UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
FACULDADE DE FARMACIA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

FLAVIA DIAS MARQUES MARINHO

AVALIAGAO DA EFICACIA DE SINVASTATINA 20 mg COMPRIMIDOS E
CAPSULAS EM RELAGAO AOS COMPRIMIDOS REFERENCIA

Belo Horizonte - MG
2012



FLAVIA DIAS MARQUES MARINHO

AVALIAGAO DA EFICACIA DE SINVASTATINA 20 mg COMPRIMIDOS E
CAPSULAS EM RELAGAO AOS COMPRIMIDOS REFERENCIA

Tese, como requisito parcial, para obter o
titulo de doutor em Ciéncias Farmacéu-
ticas, submetida ao Programa de Pos-
Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas da
Faculdade de Farmacia da Universidade
Federal de Minas Gerais.

Orientadora Profa. Dra. Cristina D. Vianna
Soares — UFMG

Co-Orientadoras

Profa. Dra. Angélica Alves Lima — UFOP
Profa. Dra. Ilka Afonso Reis — UFMG
Colaborador Dr. José Carlos da Costa
Zanon — Ouro Cordis, Hospital Santa Casa

Belo Horizonte - MG
2012



Ficha Catalografica

M357a

Marques-Marinho, Flavia Dias.

Avaliagdo da eficacia de sinvastatina 20 mg comprimidos e
capsulas em relagdo aos comprimidos referéncia / Flavia Dias Marques
Marinho. — 2012.

151 f. :il.

Orientadora: Prof?. Dr2. Cristina Duarte Vianna Soares.

Coorientadoras: Prof2. Dr2. Angélica Alves Lima, Prof2. Dr2. llka
Afonso Reis.

Tese (doutorado) — Universidade Federal de Minas Gerais,
Faculdade de Farmacia, Programa de P6s-Graduagéo em Ciéncias
Farmacéuticas.

1. Hipercolesterolemia — Teses. 2. Cromatografia liquida de alta
eficiéncia — Teses. 3. Medicamentos — Controle de qualidade - Teses.
4. Medicamentos — Formas farmacéuticas - Teses. |. Vianna-Soares,
Cristina Duarte. Il. Lima, Angélica Alves. Ill. Reis, llka Afonso.

IV. Universidade Federal de Minas Gerais. Faculdade de Farmacia.
V. Titulo.

CDD: 615.19




Universidade Federal de Minas Gerais
U F m G Faculdade de Farmacia

Programa de Pds-Graduacao em Ciéncias Farmacéuticas

FOLHA DE APROVACAO

FLAVIA DIAS MARQUES MARINHO

"AVALIACAO DA EFICACIA DE SINVASTATINA 20MG COMPRIMIDOS E
CAPSULAS EM RELAGAO AOS COMPRIMIDOS REFERENCIA”

Tese, como requisito parcial para obter o grau de Doutor
em Ciéncias Farmacéuticas, submetida ao Programa de
Poés-Graduagao em Ciéncias Farmacéuticas da Faculdade
de Farmacia da Universidade Federal de Minas Gerais e
aprovada em cinco de novembro de 2012.

COMISSAO EXAMINADORA

(Q,\ D Sﬂ& V\\ Ol M;

Profa. Dra. Elisabeth Apatécfda dos Santos Gianotto - UEL

[/;(/;ijjf\,/f/ \.x,gx Q B

Profd Dra. Magall Benjarpit de Araujo)- UNIFAL
/S

Profa. Dra. Marinez de Oliveira Sousa - UFMG

Licimatl V0 &Y
NSRS gesvp

Profa. Dra. Séheilla Vitorino C. de Souza Ferreira - UFMG

A
N

Profa. Dra. Angélica A|ves\L{m\a -UFOP

D
/K) YA A

Profa. Dra. Cristina Duarte Vianna Soares - UFMG

Av. Presidente Antonio Carlos, 6627 - Campus Pampulha - CEP 31270-901 - Fone: 31 3409 6752 - Fax 31 3409 6753
Enderego eletronico: colposfar@farmacia.ufmg.br Pagina: www.ufmg.br/pos/farmacia




Dedico o grau de Doutor

Ao bom Deus que por meio de meus amados pais concedeu-me a vida, e

posteriormente o desejo e saude necessarios para realizagcado deste trabalho.

Ao precioso Euler por fazer parte da minha vida.

Aos meus pais e irma por contribuirem efetivamente em toda minha formacéo.



AGRADECIMENTOS

A Profa. Dra. Cristina Duarte Vianna-Soares, pela orientacdo, estimulo,

confianca e amizade.

As Profas. Dras. Angélica Alves Lima e llka Afonso Reis pela co-orientacéo,
ensinamentos, confianga e amizade.

Ao Dr. José Carlos da Costa Zanon pela importante colaboragdo, confianca e
disponibilizagdo do seu consultorio na Clinica Ouro Cordis no Hospital Santa Casa
de Ouro Preto para atendimento aos voluntarios.

A Profa. Dra. Emilia Sakurai pela co-orientagdo inicial, ensinamentos,
compreensao, carinho e amizade.

A Profa. Dra. Maria Ruth Goncalves Gaede Carrillo representando o
Departamento de Analises Clinicas da Escola de Farmacia/lUFOP pela
disponibilizagado dos equipamentos e infraestrutura do Laboratério Piloto de Analises
Clinicas (LAPAC) em 21 de janeiro de 2008. Ao Prof. Roney Nicolato pela
coordenagao das atividades LAPAC/EF/UFOP. Aos funcionarios Farm. Cassio
Zumerle Masioli, Farm. Ana Claudia Faria Lopes e Adao pela execugao das analises.
A Farm. Ana Claudia Faria Lopes e ao bolsista Pedro Moregola pela participacdo
nas coletas de sangue e avaliagdo antropométrica dos voluntarios. Aos demais
funcionarios e estagiarios do LAPAC que contribuiram nas atividades relacionadas
ao projeto.

Ao Dr Ariosvaldo Figueiredo Santos Filho, secretario municipal de saude de
Ouro Preto pela parceria estabelecida em 21 de janeiro de 2011. Aos enfermeiros
(Elissama, Gircilene, Glauciane, Isadora, Leandro, Michelle, Miguel, Leandro, Luiza,
Patricia, Ricardo), médicos (Dr. Alexandre Rotondo, Dr. André Nicolato) e
assistentes das unidades do Programa Saude da Familia do municipio de Ouro
Preto por auxiliarem no acesso aos usudrios do Sistema Unico de Saude e & Farm.
Paula Alves de Medeiros pela doagao dos comprimidos de sinvastatina 20 mg.

Aos voluntarios pela participagao e enriquecimento mutuo.

As minhas tias Maria das Gracas Dias Gomes e Maria Geralda Dias Marques
pela participagao voluntaria neste projeto.

A Radio ltatiasia Ouro Preto pela divulgacdo do projeto & comunidade
Ouropretana.

Ao Farm. Silvio Arndt pela doagdo de parte dos conjuntos diagndsticos
utiizados nesta pesquisa e aos farmacéuticos magistrais pela doagdo de
sinvastatina 20 mg capsulas.

Aos professores Dra. Ilka Afonso Reis, Dra. Marinez de Oliveira Sousa, Dr.
Francisco de Assis Acurcio, Dr. Edson Perini, Dr. Marcio de Matos Coelho, Dr.



Ferndo Castro Braga, Dr. Ricardo José Alves, Dr. Christian Fernandes, Dra. Isabela
Costa César, Dra. Suzana dos Santos Gomes e Dra. Luciola Licinio de Castro
Paixdo Santos e Dr. Robert Cowen pelos ensinamentos nas disciplinas lecionadas
na pos-graduagéo.

Aos professores Dr. Gerson Antbénio Pianetti, Dr. Marcio de Matos Coelho e
Dr. André Augusto Gomes Faraco pelas sugestdes durante o processo de selegao;
as professoras Dra. Marinez de Oliveira Sousa, Dra. Jacqueline de Souza e Dra.
Gisele Rodrigues da Silva pelas contribui¢gdes durante o exame de qualificacéo e as
professoras participantes da comissao examinadora.

Aos professores Dr. Edson Perini e Dr. Francisco de Assis Acurcio pelas
valiosas sugestdes durante a concepgao deste projeto.

Aos professores Dr. Gilson Andrade Ramaldes, Dr. Nivaldo Lucio Speziali,
Dra. Maria Irene Yoshida pela colaboracdo em estudos relacionados a esta tese.

Aos pos-graduandos do Laboratério de Controle de Qualidade (LCQ) da
Faculdade de Farmacia da UFMG, Ana Gabriela Reis Solano, André Lima de
Oliveira Costa, André Marcio do Nascimento, Fernando Henrique Andrade Nogueira,
lara Maira de Oliveira Viana, Isabela Costa César, Giovanni Margotto Bertollo, José
Antonio de Aquino, Juliana Almeida Baratta, Juliana Machado Brétas, Laura Maria
Fontes Prado, Marcelo Anténio Oliveira, Maria Betania Freitas Marques, Maria Olivia
Nogueira Teixeira, Mariana de Oliveira Almeida, Paula Cristina Rezende Enéas,
Paula Rocha Chellini, Rachel Lima Marcelino Freire, Ricardo Martins Duarte Byrro,
Taizia Dutra Silva, Tiago Assis Miranda, Vinicius Freire Fagundes e demais amigos
do LCQ pelo convivio agradavel e enriquecedor.

Aos amigos do CEDAFAR, Eld, Edna, Leonardo, Luciano, Marcia, Miriam,
Nilton (in memorian), Sonia e Tania pelo auxilio prestado e pela disponibilidade.

As bolsistas de iniciacdo cientifica Amanda Ledo dos Santos, Bruna Diniz
Freitas e as voluntarias Thais de Melo Guedes e Mirella Monique Lana Diniz, pela
colaboragé&o neste projeto.

A Farm. Josiane Monteiro Bastos de Oliveira pela amizade e disponibilizagao
da infraestrutura da Acuracia Pharmaceutica para manipulagcdo de sinvastatina
20 mg capsulas.

Aos meus amados pais, Maria Joaquina Dias e Flavio Margarida Marques
pelos esforcos, atengdo, compreensao, sobretudo nos ultimos quatro anos.

A minha querida irma Fulvia Dias Marques Quintdo, pelo carinho e amizade.
Ao Euler Horta Marinho, pelo amor verdadeiro e eterno, pelas renuncias,
auxilio constante (espiritual e material) sem os quais n&o seria possivel concluir este

trabalho.

Aos meus parentes e amigos pelo estimulo e oragdes.



“‘Resplandecente é a Sabedoria, e sua beleza é inalteravel:
Os que a amam descobrem-na facilmente.
Os que a procuram encontram-na.
Ela antecipa-se aos que a desejam.
Quem para possui-la, levanta-se de madrugada, néo tera trabalho,

porque a encontrara sentada a sua porta.”

Sb 6, 12-14.



RESUMO

A sinvastatina (SV), hipolipemiante mundialmente empregado no tratamento da
hipercolesterolemia (lipoproteina de baixa densidade, LDLc 2160 mg/dL) ou da
hiperlipidemia mista (LDLc 2160 mg/dL e triglicérides, TG =150 mg/dL), esta
disponivel no Brasil como comprimidos (genérico, similar, referéncia) no Sistema
Unico de Saude/SUS e drogarias, e como céapsulas (farmécias magistrais). A eficacia
terapéutica de medicamento similar (comprimidos revestidos), bem como de
capsulas manipuladas em relagdo ao medicamento referéncia é avaliada em
96 voluntarios apos verificagdo de sua qualidade por meio de testes fisicos
(desintegragao, determinagdo de peso) e da cromatografia a liquido de alta
eficiéncia para quantificagdo do farmaco nos demais testes (doseamento,
uniformidade de conteudo, teste de dissolugédo). Os resultados sdo avaliados de
acordo com as especificacbes adotadas para comprimidos ou propostas para
capsulas (auséncia de monografia). O método constituido por fase mével metandlica
(80%) alternativa a acetonitrila, é seletivo (auséncia de interferéncias), preciso (DPR
<2,0%), exato (298,0% e <101,1%), robusto (p 20,10) e de menor custo. Além disso,
mostra-se adequado para aplicagdo em estudos de dissolucdo de SV 20 mg
comprimidos (amostras similar e referéncia, sob temperatura controlada) e para
capsulas. Todos os medicamentos administrados aos voluntarios (32 por grupo de
tratamento) durante 8 semanas apresentam qualidade acima da minima satisfatéria.
Apenas os comprimidos similares (SUS) mostram porcentagem média de eficiéncia
de dissolugdo estatisticamente ndo homogénea em relagdo aos comprimidos
referéncia. A reducdo dos niveis de LDLc (p >0,76) e colesterol total (p >0,35) nos
voluntarios (no minimo 93,7% em cada grupo apresenta adesdo 280% ao
tratamento) nao difere para capsulas ou comprimidos similar em relagcdo aos
comprimidos referéncia. Nado ha elevagao significativa dos niveis de colesterol na
lipoproteina de alta densidade (HDLc) nos grupos de tratamento (p >0,05). As
alteracbes nos niveis das enzimas hepaticas e de creatina quinase também nao
diferem entre os grupos de tratamento, de modo que quaisquer dos medicamentos
podem ser sugeridos na clinica e a sua escolha esta facultada aos médicos e
pacientes.

Palavras-chave: Sinvastatina, hipercolesterolemia, eficacia terapéutica, farmacia,

capsulas, comprimidos, SUS.



ABSTRACT

Simvastatin  (SIM), hypolipidemic worldwide used in the treatment of
hypercholesterolemia (low density lipoprotein, LDLc =160 mg/dL) or mixed
hyperlipidemia (LDLc 2160 mg/dL and triglycerides, TG 2150 mg/dL) is available as
tablets (generic, similar, reference) at SUS, a Brazilian public health system and
drugstores, and as capsules (compounding pharmacies). The therapeutic efficacy of
the similar medicine (coated tablets) and of the compounded capsule compared to
the reference medicine is assessed in 96 volunteers after checking their quality by
means of physical tests (disintegration, weight determination) and of the high
performance liquid chromatography for the quantification of the drug in other tests
(assay, content uniformity, dissolution test). Furthermore, it is appropriate for use in
dissolution studies of SV 20 mg tablets (similar and reference medicines, under
controlled temperature) and capsules. All medications administered to volunteers
(32 per treatment group) for 8 weeks present satisfactory quality above the minimum
requirement. Only the similar tablets (SUS) show percent average dissolution
efficiency statistically not homogeneous compared to the reference tablets. The
reduction of LDLc levels (p >0.76) and total cholesterol (p >0.35) in volunteers (at
least 93.7% in each group presents adhesion 280% to treatment) does not differ for
similar tablets or capsules relative to the reference tablets. There is no significant
elevation in high density lipoprotein cholesterol (HDLc) levels in the groups of
treatment (p >0.05). Changes in levels of hepatic enzymes and creatine kinase did
not differ between groups of treatment, so that any of the medicines may be
suggested in the clinic and the choice is left to the doctor and patient.

Keywords: Simvastatin, hypercholesterolemia, therapeutic efficacy, pharmacy,

capsules, tablets, SUS.
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1 INTRODUGAO

A hiperlipidemia, elevagdo da concentracdo de lipides no plasma, € a
manifestagdo de um disturbio na sintese e/ou degradagdo de lipoproteinas
plasmaticas. Os lipides relevantes na hiperlipidemia sdo o colesterol total (CT) e
fracdes e os triglicérides (TG) (HARDMAN & LIMBIRD, 2006). Niveis de colesterol
acima do ideal caracterizam a hipercolesterolemia e estdo associados a condi¢coes
patolégicas como aterosclerose e suas complicagdes como infarto do miocardio,
acidente vascular cerebral e doencga vascular periférica. A hipertrigliceridemia,
caracterizada por niveis elevados de TG, tém sido associada independentemente a
risco aumentado para doenga cardiovascular (YUAN et al., 2007). A hiperlipidemia e
os niveis reduzidos de lipoproteinas de alta densidade (HDL) ocorrem em
consequéncia de varios fatores que afetam as concentragcdes das lipoproteinas
plasmaticas, como, genético (mutacdo em genes relacionados a lipoproteinas ou a
seus receptores), metabdlico (diabetes mellitus) ou estilo de vida (dieta, atividade
fisica) (HARDMAN & LIMBIRD, 2006).

No terceiro relatério do National Cholesterol Education Program (NCEP,
2002), o programa nacional de educacdo em colesterol dos Estados Unidos,
estabeleceu-se com base em numerosos estudos experimentais, epidemiologicos e
ensaios clinicos, que a elevacdo dos niveis plasmaticos de lipoproteina de baixa
densidade (LDLc), a redugao dos niveis de HDLc e o aumento de TG s&o fatores de
risco para eventos cardiovasculares, os quais tém sido a principal causa de morte no
Brasil (33%) (SCHMIDT et al., 2011) e no mundo (WORLD, 2011). Varios ensaios
clinicos, tanto de preveng¢ao primaria quanto secundaria, demonstraram que a
reducado do LDLc diminui o risco de eventos cardiovasculares, como por exemplo,
doenca isquémica do coragao, em 27-59% e o risco de morte, em média 30%
(JELLINGER et al., 2012).

A reducdo do risco pode ser atingida pela mudanga no estilo de vida que
requer associacao de procedimentos dietéticos a pratica de atividade fisica e
eliminagéo do tabagismo. Quando a mudancga do estilo de vida nao é suficiente para
um controle desejavel dos niveis de colesterol, adicionam-se a terapia farmacos
hipolipemiantes, como as estatinas que constituem a melhor estratégia para reduzir
o colesterol LDL (HOU & GOLDBERG, 2009; KAPUR & MUSUNURU, 2008).
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As estatinas sao inibidores competitivos da 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima
A (HMG-CoA) redutase, enzima essencial na biossintese do colesterol. Atualmente,
estdo disponiveis sete farmacos desta classe: lovastatina (LV), sinvastatina (SV),
pravastatina (PV), fluvastatina (FV), atorvastatina (AV), rosuvastatina (RV) e
pitavastatina (PT), esta ultima ainda ndo é mundialmente comercializada. Os
farmacos AV, FV, RV e PT sao totalmente sintéticos (CAMPO & CARVALHO, 2007;
SAITO, 2011). LV e PV sao estatinas naturais obtidas por fermentacao a partir de
Aspergillus terreus e da biotransformagédo da mevastatina (obtida por fermentagéo a
partir de Penicillium citrinum) por Streptomyces carbophilus, respectivamente. A SV,
por sua vez, € um analogo da LV obtida por processo semissintético (BARRIOS-
GONZALEZ & MIRANDA, 2010; CAMPO & CARVALHO, 2007). Diferente das
demais estatinas, SV e LV sdo pré-farmacos administrados sob a forma lactona que
se converte in vivo ao correspondente [-hidroxiacido por agao de esterases
(CAMPO & CARVALHO, 2007). As doses recomendadas para as estatinas sao
1-4 mg de PT, 5-40 mg de RV, 5-80 mg de SV, 10-80 mg de AV, LV e PV; 20-80 mg
de FV. A dose SV 80 mg tem sido recomendada apenas para pacientes em uso
desta terapia por mais de 1 ano, sem manifestacdo de miopatia (FOOD, 2011;
JELLINGER et al., 2012; SEARCH, 2010).

As estatinas constituem uma terapia de primeira linha para controle dos niveis
de colesterol plasmaticos por proporcionar reducado de 21-55% em LDLc, acrescida
em média de 6% com a duplicagdo das doses; reducéo de 6-30% em TG e elevagéao
de 2-10% em HDLc. Desta forma, estes farmacos reduzem a mortalidade por
eventos cardiovasculares e a incidéncia de eventos isquémicos coronarios agudos,
além de diminuir a necessidade de revascularizacdo do miocardio e, o acidente
vascular cerebral (JELLINGER et al., 2012; SOCIEDADE, 2007).

Devido a sua grande importancia na redugao da mortalidade e da morbidade
por doengas cardiovasculares no sistema publico de saude, as estatinas SV (20 mg)
e AV (10 mg) foram integradas a terceira edigdo da Relacdo Nacional de
Medicamentos Essenciais (RENAME) definida pela Politica Nacional de
Medicamentos no Brasil, e seus comprimidos eram disponibilizados pelo Sistema
Unico de Saude (SUS) (BRASIL, 2002). Porém, pelo fato da melhor relagdo custo-
efetividade em relagcdo a AV, e da auséncia de formas farmacéuticas genéricas de
AV no mercado nacional, apenas as apresentagdes de comprimidos SV 10 mg e

40 mg foram mantidas em sua edicdo subsequente (BRASIL, 2007b). Nas sexta e



21

Introdugéo

sétima edigdes da RENAME, a SV foi padronizada nas apresentacbes contendo
10 e 40 mg (BRASIL, 2009b), mas s6 na sétima edigao foi incluida a apresentacao
20 mg por comprimido (BRASIL, 2010c). Atualmente, a ultima edicdo da RENAME é
composta por trés anexos referentes a lista de medicamentos dos componentes
basico, estratégico e especializado da assisténcia farmacéutica (BRASIL, 2012). Das
estatinas, apenas a SV integra a lista do componente basico justificado por sua
melhor relacdo custo-efetividade na prevencdo secundaria de eventos
cardiovasculares no SUS comparativamente & AV (ARAUJO et al., 2011). As demais
estatinas AV (10, 20, 40 e 80 mg), FV (20 e 40 mg), LV e PV (10, 20 e 40 mQ)
integram a lista de medicamentos do componente especializado.

Além disso, as estatinas SV, LV, PV e, recentemente a AV apds expiragcido da
sua patente (JELLINGER et al., 2012), também estdo disponiveis no comércio
nacional na forma de capsulas, comumente obtidas em farmacias magistrais, onde
aviam-se prescricbes com doses diferentes, individualizadas, ou iguais as das
especialidades farmacéuticas a menor custo, conforme a orientagdo do médico
prescritor (BRASIL, 2007a).

Independente da forma farmacéutica, a producdo dos comprimidos e a
manipulacdo das capsulas com qualidade, seguranca e eficacia comprovadas,
requerem o cumprimento de resolugbes regulamentadoras. Desta forma, a
Resolucdo da Diretoria Colegiada (RDC) 17/2010 da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), que dispbée do guia de boas praticas de fabricacdo de
medicamentos (BRASIL, 2010a) deve ser cumprida nas industrias, e, a RDC
67/2007 e sua atualizagdo (RDC 87/2008) vigoram para as farmacias magistrais
(BRASIL, 2007a, 2008).

A SV, estatina consumida por grande parcela da populagéo brasileira usuaria
da rede de saude publica SUS, tem como referéncia disponivel no comércio o
medicamento sob a denominacédo Zocor® (apresentagdes de SV 10, 20, 40 ou 80 mg
por comprimido) que € fabricado e registrado por Merck Sharp & Dohme. Em sua
formulagcdo qualitativa constam os seguintes excipientes: acido ascérbico, acido
citrico, amido, butilhidroxianisol, celulose microcristalina, didéxido de titanio, estearato
de magnésio, hidroxipropilcelulose, hidroxipropilmetilcelulose, lactose, oxidos férricos
amarelo e vermelho, talco (THE PHYSICIANS, 2000). Os medicamentos genéricos e

similares, bem como as capsulas, podem apresentar formulagcdes com diferentes
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composi¢cdes (qualitativa/quantitativa) de excipientes, principalmente no caso de
capsulas quando preparadas em uma ou outra farmacia.

Os medicamentos (referéncia, similar ou genérico) disponibilizados no SUS
sdo adquiridos pelos érgéos publicos de saude vinculados ao Ministério da Saude,
mediante processo licitatério em que cada proposta deve ser acompanhada dentre
outros documentos, do respectivo certificado de analise emitido pelo
fabricante/detentor do registro e/ou laboratério credenciado pela Rede Brasileira de
Laboratérios Analiticos em Saude (REBLAS)/ANVISA (BRASIL, 1999b), que ateste a
sua qualidade fisico-quimica (BRASIL, 2006c) de acordo com referéncias
oficialmente reconhecidas, como as Farmacopeias Brasileira, da Alemanha,
Argentina, Britanica (BP), dos Estados Unidos (USP), dos Estados Unidos
Mexicanos, Européia (EP), Francesa, Internacional, Japonesa e Portuguesa (FP)
(BRASIL, 2009a).

Os ensaios atualmente exigidos pela ANVISA (BRASIL, 2006a) para
medicamentos similares e genéricos sao: analises de equivaléncia farmacéutica, que
consistem de métodos farmacopeicos fisico-quimicos ou microbioldgicos, aplicados
a medicamentos e o perfil de comparagao de dissolugao (BRASIL, 2010b) além de
biodisponibilidade relativa (similares) ou de bioequivaléncia (genéricos). Estes
ultimos consistem de métodos fisico-quimicos aplicaveis a matrizes bioldgicas
provenientes de pacientes apds ingestdo do medicamento. Tais analises s&o de alto
custo e exigem equipamentos sofisticados e pessoal qualificado, acessiveis somente
a empresas de grande porte como industrias e laboratorios.

Devido a sua caracteristica de fabricagao individualizada sob demanda, na
rotina, nem todos os lotes de capsulas manipuladas sdo submetidos a todas as
analises para avaliagao da qualidade. Os testes fisico-quimicos como doseamento,
uniformidade de conteudo e dissolugdo requerem maior investimento em
equipamentos e pessoal capacitado, e, quando executados, sdo realizados por
laboratorios analiticos terceirizados (BRASIL, 2007a), preferencialmente integrantes
da REBLAS (BRASIL, 2008).

Como nao existem ainda especificagdes farmacopeicas ou método oficial para
avaliar a qualidade da forma farmacéutica SV capsula, a sua analise requer o
estabelecimento de métodos e especificacbes tendo em vista os diferentes
excipientes empregados nas formulagdes de capsulas. Por causa da conhecida

interferéncia dos excipientes nas medidas espectrofotométricas, métodos por
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cromatografia a liquido de alta eficiéncia (CLAE) sao mais adequados devido a
separacgao prévia do farmaco que possibilita uma quantificagao seletiva. O método a
ser utilizado para quantificacdo de SV em capsulas deve ser validado de modo a
garantir a confiabilidade e reprodutividade dos resultados (BRITISH, 2011a,b; THE
UNITED, 2012a).

Na literatura cientifica ndo foram encontrados trabalhos referentes a eficacia
terapéutica de SV capsulas manipuladas ou comprimidos (similares ou genéricos)
ofertados aos usuarios do SUS, em relacdo aos comprimidos referéncia Zocor®.
Portanto, faz-se necessario avaliar ndo somente a qualidade fisico-quimica de SV
capsulas manipuladas e comprimidos disponiveis no SUS, mediante a otimizagao de
método analitico e o estabelecimento de especificagdes, mas também, analisar a
eficacia terapéutica destes tratamentos por comparacdo com os comprimidos

referéncia.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Metabolismo lipidico

Os principais lipides plasmaticos s&o colesterol, TGs, acidos graxos
(saturados, mono ou poli-insaturados) e os fosfolipides (Figura 1).

O colesterol é precursor dos hormdnios esterdides, acidos biliares e vitamina
D e, como os fosfolipides, sdo importantes constituintes das membranas celulares.
Os TGs, juntamente com os acidos graxos, desempenham papel importante no
fornecimento de energia e em seu armazenamento tecidual.

Devido a sua natureza hidrofobica, colesterol e TGs requerem
transportadores, denominados lipoproteinas, para que se tornem soluveis e sejam

conduzidos no sangue.

Figura 1 - Estrutura quimica representativa de (a) colesterol, (b) triglicérides constituidos por
glicerol e diferentes acidos graxos (R4, R, R;) e (c) fosfolipides constituidos por glicerol,
acidos graxos (R;, Ry) e colina, lecitina, etc. (X).
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As lipoproteinas sao constituidas por lipides (colesterol livre, éster de
colesterol, fosfolipides, TG) e proteinas (apolipoproteinas, APOs), que
desempenham fungdes importantes tais como formagdo intracelular das
lipoproteinas (APOB-48, APOB-100), ligagdo a receptores de membrana (APOB-
100, APOE) e agédo como co-fatores enzimaticos (APOA-I, APOA-V, APOC-I, APOC-
II, APOC-III). Existem quatro classes principais de lipoproteinas separadas em dois
grupos, a saber, as ricas em TGs que sdo maiores e menos densas, representadas
por quilomicrons e lipoproteinas de densidade muita baixa (very low density

lipoprotein, VLDL) e as ricas em colesterol representadas por LDL (low density
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lipoprotein) e HDL (high density lipoprotein). Existe ainda uma subclasse de
lipoproteinas de densidade intermediaria (intermediary density lipoprotein, IDL) e
também a lipoproteina(a) que resulta da ligacdo covalente da APO(a) a LDL
(SOCIEDADE, 2007). A constituicdo e a densidade das lipoproteinas plasmaticas

sdo apresentadas (Tabela 1).

Tabela 1 - Constituigdo das lipoproteinas plasmaticas.

Lipoproteina

Composigao do nicleo

Composicao da superficie

(densidade, g/mL) (%) (%)

TG? EC" FLs® Col® Proteinas (APOs®)
Quilomicrons’ (0,93) 85 3 7 2 2 (B-48, A-l, C-II, E)
VLDL? (0,93 a 1,006) 60 10 15 7 8 (B-100, C-II, E)
LDL" (1,019 a 1,063) 5 40 20 10 25 (B-100, C-II)
HDL' (1,063 a 1,21) 5 10 15 20 50 (A-l, A-ll, E)

Adaptado de SCHAEFER, 2010 e GRIFFIN, 2009. a: TG, triglicérides, b: EC, éster de colesterol;
c: FLs, fosfolipides, d: Col, colesterol; e: APOs, apolipoproteinas; f: nicleo composto por vitaminas
A,D,E e K; g: VLDL, lipoproteina de densidade muito baixa; h: LDL, lipoproteina de baixa densidade; i:
HDL, lipoproteina de alta densidade.

Os quilomicrons, sintetizados no intestino, ttém a APOB-48 como principal
proteina sendo que posteriormente durante o transito linfatico sao incorporadas a
sua superficie APOA-I (ativa a lecitina-colesterol aciltransferase), APOA-IV, APOC-I,
APOC-II (ativam a lipoproteina lipase) e APOC-III (inibe a lipdlise). Uma vez
removida a maioria dos TGs dos quilomicrons por hidrdlise pela lipoproteina lipase
ativada pela APOC-II, os quilomicrons incorporam éster de colesterol das HDLs
mediante troca por TGs, via acado da proteina de transferéncia de éster de colesterol
(cholesteryl ester transfer protein, CETP) e também ocorre troca das APOA-I, APOA-
IV e APOC por APOE das HDL. Nesta etapa, estas particulas tornam-se entao
quilomicrons remanescentes, ricos em APOB-48 e APOE; os quais sofrem captura
pelo figado mediante ligagdo da APOE aos receptores hepaticos (GRIFFIN, 2009;
HEGELE & POLLEX, 2009; SCHAEFER, 2010).

