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RESUMO

SILVA, K. M. A. Estudos de caracterizacdo e estabilidade de microparticulado contendo
atorvastatina calcica. 2016. 155p. Dissertacdo (Mestrado). Universidade Federal de
Pernambuco, Recife, 2016.

Um dos grandes desafios para o desenvolvimento de medicamentos contendo Insumos
Farmacéuticos Ativos (IFAs) com baixa solubilidade é agregar tecnologias ao processo de
desenvolvimento no sentido de aumentar a biodisponibilidade a0 mesmo tempo em que possa
garantir a estabilidade. Assim, objetivou-se desenvolver metodologias analiticas para serem
aplicadas na caracterizacdo e estabilidade de dispersbes solidas de atorvastatina calcica
(ATV). Inicialmente foi realizada a triagem por meio do incremento de solubilidade das
dispersbes solidas da ATV com carbopois®, hidroximetilpropilcelulose  (HPMC),
polietilenoglicol (PEG) 6000 e Lauril sulfato de sodio (LSS). As dispersbes com maiores
desempenhos de dissolucdo (dispersdo usando PEG e LSS) foram reproduzidas usando lotes
diferentes de ATV, sendo estes caracterizados. A caracterizacdo das dispersdes e dos lotes foi
obtida por meio da calorimetria exploratoria diferencial (DSC), calorimetria exploratoria
diferencial acoplada ao sistema fotovisual (DSC-fotovisual), termogravimetria (TG) e
espectroscopia do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), a fim de investigar
possiveis interacdes fisicas e/ou quimicas entre a ATV e os carreadores. Para avaliagdo da
estabilidade térmica, os produtos foram submetidos a degradacdo térmica em estufa durante
24h e avaliadas por meio da andlise de produtos de degradacdo detectados pela cromatografia
liqguida de alta eficiéncia (CLAE). Sendo essa metodologia desenvolvida e valida previamente
ao estudo de estabilidade. Os dados obtidos indicam que as dispersdes de atorvastatina foram
capazes de incrementar a solubilidade da ATV, apresentando reprodutibilidade e estabilidade
nas condicdes testadas. Dessa forma foi possivel concluir que as ferramentas analiticas
utilizadas foram elucidativas, rapidas e de grande importancia na pesquisa da ATV e

adjuvantes tecnol6gicos.

Palavras-chave: Sistema de liberacdo de medicamentos. Solubilidade. Estabilidade de

Medicamentos. Reprodutibilidade de resultados.



ABSTRACT

SILVA, K. M. A. Studies of Characterization and microparticle stability containing
atorvastatin calcium. 2016. 155p. Dissertacdo (Mestrado). Universidade Federal de
Pernambuco, Recife, 2016.

A major challenge for the development of medicinal products containing Active
Pharmaceutical Ingredients (APIs) with low solubility is to aggregate technologies to the
development process in order to increase the bioavailability while ensuring stability. Thus, the
main goal is to develop analytical methods to be applied in the characterization and stability
of solid dispersions of atorvastatin calcium (ATV). Initially, the screening was performed by
increasing the solubility of solid dispersions of the ATV with carbopois®,
hydroxymethylpropylicellulose (HPMC), polyethylene glycol (PEG) 6000 and Sodium lauryl
sulfate (SLS). Dispersions with higher performances of dissolution (dispersion using PEG
and LSS) were produced using different ATV batches, which were characterized. The
characterization of the dispersions and batches was obtained by differential scanning
calorimetry (DSC), differential scanning calorimetry coupled to fotovisual system (DSC-
fotovisual), thermogravimetry (TG), and Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR), in
order to investigate possible physical and/or chemical interactions between the ATV and the
carriers. To evaluate the thermal stability, products were subjected to thermal decomposition
in an oven for 24 hours, and evaluated by the analysis of degradation products detected by
high-performance liquid chromatography (HPLC). This methodology was developed and
validated previously to the stability study. The data obtained show that atorvastatin
dispersions were able to increase the ATV solubility, presenting reproducibility and stability
under the tested conditions. Therefore, we conclude that analytical tools used were

enlightening, fast and of great importance in the research of ATV and pharmaceutical carriers.

Keywords: System Drug Delivery. Solubility. Drug Stability . Reproducibility of Results.
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1. INTRODUCAO

Aproximadamente 40% dos novos candidatos a farmacos sdo conhecidos por pertencer
a classe Il do Sistema de Classificio Biofarmacéutica (BCS) (STEGEMANN et al., 2007;
YADAV et al, 2013). E, portanto, tem o seu desenvolvimento dificultado devido a alta
lipofilicidade e baixa solubilidade em &gua, resultando numa inadequada e variavel
biodisponibilidade (KADU et al.,2011; KOMMAVARAPUET al., 2015).

Ha varias estratégias para incremento de solubilidade, como o uso de surfactantes,
formacdo de sal, reducdo do tamanho de particula, formacdo de co-cristais, formacdo de
coamorfos, fomacdo de prodrogas (RAUTIO et al, 2008) dispersbes solidas
(VASCONCELOS et al, 2007; KONNO et al, 2008; ALONZO et al., 2011; NEWMAN,
KNIPP, ZOGRAFI, 2012;) entre outras.

No campo dos produtos farmacéuticos, a tecnologia da dispersdo sOlida é uma das
tecnologias mais comuns para aumentar temporariamente a solubilidade do insumo
farmacéutico ativo nos fluidos gastrointestinais (YOSHIDA et al., 2012). Nelas, o farmaco
pode ser solubilizado ou disperso num polimero carreador, proporcionando um aumento na
taxa de dissolucdo (YUN et al, 2014). No entanto, o interesse em comercializar
medicamentos a base destas dispersdes solidas ndo € tdo alto. Isso se deve a dificuldade de
transposicdo de escala, problema de instabilidade fisico-quimica e ineficiéncia da
reprodutibilidade entre os lotes. (KAWABATA et al.,2011; DAN SMITHEY etal., 2013).

Dessa forma, € necessario que se busque um modelo adequado formado por um
conjunto de metodologias analiticas que seja capaz de desenvolver e caracterizar dispersdes
solidas que incrementem a solubilidade de farmacos de classe I, que apresentem estabilidade
fisico-quimica e reprodutibilidade. Dentre as técnicas analiticas destacam-se a calorimetria
exploratéria diferencial (DSC), termogravimetria (TG) a espectroscopia de infravermelho
com transformada de Fourier (FTIR), a espectroscopia de Raman, a difracdo de raios-X de pé
(PDRX) e a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

Atorvastatina célcica (ATV) pertence a classe das estatinas, usada para diminuir o
nivel de colesterol sanguineo. Apresenta uma boa permeabilidade e tempo de meia vida baixa
(tmax 1-2h). Porém possui baixa biodisponibilidade oral (12%), devido a inadequada
solubilidade em &agua (0,1 mg/ml), a natureza cristalina e ao extenso metabolismo de primeira
passagem hepatico (CHOUDHAR et al, 2012). Corresponde a estatina mais potente do
grupo, sendo recomendadas pela Heart Association and the American College of Cardiology

como terapia de primeira escolha para reduzir os niveis de colesterol plasmaticos. No entanto,
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apresenta uma terapia limitada devido os problemas anteriormente citados (HARDMAN;
LIMBIRD, 2003; JONES et al., 2011).

Apb6s a quebra da patente do Lipitor®, varias estratégias de formulagdes tém sido
descritas para aumento de solubilidade da ATV, como por exemplo, formagdo de
nanoparticulas amorfas (KIM at al., 2010), emulsdo (YIN et al., 2010), formulacdo liquida do
tipo SEDDS (do inglés Self-emulsifying Drug Delivery Systems) (KADU et al, 2011),
formacdo de sal (AHJEL et al., 2010), inclusdes com pg-ciclodextrina (PALEM et al., 2010),
dispersdo solida com leite desnatado (CHOUDHAR et al., 2012), dispersdo solida com PEG
6000 pelo método da fusdo (NARASAIAH et al, 2010); dispersdo solida com polimeros
derivados de celulose e pirrolidona ( KIM et al., 2013).

Diante do exposto, verifica-se que € de grande interesse o desenvolvimento de
métodos analiticos que sejam adequados para o0 desenvolvimento e caracterizacdo de
dispersbes solidas da ATV capazes de aumentarem a solubilidade do farmaco, de se

manterem estaveis e apresentarem reprodutibilidade.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Desenvolver um modelo adequado formado por um conjunto de métodos analiticos
para serem aplicados no desenvolvimento, caracterizacdo e estabilidade de dispersdes solidas
da ATV.

2.2 Objetivos Especificos

e Desenvolver dispersfes solidas da ATV usando diferentes carreadores por meio da
liofilizacao;

e Selecionar as dispersdes que apresentarem 0s melhores desempenhos de dissolucéo;

e Caracterizar o estado solido de diferentes lotes da ATV por meio do DSC, TG, DSC-
fotovisual, FTIR e PDRX;

e Desenvolver e validar metodologia analitica para o doseamento e detec¢do de produtos
de degradacdo da ATV por meio de CLAE;

e Realizar degradacédo forcada da ATV,

e Reproduzir as dispersdes solidas que apresentarem os melhores perfis de dissolugdo
usando lotes diferentes da ATV por meio da liofilizacao;

e Avaliar as interacdes fisico-quimicas dos liofilizados da ATV utilizando DSC, TG,
FTIR e PDRX;

e Produzir dispersdes solidas por meio de spray drier;

e Comparar as interacdes fisico-quimicas das dispersdes sélidas obtidas por liofilizacéo
e spray drier utilizando DSC, TG, FTIR e PDRX;

e Auvaliar o perfil de dissolucdo das dispersfes solidas obtidas por liofilizacdo e spray
drier;

e Auvaliar a estabilidade térmica das dispersGes solidas obtidas por liofilizacdo e spray

drier por meio da degradacgdo térmica.
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Desenvolvimento de Produtos Farmacéuticos

O desenvolvimento de um novo medicamento, seja ele obtido a partir de um composto
quimico sintético ou extraido de uma fonte natural, correspondentea um processo longo e
complexo que envolve uma abordagem multidisciplinar (Figura 1) (GIBSON et al, 2008;
PINTO et al, 2013). As tecnologias metodoldgicas envolvidas na elaboracdo deste processo
sdo indispensaveis para assegurarem a eficacia, seguranca, qualidade e estabilidade do
medicamento desenvolvido.

Figura 1- Etapas do desenvolvimento de produtos farmacéuticos

Descoberta de :\_) Desenvolvimento Irh__%“_"’f' Ensaio
IFA 1= | Pré-clinico | 1 Clinico
< J < J

‘
‘ FabricacZo do IFA 'i

‘ Formulac &o '——

Ensaics Analiticos/
Bicanaliticos

" | NFE |
1~

‘ PK/PODVADME 'i

Toxicidade/
‘ Seguranca

‘ BFF/BFL/MEC 'i

Legenda: IFA: Ingrediente Farmacéutico Ativo; PK: Farmacocinética; PD: Farmacodinamica; ADME:

Administragdo, Distribuicdo, Metabolismo, Excrecdo; BPF: Boas Praticas de Fabricagdo; BPL: Boas Préaticas de
Laboratério; MEC: Material de Ensaio Clinico; NFE: Novo IFA de Estudo.

Fonte: Adaptado de SHAH; AGNIHOTRI, 2011.
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Durante 0 processo de desenvolvimento de produtos farmacéuticos hd a necessidade
de um bom planejamento para selecionar e promover formulagdes bem caracterizadas, a fim
de garantir uma forma farmacéutica estdvel e com caracteristica biofarmacéutica satisfatoria
(SHAH etal., 2011).

Na fase de formulacdo do desenvolvimento pré-clinico, descrito na Figura 1 alguns
parametros devem ser criteriosamente avaliados, principalmente quando um dos componentes
presentes na formulacdo apresenta-se no estado solido (PALUCKI et al, 2010). Esses

critérios séo divididos em trés categorias (Figura 2).

Figura 2 - Parametros avaliados durante o desenvolvimento de uma formulacgéo

Fase Inicial do

L IFA |
Cristalinidade
Higroscopicidade

&> Propriedades do MorfologiaiTamanho
estado sélido

Ponto de Fusdo
| da Particula
L J

Estabilidade Quimica
Solubilidade em pH
Propriedades + Solubilidade em fluidos
solugiao/formulagio simulados gastrointestinais

| Solubilidade do veiculo

LI

L]

L]

-

4 « Estabilidade fisico-guimica
&:> Propriedades » Absorcio
L biofarmacéuticas . pKa
|
)

FASEE _
FORMULAGAO
DEFINIDAS

Fonte: PALUCKI etal., 2010.

3.2 Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica (SBC) e Estratégias para Aumento da
Solubilidade

Segundo Kawabata et al. (2011) a descoberta de novos candidatos a farmacos
apresentando baixa solubilidade aumentou em cerca de 70% nos ultimos anos (KU et al.,

2010). Dentre esses cerca de 40 % dos farmacos dos medicamentos de liberacdo imediata sdo
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praticamente insoliveis (<100 mg. L), justificando a necessidade de uma melhor avaliagdo a
cerca desse parametro no desenvolvimento de uma formulacéo.

A solubilidade de um insumo farmacéutico ativo (IFA) é um pardmetro critico no
desenvolvimento de uma formulagdo, influenciando a dissolugdo, além de afetar a absorcédo e
consequentemente a biodisponibilidade de um medicamento (FIGUEROA et al, 2012;
KALEPU et al., 2015).

A farmacopeia americana (The United States Pharmacopeia — USP) define sete faixas
de solubilidade para farmacos, conforme a Tabela 1. Kasin et al.(2003) utiliza essa
classificacdo para atribuir a solubilidade de farmacos indicados como essenciais pela

Organizagdo Mundial de Sadde. Entre eles encontra-se a atorvastatina célcica.

Tabela 1 - Defini¢io de solubilidade de acordo com a Farmacopeia Americana

(USP, 2007)
Parte Faixa de Solubilidade

Definicéo solvente/l1 solubilidade atribuida

parte soluto (mg.L™h) (mg.L™)
Muito soltvel <1 >1000 1000
Livremente solavel 1-10 100-1000 100
Solavel 10-30 33-100 33
Moderadamente soltvel 30-100 10-33 10
Levemente soltvel 100-1000 1-10 1
Muito pouco soluvel 1000-10000 0,1-1 0,1
Praticamente insolUvel >10000 <0,1 0,01

Amidon et al. (1995) revelaram que os parametros fundamentais para controlar a taxa
e a extensdo da absorcdo da droga apOs administracdo oral, sdo a permeabilidade através da
membrana gastrointestinal (GI) e a solubilidade / dissolucdo do farmaco. Com base nesses
parametros desenvolveu o Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica (SCB).

Esse sistema auxilia na previsdo da absorcdo in vivo, pois prediz o grau de
solubilidade e permeabilidade dos IFAs. Estes sdo classificados em quatro classes de acordo
com a SCB: Farmacos de classe | — alta permeabilidade e alta solubilidade; Farmacos de
classe Il: alta permeabilidade e baixa solubilidade; Farmacos de classe |Ill: baixa
permeabilidade e alta solubilidade e Farmacos de classe IV: baixa permeabilidade e baixa
solubilidade (FIGUEROA etal., 2012; ZUR et al., 2014; KELEPU et al., 2015).
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Na Figura 3, visualizam-se possiveis estratégias para solucionar o0s incovenientes
encontrados nos IFAs pertencentes a cada classe. Para farmacos de classe | e lll, estratégias
mais simples sdo utilizadas. Porém, para farmacos de classe Il e IV, o desenvolvimento de
formulagbes com base nas propriedades fisico-quimicas e biofarmaceuticas do medicamento
sdo necessarias para obter biodisponibilidade suficiente e reprodutivel apds administracdo oral
(KAWABATA etal., 2011, BASAVARAJ et al., 2014).

Figura 3- Estratégias para incremento de solubilidade do IFA baseado no SCB

Classe | Classe ll
Alta solubilidade/Alta Baixa solubilidade/Alta permeabilidade
permeabilidade "
1. Modificacao de cristais:
- Polimorfo metaestavel
LI formas de dosagens solidas - Formacso de sal
- Formac&o de co-cristal
2. LI formas de dosagens solidas por WO
3. Reducdo do tamanho da particula
- Micronizacdo
- Nanocristais
4. Amorfizacdo
5. Complexacdo com ciclodextrina
6. Formulacdes lipidicas
- Sistemas auto-emulsionaveis
- Liquido veiculado em capsulas
7. Modificacdo do pH

apepljiqeauiad

Classe lll
= - Classe IV
Alta solubilidade/Baixa Baixa solubilidade/ Baixa permeabilidade
permeabilidade
1. Combinacdo de abordagens para a classe
1. LI formas de dosagens sélidas SCB Il e potencializador de absorcao
com aumento de absorcio 2. Mesma abordagem da classe Il
2. LI formas de dosagens sdlidas

Solubilidade

Legenda: LI: liberagdo imediata; VO: Via oral

Fonte: Adaptado de Kawabata et al., 2011.
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3.3 Estatinas

As estatinas foram isoladas a partir de uma cultura da colénia Penicillium citrinium. A
primeira estatina estudada foi a mevastatina, que demonstrou o potencial terapéutico dessa
classe de farmacos (HARDMAN; LIMBIRD, 2003). Algumas estatinas sdo produtos naturais,
isoladas a partir do metabolismo de fungos, como a mevastatina, a lovastatina, a pravastatina
e a sinvastatina (derivado semissintético), outras sdo completamente sintéticas como a
atorvastatina, a cerivastatina e a fluvastatina (BASTARDA et al., 2005; JACOBSON et al.,
2014).

Dentre os farmacos citados, a sinvastatina e a atorvastatina estdo entre as estatinas
mais potentes, sendo recomendadas pela Heart Association and the American College of
Cardiology como terapia de primeira escolha para reduzir os niveis de colesterol plasmaticos.
Em estudos realizados para comparar os efeitos das estatinas na reducdo do colesterol
plasmatico, demonstrou-se que a dose de 20 mg de sinvastatina equivale a dose de 10 mg de
atorvastatina. A atorvastatina é a estatina mais potente, seguindo a sinvastatina, a lovastatina e
a pravastatina com poténcias semelhantes e a fluvastatina com menor poténcia (HARDMAN;
LIMBIRD, 2003; JONES et al., 2011).

As estatinas reduzem o LDL colesterol (Low Density Lipoproteins) em 25-45%,
dependendo da dose e da estatina utilizada. As doses recomendadas de cada estatina sdo 10-80
mg/dia de atorvastatina, 20-40 mg/dia de pravastatina e 20-80 mg/dia de fluvastatina,
lovastatina e sinvastatina (CARVALHO et al 2007). Pacientes hipertrigliceridémicos que
utilizam as doses mais altas (80 mg/dia) de sinvastatina ou atorvastatina apresentam uma
reducdo de 35-45% do LDL colesterol e uma reducdo semelhante nos niveis de triglicerideos
em jejum (HARDMAN; LIMBIRD, 2003; JACOBSON et al., 2014).

Esta classe de farmacos correspondentea inibidores competitivos da 3-hidroxi-3-
metilglutaril coenzima A (HMG-CoA) redutase, que sintetiza o 4&cido mevalbnico, um
importante precursor na sintese de colesterol, por meio de reducdo do substrato HMGCOA.
(CARVALHO et al., 2007; OTA etal., 2015).

De maneira geral, a eficiéncia e a relativa seguranga demonstradas pelas estatinas
tornaram esses medicamentos amplamente utilizados em todo o mundo, sendo atualmente um
dos mais comercializados. No ano de 2003, a atorvastatina alcangcou o recorde de vendas de
toda a historia da industria farmacéutica (BONFIN et al., 2013).
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Apesar de bem tolerada pela maioria dos pacientes, as estatinas estdo relacionadas a
ocorréncia de efeitos toxicos hepaticos e, principalmente, musculares (JOY et al, 2009). As
lesbes musculares decorrentes do uso das estatinas podem ser leves ou graves, variando desde
a mialgia a rabdomidlise, e podem atingir cerca de 5 a 10% dos pacientes. Os desconfortos
musculares se manifestam como dores, cdimbras e/ou rigidez muscular, além de reducdo de
forca muscular em idosos (BROWN et al.,, 2008; MAUSKORP et al., 2011; MAJI et al., 2013;
OTA etal., 2015).

3.3.1 Atorvastatina

3.3.1.1 Definicéo e Caracteristicas Fisico-Quimicas

A atorvastatina € um agente hipocolesterolémico sintético que inibe a enzima 3-
hidroxi-3- metilglutaril coenzima A (HMG-CoA) redutase, catalisadora da etapa inicial e
limitante da biossintese hepatica do colesterol (Sharma et al., 2014). Apresenta como formula
molecular  CggHgsCaF2N4sO19p e  nomenclatura (3R,  5R)-7[2-(4-fluorofenil)-3-fenil-
4(fenilcarbamoil)-5propano-2-ilpirrol-1-il]-3,5  dihidroxiheptanoato de calcio (USP, 2011)
(Figura 4).

Figura 4 - Estrutura quimica da Atorvastatina
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Fonte: Adaptado da USP (The United States Pharmacopeia), 2011.

Caracteriza-se como um pO branco ou praticamente branco, muito pouco solivel em
solugBes aquosas, de acordo com a farmacopeia americana (0,1 mg.L™). Apresenta boa
permeabilidade intestinal e curto tempo de meia vida (Tmax, 1-2h). Entretanto, possui

biodisponibilidade absoluta de apenas 12% apds administracdo de 40mg, devido a sua baixa
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solubilidade, extenso metabolismo hepéatico de primeira passagem e a natureza cristalina
(LAU et al., 2006; KIM etal., 2011; NASRIN et al., 2014; ZHANG, 2015).

Dessa forma, o desenvolvimento de uma formulagdo capaz de aumentar a solubilidade
da atorvastatina € de grande importancia para aumento da biodisponibilidade, uma vez que

sua absorcdo € limitada apenas pela solubilidade, por se enquadrar na classe Il do SCB.

