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RESUMO

DESENVOLVIMENTO DE SISTEMAS AUTO~EMULSIONAVEIS SOLIDOS CONTENDO
CARVEDILOL POR GRANULACAO DE ALTO CISALHAMENTO

ARAUJO, G. P. 1; MARRETO, R. N.1

!Laboratorio de Nanosistemas e e Dispositivos de Liberacio Controlada de Farmacos (NanoSYS), Faculdade
de Farmécia, Universidade Federal de Goias.

RESUMO

Introducdo: A melhora das propriedades biofarmacéuticas de farmacos pouco soluveis
administrados por via oral € importante do ponto de vista terapéutico e econdmico. Nesse
contexto, o preparo de sistemas liquidos autoemulsionaveis de liberacdo de farmacos (L-
SEDDS) tem recebido destaque. No entanto, os L-SEDDS podem apresentar certa
instabilidade quimica e fisica e a solidificacdo desses sistemas liquidos pode contribuir para
sua futura aplicagdo comercial. Dentre as possiveis técnicas empregadas na solidificacao
de L-SEDDS, a granulacéo de alto cisalhamento se destaca por possuir reduzido tempo de
processamento e elevada reprodutibilidade. Até o momento, nenhum estudo avaliou o
emprego desta técnica na solidificacédo de L-SEDDS contendo carvedilol, farmaco pouco
solavel e de baixa biodisponibilidade oral. Objetivo: O objetivo do presente estudo foi obter
sistemas solidos autoemulsionaveis de liberacdo de farmacos (S-SEDDS) contendo alta
carga de carvedilol (CARV) pela técnica de granulacao de alto cisalhamento. Metodologia:
A selecdo da melhor combinacéo de tensoativo, co-solvente e 6Oleo foi realizada a partir da
avaliacdo da solubilidade do CARV em doze diferentes misturas, assim como pela analise
das propriedades autoemulsionantes e estabilidade dos sistemas. A formulacao
selecionada, contendo Solutol® HS15, Transcutol® HP e 6leo de ricino, foi empregada como
liquido aglutinante em granulador de alto cisalhamento contendo diferentes misturas de
excipientes sélidos. Um planejamento de mistura combinado foi empregado para estudar
os efeitos de fatores de formulacdo (difererentes concentracdes de crospovidona, L-
SEDDS, celulose microcristalina, lactose e aerosil) e de processo (velocidades do chopper
e do impeller) sobre as propriedades dos soélidos obtidos. A partir do planejamento, foram
obtidas 25 formulagcbes de SEDDS solidificadas (S-SEDDS), as quais foram caracterizadas
guanto a granulometria, fluxo (angulo de repouso, indice de Carr, fator de Hausner), teor
de CARYV, dissolucéo in vitro, difracdo de raios-X e microscopia eletronica de varredura
(MEV). Resultados e Discusséo: O L-SEDDS selecionado foi composto por mistura de
Solutol® HS15, Transcutol® HP e dleo de ricino (1:3:1, m/m/m). Apds diluicdo de 250x em
meio acido (pH 1,2) o preparado foi rapidamente emulsionado dando origem a goticulas de
tamanho médio 253,2 £ 9,50 nm e de PdI de 0,352 + 0,013. A mistura lipidica foi capaz de
solubilizar 124,31 mg de CARV por mililitro de formulacado. A incorporacédo da formulagéo
liguida nas diferentes misturas de excipientes sélidos usando a técnica de granulacéo de
alto cisalhamento foi rapida (tempo total de processamento inferior a 23 min) e resultou em
rendimento elevado (> 99%). As andlises de fluxo mostraram que a maioria dos solidos
apresentou fluxo aceitavel, o qual foi principalmente afetado pela concentracdo de L-
SEDDS e de lactose na formulacdo. Adicionalmente, a concentragcdo de L-SEDDS foi o
fator que exerceu maior influéncia no tamanho dos granulos, sendo que seu aumento levou
a reducédo no percentual de finos (< 63 pum). Os ensaios de liberacao in vitro permitiram
determinar que, independente do meio (acido ou neutro), a liberacdo de CARV a partir dos
S-SEDDS nos primeiros 10 minutos de ensaio foi, pelo menos, 2 vezes maior que aquela
observada para o carvedilol puro. Em meio com pH neutro (pH 6,8) foi possivel observar
gue houve reducao na liberacdo do CARV a partir do S-SEDDS quando comparado ao L-
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SEDDS. Concluséao: O preparo de S-SEDDS contendo CARV por granulacado de alto
cisalhamento foi realizado de forma rapida e a liberacdo do CARYV foi superior a observada
para o farmaco puro. Fatores de formulacédo, em especial, o tipo de diluente e a quantidade
de 6leo exerceram influéncia sobre as propriedades dos granulos obtidos.

Palavras-Chave: Sistemas autoemulsionaveis de liberagcdo de farmaco; Carvedilol;
Granulador de alto cisalhamento; Oleo de ricino.

Agradecimentos: Ashland, CAPES e CNPq.
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ABSTRACT

DEVELOPMENT OF CARVEDILOL LOADED SOLID SELF-EMULSIFYING DELIVERY
SYSTEMS BY HIGH SHEAR GRANULATION

ARAUJO, G. P. 1; MARRETO, R. N.1

ILaboratory of Nanosystems and Drug Delivery Devices (NanoSYS), Faculdade de Farmécia, Universidade
Federal de Goias.

ABSTRACT

Introduction: The improvement of the biopharmaceutical properties of poorly water-soluble
drugs administered orally is of great therapeutic and economic importance. In this sense,
the preparation of liquid self-emulsifying drug delivery systems (L-SEDDS) has been
highlighted. However, L-SEDDS show some chemical and physical instability and the
solidification of these systems can contribute to their future commercial application. Among
the potential techniques used in the solidification of L-SEDDS, the high shear granulation
should be underscored because of its low processing time and good reproducibility. To date,
no study has evaluated the use of this technique to process L-SEDDS containing carvedilol
(CARV), a poorly water-soluble drug that shows low oral bioavailability. Objective: The
objective of the present study was to obtain solid self-emulsifying delivery system (S-
SEDDS) a high carvedilol (CARV) load using the high shear granulation technique.
Methodology: The selection of the best combination of surfactant, co-solvent and oil was
carried out based on the evaluation of the CARV solubility in twelve different mixtures, as
well as by the analysis of the self-emulsifying properties and stability of the systems. The
selected formulation, containing Solutol® HS15, Transcutol® HP and castor oil, was used as
a binder liquid in a high shear granulator containing different mixtures of solid excipients. A
combined mixture design was employed to study the effects of formulation factors (different
concentrations of crospovidone, L-SEDDS, microcrystalline cellulose, lactose and aerosil)
and process (chopper and impeller speeds) on the properties of the obtained solids. Twenty
five S-SEDDS were obtained, which were characterized in terms of granulometry, flow
(angle of repose, Carr index, Hausner factor), CARV content, in vitro dissolution, X-ray
powder diffraction and scanning electron microscopy. Results and Discussion: The
selected L-SEDDS was composed of a mixture of Solutol® HS15, Transcutol® HP and castor
oil (1:3:1, m/m/m). After dilution (250x) in HCI solution (pH 1.2), the preparation was quickly
emulsified giving rise to droplets of average size 253.2 + 9.50 nm and Pdl of 0.352 + 0.013.
This lipid mixture was able to solubilize 124.31 mg of CARV per milliliter of formulation. The
incorporation of the liquid formulation in the different powder mixtures using the high shear
granulation technique was fast (total processing time less than 23 min) and resulted in high
yield (> 99%). Flow analysis showed that most solids showed acceptable flow, which was
mainly affected by the concentration of L-SEDDS and lactose in the formulation. In addition,
the L-SEDDS concentration was the factor that exerted the greatest influence on the size of
the granules, and its increase led to a reduction in the percentage of fines (<63um). The in
vitro release tests allowed to determine that, regardless of the medium (acid or neutral), the
release of CARV from S-SEDDS in the first 10 minutes of the test was at least 2 times
greater than that observed for the pure drug. In pH 6.8, it was observed a reduction in the
release of CARV from the S-SEDDS when compared to the L-SEDDS. Conclusion: The
preparation of S-SEDDS containing CARV by high shear granulation was fast and the drug
release was superior to that observed for the pure drug. Formulation factors, in particular,
the type of diluent and the amount of oil influenced the properties of the obtained granules.
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1 INTRODUGAO

A administracdo oral de farmacos, apesar de ser a escolha preferencial nas terapias
farmacologicas, apresenta diversos desafios biofarmacotécnicos, 0s quais estao
relacionados as caracteristicas biofarmacéuticas indesejaveis de grande parte dos
farmacos disponiveis, com destaque para sua reduzida solubilidade aquosa (HAUSS, 2007;
GURSOQY e BENITA, 2004).

Diversas tecnologias tém sido estudadas visando melhorar a solubilidade aquosa de
farmacos, sua dissolucdo e biodisponibilidade oral, dentre elas, os sistemas lipidicos
autoemulsionaveis (SEDDS) merecem destaque (MANDIC et al., 2019; CERPNJAK et al.,
2013; THOMAS, RADES, MULLERTZ, 2013). Os SEDDS s&o constituidos por uma mistura
de tensoativos, co-tensoativos (ou solventes) e Oleos, capazes de formar,
espontaneamente, emulsdes quando diluidos em meio aquoso. Na medida em que o
farmaco j4 se encontra dissolvido na formulacdo, evita-se a etapa critica de dissolucéo
(THOMAS, RADES, MULLERTZ, 2013).

O carvedilol (CARV) é um farmaco beta-bloqueador ndo seletivo usado no
tratamento da hipertenséo arterial. Esse farmaco apresenta baixa biodisponibilidade oral
(~25%) devido a sua reduzida solubilidade aquosa, intenso metabolismo hepético de
primeira passagem e acdo da glicoproteina-P (SILVA et al., 2018; FERNANDES, 2018;
ALONSO, 2016; BHANDARI; AVACHAT, 2015; SILVA, 2006). Por esses motivos, 0 CARV
€ um bom candidato para o desenvolvimento de sistemas liquidos autoemulsionaveis (L-
SEDDS). Diversos estudos foram realizados a fim de melhorar as caracteristicas
biofarmacéuticas do CARV a partir do desenvolvimento de L-SEDDS (IBRAHIM et al., 2018;
SINGH et al.,, 2011; WEI et al., 2005). Nesses estudos, 0s autores comprovaram 0S
beneficios dos sistemas lipidicos no aumento da dissolucao, bem como, na permeabilidade
intestinal e, consequentemente, na biodisponibilidade oral do CARV (IBRAHIM et al., 2018;
SINGH et al., 2011; WEI et al., 2005).

Apesar das comprovadas vantagens dos L-SEDDS, seu emprego esta relacionado
a diversas limitacfes, tais como instabilidade quimica e fisica, irritacdo gastrica devido as
altas concentracdes de tensoativos, precipitacdo do farmaco in vivo e reduzida
concentracdo de farmaco na formulacdo. Além disso, esses sistemas precisam ser
incorporados em capsulas gelatinosas moles, cuja produ¢do demanda o emprego de
tecnologia especifica, a qual esta relacionada & custos elevados de produgdo (MANDIC et
al., 2019; JOYCE et al., 2019; CERPNJAK et al., 2013).
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Uma estratégia para superar as limitagcdes supracitadas é a solidificacdo dos L-
SEDDS. Algumas técnicas de solidificacdo tém sido estudadas, como a
extrusdo/peletizacdo (ZHANG et al.,, 2012; WANG et al.,, 2010; I0SIO et al., 2008;
ABDALLA; KLEIN; MADER, 2008; ABDALLA; MADER, 2007; SERRATONI et al., 2007;
NEWTON et al.,, 2001), granulacdo Umida em misturador de alto cisalhamento
(FRANCESCHINIS et al., 2011; FRANCESCHINIS et al., 2005), termoextrusao (SILVA et
al., 2018), spray drying (NASR; GARDOUH; GHORAB, 2016; Y| et al., 2008), adsor¢do em
carreadores solidos (WEERAPOL et al., 2015) e revestimento em leito fluidizado (MANDIC
et al., 2017; KRUPA et al., 2014; LEI et al., 2011). A técnica selecionada deve levar em
consideracdo a concentracdo de excipientes lipidicos na formulacado, as propriedades do
farmaco, bem como as caracteristicas dos excipientes (SILVA et al., 2018; MANDIC et al.,
2017).

Dentre as técnicas de solidificacdo de L-SEDDS, a granulacdo umida de alto
cisalhamento merece destaque uma vez que, a partir dela, é possivel obter, com reduzido
tempo de processo, produtos secos de fluxo livre e boa uniformidade de contetdo e que,
ainda, contém grande quantidade de L-SEDDS (THAPA; TRIPATHI; JEONG, 2019;
MANDIC et al., 2017; TANG et al., 2008). A granulacdo de alto cisalhamento permite
determinar com certa facilidade o ponto final da granulacéo, gerando produtos com elevada
reprodutibilidade. Além disso, diversos parques fabris ja estdo equipados com essa
tecnologia, o que torna esta técnica ainda mais atraente para aplicacdo industrial (THAPA;
TRIPATHI; JEONG, 2019). Outra importante vantagem nessa técnica é que o granulador
de alto cisalhamento pode ser incluido em um esquema de processamento continuo,
adicionando forte apelo econémico e de melhoria de processo (KUMAR et al., 2013).

S-SEDDS contendo CARV foram obtidos a partir de extrusdo-esferonizagao
(BHANDARI; AVACHAT, 2015), termoextrusao (SILVA et al., 2018) e revestimento de
pellets em leito fluidizado (MANDIC et al., 2019). Contudo, até o momento, nenhuma
formulacdo L-SEDDS contendo CARV foi solidificada por meio da granulacdo de alto
cisalhamento. Dessa forma, o objetivo do presente trabalho foi obter S-SEDDS contendo
alta carga de CARV, empregando-se um planejamento de mistura combinado, para estudar
os efeitos de variaveis de processo e de formulacdo sobre o desempenho dos produtos

granulares obtidos.

24



2 REVISAO DALITERATURA

2.1. Solubilidade dos farmacos

O emprego da via oral é a forma mais simples, pratica e segura para administrar
farmacos. As formas farmacéuticas orais mais comuns sao os comprimidos, capsulas,
suspensoOes, solucdes e emulsdes (AULTON; TAYLOR, 2016; BHARAWAJ et al., 2010;
MION JR et al., 1995). Os custos de fabricacdo das formas farmacéuticas de uso oral sao,
em geral, mais reduzidos comparados aos sistemas administrados por outras vias, 0 que
torna sua producdo mais atrativa para a industria farmacéutica. Como resultado, 80% das
formas farmacéuticas comercializadas sdo administradas pela via oral (RANI et al., 2019;
THOMAS; RADES; MULLERTZ, 2013).

Apesar das vantagens da administracao oral de farmacos, Hauss (2007) estimou que
entre 40 e 70% das novas moléculas farmacologicamente ativas possuem reduzida
solubilidade aquosa, prejudicando sua absorcao no trato gastrointestinal (TGI). O aumento
no nimero de farmacos pouco soluveis pode ser atribuido a melhorias na tecnologia de
sintese, que permitiu o desenvolvimento de compostos mais complexos. Além disso, o
emprego da estratégia de desenvolvimento de novas moléculas baseado no mecanismo de
acdo, deixou em segundo plano as propriedades fisico-quimicas dos novos compostos,
contribuindo adicionalmente para a obtencéo de novos farmacos hidrofébicos (CERPNJAK
et al., 2013; KAWAKAMI, 2012).

A reduzida solubilidade aquosa dos farmacos pode estar relacionada a diversos
fatores, tais como a complexidade de sua estrutura quimica, alto peso molecular, tipo de
forma polimérfica, dentre outras (RANI et al., 2019; GUPTA; KESARLA, OMRI, 2013;
LIPINSKI, 2000). Tem sido reportado que, se a dissolucéo for rapida ou se o farmaco for
administrado em solucdo, sua absor¢cdo dependera basicamente da sua capacidade de
atravessar a membrana biologica. Contudo, se a velocidade de dissolucdo for lenta, seja
pelas caracteristicas fisico-quimicas do farmaco ou da forma farmacéutica, a dissolucdo
passa a ser a etapa limitante, podendo causar absorc¢ao irregular ou incompleta e afetando
negativamente a biodisponibilidade do farmaco (RANI et al., 2019; ALLEN et al., 2013).

Silva (2006) definiu o termo biodisponibilidade como sendo a por¢ao do farmaco que
atinge a circulacéo sistémica, de forma inalterada, apos sua administragdo. Dessa forma,
ela é o primeiro dos fatores que determinam a relacdo entre a dose e a intensidade do

efeito. Uma reduzida biodisponibilidade pode ter sérias repercussées clinicas, incluindo
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insuficiéncia terapéutica. Por fim, a biodisponibilidade ndo se relaciona apenas com o
farmaco, mas também, com a forma farmacéutica.

No ano de 1995, Amidon e colaboradores propuseram uma forma de classificar os
farmacos com relacdo a suas caracteristicas de solubilidade e permeabilidade, o Sistema
de Classificacdo Biofarmacéutica (SCB), categorizando-os em quatro classes. A classe I
corresponde aos farmacos que apresentam baixa solubilidade aquosa e alta
permeabilidade, dessa forma, o fator limitante para a sua absor¢éo é a dissolucéo in vivo
(AMIDON et al., 1995). O farmaco selecionado no presente trabalho foi o carvedilol (CARV),

categorizado como classe Il no SCB.

2.2. Carvedilol (CARV)

O composto ((2RS)-1-(9H-carbazol-4-iloxi)-3-[[2-(2-metoxifenoxi) etillamino]propan-
2-ol), conhecido como carvedilol (CARV) é um farmaco beta-bloqueador ndo seletivo usado
no tratamento de hipertenséo arterial, insuficiéncia cardiaca congestiva leve a moderada e
isquemia cardiaca. Possui também acdo vasodilatadora, especialmente devido a sua
atividade bloqueadora a-1 (LOFTSSON et al., 2008; SILVA, 2006; BEHN et al., 2001). A

estrutura molecular do CARV esta apresentada na Figura 1.

Figura 1. Estrutura molecular plana do carvedilol (CARV).
H

% NH

O

H4CO

Fonte: Adaptado de Taveira et al. (2018).

O CARV €& um composto basico, com pKa 7,8, lipofilico (LogP = 3,84), massa
molecular de 406,5 Da, possui solubilidade pH dependente que diminui a medida que o pH
aumenta, dessa forma, sob valores de pH maiores que 9,0 a solubilidade aquosa do CARV
€ menor que 1ug/mL, alcancando valores proximos de 23 pg/mL em pH 7,0 e 100 pg/mL
em pH 5 (IBRAHIM et al., 2018; LOFTSSON et al., 2008; BROOK et al., 2007).

