados aos triglicéridos (Tabela
2). O behenato de glicerilo (Compritol® 888 ATO) e o caprilato/caprato de glicerilo

(Capmul® MCM) séo exemplos de glicéridos mistos.

14



Tabela 2 - Composi¢ao de excipientes gliceridicos utilizados neste trabalho.

Nome Composicao Apresentagca LogP Estrutura quimica
comercial o *
Capmul® Mistura de mono Liquido a OH
MCM e diglicerideos temperatura 0\)\OH
(Monodicapr  contendo acidos ambiente \/M(
ato de graxos, ©
Glicerila) principalmente os
acidos caprilico e
caprico
Plurol® Isoestearato de Liquido
isostearique poliglicerina viscoso a
temperatura
ambiente
Emulium®22  Esteres do 4cido  Comercializado A Iy
(Esteres behénico com em forma de
tribehenicos adicdo de uma pellets

PEG-20) molécula de PEG
20 (tribehenina
peguilhada)
Compritol® Tribehenato de  Sdlido branco 26,93 W{”
888 CG ATO (dlicerila (28-32%), a temperatura ’
(behenato dibehenato de ambiente
de glicerila) glicerila (52-54%)

e monobehenato
de glicerila (12-
18%).

*LogP = Coeficiente de Particdo Octanol/Agua.
Fonte: Silva (2017) e PubChem (https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/).

1.6 METODOS DE DOSEAMENTO/QUANTIFICAGAO DO CARVEDILOL

A fim de garantir o controle de qualidade dos produtos farmacéuticos, a
Farmacopéia Britanica e a Européia preconizam técnicas de cromatografia liquida com
deteccao espectrofotométrica, no entanto, diversos pesquisadores tém adotado diferentes
abordagens nas técnicas de quantificacdo do CRV tanto em fluidos biolégicos quanto em
matérias-primas, como por exemplo, a cromatografia liquida em diferentes detectores
como espectrofluorimétrico (MEDVEDOVICI et al., 2007; EL-SAYED; MOHAMED; TAHA,
2010; TABRIZI e YOUSEFZADEH, 2019) ou espectrofotométrico no ultravioleta
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(LANZANOVA et al., 2009; NAYABANIYA; SEETHARAMAN; LAKSHMI, 2020), além de
técnicas cromatograficas (liquida e gasosa) associadas a espectrometria de massas
(GALANOPOULOU; ROZOU; ANTONIADOU-VYZA, 2008; CHANDER et al., 2013;
MANOHAR; SRIDHAR; MALLIKARJUNA, 2013). Em geral, muitas destas técnicas podem
levar ao consumo de reagentes téxicos, aumentando os custos e riscos para analistas e
meio ambiente. As técnicas eletroquimicas (RADI e ELMOGY, 2005; YILMAZ e EKINCI,
2011; YILMAZ e KABAN, 2014; ROFOUEI et al, 2016) e outras técnicas como
eletroforese capilar, quimiluminometria e fluorimetria também foram descritas
(LANZANOVA, 2007).

Assim, as técnicas eletroquimicas de analise sdo uma boa alternativa em se
tratando da quimica verde, uma vez que trabalham com uma quantidade reduzida de
reagentes, gerando poucos residuos, e consomem pouca energia, devido a agilidade e a
rapidez das analises. Além disso, apresentam vantagens como, por exemplo, baixo custo,
grande sensibilidade, baixos limites de detecgdo e baixo consumo de reagentes,
especialmente quando comparadas com as técnicas cromatograficas e espectroscopicas
(LINO; SA; TORRES, 2014; MACEDO et al., 2016).

Por ser um método alternativo, a eletroanalise, pode ser util em estudos de
compatibilidade e a caracterizagcdo eletroquimica fornece dados preditivos para
vulnerabilidade a oxidacao.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar, mediante a caracterizagao eletroquimica, as interagdes entre o CRV e os
excipientes lipofilicos, detectando o potencial oxidante destas substancias e fornecendo
dados preditivos para a vulnerabilidade a oxidacdo, que pode afetar a estabilidade do

sistema e, consequentemente, a biodisponibilidade do farmaco.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar a pasta de carbono modificada com excipientes lipidicos em

diferentes proporc¢des por técnicas voltamétricas (CV e DPV) e EIE.

e Ultilizar as técnicas voltamétricas (CV e DPV) para analisar a compatibilidade

dos excipientes lipidicos e o CRV.

o Realizar analise de estabilidade isotérmica com os sistemas binarios (CRV —

excipientes lipidicos).
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3 METODO(S)