3.3.1.2 Polimorfismo e a ATV

O polimorfismo € definido como uma situacdo em que um dado composto se apresenta
em diferentes formas ou arranjos cristalinos, porém com composi¢do quimica idéntica (LEE,
2014).

A caracterizacdo de polimorfos € muito importante, pois a natureza da estrutura
cristalina exerce grande influéncia nas propriedades do estado soOlido. Assim, formas
cristalinas  distintas podem apresentar diferencas quanto a estabilidade, solubilidade,
velocidade de dissolucdo e conseguintemente, biodisponibilidade (CHIENG et al.,2011; LEE,
2014)

Dessa forma, o polimorfismo deve ser determinado no inicio do desenvolvimento da
formulagdo, ndo apenas sendo necessaria a determinacdo da presenca do polimorfo, como
também o monitoramento dessas formas e como podem afetar o desempenho do medicamento
(ICH, 2005). Uma forma indesejada na formulagdo pode levar a biodisponibilidades
diferentes, podendo tornar o IFA in(til ou aumentar a sua poténcia a um limite perigoso
(SARMA et al., 2011).

Na tentativa de eliminar ou diminuir os problemas relacionados a presenca de
diferentes polimorfos, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA regulamenta a
resolucdo N° 136 de 29 de maio de 2003 (ANVISA, 2003), solicitando que os fabricantes
informem as formas polimorfas dos principios ativos e suas caracteristicas.

Atorvastatina calcica existe em diversas formas polimorfas, relatadas na literatura
(ROTH, 1987; BRIGGS et al., 1999; KUMAR et al., 2000; MCKENZIE, 2000; ARONHIME
et al, 2003; LIMOR et al, 2004; KRZYZANIAK et al.,2008; SCHAAF et al, 2009),
atingindo um valor maior que 70 polimorfos cristalinos. Algumas delas estdo incluidas em
patentes, que descrevem as diversas modificagcbes cristalinas, bem como o0 processo de
obtencdo (JIN et al, 2010).
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Sendo assim, a caracterizacdo do estado sélido da atorvastatina calcica torna-se um
fator indispensavel no desenvolvimento de uma formulacdo com qualidade biofarmacotécnica

e biofarmacéutica aceitavel.

3.3.1.3 Estratégias de aumento de solubilidade da ATV

ApOs a quebra da patente comercial do medicamento da atorvastatina calcica
(Lipitor®) em 2010, vérias estratégias veém sendo desenvolvidas com intuito de obter uma
formulacdo capaz de manter o farmaco no estado solubilizado no trato gastrointestinal,
aumentando assim a sua biodisponibilidade.

Palanisamy, James, Khanam (2016) prepararam inclusbes da ATV por meio de p-
ciclodextrina. Kadu et al., (2011) desenvolveram uma formulacéo liquida do tipo SEDDS (do
inglés Self-emulsifying Drug Delivery Systems ) contendo Captéx® 335 como fase oleosa,
Twin® 80 e Capmul® MCM como mistura de surfactantes e PEG-400 como co-solvente.
Sonje et al., (2012) mostraram incremento de solubilidade da ATV por meio de sais amorfos.
Kim et al, (2011) obtiveram aumento da solubilidade por meio de nanoparticulas amorfas da
atorvastatina. Yin et al., (2010) demostraram aumento da biodisponibilidade por meio de uma
emulsdo seca da atorvastatina célcica.

Ha et al. (2014) prepararam dispersfes solidas e avaliaram a taxa de liberacdo da
atorvastatina célcica in vitro e in vivo usando dispersdes sdlidas com Soluplus®.  Nasrin
(2014) obtive aumento da taxa de dissolu¢cdo por meio de dispersdes sOlidas da atorvastatina
célcica utilizando poloxamer 407 como carreador. Panghal et al. (2014) obtiveram incremento
da solubilidade por meio do desenvolvimento de dispersdes sélidas usando goma alfarroba
como matriz polimérica. Choudhary et al. (2012) desenvolveram e caracterizaram dispersdes
solidas usando leite desnatado como carreador. Sharma et al. (2012) mostraram aumento da
taxa de liberacdo in vitro da atorvastatina célcica por meio de dispersdes solidas com varios

polimeros hidrofilicos.

3.4 Dispersdes Solidas

O conceito de dispersdo sélida foi introduzido pela primeira vez em 1961 por
Sekiguchi e Obi (LI et al., 2015) e desde entdo vem sendo extensamente estudadas (YANG et
al, 2010; GHOSH et al, 2011; DJURIS et al., 2013;). Chiou and Riegelman (1971) definiu o

termo dispersdo solida como [...dispersdo de um ou mais ingredientes ativos em um carreador
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inerte no estado solido, preparada por meio da fusdo, evaporacdo de solvente ou a combinacdo
de ambos™.]

Na dispersdo sélida, o IFA pode existir na forma cristalina, amorfa e/ou no estado
molecular (QI et al, 2008). Porém, quando um farmaco esta presente apenas no estado
molecular no carreador, um sistema termodinamicamente estavel é formado e passa a ser
denominado de solucdo solida (LI etal., 2015).

As dispersdes solidas podem ter inimeras vantagens e aplicacbes farmacéuticas, sendo
as mais destacadas: a distribuicdo homogénea e uniforme de pequenas quantidades de
farmaco no estado sodlido; estabilizacdo de farmacos instaveis; dispensar compostos gasosos
ou liquidos; produzir formas de liberagdo prolongada e por Ultimo, aumentar
consideravelmente as taxas de dissolucdo do farmaco seja pela diminuicdo do tamanho da
particula, modificacdo cristalina, modificacdo polimorfa ou aumento da molhabilidade e da
porosidade (BARZEGAR-JALALI et al., 2012; ADIBKIA etal., 2013; SHI et al., 2015).

Apesar de tais interesses pelo desenvolvimento das dispersdes sélidas, o numero de
produtos comercializados € extremamente baixo. Isso se deve a dificuldade de transposicdo de
escala, problemas de instabilidade fisico-quimica durante a producdo ou armazenamento,
levando a uma separacdo de fases e recristalizacdo (KAWABATA et al,2011; DAN
SMITHEY et al., 2013). Apenas alguns produtos sédo comercializados (Quadro 1).

Quadro 1 - Dispersdes solidas comercializadas

Produtos IFA Carreador Forma de dosagem
Certican® Everolimo HPMC Comprimido
Casamet® Nabilone PVP Comprimido
Gris-Peg® Griseofulvina PEG Comprimido
Isoptin SR-E® Verapamil HPC/HPMC Comprimido
Nivadil® Nivaldipino HPMC Comprimido
Rezulin® Troglitazona HPMC Comprimido
Kaletra® Lopinavir, Ritonavir PVPVA Comprimido
Intelence® Etravirine HPMC Comprimido
Zelboraf® Vemurafenib HPMCAS Comprimido
Incivek® Telaprevir HPMCAS Comprimido
Crestor® Rosuvastatin HPMC Comprimido
Afeditab CR® Nifedipino Poloxamer/PVP Comprimido
Fenoglide® Fenofibrate PEG Comprimido




36

Prograf®

Sporanox®

Tacrolimus

Itraconazol

HPMC
HPMC

Cépsula

Cépsula

HPMC: Hidroxipropilmetilcelulose; PVP: Polivinilpirrolidona; PEG: Polietilenoglicol; HPC:
Hidroxipropilcelulose; PVPVA: Polivinilpirrolidona/vinil acetato; HPMCAS: Hidroxipropilmetilce lulose/acetato

succinato.

Fonte: Adaptado de KAWABATA etal, 2011; DAN SMITHEY etal.,, 2013; LE-NGOC
VO etal, 2013.

Dependendo do estado fisico do carreador,

as dispersdes solidas podem ser

classificadas em dispersbes amorfas e cristalinas. Ainda, segundo Storpis (2009) e Le-Ngoc

Vo (2013), as dispersdes podem ainda ser classificadas em quatro geracdes de acordo com sua

composicdo (Quadro 2).

Quadro 2 - Classificagdo das dispersdes de acordo com sua composigéo.

dispersdes de liberacdo
controlada.

farmaco no
interior.

Sseu

Carreadores Descrigdo Dissolugéo Estabilidade

Primeira | Cristalino Formagdo de misturas | Baixa taxa de | Baixa

Geragéo eutéticas utilizando | liberacdo, devido a | estabilidade
carreadores  sollveis | natureza cristalina do | devido a
em agua como uréia e | carreador. instabilidade
sorbitol. quando em

meio aquoso.

Segunda | Amorfo Diminuigéo da | Alta taxa de liberacdao | Baixa

Geragéo cristalinidade de | devido a natureza | estabilidade
farmacos por meio da | amorfa do carreador. | devido a
utilizacéo de recristalizacdo
carreadores, como apos a
PVP, PEG e derivados supersaturagéo
de celulose, podendo
formar solucGes
solidas, suspensoes
solidas ou  simples
misturas.

Terceira | Polimero Mistura com| Maiores taxas de | Alta

Geragao surfactante surfactantes (como | liberagdo devido a | estabilidade
Gelucire 14/44, | diminuicdo da tensdo | devido a
polissorbatos e lauril | superficial e aumento | diminuicdo da
sulfato de sédio), para | da molhabilidade. recristalizacdo
aumento da apos saturacao.
solubilidade por meio
da  diminuicdo da
tensdo superficial.

Quarta Polimero Mistura com polimeros | Liberacdo controlada | Boa

Geracdo insoluvel em | de polivinil (como o[ por meio da formacgdo | estabilidade

agua ou polimero | Carbopol) para | de redes reticulares
expansivel formacgéao de | capazes de incluir o
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3.4.1 Carreadores utilizados

Os carreadores escolhidos para o preparo das dispersdes solidas deste estudo foram
PEG 6000, Lauril Sulfato de Sodio, HPMC, Carpobol 940 e Ultrez. Essa escolha baseou-se
em dados da literatura acerca das caracteristicas fisico-quimica e da toxicidade dos
carreadores. Os mesmos devem ser farmacologicamente inertes e ndo tdxico.

Como descrito anteriormente, o tipo de carreador utilizado determina o tipo de
dispersdo sdlida formada. Dessa forma, foram produzidas dispersdes solidas de segunda
geracdo (Atorvastatinas/HPMC; Atorvastatina PEG), terceira (Atorvastatina/ Lauril Sulfato de

Sédio) e quarta (Atorvastatina/carbopol; Atorvastatina/Ultrez).
3.4.1.1 Lauril Sulfato de Sddio (LSS)

O LSS pertence a classe dos surfactantes anionicos (Figura 5). Apresenta ampla
aplicabilidade no ambito farmacéutico, devido a sua alta capacidade de molhabilidade em
toda faixa de pH (ROWE et al., 2009).

Tem a aparéncia de um p6 ou flocos de coloracdo branca ou amarelada, de odor
gorduroso e sabor amargo, se funde em torno de 204-207 °C e possui massa molecular de 288,
38 (ROWE et al., 2009).

Figura 5 - Formula estrutural do LSS
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Fonte: Adaptado de ROWE et al, 2009.

Esta listado no GRAS (Generally Regarded as Safe), sendo considerado como seguro
e incluido no Guia de Ingredientes Inativos do Food and Drug Administration (FDA) em
preparacdes dentérias, capsulas orais, suspensdes, comprimidos e formulagdes de uso tdpico e
vaginal, além de pertencer & lista canadense de ingredientes ndo medicinal aceitavel do
Canada (TAHA et al., 2008; ROWE et al., 2009).
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3.4.1.2 Polietilenoglicol (PEG)

Os polietilenoglicis correspem quem a polimeros de Oxido de etileno com peso
molecular variando de 200-300.000 (Figura 6). Porém, os mais utilizados em dispersdes
solidas sdo os de peso molecular entre 1.500-20.000 (BLEY et al, 2010; LEUNER;
DRESSEMAN, 2010).

Figura 6- Formula estrutural dos PEG’s
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Fonte: Adaptado de ROWE et al, 20009.

Os PEG’s s3o usualmente utilizados em uma variedade de formulagdes farmacéutica,
incluindo preparagdes oftalmica, oral e renal. Em adicdo, podem ser usados como base para
pomadas, plastificante, base para supositorio, lubrificante para comprimidos e capsulas e
como co-solvente (ROWE, 2009; BANDARI et al.,2013).

De acordo com Yam e cols.(2011) polietilenoglicdis sdo excelentes polimeros
biocompativeis e exibem uma combinacdo de propriedades hidrofilicas e lipofilicas.
Dependendo do seu peso molecular, os polimeros de PEG encontram-se como liquidos
viscosos e incolores (peso moleculares inferior a 100 Daltons) como ceras e solidos (peso
molecular inferior de até 10.000.000 Daltons).

3.4.1.3 Hidroxipropilmetilcelulose (HPMC)

O HPMC € um polimero ndo ibnico, derivado da celulose (Figura 7) (RIEKES et al.,
2014). E bastante utilizado em formulacbes farmacéuticas de uso oral, oftalmico e topico.
Além de exercer um importante papel na producdo de formulagBes de liberacdo controlada,
incluindo dispersbes sélidas (ASARE-ADDO et al., 2011).
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Figura 7 - Formula Estrutural do HPMC
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Fonte: Adaptado de ROWE et al, 2009.

Pode atuar nas formulagbes como agente bioadesivo, de revestimento, de liberacdo
controlada, modificada e sustentada; emulsionante; estabilizador; espessante; de aumento da
viscosidade; de formador de pelicula, entre outros (ROWE et al, 2009; SIEPMANN et al,
2013).

3.4.1.4 Carbopol®

Foram utilizados nesse estudo o Carrbopol 940 e o ultrez, os quais diferem apenas em
algumas propriedades fisicas, como a densidade e o0 peso molecular.

Os carpobois sdo polimeros de vinila constituidos de poli cadeias de &cido acrilico
(Figura 8). Apresentam baixa solubilidade em &gua e por essa razdo e a sua capacidade de
formar um sistema reticular capaz de aprisionar o farmaco, sdo Otimas escolhas para a
producdo de dispersbes slidas de liberacdo controlada, (do inglés Controlled release solid
dispersion- CRSD) (HUANG etal., 2006; KELESSIDIS etal., 2012).

Figura 8 - Formula estrutural dos Carbopois
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Fonte: Adaptado de ROWE etal, 2009.
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3.4.2 Preparacdo das Dispersdes Solidas

Existem trés grandes metodos de preparacdo das dispersdes solidas (Figura 9),
incluindo o método da fusdo, o do solente e o fusdo-solvente. Todas estas técnicas
apresentam vantagens e desvantagens e, portanto a escolha de uma deve ser avaliada quanto
as caracteristicas do farmaco em questdo e da forma farmacéutica em geral. Contudo, 0s

métodos de fusdo e do solvente sdo os mais frequentemente utilizados.

Figura 9- Principais métodos de obtencdo das dispersdes soélidas

| Meétodo de Preparacio
| Fusiio | Evaporaciio de Solvente J | Solvente - Fusiio J

4L 4

+ Agitacio em banho de gelo + Spray drying (Atomizacio)

« MeltrexIT™M « Freeze drying (Liofilizacio)
‘ « Congelamento por Aspel'sﬂ « Evaporacio Rotativa
l'\
\_

© TRmrzeotr Lok « Anti-solvente supercritico

+» Co-precipitacio

« Congelamento ultra-rapido

« Secagem a viacuo

+ Agquecimento em placa quente

4
Fonte: adapatado de LE-NGOC VO et al., (2013).

3.4.2.1 Método da Fusao

As primeiras dispersdes solidas para aplicacdo farmacéutica foram preparadas por
Sekiguchi & Obi (1961) usando o método de fusdo. Nesse, o farmaco é fundido no carreador,
logo apos, a mistura é resfriada por diferentes técnicas, como o banho de gelo com agitacdo
ou imersdo em nitrogénio liquido (YAO et al, 2005), dentre outras . Pode também ser
submetido a técnicas patenteadas como a Meltrex ™ (VASCONCELOS et al., 2007). Apesar
da simplicidade, baixo custo de manuseio e auséncia de solventes organicos durante o
processo de obtencdo das dispersbes solidas, esse metodo € limitado para componentes
termossensiveis e carreadores de elevado ponto de fusdo (WU et al., 2011; LE-NGOC VO et
al., 2013).
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3.4.2.2 Método do solvente (Método da evaporacgédo do solvente

No método da evaporacdo de solvente, as dispersdes sélidas sdo obtidas apds a
evaporacdo do solvente a partir de uma solugdo contendo o IFA e o carreador (GURUNATH
et al, 2013). Este método tem solucionado muitos problemas do método anteriormente
citado, relacionado a decomposicdo dos componentes quando submetidos a elevadas
temperaturas. Pois a evaporacdo do solvente pode ser removida sem aquecimento como
ocorre na liofilizacdo. Entretanto, este método apresenta como pré-requisito a escolha do
solvente e/ou co solvente, que deve ser comum para o carreador e o farmaco (LEUNER;
DRESSMAN, 2012).

Os solventes frequentemente utilizados nesse método incluem o metanol, etanol,
acetato de etila, acetona, agua e mistura de solventes. Uma importante desvantagem
correspondentea presenca de remanescente de solvente apds evaporacdo que pode causar
toxicidade além de modificages na estrutura da matriz (LE-NGOC VO et al., 2013).

Semelhante ao método de fusdo, a taxa de solidificacdo determina o estado fisico da
droga na dispersdo sélida. A rapida solidificacdo é sempre preferida para garantir o estado
amorfo da droga. Dessa forma varios métodos veem sendo desenvolvidos para remocdo
rapida do solvente, como a evaporagdo rotativa (LE-NGOC VO et al.,, 2013), secagem por
atomizacdo (spray drying) (ADIBKIA et al., 2013), secagem a vacuo (WANG et al., 2010),
liofilizacdo (GURUNATH et al, 2013), congelamento ultra rapido (OVERHOFF et al.,
2011).

3.4.2.2.1 Spray drying (Atomizac¢éo)

Spray drying é uma eficiente tecnologia para a producdo de dispersfes sélidas por
apresentar uma rapida evaporacdo do solvente, resultando em uma répida transformacdo da
solucdo IFA-carreador para particulas IFA-carreador (PAUDEL et al., 2013). Nessa técnica a
solucdo ou suspensdo dos constituintes da formulacdo € transportada a partir de um recipiente
para o atomizador através de um sistema de bomba, em que serd atomizada em finas goticulas
com grande area superficial que posteriormente forma a dispersdao solida (SOSNIK;
SEREMETA, 2015).

E um dos métodos mais utilizados para a producdo de dispersdes solidas devido &
possibilidade de producdo continua, facil transposicdo de escala, boa uniformidade e relacéo
custo-eficacia em grande escala de producdo (BIKIARIS et al, 2011; SRINARONG et al.,
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2011; DAN SMITHEY et al, 2013). Ha disponivel no mercado produtos de dispersdes
sélidas obtidas por esta técnica, como o Incivek® e o Intelence® (ADIBKIA et al., 2013; DAN
SMITHEY et al.,, 2013).

3.4.2.2.2 Freezing drying (liofilizag&o)

A liofilizacdo pode ser usada como método alternativo para farmacos e carreadores
termossensiveis. Esse método inclui duas etapas: o congelamento e a liofilizacdo. A
velocidade de congelamento é muito importante para o controle da separagdo de fase. O
processo consiste basicamente na imersdo da solugdo IFA-carreador em nitrogénio liquido até
completo congelamento e da liofilizagcdo da solucdo congelada (VAN DROOGE et al., 2014).

A vantagem desse método é o menor risco de separacdo de fase e a desvantagem é que
a maioria dos solventes organicos apresenta baixa temperatura de congelamento, ndo estando
totalmente congelado durante a sublimagdo, resultando em uma ineficiente liofilizacdo
(CHUNG et al, 2012). Desse modo o solvente de escolha nessa técnica € a agua, 0 que

restringe sua aplicacdo para determinados farmacos.

3.4.2.3 Fusdo com solvente

O método de fusdo com solvente correspondentea combinacdo dos métodos fusdo e
evaporacdo com solvente. O IFA é entdo dissolvido em um solvente adequado, misturado
com o carreador fundido, seguido da remocdo do solvente formando assim a dispersdo solida.

A vantagem desse método é a protecdo & degradacdo térmica e a imiscibilidade. A
desvantagem € a limitagdo com IFA de dose terapéutica baixa.

Dos métodos descritos, spray drying e extrusdo a quente Sd0 0S mais comumente
usados por serem facilmente escalonaveis e de grande aplicabilidade.

De maneira geral o melhor critério de escolha do método de preparacdo das dispersdes
solidas deve ser aquele baseado nas caracteristicas fisico-quimica do IFA e carreador (LE-
NGOC VO etal., 2013).
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3.4.3 Métodos de caracterizacao das dispersdes solidas

A caracterizacdo de uma dispersdo solida é uma etapa importante e indispensavel no
desenvolvimento de uma formulagdo. Esta caraterizagdo pode ser dada por meio da utilizagéo
de diferentes técnicas. Porém, a presenca de uma ndo exclui a importancia de outra. A
utilizacdo de uma Unica técnica ndo € suficiente para obter uma caracterizacdo completa.
Assim, sdo utilizadas técnicas termoanaliticas, difracdo de raios-X, espectroscopia do
infravermelho, ensaio de dissolugdo e analise microscOpica para caracterizacdo completa
(SETHIA; SQUILANTE, 2013).

As técnicas termoanaliticas avaliam as caracteristicas do sistema em funcdo da
temperatura. Estas técnicas sdo frequentemente utilizadas na industria farmacéutica como
técnicas répidas e precisa do controle da qualidade e desenvolvimento de produtos (QI et al,
2015), incluindo caracterizacdo térmica (GOMES et al., 2007; WILCZYNSKI et al., 2015),
estudos de estabilidade (MARCINIEC et al, 2004), estudo de compatibilidade e pre-
formulacdo (PROCOPIO et al, 2011), como também qualificacdo de fornecedores. Dentre
elas, a andlise termogravimétrica (TG) e a calorimetria exploratoria diferencial (DSC) séo
bastante utilizadas na caracterizacdo de dispersdo solida (NASCIMENTO et al.,2009).