Comercialmente, o CARV esté disponivel nas dosagens de 3,125 mg, 6,25 mg, 12,5
mg e 25 mg, alcancando concentracdes plasméticas méaximas entre 1 e 2 horas apos

administracdo oral. Sua meia-vida de eliminacdo € de 6 a 10 horas. Por sofrer intenso
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metabolismo hepatico de primeira passagem e ser substrato para a glicoproteina-P no
intestino, o CARV possui reduzida biodisponibilidade oral (~25%) (SILVA et al., 2018;
FERNANDES et al., 2018; ALONSO, 2016; SILVA et al., 2016; BHANDARI; AVACHAT,
2015; CERPNJAK et al., 2013; LOFTSSON et al., 2008; BROOK et al., 2007).

2.3. Sistemas lipidicos

Ha uma demanda crescente para o desenvolvimento de formula¢des que, além de
preservar a atividade farmacoldgica, sejam capazes de melhorar as caracteristicas
biofarmacéuticas dos farmacos, especialmente, a solubilidade aquosa (AULTON; TAYLOR,
2016). Diversas estratégias tém sido estudadas para melhorar as caracteristicas
biofarmacéuticas dos farmacos lipossoluveis, entre elas, destacam-se o emprego de
solucbes (AULTON; TAYLOR, 2016), o desenvolvimento de dispersdes solidas
(SIEPMANN et al., 2019), a complexacdo com ciclodextrinas (ALONSO, 2016; LOFTSSON
et al., 2008), o preparo de nanossuspensdes (KAWAKAMI, 2012) e de sistemas lipidicos
autoemulsionaveis (SIEPMANN et al., 2019; KAWAKAMI, 2012).

A veiculacdo de farmacos em sistemas lipidicos autoemulsionaveis despertou
interesse apos o reconhecimento de que a biodisponibilidade oral de farmacos lipofilicos
pode ser aumentada quando estes sdo co-administrados com refeicOes ricas em lipideos
(CERPNJAK et al., 2013; THOMAS; RADES; MULLERTZ, 2013). A partir disto, os sistemas
lipidicos tém sido empregados para aumentar a biodisponibilidade desses farmacos de
forma controlada.

Diversos estudos comprovaram que os lipideos favorecem a absorcdo de farmacos
lipossoluveis no TGI por varios mecanismos, tais como: dissolu¢do prévia do farmaco na
formulacao, inibicdo do efluxo mediado pela glicoproteina P, aumento da permeabilidade
do enterdcito, promoc¢ao do transporte linfatico (evitando o metabolismo hepético de
primeira passagem) e alteracdo da fisiologia do TGlI, tornando o ambiente intestinal mais
favoravel a solubilizacdo de moléculas lipofilicas (VISHWAKARMA et al., 2019; RANI et al.,
2019; MANDIC et al., 2019; PATEL et al., 2018; STILLHART; DURR; KUENTZ, 2014;
CERPNJAK et al., 2013; THOMAS; RADES; MULLERTZ, 2013; DAHAN; HOFFMAN,
2008). Outro fator que contribui para o aumento na biodisponibilidade oral a partir de
sistemas lipidicos autoemulsionaveis € o reduzido tamanho das goticulas emulsionadas,
gue fornece uma grande area interfacial para absorcdo do farmaco (HALDER et al., 2018;
WEI et al., 2005; FRANCESCHINIS et al. 2005; KANG et al., 2004).
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Existem diferentes tipos de formulagdes lipidicas. O tipo mais simples é a solucéo
oleosa rica em triglicerideos e apoés a ingestéo oral dessas solucdes, as lipases sdo ativadas
no TGl e, como resultado, os lipideos sdo emulsionados. As emulsdes resultantes contém
o farmaco dissolvido em sua fase interna. A presenca das formas digeridas dos lipideos
estimula a secrecdo de sais Dbiliares, levando a formacdo de estruturas
micelares/vesiculares a partir das quais a absorcdo dos farmacos ocorre com maior
eficiéncia (PATEL et al., 2018; PORTER et al., 2008; PORTER; TREVASKIS; CHARMAN,
2007; GURSOY; BENITA, 2004). A Figura 2 é uma representacdo grafica da digestao

lipidica e da solubilizacéo de farmacos no estbmago e intestino delgado.

Figura 2. Digestdo lipidica e solubilizacdo de farmacos (D) no estdbmago e intestino delgado.
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Fonte: Adaptada de Porter; Trevaskis; Charman (2007).

2.4. Sistemas autoemulsionaveis (SEDDS)

Determinados excipientes lipidicos quando incorporados em formulacdes
farmacéuticas conferem ao sistema a capacidade de promover emulsificacdo em meio
aquoso, podendo dar origem a emulsdes (self-emulsifying drug delivery system — SEDDS),
microemulsdes (self-microemulsifying drug delivery system — SMEDDS) ou nanoemulsdes
(self-nanoemulsifying drug delivery system — SNEDDS) (RANI et al., 2019; MANDIC et al.,
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2019; CERPNJAK et al., 2013). Thomas, Rades e Miillertz (2013) definiram sistemas
autoemulsionaveis como uma mistura de tensoativos, co-tensoativos ou solventes e 0leo,
que, quando misturados em uma razdo massica especifica formam, espontaneamente,
emulsdes em meio aquoso. Nesses sistemas, o farmaco é apresentado na formulacdo em
um estado dissolvido, evitando a etapa critica de dissolucao nos fluidos do TGI. Os autores
ressaltaram que farmacos pertencentes a classe Il do SCB sao bons candidatos para o
desenvolvimento desse tipo de formulagao.

O componente oleoso das formulagbes autoemulsionaveis possui grande
importancia, pois sua natureza define a capacidade de solubilizacdo do farmaco
lipossoluvel e a autoemulsificacdo do sistema. Além disso, a natureza quimica dos 6leos
determina o destino in vivo do sistema, incluindo a ocorréncia de transporte linfatico
(GURSOQY; BENITA, 2004). Os bheneficios podem ser observados mesmo apds a ingestao
de baixas quantidades de lipideos de cadeia longa, os quais estimulam a contracdo da
vesicula biliar, elevando os niveis intestinais de sais biliares e fosfolipideos e aumentando
a absorcao de farmacos lipossoltveis (KOSSENA, 2007).

O Oleo de ricino é um importante excipiente lipidico, comumentemente empregado
na industria farmacéutica em formulagbes para aplicacdo topica, parenteral e oral
(SHESKEY; COOK; CABLE, 2017). O oleo de ricino (Castor oil) € um triacilglicerol
composto por diferentes acidos graxos esterificados com glicerol, sendo o acido ricinoléico
a substancia majoritaria (Quadro 1) (MUTLU; MEIER, 2010). O 6leo de ricino apresenta
EHL (equilibrio hidrofilo-lipéfilo) requerido de 14 (O'LENICK JR; PARKINSON, 1996) e é
considerado um bom solvente para farmacos lipossolUveis devido a presenca do grupo
hidroxila ligado a cadeia alquila, tornando-o capaz de interagir via ligacdo de hidrogénio
(SILVA et al., 2017).

Quadro 1. Composicao do 6leo de ricino.

Acido graxo | Férmula molecular | Porcentagem (%)
Palmitico C16H3202 08-11
Esteérico C18Hz602 0,7-1,0

Oléico Ci1s8H3402 2,2-3,3

Linoléico C18H320> 41-4,7

Linolénico CisH3002 0,5-0,7
Ricinoléico CisH3403 87,7—-90,4

Fonte: Adaptado de MUTLU, MEIER, 2010.
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Acidos graxos de cadeia curta (< 12 atomos de carbono) sio transportados via
circulacdo sistémica, em contrapartida, acidos graxos de cadeia longa, como aqueles
presentes no Oleo de ricino, sédo incorporados nos quilomicrons e secretados por exocitose
nos vasos linfaticos (GURSQY; BENITA, 2004), por esse motivo, espera-se que o 6leo de
ricino possa favorecer tal mecanismo de absorcdo do farmaco lipofilico.

Outro componente essencial na obtencdo de L-SEDDS sédo os tensoativos,
especialmente os tensoativos ndo iénicos, por serem menos toxicos e usados na faixa de
concentracdo entre 30 e 60% (m/m) (RANI et al., 2019; GURSOY; BENITA, 2004). Nesse
tipo de formulacao, os valores de equilibrio hidréfilo-lipdfilo (EHL) dos tensoativos devem
ser altos, em outras palavras, o tensoativo deve ser hidrofilico, sendo, portanto, indicado
para a obtencdo de microemulséo do tipo 6leo em agua (RANI et al., 2019). Além disso, é
desejavel que a emulsdo seja formada rdpida e espontaneamente e que o farmaco
dissolvido se mantenha associado a fase interna. Outro importante beneficio relacionado
ao uso de tensoativos nos L-SEDDS é que eles afetam a camada aquosa nao agitada do
TGI (barreira limitadora na taxa de absorcéo/difusdo de moléculas lipossollveis), além de
perturbar a organizacdo estrutural da bicamada lipidica, aumentando, a partir desses dois
mecanismos, a absor¢cdo do farmaco (GURSOY; BENITA, 2004). Vérios tensoativos e
solventes podem ser empregados na obtencdo de L-SEDDS e alguns, devidos a suas
caracteristicas, merecem destaque, tais como o Solutol® HS15, o Kolliphor® RH40, o
Transcutol® HP e o PEG 400.

O macrogol-15-hidroxiestearato (Solutol® HS15) é um tensoativo ndo ibnico e agente
solubilizante muito usado em formulacfes de L-SEDDS e apresenta valor de EHL entre 14
e 16, sendo considerado um tensoativo muito solivel em agua, ndo toxico e nao irritante
(SHESKEY; COOK; CABLE, 2017). Outro tensoativo nao idénico, o 6leo de ricino polioxil-40
hidrogenado (Kolliphor® RH40) também possui EHL 14-16, sendo usado como agente
emulsificante e agente solubilizante em uma variedade de formulacdes orais, topicas e
parenterais (SHESKEY; COOK; CABLE, 2017).

O Transcutol® HP (éter-mono-etil-dietilenoglicol) € um solvente que apresenta valor
de EHL de 4,2. E muito empregado em formulagdes para uso oral, dérmico e parenteral
(SHESKEY; COOK; CABLE, 2017; KIM et al., 2014). Ha relatos na literatura da sua
capacidade de solubilizar farmacos lipossoluveis, além de possibilitar a formacéao
espontanea de emulsdes (FRANCESCHINIS et al.,, 2015; MAHMOUD; AL-SUWAYEH,;
ELKADI, 2013).

O pollietilenoglicol (PEG 400) € um composto hidrofilico usado como co-solvente

para aumentar a solubilidade de farmacos em formulacdes diversas. Dessa forma, pode ser
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um bom candidato para obtencédo de L-SEDDS (MEDEIROS; KANIS, 2010; SHESKEY;
COOK; CABLE, 2017). Ramli e colaboradores (2019) destacaram que o PEG400 possui
baixo peso molecular e € comumentemente usado para a preparacdo de microemulsdes
com alta capacidade de solubilizar farmacos.

Apesar das vantagens farmacocinéticas dos L-SEDDS, tais formulagcdes podem
apresentar problemas de estabilidade, uma vez que os lipideos possuem alta capacidade
de oxidacao devido a formacéo de radicais livres (SILVA et al. 2017).

2.4.1. Sistemas autoemulsionaveis liquidos contendo CARV

O CARV é um bom candidato para o desenvolvimento de formulagbes L-SEDDS
pelos diversos fatores supracitados, especialmente, por sua reduzida solubilidade aquosa
e sua baixa biodisponibilidade oral. Ibrahim e colaboradores (2018) constataram vantagens
desse tipo de formulagcdo na solubilizacdo do CARV. Esses autores obtiveram L-SEDDS
com emulsificacdo espontanea, boa estabilidade termodinamica e rapida liberac&o in vitro
do farmaco.

Em outro estudo, L-SEDDS com CARYV foram obtidos com diferentes misturas de
Labrafil® M 1944CS, Tween® 80, Transcutol® P e &cido benzéico. Apds testes de
caracterizacdo das formulacdes obtidas, foi possivel comprovar que o0s sistemas
apresentaram rapida autoemulsificacdo e aumentaram significativamente a dissolu¢do do
CARV comparados aos comprimidos comercialmente disponiveis. Os autores também
realizaram testes de biodisponibilidade oral em cdes da raca Beagle e mostraram que a
biodisponibilidade relativa da formulacéo testada foi 413% maior aquela apresentada pelo
comprimido comercial (WEI et al., 2005).

O desenvolvimento de SNEDDS contendo CARV foi realizado por Singh e
colaboradores (2011) a partir da combinacéo de Capmul PG8, Cremophor EL e Transcutol®
HP. Apos avaliacao de perfusao intestinal in situ em ratos, a formulacdo otimizada exibiu
melhora de 3 a 4 vezes na fracdo de CARV absorvida e permeada comparado com 0
medicamento disponivel comercialmente. Esse achado corrobora com evidéncias de que
sistemas lipidicos autoemulsionaveis podem promover aumento da biodisponibilidade oral
de farmacos lipossoluveis através do aumento no transporte linfatico. Resultados
semelhantes de SEDDS carregados com CARYV foram obtidos por Salimi e colaboradores
(2014) que relataram aumento de 2,76 vezes na permeabilidade do farmaco comparado

com o controle, em ensaios de permeabilidade do CARV em intestinos de rato.
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Apesar das comprovadas melhorias nas caracteristicas biofarmacéuticas de
farmacos lipossollveis, poucas sdo as formulacdes comerciais contendo L-SEDDS e a
maioria delas é veiculada em capsulas gelatinosas duras ou moles (MANDIC et al., 2019;
JOYCE et al., 2019; FRANCESCHINIS et al., 2011), demandando maquinario especifico
para sua producéao, o que leva a baixa taxa de producéo e altos custos quando comparados
a outras formas farmacéuticas sélidas (MANDIC et al., 2019; JOYCE et al., 2019;
CERPNJAK et al., 2013; THOMAS; RADES; MULLERTZ, 2013; FRANCESCHINIS et al.,
2011). Além disso, o emprego dos SEDDS liquidos esta relacionado a certas dificuldades,
tais como instabilidade fisica e quimica, irritacdo gastrica devido as altas concentracdes de
tensoativos, precipitacdo de farmaco in vivo e reduzida concentracdo do farmaco na
formulacdo. Dessa forma, a solidificacdo da formulacao liquida tem sido alvo constante de

investigacoes.

2.5. Solidificacédo de sistemas autoemulsionaveis (S-SEDDS)

Diversos estudos tém sido realizados no intuito de investigar a solidificacdo de L-
SEDDS. Em geral, o objetivo final € associar as melhorias proporcionadas pelos L-SEDDS
(solubilizacdo do farmaco, transporte linfatico, modificacées na fisiologia do TGI) com
aguelas inerentes aos sistemas solidos (possibilidade de liberagao controlada do farmaco,
aumento da estabilidade, da facilidade de manuseio e do armazenamento, aumento na
produtividade e reducdo no custo de producdo) (MANDIC et al., 2019; JOYCE et al., 2019).

Apesar das vantagens e dos diversos estudos ja publicados, nenhuma formulacao
de S-SEDDS encontra-se disponivel comercialmente. Tal insucesso deve-se aos desafios
gue precisam ser superados, tais como a obtencao de sistemas solidos com alta carga de
farmaco, preservacdo das propriedades autoemulsionantes e solubilizantes apés o
processo de solidificacdo (SIEPMANN et al., 2019; MANDIC et al., 2019).

Algumas técnicas de solidificacdo de L-SEDDS tém sido estudadas, como a
extrusao/esferonizacdo (ZHANG et al.,, 2012; WANG et al., 2010; IOSIO et al., 2008;
ABDALLA; KLEIN; MADER, 2008; ABDALLA; MADER, 2007; SERRATONI et al., 2007;
NEWTON et al, 2001), granulagdo uUmida em misturador de alto cisalhamento
(FRANCESCHINIS et al., 2011; FRANCESCHINIS et al., 2005), termoextrusao (SILVA et
al., 2018), spray drying (NASR; GARDOUH; GHORAB, 2016; Yl et al., 2008), adsor¢cdo em
carreadores solidos (WEERAPOL et al., 2015) e revestimento em leito fluidizado (MANDIC
et al., 2017; KRUPA et al., 2014; LEI et al., 2011). A técnica a ser selecionada deve levar

em consideracdo a concentracdo de excipientes lipidicos na formulacéo, as propriedades
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do farmaco, bem como as caracteristicas dos excipientes (SILVA et al., 2018; MANDIC et
al., 2017).

A técnica mais estudada na fabricacdo de pellets autoemulsionaveis € a extrusao-
esferonizacdo, na qual converte-se uma matéria-prima com propriedades plasticas em
aglomerado cilindrico com densidade uniforme (extrusado). Em seguida, 0 extrusado &
qguebrado e esferonizado. Tal técnica é eficaz para produzir pellets com estreita distribuicao
granulométrica, preservando as propriedades autoemulsionantes dos L-SEDDS. As
principais desvantagens dessa técnica sdo a criticidade da etapa de mistura prévia dos
componentes e seu carater laborioso, dessa forma, a extrusdo-esferonizacdo deve ser
considerada apenas quando outros métodos de granulacdo ndo forem satisfatorios para
processar uma formulacdo especifica (RANI et al., 2019; MANDIC et al., 2017; AULTON;
TAYLOR, 2016).

A termoextrusdo também pode ser empregada na obtencdo de S-SEDDS e,
comparada a granulacdo Uumida tradicional, possui como vantagem o fato de que nao
empregar solventes, aumentando a estabilidade de certas moléculas ativas e excipientes.
Paradoxalmente, o calor aplicado durante a operacdo de termoextrusdo pode afetar
determinados compostos, sendo, portanto, uma técnica aplicavel apenas para farmacos e
excipientes termoestaveis (MANDIC et al., 2019; JOYCE et al., 2019).

A técnica de secagem por spray drying € um método simples e rapido, realizado em
uma Unica etapa. Neste método, a formulacdo liquida € misturada com componentes
solidos dispersos em um solvente. Em seguida, a solugdo/suspenséo é atomizada em uma
camara de secagem e o solvente é evaporado. Contudo, o spray drying apresenta alto custo
de instalacao e elevado consumo energético (RANI et al., 2019; GONCALVES et al., 2018;
MANDIC et al., 2017; TANG et al., 2008). Outos fatores também s&o considerados criticos
no processo de spray drying como o eventual baixo rendimento e termodegradacao
(MANDIC et al., 2017; PATEL; PATEL; SUTHAR, 2009).

A técnica de adsorcdo em carreadores solidos baseia-se na capacidade que alguns
pés (que apresentam grande area de superficie) tem de adsorver, eficientemente,
quantidades consideraveis de L-SEDDS. A capacidade de adsor¢cdo chega a 70%, apos a
mistura simples dos componentes (RANI et al., 2019). O p6 resultante pode ser usado no
preenchimento de capsulas ou misturado com excipientes apropriados, seguido de
compressdo. Algumas vantagens desse método sao a obtencéo de produtos com elevada
uniformidade de contetdo (GONCALVES et al., 2018). Por outro lado, deve-se considerar
as propriedades do adsorvente selecionado pois, dependendo do tamanho e da forma de

seus poros, pode-se observar efeitos negativos sobre a dissolucdo do farmaco (MANDIC
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et al., 2017). Dessa forma, a selecéo do carreador é desafiadora, considerando ainda que
ndo deve haver interacfes entre este material e o farmaco e/ou tensoativo que prejudiquem
o desempenho do sistema (MANDIC et al., 2017).