A VLDL, sintetizada no figado e as LDL e IDL, sintetizadas na corrente
sanguinea a partir de VLDL, sdo compostas por APOB-100. O conteudo de
colesterol hepatico é regulado principalmente pelos mecanismos de sintese
intracelular; armazenamento poés-esterificagdo e excrecdao pela bile. As VLDLs
apresentam além da APOB-100 as APOC-I, APOC-Il, APOC-IIl. Semelhantemente

ao que ocorre aos quilomicrons, as VLDLs perdem TGs via ativagdo da lipoproteina
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lipase pela APOC-II, trocam TGs por éster de colesterol das HDLs via proteina de
transferéncia de éster de colesterol e incorporam APOE, de modo a serem
removidas da circulagao pelos receptores para LDL no figado, ou ainda podem se
converter em IDLs para logo em seguida se tornarem LDLs. No periodo pés-prandial
a conversao de VLDL a LDL ocorre em 4-5 h. No plasma normal, LDL corresponde a
60-70% do CT e 80-90% da APOB total, sua permanéncia no plasma é de cerca de
3,5 dias sofrendo captacao pelos receptores de LDL teciduais. A expressédo desses
receptores € a principal responsavel pelo nivel de colesterol no sangue e depende
da atividade da HMG-CoA redutase, enzima chave na sintese intracelular do
colesterol hepatico. As LDLs podem ser maiores e menos densas (1,019-
1,040 g/mL) ou pequenas e densas (1,041-1,063 g/mL), estas ultimas sdo mais
aterogénicas (GRIFFIN, 2009; SCHAEFER, 2010).

As HDLs, sintetizadas no figado e intestino, ttm a APOA-I como principal
apolipoproteina. A APOA-I desempenha importante fungcdo como mediador no
transporte do colesterol captado pelas HDLs a partir das membranas celulares dos
tecidos periféricos até o figado (transporte reverso). Este transporte reverso requer a
acao de proteinas transmembrana que utilizam a energia de hidrolise do ATP
designadas complexo ABCA-1 (ATP binding cassete A1) e a ativagao da lecitina-
colesterol aciltransferase pela APOA-I, para captacio e esterificagdo do colesterol,
respectivamente. O processo de esterificacdo € fundamental para estabilizagao e
transporte plasmatico do colesterol no centro das HDLs até o figado, onde, entdo o
colesterol é captado pelos receptores classe B tipo 1 denominados SR-B1. A¢des
das HDLs contribuem para proteg¢ao do leito vascular tais como remocéao de lipides
oxidados das LDLs, inibicdo da fixagdo de moléculas de adesao e mondcitos ao
endotélio e estimulagéo da liberagao de 6xido nitrico (GRIFFIN, 2009; SOCIEDADE,
2007).

2.2 Dislipidemias

O acumulo de quilomicrons e/ou de VLDL no plasma resulta em
hipertrigliceridemia e decorre da diminuicdo da hidrolise dos TGs destas
lipoproteinas pela lipoproteina lipase ou do aumento da sintese de VLDL. Variantes

genéticas das enzimas ou APOs relacionadas a estas lipoproteinas podem causar
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ambas alteragdbes metabdlicas, aumento de sintese ou reducdo da hidrdlise
(SOCIEDADE, 2007).

O acumulo de lipoproteinas ricas em colesterol como a LDL no plasma resulta
em hipercolesterolemia. Este acumulo pode ocorrer por doengas monogénicas, em
particular, por defeito no gene do receptor de LDL ou no gene da APOB-100.
Centenas de mutacdes do receptor de LDL foram detectadas em portadores de
hipercolesterolemia familiar, algumas causando redugdo de sua expressdo na
membrana, outras, deformagdes na sua estrutura e fungdo. Mutagdo no gene que
codifica a APOB-100 pode também causar hipercolesterolemia através da
deficiéncia no acoplamento da LDL ao receptor celular. Mais comumente, a
hipercolesterolemia resulta de mutagdes em multiplos genes envolvidos no
metabolismo lipidico, as hipercolesterolemias poligénicas. Nestes casos, a interagao
entre fatores genéticos e ambientais determina o fendtipo do perfil lipidico
(SOCIEDADE, 2007).

As dislipidemias primarias ou sem causa aparente podem ser classificadas
genotipicamente ou fenotipicamente através de andlises bioquimicas. Na
classificagao genotipica, as dislipidemias se dividem em monogénicas, causadas por
mutacdes em um so gene, e poligénicas, causadas por associagbes de multiplas
mutagcdes que isoladamente ndo seriam de grande repercussdo. A classificagao
fenotipica considera os valores do CT, LDLc, TG e HDLc. Compreende quatro tipos
principais bem definidos: a) hipercolesterolemia isolada (elevagdo somente do LDLc
=160 mg/dL), b) hipertrigliceridemia isolada (elevagado somente dos TG =150 mg/dL),
que reflete o aumento do volume de particulas ricas em TG como VLDL, IDL e
quilomicrons, c¢) hiperlipidemia mista (valores aumentados de ambos LDLc
2160 mg/dL e TG 2150 mg/dL), d) HDL baixo (homens <40 mg/dL e mulheres
<50 mg/dL) isolada ou em associagao com aumento de LDLc ou de TG (JELLINGER
et al., 2012; SOCIEDADE, 2007).

2.2.1 Diagnodstico

O perfil lipidico se constitui por determinacdes bioquimicas dos TG, CT e
fragbes (HDLc, LDLc e VLDLc) apos jejum (12 a 14 h) em individuos com dieta
habitual, abstinéncia de alcool (72 h) e de atividade fisica vigorosa (24 h). LDLc pode
ser calculado (LDLcalc) pela equagdo LDLc=CT-HDLc-VLDLc (FRIEDEWALD et al.,
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1972), sendo VLDLc=TG/5. Esta equacao é adequada a maioria dos pacientes,
sendo empregada rotineiramente, contudo ndo se aplica a pacientes com
hipertrigliceridemia (TG >400 mg/dL), hiperquilomicronemia, hepatopatia colestatica
crbnica, diabetes mellitus ou sindrome nefrética, disbetalipoproteinemia, auséncia de
jejum, circunstancias em que a equagao € imprecisa.

A determinacao das APOA-I e APOB com fins diagndsticos ainda é limitada
na pratica dado o custo elevado e a auséncia de informagao adicional clinicamente
relevante na maioria dos individuos. Por sua vez, a determinagéo da fragdo n&o-HDL
colesterol cuja finalidade ¢é identificar o conteudo de lipoproteinas aterogénicas (IDL,
VLDL, LDL) circulantes no plasma de individuos com hipertrigliceridemia, é
indispensavel somente nos casos graves (TG >400 mg/dL), quando nao € possivel o
calculo do LDLc pela equagdo de Friedewald (JELLINGER et al., 2012;
SOCIEDADE, 2007).

2.2.2 Tratamento

O tratamento das dislipidemias requer desde mudanca do estilo de vida
(dieta, atividade fisica, eliminacdo do tabagismo) até o emprego de farmacos
hipolipemiantes. O tipo de tratamento a ser inicialmente instituido depende da
classificagado do risco cardiaco do paciente considerando idade em anos (homem
245, mulher 255), género, hipertensdo (=140/90 mmHg ou uso de medicagao),
histéria familiar de doenga coronariana prematura (homem <55 anos, mulher
<65 anos, em parentesco de 1° grau), baixos niveis de HDL (<40 mg/dL) e habito de
fumar. Niveis de HDL =60 mg/dL s&do considerados fator de protecdo. Pacientes
considerados de risco baixo e intermediario sdo submetidos, a principio, a terapia
nao farmacoldgica por 6 e 3 meses, respectivamente, e s6 entdo se necessario, a
terapia farmacologica; ao contrario, ambas as terapias s&o indicadas
simultaneamente aos pacientes de alto risco (HOU & GOLDBERG, 2009;
JELLINGER et al., 2012; SOCIEDADE, 2007).

O tipo de tratamento farmacolégico depende da dislipidemia presente, quando
ha hipertrigliceridemia isolada (TG >500 mg/dL) ou esta & predominante na
dislipidemia mista; os farmacos indicados sao inicialmente os fibratos, e como
segunda escolha o &cido nicotinico ou a associagdo de ambos. Os fibratos

(Figura 2) sao derivados do acido fibrico (ex.: bezafibrato, ciprofibrato, clofibrato,
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etofibrato, fenofibrato, genfibrozila) que reduzem os TGs em 30-60% e aumentam o
HDL em 5-15% por estimulo dos receptores o ativados de proliferagdo dos
peroxissomas. Este estimulo aumenta a atividade da lipoproteina lipase, diminui a
producao hepatica de APOC-IIl e induz a expressao das APOA-I e APOA-II. Efeitos
colaterais graves que requeiram a interrupgdo do tratamento s&o infrequentes,
podem ocorrer disturbios gastrintestinais, mialgia, astenia, litiase biliar, diminuigdo
de libido, erupcao cutanea, prurido, cefaleia, perturbacdo do sono. O aumento de
enzimas hepaticas e/ou creatina quinase (creatine kinase, CK) é raro e reversivel
com a interrupgao do tratamento.

O acido nicotinico (Figura 2), também denominado niacina ou vitamina Bs,
inibe a lipoproteina lipase nos adipdcitos, reduz assim a liberagdo de acidos graxos
livres dos adipdcitos para a corrente sanguinea e consequentemente diminui a
sintese de TG nos hepatocitos em 20-50%; além disso, reduz o LDLc em até 25%
por diminuicdo da producao e liberacado hepatica de VLDL e aumenta o HDLc em até
35%. Recomenda-se a dose inicial 0,5 g com aumento gradual até 2 g diarios.
A causa mais comum de inobservancia ao tratamento sdo as manifestacbes
cutaneas rubor facial e prurido (BRAUTBAR & BALLANTYNE, 2011; JELLINGER et
al., 2012; MAKI et al., 2012; SOCIEDADE, 2007).

Figura 2 - Estruturas quimicas dos principais farmacos empregados no tratamento da
hipertrigliceridemia.
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Quando ha hipercolesterolemia isolada ou dislipidemia mista, as estatinas ou
vastatinas sdo os farmacos de escolha. A forma ativa das estatinas € caracterizada
pelo grupo farmacoférico acido 3,5-dihidroxivalérico ou seu sal (Figura 3),
responsavel pela ligacado reversivel a HMG-CoA redutase, enzima que catalisa a
conversdo do HMG-CoA a mevalonato (Figura 4), em uma etapa inicial e limitante
da biossintese do colesterol (CAMPO & CARVALHO, 2007). Estes farmacos podem
ser administrados em associacdo a ezetimiba, colestiramina, fibratos e acido

nicotinico.

Figura 3 - Estruturas quimicas das estatinas (ou sal correspondente) empregadas para o
tratamento de hipercolesterolemia. Grupo farmacoférico evidente.
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Figura 4 - Formagéo do 4cido mevaldnico a partir de acetil CoA, etapa envolvida na
biossintese do colesterol.
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Em geral, as estatinas sdo bem toleradas e os efeitos adversos estdo
correlacionados a dose administrada. Os efeitos adversos mais comuns, como dor
abdominal, constipacao, flatuléncia, nausea, cefaleia, diarreia e fadiga, sdo pouco
frequentes, ocorrendo em cerca de 5% dos pacientes; exceto a mialgia (dor
muscular sem elevagdo dos niveis séricos de CK) que pode ocorrer em 15,4% dos
pacientes. A elevagao da CK é relatada em cerca de 1% dos pacientes. A miopatia
com rabdomidlise (lise da célula muscular esquelética), caracterizada por dores
musculares, fraqueza e elevagao de CK igual ou maior a10 vezes o limite superior
de referéncia (LSR), ocorre em 0,2% dos pacientes, provavelmente com
insuficiéncia renal, idade avangada, doenga aguda coexistente ou em uso de muitos
farmacos (HOU & GOLDBERG, 2009; JELLINGER et al., 2012).

Aumento de alanina aminotransferase (ALT) e/ou aspartato aminotransferase
(AST) superior a trés vezes o LSR ocorre em 1,4% dos pacientes e geralmente
diminui com a reducdo da dose ou mesmo quando os pacientes continuam o
tratamento. Precaugao deve ser tomada quanto ao uso de estatinas por pacientes
que apresentem infeccdo hepatica ativa ou doenca hepatica grave (HOU &
GOLDBERG, 2009; JELLINGER et al., 2012). Como a lesdo hepatica grave
decorrente do uso de estatinas € rara e imprevisivel em pacientes individuais, a
dosagem das enzimas hepaticas € recomendada antes de iniciar a terapia
hipolipemiante e, posteriormente, quando clinicamente indicado, sem a necessidade
do monitoramento peridédico. Recentemente, tem-se advertido sobre o potencial ndo
grave e reversivel de declinio cognitivo (confusdo, amnésia, esquecimento,

deterioracdo da memodria) e diabetes mellitus devido ao aumento da hemoglobina
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glicosilada (HbA1c) e dos niveis séricos de glicose em jejum (FOOD, 2012; JUKEMA
et al.; 2012).

As estatinas podem ser empregadas com 10 mg/dia de ezetimiba (Figura 5),
farmaco inibidor da agao da proteina transportadora do colesterol presente na borda
em escova dos enterdcitos que, isoladamente, reduz o LDL em cerca de 10-25%.
Efeitos adversos incluem diarreia e, possivelmente, mialgias. Os relatos de

angioedema e reagdes alérgicas s&o raros.

Figura 5 - Estrutura quimica de ezetimiba, inibidor da proteina transportadora do colesterol
nos enterécitos.
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As estatinas também podem ser empregadas associadas a farmacos
sequestradores de acidos biliares (colestiramina, colestipol, colesevelam) que
reduzem a absorcao intestinal de sais biliares, e consequentemente, diminuem o
colesterol intracelular nos hepatécitos, disponibilizando maior numero de receptores
de LDL o que leva a maior remocao de LDL da circulacdo o qual tem seus valores
basais reduzidos em média 20% (5-30%). Desta forma, aumentam a sintese
hepatica de colesterol, elevando a secrecdo de VLDL na circulagdo e limitando o
efeito inicial de reducdo em LDL. Os principais efeitos colaterais sdo constipagao
(25% dos pacientes), nausea, flatuléncia, dor abdominal, plenitude gastrica,
exacerbacdo de hemorrdidas pré-existentes. Existe preocupacdo com relacdo a
absorcao de vitaminas lipossoluveis (A, D, E, K), mas raros casos de deficiéncia de
vitamina K e hemorragia foram relatados (HOU & GOLDBERG, 2009; JELLINGER et
al., 2012; SOCIEDADE, 2007).

2.3 Estatinas

A primeira estatina descoberta foi a mevastatina (ML-236B), em 1976, quando

Endo e colaboradores isolaram-na como produto secundario de cepa de Penicillium
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citrinum e, praticamente ao mesmo tempo, em 1978, Brown e colaboradores
isolaram-na de uma cepa de Penicillium brevicompactum, no laboratério Beecham
durante pesquisa sobre metabdlitos antifungicos e denominaram-na compactina.
Posteriormente, a LV (MB-530B, Mevacor®, Merck Sharp & Dohme) foi isolada de
culturas de Aspergillus terreus por Alberts e colaboradores, em 1980, nos
Laboratérios CIBE em Madri (Espanha) e de culturas de Monascus ruber M1005 por
Endo, em 1979, sob as denominag¢des mevinolina e monacolina K, respectivamente.
Em 1981, SV (MK-733, Zocor®, Merck Sharp & Dohme) foi sintetizada a partir da LV
e denominada sinvinolina. A producédo de PV (CS-514, Pravachol®, Bristol-Myers
Squibb), entdo obtida por Sankyo e Squibb por meio de biotransformacao da
mevastatina por Streptomyces carbophilus, foi aprovada em 1989 (BARRIOS-
GONZALEZ & MIRANDA, 2010; ENDO, 2004a; TOBERT, 2003).

FV (XU 62-320, Lescol®, Novartis), derivado mevalonolactona de anel
inddlico fluoro-fenil substituido, foi a primeira estatina inteiramente sintética
produzida na forma racémica. Em seguida, estatinas sintéticas enantiomericamente
puras surgiram, AV (CI-981, Lipitor®, Parke-Davis) derivada do pirrol e cerivastatina
ou rivastatina (BAY w6228, Baycol® e Lipobay®, Bayer) derivada da piridina.
A penultima estatina sintética, RV (ZD4522, Crestor®) derivado pirimidina altamente
purificado foi desenvolvida por Shionogi & Co no Japao e licenciada a AstraZeneca.
A Ultima estatina sintética PT (NK-104, LIValo®), inicialmente denominada
itavastatina ou nisvastatina, foi desenvolvida por Kowa Company Ltd no Japao
(McTAGGART et al., 2001; SASAKI, 2010; TOBERT, 2003).

A mevastatina ndo se tornou comercializavel, pois seu estudo foi abandonado
devido a problemas de tumores intestinais em cachorros. As estatinas aprovadas
para uso terapéutico foram LV (1987), SV (na Suécia em 1988 e mundialmente nos
anos 90), PV (1991), FV (1994), AV (1996), cerivastatina (1997), RV (2003) e PT
(2003 no Japao, 2005 na Coreia, 2008 na Tailandia, 2009 na China, 2010 nos
Estados Unidos da América, 2011 no Libano). Contudo, cerivastatina foi retirada do
mercado em 8 de agosto de 2001 devido a relatos de rabdomidlise fatal, observada
com altas doses especialmente combinada com genfibrozila (ENDO, 2004b;
McTAGGART et al., 2001; SAITO, 2011; TOBERT, 2003).

Dados de farmacocinética e de possiveis interagdes farmacoldgicas das

estatinas sdo apresentados na Tabela 2 e Tabela 3, respectivamente.
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A alta afinidade pelo sitio enzimatico, avaliada pela medida da constante de
inibicao (k;) para NADPH das estatinas (0,1 a 2,3 nM) e da constante de Michaelis
(Km) para o substrato (4 uM), mostrou ser cerca de 10.000 vezes superior para as
estatinas em relagdo ao substrato (CAMPO & CARVALHO, 2007). As estatinas
mundialmente disponiveis, LV, PV e FV foram classificadas como de 12 geragdo ou
de menor poténcia; AV e SV como de 2% geragao ou de maior poténcia e RV como
de 32 geragao ou de alta poténcia (KAPUR & MASUNURU, 2008).

Tabela 2 - Farmacos potenciais interferentes na metabolizacido das estatinas pelo CYP450°.

Isoenzimas Farmacos
CYP450° Indutores® Inibidores® Substratos

Amiodarona, amprenavir,
atazanavir, atorvastatina,

cerivastatina, cimetidina, Ciclosporina A,
cetoconazol, claritromicina, clopidrogel, diltiazem,
Carbamazepina, eritromicina, fosamprenauvir, felodipina, lacidipina,
fenitoina, indinavir, itraconazol, lopinavir, lidocaina, losartan,
3A4 fenobarbital, lovastatina, mibefradil, midazolam, nateglidina,
rifampicina, miconazol, nefazodona, nifedipina, pioglitazona,
troglitazona nelfinavir, pravastatina", repaglinida, sildenafil,
quinidina, ritonavir, terbinafina, triazolam,
rosuvastatina®, saquinavir, warfarina

sinvastatina, telitromicina,
tipranavir, verapamil

2C8 Rifampicina Cerlvastgtlna, g.enflbrozna, Ploglltazqnq, repaglinida,
trimetoprima rosiglitazona
Alprenolol,
Amiodarona, cimetidina, clorpropamida,
o diclofenaco, fluconazol, glimepirida, glipizida,
Fenitoina, . ; Lo ;
. - fluvastatina, fluvoxamina, gliburida, irbesartan,
2C9 rifampicina, ! . ; .
troglitazona genﬂbr_ozna, me’Erond|dazoI, losartan, pa’geglldlna,
pitavastatina®, N-desmetildiazepam,

rosuvastatina®, sulfafenazol propranolol, rosiglitazona,
tolbutamida, warfarina

MUKHTAR et al., 2005; ARMITAGE, 2007; a: CYP450, citocromo P450; b: etanol; ¢c: suco de uva,
consumo 21 l/dia; d: metabolizacdo minima pelo CYP450.

AV, FV e PT (Tabela 2) apresentam minima eliminacdo renal, sendo
indicadas para pacientes com insuficiéncia renal significante. As estatinas, algumas
em extensdo minima (PT, PV, RV), sdo metabolizadas por uma ou mais isoenzimas
(3A4, 2C8, 2C9) do citocromo P450. Desta forma, podem ter sua concentragao

plasmatica, em maior ou menor grau, diminuida por farmacos indutores ou
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aumentada por farmacos inibidores ou substratos destas isoenzimas (Tabela 3).
Embora RV e PV nao sejam significativamente metabolizadas pelo citocromo P450,
podem interagir com warfarina e ciclosporina, respectivamente (HOU & GOLDBERG,
2009).

As estatinas apresentam efeitos pleiotropicos (ndo-lipidicos) benéficos sobre
a funcao endotelial e o fluxo sanguineo, reduzem a oxidagao de LDLc, estabilizam
as placas de aterosclerose, aumentam a proliferagdo do musculo liso vascular,
inibem a agregacéo de plaquetas e reduzem a inflamagao vascular. Estes efeitos,
em sua maior parte sdo mediados pela acao inibitdria das estatinas sobre a sintese
de isoprendides. Estudos tém sido conduzidos para avaliar o papel das estatinas em
doengas 0sseas, neuroldgicas, proliferativas e imunoldgicas. O desafio € determinar
quais efeitos pleiotrépicos tém relevancia clinica e pratica (BARRIOS-GONZALEZ &
MIRANDA, 2010; LIAO & LAUFS, 2005).

2.3.1 Sinvastatina

Sinvastatina (CzsH3s0s5), acido 2,2-dimetil-1,2,3,7,8,8a-hexaidro-3,7-dimetil-8-
[2-tetraidro-4-hidroxi-6-oxo-2H-piran-2-il)etil]-1-naftila[1S-[1a,3a,73,8B(2S*,4S*),8ap]]
butandico (Figura 3), apresenta-se como p6 cristalino branco ou quase branco, nao
higroscopico, praticamente insoluvel em agua (0,03 g/L), n-hexano (0,15 g/L) e acido
cloridrico 0,1M (0,06 g/L); e soluvel em cloroférmio (610 g/L), dimetilsulféxido
(540 g/L), etanol (160 g/L), metanol (MeOH, 200 g/L), polietilenoglicol (70 g/L),
hidroxido de sédio 0,1M (70 g/L) e propilenoglicol (30 g/L). Possui poder rotatdrio,
[a]?°b, entre +285° e +298° (0,5% em acetonitrila, ACN), ponto de fusdo de 135 a
138 °C e absor¢do maxima na regiao do ultravioleta (UVmax A 238 nm) em solugdes
preparadas em ACN, MeOH ou etanol, cujos valores de absortividade molar,
e (M'em™) sdo >10%, 22452, e 14512, para os respectivos solventes (MATEI et al.,
2009; MOFFAT et al., 2004; O'NEIL et al., 2006; THE UNITED, 2012a).

Apos administracdo da SV, o inicio da agao hipolipemiante ocorre a partir de
3 dias e o efeito maximo em 2 semanas. SV sofre extenso metabolismo de primeira
passagem em seu sitio de acao primario, o figado. Seus metabdlitos (Figura 6) sao
excretados principalmente nas fezes (60%), a partir da bile, e cerca de 10-15%
(predominantemente na forma inativa) na urina (BASNIWAL & JAIN, 2012).
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Figura 6 - Metabdlitos da sinvastatina via citocromo P450 isoenzima 3A4.
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Adaptado de BASNIWAL & JAIN, 2012.

A administragdo de SV (10-80 mg), a pacientes hipercolesterolémicos (LDLc
>160 mg/dL e <250 mg/dL) por 6 semanas, proporciona controle dos niveis séricos
de lipides com reducdes de 28-46% em LDLc, 20-33% em CT e 12-18% em TGs,
além de elevacéo de 5,2-6,8% em HDLc (JELLINGER et al., 2012). Contudo, o efeito
da SV sobre os niveis séricos de HDLc pode ser insignificante (KOH et al., 2008),
modesto (CORTESE & LIBERATOSCIOLI, 2003) ou de elevacdo em 5,2-6,8%
(JONES et al., 2003) a 10-16% (HOU & GOLDBERG, 2009) (Tabela 4).

Os disturbios gastrintestinais sdo os principais efeitos adversos decorrentes
do uso de SV, além de cefaleia, vertigem, erupgdes cutaneas, visao turva, insénia.
Relatos raros de trombocitopenia, proteinuria com SV 40 mg, casos de alopecia e
neuropatia (motor e sensorial) na Australia, risco de catarata em pacientes em uso
concomitante com eritromicina, poucos casos de sintomas depressivos, disfungao
erétil e impoténcia (BASNIWAL & JAIN, 2012). Disturbios musculares, incluindo
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miosite, miopatia e rabdomidlise, particularmente com SV 80 mg, motivaram

recentemente alteragdes na bula do medicamento (Tabela 5) (FOOD, 2011).

Tabela 3 - Alteracio dos valores basais dos lipides plasmaticos com diferentes doses de
sinvastatina.

Sinvastatina %Alteracao do valor basal apés tratamento (t=semanas)
(mg) CT | TG | HDLc | LDLc

te® ts" te? ts’ te? ts’ te ts®
5 - - - - - - —26 -
10 -20,3 27 -11,9 -5,3 53 -30 -39
20 -25,7 -25 -17,6 -15,6 6,0 NSC -38 -38
40 -27,9 =37 -14,8 -9.4 5,2 -41 -52
80 -32,9 -38 -18,2 -21,1 6,8 -47 -54

a: JONES et al., 2003; b: KOH et al., 2008; c: NS, nao significativa.

Tabela 4 - Alteragdes na bula de medicamentos contendo sinvastatina.

Farmacos Adverténcia
Cetoconazol, ciclosporina, claritromicina, danazol,
eritromicina, genfibrozila, inibidores de protease, Contra-indicacao
itraconazol, nefazodona, posaconazol, telitromicina
Diltiazem e verapamil Nao exceder 10 mg
Amiodarona, anlodipina e ranolazina Nao exceder 20 mg

FOOD, 2011.

Desde a expiragdo da patente em 2006, aléem do medicamento referéncia,
genéricos de SV tornaram-se disponiveis no cenario mundial. Igualmente, as
capsulas de SV manipuladas tornaram-se disponiveis em farmacias magistrais no
Brasil, porém de forma mais restrita no mundo (BARRIOS-GONZALEZ & MIRANDA,
2010; VERONIN & NGUYEN, 2008).

2.4 Métodos analiticos para quantificagido de sinvastatina em formas

farmacéuticas

A qualidade de um produto farmacéutico ou magistral requer a qualificagao
dos insumos farmacéuticos empregados (ativo, farmaco e ndo ativos excipientes) e
de todo o processo produtivo ou magistral de acordo com as boas praticas de
fabricagdo ou manipulagcdo (BRASIL, 2010a, 2007a). As matérias-primas e a
especialidade farmacéutica devem atender as especificagbes de qualidade de

compéndios oficiais nacionais, como a Farmacopeia Brasileira (FARMACOPEIA,
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2010) e em sua auséncia, de compéndios estrangeiros reconhecidos pela ANVISA
(BRASIL, 2009a). Na Farmacopéia Brasileira ndo constam monografias para SV
matéria-prima e para produto acabado, de modo que, apenas os testes abordados
em métodos gerais podem ser executados e/ou avaliados de acordo com este
compéndio. Assim, para os demais testes, as industrias e os laboratérios analiticos
devem utilizar as monografias disponiveis nas farmacopeias BP, EP, FP ou USP
(BRITISH, 2011a,b; EUROPEAN, 2011; FARMACOPEIA, 2005; THE UNITED,
2012a).

No método farmacopéico, a CLAE em fase reversa € descrita para
quantificacdo de SV matéria-prima e em comprimidos. As condi¢gées cromatograficas
adotadas na USP35, BP2011, EP2011 e FP2005 para quantificagdo de SV, em
matérias-primas s&o coluna octadecilsilano (33x4,6 mm, 3 um), eluigdo por gradiente
de concentracdo com fase modvel constituida por mistura de ACN/acido fosforico
0,1% em agua (50:50) e ACN/acido fosférico (99,9:0,1), fluxo 3 mL/min, detec¢cado UV
A 238 nm, volume de inje¢do 5 uL, tempo de corrida em cerca de 13 min. Para
quantificacdo de SV em comprimidos, coluna octadecilsilano (250%4,6 mm, 5 um) a
45 °C, fase movel solucédo tampao pH 4,5/ACN, fluxo 1,5 mL/min e detecgdo UV a
238 nm sao adotados pela USP e BP, que diferem quanto a propor¢ao dos
componentes na fase mével (v/v), 65:35 versus 7:3, e o volume de injegao (ulL),
10 versus 20, respectivamente (BRITISH, 2011b; THE UNITED, 2012a). Nao foi
encontrada monografia para SV capsulas nas farmacopeias anteriormente citadas e
nem em outras referidas na RDC 37 (BRASIL, 2009a), tais como, Farmacopeias
Internacional (THE INTERNATIONAL, 2006), Japonesa (THE JAPANESE, 2006),
Argentina (FARMACOPEA, 2003) e Mexicana (FARMACOPEA, 2008).

Outros métodos analiticos (Tabela 6) tém sido relatados para determinagao
de SV matéria-prima e/ou comprimidos, isoladamente, associada a outros farmacos
ou na presenga de impurezas. Contudo, métodos por CLAE (Tabela 7) acoplada a
diferentes dectetores representam mais da metade daqueles descritos na literatura
(BASNIWAL & JAIN, 2012).