3.1 REAGENTES E PADROES

O carvedilol (CRV), com 99,27% de pureza, foi fornecido pela Chengtai Shenyang
Fine Chemical Factory (China). O grafite, 6leo mineral (Nujol®) e acido estearico foram
adquiridos na Sigma-Aldrich (Saint Louis, EUA). O acido oleico foi adquirido da Labsynth
LTDA (Brasil). O Compritol® 888 ATO (gliceril behenato, GB), Plurol® isostearique
(poligliceril-6-isoestearato), Emulium®22 (ésteres de tribibeina PEG-20) e Capmul® MCM
(caprilato de gliceril / caprato) foram gentilmente doados por Gattefossé (Franga). O dleo
de canola foi fornecido pela Cargil Agricola S.A. (Brasil). O 6leo de cartamo foi adquirido

da Pazze Industria de Alimentos LTDA (Brasil). O éleo de gergelim da Croda (Brasil).

O ferrocianeto de potassio, K4[Fe(CN)es].3H20 e sais de fosfato de potassio, todos
de qualidade analitica, foram adquiridos da Vetec Quimica Fina Ltda (Rio de Janeiro,
Brasil) e diluido em agua purificada para atingir uma concentragéo final de 0,05 mol.L™".
Depois disso, o KCI foi adicionado a esta solugdo até uma concentragéo de 0,1 mol.L-1. A
solugédo de tampao fosfato de sddio, pH 7,0, 0,1 mol.L" foi preparada com agua Milli-Q

ultra pura (Millipore S.A. Molsheim, Franga, condutividade < 0,1 uS.cm™).
3.2 ENSAIOS ELETROQUIMICOS DE ESTABILIDADE E COMPATIBILIDADE
3.2.1 Ensaios Voltamétricos

As medigdes voltamétricas foram realizadas usando um potenciostato/galvanostato
PGSTAT® modelo 204 com o mddulo FRA32M (Metroh Autolab) integrado ao software
NOVA 2.1®. As medigdes foram realizadas em uma célula eletroquimica de 25 mL, com
um sistema de trés eletrodos composto por eletrodos de pasta de carbono, descritos na
Tabela 3, fio Pt e Ag/AgCI/KClsat (ambos adquiridos na Lab solutions, Sdo Paulo , Brasil),
representando o eletrodo de trabalho, contra-eletrodo e eletrodo de referéncia,

respectivamente. A pasta de carbono foi renovada mecanicamente a cada nova analise.

As condigbes experimentais para DPV foram: amplitude de pulso = 25 mV, largura
de pulso = 0,5 s e velocidade de varredura = 10 mV.s™'. As condigdes experimentais da
CV foram: velocidade de varredura = 50 mV.s™! e faixa de varredura de -0,4 a 1,4 V. Os
voltamogramas de pulso diferencial foram subtraidos ao fundo e corrigidos na linha de
base, e todos os dados foram analisados e tratados com o software Origin 8®. Todos os

experimentos foram realizadas a temperatura ambiente (25 + 2 °C) em triplicata (n = 3) e
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o principal eletrdlito utilizado foi a solugéo tampéo fosfato de sédio 0,1 mol.L-' em pH 7,0.
3.2.2 Caracterizagao na Espectrocopia de Impedancia Eletroquimica

As medidas de EIE foram realizadas em uma solugcdo contendo ferrocianeto de
potassio 0,05 mol L' em KCI 0,1 mol.L-', em uma frequéncia que varia de 0,1 Hz a 100

KHz em potenciais selecionados para sensores.

3.3 AVALIAGAO ELETROQUIMICA DA ESTABILIDADE OXIDATIVA DE
COMPOSTOS LIPOFILICOS

A vulnerabilidade a sofrer oxidagao espontinea esta relacionada ao potencial de
pico anodico, Epa, que foi obtido por meio de voltametria no estado sdélido. Nesse contexto,
os compostos alvos, farmacos e excipientes lipidicos selecionados foram incorporados,
como modificadores, em eletrodos de pasta de carbono.

As pastas de carbono foram compostas por p6 de grafite e éleo mineral ou outro
sistema de aglutinacdo modificado, composto por diferentes proporgbes das amostras
alvo (Tabela 3).

Tabela 3 - Composi¢ao das pastas de carbono para estudos de estabilidade.

Modificadores Oleo Mineral Grafite em po
lipidicos (mg) (mg) (mg)
Excipientes liquidos' 10 20 70
15 15 70
20 10 70
30 - 70
Excipientes soélidos? 1,5 30 68,5
3 30 67
7 30 63
CRV controle 1 30 70
Pasta de carbono controle - 30 70

'Acido Oleico (CP©), Capmul® (CPC#), Plurol® isostearique (CPP'), Oleo de Cartamo (CPS©), Oleo de
Canola (CP°) e Oleo de gergelim (CPS<0).
2Acido estearico (CPEA), Emulium®22 (CPE™) e Compritol® 888 ATO (CPC!).