Dixit e Nagarsenker (2008) desenvolveram granulos autonanoemulsionaveis
utiizando a técnica de adsorcao. O objetivo destes autores foi aumentar a
biodisponibilidade da ezetimiba, pela sua inclusdo em misturas contendo diversos tipos de
Oleo, tensoativos e co-tensoativos (Capryol 90, Lauroglycol, Lauroglycol FCC, Laurato de
etila, Cremophor® EL e Transcutol® P). O diéxido de silicio coloidal (Aerosil 200) foi
selecionado como agente adsorvente. Os autores observaram perda da cristalinidade do
farmaco nos granulos e aumento significativo de sua liberagcdo quando comparado com o
farmaco puro.

A técnica de leito fluidizado também pode ser empregada na obtengéo de granulos
autoemulsionaveis, com a vantagem de realizar todas as operacfes de granulacdo e
secagem em um unico equipamento, reduzindo custos de méao de obra, perdas com
transferéncias e tempo. Além disso, é possivel automatizar o método (AULTON; TAYLOR,
2016). Por outro lado, os elevados custos para aquisi¢ao do equipamento e a necessidade
de mé&o de obra especializada sdo fatores que merecem destaque e devem ser
considerados na escolha desta técnica (AULTON; TAYLOR, 2016).

Cerpnjak e colaboradores (2015) compararam as técnicas de adsor¢do em
carreadores porosos, secagem por spray drying, granulacdo de alto cisalhamento e
granulagdo em leito fluidizado para a solidificagdo de SMEDDS. Os L-SMEDDS foram
compostos por Miglyol® 812, Peceol™, Gelucire® 44/14, Solutol® e naproxeno (6 e 18%
m/m). Aerosil® 200 e Neusilin® US2 foram empregados como carreadores porosos na
técnica de solidificacdo por adsor¢ao. Celulose microcristalina (Avicel PH101 e Avicel PH
200) foi usada na solidificagéo por granulacdo em leito fluidizado. Para a solidificacdo em
granulagdo de alto cisalhamento, foram usadas diferentes combinacdes de Aerosil® 200,
Neusilin® US2, maltodextrina e Avicel PH 101 como agentes adsorventes. Por fim, na
técnica de spray drying, foram empregados o0s acucares maltodextrina e
hidroxipropilmetilcelulose (HPMC). Os autores avaliaram comparativamente as
propriedades de fluxo, retencao de liquido e propriedades de compactacédo dos pés obtidos
a partir das quatro técnicas de solidificacéo. Os pés contendo carreadores porosos (Aerosil®
200 e Neusilin® US2) tiveram melhor capacidade de reter liquido. Os melhores rendimentos
de processo foram obtidos nas técnicas de adsorcao e granulacao. A avaliacdo de diametro
das goticulas apds reconstituicio mostrou que as melhores propriedades

autoemulsionantes foram obtidas quando o carreador era a maltodextrina na técnica de
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spray drying. ApGs andlise das fotomicrografias eletronicas de varredura, foi possivel
observar a presenca de grandes aglomerados de forma irregular nas técnicas de secagem
por adsorcdo e granulagcdo, em contrapartida, a secagem por spray drying resultou em
particulas com formato mais esférico. Com base nos resultados obtidos, os autores
elegeram a secagem por spray drying, usando a maltodextrina como agente adsorvente,
como a melhor combinacéo de formulacdo e processo para a solidificacdo da formulagéo
estudada.

A solidificacdo de SNEDDS em leito fluidizado foi estudada por Lei e colaboradores
(2011). A formulacdo de SNEDDS, contendo ciclosporina A, Labrafil® M 1944 CS,
Transcutol P®e Cremophor® EL (9:14:7), foi dispersa em solucdo aquosa de
polivinilpirrolidona K30 e, em seguida, aspergida sobre a superficie de pellets inertes.
Andlises de difracdo de raios-x confirmaram a inexisténcia de cristais de ciclosporina A na
formulacdo e o didametro das goticulas do SNEDDS liquido (21,2 = 2,6 nm) ndo foi
significativamente diferente daquele apresentado pela nanoemulséo reconstituida (23,7 £
2,9 nm). Ap6s andlise de redisperséo, verificou-se que todos os S-SNEDDS apresentaram
taxa de redispersao mais lenta em comparacdo com o L-SNEDDS e, quanto maior foi a
concentracdo de L-SNEDDS na solucdo de revestimento (30% e 40%), mais rapida foi a
taxa de redispersao, atingindo aproximadamente 85% de redispersdo em 10 minutos.

A partir da granulagdo umida, é possivel obter granulados com adequado controle
de uniformidade de conteudo, boa fluidez, além de ser uma técnica popular e bastante
empregada na producao industrial de formas farmacéuticas solidas (THAPA; TRIPATHI;
JEONG, 2019). O granulador de alto cisalhamento (high shear granulator) € um dos
equipamentos mais utilizados para realizar a granulacdo Umida, devido as suas diversas
vantagens, tais como: menor tempo de processamento, maior densificacdo de granulos,
menor exigéncia de fluido de granulacdo, melhor previsibilidade do ponto final da
granulacdo e melhor reprodutibilidade. Esse tipo de granulador € um dos equipamentos
mais empregados na industria farmacéutica (THAPA; TRIPATHI; JEONG, 2019). A técnica
de granulacéo de alto cisalhamento pode ser empregada na solidificacdo de L-SEDDS e, a
partir dela, € possivel obter alta carga de farmaco e possibilidade de incorporar grande
guantidade de L-SEDDS na formulacdo, chegando a 50% (m/m) de liquido
autoemulsionante. O po resultante pode, entdo, ser usado como preenchimento de
capsulas ou na manufatura de comprimidos (MANDIC et al., 2017; TANG et al., 2008).

35



2.5.1. Sistemas autoemulsionaveis soélidos contendo CARV

Bhandari e Avachat (2015) produziram pellets contendo CARYV utilizando a técnica
de extrusdo-esferonizacao. Inicialmente, foram obtidas formula¢des de L-SEDDS contendo
diferentes proporcdes de Capmul MCM EP, Cremophor EL, Tween 20 e propilenoglicol.
Para a obtencédo do S-SEDDS, 20 mL da formulacéo liquida contendo 5% de CARV foram
misturados com celulose microcristalina, crospovidona e povidona K-30 durante 10 min em
uma misturadora planetaria. Quantidade suficiente de 4gua foi adicionada até que fosse
obtida uma massa Umida, em seguida, a formulacéo foi extrusada, esferonizada, os pellets
foram secos a 60°C por 40 min e usados no preenchimento de capsulas gelatinosas. Por
fim, o S-SEDDS que apresentou as melhores respostas quanto ao tamanho de goticulas,
tempo de reconstituicdo e dissolugcéo, continha L-SEDDS composto por capmul MCM EP,
cremophor EL e propilenoglicol (4:4:2, viviv). Andlises de caracterizacdo mostraram que o
diametro médio das goticulas apo6s redisperséo foi de 160,47 nm, valor semelhante ao
encontrado para o L-SEDDS (142,89 nm). As andlises de calorimetria exploratoria
diferencial e difracédo de raios-X confirmaram a auséncia de CARV na forma cristalina. O
teste de dissolucdo mostrou que o S-SEDDS apresentou 100% de liberacdo apds 60 min
de dissolucao, enquanto o farmaco puro mostrou apenas 46% e o comprimido comercial de
liberacdo imediata apenas 68% (BHANDARI; AVACHAT, 2015).

A técnica de termoextruséo foi usada na solidificagdo de L-SMEDDS contendo CARV
por Silva e colaboradores (2018). A formulagéo liquida foi otimizada, sendo composta por
triglicerideos céaprico/caprilico (CCT), tensoativo Plurol® e Transcutol® HP (50%, 37,5% e
12,5%, respectivamente). O L-SMEDDS foi caracterizado como uma microemulséao
translicida e com reduzido tamanho médio, Pdl e potencial zeta (140,04 + 7,22 nm, 0,219
+ 0,011 e -9,77 £ 0,86 mV). Volume adequado de L-SEDDS foi misturado em diéxido de
silicio coloidal, celulose microcristalina 101, acetoftalato de hidroxipropilmetilcelulose,
hidroxipropilcelulose e talco, e a mistura resultante foi entdo extrusada em uma
termoextrusora de parafuso duplo. Diferentes misturas de excipientes e condi¢cdes
operacionais da extrusora foram testadas. Os autores relataram que menores
concentracbes de CARV somado a temperatura e tempo de recirculacdo mais elevados
deram origem a extrusados com rapida e completa liberacdo do CARV em pH 6,8.

Singh e colaboradores (2013) propuseram uma nova abordagem na obtencéo de S-
SNEDDS contendo CARV apenas por meio da sele¢do, combinagéo e mistura de lipideos
e emulsificantes com alto ponto de fusédo. A formulagdo otimizada apresentou melhora
significativa no perfil de liberacdo do CARV em relacdo ao medicamento comercial, bem

como aumento de sua biodisponibilidade. A partir de ensaios de perfuséo intestinal in situ
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em ratos os autores atribuiram o aumento significativo na absor¢cdo a ocorréncia de
transporte linfatico e a reducéo do efluxo mediado pela glicoproteina-P.

Em um estudo recente, Mandi¢ e colaboradores (2019) avaliaram a solidificacao L-
SMEDDS contendo CARV por revestimento de pellets inertes em leito fluidizado. A
formulacdo liquida selecionada por esses autores continha Kolliphor® RH40 como
tensoativo ndo i6nico e PEG 400 como solvente, os quais perfaziam 80% da massa da
formulagédo (Kolliphor®: PEG 400, 1:1). Além disso, os autores adicionaram 20% de veiculo
oleoso (Capmul®:Oleo de ricino, 1:1), com capacidade de solubilizar 123 mg de CARV por
grama de L-SMEDDS. Diversas dispersdes poliméricas de revestimento foram testadas no
revestimento de pellets inertes em leito fluidizado. Por fim, os autores obtiveram um ganho
de massa de 2024% (ganho de massa 21,5 vezes). Foi observado que a solidificacdo do
SMEDDS néo interferiu em parametros como tamanho das goticulas apés redisperséo,
propriedade autoemulsificante e taxa de dissolucéo, esta ultima tendo se mostrado maior
guando comparada com o farmaco puro ou com pellets revestidos com carvedilol amorfo.

Por fim, Mandi¢ e colaboradores (2017) destacaram que a solidificacéo de L-SEDDS
€ um processo que ainda apresenta limitacdes, sendo necesséarias pesquisas e
desenvolvimento. A literatura disponivel sobre a solidificacdo de SEDDS contendo CARV é
ainda esparsa e inclui a avaliacdo de métodos que apresentam reduzida aplicacao industrial
(extrusdo/esferonizacdo e termoextrusdo) ou que requerem elevado tempo de
processamento (leito fluidizado). No presente momento, a técnica de granulacdo de alto
cisalhamento poderia ser mais facilmente e prontamente empregada no setor industrial,
devido a sua disponibilidade, simplicidade, elevada reprodutibilidade e reduzido tempo de

processamento.

2.6. Granulagao de alto cisalhamento

O processo de granulacdo em alto cisalhamento, esquematizado na Figura 3, consiste
em uma série de etapas que sao iniciadas pela aspersdo ou gotejamento da formulacéo
liguida aglutinante sobre uma mistura de pds, seguido de nucleacdo, crescimento e
consolidacdo de granulos, bem como a quebra de grandes aglomerados (THAPA;
TRIPATHI; JEONG, 2019).
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Figura 3. Esquema das diferentes etapas do mecanismo de granulagéo durante o processo de granulacéo
umida.
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Fonte: Préprio autor.
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Thapa, Tripathi e Jeong (2019) descrevem que a granulagdo Umida de alto
cisalhamento € uma das técnicas mais empregadas na industria farmacéutica e retne
diversas vantagens, tais como o reduzido tempo de processamento, maior densificacao e
dureza dos granulos, estreita faixa de operacdo do equipamento e boa reprodutibilidade.
As principais diferengas entre a granulagdo de alto cisalhamento e outras técnicas de
granulagao estdo resumidas no Quadro 2.

Quadro 2. Comparacédo de parametros de processo e propriedades de granulos entre as técnicas de
granulagdo de alto cisalhamento e outros métodos de granulagéo.

Pardmetros de processo/propriedade dos granulos

Granulagéo de alto

Outros métodos de

cisalhamento granulacéao
Tempo de granulagdo Curto Longo
Uso de liquido aglutinante Menor Maior
Parametros de operacdo do equipamento Estreita Ampla
Reducéo na poeira do processo Maior Menor
Compressibildade dos granulos Maior Menor
Friabilidade dos granulos Menor Maior
Determinacéo do ponto final de granulagéo Previsivel Baixa previsibilidade
Densificacdo do granulo Maior Menor

Fonte: Adapado de KUMAR et al., 2013.

O granulador de alto cisalhamento (Figura 4) € um equipamento composto
basicamente por um recipiente de granulagcédo, um impulsor (impeller) que realiza a mistura

por meio de sua rotacdo, ajudando a distribuir o liquido aglutinante no leito de p6. A
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movimentacdo do impeller confere atrito elevado entre as particulas, contribuindo para a
consolidacdo e quebra dos aglomerados. O equipamento também € composto por uma
unidade responsavel por quebrar grandes aglomerados, denominada de triturador
(chopper) (THAPA; TRIPATHI; JEONG, 2019).

Figura 4. Imagem esquematica do granulador de alto cisalhamento e suas partes constituintes.

Tampa
Aspersdo/gotejamento
de solugdo aglutinante
Chopper
Baciade
granulagao
Impeller

Fonte: Adapado de THAPA; TRIPATHI; JEONG, 2019.

Diversos excipientes solidos podem ser empregados no processo de granulacao de
alto cisalhamento, dessa forma, uma selecdo correta € essencial para a obtencdo de
granulos com maior qualidade (THAPA; TRIPATHI; JEONG, 2019). Assim sendo, alguns
excipientes, por jA serem empregados na rotina da indastria farmacéutica, merecem
destaque.

O diéxido de silicio coloidal € um excipiente bastante empregado em formulacdes
por suas propriedades adsorvente, deslizante e desintegrante de capsulas/comprimidos
(AULTON; TAYLOR, 2016). E praticamente insolGvel em 4gua, possui tamanho de particula
reduzido (15 nm) e elevada area de superficie (SHESKEY; COOK; CABLE, 2017). Mandi¢
e colaboradores (2017) relataram que o dioxido de silicio coloidal (Aerosil) tem sido
intensamente usado para obter formulacdes lipidicas solidas, emulsdes secas e S-SEDDS.

As celuloses sao excipientes farmacéuticos biocompativeis, quimicamente inertes e
gue apresentam boas propriedades de formacdo de comprimidos (AULTON; TAYLOR,

39



2016). O tipo mais comum de celulose é a celulose microcristalina, que apresenta
caracteristicas de nao-aderéncia, boa compressibilidade, sendo amplamente empregada
na industria farmacéutica como agente diluente e adsorvente (SHESKEY; COOK; CABLE,
2017; AULTON; TAYLOR, 2016).

A lactose monoidratada € um excipiente farmacéutico muito usado na inddstria para
compressdo direta, como diluente para capsulas/comprimidos e em processos de
granulacao umida (THAPA; TRIPATHI; JEONG, 2019; SHESKEY; COOK; CABLE, 2017,
AULTON; TAYLOR, 2016). Tem um sabor agradavel, ndo é higroscopica, apresenta boa
compactabilidade e, por ser solivel em agua, a lactose requer menos liquido de granulagéo
do que outros excipientes (AULTON; TAYLOR, 2016).

Thapa, Tripathi e Jeong (2019) descreveram que as combinac¢des de lactose e
celulose podem dar origem a granulos de melhor qualidade, uma vez que a lactose € um
material quebradico e a celulose microcristalina € um material de deformacao plastica. A
associacao destes comportamentos distintos facilita a obtencédo de comprimidos com boas
propriedades.

Outro excipiente empregado na industria farmacéutica € a crospovidona. Usada na
concentracdo de 2 a 5%, apresenta alta atividade capilar e capacidade de hidratacao
acentuada, por esse motivo, € amplamente utilizada como agente desintegrante
(SHESKEY; COOK; CABLE, 2017).

Franceschinis e colaboradores (2011) otimizaram a preparacado de S-SEDDS por
granulacdo umida em um misturador de alto cisalhamento com o objetivo de aumentar a
taxa de dissolucdo do piroxicam, farmaco pertencente a classe Il do SCB. No plano
experimental, foram utilizados lotes de 200 g compostos por 70% de celulose microcritalina,
27% de lactose monoidratada e 3% de polivinillpirrolidona K 90, misturados a seco durante
10 min & 120 rpm. Em seguida, 140 g do L-SEDDS contendo piroxicam foram gotejados a
uma taxa de 10 mL/min. ApGs a etapa de umedecimento, a velocidade do impeller foi
aumentada para 600 rpm por 2 min. Os SEDDS foram compostos por Cremophor ® EL
(tensoativo), Lauroglycol™ 90 (componente oleoso) e Transcutol® HP (co-tensoativo). Os
autores relataram que os didametros médios das goticulas da emulsdo encontravam-se entre
3 e 71 um e a solidificacdo ndo alterou significativamente os diametros apds a
reconstituicdo. Os resultados dos testes de dissolucéo forneceram evidéncias de que a
liberacdo do piroxicam foi mais rapida nos S-SEDDS quando comparados com o farmaco
puro. Os autores observaram que a formulagdo com maior concentracdo de Cremophor ®
EL obteve didmetro médio de goticulas menor apds a reconstituicdo, o que pode ter

influenciado positivamente em uma liberagdo maior do farmaco no ensaio de dissolucéao.
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Apesar das vantagens na técnica granulacdo de alto cisalhamento, poucos estudos
avaliaram o impacto dessa técnica na obtencdo de S-SEDDS e, nenhum deles, objetivou
desenvolver um sistema solido contendo CARV.
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3 OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

O objetivo do presente trabalho foi desenvolver uma formulacdo sdélida

autoemulsionavel contendo CARYV por granulacéo de alto cisalhamento.

3.2. Objetivos especificos

v/ Selecionar tensoativos e solventes para desenvolvimento dos L-SEDDS;
v' Obter e caracterizar os L-SEDDS;

<\

Avaliar a capacidade de solubilizacao do carvedilol (CARV) nos L-SEDDS;

<

Preparar S-SEDDS por granulacdo de alto cisalhamento e estudar o impacto de
varidveis de formulacdo e de processo sobre as propriedades do produto final

usando um planejamento de mistura;

v Caracterizar os S-SEDDS quanto a suas propriedades de fluxo e compressibilidade
(angulo de repouso, indice de Carr e Fator de Hausner), granulometria, propriedade
auto-emulsionante, teor e dissolucdo do CARYV, difracdo de raios-X e microscopia

eletrbnica de varredura.
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4 MATERIAIS

4.1. Substancias e reagentes

4.2.