O método cromatografico descrito para comprimidos na USP foi adaptado por
Veronin & Nguyen (2008) e aplicado a SV na forma de comprimidos e capsulas,

adquiridos pela Internet. Baracat e colaboradores (2009) por sua vez, aplicaram-no a



40

Revisdo Bibliografica

‘ginsdeo :p ‘ewud-eugjew o oplwndwod
:q ‘eunelSeAUIS ‘AS ‘BullBISBANSOL ‘AY ‘euleisereld ‘Ad ‘BUNBISBAO| ‘AT ‘eqiwijeze ‘73 ‘euljeiseAlole ‘AY B "ZL0Z ‘NIVE % TVMINSYS op opeidepy

010Z ‘8yjes % Lemi|

010z “Ie }o eyisaiys 'eQ L0z ‘e Jo leleuluey :800¢ “/e Jo ¥xiq
B.00¢ - /e Je leypney)d

0102 ‘eylesung g oey .600¢ “/8 18 Y "d Jewny

0102 ‘unezQ @ PWipJe

Z00Z “’/e J8 NSeAluls

010z “fe jo jnoJeH

0102 ‘[e }o 1ysor ‘010¢ ‘nojuewy g INOS (010g /e }o esSno

01L0Z ‘ulyQ 3 diysia|jIN ‘6002 /e J8 Sewo9) ‘000z ‘Pelouseybsy 3 Buep
0L0Z /e }8 ‘A BlbuUIS

LL0Z I8 Jo BUB :0L0Z ‘euynuns ¥ Ifejeg

o/\S ‘GBUIEIN
S '4Z3

J\S ‘N ‘GA\d
J\S

S ‘4Z3

RS

S SAd 5Z3

S ‘23

J\S

2q/\S ‘5:gBUILIONBIN

BIOURION®
e)je ap epebjop epewe)

Je[aoiW eonauno0.8|3
eyeibojewiolr)

BPEeALISP Ej8|OIABIIN

‘8002 ‘1dwig g 16letey 1200z ‘fey g Indley ‘600z “/e o uler ‘800z “/e 1o Mikiqeled oa\S 5qZ3
1102 “[e }o 1uluojod S
1002Z “Je 1o sufely AYS |BUOIOUSAUOD B)3|0IARIIN
1102 “Ie Jo uewg 5g\S ‘sg\d ‘5 AV
0102 “Ie jo uid-13 0g\S ‘5N
0102 “fe jo ediey]
'600¢ ‘Ueleneseg g ediey] :g00¢ ‘edieyl ® yeleneseg '800¢ ‘IN9Q B YeleAeseq »q/\S IAISIA
m.EoEEoko\coQOm
6002 ‘yelenesegq g ediey | +g\S eLjawon| L
8002 /e 39 9IA0BIN 19002 ‘INOBIN 8 9IAOT 19007 ‘UBNZQ B YnioD o\S BLJBUIRIIOA
SeI2Ua13)9Yy L(S)ooeuue OpOoIdN

"BPeIDOSSE NO 9JUSWEPE|OS] BUIJE}SBAUIS 9P OBSRUIWISIAP kled SOPEIDUAIS)al SOdNIeu. SOPOII - 9 Blaqe ]



41

Revisdo Bibliografica

. , (G1:68) (e ol o o\S .
. (g . e jo bejys
(04 1€2 89°. o'l S Hd I w w fzooofo“zo,q 2+G2 (S '9'¥x062) &0 EIZ0IquueD 800C 18} wc \'
_ . sjuaipelb (00L:0 & 0¥:09) 9-V e . : ,002Z “nyedn
e e b vt (02:08) 9 (05:09) V O*H/NOV (6 ‘9'yx002) #0 NS 23 R unezQ
Z's (09:0%) L¥22:(G ‘#x052) NO
€ Hd ‘%200 HOY(EHD)N/NDV
oIN ove 18 0'l (0Z:08) 1722 (G 19'v%x062) 80 JVAS 'AS  L00Z /e Jo uepe
6'8 (0t:09) L¥/2 (G ‘¥x062) 8D
¥ Hd ‘W G0'0 mzmoﬂfmo\zg ]
: L'0OF0'Y H ‘que "dws} _ q.002
Ch i oIN ol AmF”mNHOOVAxom_\%\oNI\zo< (G 'px082) 80 NS 23 “Je jo eyYPNEYD
‘ ‘ OmON (PN w_\ ‘ ..m m Um w
0z ove 8'6 Gl o_w, IM_ ‘W L0 fzoowvfo\zQO< (g9 vxommv 0} AS .73 1002 “"[e }8 bejysy
] . ogdinje ep sjusipelb) 0‘s H "que ‘dwsy} A SAS e
oIN €2 §5¢ 0l N Fo,0¢_~_zooomzo\zwm§\zo< ‘(G 19'yx052) 80 L ST AN Sl g e
v'06:2:2°1:6°0 (i VNS
0z 8cz 96'6 €0 LHd'WSZ00%0dieNovengy 08 (G E 909 Sal\S N g o o
/6SS /4819 |Idosdosiig ,pmeoSmE_ e :
0z 0ez 149 6z (1:€:G) HOPW/SH HA *OdPHM/NOY P Ao 900¢
(S :9'¥x062) 80 NS e J8 ysweN-nqy
(:9)  ger 19' g (00INI® 9P JEBull AWSIPEID) e (¢ 9'yx0g1) 90 oS 500Z “/e 18 N8I
0S N ¥10°0 ﬁvaho Agmvwo%_._\zo/* . A . : o'q .
_ . Ge:G9 Gz ((9'¥=0¢g) 80 5002 “Ie
0¢ 8ee €8 Ol L hdw wNAo.o va,_wo,_ omqemg\zo/* (01 ‘6'€x0G)) 8D a\S 18 sfen-zeseny
. . 0€:0.) G'v H L¥€'22 ..
‘ ‘ f bt e ja Aopo
oIN gee Ll Oe INE0'0 OYejso} oBdWENDY (G '9'px001) 280 NS 00 1849 foPOY
_ : i : e NS €002
oIN 8¢e 9'v 9'0 (01:06) N L0'0 YOd®HM/HO®N (0 ‘'¥x0S1) 80 »nmw_om_z 48 10 IEWIYPUESD
. (G£:59)
05 8ee ¢e> sl ¥ Hd ‘IN 5200 Y*Od*HEN/NOY (s ol 0002 ‘peleuteybsy
(0% zse G> 0'C _ BN
Hd ‘N §Z0°0 YOd®HEN/HO®W/NOY
[1 AC_EV [1 [
(an) (wu *y) opdusal (utw/qu) (AIN) D, (w fww) (5100501 BT
oedafu] | oedosjaqg ap odwa) oxnj4 |9AOW 3se4 Bunjoo E

"enjela)l] B Wod OpIOJE 8p ‘EpeIDOSSE NO djuawepe|os] AS op osijeue esed AN-y1D Jod sepnqo siejuawiiadxe seeSipuo) - J ejaqge L



42

Revisdo Bibliografica

"oIpos ap ojeynsjune| ‘gST (b ‘sepeaded oug|is|1}o0 ‘OuE|IS|I09pe}O0
SBUN|0D ‘80 ‘°8ln 11 ‘opewlojul OBU ‘IN @ ‘ejnsded :p ‘opiwudwod 0 ‘ewud-eugjew :q (ezaindwi) J9)S9 |I}oW BUBISBAUIS ‘NS ‘OPIOBIX0IPIY BUIIRISBAUIS
‘VAS ‘BUIIBISBAUIS ‘AS ‘BUBISBANSOI ‘AY ‘Bunelseneld ‘Ad ‘BUIBISBAO| ‘AT ‘BqiuI}dZe ‘73 ‘euneljsealole ‘AY B ZL0Z ‘NIVP ¥ TVMINSYE ep opeldepy

0¢

0¢
sIN
0¢

0¢

0S
ol
0¢

0¢
0¢

0G
ol
0¢

0¢
0¢

sIN

8¢¢

yAN4
9¢ce
0ee

8¢¢

8¢¢
8¢¢
8¢¢

8¢¢

8¢¢

8ge
(.01) zee
8¢ee

ove

ove
6e¢
8¢¢

L€C

G'9
06
v'e
L'oc
09
vl
9'9
0.
8z'¢c
GE'6
L6
Gl
sIN
G'g
L9°)
L'y
68

g'el

Gl
(Ad) 0°L
o'l
8'0
8l
o'
o'l
G'l

G'L
o'l
o¢
0t
Z'L

(6€:59) %1 ‘0 *2OdEH/NOV

(0Z:08) %10 ®®"OdEH/NOV
(G#:6G) € HA ‘I S0°0 "Od®HM/INDY
(S%:G9) IN L YHNOODEHO/NOV

(g:02:62)

%L 0 **"Od®H/HOBIN/NOY
(oedinje ajuaipelb) (jeloe|b
HOOQ®HD) G'v HAd OPH/NOY
(G€:59) %10 °*"Od®H/NOV

(Z:52) € Hd ‘%10 ®*®"OdEH/NOV

(G£:59)
€ Hd ‘W 2200 "Od®HEN/NOY
(€:26 € 0£:04) OH/HO®IN
(0:001 & 09:0t) O®H/NOY
(G£:G9)

G'v HA N 10’0 Oejsoj oedweyNOY
(G£:69) §'¥ HAYOd®HEN/NOY
(5€:69) 8'9 Hd
‘Nl LO'0 YTHNOODEHD/NDV
(6€:69) G Hd
‘N G500 YHNOODEHD/NOY
(02:09:02) O*H/HO®IN/NOY

(5€:69) YOd*HEeN/NOV

(52'9:G2'81:G/) O*HINDV/HOSIN

0¢ ‘(g '¥x052) 0
‘quie “dwa)
(G :9'¥x0G1) 80
(G :9'Px0G) 8D

(G :9'¥x052) 8D
(G :9'¥x052) 80

(€ :9'¥x052) 8D
o€ ‘(S ‘¥x052) 8D
(G ‘'9'¥x052) 80

Gz (9'¥x001) &0

0¥ ‘(G :9'¥x0G2) &0
0S ‘(G '9'vx0G2) &0

(G '9'¥x062) &0
G (G '9'¥x062) 80
(G '9'¥x062) &0
‘que ‘dwa)

(9'¥x001) *¢0
1¥GZ (G :9'¥xGzlL) &0

0¢ ‘(v :9'vx0G1) &0
G'0¥GZ
(G 19'¥x052) 80

‘A ‘AT
oINS ‘AT
‘VAS ‘sA\S

o>w _on

NS 5Z3

NS ‘473

S
Ad ‘AT
S

NS 5Z3

oS
oJAS

NS 5Z3
U,o>w
oﬁ>m _O,DNW

AS 5Z3
NS
U.O>w

Q,Q>m _O.QNm

ZLoz e je enis

LL0Z “Ie Je eneyd

0L0Z “Ie Jo ewes

90102
“le Jo leseulyiey

0102 “/& Jo uewyey

0102 ‘/e Je eyodald

0102 “Ie Jo BlIdAI|O
0Loc
‘nuysip g nlesebeN

010¢
e 18 uewJep

0102 “Ie jo izn9

0L0Z /e Jo IxIA

600¢C “’[e Jo jedeleg
600¢C
“le o 'y "Q lewny|
6002
“Ie 1o AmeujoH
6002Z “’[e }o sswo9

800¢
‘uaAnbBN % uluCIaA

800¢C /e je uter

oedenunuo)d - 7 elage |



43

Revisdo Bibliografica

SV capsulas manipuladas. Posteriormente, foi descrito na literatura o
desenvolvimento de métodos analiticos por CLAE-UV (MARKMAN et al., 2010) e por
espectrofotometria UV (POLONINI et al., 2011), ambos aplicavel ao doseamento de
SV em capsulas manipuladas.

Com base nas condi¢gdes cromatograficas descritas na literatura (Tabela 7)
observa-se 0 uso da cromatografia em fase reversa empregando mais
frequentemente colunas capeadas (C1se) ou ndo (C4g) de octadecilsilano do que de
octilsilano (Cge, Cg), com comprimento cada vez menor e temperatura ambiente para
analise de SV. As colunas capeadas diferem das nao capedas pelo fato de que os
grupos silandis residuais sdo tratados com compostos carbénicos de cadeia curta,
de modo a reduzir o numero de hidroxilas livres disponiveis para ligagdo com as
substancias presentes na solugdo em analise. Tal reducao favorece menor interagao
principalmente de substancias de natureza basica com a silica, levando a menor
efeito de cauda, e consequentemente, picos mais simétricos (SNYDER et al., 1997).

Com excecao do sistema emulsionado proposto por Malenovic (2006) e das
fases moveis propostas por Gandhimathi (2003) e por Guzik (2010), ACN € o
solvente organico empregado na fase moével e normalmente associada a tampéo
(fosfato ou acetato), constituindo sistema binario ou ternario, com eluigao isocratica.
Cabe ressaltar que entre 2008 e 2009 houve escassez deste solvente no mercado
com elevagdo substancial de seu custo, 0 que exigiu a busca por alternativas
(LANCAS, 2009).
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar a eficacia terapéutica de sinvastatina 20 mg comprimidos e capsulas em

relagdo aos comprimidos referéncia.

3.2 Especificos

e Otimizar e desenvolver método analitico para quantificacdgo de SV,
respectivamente, em comprimidos e capsulas por CLAE empregando metanol
como solvente organico alternativo a ACN.

e Avaliar a qualidade fisico-quimica de SV 20 mg comprimidos (similar e
referéncia) e capsulas manipuladas por adaptagao de testes e/ou proposi¢cao
de especificacdes para o controle de qualidade.

e Avaliar estatisticamente os resultados de eficacia terapéutica por comparagao
entre os grupos de individuos que receberam SV comprimidos ou capsulas
manipuladas em relagédo ao grupo tratado com SV comprimidos referéncia.

e Contribuir com a Farmacopeia Brasileira e as farmacias magistrais por meio
de complementacdo de monografia para SV matéria-prima, comprimidos, e

elaboragdo de monografia para SV capsulas.



Estudos Experimentais — Capitulo 1

4 ESTUDOS EXPERIMENTAIS

CAPITULO 1

Controle de qualidade de
sinvastatina 20 mg comprimidos e

capsulas

Conforme sugestées da comissdo examinadora banca, alguns trechos das Partes 1, 2 e 4 foram
alterados em relagdo aos respectivos artigos publicados.



46

Estudos Experimentais — Capitulo 1 — Parte 1
Quimica Nova, v. 35, n. 6, p. 1233-8, 2012

PARTE 1
SIMVASTATIN ASSAY AND DISSOLUTION STUDIES BY FEASIBLE RP-HPLC IN TABLETS

Flavia Dias Marques-Marinho*, Amanda Le&do dos Santos, Cristina Duarte Vianna-

Soares; llka Afonso Reis; José Carlos da Costa Zanon; Angélica Alves Lima

Abstract

Commonly used HPLC acetonitrile solvent has been through a worldwide shortage
with a cost increase in 2008 and 2009. In order to get around this situation, a method
by RP-HPLC employing methanol and aqueous acid mobile phase was optimized
and validated to evaluate simvastatin (SIM). The quality control assay and dissolution
studies of this lipid-lowering drug were performed in diluents methanol and 0.01 M
phosphate buffer with 0.5% sodium dodecyl sulfate (SDS), pH 7, respectively.
Dissolution test aliquots did not go through sample treatment, as described in USP
SIM tablets monograph by ultraviolet spectrophotometry. The proposed method is

fast, simple, feasible and robust.

Keywords Simvastatin tablets, Dissolution studies, RP-HPLC.

1 Introduction

Simvastatin (Figure 1.1a), 2,2-dimethyl-,1,2,3,7,8,8a-hexahydro-3,7-dimethyl-
8-[2-(tetrahydro-4-hydroxy-6-oxo-2H-pyran-2-yl)ethyl]-1-naphthalenyl  ester [1S-
[1a,3a,7b,8b(2S5*,4S*),8ab]] butanoic acid is one of the most used statins as lipid-
lowering agents, for the treatment of hypercholesterolemia (O’NEIL et al., 2006; THE
UNITED, 2011a). It reduces the morbidity and mortality associated with chronic heart
disease (THE 4S, 1994). SIM is commercially available as tablets. Similarly to
lovastatin (LOV, Figure 1.1b), SIM is administered in lactone form as a pro-drug,
which is enzymatically hydrolyzed in vivo to the active B-hydroxy acid form (Figure
1.1c), particularly in liver. The active form competitively inhibits HMG-CoA reductase,
which converts HMG-CoA to mevalonate, a rate-limiting step in the cholesterol
biosynthesis (ENDO et al., 1976; ENDO et al., 1992; MOGHADASIAN, 1999). SIM is
semi-synthetically produced from LOV, which is a natural fermentation product of

Aspergillus terreus. Hence, LOV can be found in SIM raw material as impurity
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(ALBERTS et al., 1980; HIRAMA et al., 1983; HOFFMAN et al., 1986; THE UNITED,
2011a).

Figure 1.1 - Chemical structure of (a, SIM) simvastatin, (b, LOV) lovastatin and (c) SIM
B-hydroxy acid.

SIM quantitation in bulk or finished products samples has been reported using
UV spectrophotometry and liquid chromatography (LC-UV) (ABU-NAMEH et al.,
2006; ALI et al., 2009; ARAYNE et al., 2007; GODOQY et al., 2004; GOMES et al.,
2009; GRAHEK et al., 2001; MARKMAN et al., 2010; POLONINI et al., 2011; PASHA
et al., 2006; WANG & ASGHARNEJAD, 2002). LC ion-par coupled to UV detector
(MADAN et al., 2007) and visible spectrometric method have also been reported
(BASAVAIAH & THARPA, 2008). Furthermore, LC-MS/MS was employed to identify
SIM impurities (VULETIC et al., 2005) or degradation products in bulk drug or tablets
dosage form (OLIVEIRA et al., 2010). UV spectrometry, LC-UV and LC-MS have
been reported to quantify SIM associated with other drugs such as ezetimibe
(HEFNAWY et al., 2009; PALABIYIK, et al., 2008), gemfibrozile (ASHFAQ et al.,
2008) or in multi-drugs (KUMAR V. et al., 2008) formulation. A micellar electrokinetic
chromatographic (MEKC) method has been employed to quantify SIM and LOV in
tablets (SRINIVASU et al., 2002). Several other studies, not here considered

because of its focus on SIM quantitation in biological samples describe LC coupled
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with UV or fluorescence detectors. LC is the most commonly reported method due to
its feasibility to couple with several detection techniques. Acetonitrile is widely used in
combination with buffer solution in mobile phases, mainly in SIM official monographs
of solid dosage forms (ASHFAQ et al., 2008; ABU-NAMEH et al., 2006; BRITISH,
2011b; GOMES et al., 2009; HEFNAWY et al., 2009; KUMAR V. et al., 2008;
MADAN et al., 2007; MARKMAN et al, 2010; OLIVEIRA et al., 2010; PASHA et al.,
2006; THE UNITED, 2011a; VULETIC et al., 2005; WANG & ASGHARNEJAD,
2002). Methanol in a binary mobile phase has been reported for SIM determination in
nanoparticles (specific pharmaceutical dosage form) in the concentration range
20-80 ug/mL. ACN worldwide shortage has reached a very high cost in the market
between years 2008 and 2009 (MAJORS, 2009). In order to get around this situation,
an alternative lower cost, as a methanolic mobile phase, not only to assay SIM, but

also to determine SIM in dissolution studies was applied for tablets routine analysis.

2 Experimental

2.1 Chemicals and reagents

USP simvastatin reference standard (RS) (lot I0D382, 99.4% purity, Rockville,
MD, USA), lovastatin pharmaceutical grade gently donated by Pharma Nostra (lot
07061205A, 99.9% purity, Rio de Janeiro, RJ, Brazil) and locally purchased Zocor®
20 mg tablets samples (Merck Sharp & Dohme, Campinas, SP, Brazil) were used.
Methanol HPLC grade (Tedia, Fairfield, OH, USA), phosphoric acid 85% (Merck,
Darmstadt, Germany), sodium dodecyl sulfate (Pharmacopéia Ativos Magistrais,
Barueri, SP, Brazil), sodium hydroxide (J.T. Baker, Phillipsburg, NJ, USA) and
monobasic sodium phosphate (Vetec, Rio de Janeiro, RJ, Brazil) were used as
received. Distilled or ultrapurified water (Milli-Q-Plus, Millipore, Bedford, MA, USA)

was used when necessary.

2.2 Instrumentation

The dissolution studies were performed in a DT80 (Erweka, Heusenstamm,
Germany) dissolution system employing paddles (50 rpm) and 0.5% SDS in 0.01 M

monobasic sodium phosphate, final pH 7+0.05 adjusted with 40% w/v sodium
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hydroxide (900 mL, 37+0.5 °C) (BRITISH, 2011b; THE UNITED, 2011a). Withdrawn
aliquots (with no media replacement) were filtered through a 0.45 ym membrane and
directly injected in the chromatograph.

Separations were performed in a HP1200 quaternary LC system (Agilent, Palo
Alto, CA, USA) with automatic injector fitted at 10 uL, UV diode array detector (DAD)
set at A 238 nm, octylsilane column (Cg and Cge, 2504 mm, 5 um) at 30 °C (Merck,
Darmstadt, Germany) with data acquisition by internal software (Agilent ChemStation
version Rev.B.02.01-SR1). Mobile phase consisted of methanol and 0.1% phosphoric
acid (80:20 v/v) at flow rate 1.5 mL/min, with backpressure around 125 bar.
All standard and sample solutions were filtered through a 0.45 pm filter membrane
(MiniSart RC15 Sartorius, Goettingen, Germany) before injection. Peak area was

used for SIM quantitation.

2.3 Standard solution preparation

Stock solutions of SIM RS were accurately prepared in methanol (200 pg/mL)
and in the dissolution medium (100 pg/mL). Diluted SIM standard solutions at
40 ng/mL were prepared in methanol for assay and at 2, 10, 18, 26, 34 ug/mL in the

dissolution medium. All standard solutions were prepared in triplicate.

2.4 Sample solution preparation

Powdered tablets (20 units) equivalent to 5, 10, 20 mg SIM were accurately
weighed in a 50 mL volumetric flask (triplicate), added of 25 mL methanol and
sonicated for 10 min. Final volume was completed with the same diluent. The
dispersions were filtered and aliquots of 10.0 mL were transferred to 50 mL flask
volumetric to yield final concentrations 20, 40, 80 ug/mL, respectively.

System suitability was verified by injections (n=6) of SIM standard solution
prepared in methanol (40 pg/mL) and in dissolution medium (22.2 pg/mL). The
relative standard deviation (%RSD) for SIM peak areas and retention times (fg) were
accepted if less than 1.0% or 2.0% for assay or dissolution test, respectively
(SNYDER et al.,, 1997; THE UNITED, 2011b). Chromatographic parameters as
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retention factor (k), theoretical plates (N), tailing factor (T7) and peak asymmetry (As)

were also evaluated.

2.5 Method validation

Calibration plots were built in two days in the mass range 0.04-0.80 ug by
injection of 1, 5, 10, 15, 20 uL of SIM standard solution at 40 ug/mL in methanol and
in the concentration range 2-34 pug/mL for SIM solutions in dissolution medium by
injection of 10 pL of standard solutions at 2, 10, 18, 26, 34 ug/mL. All standard and
sample solutions were prepared as well as injected in triplicate. Residues greater or
equal than 3.0 were removed by using studentized residuals model. The calibration
plots behavior, normality and homoscedasticity (o 0.05) were verified by weighted
least squares method using the method using a linear regression model to determine
the weights, Shapiro-Wilk and Levene tests, respectively (SOUZA & JUNQUEIRA,
2005). The lack-of-fit test was used to verify the goodness-of-fit of the models.
Determination coefficients, R2, were calculated and results were considered
significant if correspondent p value were less than 0.05. All statistical analyses were
performed using the R software (R Foundation for Statistical Computing, Vienna,
Austria).

Limits of quantitation (LOQ) and detection (LOD) were determined in triplicate
(for methanolic solutions only) by successive dilutions of the lowest calibration curve
point. The concentration for which the maximum precision remained below the
acceptance limit (RSD 2.0%) was evaluated for LOQ. The minimum detectable area
in the greatest dilution was considered for LOD (SHABIR, 2003; SNYDER et al.,
1997).

The method selectivity was evaluated by comparison of SIM chromatogram
standard solution in methanol (40 ng/mL) with that of tablets excipients mixture
(ascorbic acid, citric acid, hydroxypropylcellulose, butylated hydroxyanisole,
hydroxypropylmethylcellulose, iron oxides, lactose, magnesium stearate,
microcrystalline cellulose, starch, talc, titanium dioxide) in methanol. In dissolution
medium, SIM standard solutions (22.2 ug/mL) were compared with that obtained by
addition of a placebo mass, equivalent to one average weight in three dissolution
vessels, agitated at 150 rpm for 30 min (THE UNITED, 2011b).
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The repeatability and intermediate precision for SIM tablets sample solutions
(20, 40, 80 ug/mL in methanol, triplicate) was performed in three days (ERMER,
2001; SHABIR, 2003). A different analyst performed the procedure at the third day.
SIM standard solutions (22.2 pg/mL in dissolution medium, triplicate) were used to
evaluate repeatability precision. Tablets dissolution test (30 min) intermediate
precision was evaluated by distinct analysts in different days (THE UNITED, 2011b).
The results were calculated by the common plot equations.

The standard addition method was employed for recovery studies. Sample
tablet solution in methanol was prepared as in sample preparation, except that, it was
at 15 pug/mL (37.5% of working concentration). SIM standard solution aliquots were
added, so that, 50%, 100% and 200% of working concentration (40 pg/mL) were
obtained. The equation %R=[(Ct—Ca)/Cs]x100 was employed to determine SIM
recovery, in which, Cp is concentration in nonspiked solution, Cr is total concentration
in spiked solution and Cs is concentration of standard solution. Recovery in the
dissolution medium (900 mL per vessel) was obtained by addition of SIM RS in three
different amounts (2, 20, 30 mg) to a tablet placebo mixture, equivalent to one
average weight. Each concentration was tested in triplicate (THE UNITED, 2011b).

Robustness was verified for SIM determination (40 ug/mL in methanol, n=6),
by varying organic solvent +2.0%, flow rate £0.1 mL/min and temperature +10 °C.
Equivalent SIM standard solutions (n=3) were run in the same conditions. For SIM
dissolution medium solutions (n=6), molarity £0.005 M, pH +0.5 and Cg. (endcapped)
column were tested. SIM concentrations were calculated by the calibration plot
equation. %RSD values for precision and robustness were calculated by analysis of
variance (ANOVA one-way), at a significance level a 0.05 using R statistical
software.

In a short term stability study SIM RS methanolic solution (40 ug/mL) was kept
at room controlled temperature (22-24 °C) and was analyzed after 20 h. Dissolution
stability study was evaluated by the addition of 20 mg SIM (one tablet) to dissolution
medium (37 °C, 900 mL, 50 rpm, 30 min). This solution (22.2 ng/mL) was transferred
to vials (n=2), one kept at room temperature and the other at under refrigeration
(2-8 °C). Vials were analyzed every hour during 7 h for comparison. A change less

than 2.0% in the response was considered acceptable (SHABIR, 2003).
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Dissolution studies for SIM tablets (n=6) release was performed in two days,
using the previous described conditions until 45 min and, for additional 15 min at
150 rpm. Aliquots (3 mL) were withdrawn at the time intervals 3, 5, 8, 10, 12, 15, 30,
45, 60 min, without medium replacement. Filtered aliquots were maintained at 2-8 °C
previous to injection in the chromatograph. Cs. (endcapped) column (250x4 mm,

5 um) was used.

3 Results and discussion

Very few reports describe the use of Cg column to determine SIM in
pharmaceutical samples (KUMAR V. et al., 2008; MADAN et al., 2007; OLIVEIRA et
al., 2010; VULETIC et al., 2005). However, Cg has been chosen because separation
shows a slightly lower peak retention time (tg) as fair as resolved as in a C4g column
under the same conditions. Most reported studies, use isocratic or gradient elution of
ternary or binary mobile phases containing ACN as organic solvent, in a variable
proportion from 60 to 85% v/v, usually with buffer (GOMES et al., 2009; GRAHEK et
al., 2001). Because there is a need to address method validation for SIM
determination and dissolution studies, for which linear concentration ranges and
diluents are usually different, a single feasible isocratic liquid chromatographic
method was proposed. Due to ACN shortage and high cost in the market between
years 2008 and 2009, an alternative less expensive solvent was desirable (MAJORS,
2009). Different options to reduce solvent cost are reported in the literature
(LANCAS, 2009; RIBEIRO R. et al., 2004). Ribeiro R. et al. (2004) showed that low-
cost ethanol can be a choice of mobile phase organic modifier for many RP-HPLC
applications. However, its use is not worldwidely allowed, because of the control
regulations in some countries, mainly in USA (RIBEIRO R. et al., 2004). A great effort
has been done in order to substitute ACN by methanol, what does not require
modifications in equipment nor in the column (LANCAS, 2009).

A binary phase, methanol and water, has been reported for SIM quantitation in
nanoparticles and in human plasma (ALI et al., 2009; OCHIAI et al., 1997). No report
has described the use of methanol binary phase in reverse column applied to SIM
tablets. Hence, solvent-strength nomograph for reverse-phase HPLC was used to
estimate a correspondent methanol percentage necessary to substitute ACN

(SNYDER et al., 1997). Considering 72.5% as an average ACN percentage used in
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the reported mobile phases, a correspondent methanol percentage should be
approximately 80%. In this work, different ratios of methanol and 0.1% phosphoric
acid (75:25, 80:20, 85:15, 90:10 v/v) in isocratic elution were evaluated for SIM. The
80:20 and 85:15 mobile phase ratios yielded SIM k values near 2.0 (3.54 and 1.79,
respectively) and were used to evaluate the selectivity of SIM and LOV (SIM
synthesis route precursor, 40 ug/mL of each, in methanol or 22.2 ug/mL in dissolution
medium) at room temperature immediately after preparation and five days later.
Superior chromatographic separation and resolution between SIM, LOV and their
degradation products were observed for mobile phase 80:20 ratio than 85:15 one.

In the latter, nevertheless, peaks overlapping were observed for SIM and LOV
degradation products in methanol (Figure 1.2) and for LOV and SIM degradation

products in dissolution medium (Figure 1.3).

Figure 1.2 — Chromatograms of SIM and LOV methanolic solution five days in room
temperature after preparation, using methanol:0.1% phosphoric acid (a) 85:15 v/v and
(b) 80:20 v/v as mobile phase, 1.5 mL/min, Cg, 250%4 mm, 5 um, 30 °C, 10 pL, A 238 nm.
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Figure 1.3 — Chromatograms of SIM and LOV solution prepared in dissolution medium (0.5%
SDS in monobasic sodium phosphate, pH 7, 0.01 M) after five days in room temperature; using
methanol:0.1% phosphoric acid (a) 85:15 v/v and (b) 80:20 v/v as mobile phase,

1.5 mL/min, Cg. 250%4 mm, 5 um, 30 °C, 10 uL, A 238 nm.
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Interestingly, it should be noted that the products eluted with greater g than
SIM and LOV in methanol. The presence of methanol may lead to lactone
methanolysis and esterification, what is agreement with previous report (YANG &
HWANG, 2006). On the other hand, the more polar products eluted at lower fz in
dissolution medium because of lactone hydrolyses to the corresponding acid form in
aqueous solutions (pH 7) (PIECHA et al., 2010). The products UV/DAD spectra
(Figure 1.4) were identical to SIM and LOV original spectra in both diluents;
revealing that the chromophore moiety is not affected by ring opening (ALVAREZ-
LUEJE et al., 2005). For all these reasons, the 80:20 v/v ratio mobile phase
(1.5 mL/min, 30 °C) was selected. Column temperature, set at 30 °C helped reducing
methanol: aqueous acid mobile phase viscosity, decreasing backpressure, therefore

avoiding fluctuations. The backpressure was maintained around 125 bar.

Figure 1.4 — UV/IDAD spectrum related to statin products chromatographic peaks in Figure
1.2 and Figure 1.3.
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System suitability showed %RSD values for peak area (0.47; 0.10) and g
(0.05; 0.02) less than 1.0% for methanol and dissolution medium solutions,
respectively. The results also demonstrate the suitability of the system in terms of
column efficiency greater than 2000 (N 5999; 6551), adequate peak shape less than
2.0 (T¢1.13; 1.15) or asymmetry less than 1.2 (As 1.16; 1.19), appropriate SIM peak
retention factor greater than 2.0 (k 2.67; 4.43) for solutions in methanol and
dissolution medium, respectively (SHABIR, 2003; SNYDER et al, 1997). No
fluctuations in the baseline was observed during the runs. Hence, the proposed
method showed system suitability for SIM determination in either diluent.