A DSC é uma técnica pela qual se mede a diferenca de energia fornecida a amostra e a
um material de referéncia, termicamente inerte, em funcdo da temperatura, enquanto a
substancia e a referéncia sdo submetidas a uma programacdo controlada de temperatura. Essa
técnica possibilita acompanhar e obter dados quantitativos quanto as alteracdes fisicas ou
quimicas da amostra, tais como: mudanca de estado fisico, transicbes de fase ou reacdes de
desidratacdo e de decomposicdo (MATOS et al, 2009; SILVA et al., 2009, OLIVEIRA,
2011).

Termogravimetria correspondented técnica na qual a mudanca de massa de uma
substancia é medida em funcdo da temperatura. Esta técnica determina as perdas ou ganhos de
massa de uma substdncia em funcdo da temperatura ou do tempo. As curvas geradas
possibilitam a obtencdo de informagdes quanto a estabilidade térmica da amostra, composicdo
e estabilidade dos compostos intermediarios e do produto final (ARAUJO, 2003; AMICO et
al, 2011).

A difragdo de raios-X foi usado por muitos anos para determinar a cristalinidade de
materiais (CLAS et al,, 1995). Em sistemas farmacéuticos, a cristalografia de raios-X é agora
usado rotineiramente para determinar conjuntos de proteinas de drogas-alvo e otimizar o
planejamento de farmacos (LUNDSTROM, 2006). A difracdo de raios X consiste em uma
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técnica ndo destrutiva e bem estabelecida com uma boa reprodutibilidade. Ela usa uma
guantidade relativamente pequena de amostra e recolhe a maior parte das intensidades
espalhadas a partir da amostra examinada (LU etal., 2001).

A espectroscopia na regido do infravermelho € um tipo de espectroscopia de absorcéo
que usa a regido do infravermelho no espectro eletromagnético. Assim como, as demais
técnicas espectroscopicas, ela pode ser usada para identificar um composto ou investigar a
composicdo de uma amostra, e se baseia no fato de que as ligagbes quimicas das substancias
possuem frequéncias de vibracGes especificas, as quais correspem quem a niveis de energia da
molécula (VIANNA-FILHO etal.,, 2013, ESSID et al., 2015).

O ensaio de dissolugdo permite avaliar a taxa de liberacdo in vitro do farmaco
fornecendo informagdes Uteis para o desenvolvimento de formulagdes para administracdo
oral. Dissolucdo pode ser definida como um processo pelo qual um farmaco é liberado de sua
forma farmacéutica e se torna disponivel para ser absorvido pelo organismo. O ensaio de
dissolucdo é um teste fisico de natureza destrutiva, no qual o farmaco passa para a forma
solivel a partir da forma farmacéutica intacta ou de seus fragmentos e particulas formados
durante o teste, no caso de capsulas e comprimidos. Portanto, a dissolucdo é uma importante
condicdo para absorcao sistémica do farmaco, podendo afetar a biodisponibilidade do mesmo
(ANSEL, 2007, CUFFINE etal., 2011).

O estudo da morfologia externa das particulas € a principal aplicacdo da microscopia
Optica na area farmacéutica. Também se avalia a cristalinidade, mas na maioria das vezes,
apenas quando o ensaio esta descrito nas monografias dos compéndios oficiais. Entretanto a
microscopia 6ptica possui outras aplicacdes, tais como avaliacbes das dimensdes das
particulas e estudo de polimorfismo (polimorfos diferentes desviam a luz polarizada de forma
distinta) (CUFFINE etal.,, 2011).

A microscopia eletrénica de varredura (MEV) é uma técnica Util para a caracterizagdo
dos diferentes efeitos superficiais dos polimorfos e morfologia das particulas. Ela se baseia na
irradiagdo de um feixe fino de elétrons sobre uma amostra. A interagdo entre o feixe e a
superficie da amostra provoca a emissdo de uma série de radiacdes. Na microscopia eletrénica
de varredura, a detecgdo dos elétrons secundarios é responsavel pela imagem de alta resolugdo
da topografia da superficie analisada. O aumento da imagem é muito superior ao obtido pela
microscopia Optica (CUFFINE et al., 2011).
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3.5 Estudo de Estabilidade

A estabilidade é definida como o tempo durante o qual 0 medicamento ou mesmo a
matéria-prima, mantém dentro dos limites especificados, as mesmas condicdes e
caracteristicas que possuiam quando da época de sua estocagem (MARIN et al 2012).

Os fabricantes sdo 0s responsaveis por garantir que 0s medicamentos permanecam
inalterados e que 0S mesmos sejam seguros e eficazes. Para isso, realizam-se os testes de
estabilidade, pois estes sd0 uma maneira de conhecer o comportamento do farmaco ou
medicamento durante seu tempo de utilizagdo (EMEA, 2004), determinar o prazo de validade
dos mesmos, e ainda determinar as condicOes ideais de armazenamento (EMEA, 2004; KOPP,
2006, STENGER, 2011, MAGGIO etal., 2013).

A instabilidade dos produtos farmacéuticos pode dar origem aos produtos de
degradacdo. Estes devem ser notificados, identificados e/ou qualificados quanto ao grau de
toxicidade, por ocasido do registro, pds-registro e renovacdo de registro de medicamentos
junto a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), segundo o Informe Técnico n°
1, de 15 de julho de 2008 (BRASIL, 2008) e a Consulta publica n° 68, de 29 de agosto de
2014 (BRASIL, 2014).

Além dos produtos de degradacdo, o farmaco pode apresentar outras impurezas, como
as misturas racémicas que podem ser geradas durante a sua sintese. Dessa forma, sdo de suma
importancia a identificacdo e qualificacdo destas impurezas, que podem causar efeitos toxicos.
A exemplo encontra-se a talidomida, que durante a sintese sem adequado monitoramento
surgiram os enantibmeros toxicos (STENGER, 2011).

A preocupagdo com a estabilidade de farmacos e medicamentos é crescente, e 0S
orgdos regulatorios vém ampliando suas exigéncias na concessdao do registro de
medicamentos para comercializacdo nos diferentes paises (ICH,1996; 2006; BRASIL, 2008;
2014).

O estabelecimento de normas regulatorias, quanto as impurezas em novos farmacos
tém sido constantemente discutidas e atualizadas por meio de guias internacionais, pelo ICH
(International Conference on Harmonization of Technical Requirements) (EMEA, 2004; ICH
2006). No Brasil, a ANVISA publicou um Regulamento Técnico n° 1 (BRASIL, 2008)
exigindo a notificagdo, identificacdo e quantificacdo dos produtos de degradacdo para o
registro e renovacdo de registros de todos os tipos de medicamentos (referéncia, genérico e
similares), mesmo os j& tradicionais. Estes documentos sugerem as condi¢bes de teste de

estresse as quais 0s produtos devem ser submetidos, bem como determina os limites de
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identificacdo, quantificacdo e qualificacdo das impurezas para cada faixa de dose diaria
ingerida de farmaco.

O estudo de estabilidade requer o emprego de metodologias analiticas validadas que
sejam indicadoras de estabilidade (Métodos Indicadores de Estabilidade-MIE) do analito em
estudo. Testes de degradacdo forcada do analito podem auxiliar no estabelecimento das vias
de degradacdo, na identificacdo dos produtos de degradacdo e na avaliagdo da estabilidade
intrinseca da molécula além de validar a capacidade do método analitico de ser indicativo da
estabilidade da amostra em estudo. A natureza dos testes de degradacdo forcada ou de estresse
ira depender das caracteristicas individuais do farmaco e do tipo de forma farmacéutica
envolvida (ICH, 2006).

O teste de estabilidade é definido como um conjunto de testes desenvolvidos para
obter informacOes sobre a estabilidade de produtos farmacéuticos, objetivando definir seu
prazo de validade e periodo de utilizacgio em embalagem e condicbes de armazenamento
especificadas (BRASIL, 2005).

Atualmente a ANVISA mantém em vigéncia o “Guia para realizacdo de Estudos de
Estabilidade” contido na RE 01 de 2005. Este guia orienta a realizacdo do estudo de
estabilidade acelerada, que consiste num estudo projetado para acelerar a degradacdo quimica
elou fisica de um produto farmacéutico em condicdes forcadas de armazenamento. Orienta
também o estudo de longa duracdo, que correspondentea um estudo desenvolvido para
verificar as caracteristicas fisicas, quimicas, biolégicas e microbiolégicas de um produto
farmacéutico durante e, opcionalmente ap0s o0 prazo de validade. Seus resultados sdo usados
para estabelecer ou confirmar o prazo de validade e recomendagfes de armazenamento.
Orienta ainda o estudo de estabilidade de acompanhamento € projetado para verificar se o
produto farmacéutico mantém suas caracteristicas conforme os resultados obtidos nos estudos

de longa duracéo.

3.5.1 Degradacéo Forcada

Um dos principais objetivos a serem atingidos através dos testes de estresse ou testes
de degradacdo forcada é demonstrar a especificidade ao desenvolver um método indicativo de
estabilidade, sobretudo quando poucas informagBes estdo disponiveis sobre o0s possiveis
produtos de degradacdo. Estes também fornecem informacdes sobre as rotas de degradacdo e
dos produtos formados, que poderiam ser produzidos durante o periodo de armazenamento
(SILVA et al., 2009; STENGER, 2011).
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Para 0 medicamento o planejamento dos estudos deve ser baseado nas propriedades do
farmaco e dos excipientes que serdo utilizados na formulacdo, assim como nas condicdes de
armazenamento. Neste caso, sdo utilizadas condicbes mais severas do que as condicbes do
estudo de estabilidade acelerada, como estratégia para a fase de desenvolvimento da forma
farmacéutica. No entanto, tais exames podem ndo ser necessarios, se for demonstrado que os
produtos de degradacdo ndo sdo formados nas condicOes de estudo de estabilidade acelerada
ou de longa duragdo (ICH, 2003; SILVA etal., 2009).

Alem dos produtos de degradacdo, o farmaco pode apresentar outras impurezas, como
as misturas racémicas que podem ser geradas durante a sua sintese. Nesse aspecto € de suma
importancia a identificacdo e qualificacdo destas, pois podem causar efeitos toxicos, podendo
colocar em risco a vida humana. O estabelecimento de normas regulatérias quanto a
impurezas em novos farmacos tem sido constantemente discutido e atualizado por meio de
guias internacionais (ICH, 2006; STENGER, 2011; SINGH et al 2012).

A ICH traz especificagcdes acerca dos limites dos produtos de degradacdo que podem
surgir durante o armazenamento do produto. Os limites permitidos sdo baseados na ingestdo
didria total do farmaco e sdo separados em limites de notificacdo, identificagdo e qualificacéo.
O limite de notificacdo € definidko como o nivel que deve ser reportado as agéncias
reguladoras a fim de alertar a presenca de produtos de degradagéo; enquanto que, o limite de
identificacdo define-se como o nivel que requer a identificacdo quimica da substancia.
Finalmente, o limite de qualificacdo é o nivel que deve ser testado em estudos toxicol6gicos
para garantir a seguranca do composto. A Tabela 2 apresenta os niveis especificos de produtos
de degradacdo permitidos para o analito em estudo (WATERMAN; ADAMI, 2005; ICH,
2006).
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Tabela 2 - Limites de notificacdo, identificagdo e qualificacdo do(s) produto(s) de

degradacdo no decorrer do estudo de estabilidade

Tipo de limites Dose maxima diaria Limites
- e <lg 0,1%
Limites de notificacéo
>1g 0,05%
1,0% ou 5ug TDI, o que for
<lmg menor
1 mg — 10 mg 0,5% ou 20pg TDI, o que for
Limites de identificacéo menor
0,2% ou 2mg TDI, o que for
10mg -2g menor
>24 0,10%
<10 1,0% ou 50pg TDI, o que for
Mg menor
0,5% ou 200g TDI, o que
Limites de qualificacdo 10'mg — 100 mg for menor
0,2% ou 3mg TDI, o que for
>100mg -29 menor
>24 0,15%

Fonte: Adaptado de ICH, 2006; BRASIL, 2014.
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CAPITULO I

Avaliagdo in vitro de dispersoes solidas da
atorvastatina cadlcica usando, diferentes
carreadores
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4. AVALIACAO IN VITRO DE DISPERSOES SOLIDAS DA

ATORVASTATINA CALCICA USANDO DIFERENTES
CARREADORES.

O proposito desse capitulo foi avaliar a solubilidade de dispersdes solidas de
atorvastatina calcica obtidas por liofilizacdo, comparando os cinco diferentes carreadores
utilizados: Carbopol® 940, hidroxipropilmetilcelulose — HPMC, lauril sulfato de sédio - LSS,
polietilenoglicol (PEG) 6000 e carbopol-ultrez © 20.

As amostras foram denominadas DS-C (usando Carbopol®), DS-U (usando carbopol
ultrez), DS-H (usando HPMC), DS-L (usando LSS) e DS-P(usando PEG 6000).

4.1 MATERIAIS E METODOS
4.1.1 Materiais

A atorvastatina calcica (ATVI- lote 1), insumo farmacéutico ativo, foi obtida a partir
da Gemini IndUstria de Insumos Farmacéuticos LTDA. Os seguintes itens foram utilizados
como carreadores: Carbopol® 940 (Henrifarma), hidroxipropilmetilcelulose — HPMC (Al
chemistry), lauril sulfato de sodio - LSS (Mapric), polietilenoglicol (PEG) 6000 (Henrifarma)
e carbopol-ultrez ® 20 (Fragon).

4.1.2 Métodos

4.1.2.1.Preparacdo das Dispersdes Solidas por Liofilizacdo

As dispersdes solidas usando carbopol (DS-C), carbopol ultrez (DS-U), HPMC (DS-
H), LSS (DS-L) e PEG (DS-P) foram preparadas por liofilizacdo na propor¢do de 1:1 de
farmaco/carreador. Inicialmente foi obtida uma solucdo aquosa, em que o carreador foi
solubilizado em quantidade suficiente de agua, seguido da adicdo do farmaco e submetido a
agitacdo por 10 minutos. Na solucdo com o HPMC foi utilizada quantidade suficiente de LSS
para obter melhor homogeneidade. ApOs a obtencdo das solucBes, as amostras foram
congeladas em um freezer a -20°C durante 24h, seguidas da liofilizacdo por 24h a uma

temperatura de -40°C e vacuo de 1250 mmHg.
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4.1.2.2 Andlise por Difracdo de Raios-X do P6 (PDRX)

Para analise por PDRX foi utilizado um difratdmetro Bruker AXS modelo D5000
(Siemens), tubo emissor de cobre (1,54060 A), geometria 6-20, tensdo aplicada de 40 KV,
corrente de 30 mA, 01 =5° 0f=45° tamanho de passo de 0,02, velocidade de 20°/min.

O grau de cristalinidade foi calculado através do software DIFFRAC SUITE TOPAS
4.2 (Bruker), da ultima geracdo de softwares que utiliza os principios do método de Rietveld.
A 4rea mtegrada de cada pico cristalino foi calculada com uma funcdo de pico Pardmetro
Fundamental, numa faixa de angulo de 5 a 40° 26. A area de contribuicdo do ruido de fundo
foi estimada usando um polindmio de quinta ordem.

Os picos cristalinos nas dispersdes solidas foram selecionados baseados no padrio de
difragdo de ATV fornecidos na literatura. A contribuigdo amorfa foi calculada com dados de

regido do difratograma em forma de halo, tendo a intensidade integrada.

4.1.2.3 Andlise Morfolégica

A morfologia da ATVI e suas dispersdes solidas foram analisadas usando um
microscopio Optico digital (HIROX - KH-7700).

4.1.2.4 Uniformidade de Contetdo

A uniformidade de conteldo das dispersdes solidas foi obtida a partir do doseamento
das amostras. Uma quantidade equivalente a 20mg de ATVI, na proporcdo 1:1 foi pesada e
diluida em &gua destilada, seguida de filtracdo em fitro de seringa de 0,45 pm. A solucdo
produzida foi lida em espectrofotometro UV/is, no modelo 1650PC, marca Schimadzu,

usando um comprimento de onda de 245nm.

4.1.2.5 Estudo de Solubilidade

O estudo de solubilidade foi conduzido de acordo com o método reportado por
Higuchi e Connors (1965), com modificacbes. Os resultados foram obtidos em triplicata a
partir da adicdo de quantidades em excesso da ATVI em agua destilada (20mg/25mL de
agua). As solucdes foram agitadas constantemente a 100 rpm em incubadora de bancada com

agitacdo orbital (Shaker) — modelo TE 420, marca Tecnal, e mantidas a temperatura constante
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de 37°C. Apds 60 minutos, as amostras foram filtradas em membranas de 0,45 pm e

analisadas no espectrofotdmetro UV- 1650PC - Schimadzu a 245nm.

4.1.2.6 Perfil de Dissolucdo

O perfil de dissolucdo foi realizado utilizando um dissolutor (Nova ética 299) e o
aparato Il da USP (pa). As amostras equivalentes a 20mg de ATV dos trés lotes foram
submetidas a dissolugdo no interior de capsulas de gelatina e mantidas em rotacdo de 50 rpm e
banho de temperatura de 37+0,5 °C, durante 60 minutos. Aliquotas de 5mL foram retiradas
em intervalos de tempo predeterminado (no intervalo de 5 a 60 minutos), filtradas em filtros
de seringa de 0,45 pm e analisadas no espectrofotdmetro UV (UV- 1650PC - Schimadzu) a

245nm. O ensaio foi realizado em triplicata.

4.2 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.2.1 Anédlise por Difracdo de Raios-X do pé (PDRX)

Os resultados da analise por PDRX de ATV e suas dispersdes sélidas esta demostrado
na Figura 10. O padrdo de difracdo do farmaco apresentou picos numerosos, intensos e
definidos com angulos de difracdo de 8, 94; 9,23; 10,06; 16,82; 19,25; 21,38 e 23,109,
compativel com material cristalino. Estes achados corroboram com o padrdo de difracdo do
polimorfo | da ATV descrito na literatura (BRIGGS et al.,1999; SONJE et al., 2010).
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Figura 10 - Difratogramas da ATVI e de suas dispersdes sélidas
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Os difratogramas de DS-U, DS-C e a DS-H revelaram um perfil amorfo, sendo
confirmado pelo resultado do grau de cristalinidade com valores de 18, 18,09 e 16,69%
respectivamente. De modo diferente, os difratogramas DS-L e DS-P apresentaram um perfil
cristalino, sendo confirmado pelo resultado do grau de cristalinidade, com resultados de 61,82
e 68,07%, respectivamente e semelhantes a ATV, que apresentou um valor de 66,62%.

Esses resultados demonstram que houve maior influéncia da técnica de preparacdo
com relacdo a estrutura cristalina de DS-U e DS-C, em que verifica uma modificacdo
cristalina da ATV nessas dispersoes.

Loh; Tan; Peh (2014) preparam dispersées sélidas de norfloxacino usando carbopol®,
como carreador e obtiveram padrfes de difracdo caracteristicos do farmaco utilizado, nédo
alterando sua estrutura cristalina. As dispersfes foram obtidas por meio da evaporagdo de

solvente a temperatura de 40°C. Esses achados podem ser indicativos de que a modificacéo
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cristalina encontrada nas dispersdes DS-U e DS-C neste trabalho esteja relacionada com a
técnica de obtencdo, embora os farmacos de ambos os trabalhos sejam diferentes.

Padroes de difracdo semelhantes a amorfizacdo da ATV nas dispersdes DS-U e DS-C
foram encontrados em Kim et al. (2008), em que por meio do spray drier obtiveram amorfos
da ATV. Zhang et al. (2009) produziram amorfos micronizados de ATV usando HPMC
como carreador. Estes amorfos foram obtidos por meio da precipitacdo com antisolvente
seguida da secagem por spray drier.

Kim et al (2013) obtiveram dispersbes sélidas amorfas da ATV usando HPMC e PVP
(polivinilporrilidona) como carreadores, por meio da utilizacdo do processo super critico. Ha
et al(2014) produziram dispersdes solidas amorfas da ATV usando Soluplus® como

carreador, por meio da secagem por spray drier.
4.2.2 Uniformidade de contetido

As dispersbes solidas apos serem produzidas foram submetidas a andlise de teor do
farmaco por meio da espectroscopia do UV e obtiveram valores entre 32-97% (Tabela 3) da

concentragdo tedrica (curva de calibragdo y=0,0399x- 0,0059; R*= 0,9996).

Tabela 3- Valor do teor das dispersdes solidas da ATV

Amostras Proporgédo Concentracao Teor (%)
tedrica
(Mg. mI™)

DS-L 11 20 91+0,93
DS-P 11 20 97+0,54
DS-H 11 20 7910,74
DS-C 11 20 37+0,48
DS-U 11 20 32+0,80

Média dos valores (n=3) + desvio padrdo

N&o ha monografias em compéndios oficiais que tratam das especificacbes dos valores
do teor da ATV em formulaces. Dessa forma, os valores aqui encontrados foram comparados
com os valores encontrados na literatura.

Narasaiah et al (2010) produziram dispersGes solidas usando PEG 6000 como
carreador com teor na faixa de 95-99%. Choudhary et al (2012) encontraram valores de teor

da ATV em dispersdes solidas, usando proteinas do leite como carreadores numa faixa de 96-
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102. Panghal et al (2014) obtiveram dispersdes com faixa de teor entre 92-104%. Rani et al
(2014) desenvolveram dispersdes solidas na faixa de teor entre 91-99%.