Acido cloridrico 37%, NEON Comercial Ltda, Brasil.

Carvedilol, Aastrid International PVT, india.

Celulose Microcristalina 101, Roquete.

Crospovidona (Polyplasdone ™ XL-10®), Ashland.

Di6xido de silicio coloidal (Aerosil 200), Evonik.

Eter-monoetil-dietilenoglicol (Transcutol® HP), Gattefossé, Franca.

Fosfato de potdssio monobasico anidro, Synth, Brasil.

Fosfato de potéssio dibasico anidro, Synth, Brasil.

Hidroxido de sédio, ISOFAR, Brasil.

Macrogol-15-hidroxiestearato (Solutol® HS15), BASF, Alemanha.

Oleo de ricino polioxil-40 hidrogenado (Kolliphor® RH40), Sigma-Aldrich, Alemanha.
Lactose Monoidratada, Davisco Foods International, Estados Unidos.

Metanol HPLC, Merck, Alemanha.

Oleo de ricino refinado (Castor oil — especificacdes segundo Farmacopeia Alema -
DAB), Sigma-Aldrich, india.

Polietilenoglicol 400 (PEG 400), LABSYNTH, Brasil.

Equipamentos e utensilios diversos

Agitador de peneiras para analises granulométricas, Bertel, Brasil.
Agitador de tubos tipo vortex, Phoenix Luferco, Brasil.

Banho de Ultrassom Q3.0/40A, Ultronique, Brasil.

Balanca semi-micro analitica AUW220D, Shimadzu Corporation, Japao.
Balanca, Mettler Toledo, Brasil.

Banho maria com circulacdo SL-154, Solab, Brasil.

Bomba peristéltica, Watson Marlow, Brasil.

Centrifuga SL-720, Solab, Brasil.

Chapa aquecedora com agitacdo magnética RT10power— IKA, Alemanha.
Difratdmetro Shimadzu XRD-6000, Brasil.
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Dissolutor, Erweka® GmbH, Alemanha.

Genesys 50 — Espectrofotbmetro UV-Visivel, Thermo Fisher, Estados Unidos.
Incubadora Shaker SL-233, Solab, Brasil.

Medidor de fluidez de pés, Erweka® GmbH, Alemanha.

Mixer-Granulator Diosna P 1/6, Dierks & Soehne GmbH, Alemanha.

pHmetro PG1800 — Gehaka, Brasil.

Tapped Density Tester, Erweka® SVM, 12 Alemanha.

U5 Underdriven Comil®, Quadro, Canada.

ZetaSizerNano-S — Nano-ZS90 — Malvern Instruments, Reino Unido.
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5 METODOS

5.1. Desenvolvimeto do método analitico para quantificacdo do CARV por
espectrofotometria UV/Vis

O método analitico para a quantificacdo do CARV por espectrofotometria foi
adaptado a partir do método descrito por Taveira e colaboradores (2018), adotando critérios
recomendados pelo ICH (2005), que preconiza a avaliacdo dos parametros analiticos de
linearidade, exatiddo, preciséo, limite de quantificacdo, limite de deteccao e seletividade.
As andlises foram realizadas no espectrofotometro UV-Vis Genesys 50, Thermo Fisher®,

em comprimento de onda 242 nm, empregando metanol como diluente.

5.1.1. Linearidade

A linearidade foi determinada pela construcdo de curva analitica utilizando-se
solugbes com concentracdo de CARV no intervalo linear de 0,5 a 8,0 pg/mL, em triplicata.
O desvio padréo relativo entre as areas dos picos, o coeficiente de variacdo (CV %) da
curva de calibracéo, o coeficiente de determinacéo (R?) e coeficiente de correlagéo (r) foram

determinados.

5.1.2. Limite de Quantificagéo (LQ) e Limite de Detecgéo (LD)

O LQ é representado pela menor concentracdo de CARV que pode ser determinada
com precisdo e exatiddo. Dessa forma, foram preparadas solucdes com concentracdes
decrescentes de CARV (0,5; 0,2 e 0,1 ug/mL) e analisadas, em triplicata, extraindo-se o
desvio padrdo e coeficiente de variagdo para cada concentracdo analisada. O LD foi
determinado pela andlise de amostras com concentra¢des conhecidas e por determinacao

do nivel minimo no qual a substancia analisada pode ser detectada com confiabilidade.

5.1.3. Precisao e Exatidao

A precisao foi determinada no ponto médio da curva (4,0 ug/mL), em sextuplicata, a
partir da proximidade dos resultados obtidos no mesmo dia e em dias diferentes (intra e

interdia) e seus respectivos CV(%).

A exatidao foi determinada analisando concentracdes de trés pontos da curva (1,0;
4,0 e 8,0 pyg/mL), em triplicata, avaliando a relagdo entre as concentragdes encontradas e

seus respectivos valores teoricos.
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5.1.4. Seletividade

Para determinar a seletividade do método, avaliou-se todas as combinacdes de
tensoativo:co-solvente:6leo empregados na obtencdo dos L-SEDDS, na razdo (2:2:1): (1)
Solutol® HS15: Transcutol® HP: Oleo de ricino; (2) Solutol® HS15: PEG400: Oleo de ricino;
(3) Kolliphor® RH40: Transcutol® HP: Oleo de ricino; (4) Kolliphor® RH40: PEG400: Oleo de
ricino. Adicionalmente, as solucfes utilizadas nos estudos de dissolu¢éo in vitro (solucéo
de HCI e solucdo tamponante fosfato de potassio) também foram analisadas. As amostras

foram diluidas em metanol e analisadas por espectrofotometria.

5.2. Obtencdao e caracterizagcédo dos L-SEDDS

5.2.1. Obtencéo dos L- SEDDS

Os sistemas autoemulsionaveis foram obtidos a partir da simples mistura dos
componentes descritos na Tabela 1. As misturas foram preparadas sob agitagdo magnética

a 350 rpm e 37°C, durante 15 minutos em chapa magnética RT10 power— IKA.

Tabela 1. Composic¢do das formulagbes autoemulsionaveis liquidas.

~ . Veiculo Razdo massica
Formulacdo Tensoativo  Co-solvente
oleoso (m/m/m)
ST (3:1) 3:1:1
® -

ST (1:1)  Solutol®HS15 Tran:,I(I:DutoI Oleo de ricino 2:2:1
ST (1:3) 1:3:1
SP (3:1) 3:1:1
SP (1:1) Solutol® HS15 PEG400 Oleo de ricino 2:2:1
SP (1:3) 1:3:1
KT (3:1) 3:1:1

) Kolliphor® Transcutol® - . .
KT (1:1) RH40 HP Oleo de ricino 2:2:1
KT (1:3) 1:3:1
KP (3:1) 3:1:1

_ Kolliphor® 2 as Y
KP (1:1) RH40 PEG400 Oleo de ricino 2:2:1
KP (1:3) 1:3:1

Para a obtencdo dos L-SEDDS contendo CARV, o farmaco (10%, m/m) foi
acrescentado as misturas, as quais foram, em seguida, agitadas. As formulacbes foram

armazenadas em frascos de vidro transparente com tampa rosqueavel, os quais foram
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acondicionados em ambiente seco, protegido da luz e sob temperatura ambiente, até o

momento do uso.
5.2.2. Avaliacdo da propriedade autoemulsionante dos L-SEDDS

As formulagbes liquidas foram avaliadas quanto a suas propriedades
autoemulsionantes a partir da diluicdo de 1 mL dos concentrados autoemulsionaveis em
250 mL de solucéo de HCI 0,1 M (pH 1,2) ou no mesmo volume de solugdo tamponante
fosfato de potassio 0,2 M (pH 6,8). ApGs a diluicdo, a mistura foi mantida sob agitacdo
magnética a 350 rpm por 15 minutos a temperatura ambiente. O aspecto visual das
dispersdes foi avaliado apés 1, 5 e 15 minutos de agitacdo e apds 24 horas de repouso.
Andlise do diametro das goticulas e indice de polidispersao (Pdl) foram realizadas por
espalhamento dinamico de luz, em um equipamento Nano-ZS90 (Malvern Instruments®).
Sistemas estaveis foram identificados como aqueles que, na inspecdo visual, ndo
apresentaram separacdao de fases, floculacao ou precipitacdo apés 24 h de repouso. Todas
as analises foram realizadas em triplicata de formulacéo e os resultados foram plotados

como sendo a média dos valores obtidos.
5.2.3. Estudo de solubilidade do carvedilol nos L-SEDDS

Quantidade em excesso de CARV foi adicionado a 2,5 g das diferentes formulacdes
de L-SEDDS. Em seguida, as misturas foram agitadas a 250 rpm e 37°C durante 60 horas
para garantir a saturacdo do sistema. Apos agitacdo, cada formulacdo foi filtrada,
apropriadamente diluida em metanol e quantificada por espectrofotometria UV-Vis,
conforme descrito na secdo 5.1. A andlise de solubilidade foi realizada em triplicata para

cada formulacéo.
5.2.4. Estudo de estabilidade do L-SEDDS contendo CARV

O sistema autoemulsionavel ST (1:3) carregado com 10% de CARYV foi mantido ao
abrigo da luz e sob temperatura controlada em trés condigdes (4°C, 25°C e 40°C), a fim de
se verificar a estabilidade da formulacdo imediatamente apdos o preparo (T = 0 min), 3, 7,
15 e 30 dias de armazenamento. Nos tempos determinados, aliquotas de cada amostra
foram retiradas e analisadas quanto ao aspecto visual, diametro e Pdl (apés diluicdo de
250x em solugé@o HCI 0,1 M, pH 1,2). Todas as analises foram realizadas em triplicata de

formulacdo e os resultados foram plotados como sendo a média dos valores obtidos.
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5.3. Obtencéo de S-SEDDS em granulador de alto cisalhamento

A formulacéo liquida que apresentou as melhores caracteristicas relacionadas aos
critérios avaliados (propriedade autoemulsionante e, especialmente, solubilidade de
CARYV), foi selecionada para execucao dos testes de solidificacdo em granulador de alto
cisalhamento (Mixer-Granulator Diosna, Dierks & Soehne GmbH®). Os testes foram
conduzidos nas dependéncias da empresa Ashland Inc. (Sdo Paulo). A capacidade

volumétrica da unidade de mistura empregada foi de 1 litro (Figura 5).

Figura 5. Granulador de alto cisalhamento empregado na obtencéo dos S-SEDDS.

Fonte: Préprio autor.
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Inicialmente, os excipientes sélidos selecionados (celulose microcristalina, lactose,
aerosil e crospovidona, descritos na Tabela 2) foram misturados por 5 minutos, empregando
a velocidade do impelller de 100 ou 300 rpm (condicdo especificada pelo desenho
experimental para cada formulacdo — Tabela 3). Em seguida, o L-SEDDS selecionado foi
gotejado a uma taxa de 2,7 mL/min sobre o leito de pds. Por fim, apés o término do
gotejamento, a operacdo de mistura foi mantida por mais 2 minutos. Cada formulacao
solidificada possuia um peso total de 100 g. Para uniformizacéo dos granulos e quebra de
possivels aglomerados, os granulos foram submetidos a uma calibracdo em tamis com
abertura de mallha de 1,5 mm (U5 Underdriven Comil®, Quadro, Canada). Apds o término
da solidificacdo, cada formulacdo foi acondicionada em sacos plasticos vedados e
protegidos da luz.

Um planejamento de mistura combinado foi utilizado para avaliar o efeito de variaveis
de processo e de formulacdo sobre os granulos obtidos. A concentracdo de crospovidona,
L-SEDDS, celulose, lactose, aerosil, assim como as velocidades do chopper e do impeller
foram estudados como variaveis de entrada (Tabela 2). Um total de vinte e cinco
formulacdes foram preparadas (Tabela 3). Foi produzido um lote de cada formulagéo. As
variaveis de saida do desenho experimental foram as seguintes: (1) dissolucao in vitro em
solucéo de HCI nos tempos 2,5 min e 60 min; (2) dissolu¢cdo em solucéo tamponante fosfato
de potassio nos tempos 2,5 min e 120 min; (3) angulo de repouso; (4) indice de Carr e fator
de Hausner.

Tabela 2. Variaveis estudadas e seus niveis no planejamento de mistura combinado.

Codigo Variavel Unidade m’\i';‘i’ﬁ:o mNé:’i:o

A Crospovidona % 0 5

B L-SEDDS % 20 40

C Celulose % 20 40

D Lactose % 20 40

E Aerosil % 20 40

F Chopper rom 500 1000
G Impeller rpm 100 300
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Tabela 3. Matriz de planejamento de mistura combinado.

Variaveis de formulac&o (g) Variaveis de

Formulac&o processo (rpm)
ST (1:3) Celulose Lactose Aerosil Crospovidona Chopper Impeller
1 20,0 20,0 20,0 37,5 2,5 500 100
2 20,0 20,0 40,0 20,0 0,0 500 100
3 21,7 20,0 38,3 20,0 0,0 500 300
4 20,0 24,5 26,3 24,2 5,0 1000 100
5 20,0 20,0 40,0 20,0 0,0 1000 100
6 20,0 40,0 20,0 20,0 0,0 1000 100
7 20,0 20,0 40,0 20,0 0,0 1000 300
8 40,0 20,0 20,0 20,0 0,0 500 300
9 20,0 245 26,3 24,2 5,0 1000 100
10 25,3 20,0 24,7 25,0 5,0 1000 300
11 25,3 20,0 24,7 25,0 5,0 1000 300
12 29,6 20,8 29,6 20,0 0,0 500 100
13 40,0 20,0 20,0 20,0 0,0 500 100
14 20,0 38,9 20,0 21,1 0,0 500 300
15 20,0 20,0 22,1 37,9 0,0 500 300
16 20,0 20,0 20,0 40,0 0,0 1000 300
17 40,0 20,0 20,0 20,0 0,0 1000 300
18 25,3 20,0 24,7 25,0 5,0 1000 300
19 20,0 20,0 20,0 40,0 0,0 1000 100
20 20,0 37,7 20,0 20,0 2,3 500 100
21 25,7 25,6 23,6 20,0 5,0 500 300
22 25,7 25,6 23,6 20,0 5,0 500 300
23 37,4 20,0 20,0 20,0 2,6 1000 100
24 25,7 25,6 23,6 20,0 5,0 500 300
25 21,7 38,0 20,0 20,0 0,3 1000 300

5.4. Caracterizacdo dos S-SEDDS

5.4.1. Determinac&o do Angulo de Repouso, indice de Carr e Fator de Hausner

Uma aliquota de 50 g de cada formulacao foi pesada, transferida para um funil de
250 mL com abertura de 25 mm e altura de 7 cm, posicionado sobre base fixa (Medidor de
fluidez de pds, Erweka® GmbH). O resultado do angulo de repouso foi fornecido pelo préprio
eguipamento, a partir do céalculo da tangente obtida pela altura e raio formados pelo cone

da amostra, conforme Equacdo |. A partir dos resultados obtidos, os granulos foram
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classificados quanto a sua propriedade de escoamento. As analises foram realizadas em

triplicata.

T _ altura . 2o
an o = 0.5 = base (Equacgao I)

Para avaliacdo do indice de Carr e Fator de Hausner, aliquota de 10 g de cada
formulacado foi pesada e vertida suavemente em uma proveta graduada de 100 mL. Em
seguida, o volume aparente foi aferido e a densidade aparente foi calculada como sendo a
razao entre a massa de po e seu volume (g/mL). Posteriormente, a proveta foi batida 100
vezes até atingir volume constante (volume compactado) e a densidade compactada foi
calculada. Por fim, foram calculados os Indices de Carr e Fator de Hausner, de acordo com

as Equacoes Il e lll, respectivamente.

(Va—Vc) x 100
Va

Indice de Carr = (Equacao II)

Va
Fator de Hausner = Ve (Equacao III)
Onde: Va é o volume aparente e Vc € o volume compactado.

5.4.2. Determinacéo da granulometria dos pés

A granulometria foi determinada seguindo as diretrizes da Farmacopeia Brasileira 62
Ed. (BRASIL, 2019), com o auxilio de tamises operados por dispositivo mecanico. Cinco
tamises foram selecionados e montados em ordem decrescente de abertura da malha (850
pm, 425 pm, 250 pm, 106 um e 63 pum). Uma amostra de 25 g de cada formulacao foi
pesada e transferida para o tamis superior. O conjunto foi tampado e agitado em um
agitador de peneiras Bertel por 15 min. Apos o término deste periodo, a amostra retida na
em cada tamis foi removida e pesada. Da mesma forma, o po retido no coletor também foi
pesado (fracdo de finos, <63 um). O percentual retido em cada tamis foi calculado utilizando

a Equacéo IV.

P1
% Retida pelo tamis = 2 100 (Equagédo IV)

Onde: P1 = peso da amostra retida no tamis (em gramas);
P2 = soma dos pesos retidos nos tamises e no coletor (em gramas).
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5.4.3. Determinacdo das propriedades autoemulsionantes e tamanho da goticula

da emulsao

Com o objetivo de avaliar as propriedades autoemulsionantes dos S-SEDDS, uma
aliquota de cada formulacao sélida, bem como do L-SEDDS (contendo ou ndo CARYV) foi
dispersa (1:250, m/v) em HCI 0,1M (pH 1,2). A mistura foi mantida sob agitacdo magnética
(300 rpm) a 37°C durante 30 minutos a fim de garantir completa dispersdo. Em seguida, as
amostras foram filtradas em filtro PVDF 0,45 um. As emulsdes foram entdo avaliadas
guanto ao tamanho e dispersividade das goticulas pela técnica de espalhamento dinamico
de luz (DLS) em um equipamento Zeta Sizer Nano (Nano-ZS90 — Malvern Instruments®).
Todas as andlises foram realizadas em triplicata e os resultados foram expressos como a

média das replicatas.

5.4.4. Determinacéo do teor de CARV nos S-SEDDS

A determinacéao do teor de CARV nos S-SEDDS foi realizada a partir da pesagem de
aliquota das formulac6es (quantidade equivalente a 25 mg de CARV), a qual foi adicionada
em metanol e agitada em voértex (Phoenix Luferco®) por 60 segundos. Posteriormente, a
mistura foi sonicada (Banho de Ultrassom Q3.0/40A, Ultronique®) por 5 minutos e
centrifugada (Centrifuga SL-720, Solab®) a 10.000 rpm por 5 minutos. Uma aliquota do
sobrenadante foi pipetada, diluida em metanol e agitada em vortex por 60 segundos. Por
fim, as amostras foram quantificadas por espectrofotometria UV-Vis (Genesys 50, Thermo
Fisher®). Todas as andlises foram realizadas em triplicata e os resultados foram expressos
como a média + desvio padréo das replicatas.

5.4.5. Teste de dissolucao in vitro

O teste de dissolucao in vitro foi realizado utilizando o aparato 2 da Farmacopeia
Norte-Americana, montado em um dissolutor Erweka (Erweka GmbH®, Alemanha). Cada
formulacdo de S-SEDDS foi pesada a fim de se obter uma quantidade equivalente a 25 mg
de CARYV por cuba. Em seguida, a massa pesada foi adicionada em cuba contendo 900 mL
de meio de dissolucéo (solugdo de HCI 0,1 M pH 1,2 ou solucdo tamponante fosfato de

potassio 0,2 M pH 6,8) mantido a 37°C. A velocidade da pa foi ajustada para 50 rpm.