SIM calibration plots were built in both diluents. The simplest model that

adequately described the concentration-response relationship was the weighted least
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squares method using method using a linear regression model (variances versus
mean responses in each concentration) to determine the weights (ROZET et al.,
2007). The plots for SIM methanolic (Table 1.1) or dissolution medium (Table 1.2)
solutions showed a linear behavior. No residues were removed for methanolic
solutions plots, however, the common plot for dissolution medium solutions had two
residues (6.6%) removed, less than 22% of the data (HORWITZ, 1995).

Table 1.1 - Results of adjusted regression model (R*>0.9999)? for SIM determination in
methanolic solutions (0.04-0.80 ug, n=3) by HPLC".

SIM curve data | Day 1 | Day 2 | Common curve
Average areazSE 916.51+7.83 922.8413.80 921.3916.23
Regression equation  y=2253.33x+1.55 y=2257.91x+2.94 y=2257.66x+1.88
%RSD 0.11 0.11 0.12

§ Intercept 0.02 (0.17)° 1.43x107% (0.32)° 6.82x107(0.21)

3 Shapiro-Wilk 0.40 0.74 0.36

S Levene 0.97 0.92 0.59

< Lack-offit 0.49 0.54 0.41

a: p value <2.0x107'; b: chromatographic conditions Cg (250x4 mm, 5 pum), 30 °C, methanol: 0.1%
phosphoric acid 80:20 v/v, 1.5 mL/min, A 238 nm; c: statistically significant if less than 0.05; d:
intercept percentage relative to 100% analyte level that must be less than 2%.

Table 1.2 - Results of adjusted regression model (R* >0.999)° for SIM determination
(2-34 pg/mL, n=3) in dissolution medium® by HPLC®.

SIM curve data | Day 1 | Day 2 |  Common curve
Average areazSE 387.77+1.35 386.31+1.41 387.21+£1.66
Regression equation y=21.559x+0.013 y=21.453x+0.178 y=21.526x+0.107
%RSD 0.30 0.17 0.29
. Intercept 0.97 0.60 0.68

g Shapiro-Wilk 0.44 0.87 0.13

S Levene 0.92 0.86 0.11

% Lack-ofit 0.11 0.36 0.12

a: p value <2.0x107"%; b: 0.5% SDS in monobasic sodium phosphate (pH 7, 0.01 M); c: conditions as
in Table 1.1; d: statistically significant if less than 0.05.

Curves in methanol, as well as in dissolution medium showed no significant
parallelism deviation by regression analysis (p value >0.05). Common regression
curves were significant (p value <0.05), correlation coefficients (r) were above 0.999
and determination coefficients (RZ) were greater or equal 0.98 (JENKE, 1996; THE
UNITED, 2011b). The regression RSD values were less than 1.0%. Intercept was not
statistically different from zero for dissolution medium medium solutions (p value

>0.05) and percentage of the intercept relative to 100% analyte level was less than
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2.0% for methanolic solutions (JENKE, 1996; THE UNITED, 2011b). For both
diluents, data analyses followed adequate normality and homoscedasticity (p value
>0.05). The hypothesis of the goodness-of-fit of the model was not rejected
regardless of the diluent due to p values greater than 0.05 as shown Tables 1.1 and
1.2. RSD value found (1.2%) for LOQ was lower than 2.0% for SIM methanolic
solutions (SHABIR, 2003).

The method selectivity is demonstrated in Figures 1.5 and 1.6 for methanolic
and dissolution medium solutions, respectively. Tablet (b) placebo constituents did
not exhibit interfering peaks over (a) SIM RS retention time. Tablet (c) placebo added

of SIM RS methanolic solutions also did not interfere in (a) SIM RS retention time.

Figure 1.5 - Chromatograms of (a) simvastatin reference standard, (b) tablets placebo and
(c) tablets placebo added of SIM RS in methanol. Chromatographic conditions: Cg (2504 mm,
5 um) 30 °C, methanol: 0.1% phosphoric acid (80:20 v/v), 1.5 mL/min, A 238 nm, 10 pL.
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Figure 1.6 — Chromatograms of (a) simvastatin reference standard and (b) tablets placebo in
dissolution medium. Chromatographic conditions: as in Figure 5. Dissolution conditions: 0.5%
SDS in monobasic sodium phosphate (pH 7, 0.01 M), 900 mL, 37 °C, paddles, 150 rpm, 30 min.
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The RSD values for repeatability (1.77%, 1.34%) and intermediate (2.02%,

0.55%) precision were equal or lower than the acceptance limits for methanolic and

dissolution medium solutions, as shown in Table 1.3 and Table 1.4, respectively
(ERMER, 2001; THE UNITED, 2011b). For methanol as diluent, the effect of days in

response was significant only for solutions at 40 pg/mL.

Table 1.3 - HPLC results® of precision and recovery (%R) for SIM tablets in methanol.
SIM, ug/mL mean (%RSD)

Conc Precision | Recovery
Anglyst (n=3) n=9 Intermediate Repeatability (n=3) %R
I |
20 19.56 19.76 20.25 19.86 (2.02) (1.41) 20.10 (0.99) 100.5
40° 39.63 38.77 38.55 38.98 (0.78) (1.77) 39.79 (0.94) 99.5
80 78.01 77.79 77.00 77.60 (0.65) (1.00) 79.63 (1.30) 99.5

a: conditions as in Table 1.1; b: in two days; c: intraday repeatability RSD 1.59% and intermediate
precision RSD 1.24% (n=6, average concentration 39.20 pg/mL) for day variation.

Table 1.4 - HPLC results® of precision and recovery (%R) for SIM tablets in dissolution
medium (900 mL, 37 °C, paddles, 50 rpm, 30 min).

SIM, ng/mL mean (%RSD)

Precision | Recovery
Intermediate Analyst | Analyst II°  Repeatability® (n=3) %R
(n=6) 21.82 21.51;21.76 (n=3) 2.20 (1.75) 99.1
Inter-day (n=12) - 21.63 (0.55) 22.14 (1.34) 22.07 (1.12) 993
Inter-analyst (n=18) 21.70 (0.30) - 33.45(2.13) 1004

a: HPLC conditions and dissolution medium as in Table 1.1 and Table 1.2, respectively; b: in two
days; c: SIM standard solutions in dissolution medium.

Recovery found values ranged from 99.5% to 100.5% for SIM methanolic
solutions, attesting the usual range of acceptance for pharmaceutical products (98.0
to 102.0%) (ERMER, 2001; GONZALEZ et al., 2010). For solutions in dissolution
medium, recovery found values (99.1% to 100.4%) ranged between 95.0% and
105.0% for tablets placebo added of 2.0, 20.0 and 30.0 mg of SIM, in accordance
with the USP34 criteria (THE UNITED, 2011b). These results attest the accuracy
(unbiasedness) only (THE UNITED, 2011c).

Robustness statistical analysis (Table 1.5) showed no significant difference
(a 0.05) between standardized (nominal) analytical conditions and deliberate
variations. The method using HPLC can be applied in a temperature range of 20 to
40 °C with no strict column oven control and small variations in flow and organic

solvent proportion do not strongly affect the results. For dissolution medium solutions
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(Table 1.6), changes in the medium molarity showed greater influence (p value
closer to 0.05) than variations in medium pH. Furthermore, the solutions can be

analyzed regardless of endcapped (Cge) or not (Cg) columns.

Table 1.5 - HPLC results of robustness for SIM tablets in methanol.

SIM Robustness (n=6)

Parameters | Mean pg/mL (%) | %RSD | pvalue®
Methanol ratio (%)
78 38.80 (97.00) 0.37 0.47
80° 38.91 (97.28) 0.48
82 38.82 (97.04) 0.45
Flow rate (mL/min)
1.4 38.98 (97.44) 0.42 0.74
1.5° 38.91 (97.28) 0.48
1.6 38.98 (97.46) 0.45
Temperature (°C)
20 38.86 (97.15) 0.56 0.73
30° 38.91 (97.28) 0.48
40 38.96 (97.39) 0.52

a: standardized (nominal) HPLC conditions Cg (250%4 mm, 5 um), 30 °C, methanol:0.1% phosphoric
acid (80:20 v/v), 1.5 mL/min, UV/DAD X 238 nm, 10 ulL; b: statistically significant if less than 0.05.

Table 1.6 - HPLC results of robustness for SIM tablets in dissolution medium.

SIM Robustness (n=6)

Parameters | Mean pg/mL (%) | %RSD | p value®
pH
6.5° 21.78 (98.00) 1.46 0.86
7.0%° 21.82 (98.20) 0.93
7.5° 21.85 (98.33) 1.35
Medium molarity
0.005° 21.72 (97.75) 1.05 0.14
0.010%° 21.82 (98.20) 0.93
0.015° 21.51 (96.78) 1.55
Csg column
endcapped”® 21.56 (97.04) 1.31 0.10
non-endcapped®® 21.82 (98.20) 0.93

a: standardized (nominal) HPLC conditions as in Table 5; b: dissolution test nominal conditions: 0.5%
SDS in monobasic sodium phosphate (pH 7, 0.01 M), 900 mL, 37 °C, paddles, 50 rpm, 30 min;
c: statistically significant if less than 0.05.

A short-term stability data for SIM RS methanolic solution evaluated after 20 h
at 22-24 °C showed a maximum variation of 0.55%. SIM dissolution medium solution
kept at 22-24 °C showed variations equal to or greater than 2.0% after 3 h (2.0%) to
7 h (3.4%) standing in room controlled temperature. On the other hand, the maximum
variation was 1.1% after 7 h under refrigeration (2-8 °C) (SHABIR, 2003). This fact
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can be explained by SIM temperature sensitiveness (PIECHA et al., 2010). These
results indicate that SIM can be assayed under room temperature in methanolic
solutions, as well as, for dissolution test. However, it is recommended that SIM
solutions to be kept under refrigeration for release profile studies, which are, usually,
longer tests.

Because the release profile is an important stage in the development and
quality monitoring of the pharmaceutical products, Cs. (As 1.00, %RSD 0.12) was
preferred rather than a Cs, (As 1.20, %RSD 0.32), since more symmetric peaks were
obtained (SNYDER et al., 1997). In addition, a HPLC method was chosen for SIM
tablets dissolution studies due to improved analytical sensitivity and reduced
interference from excipients, without any sample treatment. Contrastingly, a method
using UV spectrophotometric is described in international compendia for SIM tablets
monograph, in which a sample preparation (centrifugation with pre-washed
manganese dioxide) is required after SIM dissolution test, before drug quantitation
(BRITISH, 2011b; THE UNITED, 2011a). Zocor® rapidly dissolving tablets release
profile (Figure 1.7) was greater than 85% in 10 min. The RSD precision values
between days for time points above 85% drug release (10, 12, 15, 30, 45 min) and
below (8 min) were less than 5% and 10%, respectively (THE UNITED, 2011b). Time
points 3 and 5 min were not considered because of high RSD values (>20%) found
for six units tested each day. These results attest that proposed method is adequate

for SIM tablets in vitro release studies.

Figure 1.7 — SIM 20 mg tablets (n=6) release profiles in different days (n=2). Conditions: 0.5%
SDS in monobasic sodium phosphate (pH 7, 0.01 M), 900 mL, 37 °C, paddles, 50 rpm for 45 min,
150 rpm for 15 min. Chromatographic conditions: as in Figure 1.2b.
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In summary, the proposed RP-HPLC method advantages are the lower cost
(50% less than ACN) and the absence of sample treatment after dissolution test
compared to the UV method (BRITISH, 2011b; THE UNITED, 2011a). In addition, it
presented a low total run time (7.4 min) in isocratic elution, high selectivity towards
SIM and LOV (SIM synthesis route precursor) degradation products in a wide
concentration range (0.04-0.80 pg equivalent to 4-80 pg/mL), with similar
backpressure regarding ACN use (125 versus 130 bar). Furthermore, a liquid
chromatographic method had not yet been applied to SIM tablets using official
dissolution test conditions (BRITISH, 2011b; THE UNITED, 2011a).

4 Conclusion

An alternative validated method using RP-HPLC was successfully applied for
SIM assay, as well as, for dissolution test and profile studies in tablets. The method
demonstrated to be fast, simple, feasible and affordable when challenged for
robustness either in assay conditions, especially for temperature, or in dissolution
conditions, after buffer molarity and pH variations.
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PARTE 2

DEVELOPMENT AND VALIDATION OF A RP-HPLC METHOD FOR SIMVASTATIN CAPSULES

Flavia Dias Marques-Marinho, Bruna Diniz Freitas, José Carlos da Costa Zanon,

llka Afonso Reis, Angélica Alves Lima, Cristina Duarte Vianna-Soares

Abstract

Simvastatin, a lipid-lowering agent of the statins class, is widely used in the treatment
of hypercholesterolemia and in the prevention of cardiovascular diseases. Currently,
simvastatin is available in the global market in both tablet and capsule forms. No
official method has been reported for the assaying or dissolution testing of
simvastatin capsules. Dissolution specifications were established to evaluate in vitro
release studies for simvastatin capsules in this work. Adequate dissolution test
conditions were obtained with 0.5% sodium dodecyl sulfate in 0.01 M monobasic
sodium phosphate buffer at pH 7.0£0.05 (900 mL), and paddle agitation at 75 rpm for
45 min was used to investigate the immediate release of simvastatin capsules.
Simvastatin quantified in the dissolution medium for capsules using the developed
HPLC method, showed R? >0.98, specificity (no placebo interference), precision
(%RSD <5), recovery (95.0 to 105.0%) and robustness for deliberate changes in the
buffer molarity and pH of the media and for different Cg columns (p value >0.05)
according to the USP (2011) criteria. This work highlights the need to develop
suitable dissolution conditions to establish criteria for the analysis of immediate
release solid oral dosage form. The developed HPLC simvastatin quantitation
method does not require the previous treatment of aliquots with manganese oxide, as
described in the US Pharmacopeia and in the British Pharmacopoeia for ultraviolet

spectroscopic methods.

Keywords Capsules, Dissolution validation, Liquid chromatography, Reversed-

phase, Simvastatin.

1 Introduction

Simvastatin (2,2-dimethyl-,1,2,3,7,8,8a-hexahydro-3,7-dimethyl-8-[2-tetrahydro
-4-hydroxy-6-oxo-2H-pyran-2-yl)ethyl]-1-naphthalenyl ester [1S-[1a,3a,7b,8b(2S",
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4S*),8ab]] butanoic acid) is a lipid-lowering agent of the statins class. It competitively
inhibits HMG-CoA reductase and interferes in the biosynthesis of cholesterol; SIM is
therefore used in the treatment of hypercholesterolemia and in cardiovascular
diseases prevention (O’ NEIL et al., 2006; THE 4S, 1994; THE UNITED, 2011a). It is
administered as a pro-drug in lactone form and is semi-synthetically obtained from
LOV. Thus, LOV, Figure 1.8, can be found as an impurity in SIM (DAVIDSON &
TOTH, 2004; ISTVAN, 2003; MANZONI & ROLLINI, 2002; THE UNITED, 2011a).

Figure 1.8 - Simvastatin and lovastatin chemical structures.
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SIM, which is a white crystalline powder, melts from 135 °C to 138 °C. ltis a
lipophilic drug with an octanol/water partition coefficient, log P, of 4.68, which imparts
this compound with a high biological membrane permeability. However, it is a drug
with low aqueous solubility (0.03 g/l) (MOFFAT et al., 2004; O’ NEIL et al., 2006).

Currently, SIM is available in the global market as tablets and capsules
(VERONIN & NGUYEN, 2008). The majority of SIM determination reports for
immediate-release solid oral dosage forms have been applied in tablets using visible
(BASAVAIAH & THARPA, 2008; THARPA et al., 2010), UV spectrometry (ARAYNE
et al., 2007; GOMES et al., 2009; MILLERSHIP & CHIN, 2010; WANG &
ASGHARNEJAD, 2000) and/or LC (ABU-NAMEH et al., 2006; GOMES et al., 2009;
GUZIK et al., 2010; VERONIN & NGUYEN, 2008; WANG & ASGHARNEJAD, 2000).
The latter method is the most commonly reported technique (63% of the studies)
because of its feasibility of being coupled to several detectors (BASNIWAL & JAIN,
2012). Furthermore, UV spectroscopy (BALAJI & SUNITHA, 2010; JAIN et al., 2009;
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MANE et al., 2011; MOUSSA et al., 2010; PALABIYIK et al., 2008; RAJPUT & RAJ,
2007; SOURI & AMANLOU, 2010), LC (ASHFAQ et al., 2007, 2008; CHAUDHARI et
al., 2007b; HEFNAWY et al., 2009; JAIN et al., 2008; KUMAR D. A. et al., 2009;
OZALTIN & UCAKTURK, 2007; PASHA et al., 2006), LC-MS (KUMAR V. et al.,
2008), high-performance thin-layer chromatography (HPTLC) (RATHINARAJ et al.,
2010a; TIWARI & SATHE, 2010), MEKC (SRINIVASU et al., 2002; YARDIMCI &
OZALTIN, 2010) and other techniques have also been described in an extensive
review (BASNIWAL & JAIN, 2012) of the methods for the quantitative determination
of SIM in the presence of other drug(s). In addition, the use of LC-UV and LC-MS/MS
has also been reported for the quantification of SIM impurities (BHATIA et al., 2011;
MALENOVIC et al., 2006) and degradation products (OLIVEIRA et al, 2010).
However, few studies on SIM quantitation in capsules have been reported. Methods
that involve UV spectroscopy (POLONINI et al., 2011) and high-performance liquid
chromatography (HPLC) (MARKMAN et al., 2010; VERONIN & NGUYEN, 2008), as
well as SIM tablet pharmacopeial HPLC methods (BARACAT et al., 2009; THE
UNITED, 2011a), have been applied toward the assay of SIM in capsules. In the USP
tablet dissolution test based on UV spectroscopy, a laborious aliquot treatment is
described. This and other UV methods have also been employed for capsules
(BARACAT et al., 2009; BRITISH, 2011b; MARKMAN et al., 2010; SINGLA N. et al.,
2009; THE UNITED, 2011a; VERONIN & NGUYEN, 2008).

Currently, pharmacopeial methods for SIM assays or dissolution tests for
tablets but not for capsules have been reported (BRITISH, 2011b; EUROPEAN,
2011; FARMACOPEIA, 2010; THE INTERNATIONAL, 2006; THE JAPANESE, 2006;
THE UNITED, 2011a). Nevertheless, HPLC-UV has been used for both assays and
dissolution tests of SIM tablets (GUZIK et al., 2010; WANG & ASGHARNEJAD,
2000). In vitro dissolution studies are important for product development and
manufacturing process control because they help detecting problems that could
affect the drug’s in vivo performance. Consequently, these studies are frequently
required by regulatory authorities (FOOD, 1997; O'HARA et al., 1998). In this work,
dissolution studies of SIM capsules were performed using a developed/validated
HPLC method. Furthermore, this method can also be applied to assay SIM capsules

to determine content uniformity.

2 Material and methods
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2.1 Chemical and reagents

USP simvastatin RS (lot 10D382, label claimed 99.4% purity, U.S.
Pharmacopeia, Rockville, MD, USA) and lovastatin pharmaceutical grade generously
donated by Pharma Nostra (lot 07061205A, 99.9% purity, Rio de Janeiro, RJ, Brazil)
were used. Simvastatin 20 mg (A) capsules and its placebo that contained lactose
and By vitamin were acquired from a university compounding pharmacy (UFMG, Belo
Horizonte, MG, Brazil) and used for validation. Compounded simvastatin 20 mg (B)
capsule lots that contained either lactose with p-cyclodextrin (prepared in-house,
SIM:BCD 1:1 ratio) or butylhydroxytoluene (BHT) (C1 and C2, prepared by a
commercial compounding pharmacy). Methanol was HPLC grade (Tedia, Fairfield,
OH, USA). Sodium dodecyl sulfate (Pharmacopeia Ativos Magistrais, Barueri, SP,
Brazil), sodium hydroxide (J.T. Baker, Phillipsburg, NJ, USA), monobasic sodium
phosphate (Vetec, Rio de Janeiro, RJ, Brazil) and phosphoric acid (85%, Merck,
Darmstadt, Germany), were analytical grade and used as received. Distilled or
ultrapurified water (Direct-Q3, Millipore, Bedford, MA, USA) was used when

necessary.

2.2 Instrumentation

A DT80 (Erweka, Heusenstamm, Germany) dissolution test system was
employed with paddles (USP apparatus 2) and sinkers (Flowscience, Cotia, SP,
Brazil) to keep capsules in the vessel bottom. The aqueous dissolution medium
consisted of 0.5% SDS (30 g) in 0.01 M monobasic sodium phosphate (8.28 Q)
diluted to a final volume of 6 L with water. The pH was adjusted to 7 with sodium
hydroxide 40% v/v; the pH values were measured using a digital pH meter (827 pH
lab, Metrohm, Herisau, Switzerland) (THE UNITED, 2011a). The dissolution medium
was degassed for 30 min (MaxiClean 1400, Unique, Sdo Paulo, Brazil) before being
transferred to the vessels (900 mL, 37+0.5 °C). After the dissolution test (45 min) or
the release-profile specific times (3, 5, 8, 10, 12, 15, 30, 45 or 60 min), aliquots of
5.0 mL or 3.0 mL were withdrawn with no media replacement.

A quaternary LC system (HP1200, Agilent, Palo Alto, CA, USA) equipped with
an automatic injector, a column oven and a DAD module was used. Internal Agilent

ChemStation software version Rev.B.02.01-SR1 was used for data acquisition. The



65

Estudos Experimentais — Capitulo 1 — Parte 2
Current Pharmaceutical Analysis, v. 9, n. 1, p. 2-12, 2013

method was performed using a LiChroCART® 250-4 LiChrospher® 100RP-8 non-
endcapped column or a 100RP-8e endcapped (5 um) column (Merck, Darmstadt,
Germany) maintained at 30 °C. The UV/DAD was set at A 238 nm, and the automatic
injector was set at 10 uL. A mobile phase that consisted of a mixture of methanol and
0.1% phosphoric acid (80:20 v/v, pH 3.25) was used at a flow rate of 1.5 mL/min, and
the backpressure was approximately 120 bar. All solutions were filtered through a
0.45 ym membrane filter (Minisart RC15 Sartorius, Goéttingen, Germany) before they
were injected into the chromatograph. The statistical R software (R Foundation for
Statistical Computing, Vienna, Austria) was used to evaluate the plot equation model,
normality and homoscedasticity («=0.05) using a weighted least-squares method and
the Shapiro—Wilk and Levene tests, respectively (SOUZA & JUNQUEIRA, 2005). The
lack-of-fit test was used to check the goodness-of-fit of the models. Previously, the
analysis of the studentized residuals (after standardization) was used to remove, if
necessary, the outliers (residues equal or greater than 3.0). P values less than 0.05
were considered statistically significant. SIM concentration adjustments were made

after aliquot withdrawals for data analysis.

2.3 Standard solution preparation

A 200 ug/mL SIM methanolic stock solution prepared by accurately weighing
20 mg of SIM RS into a 100 mL volumetric flask was used to obtain SIM methanolic
standard solutions (n=3) at 4, 20, 40, 60 and 80 ug/mL.

A 100 pg/mL SIM stock solution in dissolution medium (0.5% SDS in 0.01 M
monobasic sodium phosphate pH 7) was obtained by accurately weighing 10 mg of
SIM RS into a 100 mL volumetric flask, dissolving the solid, and subsequently diluting
to concentrations of 2, 10, 18, 26 and 34 ug/mL as SIM standard solutions (n=3).

A 22.2 ng/mL SIM standard dissolution medium (100% working concentration)
was prepared by dissolving accurately weighed 555 mg SIM RS in a 25 mL
volumetric flask; the solid was dissolved and subsequently diluted 10-fold in a 10 mL
volumetric flask with the same diluent.

All solutions were analyzed within 5 h after they were prepared.

2.4 Sample solution preparation
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Placebo and sample (20, 40 and 80 pg/mL) methanolic solutions were
prepared in triplicate by accurately weighing placebo or capsule (n=10) powder
equivalent to one average weight (placebo) or to SIM 10, 20 or 40 mg (sample) in
50 mL volumetric flasks. The samples were sonicated for 10 min after 25 mL of
methanol was added, and the samples were diluted to their final volume with the
same diluent. Filtered aliquots of 5.0 mL were transferred to 50 mL volumetric flask
and diluted with methanol. For content uniformity, dilutions were proceeded
accordingly (n=10).

Placebo or sample solutions in dissolution medium were obtained by
transferring accurately weighed amounts of the placebo mixture (equivalent to one
average weight) or one capsule, respectively, placed in vessels that each contained
900 mL dissolution medium at adequate temperature. Aliquots were withdrawn after

a specified test time.

2.5 Short-term stability study

SIM methanolic standard and sample solutions (40 ug/mL), which were stored
at room temperature (22-24 °C), were analyzed each hour for 20 h. The dissolution-
medium SIM standard and sample solutions (22.2 ug/mL), which were stored at room
temperature, were analyzed after 8 h and 24 h. In addition, the stability of aliquots
post-dissolution (37 °C, 900 mL, 75 rpm, 45 min) was checked at room (22-24 °C)

and refrigerated (2-8 °C) temperatures each hour for 8 h for purposes of comparison.

2.6 System suitability

SIM standard solutions in methanol (40 ug/mL) and in dissolution medium
(22.2 pg/mL) were injected (n=6) into the chromatograph to determine SIM peak
areas, retention times (f{g) and chromatographic relative standard deviation (%RSD).
The retention factor (k), theoretical plates (N), tailing (Ty) and peak asymmetry (As)

chromatographic parameters were also evaluated.

2.7 HPLC validation
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A methanolic calibration plot was constructed for the SIM range of 4 to
80 ug/mL to allow an assessment of the assay/content uniformity, and the plot
equation was used for SIM quantitation. The regression and intercept p values, the
determination coefficient (R?) and the %RSD were evaluated for Cg non-endcapped
and Cge endcapped columns. The LOD and LOQ were determined (n=3) by
successive dilutions of the lowest calibration plot point.

Selectivity was evaluated by comparison of the chromatograms of a SIM
methanolic standard solution (40 ug/mL) and a placebo capsule (B, vitamin and
lactose). Repeatability and intermediate precision for SIM capsule methanolic
solutions at 20, 40 and 80 ug/mL (n=3) were performed in three days and by a single
analyst on the third day. Recovery was determined through the addition of SIM RS
(40 mg) to a placebo capsule mass (equivalent to two average weights) in a 50 mL
volumetric flask using methanol as the diluent. The solution was subsequently diluted
to 400 pg/mL in methanol by pipetting 25 mL of the methanolic solution into a 50 mL
volumetric flask. Aliquots of this solution were transferred to 25 mL volumetric flasks
and were diluted with methanol to obtain concentrations of 50%, 100% and 200% of
the working concentration (40 ng/mL). SIM recovery was determined according to the
equation %R=[Cp/Cs]x100, where Cp is the concentration in a spiked solution of
placebo, and Cs is the concentration of the standard solution. The robustness was
verified through variation of the methanol ratio (+2%), flow rate (0.1 mL/min) and
temperature (£10 °C) for SIM standard and capsule methanolic solutions at 40 ug/mL
(n=6). %RSD values for precision and robustness data were calculated by ANOVA

one-way, at a significance level o 0.05.

2.8 Dissolution method validation

Dissolution calibration plots in the SIM range of 2 to 34 ug/mL were
constructed on two different days to evaluate parallelism. The intercept, R? and
%RSD were calculated. The plot equation was used for SIM quantitation after the
dissolution validation studies. The LOD and LOQ were determined (n=3) by
successive dilutions of the lowest calibration plot point.

Selectivity was verified by transferring a placebo mass equivalent to one

average weight, an empty capsule and a sinker into vessels (n=3) that contained
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900 mL of dissolution medium (pH 7.0£0.05, 37+0.5 °C) agitated by paddles at
150 rpm for 45 min. The placebo interference was evaluated by comparison with a
chromatogram of SIM RS 2 ug/mL, and the peak purity was confirmed by UV-DAD.

Repeatability and intermediate precision were evaluated, respectively, by
preparing 22.2 ug/mL SIM standard solutions in dissolution medium (n=3) and
submitting capsules (n=6) to dissolution tests (0.5% SDS in monobasic sodium
phosphate, 900 mL, pH 7.0£0.05, 37+0.5 °C, paddle, 75 rpm, 45 min) on two days by
each analyst (n=2).

Recovery was evaluated by the addition of SIM RS in three different amounts
(2, 20 and 30 mg) to a capsule placebo (amount equivalent to one average weight) in
vessels (n=3, each amount) that contained dissolution medium (900 mL, pH
7.0£0.05, 37+0.5 °C) under dissolution test conditions. Robustness was determined
by submitting SIM capsules (n=6) dissolved in the dissolution medium (900 mL,
paddle, 75 rpm, 45 min) at different molarities (0.005 and 0.015 M, prepared by
weighing 4.14 and 12.42 g, respectively) and two different pH levels (6.5 and 7.5).
The Cs endcapped column was also tested. %RSD values for precision and

robustness data were calculated by ANOVA one-way at a significance level o 0.05.

3 Results

The 40 upg/mL SIM solution was eluted by HPLC-UV in different
methanol:0.1% phosphoric acid ratios (75:25, 80:20, 85:15 and 90:10 v/v). SIM k
values close 2.0 were obtained using mobile phases with 80:20 (k 3.54) and 85:15
(k 1.79) ratios (SNYDER et al., 1997). The chromatographic selectivity for SIM and
LOV (40 pg/mL and 20 pg/mL, each in methanol and in dissolution medium,
respectively) was immediately evaluated and was evaluated again five days later at
room temperature, as shown in Figure 1.9.

The short-term stability of the percentual SIM variation in methanolic solutions
at room temperature and in dissolution medium maintained at room temperature and
under refrigeration are shown in Table 1.7. The system suitability results are
expressed in %RSD for SIM RS solutions in both diluents (Table 1.8). The calibration

plots were obtained from the weighted least-squares regression method (linear



69

Estudos Experimentais — Capitulo 1 — Parte 2
Current Pharmaceutical Analysis, v. 9, n. 1, p. 2-12, 2013

regression model that considers variances versus mean responses in each
concentration) using Cg or Cge columns. The results are shown in Table 1.9.

The LOD (0.4 pg/mL) and LOQ (1.0 pg/mL, %RSD 1.2) of the SIM RS
methanolic solution are depicted in the chromatograms in Figure 1.10. The method

selectivity for the capsule and placebo constituents is demonstrated in Figure 1.11.

Figure 1.9 - Preliminary chromatograms of SIM and LOV solutions prepared in methanol and
in dissolution medium (0.5% SDS in monobasic sodium phosphate, pH 7, 0.01 M) after being
stored for 5 days at room temperature; the elutions were performed using methanol:0.1%
phosphoric acid (a, b) 85:15 v/v and (c, d) 80:20 v/v, respectively, as the mobile phase
(1.5 mL/min, Cg, column (250%x4 mm, 5 pm), 30 °C, A 238 nm, 10 pL).
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Table 1.7 - Short-term time stability (% response variation, by HPLC?) results for SIM standard
and capsule sample solutions prepared in methanol or in dissolution medium and maintained
at different temperatures.