Os excipientes liquidos foram rigorosamente misturados com o p6 de grafite pela
técnica de espatulagcdo. Os excipientes solidos foram previamente dispersos
homogeneamente na fragdo de o6leo mineral. Em seguida, as misturas de pasta de
carbono (Tabela 3) foram inseridas no eletrodo suporte, que consistia em tubo de teflon

perfurado centralmente por fio de cobre com 2 mm de didmetro, para deixar uma cavidade
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de 2 mm de didmetro e 0,5 mm de profundidade.

Os eletrodos de pasta de carbono (carbon paste electrodes, CPEs) resultantes
foram imersos em solugdes tampao por 5 minutos antes dos ensaios eletroquimicos, a fim
de permitir o condicionamento da pasta de carbono. Nesses estudos, a corrente de pico
anodico, la, (parametro cinético) e o potencial de pico anddico, Epa, (parédmetro
termodinamico) de cada componente, bem como seu efeito sobre a condutividade do
eletrodo, foram cuidadosamente avaliados por meio de técnicas voltamétricas e EIE.

3.3.1 Avaliacao Eletroquimica da Compatibilidade Redox

O efeito de cada excipiente na estabilidade redox do farmaco foi avaliado nos
CPEs, no qual 1 mg de CRV foi homogeneamente disperso em sistemas aglutinadores
binarios (Tabela 3), antes da mistura com po6 de grafite.

A tendéncia termodindmica do farmaco a sofrer reagcbes de oxidagao (capacidade
doadora de elétrons) é expressa pela alteragdo negativa do pico anddico. Por sua vez, a
cinética de transferéncia de elétrons, quando a quantidade de espécies eletroativas é
mantida constante, € expressa pelos valores de pico de corrente. O impacto de cada
excipiente lipidico no comportamento redox do CRV expressa sua compatibilidade e foi

avaliado a luz de tais parametros eletroquimicos.
3.3.1.1 Efeito do tempo e temperatura

A estabilidade das misturas binarias de CRV e diferentes excipientes lipidicos
(Tabela 3) foi avaliada por meio da DPV, em funcédo do tempo a temperatura ambiente (25
°C). O efeito do estresse isotérmico também foi avaliado submetendo cada sistema
binario da pasta de carbono a 50 °C por 10 dias. Todos os controles necessarios foram

avaliados.
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Abstract: Carvedilol (CRV) is a non-selective blocker of « and 3 adrenergic receptors, which has
been extensively used for the treatment of hypertension and congestive heart failure. Owing to its
poor biopharmaceutical properties, CRV has been incorporated into different types of drug delivery
systems and this necessitates the importance of investigating their compatibility and stability. In
this sense, we have investigated the applicability of several electroanalytical tools to assess CRV
compatibility with lipid excipients. Voltammetric and electrochemical impedance spectroscopy
techniques were used to evaluate the redox behavior of CRV and lipid excipients. Results showed
that Plurol® isostearic, liquid excipient, and stearic acid presented the greatest anode peak potential
variation, and these were considered suitable excipients for CRV formulation. CRV showed the
highest stability at room temperature and at 50 °C when mixed with stearic acid (7% w/w). The results
also provided evidence that electrochemical methods might be feasible to complement standard
stability/compatibility studies related to redox reactions.

Keywords: anti-hypertensives; drug delivery systems; electrochemical impedance spectroscopy;
electrochemistry; excipients; pharmaceutical technology

1. Introduction

Carvedilol (CRV) (Figure 1) is a non-selective blocker of « and {3 adrenergic receptors, and has been
extensively used for the treatment of hypertension and congestive heart failure. CRV oral bioavailability
ranges from 20% to 35% owing to its low water solubility and increased fast metabolism [1-3]. To
circumvent its unsatisfactory biopharmaceutical properties, CRV has been incorporated in different
types of drug delivery systems, e.g., nanoemulsions [4], solid-state cyclodextrin complexes [5], solid
dispersions [6], transdermal vehicles [7], and supramolecular hydrogels [8].

Pharmaceuticals 2020, 13, 70; doi:10.3390/ph13040070 www.mdpi.com/journal/pharmaceuticals
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Figure 1. Chemical structure of carvedilol.

A considerable number of lipid-based drug delivery systems have been developed for overcoming
CRV pharmacokinetic issues [4,9,10]. Even though CRV stability and compatibility studies with solid
pharmaceutical excipients have been reported in the literature [11-13], only a few investigations dealing
with CRYV stability in lipid vehicles have been performed so far [14].