Para fins de comparacéao, o estudo de dissolucao foi realizado pela adicdo de 25 mg
de CARYV puro ou de quantidade de L-SEDDS equivalente a 25 mg de CARYV por cuba. As
amostras foram adicionadas diretamente ao meio de dissolucdo. A quantidade de farmaco

usada no estudo de dissolucéo foi calculada considerando-se a solubilidade do CARV nos
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meios de dissolucédo, de forma a manter as sink conditions, conforme descrito por Hamed
e colaboradores (2016). Aliquotas de 5 mL do meio de dissolu¢éo foram retiradas apés 2,5;
5; 10; 20; 30; 45 e 60 minutos, na dissolu¢cao em meio &cido e, para a dissolugdo em solucao

tamponante fosfato, acrescentou-se uma coleta apés 120 min de ensaio.

Apés cada coleta, igual volume de meio de dissolucéo foi adicionado as cubas. As
amostras foram filtradas em filtro PVDF 0,45 um, apropriadamente diluidas em metanol e
quantificadas por espectrofotometria (Genesys 50 — Espectrofotbmetro UV-Visivel, Thermo

Fisher®) conforme descrito na se¢éo 5.1. O estudo de dissolucéo foi realizado em triplicata.
5.4.6. Difracéo de raios-X

A andlise de difracdo de raios X foi realizada nas formulaces 16 e 17 (Tabela 4),
gue possuem, respectivamente, 4% e 2% de CARV. Adicionalmente, foram preparadas
guatro misturas fisicas conforme descrito na Tabela 4. Amostras de CARV puro também
foram analisadas. As amostras foram distribuidas em um suporte para amostras montado
no gonidmetro de um difratbmetro Shimadzu® XRD-6000. Um feixe de raios X
monocromatico de grafite foi gerado a partir de um anodo de cobre (radiagdo CuKa, A =
0,15418 nm) em um tubo selado (40 kV e 30 mA). Todos os perfis de DRX foram obtidos a
temperatura ambiente em um modo de varredura continua (eixo de varredura 6 — 20) com
uma velocidade de varredura de 1,000°/min. Os dados de intensidade foram registrados a
cada 0,020° em uma faixa 20 entre 5° e 40°. Fendas de divergéncia e dispersao foram
utilizadas a 1,000°, uma fenda receptora (0,300 mm) e contra monocromador foram
utilizados. A configuracdo experimental e as medidas dos resultados foram realizadas
usando o programa Search Match do Shimadzu® XRD-6000. Os padrdes de raio X foram
tratados como adquiridos, exceto o tratamento de dados brutos para normalizacao de todas
as intensidades contra o mais intenso de cada padréo de difragcdo. Para cada amostra, foi
gerado um arquivo contendo os dados de intensidade normalizados em funcdo das

posicoes brutas de 26 aumentadas em 0,020°.
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Tabela 4. Formulacfes preparadas por mistura fisica para analise de difracdo de raios-X.

Composicéo

Mi,s_tura .
fisica Ae((ryoo)sn Laz:()}sse Cel(t;/lo?se L(S;I;I\D/S((;:)am CARV (%)
MF.1 40,0 20,0 20,0 18,0 2,0
MF.2 20,0 20,0 20,0 36,0 4,0
MF.3 32,6 32,6 32,6 0,0 2,0
MF.4 32,0 32,0 32,0 0,0 4,0

5.4.7. Microscopia eletrbnica de varredura (MEV)

Para o preparo das amostras de MEV, cada amostra pulverulenta foi espalhada em
uma fita dupla face de cobre posicionada sobre um suporte metalico (stub). Em seguida, as
amostras foram recobertas com material condutor (ouro) (Denton Vacuum, Desk V), por
dois minutos, sob uma corrente elétrica de 15 mA. Apds estarem condutoras, as amostras
foram colocadas no Microscépio Eletronico de Varredura (Jeol, JSM — 6610, equipado com
EDS, Thermo Scientific NSS Spectral Imaging) e vacuo foi aplicado. Para a obtencédo das
fotomicrografias, foram empregadas tensao de 3 ou 5 kV, e magnificagdo de 500, 2000 e
5000x.

5.5. Analise estatistica

Os dados dos estudos de solubilidade do CARV nos L-SEDDS e da avaliacdo da
propriedade autoemulsionante do L-SEDDS contendo CARV foram tratados
estatisticamente, sendo realizado teste t de Student ou ANOVA, adotando nivel de
significancia p < 0,05. As andlises foram realizadas com o auxilio do software GraphPad
Prism 5.

O desenho experimental para a obtencédo dos S-SEDDS e as analises dos dados de
caracterizacdo dos S-SEDDS foram obtidos com o auxilio do software Design Expert v.12
(Stat-Ease Inc., Minneapolis, MN). Andlise de variancia (ANOVA) foi realizada para permitir
a identificacdo de correlacdes significativas com nivel de significancia p < 0,05.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Quantificacdo do CARV por espectrofotometria UV/Vis

6.1.1. Linearidade

A linearizacéo da curva de concentracdo do CARV em fungéo da absorbancia obtida
(Figura 6) resultou na equagao daretay = 0,1329x + 0,0225, R2=0,9998, r = 0,9999. Todos
0s pontos da curva apresentaram CV (%) menor que 5%. Assim, o0 método mostrou-se

linear no intervalo de concentracéo de 0,5 a 8,0 ug/mL.

Figura 6. Curva analitica obtida pela analise espectrofotométrica de solugfes de CARV no intervalo de 0,5 a
8 pg/mL. Diluente: metanol. Comprimento de onda: 242 nm.

1 y=0,1329x +0,0225 . ®
R2=09998 L.
808 e
ST e
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.0
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Concentragéo de CARV (pg/mL)

6.1.2. Limite de Quantificacdo (LQ) e Limite de Deteccéo (LD)

Foi possivel determinar o LQ na concetracdo de 0,5 pg/mL, em virtude do baixo
coeficiente de variacado (CV%) (Tabela 5). A concentragcéao de 0,1 pg/mL apresentou CV%
maior e foi a menor concentracdo capaz de ser detectada pelo método de quantificacéo,

dessa forma, o LD foi estabelecido como 0,1 pug/mL (Tabela 5).

Tabela 5. Limite de Quantificagc&o e Limite de Deteccdo do CARV para o método analitico.

Concentracéo real
(Hg/mL) CV (%)
(Média £ DP?)

Concentracéo Absorbancia
tedrica (ug/mL)  (Média = DP?)

0,5% 0,084 + 0,001 0,46 +0,01 1,19
0,2 0,047 +£0,010 0,18 + 0,08 22,21
0,1%# 0,052 £ 0,018 0,22+0,14 35,25

3Desvio Padréo; "Coeficiente de variacdo; “Concentracdo correspondente
ao limite de quantificagéo; **Concentragdo mais baixa detectada.
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Apoés a determinacdo do LQ, foram avaliadas a exatidao e precisdo do método na

concentracdo de 0,5 pg/mL. Dessa forma, a precisdo do LQ foi determinada em

sextuplicata, em dois dias distintos, sendo obtidos os coeficientes de variagéo inter e

intradia (precisdo intermediaria). O método mostrou-se exato para essa concentracao e

todos os coeficientes de variacdo da precisao foram menores que 5%. A recuperacao de

CARYV também foi avaliada nas replicatas analisadas e obteve-se recuperacdes proximas

a 100%.

6.1.3. Precisao e Exatidao

Nas Tabelas 6 e 7 sdo mostrados os valores encontrados para precisao (inter e intradia)

e exatidao, respectivamente. Para a determinacdo da precisdo e exatiddo de um método

analitico, é recomendado que os valores de coeficiente de variacdo sejam menores que 5%.

Assim, 0 método mostrou-se preciso e exato.

Tabela 6. Precisdo do método analitico para a quantificacdo do CARV.

Concentracéao Absorbancia Concentracéo real
tedrica Precis&o (Média + DP?) (ug/mL) CV (%)°
(ug/mL) - (Média £ DP?)
Interdia 1 0,550 + 0,018 3,97 +£0,14 3,47
4.0 Interdia 2 0,552 + 0,024 3,98 £0,18 4,48
Intradia 0,551 + 0,020 3,98 + 0,15 3,83

3Desvio Padrio; PCoeficiente de variagao.

Tabela 7. Exatiddo do método analiitico para a quantificacdo do CARV.

. ~ Média da .-
Concentracdo Concentracéo ~ ~ Média da
. Concentracdo real Recuperacéo ~ b
tedrica real Recuperagdo CV (%)
(Hg/mL) (Hg/mL) o s e %)
(Média + DP?)
1,00 99,70
1,0 0,99 0,99 + 0,01 98,95 98,70 1,16
0,97 97,44
4,14 103,56
4,0 3,95 4,01 £0,11 98,66 100,29 2,82
3,95 98,66
8,05 100,59
8,0 7,83 7,81+0,24 97,86 97,68 3,09
7,57 94,57

aDesvio Padréo; PCoeficiente de variagao.
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6.1.4. Seletividade

A seletividade é avaliada para garantir a habilidade do método em identificar e
quantificar inequivocadamente o farmaco na presenca de outros compostos que estejam
presentes nas amostras. A seletividade foi realizada nas diferentes combinacdes de
tensoativo/co-solvente/6leo, bem como nos meios utilizados na dissolucéo in vitro (solucéo
de HCI e solucdo tamponante fosfato de potassio), em nenhuma andlise, foi observada
absorbancia no comprimento de onda de 242 nm, demonstrando a seletividade do método.

6.2. Obtencdao e caracterizagédo dos L-SEDDS

6.2.1. Obtencéo dos L-SEDDS

Com o objetivo de se obter sistemas autoemulsionaveis com caracteristicas
desejaveis, como alta carga de CARV e formacao de uma emulsao estavel apds dispersao
em meio aquoso, diferentes combinagces entre tensoativos, solventes e 6leo de ricino
foram testadas.

A Figura 7 apresenta o aspecto visual das diferentes formulagdes de L-SEDDS,
descritas na Tabela 1, apos 24 h de repouso.

Figura 7. Aspecto visual dos L-SEDDS apés 24 h de repouso.
ST (3:1) ST (1:1) ST (1:3) SP (3:1) SP (1:1) SP (1:3)

KT (3:1) KT (1:1) KT (1:3) KP (3:1) KP (1:1) KP (1:3)

S- Solutol® HS15; K- Kolliphor® RH40; P- PEG400; T- Transcutol® HP. Setas indicam a separacao de fases.
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Apbs 1 hora de repouso (dados ndo mostrados), foi possivel observar que todos os
L-SEDDS contendo PEG400 sofreram separacao de fases, com excec¢éo da formulagédo KP
(2:3), para a qual foram necessérias pelo menos 20 horas de repouso para que a separacao
de fases pudesse ser observada (Figura 7). Nenhuma separacao foi observada quando a
mistura continha transcutol, ao invés de PEG400. O motivo da separacdo de fases nas
formulacdes contendo PEG400 deve ser a reduzida miscibilidade deste composto em
gorduras, Oleos fixos e 6leo mineral (SHESKEY; COOK; CABLE, 2017).

6.2.2. Avaliagao da propriedade autoemulsionante dos L-SEDDS

Todas as formula¢des de L-SEDDS descritas na Tabela 1 sofreram emulsificacao
imediata apOs sua adicdo em meio aquoso com pH 1,2 e em pH 6,8. A Figura 8 apresenta
o0 aspecto visual das formulacdes preparadas com Solutol® e Transcutol®. E valido ressaltar
gue o aspecto visual dessas emulsfes foi mantido inalterado ap6s 24 horas de repouso,
sob temperatura ambiente. Gursoy e Benita (2004) destacaram que a melhor forma para
determinar a autoemulsificacao é a partir do aspecto visual dos concentrados apos diluicao
em meio aquoso.

A Figura 8 mostra que a turbidez das emulsdes contendo Solutol® e Transcutol®
aumentou quando a concentracdo de co-solvente foi maior. Esse comportamento foi
observado para todas as formulacfes L-SEDDS estudadas no presente trabalho (ANEXO
). As diferengas no aspecto visual das emulsdes pode ser um indicativo de que diferentes
tipos de sistemas dispersos foram obtidos. De fato, misturas de 0leo, tensoativo e 4gua
podem formar diferentes sistemas, dependendo de sua combinacdo e do método de
preparo (MCCLEMENTS, 2012). Por exemplo, nanoemulsdes sdo caracterizadas por
serem termodinamicamente instaveis, com aspecto branco leitoso e com goticulas de até
500 nm de didametro. Por sua vez, microemulsdes sao caracterizadas como sistemas
monofasicos transparentes e termodinamicamente estaveis, com tamanhos que variam
entre 5 e 140 nm (AULTON; TAYLOR, 2016).
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Figura 8. Aspecto visual dos L-SEDDS diluidos em solucdes de HCI (pH 1,2) e solu¢do tamponante fosfato
(pH 6,8).

A.1- ST (3:1), A.2- ST (1:1) e A.3 ST (1:3) dispersos em solu¢éo de HCI pH 1,2 (1:250).
B.1- ST (3:1), B.2- ST (1:1) eB.3 ST (1:3) dispersos em solucéo tamponante fosfato pH 6,8 (1:250).

O diametro das goticulas das emulsfes é um fator essencial tanto para classificacédo
dos sistemas quanto para seu desempenho. O tamanho pode estar relacionado com a
velocidade da liberacdo do farmaco e pode, consequentemente, influenciar sua absorcéo
(GURSOQY; BENITA, 2004). A analise por espalhamento dinAmico de luz (Dynamic Light
Scattering — DLS) mostrou que o meio de disperséo (pH 1,2 ou pH 6,8) ndo alterou de forma
significativa o didametro das goticulas (p > 0,05), independentemente da formulacéo (Tabela
8). Adicionalmente, foi possivel observar que o diametro médio das goticulas diminuiu a
medida que a raz&o tensoativo:co-solvente foi modificada de 1:3 para 3:1. Relatos na
literatura correlacionam a diminuicdo no tamanho das goticulas com o aumento da
concentracdo de tensoativo na formulacdo, esse fendmeno pode ser explicado pela
formacdo de um filme mais estavel na interface O/A, com reducéo na tensao interfacial do
sistema quando a concentracéo de tensoativo € aumentada (IBRAHIM et al., 2018; SINGH
et al.,, 2011). De forma semelhanto, 0 aumento da concentragcdo de co-solvente nas
formulagdes preparadas com transcutol causou o aumento da heterogeneidade na
distribuicdo de tamanho das goticulas, expressa como aumento nos valores de Pdl (p <
0,05 na comparacéo entre os pares ST (3:1) com ST (1:3) e KT (3:1) com KT (1:3), em
ambos os meios). A mesma tendéncia foi observada na combinagé&o entre os pares KP (3:1)
e KP (1:3), contudo, ndo houve diferenca estatistica (p > 0,05) quando a mistura continha
PEG400 e Solutol®. A incorporacdo de CARV nos L-SEDDS ST (1:3) e KT (1:3) néo afetou
de forma significativa os valores de Pdl (p > 0,05) em comparacdo com as mesmas
formulacdes sem a incorporacdo de CARV.

A Tabela 8 traz os valores de diametro médio e indice de polidispersividade dos L-

SEDDS dispersos nos meios com diferentes valores de pH.

59



Tabela 8. Diametro médio e indice de polidispersividade (Pdl) nos diferentes L-SEDDS dispersos em

solucdo de HCI (pH 1,2) e solu¢do tamponante fosfato (pH 6,8).

Amostra Meio Didmetro médio (nm) + DP? Pdl + DP?

pH 1,2 25,98 £ 0,55 0,049 + 0,011

ST (3:1)
pH 6,8 26,60 + 0,27 0,067 + 0,009
pH 1,2 78,14 + 4,43 0,241 + 0,004

ST (1:1)
pH 6,8 72,27 + 4,54 0,222 + 0,031
pH 1,2 253,20 + 9,50 0,352 + 0,013

ST (1:3)
pH 6,8 249,20 + 11,38 0,357 + 0,055
pH 1,2 38,48 + 3,96 0,304 £ 0,079

SP (3:1)
pH 6,8 33,34 + 3,72 0,201 + 0,053
pH 1,2 75,62 2,92 0,240 £ 0,015

SP (1:1)
pH 6,8 80,30 + 5,82 0,261 + 0,011
pH 1,2 179,40 + 8,75 0,181 + 0,031

SP (1:3)
pH 6,8 175,10 + 3,52 0,153 + 0024
pH 1,2 26,98 £ 1,02 0,072 + 0,020

KT (3:1)
pH 6,8 28,73 + 1,48 0,121 + 0,050
pH 1,2 36,99 + 1,60 0,162 + 0,045

KT (1:1)
pH 6,8 35,55 + 1,94 0,122 + 0,016
pH 1,2 142,80 + 1,76 0,219 + 0,007

KT (1:3)
pH 6,8 139,83 + 5,64 0,222 + 0,019
pH 1,2 29,73 £ 0,52 0,092 + 0,032

KP (3:1)
pH 6,8 29,43 + 1,33 0,080 + 0,018
pH 1,2 59,22 + 6,92 0,226 + 0,033

KP (1:1)
pH 6,8 46,38 + 2,07 0,132 + 0,019
pH 1,2 167,77 + 4,99 0,259 + 0,064

KP (1:3)
pH 6,8 169,43 + 3,18 0,253 + 0,013
ST (1:3) COM pH 1,2 215,13 + 7,20 0,352 + 0,036
CARV pH 6,8 237,60 + 14,68 0,404 + 0,062
KT (1:3) COM pH 1,2 141,97 + 4,93 0,178 + 0,047
CARV pH 6,8 119,30 + 2,12 0,189 + 0,013

Todas as formulages analisadas atenderam aos critérios de correlagdo e as médias
correspondem os valores de z-average de cada formulacdo analisada, em triplicata. 2Desvio
Padréo.