. Short-term time stability (HPLC % response variation) in diluents
SIM solution . . . b
Methanol | Dissolution medium
Without test With test
22-24°C 22-24 °C 22-24°C 2-8°C
Standard 20 h (0.5%) 24 h (0.6%) 8 h (0.9%) 8 h (0.5%)
Capsules sample 3 h (1.3%) 24 h (0.9%) 5h (2.0%) 8 h (0.5%)

a: Cg (250%4 mm, 5 um), 30 °C, methanol: 0.1% phosphoric acid 80:20 v/v, 1.5 mL/min, A 238 nm,
10 yL; b: 0.5% SDS in 0.01 M monobasic sodium phosphate, pH 7.

Table 1.8 - Chromatographic system suitability for SIM standard in different diluents.

Diluent Average values (%RSD, n=6)
Area (mAU) | tg (min) | k | N | . | A
Methanol 910.0 5.42 2.67 5999 1.13 1.16
(0.47%) (0.05%)  (1.36%) (0.82%) (0.25%)  (0.48%)
Dissolution 482.1 5.29 4.43 6551 1.15 1.19
medium (0.10%) (0.02%)  (0.03%) (1.18%) (0.26%)  (0.46%)

Conditions in Table 1.7.
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Table 1.9 - Results of the adjusted regression model for SIM determination (n=3) in methanol
by HPLC® using Cs and Cg endcapped (2504 mm, 5 um) columns.

Column Equation RSD p value Lack- Normality | Homoscedasticity
(R*>0.9999) | (%) @ Regression of.fit | (P value?) (p value®)
0.008x°+22.374x 23 0.97
Cs +02.206b 0.72 7.92x10 0.24 (0.85) 0.23 (0.92)
0.012x°+22.184x 2 0.97
Cse _0.180° 0.47 1.23x10 0.23 (0.81) 0.49 (0.74)
Single  0.010x*+22.276x 48 d 0.95
curve _0.146° 0.63 3.04x10 0.05 (0.20) 0.55 (0.69)

a: conditions as in Table 1.7; b: intercept p value = 0.79; c: statistically significant if less than 0.05;
d: statistically inconclusive.

Figure 1.10 - Chromatograms for SIM RS methanolic solutions at LOQ=1.0 ug/mL and at
LOD=0.4 pg/mL using a Cs (2504 mm, 5 um) column (30 °C, methanol:0.1% phosphoric acid
(80:20 v/v), 1.5 mL/min, A 238 nm, 10 pL).
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Figure 1.11 - Chromatograms for (a) the SIM reference standard and (b) the placebo
capsules. The conditions were the same as those described in Figure 1.10.
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The precision, recovery and robustness validation results for the HPLC
method are presented in Table 1.10.

Table 1.10 - HPLC? validation results of precision, accuracy (unbiasedness) and robustness
for 20 mg SIM capsules.

Average SIM, pg/mL (%RSD)

Precision Recgvery Robustness, _SIM 40 ug/mL
(n=3) (n=6)
Analyst 20 40 80 Conc. % Variation MeOH —mbimin  °C
(n=3) (80%£2%) (1.5%0.1) (30%10)
I° 192 381 753 202 o Inferior 37.9 37.6 37.8
|° 19.1 380 750 (0.98) ' (1.01)  (0.71) (0.57)
1P 196 374 736 404 .. Nominal®  37.9 37.7 38.0
(n=9) 19.3 37.8 746 (0.30) ' (0.61)  (0.72) (0.84)
Intermediate (1.80) (1.17) (1.50) 80.1 100.1 Superior 37.9 37.7 37.7
Repeatability (0.83) (0.55) (0.66) (0.21) ' (0.69)  (0.77)  (0.55)

- - pvalue®  0.99 0.93 0.19

a: chromatographic conditions Cg (2504 mm, 5 um), 30 °C, methanol: 0.1% phosphoric acid
80:20 v/v, 1.5 mL/min, A 238 nm, 10 uL; b: day 1; c: day 2; d: statistically significant if less than 0.05.

In the preliminary dissolution study (n=6 vessels) in which two agitation
speeds were used, the %RSD for time profile points (10, 12, 15, 30, 45 and 60 min)
were 25.56 and <5.04 at 50 and 75 rpm, respectively. Table 1.11 presents the
linearity results obtained using a weighted least-squares method after two residues
(6.6%) were removed, which accounts for less than the maximum allowed value
(22%) of the data (HORWITZ, 1995).

The LOD and LOQ for SIM RS in dissolution medium were 0.4 pg/mL and
0.6 ug/mL (%RSD 0.80), respectively, as exhibited in Figure 1.12. The method
selectivity for SIM in dissolution medium is depicted in Figure 1.13. The accuracy
(unbiasedness) or recovery, precision and robustness validation results for
dissolution tests performed using HPLC are shown in Table 1.12.

Table 1.11 - Results of the adjusted regression model (p value 2.2 x 10~'®) for the
determination of SIM (n=3) in dissolution medium by HPLC? using a Cz column.

D Cur\{e RSD p value Normality | Homoscedasticity
ay equation o Lack-
(R? >0.999) (%) Intercept of fit (p value) (p value)
1 21.549x+0.013  0.30 0.97 0.11 0.94 (0.44) 0.21 (0.92)
2 21.453x+0.178  0.17 0.60 0.36 0.97 (0.87) 0.32 (0.86)
?;l?r?/f 21.526x+0.107  0.29 0.68 0.12 0.94 (0.13) 2.10 (0.11)

a: conditions as in Table 1.7.
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Figure 1.12 - Chromatograms for SIM RS in dissolution medium (0.5% SDS in 0.01 M
monobasic sodium phosphate, pH 7) at 0.6 ug/mL (LOQ) and at 0.4 pg/mL (LOD). Conditions as
described in Figure 1.10.
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Figure 1.13 - Chromatograms after dissolution tests for (a) a SIM reference standard and
(b) a placebo capsule. Dissolution conditions: 0.5% SDS in 0.01 M monobasic sodium
phosphate, pH 7, 900 mL, 37 °C, paddles, 150 rpm for 45 min. The HPLC conditions
were the same as those described in Figure 1.10.
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Table 1.12 - Dissolution test® validation results of unbiased accuracy (recovery, R), precision
and robustness for 20 mg SIM capsules by HPLC".

Average SIM, mg (%RSD)

Accuracy Intermediate precision Robustness
(unbiased, n=3) (n=6) (n=6)

Mass %R Da Analyst  Parameters Variation ¢]
added R ° y 1 ] Inferior Nominal® Superior value®
2 2.0 99.9 1 206 20.1 Molarity 19.2 19.5 19.4 0.46

(0.46) ~ 2 20.2 20.3 (0.01+0.005) (1.76) (1.16)  (2.42)
20.1 Inter-day 204 202 pH 19.3 19.5 19.3
20 (0.52) 1007 (=12 (0.77) (1.22) (7.0t0.5) (2.08) (1.16) (2.89) O:72
30 294 gg4 Inter-analyst 20.3 Ce/Cae’ 0 19.3/19.4° 0.54
(0.38) 7' (n=24) (2.08) column (1.78/1.65) '

a: dissolution test nominal conditions: 0.5% SDS in 0.01 M monobasic sodium phosphate, pH 7,
900 mL, 37 °C, paddles, 75 rpm, 45 min; b: conditions in Table 1.7; c: repeatability RSD was 1.34%
for the SIM standard solutions (n=3, average concentration 22.14 ng/mL); d: endcapped column
variation; e: statistically significant if less than 0.05.
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Table 1.13 shows the quality-control results for 20 mg SIM capsule samples

(B, C1, C2); their dissolution profiles are shown in Figure 1.14.

Table 1.13 - Quality control tests results for three 20 mg compounded SIM capsules by

HPLC-UV.

Capsule Assay Content uniformity Dissolution
sample % average (RSD?) % averageiSDID (AV°) % average (RSD?)
B 98.33 (0.53) 100.06+3.18 (7.65) 100.16 (2.75)

C1 94.18 (0.49) 97.12+4.97 (13.32) 91.77 (5.92)
C2 100.06 (0.26) 100.98+4.97 (11.92) 98.96 (6.44)

a: RSD, relative standard deviation; b: SD, standard deviation; c: AV, acceptance value <15.0.

Figure 1.14 - Release profiles of 20 mg compounded simvastatin capsules (n=6) for samples
B, C1 and C2. Dissolution conditions: 0.5% SDS in 0.01 M monobasic sodium phosphate, pH 7,
900 mL, 37 °C, paddles, 75 rpm for 45 min, 150 rpm for 15 min. The HPLC conditions were the
same as those described in Figure 1.10.
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4 Discussion

The literature contains numerous reports of SIM quantitation; however, few
analytical methods have been developed for SIM capsules (MARKMAN et al., 2010;
POLONINI et al., 2011). Most common mobile phases have been composed of an
aqueous phase and an acetonitriie organic phase (ABU-NAMEH et al., 2006;
ASHFAQ et al., 2007, 2008; BARACAT et al., 2009; BHATIA, et al., 2011; BRITISH,
2011a,b; CHAUDHARI et al., 2007b; EUROPEAN, 2011; GOMES et al., 2009;
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HEFNAWY et al., 2009; JAIN et al., 2008; KUMAR D. A. et al., 2009; KUMAR V. et
al., 2008; MARKMAN et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2010; OZALTIN & UCAKTURK,
2007; PASHA et al., 2006; THE UNITED, 2011a; VERONIN & NGUYEN, 2008;
WANG & ASGHARNEJAD, 2000). Because of the worldwide shortage of acetonitrile
in 2008-2009, this solvent was substituted with less-expensive methanol in this study.
A previous study on the dissolution of SIM tablets described a gradient elution with a
methanol:water mobile phase (70:30 to 97:3 v/v, 1.5 mL/min, C1g 250%x4.6 mm, 5 ym,
40 °C, A 238 nm, 20 uL) that showed a delayed SIM peak at approximately 9.0 min
(GUZIK et al., 2010). Methanol and potassium phosphate buffer (90:10 v/v) as the
mobile phase has been reported to separate SIM and nicotinic acid in tablets
(BASNIWAL & JAIN, 2012).

Because of the lack of data specific to SIM capsules, tablet dissolution
conditions have been adopted (BARACAT et al., 2009; BRITISH, 2011b; MARKMAN
et al., 2010; SINGLA N. et al., 2009; THE UNITED, 2011a; VERONIN & NGUYEN,
2008), for which an HPLC method was developed and validated for assays and
dissolution tests of SIM capsules. Although UV spectroscopy is usually the preferred
method for dissolution studies, HPLC was chosen because it allows the in-line prior
separation of SIM and LOV (SIM synthesis route precursor) (THE UNITED, 2011b).
This prior separation would not be possible with UV spectroscopy because the SIM
and LOV moieties show the same chromophoric group. Thus, SIM quantitation could
be overestimated in a sample that contained a significant amount of LOV (THE
UNITED, 2011a). Figure 1.9 shows the results of this method development for two
mobile phases (methanol and aqueous 0.1% acid phosphoric (85:15 and 80:20 v/v
ratio)); this figure shows the LOV and SIM profiles in the same chromatogram and
the selectivity under the same UV detection parameters. The latter 80:20 v/v ratio
(1.5 mL/min, 30 °C, A 238 nm) was selected for subsequent tests because it provided
the best chromatographic resolution (with no overlapping peaks) for SIM, LOV and
their respective degradation products in methanol and in dissolution medium as
diluents. Under such conditions, the SIM elution profile showed a lower retention time
of approximately 5.5 min for SIM capsules.

The SIM standard and the sample methanolic solutions stored at 22-24 °C
remained stable for at least 20 h and 3 h, respectively; the short-term stability tests
showed a percentual response variation not more than 2% (Table 1.7) (SHABIR,

2003). Thus, the methanolic solutions proved to be sufficiently stable to allow assay
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or content uniformity tests to be performed. These results suggest that SIM
undergoes faster degradation in methanol in the presence of placebo constituents.

The SIM (standard or sample) solutions in dissolution medium were stable for
24 h at 22-24 °C. When SIM RS and SIM capsule solutions were stored at 22-24 °C
after the dissolution test, they were stable for 8 h and 5 h, respectively. The same
solutions kept at 2-8 °C were stable for at least 8 h. The SIM sample solutions are
more sensitive to temperature than are the isolated drug (PIECHA et al., 2010).
Satisfactory percentual response variations (<2%) were obtained at the temperatures
and times mentioned in Table 1.7 (SHABIR, 2003). These results suggest that SIM
capsule solutions should be stored cold after dissolution studies when
chromatographic analyses last longer than 5 h.

System suitability was checked by evaluation of the peak area and the fg; the
%RSD values were less than 1.0% and 2.0% for SIM in methanol and in dissolution
medium, respectively. The column efficiency (N >2000), SIM peak shape (Tr <2.0; As
<1.2) and elution retention factor (k >2) exhibited acceptable values for SIM in both
diluents (Table 1.8) (SHABIR, 2003; SNYDER et al., 1997; THE UNITED, 2011b).

The concentration-response relationship of the SIM methanolic solutions was
satisfactorily expressed by the weighted (linear regression model that considers
variances versus mean responses in each concentration) least-squares method (no
residue removal), irrespective of the column capping (ROZET et al, 2007).
A quadratic behavior with a significant regression (R? >0.999, %RSD <1.0), an
intercept not significantly different from zero (p >0.05) and adequate
homoscedasticity and normality is evident in Table 1.9 (GREEN, 1996; JENKE,
1996). The goodness-of-fit of the quadratic model was not rejected by the lack-of-fit
test (p value 20.05).

A single curve was used to express the Cg and Cg. curves because no
statistical difference was found between them. The LOD was smaller than the lowest
calibration plot point by a factor of 10. An acceptable LOQ was obtained for a 4-fold
dilution (RSD <2.0%) of the lowest calibration plot point, as shown in Figure 1.10
(SHABIR, 2003). The selectivity was attested because the capsule (b) placebo
constituents did not interfere with the (a) SIM RS retention time in Figure 1.11. The
precision results in Table 1.10 show a small difference (approximately 1%) with lower
figures for the found values compared to the theoretical values, which is most likely

associated with the compounding process. Adequate unbiased accuracy only
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(%R 98.0-102.0), repeatability and intermediate (interanalyst) precision (%RSD <2.0)
and robustness (p value >0.05) were observed (Table 1.10) (ERMER, 2001;
SHABIR, 2003; THE UNITED, 2011c; GONZALEZ et al., 2010). The day variation did
not affect the analyte response.

The HPLC robustness results showed that no strict column temperature
control is necessary in the temperature range of 20 to 40 °C. Small variations in the
flow rate and in the mobile phase proportion likely did not affect the analyses.

Before the validation of the dissolution method, test conditions were optimized
for capsules with respect to the dissolution medium and apparatus 2 (paddle), as
described in previous SIM tablet monographs (BRITISH, 2011b; THE UNITED
2011a), at test agitation speeds of 50 and 75 rpm. In a previous study, capsule and
tablet dissolution profiles were tested in buffer solutions using 0.1-0.5% SDS.
The SIM release was evaluated after 30 min for self-emulsified capsules and Zocor
tablets (SINGLA N. et al., 2009).

When the paddle speed was set to 75 rpm, an %RSD of less than 5% for
profile points was obtained for times longer than 10 min. The dissolution test time can
be established at either 30 min (BRITISH, 2011b) or 45 min (FARMACOPEIA, 2010)
depending on the capsule’s disintegration requirements.

The weighted least-squares model adequately described the linear
concentration-response relationship for SIM in the dissolution medium. The ANOVA
showed no significant parallelism deviation (p value >0.05) between days. A
significant regression (R? >0.98, %RSD <1.0), an intercept statistically equal to zero
and appropriate normality and homoscedasticity were observed (p >0.05, Table 1.11)
(GREEN, 1996; SHABIR, 2003). The goodness-of-fit hypothesis for the linear model
was not rejected by the lack-of-fit test (p value 20.05). The LOD was 5-fold smaller
than the lowest calibration plot point. An acceptable LOQ was obtained for a
3.33-fold dilution (RSD <2.0%) of the lowest calibration plot point, as shown in
Figure 1.12 (SHABIR, 2003). The method was shown to be selective because the
capsule placebo constituents did not exhibit peaks that interfered with those of SIM
RS, as shown in Figure 1.13. The method showed an adequate %RSD average
value (<2.0 and <5.0) for repeatability and intermediate (inter-day and inter-analyst)
precision respectively. Satisfactory unbiased accuracy values ranged between 98.1%
and 100.7% within 95.0-105.0% specification (THE UNITED, 2011b,c). The method

was shown to be robust for all deliberate variations (a 0.05). However, variation in the
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medium molarity showed a greater influence on the results (p value closer to 0.05)
than did variation in the pH of the medium. Validation results are shown in
Table 1.12. The Cg columns, endcapped or not, can be used indistinctly (p >0.05),
despite better peak shapes (As, Ty) being obtained with the Cge (0.98, 0.97) than with
the Cg (1.23, 1.19) column.

Therefore, the Cg endcapped column was used for quality evaluation of
simvastatin capsules (samples B, C1 and C2) in assays (10 units), content uniformity
(10 units), dissolution tests (6 units) and profile release tests (6 units) by HPLC-UV.
All samples showed a SIM content between 90.0 and 100.0%, satisfactory
acceptance values (AV <15) for content uniformity and adequate SIM release per unit
with values greater than 80.0 (Q+5)%, as shown in Table 1.13. The samples (B, C1
and C2) were demonstrated to be rapidly dissolving products with drug release
greater than or equal to 85% within 15 min (86.8, 87.1 and 85.5% in 5, 10 and
15 min, respectively). Sample B, which contained B-cyclodextrin as an excipient,
exhibited faster SIM release than did samples C1 and C2, which contained BHT,
probably because B-cyclodextrin is an excipient that promotes SIM solubility.

The samples-release profiles, shown in Figure 1.14, were successfully
obtained with respect to time points of 5, 8 and 10 min with %RSD <20% and at 12,
15, 30, 45 and 60 min with %RSD values less than 10% (THE UNITED, 2011b).
In addition, RP-HPLC-UV can be used for routine tests (assay, content uniformity and

dissolution tests) of SIM capsules.

5 Conclusion

The developed HPLC method yielded selectivity, precision, acuracy and
robustness for the determination of SIM capsules in quality control tests (assay,
content uniformity, dissolution tests and release profiles) in the presence of typical

compounding excipients.
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PARTE 3

INFLUENCIA DA TEMPERATURA EM ESTUDOS DE DISSOLUGAO DE FORMAS FARMACEUTICAS
CONTENDO SINVASTATINA

Temperature effect on dissolution studies of simvastatin pharmaceutical

dosage forms

Flavia Dias Marques-Marinho, Mirella Monique Lana Diniz, José Carlos da Costa

Zanon, llka Afonso Reis, Angélica Alves Lima, Cristina Duarte Vianna-Soares

Resumo

O antihiperlipémico sinvastatina esta disponivel no mercado nacional na forma de
comprimidos e capsulas manipuladas. Método por cromatografia a liquido de alta
eficiéncia com detecgdo no ultravioleta (A 238 nm) foi utilizado para quantificar
sinvastatina em capsulas e comprimidos em tampéo fosfato de sédio monobasico
0,01 M contendo laurilsulfato de sédio 0,5%, pH 7, utilizado como diluente ou meio
de dissolugado. A estabilidade de curto prazo do farmaco das amostras foi avaliada
no diluente, mantido a diferentes temperaturas. A estabilidade de curto prazo
(até 24 h) de solugdes de sinvastatina, ndo submetidas ao teste de dissolugéo, foi
satisfatéria para o farmaco isolado e para capsulas, o0 que nao se verificou para
comprimidos. A estabilidade da sinvastatina em solu¢gées mantidas a 22-24 °C por
8 h, apds o teste de dissolugao foi satisfatéria para o farmaco isolado e para
capsulas contendo butilhidroxitolueno como excipiente. Os resultados de amostras
de sinvastatina capsulas contendo vitamina B, e de comprimidos indicam a
necessidade de refrigeragao das solugdes em estudos de dissolugdo, caso a analise

cromatografica tenha duragao superior a 4 h e 2 h, respectivamente, como descrito.

Palavras-chave Estabilidade de medicamentos, Sinvastatina, Capsulas,

Comprimidos, Dissolugao/analise.
1 Introducgao
O acido 2,2-dimetil-1,2,3,7,8,8a-hexaidro-3,7-dimetil-8-[2-tetraidro-4-hidroxi-6-

o0xo-2H-piran-2-il)etil]-1-naftila[1S-[1a,3a,73,8B(25*,4S*),8aB]] butandico, férmula

quimica CgsH3s05, massa molecular 418,57 g/mol ou sinvastatina é um
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antihiperlipémico inibidor competitivo da HMG-CoA, envolvida em etapa limitante na
biossintese do colesterol (O’NEIL et al., 2006; THE UNITED, 2011a). SV é uma das
estatinas mais vendidas em todo o mundo, seja por prevenir ou tratar a morbidade e
mortalidade associadas as doencas cardiacas (KAPUR & MUSUNURU, 2008).
No Brasil, a SV esta disponivel comercialmente nas formas de comprimidos
industrializados e capsulas manipuladas. Uma vez administrada, a forma lactona
inativa € convertida (principalmente no figado) a forma p-hidroxiacida ativa
(Figura 1.15) (ENDO et al., 1976; MOGHADASIAN, 1999).

Figura 1.15- Conversio da lactona sinvastatina (CAS-79902-63-9) ao B-hidroxiacido
correspondente, principalmente no figado.
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Monografias deste farmaco e de suas formas farmacéuticas ndo constam na
Farmacopeia Brasileira (FARMACOPEIA, 2010). Entretanto, textos oficiais para o
farmaco e/ou comprimidos sao encontrados em compéndios internacionais tais como
as Farmacopeias dos Estados Unidos da América (THE UNITED, 2011a), Britanica
(BRITISH, 2011a,b) e Européia (EUROPEAN, 2011). Por outro lado, nelas ndo ha
qualquer relato de monografia para SV capsulas. A quantificacdo de SV em capsulas
foi realizada por CLAE-UV (BARACAT et al., 2009), método esse adotado da
monografia SV comprimidos da USP (THE UNITED, 2011a). Outros métodos por
espectrometria no UV (POLONINI et al., 2011) e por CLAE (MARKMAN et al., 2010;
MARQUES-MARINHO et al., 2011) foram desenvolvidos para quantificacdo de SV
em capsulas.

A determinacdo de SV em capsulas submetidas ao teste de dissolugao é
descrita por espectrometria no UV apods tratamento das solugdes com oxido de
manganés, conforme monografia SV comprimidos da USP (BARACAT et al., 2009;
MARKMAN et al., 2010). Alternativamente, SV foi avaliada diretamente por CLAE-
UV apds o teste de dissolugdo de capsulas (MARQUES-MARINHO et al., 2011).
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Em todos os trabalhos, empregou-se o meio de dissolugado descrito na monografia
de SV comprimidos (THE UNITED, 2011a). As solugbes de um analito devem
permanecer em condi¢des que garantam a sua estabilidade, a qual depende do(s)
solvente(s), do(s) excipiente(s), além de fatores externos como luz e temperatura
(THE UNITED, 2011b). A estabilidade de sinvastatina em agua é relatada sob
exposicao a luz solar e diversas condigdes de pH (PIECHA et al., 2010), mas néo
sob diferentes temperaturas a partir de suas formas farmacéuticas (capsulas e
comprimidos). Portanto, avaliou-se a estabilidade de curto prazo de SV (farmaco,
capsulas e comprimidos) em meio de dissolugdo, armazenado sob diferentes
temperaturas com posterior determinacdo direta por CLAE-UV (MARQUES-
MARINHO et al., 2011).

2 Material e métodos

2.1 Material

Sinvastatina adquirida da Farmacopeia dos Estados Unidos da América
(lote 10D382, teor 99,4%, Rockville, MD, EUA) e do fornecedor Pharma Nostra
(lote 10010165B, teor 99,2%, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) foram utilizadas como
substancia quimica de referéncia e de trabalho (SQT), respectivamente. Sinvastatina
20 mg capsulas manipuladas contendo lactose associada a vitamina B, (amostra A,
lote 203056); ao butilhidroxitolueno (amostras B1 e B2, lotes 201213 e CF3526/1,
respectivamente) doadas pela Farmacia Universitaria/UFMG (amostras A e B1) ou
adquiridas no comércio local (amostra B2); comprimidos Zocor® sinvastatina 20 mg
(amostra C, lote LLD034, Merck Sharp & Dohme, Northumberland, Reino Unido)
foram utilizados. Metanol grau cromatografico (Tedia, Fairfield, OH, EUA), acido
fosforico 85% (Merck, Darmstadt, Alemanha), laurilsulfato de sédio (lote 143127,
LabSynth, Diadema, SP, Brasil), hidréxido de sodio (J.T. Baker, Phillipsburg, NJ,
EUA) e fosfato de sdédio monobasico (J.T. Baker, Xalostoc, EM, México) foram
usados como recebidos. Agua destilada foi usada no preparo do meio de dissolucéo

e agua ultrapura (Direct-Q3, Millipore, Bedford, MA, EUA) no preparo da fase movel.

2.2 Métodos



81

Estudos Experimentais — Capitulo 1 — Parte 3
Revista Brasileira de Farmacia, v. 93, n. 1, p. 38-42, 2012

Estudos de dissolugao (dissolutor DT80, Erweka, Heusenstamm, Alemanha)
foram realizados para comprimidos a 50 rpm por 30 min (THE UNITED, 2011a) e
para capsulas a 75 rpm por 45 min (MARQUES-MARINHO et al., 2011) empregando
pas e LSS 0,5% em tampao fosfato de sddio monobasico 0,01 M, pH 7,0 ajustado
com hidréxido de sodio 40% v/v (900 mL, 37+0,5 °C) em potenciémetro (827 pH lab,
Metrohm, Herisau, Suica). Apdés o tempo de teste, aliquotas (5,0 mL) retiradas das
cubas foram filtradas para vials e injetadas (10 pl) diretamente em cromatografo a
liquido HP1200 (Agilent, Palo Alto, CA, EUA). A separagao cromatografica foi
realizada em coluna octilsilano (250x4 mm, 5 um, Merck, Darmstadt, Alemanha)
mantida a 30 °C empregando metanol e acido fosfoérico 0,1% (80:20 v/v) como fase
movel sob fluxo 1,5 mbL/min. A deteccdo no UV com varredura por DAD foi
estabelecida em A 238 nm (MARQUES-MARINHO et al., 2011). Todas as solu¢des
foram filtradas por membranas 0,45 um (Minisart RC15 Sartorius, Goettingen,
Alemanha) antes da injecdo. As areas dos picos e as respectivas purezas, avaliadas

por meio dos espectros UV/DAD foram empregadas na quantificagdo de SV.

2.2.1 Preparo das solucoes

Pesou-se quantidade de SQT (triplicata) e de p6 proveniente de 10 unidades
de cada amostra (capsulas A, B1, B2; comprimidos C) equivalente a 5,55 mg e a
11,1 mg de SV em baldes volumétricos 25 e 50 mL, respectivamente.
Adicionaram-se 12 e 25 mL de LSS 0,5% em tampao fosfato de sédio 0,01 M, pH 7 e
a solucédo foi submetida a sonicagdo (MaxiClean 1400, Unique, S&o Paulo, Brasil)
por 5 e 10 min, respectivamente. Completou-se o volume usando o mesmo diluente
e homogeneizou-se. Solugdes de SV 22,2 ug/mL foram obtidas pela transferéncia de
1,0 mL da solugéo da SQT ou 5,0 mL do filtrado (papel filtro, porosidade média
25 ym) no caso das amostras (A, B1, B2, C), para baldes volumétricos de 10 e

50 mL, respectivamente. Completou-se o volume com o mesmo diluente.

2.2.2 Avaliacao da estabilidade

As solugdes SV 22,2 uyg/mL em meio de dissolugdo, oriundas da SQT e das
amostras (capsulas A, B1, B2 ou comprimidos C) mantidas a temperatura ambiente
controlada (22-24 °C) foram analisadas por CLAE-UV (MARQUES-MARINHO et al.,
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2011) apds 8 h (com intervalo de 1 h para solugdes das capsulas e comprimidos) e
apos 24 h do preparo.

Solugdes obtidas pela adicdo de 20 mg de SV SQT e de amostras (capsulas
A, B2; comprimidos C) a 900 mL de meio de dissolugdo (concentragdo final
22,2 ug/mL) mantido a 37 °C e sob agitagao (pas 50 ou 75 rpm) por tempo adequado
(30 ou 45 min para comprimidos e capsulas, respectivamente) foram retiradas das
cubas e filtradas para vials (n=2). As solugdes dos vials, um mantido a temperatura
ambiente (22-24 °C ou 27-28 °C) e outro sob refrigeracao (2-8 °C), foram analisadas
por CLAE-UV (inje¢cdes em duplicata) em intervalos de 1 h durante 8 h.

As solugdes foram consideradas estaveis se a variagao da resposta, ao longo
do tempo, permanecer inferior a £2% em relagao a resposta inicial, ou seja, entre 98
a 102%, para o periodo avaliado (THE UNITED, 2011b).

3 Resultados e discussao

Ha relatos, na literatura, de que a taxa de conversao da forma lactona de SV
a seu B-hidroxiacido € maior em solugdes aquosas neutras (pH 7) e que a formagéo
de produtos de degradagéo é mais rapida em solug¢des acidas (PIECHA et al., 2010).
Estes pesquisadores verificaram que em solugdes aquosas de SV, principalmente
acidas, tdo logo ocorre a conversdo a forma &acida, inicia-se a degradacao,
independentemente da incidéncia ou ndo da luz solar, sugerindo uma reagao
térmica. Esse fato exposto caracteriza uma situacdo semelhante a do teste de
dissolucdo, em que o tempo e a temperatura sdo fatores que podem influenciar a
estabilidade do farmaco (THE UNITED, 2011a).

Observou-se no cromatograma da solugdo de SV 22,2 yg/mL (SQT), diluida
em meio de dissolugcdo e mantida 24 h a 22-24 °C que o pico referente ao farmaco
eluiu em 5,22 min (fator de retencéo k 4,29) e apresentou espectro UV caracteristico
com pureza 99,9% (Figura 1.16). Cromatogramas com caracteristicas de separagao
e perfis espectrais semelhantes foram obtidos para as demais amostras (A, B1, B2,
C) nas mesmas condigdes.

As solucbes de sinvastatina SQT e das amostras A, B1, B2 (capsulas)
(Figura 1.17) preparadas em meio de dissolugao apresentaram-se estaveis durante
24 h a 22-24° C, com variagdes (var.) porcentuais (inferiores a +2,0%) em relagao a

resposta inicial de -0,56; —0,91; —-1,78 e -0,88%, respectivamente. No entanto, a
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solugédo de SV 22,2 ug/mL da amostra C (comprimidos) foi estavel por 3 h apenas
com variagao de -1,78% a 22-24 °C, mostrando-se instavel a partir de 4 h (var.
-2,22%) como apresentado na Figura 1.17. Apos 8 h a 22-24 °C (var. -3,92%), a
resposta foi reduzida para 96,1% aproximando-se, de valores descritos previamente,
para solugdo do farmaco (isolado) em agua pH 7 (94,3%) considerando o mesmo
periodo de tempo (PIECHA et al., 2010).