Verifica-se na Tabela 3 que apenas as amostras DS-P e DS-L apresentaram valores de
teor superior a 90%. O baixo teor das demais pode estar relacionado com as propriedades dos
carreadores que serdo discutidas nos itens 4.2.4 e 4.2.5, além da falta de uniformidade dos
componentes ou ainda suas solubilidades, uma vez que tanto a ATV como 0s carbopois séo

insollveis em agua.
4.2.3 Estudo de Solubilidade

A concentracdo esperada, caso a dosagem de 20mg estivesse completamente
solubilizada em meio aquoso, seria de 0,8 mg.mL™. Os resultados do estudo de solubilidade
estdo apresentados na Tabela 4, em que ATV apresentou solubilidade de 0,30 mg/mL + 0,19
em meio aquoso, o que correspondentea 35,5% da solubilidade do farmaco.

Tabela 4 - Solubilidade aguosa da ATV

Amostra Solubilidade Aquosa Aumento de Solubilidade
(mg.mL™) (%0)

ATVI 0,30 £ 0,001 -

DS-H 0,30 £ 0,014 0,00

DS-C 0,07 £ 0,005 0,00

DS-U 0,05 £ 0,008 0,00

DS-P 0,50 £ 0,005 66,7

DS-L 0,50 + 0,056 66,7

Média dos valores (n=3) + desvio padrdo

Com relacdo as dispersdes sdlidas, DS-H apresentou solubilidade igual a do farmaco;
DS-C e DS-U apresentaram solubilidade inferior ao farmaco e DS-P e DS-L aumentaram a
solubilidade do farmaco, ambas com valor de 66,7%.

Desse modo observou-se que o0s carreadores influenciaram de forma diversa a
solubilidade do farmaco nas dispersdes solidas, sendo os melhores resultados apresentados
por DS-P e DS-L, com resultados semelhantes ao valor de solubilidade proposto (62,5% do
valor teorico), caso o farmaco estivesse completamente solivel no meio. Pode-se dizer que
PEG e LSS foram capazes de promover o aumento de solubilidade aquosa do farmaco, com a
técnica de preparagdo de dispersdo sélida utilizada.

Os resultados encontrados foram comparados com os de perfil de dissolugéo.
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4.2.4 Perfil de Dissolugédo

Os perfis de dissolucdo das dispersbes solidas e da ATV sdo mostrados na Figura 11,
em que apenas as dispersdbes DS-L e DS-P apresentaram um aumento na velocidade e
extensdo da dissolucdo em relacdo ao farmaco em 60 minutos, resultados semelhantes aos
encontrados no estudo de solubilidade. As demais dispersdes soOlidas mostraram um menor
desempenho.

Os valores médios do percentual de liberagdo com os respectivos desvios-padrdo para

cada uma das amostras avaliadas encontram-se na Tabela 5.

Figura 11 - Perfil de dissolucdo da ATVI e suas dispersdes solidas
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Tabela 5 - Valores médios do percentual de liberacdo de ATVI e do farmaco nas

dispersoes sélidas (+ desvios-padrdo) em funcdo do tempo (min)

Tempo ATVI DS-H DS-C DS-U DS-P DS-L
(min) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
5 119 £0,12 7,60+0,03 5,2+0,00 4,8+0,23 22,5+0,08 65,5+0,10
10 24,2+0,02 21,1+0,09 10,4+0,01  11,2+0,02  39,8+0,10 85,5+0,01
15 37,6+0,06 454+0,04 142+0,04 13,6002  64,6+0,07 89,6+0,01
30 59,5+0,08 48,5+0,05 24,1004  231+0,02  83,6+0,10 90,8+0,01
45 66,8+0,12 53,0+0,12 314+004  28,6+0,02  87,2+0,09 91,1+0,00
60 67,5+0,09 59,8+0,08 37,6+0,04  322+0,01  97,4+0,04 90,9+0,01

Média dos valores (n=3) + desvio padréo.
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A andlise de variancia (P < 0,05) revelou diferencas significativas entre as amostras,
tendo a velocidade de liberacdo aumentado na seguinte ordem: DS-P > DS-L > ATV > DS-H
> DS-C > DS-U.

As amostras DS-U e DS-C apresentaram carater amorfo, conforme discutido no item
4.2.1. Desse modo, as referidas amostras deveriam apresentar uma velocidade de dissolugédo
maior, quando comparadas ao farmaco, uma vez que um solido amorfo apresenta maior
solubilidade, por ter um arranjo molecular com ligacbes mais fracas que o arranjo cristalino
(SINKO 2008; LAITINEN et al,, 2013). No entanto, essas dispersfes solidas apresentaram 0s
menores valores no perfil de dissolucdo. Esses resultados demonstram que a amorfizacdo do
material ndo foi eficiente para promover o aumento de solubilidade do farmaco.

Os carbopois sdo polimeros de vinilo constituido de poli cadeias de acido acrilico que
tendem a formar um sistema reticular capaz de incluir o firmaco no seu interior, impedindo
sua liberacdo imediata. Esses carreadores sdo insoliveis em solugdes aquosas e por essa razdo
sdo utilizados na obtencdo de dispersdes sdlidas de liberacdo controlada (LE-NGOC VO et
al., 2013).

Isso explica o porqué de em 60 minutos as amostras DS-U e DS-C terem apresentados
apenas uma liberacdo de 32,2 e 37, 6% respectivamente (OZEKI et al., 2000; KELESSIDIS et
al, 2011), além de ter formado um complexo com a capsula impedindo a desintegracdo da
mesma, como Visualizado experimentalmente.

A amostra DS-H apresentou comportamento semelhante as demais dispersdes solidas
citadas anteriormente. No entanto, esse achado pode estar relacionado com a capacidade do
HPMC em se gelatinizar e aumentar a viscosidade quando em solucdo e a 37 °C (LARSSON
et al, 2010, PYGALL et al., 2011). Por essa razdo 0 HPMC é muito utilizado em formulagdes
com liberagcdo controlada (RIEKES et al.,2014).

Kim et al. (2013) obtiveram aumento do perfil de dissolugdo da ATV por meio de
disperséo solida, usando HPMC como carreador. Esse aumento foi de aproximadamente 80%,
em 30 minutos. Alam et al. (2011) produziram dispersdo sélida da ATV usando HPMC, capaz
de liberar 80% do farmaco em 60 minutos.

De acordo com a Tabela 5, verifica-se que a DS-H apresentou apenas uma liberagéo de
59,8 % em 60 minutos, ao contrario dos desempenhos obtidos pelos autores citados
anteriormente. Dessa forma, esse menor perfil de liberacdo da ATV pode estar relacionado a
técnica de obtencdo das dispersbes, uma vez que as técnicas utilizadas nos trabalhos
anteriores foram antisolvente supercritico e evaporacdo de solvente a temperatura ambiente,

respectivamente. Ademais, esse achado pode ainda estar relacionado com a presenca do LSS
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utilizado na amostra DS-H como cosolvente. E relatado na literatura interacbes entre éteres de
celulose e LSS, como sera discutido com mais detalhes no item 4.2.5.

Com relacdo a DS-L e DS-P os resultados indicaram que a velocidade de dissolucdo
foi aumentada, o que ndo ocorreu com as demais dispersdes sélidas. Ao final dos 60 minutos,
ambas mostraram valores semelhantes, de 90,9 e 97,4%, para DS-L e DS-P, respectivamente
(aumento de dissolucdo do farmaco em torno de 140 %). Porém, a DS-P liberou o farmaco de
forma gradativa, ao contrdrio do que ocorreu com a DS-L, em que ocorreu uma rapida
liberacdo ja em 5 minutos (65,5%), em detrimento de DS-P que liberou 22,5% no mesmo
tempo. Esse € um achado importante, que ndo foi possivel visualizar no estudo de
solubilidade, podendo esta dispersdo solida ser escolhida no caso de haver a necessidade de
um com liberagdo mais rapida enquanto que a DS-P poderia ser a escolhida no caso de se
necessitar uma liberacdo mais lenta.

Os mecanismos que justificam o perfil de liberacdo diferenciado em DS-P e DS-L ndo
estdo relacionados a uma amorfizacdo, como ja discutidos em 4.2.1. No caso de DS-L é
possivel que seja por um mecanismo de formacdo de micelas em solucdo ou de
molhabilidade. Segundo Le-ngoc vo et al, (2013) agentes tensioativos ou emulsionantes,
como LSS sdo capazes de melhorar a molhabilidade e impedir a precipitacdo devido a
supersaturacdo ao absorver para a camada externa as particulas de farmacos ou formar
micelas capazes de encapsular farmacos. Esses achados podem estar relacionados com o

possivel mecanismo de aumento de solubilidade da ATV em DS-L.

4.2.5 Analise Morfoldgica

Ao analisar os resultados da analise morfologica observou-se que ATVI mostrou-se
como aglomerados cristalinos (Figura 12 A) e que as dispersbes sdlidas apresentaram
modificacbes morfologicas em relacdo as particulas do farmaco.

As DS-U e DS-C apresentaram morfologia semelhante, ambas apresentaram estruturas
achatadas e irregulares. As amostras DS-L e DS-P (Figura 12 E e 12 F, respectivamente)
apresentaram-se como pequenos aglomerados dispersos, porosos e densos. Segundo Sinko
(2008), particulas porosas podem adsorver gases e vapor d’dgua em seus intersticios,
promovendo o0 aumento da dissolugdo de seus componentes. Essas caracteristicas
possivelmente conferiram uma maior velocidade de liberacdo do farmaco o que justificariam
0 aumento da velocidade de dissolucdo, em que uma liberagdo mais rapida de DS-L poderia

ser explicado por uma contribuicdo, tanto de formacdo de micelas em solugdo, quanto da
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morfologia porosa. Quanto a velocidade de liberacdo de DS-P poderia ser justificada pela
morfologia.

A amostra com DS - H (Figura 12 D) apresentou particulas em grandes blocos, densos
e opacos. Essa morfologia provavelmente é resultado da interacdo entre o HPMC e o LSS
utilizados na formulacdo. Sdo relatados na literatura interacdes entre éteres de celulose e
surfactantes anionicos. Essa interacdo resulta na formacdo de grandes aglomerados por meio
da formacdo de uma rede tridimensional do polimero que se torna insolivel, devido a
reorientacdo das moléculas de &gua em torno das regides de substituicdo hidrofobica
(PYGALL et al.,, 2011; SILVA et al., 2011; CALEJO et al.,2012). Essses achados justificam a

menor taxa de liberacdo da ATV na amostra DS-H obtida nesse trabalho.



Figura 12 - Fotomicrografias obtidas por microscopia optica da ATVI (A),

DS-U (B), DS-C (C), DS-H (D), DS-P (E) e DS-L (F)
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4.3 CONCLUSAO

A partir dos dados obtidos, conclui-se que o método da liofilizacdo € eficaz para
producdo de dispersbes sdlidas capazes de aumentar consideravelmente a taxa de liberacdo da
ATV. Porém, nem sempre as dispersbes amorfas sdo as responsaveis pelos maiores
desempenhos de solubilidade. Nesse trabalho, as formulagdes DS-L e DS-P apresentaram as

maiores performances de liberacdo, apesar do elevado grau de cristalinidade.
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CAPITULO II

Caracterizagdo da atorvastatina calcica de
diferentes lotes por técnicas analiticas
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5. CARACTERIZACAO DA ATORVASTATINA CALCICA DE
DIFERENTES LOTES POR TECNICAS ANALITICAS

A maioria dos Insumos Farmacéuticos Ativos (IFA) pode existir em diferentes formas
de estado sdlido como polimorfos, solvatos, e estado amorfo. Estas formas soélidas podem
diferir amplamente em suas propriedades fisico-quimica, mecénica e biofarmacéutica, e,
assim, podem influenciar na qualidade, seguranca e eficAcia do medicamento.

Sabendo qua a ATV exite no estado solido em mais de 70 formas polimorfas, esse
capitulo se prop6s a caracterizar o estado sOlido dos trés lotes diferentes usados para o

desenvolvimento das dispersdes solidas do capitulo | e IV.

5.1 MATERIAIS E METODOS
5.1.1 Materiais

Para esse estudo foi utilizada a atorvastatina calcica de trés lotes diferentes (ATVI,
ATVII, ATVIII respectivamente), obtidas da empresa Gemini (ATVI) e Fragon IndUstria de
Insumos Farmacéuticos Ltda (ATVI e ATVIII).

5.1.2 Métodos

5.1.2.1 Analise de espectroscopia no infravermelho (FT-IR)

Os espectros FT-IR da ATV pura e das dispersdes solidas foram obtidos usando um
modelo de sistema da Shimadzu IR Prestige-21. As amostras foram previamente preparadas
com brometo de potéssio na proporgdo de aproximadamente 1.5 (amostras: KBr). Os discos
de KBr foram preparados por meio da compressdao do p6 em uma prensa hidraulica, com uma
pressdao de 9 toneladas e digitalizada contra o branco do KBr em nimeros de onda em um
intervalo de 400 a 4000 cm™,

5.1.2.2 Difracdo de Raios-X do p6 (PDRX)

Os padrbes de difracdo da ATV de todos os lotes foram analisados usando a mesma

metodologia ja descrita em 4.1.2.2.



64

5.1.2.3 Analises Calorimétricas

5.1.2.3.1 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

As analises foram feitas utilizando um calorimétrico diferencial exploratério, DSC 50
da Shimadzu, calibrado com indio (PF: 156,6 °C; AHfus = 28,54 J.g'l) e zinco (PF: 419,6 °
C). As amostras foram hermeticamente fechadas em cadinhos de aluminio com 2mg e
aquecidas na razio de aquecimento de 5, 10 e 20 °C.mint até 230°C, em atmosfera de
nitrogénio.

As curvas foram analisadas por meio do programa TASYS da Shimadzu para analisar
0s eventos endotérmicos e exotérmicos. Os valores negativos da entalpia fazem referencias
aos processos endotérmicos.

Adicionalmente, procedeu-se a realizacdo do DSC-fotovisual da ATV dos trés lotes
por meio do calorimetro Shimadzu, modelo DSC-50, acoplado a um sistema fotovisual da
Shimadzu com cémara Sanyo, modelo VCC-D520, conectado a um microscopio Olympus,
modelo SZ-CTV60. As amostras foram acondicionadas em uma panelinha de aluminio e
submetidas ao aquecimento na razio de 10°C.min™ até 450°C, sob as mesmas condicdes do
fluxo de nitrogénio do DSC convencional. As imagens registradas foram capturadas, em

tempo real, pelo programa Asymetrix DVP 4.0 para observar as transicbes de fase na amostra.

5.1.2.3.2 Termogravimetria (TG)

As curvas de TG foram obtidas utilizando uma termobalanca Shimadzu, modelo TGA
50H, sob atmosfera ndo inerte, com fluxo de 20 ml.min™ As amostras foram acondicionadas
em cadinhos de alumina aquecidas na razio de 10°C.min* até 900°C. Foi utilizada massa de
3,0 mg (x 0,003).

O equipamento TG foi calibrado usando oxalato de calcio monoidratado. As curvas
foram analisadas pelo programa TASYS da Shimadzu para analisar as etapas de perda de

massa.
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5.1.2.4 Perfil de Dissolucdo

O perfil de dissolucdo foi realizado utilizando equipamento, material e metodologia ja
descritos no item 4.1.2.6.

5.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.2.1 PDRX

Observam-se na Figura 13 os difratogramas obtidos dos diferentes lotes da ATV.
Verifica-se que todos os lotes apresentaram 0s mesmos sinais no difratograma, 0 que

demonstra se tratar da mesma estrutura cristalina.

As amostras mostraram picos intensos e definidos em 26 com valores de 8, 94; 9,23;
10,06; 16,82; 19,25; 21,38° e 23,100, correspondentes a forma | da ATV que apresenta
picos intensos e definidos em angulos de 9,03; 9,39; 10,12; 16,89; 19,5°; 21,58 e 23,3°
(BRIGGS et al., 1999). Nenhum pico extra foi observado nas amostras sendo

sugestivo da pureza da forma cristalina. Porém, observa-se uma elevada contribui¢éo

amorfa.

Figura 13- Difratogramas dos trés lotes da ATV
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Na Figura 14 visualiza-se o padréo de difracdo da forma | dos polimorfos da ATV. Ao
comparar esse achado com os resultados das amostras, verifica-se que todos os lotes tratam-se
da forma | dos polimorfos da ATV (BRIGGS et al., 1999; SONJE et al., 2010).

Figura 14- Difratograma do polimorfo | da ATV
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Fonte: Adaptado de US 5.969,156 (1999)

Shete et al., (2010) caracterizaram o estado solido de amostras comerciais cristalinas e
amorfas da ATV com intuito de destacar a diversidade nas propriedades do estado solido
disponivel no mercado indiano e fornecer informacdes valiosas para futuros formularios de
especificagdes. Doze amostras foram obtidas para caracterizacdo, entre elas seis eram
cristalinas. Dessas, cinco amostras apresentaram padrdes de difracdo correspondentes a forma
| dos polimorfos da ATV, com éangulos de difracdo de 9,07°; 9,41° 10,18° 10,46° 11,769
12,10° e 16,96°.

5.22FTIR

Os espectros de infravermelho obtidos para os diferentes lotes da ATV foram

apresentados na Figura 15. As principais bandas de absorcdo caracteristicas do farmaco,
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descritas na literatura e mostradas na Figura 16 para a forma I, foram observadas em todos os
lotes selecionados.

Transmitancia (%)

Figura 15- FTIR espectro da ATVI, ATVII e ATVIII
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As bandas de absorcdo da ATV no espectro de FTIR foram avaliadas na regiao O-
H(3650-3200 cm*), C-H sp? (3050-3010 cm'), C-H sp® (3300-2750 cm'!), C=0 (1800-1600
cm't), C=C (1600-1400 cm™), C-O (1300-1000 cm*) e C-F (1400-1000 cmi™).

De acordo com a Tabela 6, todas as amostras apresentaram picos caracteristicos da

ATV e semelhantes ao polimorfo 1.

Tabela 6- Dados dos espectros do infravermelho da ATVI, ATVII e ATVIII

Bandas Sonje etal., ATVI ATVII ATVII
(2010)
O-H 3365 3364 3370 3370
C-H sp2 3042 3046 3058 3058
C-H sp3 2903 2930 2930 2941
C=0 1651 1651 1651 1651
Cc=C 1600-1400 1600-1400 1600-1400 1600-1400
C-O 1319 1318 1319 1318
C-F 1159 1159 1159 1159
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Figura 16- FTIR espectra da forma | da ATV
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Fonte: Adaptado de Sonje et al. (2010)

5.2.3 Anélise calorimétrica

5.2.3.1 DSC

As técnicas de DSC e TGA isoladamente, ndo sdo suficientes para a identificacdo da
ATV, devido a auséncia de dados, uma vez que a caracterizacdo das formas solidas descritas
em patentes é feita apenas por meio das técnicas DRX e ressonancia magnética nuclear
(RMN) (SKORDA; KONTOYANNIS, 2008, ANTONIO, 2010).

As curvas de DSC (Figura 17) da ATV apresentam dois eventos endotérmicos: o
primeiro na faixa de 50-140°C e o segundo em torno de 160°C, corroborando com os achados
da literatura (SONJE et al, 2010; CHOUDHARY et al, 2012; PANGHAL et al, 2014,
JAHANGRI et al., 2015). Segundo Jahangiri et al (2015) o primeiro pico correspondentea
perda de &gua ou desidratacdo, o qual é caracteristico da forma triidratada do polimorfo | da
ATV, e o segundo a fusdo do farmaco. Breitkreitz (2010) descreve em seu trabalho que essa
perda de &gua se d& em duas etapas: uma até 70°C correspondente a perda de agua de
superficie e outra na faixa de 100-120°C correspondente a perda de dgua de hidratacéo.
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Figura 17- Curvas de DSC dos trés lotes nas razdes de 5, 10 e 20 °C. min™* de

aquecimento
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De acordo com a Tabela 7, verifica-se que houve aumento da temperatura de fusdo e
da entalpia para cada lote, a medida que a razdo de aquecimento foi aumentada. Ademais,
percebe-se que o0s eventos de fusdo sdo melhores visualizados em razbes mais altas, com
surgimento de picos mais amplos e definidos.

Essas variacbes j& foram descritas por Bernal et al. (2002), que observaram a
intensificacdo da magnitude dos picos com 0 aumento da razdo de aquecimento e consequente
aumento na relacdo variacdo da entalpia/variacdo da temperatura. Esse aumento é justificado
pelo maior nimero de reacfes que ocorrem com aumento da entalpia. Verifica-se uma
variacdo dos valores minimo e maximo da entalpia de fusdo de -9,24 a -50,79 J.g* para a
ATVI, -10,26 a -65,53 J.g* para a ATVII e -17,58 a -75,75 J.g''para a ATVIII (Tabela 7)
conforme aumenta-se arazdo de 5 para 20 °C.

Shete et al, (2010) submeteram a ATV a diferentes razdes de aquecimento e
obtiveram picos amplos, com Tonset deslocada para valores maiores conforme se aumentou a
razdo. Segundo o0s autores, em razbes baixas de aquecimento, o pico de fusdo do farmaco
apresenta-se mais largo, menos intenso e ndo definido (apresentando ombros). Este fato esta
relacionado a reorganizacdo molecular que ocorre em temperaturas baixas, devido o maior
tempo de andlise. Por outro lado, em razdes maiores, o pico de fusdo da ATV se torna Unico
(sem ombros), definido e com Tonset na faixa de 150-160 °C. Esses dados estdo em
conssonancia com resultados encontrados nesse trabalho e apresentados na Figura 17 e Tabela
7, ou seja, as amostras apresentaram picos mais amplos e definidos na razio de 20 °C. min*
com Tonset na faixa de 156-168 °C.
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Tabela 7- Faixa e entalpia de fuséo da ATVI, ATVII e ATVIII nas diferentes razbes de

aquecimento

ATVI
Razdo ° T onset °T pico ° T endset Energia
3.97)
5 151,86 156, 22 160,24 -9,24
10 155,76 160,65 170,46 -14,39
20 157,44 164,72 173,69 -50,79
ATVII
Razao °T onset ° T pico ° T endset Energia
(.9
5 154,91 158,61 161,67 -10,26
10 154,15 164,34 174,78 -56,51
20 156,23 172,63 183,04 -65,53
ATVIII
Razao ° T onset ° T pico ° T endset Energia
3.97)
5 155,34 158,97 163,35 -17,58
10 153,39 160,67 169,8 -40,1
20 168,63 168,63 180,73 -75,75

Bernal et al,, (2002) relata em seu

trabalho que em razbes elevadas de aquecimento,

pode ocorrer mascaramento de eventos, por sobreposicdo de picos. Essa afirmacdo é

condizendo com as curvas de DSC (Figura 17), em que apenas na razio de 5 e 10 °C.min™ é

possivel visualizar o evento de transicdo vitrea da ATV, caracterizado por uma sutil projecdo

da linha de base. Sendo observado em todos os lotes na razio de 5 °C.min"t. Esse evento
ocorreu na temperatura de 134,67 °C; 130,57 °C e 124,14 °C para ATVI, ATVII e ATVIII

respectivamente.