Thermal and spectroscopic methods have been widely used in drug-excipient compatibility
studies [15]. Differential scanning calorimetry (DSC), differential thermal analysis (DTA), and
Fourier-transform infrared spectroscopy (FTIR) are amongst the most popular techniques. These
techniques require a small amount of sample, and can provide a rapid analysis with high sensitivity.
However, there are several drawbacks related to these techniques, such as the high cost of equipment
acquisition and maintenance, fastidious sample preparation, difficult data interpretation (DSC and
DTA) and interference of environmental variables, such as humidity (FTIR) [15].

Due to the relevance of compatibility studies and the limitations of the usual analytical techniques,
several researchers have been performing studies for the development of reliable and low-cost
approaches to investigate the compatibility/stability of pharmaceutical products [16-18]. Henceforth,
electrochemical methods might be useful when compatibility studies may be driven by redox reactions.
As long as the oxidation of chemicals is retarded or hastened by the environment, electrochemical
methods have a great potential for the study of drug—excipient compatibility. These techniques can
provide significant insights concerning thermodynamic and kinetic features related to degradation rates.

Moreover, electrochemical methods are noteworthy for their affordability and
environmentally-friendly advantages [19,20]. Given that most excipients are non-electroactive, the
usefulness of electrochemical approaches for the analytical determination of drugs in pharmaceutical
formulations is well stated [19-22]. Notwithstanding, electrode reactions are frequently coupled by
chemical reactions, in which the sheer versatility of electroanalysis to explore the thermodynamic and
Kinetic aspects of the redox process, could be applied to bring some highlights in compatibility studies.

Given the importance that CRV displays in clinical practice as well as the relevance of
developing innovative tools to study drug—excipient compatibility, we report on the applicability of
the electroanalytical tools for assessing the CRV compatibility with lipid excipients.

2. Results

2.1. Electrochemical Characterization of Carbon-Paste Electrodes (CPEs)

The cyclic voltammetry (CV) scans containing different agglutinating systems, as described
in Table 1, are presented in Figure 2. The system containing the lipophilic excipient, Plurol®
isostearic, presented two oxidation peaks (Figure 2A), whose peak intensity increased accordingly
to its concentration in carbon paste (CP), thus indicating the inherent electroactivity. On the other
hand, the CP prepared with vegetable oils and oleic and stearic acids did not present any anodic peak
(Figure 2B; data from fatty acid analysis are not shown). On the other hand, the Capmul carbon paste
(CP%2P) swelled when immersed in the PBS solution, even when Capmul concentration was lowered
to 0.5%. Owing to this physical instability, no further assays were conducted with this excipient.
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Table 1. Carbon paste compositions for stability assays.

Lipophilic Modifiers (mg) Mm(c:;;l) il Graphite Powder (mg)

10 20 70

Liquid excipients ! 15 15 70

20 10 70

30 - 70
15 30 68.5

Solid excipients 2 3 30 67

7 30 63

Carvedilol (CRV) control 1 30 70

Carbon Paste (CP) control - 30 70

1 Oleic acid (CPP%), Capmul® (CP?P), Plurol® isostearic (CP™), safflower (CP50), canola oil (CPSC) or sesame oil
(CP%0); 2 stearic acid (CPFA), Emulium®22 (CPP™) or Compritol® 888 ATO (CPCPY).

A

t1pA

IZUOPA
L L] LI L | | L L L
03 00 03 06 09 1.2 0.3 0.0 0.3 0.6 0.9

E/V/(vs. Ag/AgCIKCI_,,) E/V(vs. Ag/AgCIKCI_,,)

Figure 2. Cyclic voltammograms of CP control ( ), CPF20% (—), and CPFBO% (o) (A); CPSO30% (),
CP5e030% (gee), and CPCO%0% (-e-e-) e CP control () (B). All experiments were performed in triplicate
in 0.1 mol L~1 KCI, PBS, pH 7.0. Plurol® isostearic carbon paste (CPPI), safflower oil carbon paste
(CP510), sesame oil carbon paste (CP5¢9), canola oil carbon paste (CPC9),

2.2. Electrochemical Evaluation of CRV and Binary Systems at Solid State

The evaluation of CRV compatibility with some non-electroactive lipid excipients was performed
by dissolution or dispersion of 1% of the drug in the agglutinating system described in Table 1. The
differential pulse voltammograms obtained for the CP control and some modified CPs with and
without CRV are presented in Figure 3. It can be observed that the anodic peak potential (Ey,) and the
anodic peak current (Ipa) values of CRV shifted in all cases, when compared to CRV in the CP control.
In turn, Compritol® and stearic acid produced the opposite effect on CRV electrochemical parameters,

Epa and Ipa, (Figure 3B).
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Figure 3. Solid-state differential pulse voltammograms of 1% CRV in: CP control (grey line of
Figure 3A~C) and in CP50%% () and CPCO¥% (- - -) (A), CPCPY™ (- o - o) and CPFA7™ (e » o) (B),
CPPR20% without CRV (e e o) and with 1% CRV (- e e -) (C). All assays were performed in 0.1 mol Tt
KCl, PBS, pH 7.0. Sesame oil carbon paste (CP5¢®), canola oil carbon paste (CP<?); Compritol® carbon
paste (CPCPY); estearic acid carbon paste (CP5MO); Plurol® isostearic carbon paste (CP™) and Carvedilol

(CRV).