Figura 1.16 - Cromatograma de (a) sinvastatina SQT 22,2 pg/mL em meio de dissolugdo (LSS
0,5% em tampao fosfato de sédio monobasico 0,01 M, pH 7) apds 24 h a 22-24 °C,
representativo daqueles obtidos para as amostras (A, B1, B2, C); detalhe: (b) respectivo
espectro UV/DAD, (c) curva de pureza. Condi¢goes cromatograficas: metanol:acido fosférico
0,1% 80:20 v/v, 1,5 mL/min, Cg, 2504 mm, 5 pm, 30 °C, 10 puL, A 238 nm.
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Figura 1.17 - variacio porcentual média das respostas de solugdes SV 22,2 ug/mL (SQT, A,
B1, B2, C) em tampao fosfato de sédio 0,01 M contendo LSS 0,5%, pH 7, mantidas a 22-24 °C e
injetadas (n=3) por 24 h para avaliagao de estabilidade a curto prazo. Condi¢des
cromatograficas: Figura 1.16.
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As solugdes de SV 20 mg SQT e capsulas (amostras A e B2) (Figura 1.18a),
adicionadas ao meio de dissolugédo a 37 °C sob agitacdo por pas durante 45 min e
mantidas a 2-8 °C foram estaveis por 8 h (periodo maximo avaliado). As variagdes
maximas foram de 0,54% (8 h); 0,53% (5 h) e 0,33% (8 h) para SQT, A e B2,
respectivamente. Considerando os vials mantidos a temperatura ambiente
(22-24 °C) por 8 h, as solugdes da SQT e da amostra B2 permaneceram estaveis no
periodo avaliado com variagdes maximas de -0,89% (6 h) e -0,60% (7 h),
respectivamente (Figura 1.18b). Dentre as capsulas avaliadas, a solugdo da
amostra A apresentou-se estavel por um tempo menor, até 4 h (var. 1,77%), com

uma variagdo maxima de 2,18% apds 7 h.

Figura 1.18 - Variacdo porcentual média das respostas de solugdes SV 22,2 ug/mL, a partir
de SQT e capsulas (amostras A, B2) submetidas ao teste de dissolugao. Aliquotas mantidas a
(a) 2-8 °C ou (b) 22-24 °C foram injetadas (n=2) por 8 h para avaliagao de estabilidade a curto
prazo. Condigdes do teste de dissolugao: LSS 0,5% em tampao fosfato de s6dio monobasico
0,01 M, pH 7, 900 mL, 37 °C, pas, 75 rpm, 45 min. Condi¢gdes cromatograficas: Figura 1.16.
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De acordo com a Figura 1.19, a estabilidade de SV 20 mg SQT submetida ao
teste de dissolugao (30 min; 37 °C) e mantida a 22-24 °C e a 2-8 °C por 8 h foi
adequada para a solugdo em ambas as condi¢cbes de temperatura com variagcoes
menores que +2% (-0,85 e 0,66%, respectivamente). Por outro lado, o tempo de
estabilidade da solugdo dos comprimidos (amostra C) reduziu consideravelmente
com o aumento da temperatura. Conforme, as variagbes de resposta observadas,
-1,22% (8 h; 2-8° C), —1,32% (2 h; 22-24 °C) e -1,47% (1 h; 27-28 °C) apresentadas
na Figura 1.19. Similarmente as solugdes dos comprimidos (Figura 1.17), houve

reducao da resposta para 96,24% na temperatura ambiente 22-24 °C e para 93,51%
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na temperatura 27-28 °C, apds 8 h. Esses valores encontram-se em concordancia
com a literatura (PIECHA et al., 2010).

Figura 1.19 - variagdo porcentual média das respostas de solugdes SV 22,2 ug/mL de
amostras submetidas ao teste de dissolugao. Aliquotas mantidas a 2-8 °C e 22-24 °C (SQT, C);
a 27-28 °C (C) foram injetadas (n=2) por 8 h para avaliagao de estabilidade a curto prazo.
Condigoes do teste de dissolucao: LSS 0,5% em tampao fosfato de s6dio monobasico 0,01 M,
pH 7,900 mL, 37 °C, pas, 50 rpm, 30 min. Condi¢gdes cromatogréficas: Figura 1.16.
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Os resultados obtidos sugerem que a estabilidade do farmaco no meio de
dissolugéo descrito depende da composigdo da amostra (excipientes). A razdo para
esta afirmativa deve-se ao fato de que as solugdes de ambos, farmaco isolado
(SQT) e capsulas contendo BHT (amostras B1, B2, obtidas por diluicdo e/ou
decorrentes do teste de dissolugao) nao apresentaram problemas quando mantidas
nas temperaturas testadas. Comparativamente, as solugdes das capsulas contendo
vitamina B, (amostra A) e dos comprimidos (amostra C) mostraram-se estaveis por
até 4 h e 2 h, respectivamente, quando mantidas a 22-24 °C. Portanto, sugere-se
que as solugdes devam ser refrigeradas naqueles estudos de dissolugdo com
duracgédo superior a 4 h e 2 h, respectivamente, segundo as analises cromatograficas
descritas.

Considerando que cada corrida cromatografica leva 6 min e que o teste de
dissolucdo (primeira etapa, com 6 unidades) fosse realizado com ftriplicata de
injecdes das solugbes de cada cuba, o tempo total de analise seria em torno de

120 min. Portanto, pode-se inferir que a manutencao das solugdes sob temperatura
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ambiente controlada (22-24 °C) é uma condicdo suficiente para garantir a
estabilidade necessaria até 2 h apos o teste de dissolugdo, de acordo com as
condigbes de analise cromatografica descritas.

Por outro lado, para experimentos que requeiram a construgao de perfis de
dissolugdo, como em estudos de equivaléncia farmacéutica, sugere-se, a
refrigeragdo das solugdes logo apds o estudo, independente da composi¢cao da

amostra contendo SV, a fim de garantir a estabilidade do farmaco.
4 Conclusao

A avaliagdo da estabilidade de curto prazo de solugbes aquosas de SV
(capsulas e comprimidos) em diferentes temperaturas (refrigerada ou ambiente) é
imprescindivel para estabelecer as condigdes experimentais e garantir a adequada
execucao de estudos de dissolugao, tendo em vista a influéncia dos excipientes.
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PARTE 4

QUALITY EVALUATION OF SIMVASTATIN COMPOUNDED CAPSULES

Flavia Dias Marques-Marinho, José Carlos da Costa Zanon, Emilia Sakurai, llka

Afonso Reis, Angélica Alves Lima, Cristina Duarte Vianna-Soares

Abstract

Simvastatin is commercially available as tablets and compounded capsules in Brazil.
Very few reports regarding these capsules quality, and consequently, efficacy are
available. The pharmaceutical quality of 30 lots of 20 mg simvastatin capsules from
the market was evaluated through weight determination, content uniformity,
disintegration (Brazilian Pharmacopeia), assay and dissolution test (USP32 tablets
monograph). HPLC method was developed for assay, content uniformity and
dissolution test, furthermore specifications were established. Out of 30 batches
evaluated, 29 showed capsule disintegration until 45 min and individual weight
variation was within +10% or +7.5% relative to average weight, whether < or
>300 mg, respectively. Only 27 batches met dissolution test criteria with values 280%
of the labeled amount in 45 min; 21 batches showed simvastatin content between
90.0-110.0% of the labeled amount and 19 batches had at least 9 in 10 capsules with
content uniformity values between 85.0-115.0% of the labeled amount with
RSD <6.0%. Only 14 of all (30) batches met complete pharmacopeial quality
standards. The establishment of test conditions and specification parameters for
simvastatin capsules showed that there are relevant pharmacopeial quality
differences between batches compounded by distinct pharmacies. For 53.33% of the

tested products the hypercholesterolemic treatment efficacy may be compromised.

Keywords Compounding simvastatin capsules. Quality control. RP-HPLC.

1 Introduction

Simvastatin (SIM, Figure 1.20) is a lipid lowering agent widely used worldwide

for the treatment of hypercholesterolemia and for reducing morbidity and mortality

associated with chronic heart disease (THE 4S, 1994). It is commercially available in
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tablet and capsule dosage forms. SIM capsules are manufactured in Brazil by

compounding pharmacies.

Figure 1.20 - Simvastatin chemical structure.

H O\‘(/\fo

The pharmaceutical sector reached its most dominant in the late 1980s when
it became the focus of attention from the regulatory agencies (BERTOLLO, 2008).
The creation of the National Sanitary Surveillance Agency, the Brazilian regulatory
authority, led to greater concern over health and safety of products, health services,
production supervision and drug sales (BRASIL, 1999a). In 2000, ANVISA published
its first resolution act, RDC 33, aimed at achieving harmonization in the compounding
pharmacies sector (BRASIL, 2000). It became mandatory to evaluate the
compounded products by the pharmacies with respect to their physical-chemical
quality and different characteristics. The pharmacies had to adjust to this requirement
in order to remain in the market, or else shut down. Only six years later, RDC 33
resolution was replaced by the more comprehensive RDC 214 (BRASIL, 2006b).
Amid much controversy over the latter, another regulation RDC 67 was subsequently
published in 2007 (BRASIL, 2007a) and later updated with the current RDC 87
amendment in 2008 (BRASIL, 2008). In this scenario, ANVISA quality requirements
for products and services offered by compounding pharmacies increased upon each
new RDC release, leading to the commercial survival only of those businesses who
could adapt and comply.

Standardized procedures, process monitoring, quality management, employee
training and more rigorous quality control numbered among the requirements. A high
investment in equipment, personnel training and hiring of outsourced services was

necessary. Not all pharmacies could afford to meet all the demands to incorporate



89

Estudos Experimentais — Capitulo 1 — Parte 4
Brazilian Journal of Pharmaceutical Sciences, v. 47, n. 3, p. 495-502, 2011

changes. Nevertheless, the importance of these requirements to share professional
responsibility and ensure greater health safety for patients was acknowledged.

For the last ten years compounding pharmacies have been governed by
specific legislation, although many doubts about product quality, safety and efficacy
still remain. Quality control is hampered by the absence of specific monographs for
compounded products, leading to a lack of standardization in quality evaluation by
accredited analysis laboratories for health, as well as, by ANVISA (BRASIL, 1999b).
Despite the prevailing limitations in the compounding pharmaceutical field, the
number of new pharmacies has increased in recent years, according to ANVISA and
Compounding Pharmacists National Association/ANFARMAG data (ANVISA, 2005).
Today, the importance of compounding pharmacies in the communities is
incontestable. Compounded capsules can be dose personalized, less expensive than
industrialized tablets, and economically more attractive for the population. In view of
the social importance of the sector, the quality of SIM compounded capsules was
evaluated in the present study given that it can directly influence the safety and

efficacy of products.

2 Material and methods

2.1 Material

Simvastatin USP RS (lot 10D382, 99.4% purity label claim, United States
Pharmacopeia, Rockville, MD, USA), methanol HPLC grade (Tedia, Fairfield, OH,
USA), phosphoric acid 85% (Merck, Darmstadt, Germany), sodium dodecyl sulfate
(Pharmacopéia Ativos Magistrais, Barueri, SP, Brazil), sodium hydroxide (J.T. Baker,
Phillipsburg, NJ, USA) and monobasic sodium phosphate (Vetec, Rio de Janeiro, RJ,
Brazil) were used as received. Distilled or ultrapurified water (Milli-Q-Plus, Millipore,
Bedford, MA, USA) was used when necessary.

Simvastatin 20 mg capsules batches were randomly acquired (April to July,
2009) from thirty compounding pharmacies in regard to site location in different
regions of Belo Horizonte, southeast of Brazil. Six batches were donated and twenty
four were purchased in the market. During the study the compounded capsules were

stored according to labeled instructions and when not specified were stored in a dry
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and fresh place at ambient temperature. Batch characteristics (color and size) and

capsule unit price are described in Table 1.14.

Table 1.14 - Description of simvastatin 20 mg capsule batches?® acquired from thirty

compounding pharmacies.

Pha(r:;acy Capzlle;I;)E riee Capsules color; size Storage conditions

1 D° red/white; 4 NS¢

5 D¢ white/white: 1 Also, protect frqm light and
humidity

3 D° green/white; 4 NS¢

4 D° blue/white; 1 NS

5 D¢ green/white; 3 Keep refrigerated

6 D¢ green/white; 4 Keep refrigerated

7 0.63 green/white; 4 NS¢

8 0.55 transparent; 4 NS¢

9 0.83 blue/white; 4 Keep in dry place

10 0.87 red/white; 3 NS

11 0.79 orange/yellow; 2 NS¢

12 0.69 green/white; 3 NS

13 0.69 bordeaux/white; 3 Keep well closed

14 0.74 blue/white; 3 NS

15 0.54 bordeaux/white; 2 NS¢

16 0.45 bordeaux/white; 3 NS

17 0.60 dark blue/white; 3 NS¢

18 0.54 blue/white; 2 Protect from heat and
humidity

19 0.58 green/white; 4 NS

20 0.56 transparent; 3 NS¢

21 0.40 white; 3 NS

22 0.43 blue/gray; 4 NS¢

23 0.74 blue/white; 3 NS

24 0.56 blue/white; 3 Protect from heat and
humidity

25 0.74 blue/white; 4 Protect from heat and
humidity

26 0.55 blue/white; 4 NS

27 0.73 green/white; 2 NS

28 0.40 green/white; 4 NS®

29 0.49 white; 4 NS¢

30 0.65 transparent; 4 NS¢

a: Some excipients present donated samples: vitamin, butylhydroxyanisole,

butylhydroxytoluene, carboxymethylcellulose, cellulose, colloidal silicon dioxide, kaolin, lactose,
magnesium stearate, microcrystalline cellulose, mannitol, sodium dodecylsulfate, starch; b: Zocor®
20 mg tablet unit price US$2.30, for comparison. Currency conversion BRL to US dollar; c: D,
donation; d: NS, not specified.
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2.2 Methods

2.2.1 Pharmacopeial tests

All capsules batches were submitted to weight determination, disintegration,
content uniformity assessments and evaluated according to Brazilian Pharmacopeia
general methods (FARMACOPEIA, 1988, 1996).

For weight determination, twenty units of each batch were individually weighed
on an analytical microbalance (BP210D, Sartorius, Edgewood, NY, USA). The
average weight (AW) was calculated along with individual capsule variation relative to
AW. Specified individual variation could be less than £10% or £7.5% for AW <300 mg
or AW >300 mg, respectively. If two or more units failed to meet the limits, the
capsule (n=20) contents were removed and their weight was determined by mass
difference. A maximum of two units outside the original range was tolerated, but their
variation had to be less than double the specified limits.

Disintegration time was determined using six units from each batch in an
Erweka disintegrator (ZT3, Heusenstamm, Germany) equipped with chronometer and
thermostatic bath at 37+1°C. The disintegration time limit for all capsules completely
disintegrate was 45 min.

Content uniformity was performed on ten units from each batch. SIM was
individually assayed by developed HPLC method after dilution in a 50 mL volumetric
flask and successive dilution in methanol until SIM 40 pg/mL. Acceptance criteria
were no more than one unit outside the specified limit of 85.0%-115.0% of the
labeled amount (LA). However, the individual value had to fall within 75.0-125.0% LA
and the relative standard deviation had to be less than or equal to 6.0%.

For assay, an adequate SIM mass, equivalent to one AW, was accurately
weighed (triplicate) and successively diluted with methanol (filtered, if necessary) in
order to obtain SIM 40 ug/mL for injection into the chromatograph. The criterion was
90.0-110.0% LA. For assay and dissolution test conditions, the USP32 SIM tablet
monograph was observed (THE UNITED, 2009a).

The dissolution test (first stage only) was performed for six capsule units from
each batch (DT80, Erweka, Heusenstamm, Germany) with USP apparatus 2 (paddle)

at 75 rpm for 45 min using stainless steel sinkers (Flowscience, Cotia, SP, Brazil) to
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keep the capsules at the vessel bottom. Monobasic sodium phosphate at 0.01M
containing 0.50% SDS, pH adjusted to 7 (40% w/v sodium hydroxide), 900 mL,
37+0.5°C was used as the dissolution medium and selected Q value was 75%.
Aliquots of 5.0 mL were withdrawn from the dissolution vessels, filtered and injected
into the chromatograph. The requirement for the first stage of the dissolution test was
that each unit had to release at least 80% LA (Q+5%).

2.2.2 HPL C method validation

A validated RP-HPLC method developed in-house was used to determine SIM
in assay, content uniformity and dissolution test on a HP1200 quaternary pump liquid
chromatography (Agilent, Palo Alto, CA, USA) using methanol and 0.1% phosphoric
acid (80:20 v/v) as mobile phase, 30°C, 1.5 mL/min, UV/DAD detection A 238 nm,
with automatic injector fitted at 10 uL and a Cg endcapped column (250x4 mm, 5 pum,
Merck, Darmstadt, Germany). All standard and sample solutions were filtered through
a 0.45 um filter membrane (Minisart RC15 Sartorius, Goettingen, Germany) before
injection.

Calibration curves were constructed from SIM methanolic solutions (n=3)
prepared at 4, 20, 40, 60, 80 ug/mL for assay/content uniformity and from SIM in
dissolution medium solutions (n=3) prepared at 2, 10, 18, 26, 34 ug/mL for
dissolution test. The respective curve equations were used to determine SIM in
assay/content uniformity and the dissolution test. The R statistical software was used
to evaluate the curve equation model, normality and homoscedasticity (o 0.05) by
weighted least squares method, Shapiro-Wilk and Levene tests, respectively
(SOUZA & JUNQUEIRA, 2005). Data were treated by studentized residual model in
order to remove outliers (residues equal or greater than 3.0) where necessary.
The lack-of-fit test was used to check the goodness-of-fit of the models. Intercept,
determination coefficient (R%) and %RSD were calculated and chromatographic
parameters of asymmetry (As), retention factor (k) and retention time (fr) were
observed (GREEN, 1996; JENKE, 1996; SNYDER et al, 1997; THE UNITED,
2009b). Results were considered significant when the corresponding p value was
less than 0.05.
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Selectivity was evaluated through peak purity analysis by UV/DAD spectra of
capsule samples. In a representative capsule sample (acquired from the university
pharmacy, rather than the 30 pharmacies), SIM 10, 20 and 40 mg correspondent
masses were adequately diluted to obtain precision evaluation at three levels of
concentrations: 20, 40, 80 ug/mL (n=3), respectively, by 2 analysts in different days.
Accuracy (unbiasedness) was assessed by recovery of SIM standard (10, 20, 40 mg,
n=3) added to SIM capsule sample solution and properly diluted within the linear
range (20, 40, 80 ug/mL). Robustness was assessed by variations in flow rate
(0.1 mL/min), methanol ratio (+2%) and temperature (5 °C) using SIM 40 pug/mL
(n=5). RSD values for precision and robustness data were calculated by ANOVA at

significance level a 0.05.

3 Results and discussion

The qualitative composition of all donated SIM capsule bathes were provided
by the respective pharmacies. Compounded capsules unit price (Table 1.14) ranged
from US$0.13 to US$0.27 among the pharmacies, a cost approximately 5.6% to
11.7%, respectively, of Zocor® tablet unit prices (US$2.30). None of the capsule

batches showed any problems regarding physical aspect.

3.1 HPLC method validation

A validated RP-HPLC method for SIM determination showed adequate
selectivity (ERMER, 2001; SHABIR, 2003). Chromatographic peak purity (299.8%)
was provided by UV/DAD spectra (Figure 1.21 a,b, details).

Satisfactory results were obtained for precision (repeatability and intermediate)
and accuracy (unbiasedness) (Table 1.15) with RSD values less than 2.0% and
recovery levels between 97.0-103.0%, respectively (GONZALEZ et al, 2010).
The HPLC method was shown to be robust, since there was no statistical difference
by ANOVA (p value >0.05) after variation in flow rate (p 0.71), methanol ratio (p 0.06)
and temperature (p 0.11) (THE UNITED, 2011c).

The response-concentration relationship for assay/content uniformity and

dissolution test curves obtained by weighted least squares method was expressed by
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a quadratic and linear equation, respectively. Both curves demonstrated adequate

normality (Shapiro-Wilk) and homoscedasticity (Levene), for p value >0.05.

Figure 1.21 - SIM representative chromatograms for (a) assay/content uniformity, detail: SIM
UV/DAD spectrum and (b) dissolution test, detail peak: purity curves. Chromatographic
conditions: Cg endcapped column (2504 mm, 5 um) 30°C, A 238 nm, methanol:0.1%
phosphoric acid (80:20 v/v), 1.5 mL/min, injection volume 10 pL. Dissolution conditions: 0.5%
SDS in 0.01 M monobasic sodium phosphate pH 7 (900 mL, 37+0.5°C), paddles, 75 rpm, 45 min.

mAU
80 peak purity
a 998891

Table 1.15 - HPLC precision and accuracy results for SIM 20 mg compounded capsules
provided by the university pharmacy (chromatographic conditions, Figure 1.21).

Validation parameters SIM mean mg/capsule (%RSD)?
Precision (n=3) 10 20 40
Analysts I° 8.7; 8.8 17.6;17.9 34.9; 34.2
Il 8.9 17.5 34.0
Intermediate (inter-days, n=6) 8.7 (0.3) 17.7 (1.0) 34.5 (1.4)
(inter-analysts, n=9) 8.8 (1.0) 17.7 (1.0) 34.4 (0.7)
Repeatability (intra-days, n=6) (1.4) (1.0) (0.9)
(intra-analysts, n=9) (1.6) (1.2) (1.6)
Accuracy (unbiased, n=3)
Standard addition 9.9 (0.8) 19.7 (0.4) 39.4 (0.3)
%Recovery 99.2 98.4 98.6

a: RSD, relative standard deviation; b: in two days.

Intercept was not significantly different from zero (p value >0.05) for the
quadratic model for assay/content uniformity. In cases of significant p value less than

0.05, the percentage of the intercept (relative to the 100% analyte level) up to 2% is
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accepted, as observed in the linear model for the dissolution test (GREEN, 1996;
JENKE, 1996). Determination coefficients (R®) were greater than 0.999 for SIM
assay/content uniformity curve (JENKE, 1996) or greater than 0.98 for the SIM
dissolution curve (THE UNITED, 2009b) and in both cases, RSD values were less
than 2.0% (JENKE, 1996). The lack-of-fit was not observed regardless the quadratic

or linear model. Results of regression analysis are summarized in Table 1.16.

Table 1.16 - Statistical regression results by ANOVA for SIM assay/content uniformity and
dissolution test by HPLC (chromatographic conditions, Figure 1.21).

Parameter | Assay/Content uniformity® | Dissolution test”
Range (ug/mL) 4-80 2-34
Regression equation y=0.0122x%+22.1837x-0.1805 y=21.5099x+4.2288

p value regression 1.23x107%2 1.41x107%°
%RSD 0.47 0.23
Determination coefficient, R? 0.999 0.999

Intercept p value® 0.79 0.003 (1.11)°

Shapiro-Wilk (p value)® 0.97 (0.81) 0.92 (0.26)

Levene (p value)® 0.49 (0.74) 0.24 (0.91)
Lack-of-fit p value® 0.23 0.32

a: diluent methanol, b: diluent 0.5% SDS in 0.01 M monobasic sodium phosphate (pH 7), c: significant
if p value <0.05, d: intercept percentage relative to 100% analyte level that must be less than 2%,
e: no statistical evidence of problems if p value >0.05.

SIM peak eluted with retention factors, k, 2.896 (5.622 min) and 4.613
(5.676 min) (k >2), asymmetry factors 0.96 and 1.02 (As <1.2) for assay/content
uniformity (Figure 4.2a) and dissolution test, respectively (Figure 4.2b) were
appropriate (SNYDER et al., 1997).

3.2 Pharmacopeial tests

The weight determination test results for the thirty batches are shown in
Table 1.17. Four batches (P12, P17, P19 and P20) had to be retested by the
removal of content, whereas one batch (P19) did not meet the weight requirements
because it contained more than two units (five) with an individual variation greater
than 10%AW. Hence, P19 batch showed problems with homogeneity of powder

distribution inside the capsules.
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For the disintegration test, only batch (P4) did not meet the criteria, because
its capsules did not disintegrate at all within 45 min. The capsules ended swollen and
soft suggesting a formulation problem, probably related to a high percentage
(30% w/w) of carboxymethylcellulose (CMC), a gel forming agent (ROWE et al.,
2009).

Table 1.17 - Quality control test results for thirty batches of simvastatin 20 mg compounded
capsules (conditions, Figure 1.21).

Mean Content

Pharmacy e Disintegration . s Assay® Dissolution®
(P) W("égg';t time® (min) ““'fzf,z)'"ty (%) (%)
1 174.4+1.89 26 91.46+1.98 88.2210.21 93.66%1.02
2 302.6£2.11 14 95.57+2.74 94.10+£0.40 96.71+£4.49
3 145.5+1.78 16 92.26+5.89 85.5810.45 98.40+7.00
4 390.5+£2.06 >45 92.11£12.89 99.00£1.80 10.11+£14.93
5 190.412.84 27 96.17+3.18 95.91+0.63 97.13+4.23
6 152.3+2.87 28 96.77+3.65 92.2810.28 101.59+2.81
7 159.6+3.01 16 93.6014.61 93.28+1.17 91.99+3.03
8 140.7+2.10 18 95.51+4.57 96.70£0.35 99.95+4.39
9 148.4+1.94 20 90.26+4.77 87.97+0.70 99.3045.02
10 167.5+2.43 20 103.71+6.36  97.26+0.19 104.8313.80
11 263.2+2.16 22 87.25+3.66 88.87+1.16 93.60+3.83
12 194.2+4.77° 15 86.93£10.32 89.05+0.58 94.70+16.94
13 220.812.47 26 91.84+1.94 91.7810.27 86.81+2.04
14 234.7+2.46 20 89.19+2.77 90.93+0.26 94.67+3.40
15 306.5+1.90 18 106.27£3.06 105.37+0.65 109.84+2.48
16 205.4+1.28 19 92.62+2.97 93.49+0.33 96.49+6.15
17 128.6+4.55° 14 96.58+6.05 95.96+0.30 97.63+4.99
18 219.5+4 .47 20 98.33+19.67 87.46+0.97 101.85+24.63
19 144 .2+4 81° 16 90.94+6.24 95.26+0.84 92.92+5.88
20 176.8+4.46° 12 93.14+4.88 93.09+0.27 98.39+4.69
21 166.9+£1.50 19 92.89+11.48 90.74+0.75 97.48+10.95
22 157.7£4.75 26 97.18+16.81 94.25+0.63 105.68+15.17
23 192.61£1.45 12 91.63+2.23 90.83+0.80 89.80+5.84
24 194.61£1.43 24 89.72+3.18 88.96+1.00 98.17+5.83
25 132.31£3.05 16 88.50+4.97 88.03+1.09 92.59+2.08
26 117.9+£2.13 13 91.78+3.18 92.49+1.25 96.27+1.88
27 273.614.33 15 92.1048.81 101.91+0.64 96.17+10.39
28 172.4+3.75 16 90.52+8.05 88.23+£1.19  91.88+11.94
29 134.9+1.95 17 96.90£11.49 92.26+0.10  100.07+6.46
30 234.61£1.98 22 95.92+1.92 96.52+1.14  100.22+4.79

a: meanzRSD [(standard deviation/mean)x100]; b: before removal of content; ¢: maximum time for

complete disintegrated.
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For content uniformity (n=30, Table IV), only nineteen (63.3%) batches met the
requirements within 85.0-115.0% LA (87.2-106.3%) and RSD values were less than
or equal to 6.0 (1.9-6.0%). Ten batches (P4, P10, P12, P18, P19, P21, P22, P27-29)
out of eleven, which failed the test, had an RSD greater than 6.0% (6.2-19.7%) and
one batch (P25) had three units below 85.0% LA despite having a RSD lower than
5.0%. These problems related to high %LA variability reflected either inadequate
powder homogenization or poor capsule powder distribution leading to drug content
differences between units within the same batch.

Assay results (Table 1.17) show that twenty-one batches (70%) met the
criteria 90.0-110.0% (90.7 to 107.4%) and RSD was less than 2.0% (0.2 to 1.8%).
All nine batches (P1, P3, P9, P11, P12, P18, P24, P25, P28) that failed the test
showed %LA less than 90.0 but greater than or equal to 85.5%. In some cases,
problem was due to the fact that a purity correction factor may not have been
established for the raw material used.

Dissolution test results (Table 1.17) were evaluated according to SIM %
average release and RSD values: 27 batches met the acceptance criteria with
individual values greater than or equal to 80% LA (20 mg SIM). All three batches
(P4, P12, P18) that failed the test showed high RSD values (14.9, 16.9, 24.6%).
Batch P4, whose capsules contained a high CMC percentage (30% w/w) showed
very low drug release (£12.7%) for all units. This suggests a serious formulation

problem, leading to a large quality discrepancy and hence, drug inefficacy.

4 Final discussion

In summary, out of 30, only 14 (46.6%) batches met the requirements for all
quality control tests, encoded P2, P5-8, P13-17, P20, P23, P26, P30. The most
common problem was related with content uniformity, occurring in 68.7% of
non-approved batches. This finding represents a major concern for the regulatory
authorities since it is related with low quality of powder homogenization and its
distribution in the capsules, in an essential practice in compounding pharmacies.
The second most frequent problem was observed for SIM assay, which occurred in
56.2% of non-approved batches. This may possibly be explained by the lack or
inappropriate use of a correction factor due to a raw material with lower purity.

Low %SIM release after dissolution test occurred in 18.7% of non-approved batches.
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These results are closely related to the content uniformity results, since all such
batches also showed high RSD values greater than 10.3% for content uniformity test.
Weight determination and disintegration problems occurred in isolated batches.
Therefore, the conditions and acceptance criteria established for pharmaceutical
control tests applicable to SIM compounded capsules are important to evaluate the
quality of distinct batches traded not only locally, but also, nationwide. These tests
and their specifications have been suggested to devise a SIM capsule monograph
(Apéndice A), as guidance for pharmaceutical quality control of these products to be
included in the latest edition of the Brazilian Pharmacopeia. Although drug
compounding activities in Brazil have been regulated by ANVISA for the last ten
years, by means of several acts and their updates content uniformity problems can
be easily avoided by rigorous quality requirements and personnel training.
In addition, considering that each batch had been acquired by one patient, 53.3% of
these individuals would have had their treatment compromised due to lack of quality

compliance.
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4 ESTUDOS EXPERIMENTAIS

CAPITULO 2

Avaliagao da eficacia de
sinvastatina 20 mg comprimidos e
capsulas em relagao aos

comprimidos referéncia
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2 Métodos

2.1 Avaliacdo da qualidade dos medicamentos empregados no ensaio clinico

Os medicamentos contendo sinvastatina 20 mg (capsulas manipuladas,
comprimidos referéncia e aqueles disponiveis no SUS no municipio de Ouro Preto)
empregados no tratamento dos individuos hipercolesterolémicos tiveram sua
qualidade avaliada com base nos métodos gerais (determinagdo de peso,
desintegracdo, dissolugdo, doseamento e uniformidade de conteudo) da
Farmacopeia Brasileira (2010), em monografias para comprimidos (BRITISH, 2011b;
THE UNITED, 2012a) e conforme métodos de analise empregando CLAE descritos
para SV comprimidos (Capitulo 1, parte 1) e capsulas manipuladas (Capitulo 1,
parte 2). As capsulas foram adquiridas de farmacia magistral selecionada dentre
outras cujas amostras apresentaram qualidade satisfatoria (Capitulo 1, parte 4).