71

A transicdo vitrea da ATV ja € relatada na literatura para amorfos do farmaco (SHETE
et al, 2010, SONJE et al., 2011). Verifica-se na Figura 13 que a ATV apresenta uma elevada
contribuicdo amorfa. Dessa forma, a transicdo vitrea observada nas amostras pode estar
relacionada com a presenca de sdlido amorfo. Sonje et al (2011) obtiveram diferentes Tg
(temperatura de transicdo vitrea) para os trés sais amorfos produzidos: o sal de célcio
apresentou Tg de 147, 7°C, o sal de magnésio Tg 107,49 °C e o sal de sddio Tg 96, 66°C.
Shete et al (2010) encontraram para os amorfos da ATV uma Tg de 140°C. Esses eventos ndo
foram acompanhados de perda de massa no TG convergindo com o0s resultados aqui
apresentados.

5.232TG

As curvas termogravimétricas dos trés lotes da ATV sdo mostradas na Figura 18.
Observa-se que todas as curvas se sobreposeram, apresentando o mesmo perfil térmico. Os
dados do TG confirmaram os dados do DSC.

A ATV apresentou nove etapas de degradacdo, sendo a primeira e a segunda
correspondente a uma perda de massa de 4,4 % entre as temperaturas de 50 a 144°C. Segundo
Kim et al. (2008) o valor tedrico da perda de massa do triidrato da ATV é de 4,46%. Dessa
forma, essa perda de massa observada nas primeiras etapas indica perda de agua e a presenca
do triidrato.

Shete et al (2010) obtiveram em suas curvas termogravimétricas, resultados
semelhantes a este trabalho. Segundo os autores, a primeira e a segunda etapa foram
relacionadas a perda de agua, sendo a primeira relacionada a perda de agua ligada e a segunda
a perda de agua de hidratacdo. A primeira etapa se deu na faixa de 80-125°C com perda de
2,84% e a segunda na faixa de 141 a 147 °C com perda de 1,55%. Esses dados corroboram
com os obtidos neste trabalho, em que a primeira perda de agua se deu na faixa de 50-120 °C

com perda de 3% e a segunda na faixa de 140-144 °C com perda de 1,4%.
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Figura 18- Curvas termogravimétricas dos trés lotes da ATV na razdo de aquecimento
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Os picos observados na curva DSC (Figura 17) na temperatura de 160°C para ATVI e
ATVIIIl e 164 °C para ATVII ndo é acompanhado de perda de massa no TG (Figura 18 e 19),
indicando se tratar de um processo fisico atribuido a fusdo do farmaco.

O inicio da decomposicdo ocorreu logo apés a fusdo do farmaco (Figura 19),
apresentando uma maior perda de massa apds 200 °C, devido a degradacdo do farmaco,
sendo, portanto, possivel trabalhar até essa temperatura sem que ocorra degradacdo térmica.
Esse evento ndo foi visualizado no DSC devido & faixa utilizada na andlise ser até 230.
Porém, Zerbini (2010) atribuiu a degradacdo do farmaco a um processo endotérmico,
observado na temperatura de 250°C no DSC. A (ltima etapa de degradacdo das amostras se
deu na temperatura de aproximadamente 650 °C. As amostras exibiram valores elevados de
produtos ndo degradaveis com valor em torno de 15%, sendo estes possivelmente

relacionados a formacdo de oxalato de calcio.
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Figura 19- Curvas termogravimétrica e calorimétrica da ATV na razdo de aquecimento
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5.2.3.3 DSC fotovisual

Foi realizado o mapeamento do perfil térmico dos trés lotes da ATV por meio do DSC
fotovisual, em que foi possivel visualizar em tempo real as mudangas quimicas e fisicas que
ocorrem com a ATV, quando submetida a temperatura, complementando os resultados do
DSC e TG.

Todos os lotes apresentaram perfil térmico semelhante e correspondente a Figura 20.
A Figura 20 A correspondenteao farmaco na temperatura inicial antes do aquecimento. O
primeiro evento endotérmico da ATV (descrito no ftem 5.2.3.1) ndo foi visualizado nessa
técnica. Antes da fusdo, na temperatura de 155,86 °C foi visualiazado uma expansdo da
amostra (Figura 20 B), possivelmente relacionado a transicdo vitrea, conforme discutido no
tem 5.2.3.1. O inicio da fusdo foi visualizado na temperatura de 163,65 °C (Figura 20 C)
apresentando uma retracdo da amostra, diminuindo seu volume. A fusdo total se deu na
temperatura de 186,89 (Figura 20 D e E). O inicio da decomposi¢do ocorreu ap6s a fusédo, se
iniciando na temperatura de 203,67 °C (Figura 20 F), com a presenca de bolhas. Estas,
podendo estar relacionadas a perda de massa por volatilizacdo. Porém, esse evento ndo foi
visualizado na Figura 17 que apresentou eventos até a temperatura de 230 °C. No entanto, nas
curvas DSC obtidas Zerbini (2010), observa-se um processo exotérmico logo apos a fusdo do
farmaco, podendo estar relacionado a referida volatilizacdo. Ademais, € visualizada na curva

termogravimétrica uma perda de massa de 12% na mesma temperatura da volatilizacdo,
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correspondente a 3% etapa de degradacdo (Figura 18). A decomposicdo total da amostra
ocorreu na temperatura de 440 °C(Figura 20 G) caracterizada pela sua carbonizacdo. Fato

este, confirmado pelo escurecimento da amostra, que correspondentea presenca de residuos.

Figura 20- Imagens do DSC-fotovisual da ATV na razio de 10 °C.min™*
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5.2.3.4 Perfil de dissolucao

Observam-se na Figura 21 os perfis de dissolugcdo dos trés lotes da ATV. O aumento
da dissolucdo se deu na seguinte ordem: ATVII>ATVI>ATVIIL.

Figura 21- Perfil de dissolugdo dos da ATVI, ATVII, ATVIII
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Essa diferenca no perfil de dissolucdo das amostras ndo estd relacionada com a
presenca de diferentes polimorfos nas amostras, uma vez que todas as amostras se tratam do
polimorfo |1 da ATV, conforme discutido nos itens anteriores desse capitulo. A correlacdo dos
parametros biofarmacéuticos com os dados de PDRX, FTIR e andlise calorimétrica pode ser
facilmente estabelecida para farmacos com elavado grau de cristilidade. No entanto, os dados
obtidos por essas técnicas aplicadas em farmacos com diferentes formas cristalinas e/ou
elevada contribuicdo amorfa como a ATV apresenta uma correcdo limitada, devido ao fato da
variabilidade das caracteristicas fisicas e a complexidade desses farmacos. Assim, a diferenca

visualizada nos lotes da ATV possivelmente esta relacionada a sua complexidade

5.3 CONCLUSAO

As técnicas analiticas utilizadas foram Uteis e complementares para a caracterizacdo da
ATV, embora tenha tido uma correlagdo limitada com os parametros biofarmacéuticos devido
a complexidade da natureza quimica e fisica da ATV. Todas as amostras se tratavam do

polimorfo | da ATV de acordo com os dados obtidos pelas técnicas analiticas.
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CAPITULO III

Desenvolvimento e validagdo de metodologia
analitica para doseamento e determinagdo de
produtos de degradagdo da atorvastatina
calcica
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6. DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODOLOGIA
ANALITICA PARA DOSEAMENTO E DETERMINACAO DE
PRODUTOS DE DEGRADACAO DA ATORVASTATINA CALCICA

Devido a auséncia de metodologias em compéndios oficiais que tragam testes
guantitativos da ATV, este capitulo se propds a desenvolver e validar um método capaz de
dosear e determinar impurezas e produtos de degradacdo em formas farmacéuticos e matérias-
primas, se enquadrando na categoria Il da RE 899 da ANVISA.

6.1 MATERIAS E METODOS

6.1.1 Materiais

Utilizou-se nesse estudo o IFA atorvastatina calcica grau farmacéutico (ATVIII) (Neo-
Dankong, lote 201410010), metanol grau CLAE (JT. Baker, lote M30c08), etanol grau CLAE
(Tédia, lote 9128); trietilamina (Sigma, lote 5HBG1702V); acido ortofosforico (Merck lote
5798); HCI (Vetec, lote 154); NaOH (Vetec, lote 1006730) e Peroxido ( Labsynth lote
189680) e o0s equipamentos: balanca analitica Sartorius modelo 2842 e HPLC Shimadzu
L201547 com detector arranjo de fotodiodos SPD-MZ20A.

6.1.2 Métodos

6.1.2.1 Desenvolvimento do Método

A fase movel foi selecionada por meio da andlise dos parametros cromatograficos
obtidos quando a proporcdo dos solventes e a variacdo do pH na fase movel foram alteradas.
A proporcdo do solvente selecionado foi metanol: dgua (70:30) por proporcionar um melhor
tempo de retengdo para a ATV. A adicdo da trietilamina & fase movel melhorou o fator de
cauda do pico e a assimetria referente ao farmaco. As condicbes cromatograficas que

apresentaram melhores resultados na andlise da ATV estdo apresentadas na Tabela 8 abaixo:
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Tabela 8 - Parametros Cromatogréaficos

Descri¢éo Parametros

Fase movel (FM) Metanol: agua (70:30); trietilamina 0,1%;
pH - 3,5 (&cido ortofosforico).

Temperatura do forno 40°C

Fluxo 1 mL. min™

Volume de injecéo 20pL

Coluna Phenomenex C18 (250 x 3,0mm 3pm)

Comprimento de onda 245 nm

6.1.2.2 Validacdo do Método

A validacdo do método foi feita conforme as especificacfes contidas na RE 899
(BRASIL, 2003), que trata do guia para validagdo de métodos analiticos e bioanaliticos e

conforme diretrizes do International Conference on Harmonization (ICH, 1996; ICH, 2005).
6.1.2.2.1 Determinacdo da Seletividade

6.1.2.2.1.1 Analise Qualitativa

Para andlise qualitativa da seletividade foram utilizadas amostras contaminadas e ndo
contaminadas com o farmaco. Foram utilizadas misturas fisicas da ATV com PEG (MF-P)

6000 e LSS (MF-L) na proporcdo de 1:1 e os carreadores separados, constituindo os placebos.

6.1.2.2.1.1.1 Solucéo diluente

Esta foi obtida a partir da solugdo de metanol e &gua, na proporcdo 70:30,

respectivamente.
6.1.2.2.1.1.2 Preparo das amostras

Foram pesados 25 mg (triplicata) das amostras citadas acima e transferidas para baldo
volumétrico de 50 mL, solubilizando-as com aproximadamente 30 mL de solugdo
hidroalcoolica (50%), seguidas de sonicacdo até completa solubilizacdo, obtendo-se solugdes-

mée na concentracdo de 0,5mg.mL*. Foram entdo coletadas aliquotas de 400 pL para baldo
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de 10 mL e completando com diluente a fim de se obter uma concentracdo final de 20 pg.mL
1. As amostras foram filtradas, transferidas para vials e analisadas por cromatografia liquida

de alta eficiéncia com detector de arranjo de diodo (CLAE — DAD).
6.1.2.2.1.2 Andlise quantitativa

Para analise quantitativa da seletividade foi realizada degradacdo forcada da ATV. Foi
realizada hidrolise &cida, bésida, alcalina e oxidativa, a fim de verificar se ha interferéncias
dos produtos de degradacdo com o farmaco.

Sabe-se que um dos principais objetivos a serem atingidos por meio dos testes de
estresse ou testes de degradacdo forcada é demonstrar a especificidade ao desenvolver um
método indicativo de estabilidade, sobretudo quando poucas informacBes estdo disponiveis
sobre os possiveis produtos de degradacdo(SILVA et al., 2009; STENGER, 2011).

Dessa forma, objetivou- se nesse capitulo, desenvolver e validar um método que seja
capaz de quantificar a ATV em produtos farmacéuticos e que atue como um método
indicativo de estabilidade.

De acordo com o item 2.9 da Resolucdo RE 01 (BRASIL, 2005) deve ser realizado
ensaios de identificacdo e quantificacdo de produtos de degradacdo e método analitico
correspondente no estudo de estabilidade, para todos os produtos a serem registrados na
ANVISA. Porém, ndo existe ainda uma regulamentacdo brasileira, que esclareca os requisitos
do item citado. Dessa forma, esse estudo baseou-se em diretrizes contidas no ICH (ICH,
2003), o Informe Técnico n° 1 (BRASIL, 2008), a Consulta Publica n° 11 (BRASIL, 2012), a
RDC n° 58 (BRASIL, 2013) e a consulta publica n° 68 (BRASIL, 2014).

6.1.2.2.1.2.1 Preparo das solucGes de degradagdo

Foi preparada solucéo de &cido cloridrico 0,1 mol. L, hidréxido de sédio 0,1 mol. L™
e peroxido 3%, conforme Farmacopéia Brasileira (BRASIL, 2010) com adaptacGes. Como a
ATV apresenta baixa solubilidade em &gua, as solu¢des &cida, bésica e neutra foram preparas

com solucdo hidroalcoolica 50%.
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6.1.2.2.1.2.1.2 Degradacéo forcada da ATV

Foram pesadas 25 mg de ATV em triplicata para cada solucdo (meio acido, bésico e
oxidativo). As amostras foram solubilizadas nas respectivas solugdes de degradagédo, sendo
transferidas para baldes volumétricos de 50 mL, seguidas de sonicacdo até completa
solubilizacdo, obtendo-se desse modo trés solucdes-mae para cada condicdo de degradacdo, as
quais foram armazendas em recipientes adequados e fechados, durante todo o estudo.

Nos tempo 0 h e 24 h, foram coletadas aliquotas de 400 pL para baldo de 10 mL e
completando com o diluente a fim de se obter uma concentracdo final de 20 pg.mL*. As

amostras foram filtradas, transferidas para vials e analisadas por CLAE — DAD.

6.1.2.2.2 Determinacédo da linearidade

As amostras foram obtidas pesando-se 25 mg do padrdo da ATV em triplicata e
transferidas para baldo de 50 ml, as quais foram solubilizadas com o diluente, seguida de
sonicacdo até completa solubilizagdo. Obtendo-se solugBes-mde na concentracdo de 0,5
mg.mit. Ao término destas, foram coletadas aliquotas de 400 pl para balio de 10 ml
(completando-os com o diluente) a fim de se obter concentracdo final de 20 pg.mL™.

A partir das solugdes-méde, foram obtidas as concentracdes de 10, 16, 20, 24 e 30
pg.mL™t (em triplicata) para a construgio da curva de calibracdo. As solugdes foram entdo
injetadas no cromatdgrafo, sendo analisada a area do pico versus concentracdo do farmaco e
obtida a curva de calibracdo pelo método do ajuste por minimos quadrados, com os dados
plotados no Microsoft Excel.

O limite de deteccdo (LD) e o limite de quantificacdo (LQ) foram calculados por meio

das equacoes:

D= DPax3 L _ DPax 10
- IC - IC
Em que DPa é o desvio padrdo do intercepto com o eixo Y de, no minimo, 3 curvas de

calibracdo construidas contendo concentragdes do farmaco proxima ao suposto limite de

quantificacdo e IC é a inclinacdo da curva de calibracéo.
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6.1.2.2.3 Precisao

Foi avaliada a precisdo intra-corrida (repetibilidade) e inter corrida (preciséo
intermediaria).

As amostras foram obtidas pesando-se 25 mg do padrdo em triplicata de ATV e
transferidos para baldo de 50 mL, as quais foram solubilizadas com o diluente, seguido de
sonicacdo até completa solubilizagdo obtendo-se solugbes-mde na concentracdo de 0,5
mg.mL?. Ao término destas, foram coletadas aliquotas de 400 pL para balio de 10 mL,
completando-se com o diluente, a fim de obter uma concentragdo final de 20 pg.mL™. As
amostras foram filtradas, transferidas para vials e injetadas em triplicada em concentracGes
equivalentes aos niveis baixo (75%), médio (100%) e alto (125%) da curva de calibracdo (10,
20 e 30 pg.mL™).

Para determinacdo da precisdo inter-corrida, as analises descritas acima foram

repetidas em dias diferentes e com analistas diferentes.

6.1.2.2.4 Exatidao

As amostras foram obtidas pesando-se 25 mg do padrdo de ATVIII em triplicata e
transferidos para baldo de 50 mL, sendo solubilizadas com o diluente, seguido de sonicacdo
até completa solubilizacdo, obtendo-se assim solucBes-mde na concentracdo de 0,5mg.mL’.
Ao término destas, foram coletadas aliquotas de 400 pL para baldo de 10 mL, completando-se
com o diluente a fim de se obter concentracdo final de 20 pg.mL™. As amostras foram
filtradas, transferidas para vials e injetadas em triplicata em concentragfes equivalentes aos
niveis baixo (75%), medio (100%) e alto (125%) da curva de calibracdo (10, 20 e 30 pg.mL"
1)_

6.1.2.2.5 Robustez
A robustez do método foi determinada por meio de solugBes do padrdo em condigcdes

normais e alterando algumas condicGes analiticas, como proporcédo da fase movel (68,6: 31,4;
71,4: 28,6 — metanol: agua), fluxo (0,9 e 1,1 mL. min*) e temperatura do forno (38 e 42°C).
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6.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.2.1 Desenvolvimento do método

O cromatograma referente ao padrdo de ATV esta apresentado na Figura 22. Observa-
se um tempo de retencdo de 6,38 min; assimetria igual a 1,00; pratos tedricos em torno de

3300 e pureza total do pico igual a 1,00.

Figura 22 - Cromatograma do padrao da ATV
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TEJERINA (2011) desenvolvendo um método para quantificacdo de estatinas mostra
caracteristicas cromatograficas para a ATV semelhantes as encontradas neste trabalho,
apresentando diferencas apenas no tempo retencdo. Estas diferencas podem ser atribuidas a
diferencas das tempeturas do forno e acidificacio da fase movel, bem como a coluna
utilizada.

SANGSHETTI et al. (2013) apresentaram em seu desenvolvimento tempo de retencéo
semelhante ao encontrado para ATV neste estudo, usando parametros cromatograficos

diferentes, entre eles, a fase movel.

6.2.2 Parametros de desempenho analitico

As validagcbes de meétodos analiticos envolvem processos por meio dos quais estudos

sdo utilizados para garantir que o método desenvolvido atenda as exigéncias desejadas,
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fornecendo uma evidéncia documentada de que o método desempenha funcdo para a qual é
indicado. A validacdo de um método analitico inclui a validacdo da exatiddo, precisdo,

linearidade, limite de deteccdo, limite de quantificacdo, especificidade e robustez.

6.2.2.1 Especificidade

A seletividade ou especificidade é o primeiro passo para 0 desenvolvimento e
validacdo de um método analitico e este parametro deve ser reavaliada continuamente durante
a validacdo e o uso do método, pois, se a especificidade ndo for assegurada, a linearidade, a
exatiddo e a precisdo estardo seriamente comprometidas (RIBANI et al, 2004, SILVA et al,,
2010).

De acordo com a Figura 23 verifica-se que 0 método apresenta seletividade, ja que as
amostras do placebo ndo apresentaram interferentes ao farmaco. Observa-se que nas amostras
contaminadas com a ATV, apenas 0 pico caracteristico do farmaco é detectado e ndo ha

alteracfes nas suas caracteristicas cromatogréaficas.

Figura 23 - Cromatograma da seletividade do método para ATV
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6.2.2.2 Linearidade

A curva de calibracdo apresentou linearidade ao longo de um intervalo de 10,0 a 30,0
pgmL?. Segunda a RE 889/2003 (BRASIL, 2003) o coeficiente de correlacdo linear (r?) deve
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ser igual ou superior a 0,98, para que se considere a curva analitica adequada. O valor
encontrado para o método proposto foi de 1,00, apontando uma existéncia de uma correlacdo
linear (Figura 24).

Os dados correspondentes a linearidade do teste mostram o intervalo de concentracéo

estudado em que a resposta do detector € proporcional a concentracdo da substancia analisada.

Figura 24 - Curva de calibracdo do padréo de ATV
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O coeficiente de correlacdo (r?) correspondented fracdo da variancia total de Y que é
explicada pela variagdo em X, ou seja, a propor¢do da variacdo total da area do pico do
farmaco é explicada pela variacdo da concentracdo da ATV. Essa variacdo linear também foi
explicada pelo teste da falta de ajuste, apresentando um valor de teste igual a 0,450 abaixo do
valor Tabelado (3,34).

Pela analise da curva de calibracdo foi possivel determinar com 95% de confianca, o
limite de deteccdo (LD = 0,00349 pg. mL™') e o limite de quantificacdo (LQ = 0,010577
ng.mL).