For the results obtained for Plurol® isostearic, that exhibited electroactivity in CV scans (Figure 2A),
it was shown that its anodic peaks (dotted line, Figure 3C) occurred at distinct Ep, values of CRV (grey
line, Figure 3C). Meanwhile, the binary system similar to stearic acid produced the largest shift in the
peak currents’ values (double dotted dashed line, Figure 3C).

Thence, the thermodynamic parameter, Epa, would indicate that the excipients herein investigated
lead to an anodic shift for CRV. Table 2 presents the displacements of first anodic peak potentials (AE 13,
of electrochemical parameters, E pla and Ipm, obtained for 1% CRV in the CP control and modified
CPEs. The liquid excipients used were oleic acid (OA), sesame oil (5eO), canola oil (CO), safflower
oil (5fO), and Plurol® (P1). The solid excipients were Emulium®22 (Emul), Comprit01® (Cpt); and
estearic acid (EA).

Table 2. E,1, and 1, values obtained for 1% (m/m) CRV in the carbon paste electrode (CPE) control
and different modified CPEs.

AEpla
(Ep1a—Cp Control Epy,)

CP control 0.625 + 0.025 1.881 + 0.285 2

Excipients Ep1a (V) Ip1a (HA)

Liquid Excipients

CpoA 0.670 £ 0.004  5.679 + 0.283 0.045
Cp5eC 0.689 + 0.062  1.937 + 0.236 0.064
Cpco 0.706 + 0.048  2.013 + 0.490 0.081
b.CPSto 0.727 £ 0.006  4.089 = 0.179 0.102
b Cprl 0.919 £ 0.001  3.105 +0.523 0.294
Solid Excipients
CpEmul 0.660 + 0.001  3.410 + 2.405 0.035
b CpCrt 0.930 £ 0.010  0.205 + 0.056 0.305
B;CREA 1.043 +£0.015  4.850 + 1.816 0.418

b One-way ANOVA and paired Student’s T-test—probability of the null hypothesis (means are equal) smaller than
the significance level (= 0.05).

From the positive values of AE1,, it can be inferred that the over potential required for CRV to
undergo electrochemical oxidation is greater in the presence of lipophilic excipients. Beyond that, a
lower tendency to undergo oxidative chemical reaction would also be expected. The greater Ipd values
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may be attributed to greater dissolution of CRV or to enhancement of electron transfer kinetics in
the presence of the excipient. Both aspects would favor chemical reaction. Moreover, stearic acid,
Comprit01®, Plurol®, and safflower carbon pastes showed statistical difference (ANOVA and paired
Student’s T-test).

Hence, together with the electroactive character, modifiers can alter the electrodic properties, thus
leading to noticeable changes for Epy and Ipa, of the CPs (Table 1), when submitted to electrochemical
impedance spectroscopy (EIS) study using the potassium ferri/ferrocyanide system as redox probe

(Figure 4).
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Figure 4. Electrochemical impedance Nyquist plots of CP control (4). (A) CPP20% (@) and (B) CPEA7%
(#). Insert: the related cyclic voltammetry (CV) scans. CP control (), CPP120% (___) and CPEA7" (- o
-). All CV and electrochemical impedance spectroscopy (EIS) assays were performed with 0.05 mol.L~1
potassium ferri/ferrocyanide in 0.1 mol L~ KCl solution.

As shown in Figure 4, the CV scans obtained for ferri/ferrocyanide probe were slightly distorted
when the Nuj01® fraction of CP was modified with 20% of Plurol® isostearic. This fact is attributed to
increasing resistivity of CP material, being evidenced in the Nyquist plot, in which the arc for CPE"20%
is far higher than the one observed for the CPE control (Figure 4 and Table 1).

An enhancement of solution resistance (Rs) and charge transfer resistance (R.+) was observed for
other CPEs. The related EIS data of Randles circuit parameters are presented in Table 3. It is possible
to assert that each lipophilic agglutinant altered the conducting and capacitive properties of electrodes
in different ways, which could have to shifting of both Ep, and I,, parameters.