Para avaliacdo do perfil de dissolugdo, utilizou-se método descrito
anteriormente com base nas condi¢cdes definidas para o teste de dissolugcdo de
comprimidos (Capitulo 1, parte 1) e de capsulas manipuladas (Capitulo 1, parte 2)
considerando a influéncia da temperatura (Capitulo 1, parte 3); na legislagdo RDC
31/2010 (BRASIL, 2010b) e no capitulo <1092> da USP (THE UNITED, 2012b).

Nos ensaios intracorrida utilizando 6 unidades por lote e coleta de amostras
em 3, 5, 8, 10, 12, 15, 30, 45 min, considerou-se aceitavel o valor de DPR <20%
para os trés primeiros tempos (40% do total, ou <10 min) e para os demais,
DPR =10% (BRASIL, 2010b; THE UNITED, 2012b). Pontos iniciais com DPR >20%
foram desconsiderados neste trabalho. Nos ensaios intercorridas, foram avaliados
um dos lotes de capsulas manipuladas e os lotes de comprimidos similar
(disponiveis no SUS) e referéncia, para os quais a diferenga entre valores meédios de
liberacdo ndo deve exceder, em valor absoluto, 5% e 10% nos tempos em que a
liberagdo for maior e menor que 85%, respectivamente (THE UNITED, 2012b).
No caso de medicamentos de liberagcdo muito rapida, em que o valor médio € de
85% em até 15 min, considerou-se DPR <10% para o referido tempo. A eficiéncia de
dissolugéo (%ED), em porcentagem para as unidades (n=6) dos lotes foi calculada a
partir do quociente da integracdo da area sob a curva no intervalo 0-45 min pela
area sob a curva total do retadngulo (KHAN & RHODES, 1975). As %ED médias
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foram analisadas por ANOVA e em caso de diferenga entre as médias, o teste Tukey
(IC 95%, p <0,05) foi empregado para comparacao das %ED médias dos lotes de

medicamentos.

2.2 Selecao dos pacientes

Neste estudo prospectivo, mascarado para o médico, o numero amostral
estatisticamente definido foi 90 pacientes (3 grupos). Ao considerar que 91,67% dos
pacientes tratados com SV respondem com redugao do LDLc entre 25-35% e supor
a distribuicdo gaussiana, estimou-se um desvio-padrdao de 3% que proporciona um
poder de 99% com confiabilidade de 95%. Desta forma consegue-se detectar uma
diferenca minima de 4% entre tratamentos e cabe ressaltar que uma diferenca de
6% é considerada clinicamente relevante (JONES et al., 2003). Considerando taxas
de abandono <10% foram incluidos mais 3 pacientes em cada grupo do estudo.

Os individuos hipercolesterolémicos (LDLcalc 2160 mg/dL) dos municipios de
Ouro Preto e Mariana, em Minas Gerais, triados com base em analises bioquimicas
(CT, HDLc, TG, glicose, creatinina, uréia, acido urico, albumina, ALT/AST, CK, TSH)
foram encaminhados ao cardiologista, que apés anamnese, avaliagao clinica e dos
exames laboratoriais decidiu pela sele¢do do candidato de acordo com os critérios
apresentados na Tabela 2.3 (FOOD, 2011; SOCIEDADE, 2007).

Os candidatos aptos (n=107) foram convidados pelo médico a participar
voluntariamente da pesquisa mediante leitura e assinatura do termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE, Apéndice B), redigido de acordo com a
Resolugcao Nacional 196/96 CONEP (BRASIL, 1996) e aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa da UFMG sob parecer n° ETIC236/08 (Apéndice C).

Estes pacientes (n=96, apés reavaliagdo e abandono) foram aleatoriamente
alocados, de forma balanceada por género, idade e nivel de LDLc (dosado) em trés
grupos: para uso continuo de um dos medicamentos teste (a) capsulas manipuladas,
(b) comprimidos disponiveis no SUS do municipio de Ouro Preto e (c) medicamento

referéncia (Zocor® comprimidos, controle) por 8 semanas.
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Tabela 2.1 - Critérios de inclusio e exclusio para selegio de voluntarios em estudo de
avaliagao terapéutica de sinvastatina.

Critérios de inclusdo ‘ Critérios de exclusdo
Homens e mulheres Diabéticos tipos 1 ou 2, ou glicemia jejum>126 mg/dL
Idade entre 30 e 70 anos Hiper/hipotireoidismo (0,40 pU/mL<TSH>4,00 yU/mL)

LDLc 160-220 (+10%) mg/dL  Doenga hepatica, ALT/AST >3 vezes LSR?®
Hipertrigliceridemia, TG 2400 mg/dL,
Creatinina 21,5 mg/dL, doenga renal crbnica

Pressao Doenga cardiaca crbnica

(normal ou controlada) Sindrome de ma absorgdo, ressecgao gastrica

Ausculta cardiaca CK >10 vezes LSR?, fibromialgia, lUpus, artrite

(sem alteragao) Hipersensibilidade as estatinas ou seu uso nos ultimos 3
meses

Eletrocardiograma Uso de farmacos® que interagem com SV e/ou CYP450 (3A4)°

(sem alteragao) Gravidas e lactantes, ou pretensao de engravidar

Habito de fumar, ingerir cha ou café (=1000 mL/dia)

a: LSR, limite superior de referéncia; b: inibidores, indutores e substratos (exceto losartan e
nifedipina) de CYP3A4 constantes na Tabela 3; contra-indicados (Tabela 5), além de delavirdine,
digoxina, efavirenz, esterdides sistémicos (exceto anticoncepcionais e repositores hormonais),
fluconazol, fluoxetina, fluvoxamina, imunossupressores, isotretinoina, nevirapina, niacina, paroxetina,
rifabutina, sertralina; c: CYP450(3A4), isoenzima 3A4 do citocromo P450.

2.3 Avaliaciao bioquimica

As amostras de sangue venoso, cerca de 2,5 mL em acido etilenodiamino-
tetraacético com fluor (EDTA-fluoretado) utilizado para dosagem de glicose e 10 mL
sem anticoagulante/aditivo para realizacdo das demais determinagdes bioquimicas
foram coletadas antes de iniciar o tratamento com SV (ty), e apos 4 () e 8 (ts)
semanas. Estas amostras foram centrifugadas a 2.500 rpm durante 15 minutos para
obtencdo de plasma e soro, respectivamente. Os voluntarios foram orientados
quanto aos procedimentos pré-coleta, jejum (12 a 14h), abstinéncia alcodlica (72 h)
e auséncia de atividade fisica vigorosa (24 h). A coleta de sangue foi realizada por
profissional(is) habilitado(s) no Laboratério Piloto de Andlises Clinicas
(LAPAC/EF/UFOP), empregando materiais descartaveis a vista do paciente, de
acordo com as boas praticas de coleta de material biolégico. As amostras
identificadas pelo codigo constante no questionario-orientado do respectivo
voluntario foram empregadas nas dosagens dos seguintes parametros bioquimicos
LDLc, CT, HDLc, TG, ALT/AST, CK e glicose (se na triagem a glicemia em jejum
>99 mg/dL e <126 mg/dL) antes (tp) e apos o tratamento medicamentoso (14, ts).
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2.4 Acompanhamento do tratamento

Antes de iniciar o tratamento medicamentoso, cada voluntario foi entrevistado
e submetido a avaliagdo antropométrica (peso, altura, %gordura corporal,
circunferéncia da cintura (CC)) para registro em seu questionario-orientado
(Apéndice D).

Os dados antropométricos e dos parametros bioquimicos no tempo zero
foram empregados para identificar os voluntarios com sindrome metabdlica
caracterizada pela presenca de CC 294 cm para homens e 280 cm para mulheres
associada a dois ou mais dos seguintes critérios: TG 2150 mg/dL, HDLc <40 mg/dL
para homens e <50 mg/dL para mulheres, glicemia jejum =100 mg/dL, tratamento
para hipertensao arterial (SOCIEDADE, 2007).

Um frasco de medicamento devidamente rotulado e codificado contendo
35 unidades de SV 20 mg (capsulas ou comprimidos) foi entregue, aleatoriamente, a
cada paciente pelo farmacéutico; com a orientagdo de ingerir uma capsula ou um
comprimido por dia acompanhado de 200 mL de agua, apos o jantar ou lanche.
Os voluntarios também receberam calendario para registro da ingestéo diaria do
medicamento e as orientagbes sobre o tratamento por escrito, além da guia de
agendamento (Apéndice E), contendo as orientagcbes pré-coleta, para coleta de
sangue 4 semanas apos ter iniciado o tratamento medicamentoso. O cdodigo do
medicamento recebido pelo voluntario, indicando a forma farmacéutica (capsulas ou
comprimidos) e a origem do medicamento (comércio, SUS, farmacia magistral) foi
anotado em seu questionario-orientado.

Durante todo o estudo, cada voluntéario foi orientado a ndo alterar seu estilo
de vida (dieta, atividade fisica), a manter o uso de farmacos para doengas cronicas,
como os anti-hipertensivos e a relatar qualquer patologia, sinais e sintomas a equipe
de pesquisadores.

Apds 4 semanas de tratamento, os voluntarios foram submetidos a nova
avaliacdo clinica e também pelo farmacéutico que os questionou sobre efeitos
adversos e observou a adesdo ao tratamento confrontando o numero de
capsulas/comprimidos remanescentes no frasco e o registro no calendario. Quando
nao houve indicagdo médica contraria, o farmacéutico lhes forneceu um segundo
frasco igualmente codificado contendo 25 unidades de SV 20 mg (capsulas ou

comprimidos) para completar o tratamento. Novamente, os voluntarios receberam
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um calendario com as orientagdes sobre o tratamento, por escrito, e a guia de
agendamento para coleta de sangue 8 semanas apds iniciarem o tratamento
medicamentoso com as orientagdes pré-coleta. Decorridas 8 semanas de
tratamento, os voluntarios foram submetidos a avaliagao clinica final e receberam os
resultados dos exames laboratoriais. Igualmente, o farmacéutico avaliou a adesao
dos voluntarios ao tratamento e encaminhou-os a Unidade de Saude de origem, com
os resultados dos exames laboratoriais para atualizacdo do prontuario.
Os voluntarios foram informados quanto a necessidade de relatar ao cardiologista
qualquer alteragéo relevante no seu estado de saude, durante (periodo de uso do
medicamento) e apds a pesquisa, para avaliagdo e acompanhamento diferenciado,

se necessario. Estas informagdes foram registradas em seu questionario-orientado.

2.5 Analise estatistica

Os resultados dos exames laboratoriais foram agrupados adequadamente e
tratados estatisticamente por meio do ajuste de modelos de regresséo linear para
variaveis respostas do tipo continuas (como CT, LDLc, HDLc, TG) precedidas de
analise descritiva e andlise univariada. Na analise univariada foram usados o teste t
de Student ou seu correspondente nao paramétrico, o teste de Wilcoxon. Para a
comparagao dos parametros de dois ou mais grupos, foi aplicado o modelo de
analise de variancia (ANOVA) ou o seu correspondente ndo paramétrico, o teste de
Kruskal Wallis. Para testar a homogeneidade de meédias, empregou-se o teste
Tukey. Quando necessario, as estimativas dos intervalos de confianga foram obtidas
para os parametros selecionados. O ambiente de programagéo estatistica R (R
DEVELOPMENT, 2012) foi a ferramenta utilizada em todas as analises dos dados.

3 Resultados e discussao

3.1 Avaliacao da qualidade dos medicamentos empregados no ensaio clinico

A qualidade fisico-quimica das capsulas manipuladas em farmacia magistral

selecionada de Belo Horizonte, MG (8 lotes), dos comprimidos disponiveis no SUS
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(1 lote) e dos comprimidos referéncia (1 lote) empregados no ensaio clinico,

expressa pelos

Farmacopeia Brasileira (2010) € apresentada na Tabela 2.4.

resultados obtidos nos testes farmacopéicos descritos na

Tabela 2.2 - Resultados dos testes farmacopeicos para os medicamentos contendo
sinvastatina 20 mg empregados no ensaio clinico.

Determinacao | Desinte- Unlformld’ade %Teor %Dissolugao

a = de conteudo 1 -
Lote de pesoxdp®, | gracao, %médiatdp? médio, média,
mg min (VAP) (DPR") (DPR")

n=20 n=6 n=10 n=3 n=6
GK1981/1A°  124,8418,21 18 96,9+5,3 (14,3) 97,1 (0,8) 91,1 (6,7)
GK1981/1B*  122,66+5,69 18 97,2+4,9 (13,0) 94,3 (0,5) 91,7 (5,9)
GK1981/2° 124,97+8,46 23 98,7+5,6 (13,4) 96,1 (0,1) 94,6 (8,8)
GK2699/1¢ 108,4245,22 28 101,0+4,9 (11,7) 100,11 (0,3) 98,9 (6,4)
GK2701/1¢ 106,13+7,69 32 99,2+5,1 (12,2) 97,5 (0,6) 97,5 (3,4)
S19225/1¢ 108,08+6,07 27 99,31+4,0 (9,7) 100,3 (0,5) 98,4 (4,0)
AT3519/1¢ 119,48+5,98 16 104,9+4,2 (13,6) 102,1 (1,1) 96,1 (5,5)
AT3526/1° 118,94+6,91 24 100,8+6,0 (14,5) 100,4 (0,5) 99,8 (4,2)
AQ122° 211,82+5,76 <1 97,4+1,7 (5,2) 98,7 (1,3) 88,2 (5,6)
LLDO034' 205,88+3,69 16 96,7+1,7 (5,8) 99,3 (1,5) 97,9 (1,6)

a: dp, desvio-padrao absoluto; b: VA, valor de aceitagdo <15,0; c: DPR, desvio padrao relativo; d:
capsulas manipuladas; e: comprimidos disponiveis no SUS; f: comprimidos referéncia.

No teste determinagcédo de peso, nenhum dos lotes de amostras apresentou
mais que 2 unidades fora do limite especificado (£+10% em relagdo ao peso médio
doconteudo para capsulas, £7,5% em relagdo ao peso médio para comprimidos), e,
nenhuma acima ou abaixo do dobro das porcentagens mencionadas.

A desintegracao ocorreu em menos de 45 min (32 min) para as amostras de
capsulas e em menos de 30 min (16 min) para os comprimidos. Todas as amostras
apresentaram uniformidade de conteudo satisfatéria com valores de aceitacéo
inferiores a 15,0 (VA 5,2 a 14,5), variando entre 9,7 e 14,5 para capsulas e entre
5,2 e 5,8 para comprimidos. Embora todas as amostras tenham apresentado
homogeneidade adequada entre as unidades do mesmo lote, observou-se ser esta
menor para as capsulas (VA mais préximos do limite 15,0) que para os comprimidos.
Estes resultados sdo condizentes com as caracteristicas do processo magistral e
industrial para obtencgao das referidas formas farmacéuticas. O teor observado (94,3-

102,1%VD) situou-se entre 90,0 a 110,0% do valor declarado e todos os lotes
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apresentaram dissolucdo adequada com liberagdo do farmaco por unidade superior
a 80% (Q+5%). Pelo exposto, tem-se que os lotes das amostras (capsulas
manipuladas, comprimidos disponiveis no SUS ou referéncia) utilizadas no ensaio
clinico apresentaram qualidade de acordo com as especificacbes dos testes
descritas na Farmacopeia Brasileira (2010) e/ou na literatura (MARQUES-MARINHO
etal., 2011).

Na Figura 2.1 sdo apresentados os perfis de dissolugdo para as amostras
empregadas no ensaio clinico. Excluiram-se o tempo 3 min e outros (5 e 8 min), para

0s quais, dependendo do lote, foram observados DPR >20%.

Figura 2.1- Perfis de dissolugio de SV 20 mg (n=6) capsulas manipuladas (lotes GK1981/1A,
S19225/1, AT3519/1), comprimidos disponiveis no SUS (AQ122) e referéncia (LLD034)
empregados no ensaio clinico. Os perfis obtidos para os lotes GK1981/1A, AT3519/1 e S19225/1
sao representativos daquele(s) obtido(s) para GK1981/2, AT3526/1 e demais, respectivamente.
Condigoes perfil dissolugdo: LSS 0,5% em fosfato de sédio monobasico 0,01 M, pH 7, 900 mL,
37 °C, pas, 50 rpm (comprimidos) ou 75 rpm (capsulas), 45 min e 150 rpm, 60 min. Condigoes
cromatograficas: Cg, 30 °C, MeOH/acido fosférico 0,1% 80:20 v/v, 1,5 mL/min, UV A 238 nm,

10 pL.
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Com excecgao do lote AQ122 referente a amostra de comprimidos disponiveis
no SUS, todos os demais lotes de capsulas manipuladas e do comprimido referéncia
apresentaram liberagao do farmaco 285% em até 15 min e DPR <10%. Desta forma,
considerou-se o medicamento referente ao lote AQ122 como de liberagao rapida e

os demais, de liberagao muito rapida no meio de dissolug¢ao contendo LSS 0,5%.



109

Estudos Experimentais — Capitulo 2
Resultados e discusséo

A Tabela 2.5 apresenta a diferenga entre os valores médios de liberagao do
farmaco em fungao do tempo nos ensaios intercorridas (2 dias) para um dos lotes de
capsulas manipuladas e para os lotes de comprimidos disponiveis no SUS e
referéncia. A diferencga entre os valores médios de liberacao de SV observada para

as trés amostras nos ensaios intercorrida foi inferior a 5% para qualquer tempo.

Tabela 2.3 - Resultados intercorrida (2 dias) de liberagdo média® de SV 20 mg a partir de
capsulas manipuladas (lote GK2701/1), comprimidos similar (AQ122) e referéncia (LLD034) em
estudos de dissolugdo®, por CLAE".

%SV dissolvida, média (n=6)
Tempo . i - . . N
(min) Capsulas manipuladas Comprimidos similar | Comprimidos referéncia
(GK2701/1) (AQ122) (LLD034)
Dial Diall (1-m Dial Diall (1=11) Dial Diall (1=11)
3¢ - - - - - - - - -
5 68,8 70,0 1,2 50,4 534 3,0 -¢ -° -
8 80,3 80,1 0,1 67,9 70,5 2,6 71,1 70,0 1,1
10 82,5 83,4 0,9 71,3 74,6 3,3 87,1 89,3 2,2
12 88,1 86,9 1,3 759 76,1 0,2 94,5 93,1 1,4

15 88,6 88,9 0,3 834 789 4,5 96,2 96,0 0,2
30 93,7 97,1 3.4 85,1 87,8 2,7 95,3 96,6 1,3
45 96,5 98,1 1,6 86,9 89,9 3,0 93,6 95,9 2,3
60° 97,0 98,5 1,5 96,4 949 1,6 92,3 95,4 3,2

a: LSS 0,5% em fosfato de sddio monobasico 0,01 M, pH 7, 900 mL, 37 °C, pas, 50 rpm
(comprimidos) ou 75 rpm (capsulas), 45 min; b: Cge (2504 mm, 5 um), 30 °C, MeOH/4cido fosférico
0,1% 80:20 v/v, 1,5 mL/min, UV A 238 nm e 10 pL; c: DPR, desvio padréo relativo >20%; d:
esgotamento 15 min a 150 rpm.

Os valores de eficiéncia de dissolugdo expressos em porcentagem (%ED)
calculados no intervalo 0-45 min para os lotes de capsulas e comprimidos s&o
apresentados na Tabela 2.6.

A analise de variancia revelou haver diferenca entre %ED média dos 10 lotes
(p <0,05). As médias de %ED dos lotes foram comparadas pelo teste de Tukey e os
resultados apresentados na Figura 2.2.

A menor %ED média foi observada para o lote AQ122 (Tabela 2.6), esta
média foi homogénea as médias dos lotes GK1981/1A e GK1981/2. Por outro lado, o
lote AT3526/1 apresentou a maior %ED média, a qual ndo foi homogénea a dos
lotes GK1981/1A, GK1981/2 e AQ122. Médias ndo homogéneas também foram
observadas entre os lotes AT3519/1 e GK1981/2. Todos os lotes, exceto AQ122,
apresentaram %ED média homogénea em relagdo aquela do lote LLDO034,
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medicamento referéncia (Figura 2.2). Todos os lotes foram considerados com

qualidade satisfatoria para utilizagdo no ensaio clinico.

Tabela 2.4 - Resultados de eficiéncia de dissolugio (%) obtidos a partir dos perfis de
dissolucdo construidos de 0-45 min para SV 20 mg capsulas e comprimidos (n=6) dos lotes
(n=10) empregados no ensaio clinico.

Eficiéncia de dissolugao (%)

s Médiax desvio- | DPR ANOVAP
Lote Unitaria ~ a
padrao (%)
GK1981/1A° 83,1;73,6; 80,7; 83,4; 80,6; 84,8 81,0+4,0 4,9
GK1981/1B° 81,7; 83,1; 86,0; 83,0; 82,9; 85,8 83,7+1,8 21
GK1981/2° 82,1; 86,3; 80,4; 76,2; 77,5; 78,5 80,2+3,6 4,6
GK2699/1°  75,7; 83,6; 82,1; 87,7; 79,0; 87,7 82,6+4,8 5,8
GK2701/1°  84,1; 84,0; 86,6; 87,3; 87,7; 84,4 85,7+1,7 2,0 p 5,52x10°°
S19225/1°  76,9; 81,5; 85,4; 86,0; 83,1; 84,5 82,9+3,4 4,1 Fcac 6,39
AT3519/1°  86,2; 88,9; 84,1; 86,5; 86,7; 84,3 86,1+1,7 2,0
AT3526/1°  89,8; 85,2; 86,4; 93,0; 83,6; 90,5 88,1+3,6 4,1
AQ122° 78,1; 75,7, 74,0; 76,7; 82,0; 70,9 76,2+3,8 4,9
LLD034° 84,0; 88,3; 82,7; 81,9; 81,1; 83,9 83,6+2,5 3,0

a: DPR, desvio padrao relativo; b: ANOVA, analise de variancia, F; 2,07, p <0,05 significativo; c:
capsulas manipuladas; d: comprimidos disponiveis no SUS; e: comprimidos referéncia.

Figura 2.2 — Resultados de comparagéo dos perfis de dissolugdo por meio das médias de
%eficiéncia de dissolu¢ao (ED) para SV 20 mg capsulas e comprimidos dos lotes (n=10)
empregados no ensaio clinico, usando o teste Tukey.
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%ED média dos lotes utilizados no ensaio clinico

3.2 Perfil da amostra selecionada

Cerca de 300 individuos hipercolesterolémicos foram triados e cerca de 120

encaminhados ao cardiologista, dos quais 107 assinaram o TCLE. Destes
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voluntarios, 99 (63 mulheres e 36 homens) apresentaram LDLc dosado
160-220 mg/dL com variagao £10% (SOCIEDADE, 2007) na coleta de tempo zero e
foram alocados de forma balanceada por género, idade e nivel de LDLc nos grupos
de tratamento (n=30+3, cada) em uso de um dos medicamentos teste (a) capsulas
manipuladas, (b) comprimidos disponiveis no SUS e do medicamento referéncia (c)
Zocor® comprimidos (controle) por 8 semanas. Durante o estudo, 3 voluntarios
(1 de cada grupo) abandonaram o tratamento apos 4 semanas: dois deles (grupo
medicamentos teste) ndo compareceram as coletas de sangue subsequentes e o
outro, devido a efeitos adversos gastrintestinais (grupo medicamento referéncia).
Desta forma, no presente estudo, foram considerados os dados de 96 individuos
sendo 20 (62,5%) mulheres e 12 (37,5%) homens em cada grupo de tratamento,
distribuicao de frequéncias semelhantes aquelas dos usuarios dos servicos do SUS
relatada em outros estudos (RIBEIRO M. et al., 2006; RIBEIRO E., 2011).

As caracteristicas socio-econdmicas destes voluntarios sdo apresentadas na
Tabela 2.7. A amostra em sua maior parte foi constituida por individuos casados,
com ensino fundamental incompleto e rendimento mensal de 1 a 2 salarios minimos.
Como em outros estudos, observou-se predominio de individuos de cor branca em
detrimento das demais (LAMARCA & VETTORE, 2012; RIBEIRO M. et al., 2006).
Os individuos eram principalmente aposentados ou estavam envolvidos com
ocupacgdes do lar como verificado em estudo com pacientes hipertensos usuarios do
SUS na cidade Rio Verde, Goias (RIBEIRO E., 2011). Quase metade dos voluntarios
(49%) era sedentaria e 51% destes faziam uso frequente de algum medicamento,

normalmente anti-hipertensivos.

3.3 Avaliacao bioguimica

Na Tabela 2.8, estdo sumarizados os valores das dosagens bioquimicas de
CT, HDLc, LDLc, TG, CK, ALT e AST dos voluntarios antes e apos 4 e 8 semanas
de tratamento com os diferentes medicamentos contendo SV 20 mg.

Os valores de LDLc determinado em t, que possibilitou a alocagcao dos
voluntarios nos grupos de tratamento foi comparado com os valores de LDLcalc
(equacao Friedewald, TG <400 mg/dL) por meio de suas médias. A diferenca destes
valores nao foi estatisticamente igual a zero em t; (p 2,4x107'°), como também em

ts (p 2,1x107%), tg (p 1,52x107°). Desta forma, ambos os valores de LDLc, calculado e
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determinado, foram considerados durante este estudo. Houve redugao dos valores
médios de LDLc e LDLcalc (Tabela 2.8) apds os tratamentos com diferentes

medicamentos contendo SV 20 mg (p <2,2x107'°).

Tabela 2.5 - Caracteristicas sécio-econdémicas dos voluntarios selecionados.

Variaveis Categorias VOIU:ta"os (|n=2/€:)
Estado civil Casado(a) 57 59,4
Divorciado(a)/separado(a) 11 11,5
Solteiro(a) 20 20,8
Viavo(a) 8 8,3
Cor Branca 46 47,9
Parda 37 38,5
Negra 13 13,6
Escolaridade Nenhuma 3 3,1
Fundamental incompleto 51 53,1
Fundamental completo 12 12,5
Ensino médio incompleto 9 9,4
Ensino médio completo 17 17,7
Ensino superior completo 4 4,2
Rendimento mensal Nenhum 14 14,6
< 1 salario minimo? 2 2.1
1 a 2 salarios minimos?® 62 64,6
3 a 4 salarios minimos? 12 12,5
> 4 salarios minimos®? 4 6,2
Ocupacao Aposentado(a) 25 26,1
Atividade informal 13 13,5
Comercial 12 12,5
Do Lar 14 14,6
Servidor(a) publico(a) 12 12,5
Outros 20 20,8
Atividade fisica Nenhuma 47 49,0
Esporadica 4 4,2
1 a 3 vezes por semana 22 22,8
> 3 vezes por semana 23 24,0
Medicamento(s) Nenhum 47 49,0
Ansiolitico (clonazepam, diazepam) 6 6,2
Antidepressivo (amitriptilina, nortriptilina) 4 4.1
Anti-hipertensivos (associados ou nao)® 35 36,5
Antiulceroso (omeprazol, ranitidina) 10 10,4
Outros (anti-histaminicos, analgésicos, etc) 8 8,3

a: valor do salario minimo R$545,00 ano 2011; b: hidroclorotiazida, captopril, losartan, propranolol,
anlodipina, atenolol, enalapril.
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Tabela 2.6 - Resultados das dosagens bioquimicas de 32 voluntarios em cada um dos
tratamentos teste (a), (b) e referéncia (c) com SV 20 mg nos periodos t, t; e t; semanas.

Parametro t Valor da dosagem (médiatdesvio-padrao; mediana) o

(unidade) sem (a) Capsula (b) Comprimido (c) Referéncia P
L DLo to 172+17: 172 171+19; 169 173+21: 167 0,94°
(mg/dL) ty 10816; 107 107+21: 102 106+19; 102 0,81°
g ts 107+17; 105 106+19; 102 105+17; 106 0,93°
L DLealc? ity 185+18; 181 188+23: 187 190+26; 187 0,79°
(mg/dL) t, 117+20; 115 113+25; 111 114+23; 109 0,65°
9 i 109+19; 108 111+20; 111 110+22: 111 0,93°
Colesterol to 272+22; 272 273+27; 270 276124; 272 0,80°
tot; ‘(a:n © /;JL) ty 198+20: 197 200+26: 197 195+24: 196 0.71°
9 tg 193+26; 197 193+23; 195 192+23: 196 0,96°
HDLe ity 57+10; 56 60+12; 59 61+11; 59 0,39°
(m/dL) it 56+10; 54 61+15: 59 61+12; 58 0,28°
g tg 58+11: 57 61+14; 61 61+13; 57 0,45°
Tridlicérides to 152+54: 153 130+71: 110 123+56; 111 0,05°¢
(?n L) ty 126+51; 114 126+83; 94 102+53; 87 0,07°
g ts 135+62; 116 102+53:; 88 105+45: 98 0,01°
ALT to 24+10; 22 25+12: 22 21+11: 19 0,33°
L) i 27+13:; 23 28+13: 24 26+12: 22 0,74°
tg 30+15; 26 27+12: 23 23+10; 21 0,09°
AST to 29+7; 28 29+8; 29 27+6: 26 0,30°
i) ty 29+9; 27 28+9; 26 29+10: 28 0,75°
tg 33+9: 31 33+9: 30 29+6: 29 0,10°
oK it 145+87; 125 196+103; 159 196+123; 160 0,07°
i) t, 181+133; 130 204+109; 183 242+198; 174 0,24°
tg 166+89; 144 232+168; 183 210+142; 165 1e714P

Gli

(m';/‘;sl_e) to 94+10; 92 93+11; 92 969; 95 0,43°

a: significativo se menor 0,05; b: Kruskal-Wallis (mediana), c: Anova (média); d: LDLcalc, valor obtido
pela equacao de Friedewald se TG <400 mg/dL; e: valor inconclusivo.

Os niveis séricos de CT dos voluntarios em ty variaram entre 229,0 e
355,4 mg/dL, cerca de 95% dos valores foram superiores a 240 mg/dL, nivel
considerado como de alto risco para doencgas cardiovasculares. Os niveis séricos de
CT dos voluntarios apresentaram valores semelhantes para os grupos durante todo
o estudo, com redugdo para niveis desejados (<200 mg/dL, p <2,2x107'®) a partir de
t4 (Tabela 2.8).

Das 60 mulheres, 5 apresentaram nivel sérico de HDLc baixo (<50 mg/dL) em
to, sendo o valor médio observado 63 mg/dL. Dos 36 homens, 2 apresentaram nivel

de HDLc baixo (<40 mg/dL) em t; e valor médio 53 mg/dL. Estes valores médios de
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HDLc foram estatisticamente iguais aqueles em t; (p >0,62) e tg (p >0,07) para
ambos os géneros. O valor médio de HDLc mais elevado para mulheres que para os
homens explica os niveis séricos médios de HDLc nos grupos aproximar-se de
60 mg/dL, devido a predominancia das mulheres (20) em relagdo aos homens (12).