6.2.2.3 Exatidao

A exatiddo do método foi avaliada apds a determinacdo da linearidade e da
seletividade, sendo verificada a partir de nove determinagdes contemplando o intervalo linear

do procedimento, ou seja, trés réplicas de uma concentracio baixa (10 pg mL™), trés réplicas
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de uma concentragio média (20 pg mL™) e trés réplicas de uma concentracio alta (30 pg mL’

1Y conforme descrito na Tabela 9.

Tabela 9 - Ensaio de recuperacido do método desenvolvido

Niveis Concentracao Concentracao Exatiddo (%) CV (%)
tedrica (ng mL- encontrada
1) mediatDP(n=3)
Baixo 10 9,99 99,99% 0,273
Médio 20 20,00 100,03% 0,204
Alto 30 29,98 99,95% 0,183

CV: coeficiente de variacao.

Os resultados mostram que o método é exato e atende as especificacOes exigidas na
RE 899 (BRASIL, 2003) e no ICH (ICH, 2005).

6.2.2.4 Precisdo

A precisdo foi avaliada quanto a repetitividade (precisdo intradia) e precisdo
intermediaria (interdias). Os valores de desvio padrdo e coeficiente de variagdo foram
considerados para determinacdo desse parametro (Tabela 10), ndo admitindo valores
superiores a 5% de acordo com a RE 899 (BRASIL, 2003).

Tabela 10 - Resultados da preciséo intra e inter-dia

Precisao

10 pg.mL™ 20 pg.mL™ 30 pug.mL™*
1°dia
Meédia da érea (counts) 422616,333 846462,667 1269143,667
DP 1151,751 1726,816 2327,229
CV(%) 0,273 0,204 0,183
2° dia
Média da area (counts) 432576,667 867951,667 1298864,500
DP 10936,798 23567,331 32609,917
CV (%) 2,528 2,715 2,511

DP: desvio padrdo; CV: coeficiente de variacéo.

Os resultados encontrados mostram que os valores do coeficiente de variacdo estdo
abaixo de 5%, indicando, portanto, que o método desenvolvido é preciso e apresenta baixa

variabilidade.
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6.2.2.5 Robustez

Segundo a International Conference on Harmonisation, a robustez do método é a
medida da sua capacidade de permanecer inalterado sob pequenas, mas estudadas variacGes
nos parametros do método, e de prover indicacdo da sua dependéncia durante o uso normal
(ICH, 1996; ICH, 2005).

De acordo com os dados da Tabela 11, verifica-se que o método permaneceu
inalterado em relagdo a valores da &rea e tempo de retengdo do farmaco, mantendo o CV
abaixo do valor permitido (5%), apenas no parametro temperatura do forno. O fluxo 0,9
apresentou modificacbes na area com valor do CV de 7%. No parametro propor¢do da fase
movel, visualizam-se fortes alteracbes no TR, com valores do CV de 21, 2% e 12, 6% para
68,6: 31,4 e 71,4: 28,6, respectivamente. Porém, em nenhuma das condicdes ndo houve
alteracbes no perfil cromatografico e do teor recuperado do farmaco, mantendo a
concentracdo média acima de 95% de recuperacéo.

Foi realizada a andlise de variancia a fim de confirmacdo, e verifica-se que com 95%
de confianca 0 método apresenta-se robusto em relagdo a &rea, apresentando um valor de p

maior que 0,05.

Tabela 11 - Robustez do método cromatografico utilizado na analise da ATV

Parametros Area Ccv TR cVv Teor p
(counts) (%) (min) (%) (%)
Fluxo
(mL.min%)
0,9 904642,8 7,0 6,7 5,2 106
1,1 817611,0 3,8 6,1 5,3 97
Temperatura do forno
(°C) 0,1516
38 857041,5 1,4 6,4 0,9 101
42 856351,2 1,3 6,3 1,6 103

Proporcdo FM
(metanol:agua)

68,6: 31,4 857550,5 1,5 7,704 212 101
71,4: 28,6 871090,3 4,4 5,9 12,6 102

CV: coeficiente de variacdo; TR: tempo de retengdo, FM: fase movel. Nivel de significAncia (a=0,05), p<0,05.
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6.2.3 Testes de degradacéo forcada

Observa-se na Tabela 12 que das condicdes testadas, apenas a degradacdo Aacida
apresentou decaimento do teor da ATV durante o tempo de estudo, apresentando um valor de
aproximadamente 49% e teor de 50% ao término do estudo. Esse decaimento esta relacionado
com a presenca de dois picos de degradacdo (A e B), (Figura 25).

Tabela 12 - Degradacgéo forcada da ATV

Tempo Acida Bésica Neutra Oxidativa
(h)
Teor Deg. Teor Deg. Teor Deg. Teor Deg.
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)

0 99,179 0,821 105,130 -5,130 101,884 -1,884 99,603 0,396
24 50,621 49,378 99,179 0,821 99,966 0,034 99,252 0,748

A ATV mostrou-se resistente as demais hidrélises, ndo apresentando produtos de
degradacdo durante o tempo de estudo, como consta na Tabela 12. No entanto, ndo se pode
afrmar que o farmaco é estdvel nessas condicdes, pois segundo o informe técnico n°
1(BRASIL, 2008) um farmaco é considerado estavel na auséncia de produtos de degradagdo
apos 10 dias de ter sido submetido a condicbes de estresse. Porém, pode-se afirmar que a
ATV ndo é facilmente degradada nessas condicGes e que se apresentou estavel durante 24h

nas condicdes testadas.

Figura 25 - Cromatograma da ATV submetida a degradacédo &cida
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Segundo a Consulta Piblica n® 11 (BRASIL, 2012) e a consulta publica n° 68
(BRASIL, 2014), o estresse da amostra deverd gerar produto(s) de degradacdo em quantidade
suficiente para se desenvolver e validar a metodologia analitica utilizada para a quantificacdo
do teor do farmaco e do(s) produto(s) de degradacdo. Em torno de 10-30% (dez a trinta por
cento), com intuito de evitar a degradacdo dos produtos de degradacdo, como preconizado no
informe técnico n° 1 (BRASIL, 2008).

Assim, a condicdo 4cida para a ATV atende a essa exigéncia, ndo apresentando uma
degradacdo exagerada do farmaco, ndo comprometendo, portanto, a seletividade do método
desenvolvido.

Na Tabela 13 visualiza-se a correlacdo do decaimento da area da ATV com 0 aumento
da area dos picos de degradacdo no decorrer do estudo.

Observou-se um decaimento da area da ATV de 846462,7 para 428491,7, bem como o
aumento da area dos picos de degradacdo. O pico que obteve um maior crescimento foi o pico

A, apresentando um valor de 33,00%.

Tabela 13 - Decaimento da drea da ATV com aumento das areas dos picos de

degradacéo acida de acordo com o tempo de estudo

Tempo Picos TR Area dos Area da Teor dos Teor da
(h) picos ATV picos ATV
(counts) (counts) (%) (%)
0 846462,7 99,2
24 A 8,5 281687,3 428491,7 33,3 50,6
B 13,4 199348,0 23,5

A degradacdo &cida da ATV é bem relatada na literatura. Shah; Kumar; Singh (2008)
ao submeter a ATV a condicGes extremas, verificaram que apenas a degradacdo &cida foi
capaz de proporcionar uma degradacdo extensa apOs 24h de exposi¢do. As hidrolises neutra,
basica e oxidativa obtiveram uma insignificante degradacdo, apesar do uso de concentracdes
maiores (1M e 30% para a solucdo basica e oxidativa, respectivamente) e tempo de exposicdo
guando comparado a esse trabalho. Esses achados corroboram com os dados obtidos neste
trabalho e os descritos por Chaudhari, Patel, Shah, (2007) e Kadav e VVora (2008).

Darwish et al (2016), em seu desenvolvimento de um método indicativo de
estabilidade seletivo a ATV e ao enlodino, obteve produtos de degradacdo da ATV apenas

quando submetido a condi¢bes acidas de estresse. Ademais, explica 0 mecanismo dessa
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degradacdo por meio da confirmacdo dos resultados obtido pelo espectro de massa e 0
espectro na regido do infravermelho. Segundo os autores, essa condicdo cliva a ligacdo amida
da ATV formando o produto de degradacdo principal com um grupo carboxilico livre e a

anilina, conforme Figura 26.

Figura 26 - Provavel mecanismo da degradacdo &cida da ATV
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Fonte: DARWISH et al (2016) com adaptacoes.

Dessa forma, os dois picos de degradacdo (A e B) encontrado nesse trabalho podem
estar relacionados a presenca dos produtos de degradacdo citados por Darwish et al.,(2016)
(Figura 4). Isso explica o porqué do produto A apresentar TR tdo proximo a ATV e
similaridade de 0,98 quando comparado ao padrdo. E o produto B por se tratar de anilina e ser
mais apolar que o farmaco, eluiu em TR maior.

Verificou-se na Figura 25 que a presenca dos picos de degradacdo aumentou o tempo
de retencdo do farmaco de 6,3 para 7,6 minutos aproximadamente. No entanto, o método
mostrou-se seletivo para ATV, pois, apesar da alteracdo no tempo de retencdo, 0 pico
manteve-se puro e houve similaridade do farmaco em relacdo ao padrdo, como preconiza a
RDC 58 (BRASIL, 2013) e a Consulta publica n° 11 e 68 (BRASIL, 2012; 2014). Essa
alteracdo pode estar relacionada & modicacGes na ionizacdo devido a acidificacdo do meio.

De acordo com a Consulta Publica n®° 68 (BRASIL, 2014), a analise critica do perfil de
degradacdo deve contemplar, além da avaliagdo dos fatores que podem interferir de alguma
forma na estabilidade do medicamento, a andlise da perda de teor do farmaco em relacdo a
formacdo de possiveis produtos de degradacdo nas diferentes condices testadas. Deve
contemplar ainda, a verificacdo da pureza cromatografica do pico do farmaco no
medicamento.

Foi realizada a andlise da pureza do pico no inicio e no término do estudo, como
preconizado na Consulta Publica n® 68 (BRASIL, 2014), a fim de comprovar de que ndo ha
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interferéncia dos produtos de degradacdo no pico cromatografico do farmaco. Todos os picos
da ATV em todas as condicdes testadas mostraram-se puros, ndo sofrendo nenhum tipo de
interferéncia. Ademais, em todas as condicdes testadas, durante os tempos de analises, o
farmaco analisado realmente se tratava da ATV. Fato este, confirmado por meio da

similaridade dos espectros entre o farmaco em questdo e seu padrao.

6.3 CONCLUSAO

Os resultados mostram que o método desenvolvido atende as exigéncias das diretrizes
da RE da Anvisa e da Internation Harmonization Conference, apresentando linearidade,
precisdo, exatiddo e seletividade a ATV, sendo Util no doseamento da ATV em formulacGes
farmacéuticas.

Ademais, 0 método desenvolvido e validado também atua como um método indicativo
de estabilidade, sendo capaz de detectar e quantificar possiveis produtos de degradacdo da
ATV, ndo interferindo nas caracteristicas cromatograficas do farmaco, apresentando, portanto,
seletividade e especificidade.
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CAPITULO IV

Avaliagdo da reprodutibilidade de dispersoes
solidas da atorvastatina calcica
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7. AVALIACAO DA REPRODUTIBILIDADE DE DISPERSOES
SOLIDAS DA ATORVASTATINA CALCICA

Sabendo que apesar do grande interesse pelo desenvolvimento das dispersdes sélidas,
0 numero de produtos comercializados € extremamente baixo, devido a dificuldade de
transposicdo de escala, problemas de instabilidade fisico-quimica durante a producdo ou
armazenamento e principalmente problemas relacionados a reprodutibilidade. Esse capitulo se
propds a reproduzir as dispersdes solidas que apresentaram os melhores perfis de dissolucdo
do capitulo 1 (DS-L e DS-P), usando diferentes lotes da ATV (ATVI, ATVII e ATVIII), a fim

de otimizar o processo de liofilizag&o.
7.1 MATERIAIS E METODOS
7.1.1 Materiais

Atorvastatina célcica de trés lotes diferentes (ATVI, ATVII, ATVIII respectivamente),
foi obtida a partir da Gemini e Fragon IndUstria de Insumos farmacéuticos LTDA. Os
seguintes itens foram utilizados como carreadores: Lauril sulfato de sédio - LSS (Mapric),
polietilenoglicol (PEG) 6000. Como agente secante foi utilizado o aerosil 200 — AER
(Henrifarma produtos quimicos e farmacéuticos). Os solventes utilizados foram alcool etilico

(Neon) e agua destilada.
7.1.2 Métodos

7.1.2.1 Preparacdo das Dispersdes Solidas

7.1.2.1.1 Liofilizacéo

A fim de avaliar a reprodutibilidade e otimizacdo do processo de obtencdo das
dispersdes, foram preparadas DS-P e DS-L com ATVII e ATVIII, sob as mesmas condices

citadas no item 4.1.2.1.
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7.1.2.2 Analise de espectroscopia no infravermelho (FT-IR)

Os espectros FT-IR obtidos da ATVI, ATVII, ATVIII e suas dispersfes sélidas foram

obtidos conforme item 5.1.2.1, j& descrito.

7.1.2.3 Difracdo de Raios-X do p6 (PDRX)

Os padrBes de difragdo obtidos da ATVI, ATVII, ATVIII e suas dispersdes solidas
foram obtidos conforme item 4.1.2.2, ja descrito.

7.1.2.4 Analise Calorimétrica

7.1.2.4.1 Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

As andlises da ATVI, ATVII e ATVIIlI e suas dispersdes solidas foram feitas do
mesmo modo que ja relatado no item 5.1.2.3.1, porém somente na razdo de aquecimento de
10°C.min.

7.1.2.4.2 Termogravimetria (TG)

As curvas de TG da ATVI, ATVII e ATVIII e suas dispersdes solidas foram obtidas

conforme ja descrito no item 5.1.2.3.2.

7.1.2.5 Uniformidade de Conteido

A uniformidade de conteldo das dispersbes solidas foi obtida a partir do doseamento

das amostras seguindo a mesma metodologia ja descrita no item 4.1.2.4.

7.1.2.6 Perfil de Dissolucdo

O perfil de dissolugdo da ATVI, ATVII e ATVIII e suas dispersbes solidas foi

realizado utilizando equipamento, material e metodologia ja descritos no item 4.2.2.6.
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7.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

7.2.1 Avaliacdo da reprodutibilidade de dispersdes soélidas da ATV usando LSS como
carreador

7.2.1.1 PDRX

Os difratogramas da ATVI, ATVII, ATVIII e suas respectivas DS-L sdo mostrados na
Figura 27. A ATV de todos os lotes apresentaram picos intensos e definidos em 26 com
valores de 8, 94; 9,23; 10,06; 16,82; 19,25, 21,38 e 23,10° (item 5.2.1). O LSS mostrou
picos caracteristicos em 21,3 e 24,1°. Visualiza-se nos difratogramas, que as DS-L de
todos os lotes apresentaram semelhangas entre elas e o padréo de difracdo do farmaco
foi \erificado em todas as amostras, indicando que a ATV se encontra na forma
cristalina apos a liofilizacdo e que houve reprodutibilidade nas amostras.

Observa-se que a liofilizagdo ndo foi suficiente para modificar a estrutura
critalina do farmaco e que o LSS possivelmente ajudou na manutencdo da estrutura
cristalina da ATV. Essa conclusdo é reforcada por Choudhary et al. (2012), que
obtiveram dispersdes solidas da ATV por meio da liofilizagdo e encontraram
modificagbes do farmaco apds o processo. Segundo os autores, essa amorfizacdo se

deu devido a natureza amorfa do carreador utilizado (proteina do leite).



Figura 27- Difratogramas da ATVI, ATVII, ATVIII e suas respectivas DS-L
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7.212FTIR

Medicdes no FTIR foram realizadas para obter informacdes sobre as possiveis
alteracdes no nivel molecular entre a ATV e as dispersdes solida.

As bandas de absorcdo da ATV no espectro de FTIR foram avaliadas na regidao O-
H(3650-3200 cmt), C-H sp? (3050-3010 cmt), C-H sp® (3300-2750 cm'), C=0 (1800-1600
cm'), C=C (1600-1400 cm*), C-O (1300-1000 cm*) e C-F (1400-1000 cm™).

Na forma cristalina, as moléculas da ATV semelhante com o que ocorre com a
sinvastatina, estdo ligadas por meio de ligacbes de hidrogénio entre o grupo éster e a hidroxila
da molécula. Apos a transformacdo para a forma amorfa, ocorrem alteragdes em duas regides,
a da carbonila e a da hidroxila, em que observa-se deslocamento e alargamento de pico. Estas
alteracOes estdo relacionadas com uma mudanca na ligagdo do hidrogénio intermolecular
(ZHANG et al., 2009, LOBMANN et al, 2012). Segundo Kim et al., (2008) e Shaynfar;
Jouyban., (2013), existe uma diferenca entre a banda de estiramento da carbonila da ATV na
forma de cristal (1651 cm') e na forma amorfa (1662 cm™).

De acordo com a Figura 28 e a Tabela 14, verfica-se que as DS-L da ATVI (Figura 28
A), ATVII (Figura 28 B) e ATVIII (Figura 28 C), ndo apresentaram modificacdes nos picos
caracteristicos do farmaco e do adjuvante tecnoldgico (LSS), sendo indicativo de uma nao
interacdo quimica entre os componentes. Ademais, as dispersdes apresentaram valores de
nimero de onda semelhantes e auséncia de alargamento e deslocamento de bandas na regido
da O-H e da C=0, indicando reprodutibilidade e manutencdo da estrutura cristalina da ATV

apos o processo de liofilizacéo.



Figura 28- Espectros de infravermelho da ATVI, ATVII, ATVIII e suas respectivas DS-L
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Tabela 14- Dados dos espectros do infravermelho da ATVI, ATVII, ATVIII e suas
respectivas DS-L

Bandas ATVI ATVII ATVIII DS-LI DS-LII DS-LII
(cm™)

O-H 3364 3370 3370 3364 3364 3370
C-H sp2 3046 3058 3058 3052 3052 3058
C-H sp3 2930 2930 2941 2919 2930 2925

C=0 1651 1651 1651 1651 1651 1651

C=C 1600-1400 1600-1400 1600-1400 1538-1437 1578-1437 1578-1431

C-O 1318 1319 1318 1220 1217 1214

C-F 1159 1159 1159 1159 1159 1159

7.2.1.3 Analise calorimétrica

7.2.1.3.1DSC

Como discutido no ftem 5.2.3.1, as curvas DSC da ATV apresentam dois eventos
endotérmicos: o primeiro referente a perda de agua e o segundo a fusdo. Verifica-se na Figura
29 que houve somatdrio dos eventos térmicos da ATV e do LSS em todas as amostras,
indicando compatibilidade entre eles, complementando os achados discutidos nos itens 7.2.1.1
e 7.2.1.2 a cerca da manutencdo da estrutura cristalina do farmaco nas dispersoes.

Jung et al., (2016) produziram dispersdes solidas do tracolimos usando LSS como
carreador por meio da evaporacdo de solvente sob vacuo e obtiveram modificacdes cristalina
do farmaco em todas as proporcdes IFA/LSS usada. Nas curvas DSC, foi possivel visualizar a
supressdo do pico do farmaco, indicando uma interacdo entre 0s componentes. Essa interagéo,
segundo 0s autores estd relacionada a amorfizagdo do farmaco. Esses dados estdo em
desacordo com os resultados desse trabalho, em que ndo se observa supressdo de nenhum
evento térmico da ATV nas amostras apenas uma sutil diminuicdo na intensidade dos picos,
que se justificam por meio dos menores valores de entalpia (Tabela 15).

Waard et al., (2008) produziram dispersdes solidas do diazepam e do fenofibrato
usando LSS como co solvente e insulina / trealose como carreador numa propocao de 1:1 para
o farmaco e o LSS, por meio da liofilizacdo. Nas curvas DSC, observou-se supressdo do pico
de fusdo dos farmacos, apenas nas amostras que continham insulina como carreador.

Resultados opostos foram observados para as dispersdes que usaram a trealose como
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carreador. Segundo os autores, esses achados sdo oriundos da interacdo fisica e quimica que
ocorreu entre 0 LSS e a insulina, que resultou numa amorfizacdo do carreador na presenca do
LSS.

Choudhary et al, (2012) produziram dispersfes solidas da ATV usando proteina do
leite como carreador por meio da liofilizacdo e obtiveram supressdo do pico de fusdo do
farrmaco recorrente do processo de amorfizacdo que ocorreu. Segundo ou autores esse
processo ocorreu devido a natureza amorfa do carreador, tendo vista, que a ATV pura apos o
processo de liofilizagdo nédo apresentou modificacbes na sua rede cristalina.

Esses achados sdo sugestivos de que a manutencdo da estrutura cristalina da ATV nas
amostras esteja relacionada com a técnica de obtencdo e com o carreador, uma vez que Jung
et al. (2016), obtiveram dispersdes amorfas do tracolimos por meio da evaporacdo de solvente
sob vacuo; Waard et al. (2008), apesar da utilizagdo da mesma técnica de obtencdo,obteve
dispersbes amorfas devido a interacdo entre 0 LSS e o carreador (insulina). Talvez resultados
semelhantes a esse trabalho tivesse sido alcangado pelos autores, ao produzirem dispersoes
usando apenas o LSS como carreador e Choudhary et al.(2012), obtiveram amorfizacdo da
ATV nas dispersbes devido a utilizacdo de um carreador amorfo (proteina do leite).