Table 3. Randles equivalent circuit elements for each electrode system evaluated.

Circuit Elements Nujol® CPE P'120% CPE EA7"
R; 4878 Q) 85.25 () 4479 Q)
Ret 1731 Q) 232.75.0) 29150
C 5.95 uF 1.89 uF 1.04 uF
¥ 5.63 mMho.s?? 3.94 mMho.s¥? 1.82 mMho.s'/2

Solution resistance (R;); charge transfer resistance (Ry); pseudo-capacitance of the system (C); admittance (Y).

2.3. Effect of Time and Temperature

Aiming to evaluate the impact of lipophilic excipients on CRV chemical stability, different CPEs
were studied as a function of time at room temperature (25 + 2 °C; Figure 5), and under conditions
of forced thermal degradation (Figure 6). In this study, the target modified CPs were the ones that
presented greater AEpla values.
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Figure 5. Results shown for CRV decay in different CPs stored at room temperature for up to 180 days.
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Figure 6. Results shown for CRV decay in different CPs binary systems at a 50 °C (A) and under
darkness for up to 10 days of storage (B).

Each binary system was stored at room temperature (25 + 2 °C) and under darkness from 0 to 180
days, whereas the drug decay was checked over this timeframe, utilizing DPV analysis. Also, some
samples were stressed at 50 °C to evaluate the effect of temperature in combination with compatibility.

It is possible to see in Figure 5 that CRV showcased suitable stability even after 180 days of storage
at room temperature (25 + 2 °C). The variance of the degradation curves (Figure 5) was tested utilizing
chi-squared test (Table S1). No variances showed any significant statistical difference (probability of
null hypothesis, that variances are equal, greater than the significance level o« 0.05), except for Plurol®
isostearic. This effect may be attributed to the lack of solubility of CRV; thus, the tested oils showed a
similar degradation profile.

The calibration graph obtained at solid state for increasing amounts of CRV in the CP control as
well as in each modified CP, allowed DPV decay determination. The greatest stability was achieved for
stearic acid, in which more than 90% of CRV was recovered. The results obtained are in agreement
with the greatest value of over potential, in which the anodic shift, AEpm =0.418V, for stearic acid
(Table 3) is also the greatest.

To evaluate the effect of higher temperatures on the CRV decay in CP binary systems, forced
degradation studies were performed. The target samples were CPEs containing binary mixtures of
1% CRV and safflower 30%, Plurol® isostearic 20%, or stearic acid 7% as well as CPs prepared with
crushed tablets of CRV. Results are displayed in Figure 6.
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It can be observed in Figure 6A that CPEs containing the crushed tablet were more stable than
pure CRV dispersed in Nu]'ol®, the PC control. This fact might relate with stabilizing agents present in
tablet. In Figure 6B, it was observed an initial peak current increase for CRV in CPPIZO%, which can
be attributed to inner dissolution of the active compound. The other CP mixtures showed a similar

behavior compared to the CRV in CP control.

3. Discussion

The electrochemical characterization of CPEs prepared with different proportions (10-30% for
liquids, 1.5-7% for solids) of the distinct lipid excipients, was performed in order to determine
their solid-state electrochemical behavior. This procedure is necessary to avoid mistakes on the
drug-excipient compatibility evaluation. For instance, for electroactive excipients, the inherent anodic
peaks must be prior known, whereas in the case of non-electroactive species, the resistivity increasing
of the agglutinating system could also lead to misunderstandings. Likewise, the electrochemically
inert compounds would be new alternatives of agglutinating systems to prepare pseudo-CP electrodes.

The lack of electroactive character, as well as, the negligible impact on the conducting properties
in comparison to CP control (Table 1), enable such excipients to be used as alternative agglutinant oils.

This fact can be attributed to the formation of an emulsified system able to disturb the graphite
matrix of the CP. Indeed, the surfactant character may also explain the increment observed for capacitive
current in CPP130% (Figures 2A and 3C).

Plurol® is a polyglycerol ester with HLB (hydrophilic lipophilic balance) of ca. 9, conferring
to this compound, the higher surfactant properties among the target lipophilic excipients, herein
investigated [22]. The surfactant property, the electron donor character of the long aliphatic chains
becomes the unsaturated bonds and hydroxyl groups oxidizable at lower potentials, thus explaining
the anodic peaks, 1a and 2a (Figures 2A and 3).

Due to the complete saturation of the aliphatic chain, the mineral oil (Nuj01®), is expected to be
the most inert agglutination system.

Therefore, the EIS and voltammetric characterization of modified CPEs is mandatory to avoid
misinterpretations concerning the impact of each excipient on the CRV oxidation. Therefore, the
thermodynamic (Ep,) and kinetic (Ipa) electrochemical parameters may be evaluated taking this fact
into account.