A diferenca principal entre as nano e microemulsdes é a estabilidade termodinamica,
contudo, alguns autores relatam que a distingdo desses sistemas ndo é de relevancia

biofarmacéutica, uma vez que a autoemulsificacdo ocorrerd no TGl e a absorcédo do
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farmaco ocorre em uma curta janela de tempo, dessa forma, tanto as nanoemulsdes
(cineticamente estaveis) quanto as microemulsdes (termodinamicamente estaveis) serdo
igualmente eficazes in vivo (MANDIC et al., 2017; KUENTZ, 2012). Assim sendo, todas as
formulacdes desenvolvidas, no aspecto relacionado a propriedade autoemulsionavel,

apresentam-se promissoras a solidificacéo.
6.2.3. Estudo de solubilidade do carvedilol nos L-SEDDS

Os resultados do estudo de solubilidade estdo apresentados na Figura 9. A
comparacgao entre formulagdes de mesma composi¢cdo qualitativa mostrou que, em geral,
0 aumento da concentracao de co-solvente, resultou em aumento da solubilidade do CARV
na mistura. Nas formulacdes contendo Kolliphor® RH40 e PEG 400 (formulagdes KP), a
tendéncia de aumento ndo encontrou respaldo estatistico (p > 0,05), por outro lado, nas
formulacdes contendo mistura de Kolliphor RH 40 e Transcutol® HP (KT), o aumento
observado foi estatisticamente significativo (p < 0,05). Resultado semelhante foi observado
por Mahmound, Bendas e Mohamed (2009), os quais desenvolveram L-SEDDS compostos
por CARV, dleo de ricino polietoxilado, Transcutol® HP e triglicerideos de cadeia média.
Esses autores mostraram que as formula¢des selecionadas foram capazes de solubilizar
até 125 mg de CARV por grama de formulagcéo, quando a concentragdo de transcutol foi
aumentada. A Figura 9 mostra, adicionalmente, os valores de solubilidade do CARV nas
formulagdes contendo Solutol® HS15. O aumento na solubilidade em fungdo do aumento
na quantidade de co-solvente apenas se mostrou estatisticamente significativo nas misturas
contendo PEG400 (SP) (p < 0,05). A literatura mostra que a solubilidade do CARV em PEG
400 é de 176 mg/g, em Kolliphor® RH40 é de 80mg/g e em 6leo de ricino é de 10 mg/g
(MANDIC et al., 2019). Nao ha relato prévio a respeito da solubilidade do CARV em Solutol®
HS15, assim como néo foi relatada a solubilidade do referido farmaco em Transcutol® HP
puro. Os dados de solubilidade em PEG 400 corroboram os achados apresentados na
Figura 9, sugerindo a importancia da adicdo de co-solventes as formulacdes lipidicas
contendo CARV.

Silva e colaboradoes (2018) desenvolveram L-SMEDDS com base em mistura de
triglicerideos caprico/caprilico, Plurol® e Transcutol® HP (50: 37,5: 12,5) e avaliaram a
solubilidade do CARV nessa formulacdo que foi de apenas 20 mg/mL. Esse concentrado
autoemulsionavel deu origem a microemulsées com reduzido tamanho médio e Pdl (139,06
+ 7,28 nm, 0,221 £ 0,015), sem precipitacao de farmaco apés diluicho em meio aquoso (pH
6,8). Na formulacéo liquida obtida por Silva e colaboradoes (2018), a concentracao de co-
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solvente foi baixa (12,5%), o0 que pode explicar a reduzida capacidade de solubilizacdo do
CARV.

Mandi¢ e colaboradores (2019) obtiveram L-SMEDDS composto por 80% da mistura
Kolliphor® RH40 e PEG 400 (1:1) e 20% da mistura Capmul® MCM EP e 6leo de ricino (1:1).
Apoés avaliacdo da solubilidade, esses autores reportaram a solubilidade do CARV na
mistura como sendo 123 mg/g, valor inferior aos obtidos no presente trabalho para as
formulacdes KT (1:3) (132,98 £ 12,83 mg/g) e ST (1:3) (124,31 + 1,90 mg/qg).

E importante considerar que o sucesso do desenvolvimento de S-SEDDS depende
da capacidade da formulacao liquida em solubilizar o farmaco, pois durante a solidificacao
o farmaco é diluido na preparacdo. Dessa forma, as formulacbes de L-SEDDS
desenvolvidas neste trabalho mostraram-se bastante promissoras para a etapa de
solidificagéo.

A andlise estatistica aplicada as formulacdes de mesma composicao quantitativa e
diferentes composic¢des qualitativas (Figura 9 (a) e (c)), mostrou diferenca (p < 0,05) entre
os tensoativos Solutol® HS15 e Kolliphor® RH40 na comparacédo entre os pares ST (3:1) e
KT (3:1) e ST (1:1) e KT (1:1). Esses dados mostraram que o Solutol® HS15 apresentou
melhor capacidade de solubilizar o CARV.

O conjunto dos achados oriundos dos testes de solubilidade permitiu concluir que o
aumento na concentracao de co-solvente aumentou a solubilizacdo do CARV. Dessa forma,
as formulagcbes com a razao 1:3 (tensoativo:co-solvente) parecem ser as mais indicadas
para a obtencdo dos L-SEDDS. Além disso, pode-se concluir que apesar da solubilidade
do CARV nas formulagbes contendo PEG400 ter sido alta, as mesmas ndo devem ser

utilizadas, pois apresentaram estabilidade fisica insatisfatéria (separacdo de fases).
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Figura 9. Solubilidade do CARV nas diferentes formulagées.
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* Na figura 9 (b) indica diferenca estatistica entre SP (1:3) e SP (3:1), p < 0,05.

** Na figura 9 (c) indica diferenca estatistica entre KT (1:3) e as formulagbes KT (3:1) e KT (1:1), p < 0,05.
# Na figura 9 (a) e (c), houve diferenca estatistica entre ST (3:1) e KT (3:1), p <0,05.

## Na figura 9 (a) e (c), houve diferenca estatistica entre ST (1:1) e KT (1:1), p < 0,05.

Diversos autores ressaltam preocupacdes com relacédo a seguranca e toxicidade em
formulacdes com altos teores de tensoativos (JOYCE et al., 2019; CHATTERJEE et al.,
2016; CERPNJAK et al., 2013; GUPTA; KESARLA, OMRI, 2013). A escolha de tensoativos
€ limitada, pois poucos sdo aceitaveis para administracao oral e, no que tange a seguranca,
0s tensoativos ndo idnicos, como o Solutol® HS15 e o Kolliphor® RH40, sdo os mais
recomendados (CERPNJAK et al., 2013). Além da menor toxicidade, os tensoativos nao-

iGnicos permitem uma boa estabilizagdo das emulsées em uma faixa mais ampla de for¢ca
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ibnica e pH. Por outro lado, 0 mecanismo pelo qual os tensoativos aumentam a permeacao
intestinal (particionando-se na membrana celular e interrompendo, de forma reversivel, a
organizagao estrutural da bicamada lipidica) torna-se uma possivel desvantagem, contudo,
esse impacto € geralmente menos problematico do que no caso de tensoativos ibnicos
(CERPNJAK et al., 2013; GUPTA; KESARLA, OMRI, 2013; SWENSON; MILISEN;
CURATOLO, 1994). Por fim, a menor concentracao possivel de tensoativo deve ser usada
para evitar irritacdo gastrica (CERPNJAK et al., 2013; GUPTA; KESARLA, OMRI, 2013).
O o6leo de ricino polietoxilado (Kolliphor® RH40) tem sido empregado em uma
variedade de formulacGes farmacéuticas orais, topicas e parenterais, no entanto, alguns
relatos de toxicidade séo atribuidos a esse composto (SHESKEY; COOK; CABLE, 2017).
Contudo, ap6s o processo de solidificacao e posterior autoemulsificacdo da formulagéo no
contetido estomacal, a concentragdo total de tensoativo por dose administrada, seria muito
baixa, amenizando as preocupacdes referentes a toxicidade. A partir dos dados de
solubilidade do CARYV, as formulac¢des ST (1:3) e KT (1:3) mostraram-se como as melhores
candidatas para a solidificagdo. Considerando a complexidade do planejamento de mistura
combinado proposto neste trabalho, apenas um L-SEDDS foi selecionado para a etapa de

solidificacdo, a formulagéo ST (1:3).
6.2.4. Estudo de estabilidade do L-SEDDS contendo CARV

Apo6s analise visual da formulagdo ST (1:3), ndo foi observada nenhuma alteracao
nos 30 dias de analise, independente da condicdo de temperatura ou do tempo de
armazentamento. A Tabela 9 traz os resultados das anallises de diametro médio e Pdl da
formulacdo ST (1:3), nos diferentes tempos e condicdes de armazenamento. A analise
estatistica por teste t de Student entre os tempos zero (imediatamente apOs o preparo) e
30 dias mostrou que nenhum dos valores de didmetro médio e Pdl apresentou diferenca
estatistica (p < 0,05), exceto para a andlise de Pdl na condicdo de armazenamento a 25°C.
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Tabela 9. Resultados das analises de estabilidade do L-SEDDS ST (1:3) em trés condicfes de
armazenamento (4°C, 25°C e 40°C).

Temp. Tempo zero 3 dias 7 dias 15 dias 30 dias

Dﬁéﬁ:;go 4°C  227,40+262 201,50+4,79 204,13+10,61 201,20+7,53 211,3+1238

(nm) £DP* 25°C  213,70+3,40 205,90 +6,20 225,87 +18,25 205,20 + 4,47 205,70 + 10,40
40°C 219,67 +6,44 217,10 £23,62 234,67 +2582 209,73+12,80 214,33 +13,26

PdI£DP®  4°c  0,370+0,028 0,345+0,034 0,360 +0,006 0,282 +0,035 0,356 + 0,036

25°C  0,335+0,012* 0,326+0,009 0,376 +0,018 0,302+0,023 0,385 + 0,015*

40°C 0,372 £ 0,033 0,251 £ 0,127 0,351 +£0,064 0,339+0,034 0,347 +0,033

* Indica diferenca estatistia significativa (p < 0,05). 2Desvio Padr&o.

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), por meio da RDC n° 17,
preconiza, no art. 302, que devem ser conduzidos estudos de estabilidade, quando
necessarios, nos produtos intermediarios (ANVISA, 2010). Ali e colaboradores (2011)
ressaltaram que tal avaliagdo de estabilidade, na industria farmacéutica, recebe o nome de
hold time. Os autores acrescentam que o hold time estabelece os limites de tempo para
reter os produtos intermediarios em diferentes estagios de producdo, garantindo que a
gualidade do produto ndo se seja afetada durante o tempo de espera. Por esse motivo, a
andlise das propriedades autoemulsionantes do L-SEDDS com o passar do tempo, em
diferentes condi¢Bes de armazenamento, € uma ferramenta importante para avaliagdo nao
s6 da estabilidade da formulacao liquida, mas para viabilidade de futuros escalonamentos

industriais.

6.3. Obtencdao e caracterizacdo dos S-SEDDS por granulacéo de alto cisalhamento

Dentre as 12 formulacgdes liquidas testadas, uma foi selecionada para os estudos de
solidificacdo. Inicialmente, o primeiro critério de exclusdo dos L-SEDDS foi sua estabilidade
fisica, ou seja, foram excluidas todas as 6 formulagdes que continham PEG400, pois elas
apresentaram separacao de fases em repouso. O segundo critério, foi a capacidade da
formulacdo em solubilizar o CARV, dessa forma, verificou-se que as formulagcées que
continham mais co-solvente, eram capazes de solubilizar mais farmaco e, dessa forma,
selecionou-se a formulacéo ST (1:3) para a solidificacdo. No caso dos excipientes sdlidos,
optou-se por eleger aqueles que sdo empregados usualmente na indastria farmacéutica,

como a celulose microcristalina, a lactose monoidratada e o didxido de silicio coloidal.
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As formulacbes, apdés o processo de solidificacdo por granulacdo de alto
cisalhamento, apresentaram 6timo rendimento (> 99 %), denotando a reduzida perda de
material no equipamento. O aspecto visual de todos os granulos obtidos a partir da matriz
de planejamento de mistura combinado (Tabela 3) foi muito semelhante: pé fino, branco,

sem presenca de grandes aglomerados — clusters (Figura 10).

Figura 10. Aspecto visual do S-SEDDS apés granulacéo em alto cisallhamento (Formulacéo 9).

Formulagdo 9, composta por: 20,0% de ST (1:3), 24,5% de celulose, 26,3% de lactose, 24,2"% de aerosil e
5,0% de crospovidona.

Aproximadamente 80% da producéao industrial farmacéutica tem como objetivo final
a obtencado de comprimidos, por esta razdo, o conhecimento e o controle do comportamento
fisico dos p6s é de importancia fundamental para a industria. Baixa fluidez pode levar ao
preenchimento irregular das matrizes durante o processo de compressédo. Para avaliar as
propriedades de fluxo de pds, ensaios que permitam a determinacédo do angulo de repouso,
do indice de Carr e do fator de Hausner sdo amplamente empregados (SARRAGUCA et
al., 2010).

6.3.1. Determinac&o do Angulo de Repouso, indice de Carr e Fator de Hausner

A determinacdo do angulo de repouso tem a finalidade de avaliar a capacidade do
po/granulo em fluir livremente através de um orificio para uma superficie livre,
determinando, dessa forma, o nivel de atrito interparticular. PGs com angulo de repouso
muito baixos fluem com facilidade (USP 41, 2018; AULTON; TAYLOR, 2016; SARRAGUCA
et al., 2010).
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Por sua vez, o indice de Carr (ou indice de compressibilidade) expressa, em forma
percentual, o grau de compactabilidade ou compressibilidade do p6 ou granulo. Trata-se de
um método simples para avaliar indiretamente as propriedades de fluxo de pods, via
comparacao da densidade aparente e da densidade compactada. Valores entre 10 e 15%
estao relacionados a fluxo excelente ou bom (ALVES et al., 2008; USP 41, 2018). Um indice
semelhante, de observacdo mais simples, foi apresentado por Hausner em 1967, em que
valores inferiores a 1,18 indicam que o pé/granulo possui de bom a excelente fluxo. Os
parametros para classificacdo dos pés quanto ao indice de Carr e Fator de Hausner estao
expressos no Quadro 3.

Os indices e Carr e Fator de Hauner estdo correlacionados entre si, uma vez que
ambos indicam a propenséo de um p6 em consolidar e estao relacionados a interacdo entre
as particulas. Em pos de fluxo livre, as interacdes sdo menos significativas, ao contrario de
pés com fluxo pobre, que apresentam interacdes interparticulares maiores (QIU et al.,
2009).

Quadro 3. Pardmetros farmacopeicos para caracterizagcdo de fluxo e compressibilidade de pés.

Propriedade de Angulo de | indice de Fator de
fluxo repouso (°) Carr (%) Hauner
Excelente 25-30 <10 1,00-1,11
Bom 31-35 11 - 15 1,12-1,18
Razoavel 36 - 40 16 - 20 1,19-1,25
Aceitavel 41 - 45 21-25 1,26 - 1,34
Pobre 46 - 55 26-31 1,35-1,45
Muito pobre 56 - 65 32 -37 1,46 - 1,59
Muito, muito pobre >66 >38 >1,60

Fonte: USP 41, 2018.

O angulo de repouso, o indice de Carr e o Fator de Hausner foram calculados para

todas as 25 formulacbes de S-SEDDS obtidas no presente trabalho (Tabela 10).

E importante ressaltar que ndo houve concordancia entre os parametros de angulo
de repouso e indice de Carr/ fator de Hausner. A literatura mostra que a analise de angulo
de repouso € mais sujeita as variacdes experimentais que a determinacao da densidade
compactada de pos (QIU et al., 2009) e isso pode gerar a falta de concordancia observada

no presente trabalho.
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Por sua vez, ha excelente concordancia entre os valores de Carr e Hausner (Tabela

10), os quais se mostraram mais discriminativos quando comparados aos valores de angulo

de repouso. No entanto, a andlise estatistica mostrou que o modelo nao foi significativo

para ambas as respostas (p=0,0781 e p = 0,1018, respectivamente), o que esta relacionado

a maior variacdo observada entre as replicatas do planejamento para essas respostas.

Tabela 10. Angulo de repouso, indice de Carr e Fator de Hausner para os S-SEDDS descritos na Tabela 3.

Form. Angulo de Classificacdo Indicede Propriedade Fatorde Propriedade
repouso de fluxo Carr de fluxo Hausner de fluxo
1 40,67 Razoével 14,94 Bom 1,18 Bom
2 43,17 Aceitavel 24,07 Aceitavel 1,32 Aceitavel
3 41,77 Aceitavel 25,58 Aceitavel 1,34 Aceitavel
4 42,07 Aceitavel 14,52 Bom 1,17 Bom
5 43,10 Aceitavel 11,76 Bom 1,13 Bom
6 43,03 Aceitavel 13,46 Bom 1,16 Bom
7 40,23 Razoavel 28,89 Pobre 1,41 Pobre
8 44,43 Aceitavel 31,25 Pobre 1,45 Pobre
9 43,00 Aceitavel 12,70 Bom 1,15 Bom
10 42,47 Aceitavel 17,31 Razoéavel 1,21 Razoavel
11 39,70 Razoével 23,64 Aceitavel 1,31 Aceitavel
12 43,87 Aceitavel 27,91 Pobre 1,39 Pobre
13 45,03 Aceitavel 17,14 Razoével 1,21 Razoavel
14 42,50 Aceitavel 15,38 Bom 1,18 Bom
15 41,33 Aceitavel 18,69 Razoével 1,23 Razoavel
16 46,67 Pobre 20,91 Razoéavel 1,26 Aceitavel
17 44,53 Aceitavel 13,79 Bom 1,16 Bom
18 40,97 Razoéavel 15,38 Bom 1,18 Bom
19 42,97 Aceitavel 16,96 Razoavel 1,20 Razoavel
20 42,10 Aceitavel 19,23 Razoéavel 1,24 Razoavel
21 42,27 Aceitavel 16,00 Razoavel 1,19 Razoavel
22 44,00 Aceitavel 7,14 Excelente 1,08 Excelente
23 45,07 Aceitavel 6,25 Excelente 1,07 Excelente
24 40,77 Razoéavel 18,60 Razoéavel 1,23 Razoavel
25 42,80 Aceitavel 25,58 Aceitavel 1,34 Aceitavel
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A andlise estatistica aplicada aos dados de angulo de repouso mostrou que 0sS
componentes de mistura estudados afetaram significativamente essa resposta (p = 0,0195),
de forma linear. A andlise estatistica mostrou que a falta de ajuste néo foi significativa (p =
0,9562). A equacgao V apresenta os efeitos dos componentes de mistura sobre a resposta

em questao.

Y r = 41,45(2,14)A + 44,85(0,5483)B + 42,37(0,6124)C + 41,95(0,5294)D
+42,56(0,5870)E (Equagio V)

Onde Yar representa o valor do angulo de repouso, A = crospovidona, B = L-SEDDS, C = celulose, D =
lactose, E = aerosil. Os valores entre paréntesis representam o erro padrédo para cada coeficiente.

Para determinar o impacto relativo de cada componente de mistura sobre a resposta
estudada, calculou-se a razao coeficiente/erro padrao (L-SEDDS 81,80, lactose 79,24,
aerosil 72,50, celulose 69,19, e crospovidona 19,37). O valor mais elevado se refere a
concentracdo de L-SEDDS na formulacgéo, indicando ser essa a variavel que impacta a
resposta de forma mais intensa. Na medida que os coeficientes na Equacéo V séo positivos
pode-se concluir que o aumento na concentracao de cada um dos componentes de mistura
aumenta o valor de angulo de repouso e, consequentemente, reduz o fluxo.

N&o foi possivel observar o efeito primario das variaveis fatoriais do planejamento
combinado (velocidade do impeller e do chopper) sobre o angulo de repouso. Por outro
lado, a interacdo entre a concentracdo de aerosil e a velocidade do chopper se mostrou
significativa (p = 0,0036, coeficiente = 2,25 (0,5956)). Similarmente, também foi observado
efeito significativo na interacao entre a concentragao de aerosil e velocidade do impeller (p-
valor 0,0326, coeficiente = 1,51(0,6090)). A reducdo no coeficiente das interacdes
supracitadas sugere que o aumento na velocidade do impeller e do chopper reduziu os
efeitos negativos do aumento da concentracao de aerosil sobre a resposta em questao.