Observa-se na Tabela 15, que houve diminuicdo da entalpia de fusdo da ATV em
todas as dispersGes, 0 que sugere que O sistema se tornou menos estavel. Esses eventos sao
decorrentes de amorfizacdo ou sistemas dispersos, soliveis (REGINALD-OPARA et al.,
2015). Sendo assim, as modificacdes na energia entalpica das amostras possivelmente estdo
relacionadas a dispersdo do farmaco no carreador, pois conforme discutido anteriormente ndo
ocorreu modificagdes siginificativas na estrutura cristalina da ATV apds a liofilizacdo. Esses
dados corroboram com os resultados encontrados por Panghal et al. (2014), que produziram
dispersbes solidas da ATV capazes de manter a cristalinidade do farmaco e obtiveram

variagcoes na entalpia de fusdo.
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Tabela 15- Faixa e entalpia de fusdo da ATVI, ATVII, ATVII e suas respectivas DS-L na

razdo de 10°C.min™*

Amostras ° T onset °T pico ° T endset Energia
3.9
ATVI 155,76 160,65 170,46 -14,39
DS-LI 157,98 161,61 169,76 -3,17
ATVII 154,15 164,34 174,78 -56,51
DS-LII 163,59 163,59 172,12 -12,01
ATVIII 153,39 160,67 169,81 -40,10

DS-LII 159,71 159,71 170,03 -19,51
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Figura 29- Curvas de DSC da ATVI, ATVII, ATVIII e suas respectivas DS-L na razio

de aquecimento 10°C.min™
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As curvas termogravimétricas das DS-L dos trés lotes da ATV sdo mostradas na
Figura 30. Como citado no iftem 5.2.3.2, as trés amostras de ATV apresentaram nove etapas
de degradacdo, sendo as duas primeiras relacionadas com a perda de agua. As DS-L
mostraram 0 mesmo perfil de degradacdo entre elas, porém, apresentaram uma etapa a menos

que os respectivos lotes.
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Figura 30- Curvas termogravimétricas da ATVI, ATVII, ATVIII e suas respectivas DS-

L na razdo de aquecimento de 10°C.min™*
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Os dados das perdas de massas sdo mostrados na Tabela 16. Verifica-se que as
modificacbes nos eventos foram sutis, merecendo destaque apenas com relacdo a perda de
agua (1% e 22 etapa) que apresentaram valores inferiores ao farmaco de cada lote. Esse fato
pode estar correlacionado ao menor teor de agua (agua de superficie) nas amostras apOs o
processo de liofilizacdo. A 42 etapa correspondenteao estagio que apresentou maior perda de
massa, e como tal, foi dito a etapa principal de degradacdo. Visualiza-se na Tabela 16 que o
estagio foi mantido em todas as amostras, apresentando pequenas diferencas entre as
dispersdes e os respectivos lotes em relacdo a faixa de temperatura.

Esses achados corroboram com os dados anteriormente discutidos, sendo mais um

indicativo de que ndo houve interacdo entre o farmaco e o LSS e que todas as amostras
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apresentaram reprodutibilidade. Ademais, pode-se concluir que a presenca do adjuvante ndo

interferiu na estabilidade térmica da ATV.

Tabela 16- Dados termogravimétricos da 12, 22 e 42 etapa da ATVI, ATVII e ATVIII e

suas respectivas DS-L na razio de aquecimento de 10°C.min™

Amostras Ti (°C) Tf (°C) Perda de massa (%)
ATVI

1%e 22 etapa 50 144 4,4
4° etapa 303 373 32,8
DS-LI

12 e 2%etapa 45 143 3,2
42 etapa 255 344 32,9
ATVII

12e 2% etapa 35 145 44
4° etapa 320 384 31,6
DS-LII

1%e 22 etapa 47 144 3,4
4° etapa 309 386 32,1
ATVIII

12 e 2%etapa 50 144 44
4° etapa 312 353 31,1
DS-LIII

1% e 2% etapa 46 145 3,3
42 etapa 262 349 31,9

7.2.1.4 Uniformidade de contetdo

Observa-se na Tabela 17 que todas as amostras apresentaram valores de teor acima de
90%, apresentando uma boa uniformidade entre 0s componentes. Ademais, verifica-se que as
dispersdes estdo dentro de uma faixa de £ 9 % da concentracdo tedrica, indicando que o

método utilizado foi adequado e de natureza reprodutivel.
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Tabela 17- Valor do teor da ATVI, ATVII, ATVIII e suas respectivas DS-L

Amostras Proporgao Concentracéo Concentracéo Teor (%)
tedrica experimental
(ug. mi™) (ug. mi™)
DS-LI 11 20 18,2 91+0,98
DS-LII 11 20 19,4 97+0,59
DS-LIII 11 20 19 95+0,67

7.2.1.5 Perfil de dissolucao

Os perfis de dissolucdo das DS-L dos respectivos lotes da ATV sdo mostrados na
Figura 31. Verifica-se que todas as amostras foram capazes de incrementar a solubilidade da
ATV de todos os lotes, apresentando ao final dos 60 minutos, valores 90, 104,6 e 100,3% para
a DS-LI (Figura 31 A), DS-LII (Figura 31 B) e DS-LIII (Figura 31 C), respectivamente. Essas
diferencas na porcentagem liberada da ATV podem estar relacionadas a homogeneizacdo dos
componentes antes da liofilizacdo, ja que os valores de liberacdo das amostras se
correlacionam com os valores dos teores (item 7.2.1.4), em que foram encontrados valores de
91, 97 e 95% para DS-LI, DS-LII e DS-LIII, respectivamente. No entanto, todas as amostras
apresentaram liberacdo imediata, liberando 100% do farmaco em aproxidamento 15 minutos.

Jung et al (2016) obtiveram aumento na velocidade e extensdo da dissolugdo em
relagdo ao tracolimos apenas com as dispersdes solidas que usaram o LSS como carreador,
apresentando liberacdo de 100% antes das 4h. Segundo o0s autores, esse incremento de
solubilidade estd relacionado com a amorfizacdo do farmaco, bem como a formacdo de
micelas. Como discutido anteriormente, ndo houve amorfizacdo significativa da ATV em
nenhuma amostra, e, portanto, o0 mecanismo envolvido no aumento de solubilidade

possivelmente correspondentea formacdo de micelas, conforme discutido no item 4.2.4.
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Figura 31- Perfil de dissolucdo da ATVI, ATVII, ATVIII e suas respectivas DS-L
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7.2.2 Avaliacdo da reprodutibilidade de dispersfes sélidas da ATV usando PEG como
carreador

7.2.2.1 PDRX

Os resultados na andlise por PDRX de ATVI, ATVII, ATVIII e suas respectivas
dispersbes sdo mostrados na Figura 32. Como discutido no item 5.2.1, os trés lotes mostraram
picos intensos e definidos em 26 com valores de 8, 94; 9,23; 10,06; 16,82; 19,25; 21,38 e
23,10°. O PEG mostrou dois picos caracteristicos em 19,22 e 23,36°. Observa-se nos
difratogramas, que as DS-P de todos os lotes apresentaram semelhancas entre elas e que o
padrdo de difracdo da ATV foi visualizado em todas as amostras, sendo sugestivo de que o
farmaco nas amostras se encontra na forma cristalina e que houve reprodutibilidade nas
amostras.

Hu et al, (2014) encontraram resultados semelhantes apenas para as misturas fisicas
da ATV com o PEG. Segundo os autores, 0s picos caracteristicos da ATV foram mantidos,
porém com menor intensidade, indicando a presenca do farmaco na forma cristalina, embora
seja possivel que tenha ocorrido uma maior contribuicdo amorfa na presenca do carreador.
Choe et al,, (2012) avaliaram a interferéncia de varios polimeros na modificacdo cristalina do
ATV e encontraram que 0 PEG ndo interferiu na rede cristalina do farmaco, mantendo os

mesmos padrdes de difracdo.
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Figura 32- Difratograma da ATVI, ATVII, ATVIII e suas respectivas DS-P
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7.222FTIR

Os espectros da ATVI, ATVII e ATVIII e suas respectivas DS-P sdo mostrados na
Figura 33. De maneira semelhante as DS-L obtidas a partir dos trés lotes da ATV, as DS-P
também ndo apresentaram modificacdes a nivel molecular, ndo apresentando alteracdes nos
picos caracteristicos do farmaco e do adjuvante tecnoldgico (PEG), indicando auséncia de
interacdo quimica entre 0s componentes. Ademais, as dispersdes apresentaram valores de
nimero de onda semelhantes e auséncia de alargamento e deslocamento de bandas na regido
da O-H e da C=0, indicando reprodutibilidade e manutencdo da estrutura cristalina da ATV
apos o processo de liofilizacdo (Tabela 18). As bandas da ligagdo C-F ndo puderam ser
avaliadas devido a sobreposicdo dos picos C-O que se tornou mais intenso como resultado das
ligagbes C-O presentes no PEG.

Esses achados corroboram com os resultados de Mayur (2015), de Sharma; Saini
Sharma (2012) e Narasaiah et al., (2014) que produziram dispersdes sélidas da ATV usando
PEG como carreador e obtiveram compatibilidade quimica entre os componentes.

Resultados diferentes foram encontrados por Hu et al (2014) que produziram disperséo
solida da ATV usando PEG como carreador, por meio da secagem de solvente a temperatura
de 40°C. As dispersdes obtidas apresentaram alteracdes em todas as bandas caracteristica do
farmaco, apresentando espectros semelhantes ao do carreador, que segundo 0s autores, esse
fato € indicativo de uma inclusdo da ATV no PEG. Apenas as misturas fisicas apresentaram

valores semelhantes a esse trabalho, ou seja, ndo modificaram os picos da ATV.



Figura 33- Espectros de infravermelho da ATVI, ATVII, ATVIII e suas respectivas DS-P
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Tabela 18- Dados dos espectros do infravermelho da ATVI,ATVII, ATVIII e suas
respectivas DS-P

Bandas ATVI ATVII ATVIII DS-PI DS-PII DS-PlII
(cm™)

O-H 3364 3370 3370 3370 3364 3364
C-H sp2 3046 3058 3058 3052 3063 3058
C-H sp3 2930 2930 2941 2890 2878 2878

C=0 1651 1651 1651 1650 1647 1650

C=C 1600-1400 1600-1400 1600-1400 1584-1437 1538-1437 1575-1434

C-O 1318 1319 1318 1110 1110 1110

C-F 1159 1159 1159 - - -

7.2.2.3 Analise calorimétrica

7.2.2.3.1 DSC

As curvas calorimétricas das DS-P de cada lote sdo mostradas na Figura 34. Verifica-
se que em todas as dispersdes solidas houve um deslocamento do pico de fusdo da ATV para
valores menores. Este achado possivelmente estd relacionado com uma interacdo fisica, em
nivel de particula, ja4 que ndo houve interagdo quimica entre os componentes conforme
discutido no item 7.2.2.2.; e em menor grau a parcial solubilizacdo da ATV pelo PEG que
fundiu primeiro (°T pico de 63°C). Pois, observa-se que além dos componentes apresentarem
fusdo isoladamente, ndo houve modificacBes significativas na energia de fusdo do PEG nas
dispersdes, apresentando variagdo entélpica de -110, 79 J.g' a -90,25 J.g*, 106,98 J.g* e
99,27 para DS-PI (Figura 34 A), DS-PIl (Figura 34 B) e DS-PIlll (Figura 34 C),
respectivamente. A antecipacdo da faixa de fusdo com reducdo de entalpia da ATV nas DS-P
analisadas pode ser explicada pela recristalizacdo do farmaco no processo de liofizagdo. Em
consonancia com esses dados estdo os resultados encontrados por Hu et al, (2014) que
obtiveram nas curvas DSC a supressdo quase total do pico de fusdo da ATV, que segundo 0s
autores esta correlacionada a solubilizacdo parcial do farmaco no carreador e a modificacdo
cristalina.

E relatada na literatura a solubilizacio de farmacos em dispersdes sdlidas usando

carreadores de elevado peso molecular (como o PEG), caracterizada pela supressdo do pico de
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fusdo do farmaco, detectados no DSC (OLIVEIRA, YOSHIDO, GOMES, 2011; LE-NGOC
VO et al, 2013). Sarma, Sani, Sarma (2012) produziram dispersbes da ATV usando PEG e
obtiveram supressdo do pico do farmaco nas curvas DSC e atribuiram esse evento a
solubilidade do farmaco no carreador. Os mesmos achados foram encontrados por Nandi, Pal
(2010).

Assim, pode-se concluir que de acordo com os dados obtidos nesse trabalho, o PEG
ndo foi suficiente para solubilizar totalmente a ATV na liofilizacdo, apesar de seu elavado

peso molecular.

Figura 34- Curvas de DSC da ATVI, ATVII, ATVIII e suas respectivas DS-P na razdo

de 10°C.min"* aquecimento
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Observa-se na Tabela 19 que de maneira semelhante ao ocorrido com as DS-L, as DS-
P apresentaram diminuicdo da entalpia de fusdo da ATV em todas as amostras. Esse achado
possivelmente esta correlacionado a solubilizagdo parcial do farmaco no carreador e a

interacdo fisica entre os componentes, conforme discutido no 7.2.2.3.

Tabela 19- Faixa e entalpia de fusdo da ATVI, ATVII, ATVIII e suas respectivas DS-P

na razio de 10°C.mint

Amostras ° T onset °T pico ° T endset Energia
3.9
ATVI 155,76 160,65 170,46 -14,39
DS-PI 155,23 148,18 151,85 -4,25
ATVII 154,15 164,34 174,78 -56,51
DS-PII 144,90 148,90 151,56 -5,10
ATVIII 153,39 160,67 169,81 -40,10
DS-PIII 145,32 148,90 150,01 -5,90
72232TG

As curvas termogravimétricas das DS-P dos trés lotes de ATV sdo mostradas na
Figura 35. Diferentemente da ATV dos trés lotes, que apresentaram 9 etapas de degradacédo
(item 5.2.3.2), todas as DS-P apresentam 6 etapas.

As dispersdes mostraram o mesmo perfil de degradacdo entre elas, indicando
reprodutibilidade e maior estabilidade térmica da ATV na presenca do carreador. Poréem,
houve diferencas em todas as etapas de degradacdo: a perda de agua se deu em um Unico
estagio, com perda em torno de 3,5, semelhante aos valores das DS-L; a etapa que apresentou
maior perda de massa se deu em faixa maior de temperatura (390 - 450 °C), correspondente a
20%, diferentemente das DS-L e da ATV (do trés lotes), em que verifica-se que a perda maior
se deu na faixa de 255°C a 374°C (item 7.2.1.3.2) com valor em torno de 31%.

Assim, conclui-se que o PEG presente nas amostras interagiu de maneira positiva,
contribuindo para uma maior estabilidade térmica da ATV. Conforme discutido
anteriormente, ndo houve interacdo quimica entre 0 PEG e a ATV, e, portanto, essa interacdo
fisica se deu por meio da formacdo de um complexo ndo covalente, em que o PEG

possivelmente envolveu o farmaco.
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Figura 35- Curvas termogravimétricas da ATVI, ATVII, ATVIII e suas respectivas DS-

P na razdo de aquecimento de 10°C.min™*
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7.2.2.4 Uniformidade de contetido

Os valores dos teores da DS-P de todos os lotes sdo mostrados na Tabela 20. Verifica-
se que todas as amostras apresentaram Vvalores acima de 95%, indicando uma boa
uniformidade de conteddo e reprodutibilidade do método. As dispersdes estdo dentro de uma

faixa de + 4% da concentracdo tedrica.

Tabela 20- Valor do teor da ATVI, ATVII e ATVIII e suas respectivas DS-P

Amostras Proporgédo Concentracao Concentracao Teor (%)
tedrica Experimental
(ug. mi™) (ug. mi™)
DS-PI 11 20 19,8 99+0,54
DS-PII 11 20 19,4 97+0,59
DS-PIII 11 20 19,2 96+0,67

7.2.2.5 Perfil de dissolugao

Os perfis de dissolucdo das DS-P dos respectivos lotes da ATV sdo mostrados na
Figura 36. Observa-se que todas as amostras aumentaram a Velocidade e extensdo da
liberacdo da ATV de todos os lotes, apresentando ao final de 60 minutos, valores de 97,4%,
95, 4% e 88,3% para a DS-PI (Figura 36 A), DS-PII (Figura 36 B) e DS-PIII (Figura 36 C),
respectivamente. Porém, essa liberacdo ocorreu de forma gradativa, ao contrario do que
ocorreu com as DS-L ( item 7.2.1.5), em que cocorreu uma liberacdo de 100% em 15 minutos,
em detrimento com DS-P que em 15 minutos liberaram 64% (DS-Pl), 28% (DS-PIl) e 58%
(DS-PIII). No entanto, ndo se pode dizer que as DS-L sdo melhores que as DS-P, pois a
escolha depende da finalidade do uso, uma vez que as DS-P poderiam ser escolhidas para o
desenvolvimento de uma liberagdo mais lenta.

Esses resultados estdo em consondncia com os achados na literatura. Rani et al,
(2014) produziram dispersdes sdlida da ATV usando PEG como carreador, e obtiveram
liberacdo lenta, liberando 85% do farmaco em 60 minutos. A liberacdo total foi alcancada
apenas em 240 minutos. Resultados semelhantes foram encontrados por Hu et al., (2014) que
obtiveram uma liberacdo lenta da ATV, apresentando 82% em 60 minutos. Narasaiah et
al.,(2010) desenvolveram dispersdes que liberaram gradativamente a ATV, apresentando um

valor de 64% no tempo maximo de analise (70 minutos).



Figura 36- Perfil de dissolucdo da ATVI, ATVII, ATVIII e suas respectivas DS-P
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7.2.3 CONCLUSAO

A técnica de liofilizacho se mostrou eficiente na obtencdo de dispersdes solidas
reprodutiveis da ATV, mantendo as mesmas caracteristicas fisico-quimica entre elas. N&o
houve diferengas significativas entre as amostras que pudesse alterar o perfil de dissolugdo. O
perfil de liberacdo imediata das DS-L e o perfil de liberacdo lenta das DS-P foram mantidos

em todas as amostras.
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CAPITULO V

Comparagdo de técnicas para obtengdo de

dispersodes sdlidas da atorvastatina cdlcica
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8. COMPARACAO DE TECNICAS PARA OBTENCAO DE
DISPERSOES SOLIDAS DA ATORVASTATINA CALCICA

Sabendo que a técnica de spray drier correspondentea0 método mais utilizado na
obtencdo de dispersdes solidas, devido o baixo custo, ser rapido, apresentar boa transposicdo
de escala e reprodutibilidade. Esse capitulo se propds a comparar as amostras DS-L e DS-P
obtidas por liofilizacdo e spray drier a fim de se compreender os mecanismos fisico-quimicos
envolvidos no aumento da solubilidade da ATV correlacionando as duas técnicas. Ademais,
as dispersdes obtidas pelas duas técnicas foram submetidas a degradacdo térmica em estufa de
secagem e a busca por produtos de degradacdo foi conduzida usando o método desenvolvido e
validado (capitulo I1I).

As amostras foram nomeadas em DS-LIII lio (DS da ATVIII usando LSS obtidas por
liofilizacdo) e DS-LIII SD (DS da ATVIII usando LSS obtidas por spray drier); DS-PIII lio
(DS da ATVIII usando PEG obtidas por liofilizacdo), DS-PIlIl SD (DS da ATVIII usando
PEG obtidas por spray drier), MF-P (mistura fisica usando PEG) e MF-L (mistura fisica
usando LSS).

8.1 MATERIAIS E METODO
8.1.1 Materiais

Atorvastatina célcica de trés lotes diferentes (ATVI, ATVII, ATVIII respectivamente),
foi obtida a partir da Gemini e Fragon Industria de Insumos farmacéuticos LTDA. Os
seguintes itens foram utilizados como carreadores (CA): Lauril sulfato de sodio - LSS
(Mapric), polietilenoglicol (PEG) 6000. Como agente secante foi utilizado o aerosil 200 —
AER (Henrifarma produtos quimicos e farmacéuticos). Os solventes utilizados foram alcool

etilico (Neon) e 4gua destilada.
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8.1.2 Métodos

8.1.2.1 Preparacdo das Dispersdes Soélidas

8.1.2.1.1 Liofilizacéo

A obtencdo das DS-L e DS-P com ATVIII foi conduzidas sob as mesmas condicbes

citadas no item 4.1.2.1.

8.1.2.1.2 Spray Drying

Foram preparadas DS-P e DS-L da ATVII utilizando um spray dryer escala
laboratorial marca LabPlant , modelo SD basic, com temperatura de entrada e de saida 160°C
e fluxo de 6 - 8 mL/min.

Inicialmente foi preparada uma solucdo hidroalcoolica (etanolagua 50%), sendo o
carreador solubilizado em 200ml dessa solugdo, seguido da adicdo da ATV e do AER numa
proporcdo de 10% da solucdo (8g da ATVIII /ICA e 4g AER). Apos a obtencdo das solugdes,

as amostras foram submetidas a secagem.

8.1.2.2 Andlise de espectroscopia no infravermelho (FT-IR)

Os espectros FT-IR obtidos da ATVIII e suas dispersdes foram obtidos conforme item
5.1.2.1, ja descrito.

8.1.2.3 Difracdo de Raios-X do p6 (PDRX)

Os padrbes de difracdo obtidos da ATVIII e suas dispersdes foram obtidos conforme

item 4.1.2.2, ja descrito.
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8.1.2.4 Andlise Calorimétrica

8.1.2.4.1 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

As analises da ATVIII e suas dispersdes foram feitas do mesmo modo que ja relatado

no item 5.1.2.3.1, porém somente na razio de aquecimento de 10°C.min™.

8.1.2.4.2 Termogravimetria (TG)

As curvas da ATVIIl e suas dispersdes foram obtidas conforme ja descrito no item
5.1.2.3.2.

8.1.2.5 Uniformidade de Conteudo

A uniformidade de conteldo das dispersbes solidas foi obtida a partir do doseamento

das amostras seguindo a mesma metodologia ja descrita no item 4.1.2.4.

8.1.2.6 Perfil de Dissolucdo

O perfil de dissolucdo da ATVIII e suas dispersdes solidas foi realizado utilizando

equipamento, material e metodologia ja descritos no item 4.2.2.6.