The CRV increase observed for CPP120% (Figure 6B) may be attributed to the solubilization process
of the drug in this binary system, resulting from the highest temperature and from the surfactant
properties of Plurol® isostearic. Meanwhile, the greater the molecular dispersion, the greater the
vulnerability to undergo chemical reactions. This may explain the further decay observed after 3 days
of storage.

According to Silva et al. [14], CRV is compatible with stearic acid, Emulium®, Plurol® isostearic,
and Compritol®. These authors used analytical techniques such as DTA, DSC, FTIR, and HPLC analysis
to draw these conclusions, which are in agreement with data from cyclic voltammetry measurements.

Additionally, the electrochemical analysis indicated that stearic acid and Plurol® isostearic lead
to a higher oxidation potential for CRV and, as a consequence, they have a higher protective effect
against CRV oxidation.

Silvaetal. [14] also reported that Capmul® MCM and oleic acid are incompatible with CRV. Similar
findings were reported in the present study, since oleic acid showed the lowest potential shift associated
with the highest oxidation current peak, indicating that this excipient makes the CRV more prone to be
oxidized. Canola and safflower oils are composed of a great amount of oleic acid and showed similar
findings. In turn, sesame oil has in its composition an appreciable extent of antioxidants (sesamin,
sesamolin, and sesaminol), which may confer higher oxidative stability. Together, the electrochemical
results gathered in this study are in agreement with previously- published data, indicating the potential
use of the electrochemical method to investigate drug—excipient compatibility, thus expanding the
applications of solid-state voltammetry [23].
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4, Materials and Methods

4.1. Reagents and Solutions

Carvedilol (CRV), 99.27% purity, was supplied by Chengtai Shenyang Fine Chemical Factory
(China). Graphite, mineral oil (Nujol®) and stearic acid were purchased from Sigma-Aldrich (Saint
Louis, MO, USA). Oleic acid was purchased from Labsynth LTDA (Brazil). Compritol® 888 ATO
(glyceryl behenate, GB), Plurol® isostearic (polyglyceryl-6-isostearate), Emulium®22 (tribehenin
PEG-20 esters) and Capmu1® MCM (glyceryl caprylate/caprate) were kindly donated by Gattefossé
(France). Canola oil was provided by Cargil Agricola S.A. (Brazil), safflower oil was purchased from
Pazze Industria de Alimentos LTDA (Brazil), and sesame o0il from Croda (Brazil).

Potassium ferrocyanide, K4[Fe(CN)g].3H,0 and potassium phosphate salts (analytical grade),
were purchased from Vetec Quimica Fina Ltd. (Rio de Janeiro, Brazil) and diluted in purified water in
order to reach a final concentration of 0.05 mol L=!. Thereafter, KCl was added to this solution uptoa
concentration of 0.1 mol L1, The 0.1 mol L™! phosphate buffer solution (pH 7.0) was prepared with
ultra-pure Milli-Q water (Millipore S.A. Molsheim, France, conductivity < 0.1 uS em™h).

4.2, Electrochemical Assays of Stability and Compatibility

4.2.1. Voltammetric Assays

Voltammetric measurements were performed using a potentiostat/galvanostat PGSTAT® model
204 with module FRA32M (Metrohm Autolab) integrated with NOVA 2. 1® software. The measurements
were performed in a 25 mL one-compartment electrochemical cell, with a three-electrode system
consisting of carbon-paste electrodes (CPEs) described in Table 1, and Pt wire and Ag/AgCl/KClsat
(both purchased from Lab solutions, Sao Paulo, Brazil) representing the working, counter, and reference
electrode, respectively. The carbon paste was mechanically renewed with every new analysis performed.

The experimental conditions for differential pulse voltammetry (DPV) were as follows: pulse
amplitude = 25 mV, pulse width = 0.5 s, and scan rate = 10 mV s71. The experimental conditions for
cyclic voltammetry (CV) were as follows: scan rate = 50 mV s™! and scan range from —0.4 to 1.4 V. The
DPV were background-subtracted and baseline-corrected, and then all data were analyzed and treated
with the software Origin 8® Al experiments were performed at room temperature (25 + 2 °C) in
triplicate (1 = 3) and the main electrolyte used was the 0.1 mol L-1KCl, 0.1 mol L} phosphate buffer
solution (PBS) at pH 7.0.

4.2.2. EIS Characterization

Electrochemical impedance spectroscopy (EIS) measurements were conducted in a solution
containing 0.05 mol L1 potassium ferrocyanide in 0.1 mol L-1 KCl over a frequency ranging from
0.1 Hz to 100 kHz at selected potentials for sensors.