Ao analisar os valores de angulo de repouso das formulacdes 8, 13, 17 e 23 (Tabela
10), todas preparadas com elevada concentracdo de L-SEDDS (> 37%, m/m), é possivel
observar valores superiores a 44°, o que ilustra o efeito negativo (piora do fluxo) dessa
variavel de mistura, provavelmente resultado do aumento na coeséo entre os granulos. Em
em estudo de solidificacdo de L-SEDDS utilizando diferentes adsorventes, Agarwal e
colaboradores (2009) destacaram que, quando razbes SEDDS/adsorvente elevadas foram
empregadas, os valores de angulo de repouso foram maiores que 40°. Apesar dos efeitos
do 6leo sobre a fluidez dos granulos, os dados da Tabela 10 mostraram que, em geral, as

formulacdes obtidas apresentaram propriedades de fluxo aceitaveis.
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6.3.2. Determinacdo da granulometria dos pos

A Figura 11 apresenta a distribuigcdo granulométrica de trés S-SEDDS selecionados.
Existem certas diferencas entre as distribuicdes apresentadas, por exemplo, a formulacdo
8 (preparada com 40% de L-SEDDS, Tabela 3) apresentou menor teor de finos (< 63 um)
que as formulagdes 9 e 16 (preparada com menor concentracdo de 6leo). No entanto, ndo
foi possivel estabelecer correlacdo entre os fatores de formulacdo e processo com a
granulometria, para as 25 formulacdes estudadas (ANEXO II). O tamanho médio foi muito
semelhante para todas as formulacdes obtidas (valores entre 160 e 210 um). Os valores de
tamanho médio podem ser considerados reduzidos e sugerem que a adi¢do de 6leo (L-
SEDDS) ndo produziu aglomeracéo significativa das particulas primarias de po.

Além disso, a comparacdo dos dados de tamanho com os valores de angulo de
repouso, Hausner e Carr ndo permitiu estabelecer uma relacao entre tamanho e fluxo. Isso
pode ser devido ao fato de que o tamanho dos granulos em todas as amostras é bastante
reduzido, dessa forma, o fluxo deve estar sendo determinado pela composicdo das
formulacdes (coesividade) ao invés de sua distribuicdo granulométrica.

Figura 11. Distribuicdo granulométrica de S-SEDDS selecionados obtidos a partir da Matriz de
planejamento de mistura combinado (Tabela 3).
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A reduzida aglomeracao resultou em um percentual elevado de particulas no

frasco coletor do conjunto de tamises, dificultando assim a discriminacdo das diferentes
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formulacdes. Na tentativa de discriminar as formulacdes, os valores de percentual de finos

(granulos < 63 pum) foram plotados e estdo apresentados na Figura 12.

Figura 12. Porcentagem de particulas menores que 63 um nos S-SEDDS.
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E possivel observar na Figura 12 que as formulagdes preparadas com maior
concentracéo de L-SEDDS apresentaram as menores porcentagens de finos (formulagcbes
8, 12, 13, 17 e 23, Tabela 3). Thapa, Tripathi e Jeong (2019) discutiram que a quantidade
de liquido adicionada durante o processo de granulagcdo governa o crescimento dos
granulos e quantidades insuficientes resultam em granulos fracos e porosos, com alta
proporcao de particulas finas. No presente estudo, quantidades reduzidas de liquido (até
40%, m/m) foram adicionadas sobre um substrato constituido por particulas de grande
poder adsorvente, o que pode explicar o baixo crescimento dos granulos.

A analise dos dados da Figura 12 sugere adicionalmente, a inexisténcia de efeito das
variaveis de processo (velocidade do impeller e do chopper) sobre o percentual de finos
das amostras. Rahmanian, Naji e Ghadiri (2011) avaliaram a influéncia de parametros do
processo, como velocidade do impeller, tempo de granulacéo e viscosidade do aglutinante
sobre as propriedades dos granulos de carbonato de calcio e polietilenoglicol. Em
concordancia com os dados do presente trabalho, esses autores mostraram que a
distribuicdo do tamanho dos granulos parece nao ser afetada significativamente por um

aumento na velocidade do impeller, mostrando que, apesar de serem variaveis
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reconhecidamente importantes na determinacédo da cinética de crescimento de granulos,

os fatores de formulagcao exerceram papel central na granulometria dos materiais.

6.3.3. Determinacdo das propriedades autoemulsionantes e tamanho da goticula
da emulséo

A manutencdo do tamanho médio e da distribuicdo de tamanho das goticulas
redispersas é importante, pois a taxa e a extensao de liberacdo do farmaco dependem, em
parte, desses parametros (MANDIC et al., 2019). No presente estudo, observou-se grande
heterogeneidade na distribuicdo de tamanho das goticulas formadas apés a redispersao
das formulac@es solidas (Figura 13). Em nenhum caso, houve correlacdo satisfatéria na
analise por espalhamento dinamico de luz, impossibilitando o uso do z-average para
descrever o tamanho médio da populacdo. Esse fato contrasta com o comportamento

observado para as formulagées liquidas.

Figura 13 permite observar a hetereogeneidade na distribuicdo de tamanho das
goticulas nas formulagdes 10 e 11 de S-SEDDS (Tabela 3). Por serem replicatas dentro do
planejamento experimental, esperava-se concordancia nos tamanhos e intensidade dos
picos.

Figura 13. Distribuicdo, por intensidade, no tamanho das goticulas apds redispersdo de S-SEDDS em
solugéo de HCI (1:250)
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Record 647: Formulagdo 11 (Replicata 2) Record 648: Formulagdo 11 (Replicata 3)

Gumaste, Dalrymple e Serajuddin (2013) em seu estudo sobre solidificacdo de

SEDDS, utilizaram Neusilin® US2, um silicato poroso, como agente adsorvente da
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formulacao liquida. Esses autores destacaram a interferéncia das particulas de silicato na
andlise do diametro das goticulas redispersas. O Neusilin® US2 apresenta a maioria de
suas particulas com tamanho superior a 60 pm, no entanto, algumas particulas finas podem
estar presentes, causando interferéncia na andalise de DLS. Similarmente, Ma e
colaboradores (2013) descreveram que o Aerosil® 200 é uma silica insoltvel com tamanho
médio de 12 nm e sua dispersdo em meio aquoso da origem a distribuicdes de tamanho bi-
e trimodais (com particulas de tamanho entre 20 nm e 50 pm).

De acordo com o exposto acima, pode-se supor que a grande heterogeneidade de
tamanho observada nas amostras redispersas do presente estudo esteja relacionada aos
diferentes estados de agregacdo do aerosil. As concentracbes empregadas desse
excipiente sao elevadas (entre 20 e 40%). Como resultado, os valores de tamanho nao

puderam ser empregados na caracterizacao dos sistemas sélidos.
6.3.4. Determinacéo do teor de CARV nos S-SEDDS

A avaliacao do teor de CARV nos S-SEDDS mostrou valores superiores a 90% em
todas as 25 formulag@es. Os resultados das andlises de teor estdo demonstrados na Tabela
11 e denotam ndo apenas a auséncia de degradacéo do farmaco durante o processamento,
mas também sugerem certa uniformidade de conteludo, tendo em vista que a andlise foi
realizada empregando aliquotas de S-SEDDS equivalente a dose unitaria de CARV de 25

mg.
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Tabela 11. Resultado das analises de teor nos S-SEDDS.

Concentracéo tedria % recuperada de CARV

Formulacéo de CARV (mg/g) Teor + DP2 (mg/g) + Dpa
1 20,00 19,35+1,10 96,73 + 5,68
2 20,00 19,58 £ 0,17 97,92 + 0,88
3 21,66 20,56 + 0,18 94,91 + 0,89
4 20,00 19,95 + 0,55 99,74 + 2,76
5 20,00 18,83 £ 0,26 94,16 + 1,38
6 20,00 19,32 £ 0,44 96,58 + 2,27
7 20,00 19,24 £ 0,34 96,20 + 1,74
8 40,00 37,97 £ 0,70 94,91 + 1,85
9 20,00 19,52 £ 0,27 97,58 + 1,38
10 25,26 25,58 £ 0,91 101,28 + 3,56
11 25,26 23,90+ 0,82 94,60 + 3,42
12 29,59 28,73 £ 0,40 97,08 + 1,40
13 40,00 38,59+ 0,19 96,48 + 0,49
14 20,00 20,13 + 0,69 100,65 * 3,42
15 20,00 18,48 £ 0,75 92,41 + 4,06
16 20,00 19,54 £ 0,84 97,68 + 4,32
17 40,00 37,54 +0,32 93,85+ 0,85
18 25,26 24,01 + 1,07 95,04 + 4,46
19 20,00 20,04 + 0,60 100,18 + 3,02
20 20,00 19,03 £ 0,38 95,17 + 2,00
21 25,74 23,58 +0,31 91,59 +1,30
22 25,74 23,63 + 0,40 91,78 + 1,69
23 37,39 34,48 + 0,46 92,22 +1,34
24 25,74 23,34 + 0,32 90,65 + 1,38
25 21,71 19,67 £ 0,33 90,59 + 1,67

aDesvio Padrao.

6.3.5. Teste de dissolucao in vitro

A dissolucédo dos S-SEDDS foi avaliada em dois meios distintos, solu¢do de acido
cloridrico pH 1,2 e solucdo tamponante fosfato pH 6,8. A Figura 14 traz os perfis de
dissolucédo de formulacbes selecionadas. As formulacdes 8, 6, 7 e 19 (Tabela 3) foram
selecionadas por apresentar o maior conteudo (40%, m/m) de L-SEDDS, celulose
microcristalina, lactose monoidratada e Aerosil 200, respectivamente. A formulagédo 21
também foi incluida por apresentar maior concentragdo de crospovidona. No ANEXO |II,
estdo apresentadas as dissolucdes de todas as 25 formula¢des do planejamento de mistura

combinado, em ambos os meios de dissolugéo.
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Figura 14. Dissolucéo in vitro de formulacdes S-SEDDS selecionadas. A liberacéo a partir da formulacao
liquida ST (1:3) e do CARYV puro também estao apresentadas.
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O CARV, como farmaco de carater basico, possui maior solubilidade em ambiente
acido, no qual se encontra predominantemente na forma ionizada, que favorece sua
dissolucdo. No entanto, em pH mais alto, o CARV pode sofrer precipitacédo, reduzindo a

vantagem obtida na dissolucdo do farmaco no estémago (MANDIC et al., 2019;
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MAHMOUND, BENDAS e MOHAMED, 2009). Devido ao comportamento de solubilidade
pH-dependente do CARV, optou-se por avaliar sua dissolu¢cdo em dois meios distintos.

E muito importante notar que n&o foi possivel discriminar, em meio &cido, a
formulacdo L-SEDDS de todas as formulacGes sélidas obtidas, pois elas liberaram
percentuais similares de CARV nos diferentes tempos estudados. Por outro lado, em meio
pH 6,8, foi possivel observar uma reducédo na quantidade de CARYV dissolvido a partir das
formulacdes sélidas, o que pode estar relacionado a reducéo da associacdo do farmaco no
sistema lipidico durante a solidificacdo e/ou a disturbios na capacidade autoemulsionante
do sistema. De qualquer forma, € importante ressaltar que houve ganho apreciavel no
percentual dissolvido a partir dos S-SEDDS quando comparado ao farmaco puro. Por fim,
independente do meio de dissolucdo, todas as formulacdes S-SEDDS apresentaram
dissolugdo de CARYV, pelo menos, 2 vezes superior ao farmaco puro, apés 10 minutos de
de ensaio. A Tabela 12 mostra os dados de pontos selecionados das curvas apresentadas
na Figura 14.

Os resultados confirmaram que a incorporacao do CARV no L-SEDDS aumentou a
quantidade de farmaco dissolvido quando comparado a dissolugdo do farmaco puro. Em
solucéo de acido cloridrico, a dissolugcéo do farmaco puro foi de 58,62% em 60 minutos, ao
passo que o L-SEDDS liberou 100% do farmaco incorporado no mesmo periodo. Em
solucdo tamponante fosfato, apds 120 min de ensaio, observou-se 36,43% de dissolugéo
do farmaco puro, enquando o L-SEDDS liberou 95,14% (Tabela 12).
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também estédo apresentados.

Tabela 12. Dissolucdo de CARV (%) apés 2,5 min (pH 1,2 e 6,8), 60 min (pH 1,2) e 120 min (pH 6,8) de
analise a partir dos S-SEDDS. Dados de liberacao a partir da formulagéo liquida (ST 1:3) e do CARV puro

Formulagéo 2,5 min 60 min 120 min
pH 1,2 pH 6,8 pH 1,2 pH 6,8

CARYV puro 12,66 + 3,70 10,37 + 2,48 58,62 + 2,70 36,43 +2,21
ST (1:3) 90,88 + 2,02 88,69 + 1,07 100,17 £1,00 95,134 + 1,77
1 71,28 +4,43 44,46 + 3,99 83,77 + 3,67 64,21 + 4,65

2 67,74 £ 2,82 41,80 £ 2,86 79,92 + 4,35 59,45 + 1,76

3 91,46 +1,10 47,13 + 3,00 101,68 + 3,40 67,01 £ 3,57

4 67,91 + 2,53 47,50 £ 5,19 82,28 £1,11 64,34 £ 0,47

5 72,20 £ 0,07 33,88 +1,74 85,20 + 2,00 67,05 £ 1,45

6 76,59 + 4,10 33,40 £ 5,40 83,09 £ 2,57 67,40 £ 2,76

7 77,63 +£2,05 50,89 + 3,64 88,13 +1,81 68,33 £4,16

8 72,79 £ 1,27 41,80 £ 2,98 86,15 + 1,87 63,66 + 0,24

9 70,55 + 2,73 45,40 £ 2,70 78,94 + 1,98 66,05 + 0,87

10 67,14 + 2,82 46,38 £ 2,73 76,91 + 3,08 61,89 + 2,57
11 66,31 + 2,43 47,95+ 5,23 80,62 + 7,26 66,11 + 1,47
12 74,14 + 1,40 46,02 £ 2,78 79,26 + 3,58 61,45 + 0,45
13 69,90 + 2,77 37,00 £ 3,24 85,70 £ 2,44 62,33 £ 0,56
14 61,06 + 1,23 39,92 +1,98 68,88 + 2,42 58,14 + 2,02
15 58,41 + 2,74 38,44 £ 1,05 64,62 + 2,97 59,29 + 1,45
16 59,91 +2,64 27,71+11,92 70,17 £ 2,70 53,39 + 3,62
17 67,09+2,41 40,21 +10,28 83,80 £ 1,95 69,03 + 13,34
18 74,56 + 1,65 51,53 * 3,39 85,98 £ 3,72 77,823 + 8,48
19 63,67 + 1,56 32,06 + 1,08 84,99 + 6,44 57,02 £ 0,86
20 72,98 £ 2,01 51,03 £ 2,89 78,63 + 1,36 64,07 £ 0,36
21 79,09 + 0,38 53,58 + 5,62 93,89 + 4,94 70,85 £ 0,65
22 77,95 + 3,52 51,24 + 2,99 89,66 * 6,35 72,22 £1,85
23 73,95+ 2,35 46,22 + 2,39 88,26 + 1,36 68,48 £ 1,46
24 80,42 + 2,76 48,64 + 8,26 84,79 £ 1,69 69,06 + 2,37
25 76,52+ 2,31 47,38 £ 4,65 85,75 £ 2,59 65,13 £+ 1,80

A dissolucéo incompleta do CARYV a partir de algumas formulacfes sélidas pode ser
explicada pela presenca de grupos silanol do dioxido de silicio que podem interagir com
moléculas contendo grupamentos -OH, NH2, -SH ou SO2, retardando a liberagdo do
farmaco (CHAVAN et al., 2015). Outra possivel explicacdo foi reportada por Mandi¢ e

colaboradores (2017). Esses autores discutiram que a formulagéo lipidica pode interagir
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com os adsorventes sdlidos, formar gel, ou entupir os poros da particula, resultando em
liberac&o retardada ou incompleta do farmaco.

O desempenho in vitro e in vivo de formula¢des L-SEDDS contendo danazol apos
solidificacdo por adsor¢cdo em veiculo inerte (Neusilin US2 - aluminometasilicato de
magnésio) foi investigado por Van Speybroeck e colaboradores (2012). Os autores
mostraram diferencas significativas no desempenho in vitro e in vivo do L-SEDDS e dos S-
SEDDS. A dissolu¢éo do farmaco a partir do S-SEDDS foi 35% menor comparado com o
L-SEDDS. Esse comportamento foi refletido nos estudos in vivo. Os autores explicaram
esse comportamento pela dessorcdo incompleta da formulacéo liquida e pela reducdo na
capacidade autoemulsionante do S-SEDDS, possivelmente em razdo de uma diminuicao
na concentracdo efetiva de tensoativo na fase aquosa devido a sua adsorcao irreversivel
ao transportador (VAN SPEYBROECK et al., 2012).

Os dados de dissolucdo em HCI (2,5 min) foram usados como resposta do
planejamento de mistura combinado. A andlise por ANOVA mostrou que o modelo
guadratico foi significativo (p = 0,0073) para descricdo dos efeitos das variaveis sobre essa
resposta. Além disso, a analise de falta de ajuste ndo se mostrou significativa para os
componentes de mistura. O modelo linear também se mostrou significativo (p = 0,0295), no
entanto, a andlise de falta de ajuste foi significativa nesse caso (p = 0,0437) e, dessa forma,
o0 modelo linear néo foi estudado.

Os fatores do planejamento fatorial, correspondentes as variaveis do processo, ndo
se mostraram significativos para essa resposta, com valores de p na faixa de 0,0598 a
0,6105. A equacdo VIl traz os coeficientes dos componentes de mistura no modelo

guadratico para a resposta em questao.

Yucias = 948,75(412,85)A + 69,93(2,0)B + 76,59(3,47)C + 72,52(2,0)D
+61,79(2,45)E  (Equagdo VII)
Onde Yhcps representa a dissolucdo de CARV em solugdo de HCl apés 2,5 min de dissolugdo. A =

crospovidona, B = L-SEDDS, C = celulose, D = lactose, E = aerosil. Os valores entre paréntesis representam
o erro padrdo para cada coeficiente.

Como pode ser observado, as variaveis concentracdo de L-SEDDS e lactose
apresentaram-se como sendo as mais significativas (razdo coeficiente/erro de 34,98 e
36,26, respectivamente) e seus coeficientes indicam que o aumento na concentracao da
formulacao lipidica ou do diluente hidrossoluvel resultou no maior aumento do percentual
dissolvido. Por outro lado, a presenca de crospovidona ndo exerceu efeito significativo

(razdo coeficiente/erro de apenas 2,29). A auséncia desse efeito pode ser atribuida a
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condicdo empregada no ensaio de liberacao (adicao direta dos pos a cuba). Eventualmente,
a crospovidona poderia exercer efeito mais significativo, caso os S-SEDDS fossem
comprimidos ou mesmo encapsulados em invélucros de gelatina dura. As variaveis
concentracdo de aerosil e de celulose mostraram efeitos intermediarios.