8.1.2.7 Degradacéo térmica

As amostras ATVIII, DS-PIII SD, DS-PIII lio, DS-LINI SD, DS-LIII lio, MF-LIII, MF-
PIIl foram colocadas em uma estufa de secagem a 60° sendo armazenadas nesta condicdo
durante todo o estudo. As amostras foram obtidas pesando-se 25 mg em ftriplicata e
transferidas para baldo de 50 ml, as quais foram solubilizadas com o diluente, seguida de
sonicacdo até completa solubilizagdo. Obtendo-se solugBes-mde na concentracdo de 0,5
mg.mit. Ao término destas, foram coletadas aliquotas de 400 pl para balio de 10 ml
(completando-0s com o diluente) a fim de se obter concentracéo final de 20 pg.mL™.

Estes procedimentos foram realizados em cada tempo de analise (0 e 24h).
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8.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

8.2.1 PDRX

Os difratogramas da ATVIII e suas DS-LIII obtidas por liofilizagdo e spray drier séo
mostrados na Figura 37 e 38. A ATVIII sozinha apresentou picos intensos ¢ definidos em 26
com valores de 8, 94; 9,23; 10,06; 16,82; 19,25, 21,38 e 23,10° refletindo sua cristalinidade
(tem 5.2.1). Tanto a DS-LIII SD quanto a DS-PIIl SD apresentaram padres de difracdo
semelhante a ATVIII, diferindo na intensidade dos picos, sendo sugestivo de uma
amorfizag&o.

Conforme discutido no item 7.2.1.1 a ATV na DS-LIII lio (Figura 37 A) se apresenta
em maior grau na forma cristalina apos a liofilizacdo. Resultados opostos foram encontrados
para a DS-LIII SD (37 B), em que observa-se uma maior amorfizacdo da ATV evidenciada
por alargamento e redugdo da intensidade principalmente do picos 21,38 e 23,10°. O mesmo
achado foi encontrado para a DS-PIII lio (Figura 38 A) e DS-PIIlI SD (Figura 38 B), em que
verifica-se uma maior contribuicdo amorfa da ATV na DS-PIII SD.

Paudel at al., (2013) relata em seu trabalho que o estado solido final do farmaco apos o
processo de spray drier, depende em maior grau da sua natureza quimica, podendo resultar na
forma amorfa, misturas parcialmente cristalina, cristais com imperfeicbes ou formas
metaestaveis. A secagem por spray drier da indometacina e itraconazol gera formas
completamente amorfas com estabilidade consideravel, enquanto o naproxano mostra quase
nenhuma amorfizacdo mediante a secagem por spray drier (MAHLIN et al,, 2011). Segundo
Baird et al, (2012), a capacidade de uma substancia cristalina se converter na sua forma
amorfa depende da sua inerente habilidade de formagdo de vidro ( do inglés glass forming
ability) a partir da sua estrutura molecular e , em menor medida, do método de obtencao.

Sonje et al., (2011) avaliaram a glass forming ability da ATV por meio da formagéo de
sais amorfos usando 0 monovalente Na* e os divalentes Ca* e Mg" por meio do spray drier.
Segundo os autores, s6 foi possivel obter formas completamente amorfas usando apenas o
divalente Ca" devido a ATV ndo possuir boa glass forming ability. Assim, pode-se sugerir
que a presenca da contribuicdo cristalina da ATV ap0s a secagem por spray drier esteja

relacionada com a sua fraca habilidade de formar sélidos amorfos estaveis.
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Figura 37- Difratogramas da ATVIII e suas DS-LIII obtidas por liofilizacdo e spray drier
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Figura 38- Difratogramas da ATVIII e suas DS-PIII obtidas por liofilizacdo e spray drier
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8.22FTIR

Medicbes no FTIR foram realizadas para obter informagBes sobre as possiveis
alteracfes no nivel molecular entre a ATVIII e as DS-PIIl e DS-LIII obtidas por meio das
duas técnicas (Figura 39). As bandas de absor¢do da ATV no espectro de FTIR foram
avaliadas na regido 0-H(3650-3200 cm), C-H sp? (3050-3010 cm'}), C-H sp® (3300-2750 cm
1y, =0 (1800-1600 cm'!), C=C (1600-1400 cm'), C-O (1300-1000 cm*) e C-F (1400-1000

cmd).
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De acordo com as Figura 39 e 40 e Tabela 21, verifica-se que ndo houve modificagdes
nas bandas caracteristicas da ATV em nenhuma amostra, ndo evidenciando por meio destas
técnicas, interacbes fisica e quimica entre os componentes. Ademais, as dispersdes solidas
apresentaram valores de nimero de onda semelhantes e auséncia de alargamento e
deslocamento de bandas na regido da O-H e da C=0, indicando semelhanga entre as DS-PIII e
DS-LIII obtidas pelas duas técnicas de obtencdo (liofilizacdo e spray drier). As bandas da
ligacdo C-F na DS-LIII SD (Figura 39 D) ndo puderam ser avaliadas devido a formacdo de
ombros no pico ao se conjugar com o0 pico da banda S-O que se tornou intenso como
resultados das ligacbes S-O presentes no LSS e no AER. Assim como no item 7.2.2.2, as
bandas C-F nas DS-PIIl (Figura 40 C e D) obtidas pelas duas técnicas ndo puderam ser
avaliadas devido a sobreposicdo dos picos C-O.

A técnica de spray drier é uma das melhores técnicas utilizadas no incremento de
solubilidade de farmacos pouco soliveis, pois, € possivel obter particulas na escala micro e
nano, bem como amorfos de farmacos cristalinos (PAUDEL., et al, 2013). Ha et al., (2014)
produziram dispersdes sélidas da ATV por meio do spray drier e obtiveram modificacdes nas
bandas caracteristicas do farmaco, apresentando picos caracteristico do carreador (soluplus®)
e de amorfos da ATV (picos menos intensos e auséncia de algumas bandas, como a OH).
Segundo os autores, essa amorfizacdo se correlaciona com a natureza amorfa do Soluplus® e
com a técnica de obtencéo.

Palanisamy, James, Khanam (2016) produziram mnclusdes da ATV usando HPP -
ciclodextrina e obtiveram um sistema amorfo, caracterizado pela auséncia das bandas OH no
espectro FTIR. Esses dados estdo em consonancia com os dados de Kim et al (2008) que
obtiveram amorfos da ATV caracterizados por diferencas significativa nas transicoes
vibracionais observadas e nas bandas no espectro da forma cristalina.

Correlacionando esses achados com os obtidos nesse trabalho, verifica-se que no
processo de nebulizagdo existem varidveis que podem influenciar nas caracteristicas fisicas
das dispersdes obtidas, uma vez que a ATV em todas as amostras (Figura 39 D e Figura 40 D)
obtidas por spray drier apresentaram picos caracteristicos da forma cristalina (item 7.2.1.2),

embora tenha uma elevada contribuicdo amorfa (item 8.2.1).
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Figura 40- Espectros de infravermelho da ATVIII e suas respectivas DS-P obtidas por
liofilizacdo e spray drier
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Tabela 21- Dados dos espectros do infravermelho da ATVIII e suas DS-L e DS-P obtidas
por liofilizacao e spray drier

Bandas ATVIII __DS-LIlTlio DS-LINSD _DS-PI lio DS-PIN SD

(cm™)

O-H 3370 3370 3370 3364 3370
C-H sp2 3058 3058 3058 3058 3052
C-H sp3 2941 2925 2918 2878 2896

c=0 1651 1651 1647 1650 1650

Cc=C 1600-1400 1578-1431 1592-1422 1575-1434 1575-1437

C-O0 1318 1214 1217 1110 1110

C-F 1159 1159 i . i
8.2.3 DSC

Verifica-se nas Figuras 41 e 42 que houve modificacBes nas dispersdes solidas obtidas
pelas duas técnicas, diferentemente dos achados do item 8.2.2 em que ndo se encontram
alteracdes a nivel molecular.

Conforme discutido no fitem 7.2.1.3.1, ndo houve interagdo fisica entre o0s
componentes das DS-LIII obtidas por liofilizacdo, apresentando todos os eventos térmicos dos
constituintes isolados. No entanto, a DS-LIII SD (Figura 41 B) apresentou interacdo fisica
entre os componentes e diferencas no perfil térmico em relagdo & DS-LIII lio (Figura 41 A):
observa-se dois eventos sucessivos endotérmicos na faixa de fusdo da ATV com reducdo de
energia de -40,10 J.g* a -1,18 J.g*, caracterizando uma amorfizacdo; antecipacdo da fusdo do
LSS (de 195,03°C para 189,28 °C) acompanhada de reducdo da energia de -43,76 J.g* a -
17,67 J.g* ao contrario da DS-LIII lio que apesar de apresentar antecipacdo da fusdo do LSS
(de 195,03 °C a 188,83 °C), a variacdo de energia ndo foi tdo significativa (-43,76 J.g* a -
30,65 J.g}) (Tabela 21).

De maneira semelhante, a DS-PIIl SD também apresentou interacdo fisica entre seus
componentes (Figura 42 B), caraterizada pela supressdo da fusdo da ATV e pequeno
deslocamento da fusdo do PEG com significativa variacdo de energia de 123, 71 J.g* a 51, 84
Jg! (Tabela 22). A supressdo da fusdo da ATV possivelmente estd relacionada a
solubilizagdo do farmaco no PEG e a amorfizacdo da ATV corroborando com os achados da
literatura (SHARMA; SANI; SHARMA, 2012, HU et al., 2014) e com os dados do PDRX
(tem 8.2.1).
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Figura 41- Curvas de DSC da ATVIII e suas respectivas DS-LIII obtidas por liofilizagéo

e spray drier na razdo 10°C.min* aquecimento
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Figura 42- Curvas de DSC da ATVIII e suas respectivas DS-PIII obtidas por liofilizagdo

e spray drier na razdo de aquecimento 10°C.min™
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Tabela 22- Faixa e entalpia de fusdo da ATVIII e suas DS-LIII e DS-PI11 obtidas por

liofilizacdo e spray drier na razdo de aquecimento 10°C.min™

Amostras ° T onset °T pico ° T endset Energia
(3.9
ATVIII 153,39 160,67 169,81 -40,10
DS-LIII lio 159,71 159,71 170,03 -19,51
DS-LIII SD - - - -1,18
DS-PIII lio 145,32 148,90 150,01 -5,90
DS-PIII SD - - - -
824TG

As curvas termogravimétricas das DS-LIII e DS-PIIl obtidas pelas duas técnicas séo
mostradas na Figura 43 e 44 e Tabela 23.

A DS-LII lio (Figura 43 A) apresentou o mesmo perfil de degradacdo da ATVIII,
diferindo apenas no numero de etapas, apresentando uma etapa a menos. (item 7.2.1.3.2).
Resultados diferentes sdo encontrados por DS-LIII SD (Figura 43 B), que apresentaram sete
etapas de degradacdo e o estagio de maior perda de massa (4% etapa) se deu em faixa de
temperatura préximo ao ATVIII e com valor inferior (21,4%) comparado a DS-LIII lio
(Tabela 23). Ademais, a DS-LIIl SD apresentou perda de agua em uma Unica etapa
diferentemente da DS-LIII lio, em que a perda se deu em duas etapas.

Conforme discutido no item 7.2.2.3.2, o PEG interferiu nas DS-P contribuindo para
uma maior estabilidade da ATV. A DS-Plll lio (Figura 44 A) apresentou seis etapas de
degradacdo, tendo a etapa de maior perda de massa ocorrendo em faixa maior de temperatura
(390 - 420 °C) e com valor inferior (26,1%) ao da ATVIIIl. Resultados semelhantes foram
encontrados para a DS-PIIl SD (Figura 44 B) a cerca da estabilidade do farmaco, porém, a
perda de massa se deu em 5 etapas, apresentando o estagio de maior perda com valor inferior
(20,8%) ao encontrado para a DS-PIII lio.

Esses achados corroboram com os dados anteriormente discutidos, sendo mais um
indicativo das diferencas acerca das caracteristicas fisicas das DS-LIII e DS-PIII obtidas pelas

duas técnicas.
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Figura 43- Curvas termogravimétricas da ATVIII e suas respectivas DS-L obtidas por
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Figura 44- Curvas termogravimétricas da ATVIII e suas respectivas DS-P obtidas por
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Tabela 23- Dados termogravimétricos da 12, 22 e 42 etapa da ATVIII e suas respectivas

DS-LII1 e DS-PIII na razdo de aquecimento de 10°C.min™

Amostras Ti Tf Perda de massa
°C) (°C) (%)

ATVII
1%e 2% etapa 50 144 4,4
42 etapa 312 353 31,1
DS-LIII lio
12e 2%etapa 46 145 3,3
42 etapa 262 349 31,9
DS-LIII SD
1% etapa 35 150 34
42 etapa 317 379 21,4
DS-PIII lio
1% etapa 46 144 3,4
42 etapa 390 420 26,1
DS-PIIl SD
1% etapa 37 150 3,8
42 etapa 308 344 20,8

8.2.5 Uniformidade de conteldo

Observa-se na Tabela 24 que todas as amostras apresentaram valores de teor acima de
90%, apresentando uma boa uniformidade entre os componentes. Ademais, verifica-se que as
dispersdes estdo dentro de uma faixa de + 5 % da concentragdo tedrica, indicando que as

técnicas ndo apresentaram diferencas em relacdo a homogeneizacdo das amostras.

Tabela 24: Valor do teor da ATVIII e suas respectivas DS-P

Amostras Proporcéo Concentracao Concentracao Teor (%)
tedrica experimental
(Hg. mI) (Hg. mI)
DS-LII lio 11 20 19 95+0,67
DS-LIN SD 11 20 19,4 970,59
DS-PIII lio 11 20 19 95+0,97

DS-PIII SD 11 20 19,2 96+0,67
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8.2.6 Perfil de dissolucéo

Os perfis de dissolucdo das DS-LIII e da DS-PIII obtidas pelas duas técnicas sdo
mostrados na Figura 45 e 46.

Os perfis de dissolucdo de DS-LIII lio (Figura 45 A) e DS-LIII SD (Figura 45 B)
mostraram semelhangas, apresentando liberagdo de 102 e 99% em 15 minutos, caracterizando
uma liberacdo imediata do tipo muito rapida (BRASIL, 2010). Ao final dos 60 minutos a
liberacdo foi de 106 e 109% respectivamente.

De acordo com a RDC n° 31 (BRASIL, 2010), uma liberacdo é dita imediata quando
libera 75% do farmaco em até 45 minutos. Ela se divide em liberacdo rapida e muito rapida.
Na liberacdo rapida, no minimo 85% do farmaco é liberado até 30 minutos e na muito rapida,
a liberacdo de no minimo 85% se da até 15 minutos.

Diferencas significativas sdo observadas para as DS-PIIl, em que verifica-se um
incremento maior de solubilidade na DS-PIII SD (Figura 46 B), apresentando em 30 minutos
uma liberacdo de 106% em detrimento da DS-PIII lio (Figura 46 A) que apresentou 64% no
mesmo intervalo de tempo. Ao final dos 60 minutos a DS-PIlII lio liberou apenas 88% ao
contrario da DS-PIIlI SD com 109%. A dissolugcdo da DS-PIII SD assim como das DS-LIII lio
e DS-LIII SD correspondentea uma liberacdo imediata do tipo muito rapida, pois mostrou
uma liberacdo em 15 minutos de 95%, diferentemente da DS-PIIl lio que apresentou uma
liberagdo lenta com 59% em 15 minutos.

Soulairol et al.,(2014) produziram dispersfes solidas de nifedipino usando PEG como
carreador por meio do spray drier e obtiveram liberacdo imediata do farmaco, apresentando
perfil de dissolugcdo semelhante aos encontrados nesse trabalho para a DS-PlIl SD. Esses
dados convergem com os dados de Kim et al., (2008) que produziram amorfos da ATV por
meio do spray drier e obtiveram uma liberagéo imediata.

Fong, Ibisogly, Bauer-Brandi (2015) produziram dispersbes solidas do celecoxibe
usando lipideos como carreador por meio do spray drier e da liofilizacdo e obtiveram
melhores desempenhos com as amostras obtidas por spray drier. Segundo 0s autores, esses
achados sdo resultados da solubilidade do farmaco no carreador e a contribuicdo amorfa apos

0 processo de secagem corroborando com os dados desse trabalho.



Figura 45- Perfil de dissolucdo da ATVIII e suas respectivas DS-LIII
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8.2.7 Estabilidade térmica
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Foi realizada degradacdo térmica da ATVIII, MF-LIII, bem como as DS-LIII lio, DS-
LIl SD, DS-PIII lio e DS-PIII SD a fim de verificar a estabilidade da ATV frente a condices

térmicas e comparar as duas técnicas frente a esse parametro (Tabela 25).

Observa-se na Tabela 25 que ndo houve diminuicdo do teor da ATV presente em

nenhuma das amostras, exceto a DS-LHII lio que apresentou uma degradacdo de

aproximadamente 3%. Porém, essa degradacdo ndo é significativa (valor inferior a 10%) e
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possivelmente estd relacionada com erros analiticos ou até mesmo produtos de degradagdo
ndo detectada nas condicdes da metodologia desenvolvida, uma vez, que esse decaimento nao

é acompanhado da presenca de picos de degradacdo, como mostra a Figura 47.

Tabela 25 - Degradacdo térmica da ATVII, MF-LIII, DS-LIII lio e DS-LIII SD

Tempo ATV MF-L DS-L SD DS-L lio
(h)

Teor Deg. Teor Deg. Teor Deg. Teor Deg.

(%) (%) () (%) (%) (%0) (%) (%)
O 103,115 -3,115 99,398 0,602 103,579 -3,579 100,039 -0,039
24 103,339 -3,339 98,844 1,156 104,880 -4,880 97,017 2,983

Figura 47 - Cromatogramas da estabilidade térmica da ATVIII, MF-LIII, DS-LIII lio e
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De modo semelhante as DS-LIII SD e DS-LIII lio, as amostras DS-PIII SD e DS-PIlII
lio obtidas pelas duas técnicas de obtencdo mantiveram-se estaveis nas condicOes testadas,

conforme Tabela 26.

Tabela 26- Degradacéo térmica ATVIII, MF-PI11, DS-PIII lio e DS-PIII SD

Tempo ATV MF-P DS-P SD DS-P 110
(h)

Teor Deg. Teor Deg. Teor Deg. Teor Deg.

(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
@) 100,1148 -0,1148 99,5976 04024 1025795 -25795 100,039 -0,039
24 101,339 -1,339 99,8938  0,1062 103,88 -388 1000174 -0,0174

Todas as amostras mantiveram-se estaveis nas condicdes testadas, ndo apresentando
produtos de degradacdo. Esses resultados corroboram com os estudos de Chaudhar, Patel
(2007) e Kadava ,Vora (2008), que ao submeter a ATV a estresse térmico ndo obtiveram
produtos de degradacdo, apesar do uso de condicdes mais extremas (80°C).

Verficou-se que a presenca do carreador ndo modificou as caracteristicas térmicas do
farmaco, bem como as dispersfes obtidas pelas duas técnicas. Dessa forma, ambas as técnicas
sdo capazes de obter dispersfes solidas soliveis com PEG e LSS e estaveis sob as condicGes
testadas. Esses resultados ja eram esperados, tendo em vista, a discussdo dos resultados acerca

das analises termogravimétricas (item 8.2.4).

8.3 CONCLUSAO

De acordo com os dados, as DS-LIII lio, DS-LIII SD, DS-PIII lio e DS-PIII SD apesar
de ndo apresenterem diferengas em nivel molecular, visualizou-se diferencas significativas em
nivel de particula. E essas diferencas refletiram no perfil de dissolucdo das amostras que
embora todas tenham incrementado a solubilidade da ATVIII, revelaram diferencas
consideraveis, em maior grau a DS-PIII SD.

Ambas as técnicas, liofilizacdo e secagem por spray drier sdo capazes de obter
dispersdes sdlidas da ATV sollveis e estaveis nas condicdes testadas. N&o houve interferéncia
dos carreadores utilizados (PEG e LSS) na estabilidade das amostras, ao contrario, o0 PEG

conferiu uma estabilidade maior a ATV.
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CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS
FUTURAS
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9. CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

Com a execucdo desse trabalho percebe-se que é um grande desafio estabelecer
correlacbes entre os parametros biofarmacéuticos com os dados obtidos pelas principais
ferramentas analiticas usadas na caracterizacdo de farmacos no estado sdlido com alta
variabilidade das caracteristicas fisicas, no que, tange estabelecer critérios confiaveis de
correlacdo que nos forneca dados relativos a biodisponibilidade.

Apesar das particularidades de cada lote da ATV e de suas diferencas fisicas
visualizadas por meio das técnicas calorimétricas e dissolucdo, ao serem submetidos ao
modelo proposto foi possivel transformar desiguais em iguais, ou seja, produzir dispersdes
solidas da ATV por meio da liofilizacdo capazes de incrementarem consideravelmente a
solubilidade do farmaco mantendo o mesmo perfil entre elas.

A escolha da técnica de obtencdo influenciou diretamente nos mecanismos fisico-
quimicos envolvidos na solubilidade da ATV, em que foi possivel obter desempenhos de
dissolucdo diferenciados para as amostras obtidas pelas diferentes técnicas. As ferramentas
analiticas  utilizadas foram elucidativas na deteccdo dessas diferencas apesar da
complexicidade das amostras.

Assim, conclui-se que as duas técnicas de obtencdo podem ser utilizadas para a
obtencdo de dispersdes solidas da ATV capazes de aumentarem a solubilidade do farmaco e

se apresentarem estaveis apos serem submetidas ao modelo proposto.

Esse trabalho tem como perspectivas futuras:

e Desenvolver um medicamento na forma de apresentacdo capsula, a partir
das dispersdes solidas obtidas;

e Realizar estudos in vivo de biodisponibilidade da ATV;

e Realizar estudos de estabilidade conforme a RE 01/2005 para determinar
0 prazo de validade do medicamento;

e Realizar estudos in vivo para avaliacdo da eficacia do medicamento.
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