4.3. Electrochemical Evaluation of Oxidative Stability of Lipophilic Compounds

The vulnerability to undergo spontaneous oxidation is inwardly related to anodic peak potential,
Epa, which was obtained utilizing solid-state voltammetry. This can be implied due to the relationship
between Gibbs free energy and the electric potential, as stated by several authors [23]. In this context,
the target compounds, drugs, and selected lipophilic excipients were incorporated as modifiers in
carbon-paste electrodes (CPE). The carbon pastes (CP) were composed of graphite powder and mineral
oil or other modified agglutinating system that was composed by using different proportions of the
target samples (Table 1).

The liquid CP modifiers were rigorously mixed with graphite powder by spatulation technique.
The solid modifiers were homogenized before dispersion in the mineral oil fraction. In the next step, the
CP mixtures (Table 1) were inserted in the supporting CP electrode (E), which consisted in Teflon tube
centrally pierced by 2 mm diameter copper wire, to leave a cavity of 2 mm diameter and 0.5 mm depth.
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The resulting CPEs were immersed in buffer solutions for 5 min before electrochemical assays, to
allow CP conditioning. In these studies, the anodic peak current, I,,; (Kinetic parameter) and anodic
peak potential, Epa, (thermodynamic parameter) of each component, as well as their effect on the
electrode conductivity, were carefully evaluated utilizing voltammetric and EIS techniques.

4.3.1. Electrochemical Evaluation of Redox Compatibility

The effect of each excipient on the drug redox stability was evaluated at CPE, in which 1 mg of
CRV was homogeneously dispersed into binary agglutinating systems (Table 1), before mixing with
graphite powder. The drug thermodynamic tendency to suffer redox reactions (electron donor ability)
is expressed by the negative shifting of the anodic peak. In turn, the electron transfer kinetics, when
the amount of electroactive species is kept constant, is expressed by peak current values. The impact of
each lipophilic excipient on CRV redox behavior expresses their compatibility and was evaluated in
the light of such electrochemical parameters.

Effect of Time and Temperature

The stability of binary mixtures of CRV and different lipid excipients (Table 1), was evaluated
utilizing DPV, in the function of time at room temperature (25 + 2 °C). The effect of isothermal stress
was also evaluated by submitting each CP binary system to 50 °C for 10 days. All necessary controls
were evaluated.

4.4. Statistical Analysis

To evaluate the analytical data, statistical tests consisting of chi-square (for variance), paired
Student’s T-test, and ANOVA (for average) were performed. All statistical analysis was performed in
Origin 9.0® software package (Northampton, MA, USA). The confidence interval was set to 0.95 and
statistical significance was attributed to p < 0.05.

5. Conclusions

The electroanalytical techniques, such as cyclic and differential pulse voltammetry, at solid-state,

showed to be useful tools to evaluate the drug—excipient compatibility of lipophilic compounds.

Moreover, the aforementioned analytical methods can be extended to predict drug stability against
oxidative reactions. In this context, it was also found that some vegetable oils could replace mineral
oil as an agglutinating system. Furthermore, among the lipophilic excipients, Plurol® isostearic
and estearic acid, presented the greatest values of AEpla, corroborating with stability studies in
binary systems obtained by other methods. Therefore, electroanalysis can also be explored as a
complementary tool in compatibility and stability studies, especially when redox process is strongly
related to chemical degradation.

Supplementary Materials: The following are available online at http://www.mdpi.com/1424-8247/13/4/70/s1,
Table S1. Statistical analysis of the degradation profile of the tested oils.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

As técnicas eletroanaliticas, como a voltametria ciclica e de pulso diferencial, no
estado sélido, mostraram ser um método alternativo e promissor para avaliar a
compatibilidade excipiente-farmaco de compostos lipofilicos. Além disso, esses métodos
podem ser estimados para prever a estabilidade do medicamento a sofrer reacdes
oxidativas. No entanto, a caracterizagao prévia do eletrodo por meio de voltametria e da
espectroscopia de impedancia eletroquimica, é obrigatéria para evitar interpretagdes

errbneas.

Verificou-se também que alguns 6leos vegetais podem ser utilizados para substituir
o Oleo mineral como sistema aglutinante. Entre os excipientes lipidicos, o Plurol®
isostearique e o acido estearico, apresentaram os maiores valores de AEp1a, 0 que estava
de acordo com os estudos de estabilidade em sistemas binarios. Portanto, a eletroanalise
também pode ser explorada como uma técnica complementar em estudos de
compatibilidade e estabilidade, principalmente quando o processo redox esta fortemente

relacionado a degradagao quimica.
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