A analise estatistica dos dados de liberacdo em HCI (60 minutos) mostrou que
apenas os componentes de mistura foram significativos, com valor de p = 0,0433, em
modelo quadratico. A analise dos valores da razdo coeficiente/erro para cada componente
mostrou a mesma tendéncia discutida acima para os dados de liberagdo em 2,5 min, ou
seja, a concentracdo de L-SEDDS e de lactose exerceram o0 maior impacto sobre o
percentual de CARYV dissolvido. O impacto positivo de maiores concentragcdes de lactose e
L-SEDDS na liberacao de CARV ap6s 60 min de dissolucdo em pH1,2 pode ser observado
pela analise da dissolucéo a partir das formulagées 3, 5 e 7 (Tabela 12), preparadas com
maior concentracao de lactose, assim como das formulacfes 8, 13 e 23, preparadas com
maior concentracdo de L-SEDDS. E possivel observar que todas essas formulacdes
apresentaram dissolucdo superior a 85%. Aconcentracdo de crospovidona nao afetou a
resposta. A equacao VIl traz os coeficientes dos componentes de mistura estudados nesse

modelo para a resposta em questéo.

Yucieo = 747,12(578,70)A + 85,22(2,81)B + 83,09(4,86)C + 84,42(2,81)D
+ 77,58(3,44)E (Equacao VIII)
Onde Yhcieo representa a dissolugdo de CARV em solucdo de HCI ap6s 60 min de dissolugcdo. A =

crospovidona, B = L-SEDDS, C = celulose, D = lactose, E = aerosil. Os valores entre paréntesis representam
o erro padrdo para cada coeficiente.

A analise estatistica dos dados de liberagdo em solucdo tamponante fosfato (pH 6,8)
em 2,5 min. mostrou que o modelo linear para os componentes de mistura e para as
variaveis de processo foram significativos, com valores de p de 0,0081 e 0,0328,
respectivamente. A equacao IX traz os coeficientes dos componentes de mistura estudados

nesse modelo para a resposta em questao.

Yrampio2,s = —204,19(129,85)A + 39,81(1,27)B + 79,63(17,19)C +
43,54(1,22)D + 74,71(18,59)E (Equacio IX)

Onde Ytampao 25 representa a dissolu¢cdo de CARV em solucdo pH 6,8 apdés 2,5 min de ensaio. A =
crospovidona, B = L-SEDDS, C = celulose, D = lactose, E = aerosil. Os valores entre paréntesis representam
o erro padrdo para cada coeficiente.
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A relacdo coeficiente/erro mostrou que os componentes L-SEDDS e lactose tiveram
maior influéncia na liberacdo do CARYV (31,35 e 35,69, respectivamente). Outra importante
observacéo é que, uma vez mais, a presenca de crospovidona ndo afetou a liberacédo de
CARV. Nesse caso, observou-se que a interacdo entre a concentracdo de lactose e a
velocidade do impeller foi significativa (p = 0,0055).

A andlise estatistica dos dados de liberacdo em 120min., mostrou que apenas o
componente mistura foi significativo (p = 0,0046). A equacao X traz os coeficientes dos

componentes de mistura estudados nesse modelo para a resposta em questéao.

Yrampao 120 = 86,11(6,51)A + 64,14(2,03)B + 62,89(2,17)C + 64,79(1,98)D
+ 56,92(2,14)E (Equagio X)
Onde Ytampao 120 representa a dissolucdo de CARV em solucdo de HCl apés 120 min de dissolucdo. A =

crospovidona, B = L-SEDDS, C = celulose, D = lactose, E = aerosil. Os valores entre paréntesis representam
o erro padrdo para cada coeficiente.

A razéo coeficiente/erro mostrou que as concentracfes de L-SEDDS e lactose foram
as variaveis mais significativas para a liberacdo do CARV em solu¢cdo tamponante fosfato
120 min (31,60 e 32,72, respectivamente). O impacto positivo do aumento da concentracao
de lactose e L-SEDDS na liberacdo de CARV pode ser observado pelo percentual liberado
(Tabela 12) a partir das formulacdes preparadas com maior concentracdo de lactose
(formulacdes 3, 5 e 7), bem como naquelas preparadas com maior concentracdo de L-
SEDDS (formulagdes 17 e 23). E possivel observar que todas apresentaram dissolucéo
superior a 65%.

Em todas as analises estatisticas referentes ao ensaio de dissolucéo, independente
do meio de dissolucdo ou do tempo avaliado, os efeitos mais significativos foram
apresentados pelos componentes L-SEDDS e lactose.

Uma das maiores vantagens atribuidas aos S-SEDDS é que, para a liberacdo do
farmaco, ndo é necessario passar por etapas atribuidas normalmente a formulacées solidas
(dissolucéo, erosédo ou inchaco do transportador), portanto, ndo € esperado atraso na
dissolucdo (MANDIC et al., 2019). Os resultados de dissolu¢cdo, em ambos 0s meios
mostraram o S-SEDDS aumentou de forma significativa a liberagdo de CARV comparado

com o farmaco na forma cristalina.
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6.3.6. Difracéo de raios-X (DRX)

O estado fisico do CARV nos S-SEDDS obtidos por granulacao de alto cisalhamento,
assim como nas misturas fisicas selecionadas, foi investigado usando DRX. Os
difratogramas estdo apresentados na Figura 15. O CARV cristalino puro apresentou 0s
padrdes caracteristicos do hemidrato de carvedilol. Nas amostras de misturas fisicas e S-
SEDDS é possivel observar os picos correspondentes a lactose monohidratada (SALVI,
2015). Nao foi possivel observar nenhum pico de difracdo caracteristico do CARV em
nenhuma das amostras analisadas. Silva e colaboradores (2018) desenvolveram S-SEDDS
contendo CARV por termoextrusdo e verificaram que os picos de difracdo do farmaco
somente puderam ser detectados em misturas complexas que continham quantidades
superiores a 5% de CARV (m/m). Esse limite de deteccdo parece ser valido para as
formulacdes com a composicdo empregada no presente trabalho. Dessa forma, nao foi

possivel determinar o estado fisico do CARV nas amostras.

Figura 15. Difratogramas de raios X das formula¢des F16 e F17, das misturas fisicas com e sem
componente liquido e do CARYV puro.
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6.3.7. Microscopia eletrbnica de varredura (MEV)

Na Figura 16, estdo apresentadas as fotomicrografias eletronicas de varredura de
guatro formulacdes de S-SEDDS selecionadas. As formulacbes 6, 7, 8, 19 foram
selecionadas por apresentar o maior conteudo (40%, m/m) de celulose microcristalina,
lactose monoidratada, L-SEDDS, e Aerosil 200, respectivamente. As demais
fotomicrografias dos S-SEDDS, bem como das matérias primas isoladas estdo
apresentadas no ANEXO IV.

De modo geral, foi possivel observar que a presenca de maior concentracao de L-
SEDDS levou a formacgéo de granulos com maior diametro. Thapa, Tripathi e Jeong (2019)
discutiram que a adicdo de maiores quantidades de liquido promove o crescimento do
granulo. Outro aspecto observado (imagem A3) foi que a adicdo de maior quantidade de
liquido resultou em granulos com apecto mais rugoso e poroso. Nas formulacbes com
maior concentracdo de Aerosil 200, foi possivel observar a formacdo de granulos com
didmetros menores e com mais particulas finas em sua superficie (D2).

Por fim, formulagdes com maiores concentracdes de lactose e celulose, apresentam,
além dos granulos de S-SEDDS, maior quantidade de particulas com aspecto

caracteristicos dos excipientes lactose e celulose (ANEXO IV).
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10pm

SEl  5kV s | SEI 5KV 2,000 SEI  5kV x5,000  Spm
LabMic-UFG: Fé LabMic-UFG: F6 LabMic-UFG: Fé

SEl  5kV 10pm SEl  5kV x5,000  5pm
LabMic-UFG: F7 LabMic-UFG: F7

SEl  5kV e | SEI 5KV 10pm  — SEI 5KV x5,000  Sum
LabMic-UFG: F19 LabMic-UFG: F19 LabMic-UFG: F19

Fonte: Préprio autor. Al: F8 aumento de 500x. A2: F8 aumento de 2.000x. A3: F8 aumento de 5.000x. B1: F6
aumento de 500x. B2: F6 aumento de 2.000x. B3: F6 aumento de 5.000x. C1: F7 aumento de 500x. C2: F7
aumento de 2.000x. C3: F7 aumento de 5.000x. D1: F19 aumento de 500x. D2: F19 aumento de 2.000x. D3:
F19 aumento de 5.000x.
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7 CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo mostraram que a técnica de granulagédo de alto
cisalhamento pode ser empregada, com sucesso, na obtencdo de S-SEDDS contendo
CARV. As formulacdes solidas apresentaram propriedades de fluxo aceitaveis e
aumentaram significativamente a velocidade de liberacdo do farmaco. A composicao de
diluentes e a concentracdo de 6leo na formulacdo foram os fatores que mais afetaram o
tamanho, o fluxo e a liberagdo do farmaco a partir dos S-SEDDS. Varidveis de processo
exerceram pouca ou nenhuma influéncia sobre as propriedades dos sélidos, o que pode
ser atribuido a adi¢cao de quantidades moderadas de concentrado autoemulsiondvel em um
substrato absorvente. O tamanho reduzido dos granulos obtidos sugere que a otimizacao
do processo de solidificacdo devera envolver a adicdo de maior quantidade de L-SEDDS a

formulacao.
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9 ANEXO |

Aspecto visual dos L-SEDDS diluidos em solug¢fes de HCI (pH 1,2) e solucéo
tamponante fosfato (pH 6,8).

A.l-ST(3:1), A.2-ST (1:1) e A3 - ST (1:3), dispersos em solucdo de HCI pH 1,2 (1:250).
B.1- ST (3:1), B.2- ST (1:1) e B.3 - ST (1:3), dispersos em solucdo tamponante fosfato pH 6,8 (1:250).

C.1-SP(3:1),C.2-SP (1:1) e C.3 - SP (1:3), dispersos em solucdo de HCI pH 1,2 (1:250).
D.1-SP (3:1),D.2-SP (1:1) e D.3 - SP (1:3), dispersos em solucédo tamponante fosfato pH 6,8 (1:250).
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E.1 - KT (3:1), E.2 - KT (1:1) e E.3 - KT (1:3), dispersos em solugéo de HCI pH 1,2 (1:250).
F.1-KT (3:1), F.2 - KT (1:1) e F.3 - KT (1:3), dispersos em solugdo tamponante fosfato pH 6,8 (1:250).

G.1-KP (3:1), G.2-KP (1:1) e G.3 — KP (1:3), dispersos em solucdo de HCI pH 1,2 (1:250).
H.1-KP (3:1), H.2 - KP (1:1) e H.3 - KP (1:3), dispersos em solu¢do tamponante fosfato pH 6,8 (1:250).
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10 ANEXOIII

Distribuicdo granulométrica dos S-SEDDS obtidos a partir da matriz de
planejamento de mistura combinado.

% retida
Formulacéo
Tamis 850pym Tamis 425uym Tamis 250um Tamis 106um Tamis 63um Coletor
1 3,62 11,90 6,33 17,59 32,63 27,93
2 2,35 10,32 6,35 34,47 24,84 21,68
3 2,44 10,22 7,81 25,44 27,84 26,25
4 2,93 10,71 6,39 15,80 32,25 31,92
5 2,72 9,93 6,04 45,97 20,43 14,92
6 1,18 7,87 5,47 16,81 29,21 39,45
7 1,05 5,17 6,66 20,52 39,86 26,74
8 2,54 8,96 9,00 50,02 26,91 2,58
9 3,11 9,12 5,77 14,84 22,83 44,33
10 2,96 8,80 7,20 17,57 42,98 20,49
11 5,04 12,37 7,66 15,80 18,38 40,75
12 2,47 11,08 7,26 40,53 28,72 9,94
13 4,21 12,63 9,36 42,71 26,32 4,78
14 3,50 9,88 5,45 23,83 30,34 27,00
15 2,89 11,02 6,91 49,88 13,21 16,10
16 2,38 10,49 7,71 31,32 26,51 21,59
17 3,87 11,02 9,42 48,50 22,50 4,69
18 3,61 9,85 7,72 39,49 15,02 24,30
19 4,31 12,52 7,31 37,32 12,60 25,94
20 2,28 8,62 5,89 31,71 22,68 28,82
21 3,21 10,73 7,93 17,44 23,46 37,24
22 3,71 12,10 8,55 18,07 29,65 27,91
23 5,59 14,66 9,15 36,72 22,51 11,38
24 4,44 9,09 7,59 24,02 27,26 27,59
25 4,20 10,02 4,73 15,76 27,64 37,66
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11 ANEXO Il

Dissolugéo in vitro (pH 1,2) das formulagdes S-SEDDS do planejamento de mistura
combinado. A liberacéo a partir da formulacéo liquida ST (1:3) e do CARV puro
também estdo apresentadas.
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Dissolucéo in vitro (pH 6,8) das formulagfes S-SEDDS do planejamento de mistura
combinado. A liberacédo a partir da formulacéao liquida ST (1:3) e do CARV puro
também estdo apresentadas.
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12 ANEXO IV

Microscopias Eletronicas de Varredura (MEV) do CARV e dos excipientes isolados,
bem como das 25 formula¢gdes S-SEDDS do planejamento de mistura
combinado obtidas a partir da granulacao de alto cisalhamento.

SEl  5kV x500 S0pum  — SE 5kV SEI  5kV
LabMic-UFG: Carv puro LabMic-UFG: Carv puro LabMic-UFG: Carv puro

KV 500 Op SEI  5kV X5,000  5pm
LabMic-UFG: Aeros LabMic-UFG: Aerosil

SEI  5kV x50 — SEI  5kV %2,000  10pm
LabMic-UFG: Celuf LabMic-UFG: Celulose

x500 50um  — SEI  5kV 2,000 SEI  5kV
LabMic-UFG: Lactose LabMic-UFG: Lactose LabMic-UFG: Lactose

Lactose monoidratada - da esquerda para a direita, aumentos de 500x, 2.000x e 5.000x.
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="

oy o > .A
% (LTI § o AR
SEI 5kv x500 50pm — x2,000 10pm
LabMic-UFG: Crospovidona LabMic-UFG: Crospovidona

Crospovidona - da esquerda para a direita, aumentos de 500x, 2.000x e 5.00

- - s 3
SEI  5kV x500 50pm — SEI 5kV x2,000 10pm
LabMic-UFG: F1 LabMic-UFG: F1

SEI  5kV x500 50Um  — SEI  5kV x2,000  10pm
LabMic-UFG: F2 LabMic-UFG: F2

SEI  5kV x500 SOUm  — SEI  5kV x2,000  10pm
LabMic-UFG: F3 LabMic-UFG: F3

I — SEl 5KV X2,000  A0pm  —
LabMic-UFG: F4 LabMic-UFG: F4

F4 - da esquerda para a direita, aumentos de 500x, 2.000x e 5.000x.

SEl  5kv
LabMic-UFG: F1

SEI  5kV
LabMic-UFG: F2

SEI  5kV
LabMic-UFG: F3

SEI  5kV
LabMic-UFG: F4

5,000

x5,000

5,000

5,000

5,000

Sum

Sum

S5um

5um




SEI  5kV
LabMic-UFG: F5

SEI  5kV
LabMic-UFG: F5

5,000
LabMic-UFG: F5

5pm

SEI  5kV
LabMic-UFG: F6

x500

50um

SEI  5kV x2,000  10pm
LabMic-UFG: F6

SEI  5kV 5,000
LabMic-UFG: Fé

sum

SEI  5kV x2,000  10pm
LabMic-UFG: F7

SEI  5kV 5,000
LabMic-UFG: F7

5pm

SEI  5kV
LabMic-UFG: F8

SEI
LabMic-UFG: F8

x5,000
LabMic-UFG: F8

Sum

SEI  5kV
LabMic-UFG: F9

- 4 3
SEI  5kv x2,000 10pm
LabMic-UFG: F9

L
x5,000
LabMic-UFG: F9

5pm

F9 - da esquerda para a direita, aumentos de 500x, 2.000x e 5.000x.
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. 7o gk X
SEI S5kv x2,000 10pm " SEI  5kV
LabMic-UFG: F10 LabMic-UFG: F10

SEI  3.0kV S0um  e— SEI  3.0kV — 3.0kV
LabMic-UFG: F11 LabMic-UFG: F11 LabMic-UFG: F11

SEI — SEl  3.0kV X2,000  10pm  e— SEl  5kV x5,000
LabMic-UFG: F12 LabMic-UFG: F12 LabMic-UFG: 12

SEI  3.0kV — El 3 X2,000  10pm  e— SEI  5kV X5,000
LabMic-UFG: F13 LabMic-UFG: 13

SEI  5kV S0Um  — SEl  5kV X2,000  10pm  Se— SEI  5kV X5,000
LabMic-UFG: F14 LabMic-UFG: F14 LabMic-UFG: F14

F14 - da esquerda para a direita, aumentos de 500x, 2.000x e 5.000x.

S5um

5pm

5pm




SEI  5kV
LabMic-UFG: F15

SEI
LabMic-UFG:

&l
w3 L e g -
SEI 5kv x500
LabMic-UFG: F17

SEI  5kV x500
LabMic-UFG: F18

SEl  5kV
LabMic-UFG: F19

F19 - da esquerda para a direita, aumentos de 500x, 2.000x e 5.000x.

50um

50um

SEl  5kV
LabMic-UFG: F15

SEl  5kV
LabMic-UFG: F17

SEI  5kV
LabMic-UFG: F18

x2,000

x2,000

10pm

10pm

10pm

10pm

SEI  5kV X5,000
LabMic-UFG: F15

SEI  5kV X5,000
LabMic-UFG: F16

SEI
LabMic-UFG: F17

SEI  5kV X5,000
LabMic-UFG: F18

SEI  5kV X5,000
LabMic-UFG: F19

5pm

spm

5um

5pm




w
SEI  5kV S0Um  — SEI  5kV
LabMic-UFG: F20 dic- LabMic-UFG: F20

= . -t
SEI  5kV X2,000  10pm  e— SEI  5kV Sum
LabMic-UFG: F21 LabMic-UFG: F21 LabMic-UFG: F21

SEI  5kV x500 SOUm  e— SEI  5kV X2,000  10pm  — SEl  5kV
LabMic-UFG: F22 LabMic-UFG: F22 LabMic-UFG: F22

Bk . 4 .
SEl  5kV X500 S0pm  — 5kV X2,000  A0pm  e— SEI  5kV X5,000  5pm
LabMic-UFG: F23 LabMic-UFG: F23

e

SEI  5kV — SEl  5kV X2,000  10pm  — SEl  5kV x5,000  5pm
LabMic-UFG: F24 LabMic-UFG: F24 LabMic-UFG: F24

F24 - da esquerda para a direita, aumentos de 500x, 2.000x e 5.000x.
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