Dos 96 voluntarios, 33 apresentavam TG 2150 mg/dL (SOCIEDADE, 2007)
em tp, @ maioria deles (17) foram alocados no grupo teste (a) representando 53,1%
de seus individuos. Os demais voluntarios com TG 2150 mg/dL (9+7) foram
alocados nos grupos teste (b) e referéncia (c), respectivamente. Isto explica o valor
médio dos niveis séricos de TG superior ao desejavel (150 mg/dL) no grupo teste (a)
diferentemente daqueles dos demais grupos, Tabela 2.8. Dos voluntarios,
24 (8+9+7, grupos a,b,c, respectivamente) apresentaram TG =150 mg/dL apds t4 e
22 (9+6+7, grupos a,b,c, respectivamente) apos ts.

Determinacdes das atividades de ALT, AST e CK nos periodos 1o, t4 e ts foram
realizadas a fim de monitorar os efeitos adversos decorrentes do tratamento com
estatinas. Os valores séricos dos voluntarios em ty variaram entre 6 a 60 U/L para
ALT (6 acima do LSR 40 U/L) e entre 7 a 49 U/L para AST (10 acima do LSR
38 U/L). Observou-se elevacdo significativa dos niveis de ALT com 4 (p 5,8x107°) e
8 (p 9,1x10™°) semanas de tratamento, com leve tendéncia a declinio em ts, porém
nao significativa (p 0,42). Por outro lado, a elevacédo significativa dos niveis séricos
de AST dos 96 voluntarios avaliada por meio da mediana s6 ocorreu apos
8 semanas de tratamento (p 1,4><10‘5). Estes resultados podem ser explicados pela
localizacéo diferenciada destas enzimas nas células, a ALT situa-se no citoplasma,
enquanto a AST esta presente nas mitocondrias citoplasmaticas. Desta forma, o
extravasamento da AST para o sangue requer maior tempo comparado a ALT.

As medianas dos niveis séricos de CK das mulheres (133 U/L) e dos homens
(188 U/L) em t, foram menores que os respectivos limites superiores de referéncia
(LSR 170 U/L, mulheres e 195 U/L, homens). O valor maximo correspondeu a 2,9 e
2,5 vezes o LSR para mulheres e homens, respectivamente. Tais elevagcbes de CK
nao constituem contraindicagdo ao tratamento com sinvastatina. As medianas dos
niveis séricos de CK em t4 (p 0,11) e t5 (p 0,10) ndo foram estatisticamente
diferentes (p >0,05) da mediana basal (tp) para as mulheres. Por outro lado, para os
homens, houve diferenca entre as medianas nos periodos ts-to (p 8 x107°) e ts-to

(p 0,02). As maiores elevagdes do nivel sérico de CK correspondeu a 3,5 vezes o
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LSR para as mulheres e a 4,6 vezes o LSR para os homens e ocorreram apés 4
semanas de tratamento.

Dos 23 voluntarios que apresentaram glicemia de jejum alterada (99 <glicose
<126 mg/dL) em t, e tiveram seus niveis monitorados durante o tratamento,
7 pertenciam ao grupo teste (a) capsulas manipuladas, 10 ao grupo teste
(b) comprimido SUS e 6 ao grupo controle (c) comprimido referéncia. Destes
voluntarios, 14 (6+3+5, grupos a,b,c, respectivamente) mantiveram niveis alterados

em t4 e 15 (7+4+4, grupos a,b,c, respectivamente) em ts.

3.4 Acompanhamento do tratamento

A amostra (n=96) foi constituida principalmente por individuos adultos de
ambos 0s géneros, nao idosos, com idade média 52+11 anos. Nao houve diferencga
significativa (p 0,30) entre a idade média das mulheres (5311 anos) e dos homens
(50£11 anos). Como esperado, a massa corporal em kg das mulheres (6519 kg)
apresentou valor médio inferior aquele dos homens (79+12 kg; p 1,59x10™); como
também a média da altura das mulheres (1,53£0,05 m) comparada a dos homens
(1,69+0,06 m; p <2,2x107'®). O valor médio do indice de massa corporal
(284 kg/m?) dos voluntarios indicou sobrepeso (25<IMC<30 kg/m?, WORLD, 2003)
da maioria destes individuos, independentemente do género (p 0,88). Entretanto, o
IMC nao considera a gordura corporal € a massa magra.

Nao houve diferenga entre a média da medida (cm) da circunferéncia da
cintura das mulheres (92+9) e dos homens (94+9; p 0,23). Contudo, como o valor de
referéncia para mulheres (=80 cm) é inferior ao dos homens (=94 cm) observou-se
que 90% das voluntarias e 43% dos voluntarios apresentaram risco aumentado para
doengas cardiovasculares (SOCIEDADE, 2007). A medida da CC associada aos
resultados dos parametros bioquimicos TG, HDLc, glicose e ao uso de farmacos
anti-hipertensivos permitiu a identificagdo de 27 voluntarios (18 mulheres e
9 homens) com sindrome metabdlica. Destes voluntarios (mulheres+homens)
portadores de sindrome metabdlica 13 (9+4), 9 (7+2) e 5 (2+3) pertenciam aos
grupos de tratamento (a), (b) e (c), respectivamente. O valor médio da gordura
corporal (%) observado para as mulheres (35t6%) foi superior aquele para os

homens (25+6; p 1,89x107'°), resultado esperado considerando a semelhanca etaria
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dos géneros. Estes valores estdo em niveis indicativos de sobrepeso e em
concordancia com estudo anterior (REZENDE et al., 2006). De forma inversa, a
massa magra (%) das mulheres (65+6) apresentou meédia inferior aquela dos
homens (75+6; p 1,89x107°).

Na Tabela 2.9, sdo apresentados os dados de idade e da avaliagao
antropométrica dos voluntarios antes de iniciar o tratamento () com um dos

medicamentos contendo SV 20 mg.

Tabela 2.7 - Dados da avaliagido antropométrica dos 32 voluntarios em cada grupo de
tratamento com SV 20 mg (a) capsulas, (b) comprimidos teste e (c) comprimidos referéncia
realizada em t,.

Parametro Tratamento Valor da medida (médiatdesvio-padrao; mediana)
(unidade) (cédigo) Mulheres (n=20) \ Homens (n=12) \ Total (n=32)
a 55+8; 53 49+10; 49 52+10; 53
ldade b 53+11; 54 50+10; 53 52+11; 54
(anos) c 50+12; 52 52+12; 53 51+12; 52
valor-p 0,50° 0,71° 0,95°
a 66+9; 66 77+11; 76 70+11; 68
Massa b 64+9; 63 80+11; 77 70+12; 71
(kg) c 65+11; 63 80+13; 79 71+14; 73
valor-p 0,67° 0,87° 0,94°
a 1,55+0,06; 1,56  1,67+0,07; 1,66 1,60+0,09; 1,59
Altura b 1,52+0,06; 1,51 1,69+0,04; 1,70 1,58+0,10; 1,58
(m) c 1,53+0,05; 1,54  1,70+0,06; 1,68 1,60+0,09; 1,59
valor-p 0,11° 0,41° 0,76°
(I a 27+43; 27 27+5; 27 27+4; 27
massa corporal b 28+4: 26 28+4; 27 28+4; 27
(kg/m?) c 2845; 27 28+4; 28 28+4; 28
valor-p 0,97° 0,95° 0,99°
Circunferancia a 92+7; 91 95+11; 95 93+9; 92
cintura b® 92+9; 90 94+5; 93 92+8; 92
(cm) c 91+12; 90 93+11; 92 92+11; 90
valor-p 0,92° 0,89° 0,91°
a 35+6; 34 2548; 23 3148; 32
S;g’;;ﬁ b 36+4; 35 251+6; 23 3247; 32
(%) c 35+7; 36 25+6; 25 31+8; 31
valor-p 0,91° 0,97° 0,91°
a 65+6; 66 75+8; 76 69+8; 68
Massa magrac b 64+4; 65 7416; 77 68+7; 67
(%) c 65+7; 64 7546; 74 69+8; 69
valor-p 0,91° 0,97° 0,91°

a: um homem ndo teve esta medida determinada; b: Kruskal-Wallis (mediana); c: Massa
magra=(100—gordura corporal)%.
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Os valores de mediana, da idade e dos dados antropométricos (massa, altura,
IMC, CC, gordura corporal e massa magra) para os géneros feminino (n=20 por
grupo) e masculino (n=12 por grupo) foram comparados pelo teste Kruskal-Wallis
(n <30). Desta forma, também o valor de mediana global dos referidos parametros
foram avaliados para cada grupo (n=32).

Os valores de mediana observados para os parametros (idade, massa, altura,
IMC, CC, gordura corporal e massa magra) nao diferiram nos grupos mesmo ao
considerar os géneros separadamente (p >0,05). Desta forma, elimina-se a possivel
influéncia diferenciada destes pardmetros durante a avaliacido das variagdes dos
parametros bioquimicos apds terapia.

A adesado ao tratamento com SV 20 mg capsulas e comprimidos (teste e
referéncia) foi avaliada confrontando a contagem das unidades remanescentes no

frasco e as datas registradas no calendario (Figura 2.3).

Figura 2.3 — Adesio dos 96 voluntarios dos trés grupos (n=32) durante o 1° més, 2° més e
apos tratamento completo (1° + 2° més) com SV 20 mg (a) capsulas, (b) comprimidos teste e (c)
comprimidos referéncia.
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A adeséo total (100%) foi maior no 2° més (52,1%) comparado ao 1° més
(41,7%) de tratamento para todos os grupos. Apenas 28,1% dos 96 voluntarios
apresentaram adesdo 100% ao final deste estudo, na ordem decrescente para
usuarios dos tratamentos (a) capsulas, (c) comprimido referéncia e (b) comprimido
teste. Independente do grupo de tratamento, a adeséo final variou entre 100% e

77%, sendo 280% para os voluntarios do grupo (c) e >75% para aqueles dos grupos
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(a) e (b). Adeséao satisfatoria (=80%) foi atingida por todos os voluntarios tanto no
1° quanto no 2° més de tratamento (OIGMAN, 2006). Desta forma, optou-se por nao
excluir nenhum dos voluntarios, embora, nos grupos teste (a) e (b) um (78,3%) e
dois (78,3% e 76,7%) deles, respectivamente, tenham apresentado adesao inferior a
80%.

Os efeitos adversos relatados pelos voluntarios durante o tratamento com os

diferentes medicamentos sao apresentados na Tabela 2.10.

Tabela 2.8 - Efeitos adversos relatados pelos voluntarios apés 8 semanas de tratamento
com SV 20 mg capsulas (teste) e comprimidos (teste e referéncia).

Numero relatado de casos por tratamento

Efeitos adversos (a) Capsulas ‘ (b) Comprimidos ‘ (c) Referéncia

Nenhum 24 22 17
Ansiedade - 1 -
Cefaléia 1 3 2
Disturbios do sono 2° 2° 1°
Dor na degluticdo - - 1
Gastricos 2 1 2
Hiperidrose - - 3
Hipotenséao - 1 -
Inchago das pernas 1 - -
Intestinais (flatuléncia, diarreia, dor) 0 1 3
Muscular (bragos ou pernas) - - 2
Ressecamento da boca 1 - -
Vertigem 1 1 1

a: sonoléncia, b: insbnia.

A maioria dos voluntarios, 75%, 68,8% e 53,1% nao relatou qualquer efeito
adverso apos o tratamento com SV 20 mg capsulas, comprimido teste e referéncia,
respectivamente. Cefaleia, vertigem, disturbios do sono (sonoléncia ou insénia),
sintomas gastricos foram observados em todos os grupos de tratamento
(BASNIWAL & JAIN, 2012). Sintomas musculares foram relatados apenas por
voluntarios (n=2) em uso do medicamento referéncia e correspondeu a 2% dos

voluntarios acompanhados durante o estudo.

3.5 Analise estatistica




119

Estudos Experimentais — Capitulo 2
Resultados e discusséo

Os dados dos parametros bioquimicos LDLc, CT, TG, ALT/AST e CK, para os
quais observou-se diferenca estatisticamente significante entre as médias em t4 e/ou
ts em relagcdo a ty, foram empregados para calcular as respectivas variagdes,

expressas em porcentagem e apresentadas de forma sumarizada na Tabela 2.11.

Tabela 2.9 - Resultados das variagbées dos parametros bioquimicos dos voluntarios nos
grupos de tratamento teste (a), (b) e referéncia (c) com SV 20 mg nos intervalos ty.4 e ty.s.

Parametro %Variagéo’,
(unidade) Ly mediana; 1° e 3° quartis ou média * desvio-padrao p
(a) Capsula | (b) Comprimido | (c)Referéncia

LDLc toa -36,948,7 -37,1£10,8 -38,6+9,4 0,76°
(mg/dL) to-s -37,948,3 -38,2+10,2 -39,1+8,6 0,87°
LDLcalc? tos -36,9+9,0 -39,7+11,3 -40,1+9,1 0,36°
(mg/dL) tos -41,149,8 -40,849,3 -42,349,2 0,81°
Colesterol to.s -27,1+6,7 -26,7+8,8 -29,3+7,1 0,35%
total (mg/dL) to-s -28,948,5 -29,3+8,5 -30,416,9 0,73
Triglicérides tow -16,3;-33,0e-4,0 -7,8;-31,3e31,0 -13,6;-36,8e3,7 0,26°
(mg/dL) tos -18,1;-30,2e-3,3 -18,9;-33,7e-2,2 -144;-306e7,5 0,66°
ALT toa 16,7;-8,2e 37,2 9,5;-8,2e 37,2 26,6;-34e52,5 0,40°
(U/L) to-s 22,2;-0,5e 59,4 13,2;-6,0 e 31,3 10,6;-4,9e 39,1 0,32°
AST (U/L)* to-s 12,9;4,4 € 26,5 7,6;-2,8¢e 19,4 11,3;-6,1e24,5 0,54°
CK tos 10,0;-12,5e44,7 5,5;-13,4e 27,5 10,4;-0,9e 459 0,46°
(U/L) to-s 9,5;-3,6 e 33,1 7,9;-10,2e 43,8 10,9; -10,6 € 39,1 0,97°

a: Anova (média); b: LDLcalc, valor obtido pela equagéo de Friedewald se TG <400 mg/dL; c: Kruskal-
Wallis (mediana); d: to.4 ndo avaliado, pois diferenca entre as médias iguais a zero.

O decréscimo nos niveis de LDLc basais foram observados em to4 €
tos (p <2,2x107'®), mas ndo houve diferenca entre os valores médios de to4 € tos
dentro dos grupos (p >0,49). Os valores médios da redugdo de cada intervalo tyo4 €
to.s ndo foram diferentes entre os grupos (p >0,76) e se aproximaram do limite
superior da faixa 27-42% (SOCIEDADE, 2007) e dentro da faixa 33-38% relatada
para dose de 20 mg (FOOD, 2011; HOU & GOLDBERG, 2009; JONES et al., 2003;
SOLANGI et al., 2012). Os valores médios de redugado de LDLcalc em to4 € tos
foram estatisticamente iguais para os grupos (p >0,36) comportando-se conforme
descrito para LDLc, exceto para o grupo das capsulas, cujo valor médio de redugao
em to4 diferiu estatisticamente daquele em tos (p 0,03). A diferenga dos valores
médios de redugao de LDLc e LDLcalc no intervalo to.4 foi significativa apenas para o
grupo teste comprimidos (p 2><10‘3) e para todos os grupos no intervalo tp.s

(p <5,5x107%). Houve redugao significativa (p <2,2x107'®) do valor médio de CT dos
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voluntarios dos trés grupos nos intervalos tp.4 € to.s para cada um destes intervalos,
nao houve diferenca entre as médias dos grupos (p =0,35). Além disso, os valores
meédios de redugdo em tp4 e tps foram estatisticamente iguais em qualquer dos
grupos (p >0,13). Os valores médios de CT apds tratamento se aproximaram
daqueles relatados, 25,7% (DAVIDSON & TOTH, 2004; JONES et al., 2003) e 31%
(SOLANGI et al., 2012) para a dose de 20 mg do farmaco.

A variagdo dos niveis de HDLc nos grupos apds tratamento nao foi
comparada uma vez que as diferencas entre as médias ou medianas nos intervalos
to-4 € to.s Nd@o foram significativas (p >0,05). Este resultado corrobora com relatos de
elevagao nao significativa ou modesta de HDLc com o uso de estatinas (CORTESE
& LIBERATOSCIOLI, 2003; KOH et al., 2008). Em estudos semelhantes com
medicamentos genérico(s) e referéncia contendo SV 20 mg (n=3) e 10 mg (n=2),
houve elevacdo dos niveis séricos de HDLc (18%) nos trés grupos apos
12 semanas, e apenas no grupo genérico (2,4%) apds 8 semanas de tratamento,
respectivamente (SOLANGI et al., 2012; WIWANITKIT, et al., 2002). A elevagao de
HDLc depende da dose de sinvastatina administrada e da duracédo do tratamento,
esta ultima explica em parte a divergéncia com os resultados encontrados.
Além disso, nos trabalhos citados a diferengca observada pode ser decorrente de
fatores étnicos (paquistaneses e tailandeses) e dos valores basais de HDLc
(30-31 mg/dL; 45-46 mg/dL) inferiores ao do presente estudo (57-61 mg/dL).

Os demais paradmetros bioquimicos foram comparados por meio das
medianas usando o teste Kruskal-Wallis, uma vez que os residuos do modelo
ANOVA ndo atenderam a suposi¢cao de normalidade.

Os niveis de TG reduziram apds tratamento para todos os grupos conforme
medianas observadas nos intervalos to4 (7,8-16,3%) e tos (14,4-18,9%). Apenas
para o grupo (b), o decréscimo em tyg foi significativo em relagdo a to4 (p 0,02).
Os valores das medianas em ty.4 € to.s foram semelhantes para os grupos (p >0,26) e
situaram-se dentro da faixa descrita na literatura 7 a 28% para estatinas
(SOCIEDADE, 2007) e para sinvastatina de 12 a 18% (JONES et al., 2003; MAKI et
al., 2012). Contudo, foi inferior a observada no estudo paquistanés (27%) e no
estudo tailandés (12%) considerando as respectivas doses 20 e 10 mg (SOLANGI et
al., 2012; WIWANITKIT, et al., 2002). Excluindo a possivel questdo étnica, esta
diferenca pode ser explicada pelos valores médios de TG basais dos individuos nos

referidos trabalhos (160-168 mg/dL; 243-292 mg/dL) serem superiores ao do
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presente estudo; visto que a redugao proporcionada pelas estatinas nos niveis TG é
tanto maior quanto maior forem os niveis basais dos individuos (STEIN et al., 1998).
Isto também justifica a maior redugéo de TG no intervalo to4 para os voluntarios em
uso das capsulas em comparagao aos comprimidos.

Houve elevacgao significativa dos niveis basais de ALT em todos os grupos no
intervalo to4 (p <0,04) e apenas no grupo em uso de capsulas no intervalo tp.s
(p 2,1x107%). Para o grupo referéncia observou-se uma reducéo significativa dos
niveis de ALT em tos comparativamente a to4 (p 8x107%). A elevacdo dos niveis
basais de AST em ty4 ndo foi significativa nos grupos (p >0,05). A mediana das
elevagbes de AST em ty.g foi significativa (p <0,05) e estatisticamente igual entre os
grupos (p 0,54). As medianas das elevagdes em to4 € to.g diferiram apenas no grupo
teste comprimido (p 0,02).

As medianas das aminotransferases ALT e AST dos trés grupos, em nenhum
dos periodos, ultrapassaram os respectivos LSRs 40 U/L e 38 U/L (Tabela 2.8).
Além disso, o maior nivel sérico de ALT e AST em t4 (65 U/L; 1,63xLSR e 58 U/L;
1,53xLSR, respectivamente) e em tg (75 U/L; 1,87xLSR e 55,8 U/L; 1,47xLSR,
respectivamente) n&o ultrapassaram em 3 vezes os respectivos LSR (40 U/L e
38 U/L). Contrariamente a elevagédo de ALT em to.s que foi inferior (10,6-22,2%) a do
estudo com individuos tailandeses (45%), a elevagdo de AST mostrou-se
semelhante a relatada (8,3-16,3%) para mesmo periodo de tratamento, porém com
uso de SV 10 mg comprimido (WIWANITKIT, et al., 2002). Estes resultados
corroboram com a decisdo do Food and Drug Administration que, em 28 de fevereiro
de 2012, aboliu o monitoramento dos niveis séricos destas enzimas durante o
tratamento com estatinas, visto que o seu uso na rotina parece nao ser efetivo na
deteccdo ou prevencdo de lesdo hepatica grave. Além disso, os danos hepaticos
s&o raros e ndo previsiveis em pacientes individuais (FOOD, 2012).

A elevacéo significativa dos niveis basais de CK em ty4 ocorreu nos grupos
teste capsulas e referéncia, e em typ.g apenas no grupo teste capsulas (p <0,05).
Este fato pode decorrer do valor inferior da mediana dos niveis basais de CK no
grupo teste capsulas comparado aos demais grupos (Tabela 2.8). No grupo
referéncia, embora n&o significativa (p 0,10), houve redugdo dos niveis séricos de
CK entre to4 € tos. As medianas da variacdo de CK dos trés grupos nos intervalos

to-4 € to-s n&o diferiram entre si (p >0,46). Os valores extremos de CK observados em
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to-4 Nos grupos (a), (b) e (c) foram 662 U/L, 557 U/L e 894 U/L correpondentes a 3,4;
2,9 e 4,6xLSR, respectivamente (LSR 195 U/L, homens). Em ts, 0s maiores valores
de CK nos grupos (a), (b) e (c) foram 475 U/L, 826 U/L e 614 U/L correspondentes a
2,8 (mulher); 4,2 e 3,1xLSR, respectivamente. Nenhuma elevagdo de CK
ultrapassou em 10xLSR (LSR 170 U/L, mulheres, LSR 195 U/L, homens), fator que,
associado a sintomas musculares, caracteriza a forma grave de miopatia. Uma
voluntaria que relatou sintoma muscular apresentou nivel sérico de CK ligeiramente
superior ao LSR em t; e com a manutencao do tratamento em tg houve reducao do
nivel sérico abaixo do LSR. Este resultado ndo sugere que a administracdo de
SV 20 mg tenha propiciado a elevacdo de CK, mas sim, outros fatores como a
pratica de atividade fisica nas 48 h que antecederam a coleta de sangue apos as
4 semanas de tratamento.

As respectivas médias e medianas dos niveis de glicose dos individuos com
glicemia de jejum alterada em t, (108 e 106 mg/dL), t4 (109 e 107 mg/dL) e ts (107 e
106 mg/dL) ndo foram diferentes. Desta forma, o tratamento com SV 20 mg por 4 e
8 semanas reduziu satisfatoriamente os niveis séricos de LDLc sem elevar os niveis
séricos de glicose em individuos com maior propenséo (glicemia de jejum basal
alterada) a diabetes. Contudo, em decorréncia da adverténcia do aumento de niveis
da glicose em jejum e risco de diabetes em usuarios de estatinas aconselha-se o
monitoramento de niveis glicémicos em individuos em uso de SV (FOOD, 2012).

Em resumo, a reducdo dos niveis de LDLc nao foi diferente para os
tratamentos com SV 20 mg capsulas e comprimidos em relagdo aos comprimidos
referéncia (p >0,76), resultado igualmente observado para a redugdo do CT
(p >0,35). Nao houve elevacgao significativa dos niveis de HDLc apds tratamento em
nenhum dos grupos (p >0,05). As alteragbes nos niveis das enzimas hepaticas e de
CK também néo diferiram entre os grupos de tratamento. Cabe ressaltar, que os
resultados de redugédo de LDLc decorrem de adesdo =280% ao tratamento por no
minimo 93,7% dos voluntarios em cada grupo e que todos os medicamentos

apresentaram qualidade adequada, embora %ED distintas.
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5 CONCLUSAO GERAL

O emprego do solvente organico metanol (80%) em substituicdo a acetonitrila (65%)
na fase moével no método por CLAE-UV mostrou seletividade, precisao, recuperacao
e robustez e menor custo para quantificagdo de sinvastatina comprimidos (Capitulo
1, parte 1) e capsulas (Capitulo 1, parte 2) em ensaios de qualidade (doseamento,
uniformidade de conteudo, teste de dissolugédo). Este método, sob condigdo de
temperatura controlada, mostrou-se adequado para aplicacdo em estudos de
dissolugédo destas formas farmacéuticas (Capitulo 1, parte 3), podendo ser utilizado
para inferir sobre a extensdo de disponibilidade in vitro do farmaco para fins

terapéuticos.

Os testes adaptados e as especificacdes propostas para sinvastatina capsulas
manipuladas permitiram constatar a qualidade adequada de apenas 46% das
amostras de 30 farmacias no municipio de Belo Horizonte e inferir sobre o cenario
farmacéutico magistral local (Capitulo 1, parte 4). Com os resultados, informados
aos farmacéuticos que forneceram amostras por convite, o intuito foi conscientizar e

educar a classe para o alcance de produtos manipulados com qualidade.

Todas as amostras de comprimidos (similar e referéncia) e capsulas manipuladas
destinadas a ensaio clinico, eticamente correto, em voluntarios apresentaram
qualidade fisico-quimica adequada as especificagdes farmacopeicas e/ou propostas.
A realizacdo do ensaio clinico com voluntarios permitiu avaliar a eficacia terapéutica
dos diferentes medicamentos contendo SV 20 mg (capsulas manipuladas,
comprimidos similares disponiveis no SUS, comprimidos referéncia) e os resultados
mostraram que o tratamento hipolipémico pode ser feito com quaisquer dos

medicamentos avaliados, facultando aos médicos e pacientes a sua escolha.

As monografias sinvastatina matéria-prima e comprimidos previamente propostas
(SILVA, 2009) foram complementadas e reapresentadas a Farmacopeia Brasileira. A
monografia sinvastatina capsulas elaborada e apresentada a Farmacopeia Brasileira
foi uma contribuicdo adicional para avaliagdo da qualidade de capsulas manipuladas

em favor de um aprimoramento na pratica magistral.
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APENDICE A - Monografias
SINVASTATINA CAPSULAS

Contém, no minimo, 90,0% e, no maximo, 110,0% da quantidade declarada de C,s5H330s.
IDENTIFICACAO

A. O tempo de retencdo do pico principal do cromatograma da Solug¢do amostra, obtido no
método B. ou C. de Doseamento, corresponde aquele do pico principal da Solugdo padrao.

CARACTERISTICAS

Determinacao de peso (5.1.1). Cumpre o teste.

Teste de desintegracao (5.1.4.1). Cumpre o teste.
Uniformidade de doses unitarias (5.1.6). Cumpre o teste.

Procedimento para uniformidade de conteudo. Pesar individualmente cada capsula, transferir
o contetido para baldo volumétrico de 50 mL e pesar novamente. Adicionar 25 mL de
metanol. Prosseguir conforme descrito no método B. de Doseamento, a partir de “Deixar em
ultrassom...”.

TESTE DE DISSOLUCAO (5.1.5)

Meio de dissolugdo: laurilsulfato de sddio a 0,5% (p/v) em solug¢do aquosa de fosfato de sodio
monobasico 0,01 M, 900 mL, pH 7.

Aparelhagem: pas, 75 rpm.

Tempo: 45 minutos.

Procedimento: apés o teste, retirar aliquota do meio de dissolugdo, filtrar e diluir, se
necessario, em meio de dissolucdo até concentracdo adequada e proceder conforme descrito
em Doseamento. Calcular a quantidade de C,sH3305 dissolvida no meio, comparando as areas
obtidas com a da solucdo de sinvastatina SQR na concentragdo de 22,2 ng/mL, preparada no
mesmo diluente.

Tolerdncia: nao menos que 75% (Q) da quantidade declarada de C,sH3305 se dissolvem em
45 minutos.

DOSEAMENTO

A. Proceder conforme descrito no método B. de Doseamento da monografia de Sinvastatina.
Preparar a Solug¢dao amostra como descrito a seguir.

Solugdo amostra: pesar 20 capsulas, remover o contetdo e pesa-las novamente.
Homogeneizar o conteudo das capsulas. Transferir quantidade do p6 equivalente a 20 mg de
sinvastatina para baldo volumétrico de 50 mL e adicionar 25 mL de metanol. Deixar em
ultrassom durante 10 minutos e completar o volume com o mesmo solvente. Homogeneizar e
filtrar. Transferir 5 mL do filtrado para baldo volumétrico de 50 mL e completar volume com
0 mesmo solvente.

/continua
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Procedimento: injetar, separadamente, 10 puL da Solugcdo padrdo e da Solugdo amostra,
registrar os cromatogramas e medir as areas sob os picos. Calcular a quantidade de C,s5H3305
nas capsulas a partir das respostas obtidas com a Solu¢do padrdo e a Solug¢do amostra.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO
Em recipientes bem fechados.

ROTULAGEM
Observar a legislagdo vigente.
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SINVASTATINA

Simvastatinum

C25H3805; 418,57

sinvastatina; 08016

Acido 2,2-dimetilbutandico (1S, 3R, 78S, 8S, 8aR)-1,2,3,7,8,8a-hexahidro-3,7-dimetil-8-[ 2-
[(2R, 4R)-tetrahidro-4-hidroxi-6-oxo-2H-piran-2-il]-etil]-1-naftalenil éster

[79902-63-9]

Contém, no minimo, 98,0% e, no maximo, 102,0% de C,sH33Os, em relacdo a substancia
dessecada.

DESCRICAO
Caracteristicas fisicas. Po cristalino branco ou quase branco.

Solubilidade. Praticamente insoluvel em 4gua, muito solivel em diclorometano, facilmente
soliivel em metanol, etanol 96%, cloroférmio, ligeiramente soltivel em propilenoglicol, muito
pouco soluvel em n-hexano.

Constantes fisico-quimicas.
Faixa de fusdo (5.2.2): 135°C a 138 °C.

Poder rotatorio especifico (5.2.8): +285° a +298° em relagdo a substancia dessecada
Determinar em solugdo a 0,5% (p/v) em acetonitrila.

IDENTIFICACAO

A. O espectro de absor¢ao no infravermelho (5.2.14) da amostra, previamente dessecada,
dispersa em brometo de potassio, apresenta maximos de absor¢do somente nos mesmos
comprimentos de onda e com as mesmas intensidades relativas daqueles observados no
espectro de sinvastatina SQR, preparado de maneira idéntica.

B. O tempo de retencdo do pico principal do cromatograma da Solu¢do amostra, obtida no
método B ou C de Doseamento, corresponde aquele do cromatograma da Solugdo padrao.
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ENSAIOS DE PUREZA

Aspecto da solugdo. A solucdo metanodlica a 1% (p/v) é limpida (5.2.25) e ndo mais corada
que a Solugdo padrao de cor SC G (5.2.12) diluida 2,5% (v/v) em écido cloridrico 0,1 M.

Metais pesados (5.3.2.3). Utilizar o Método I1I. No méximo 0,002% (20 ppm).

Perda por dessecagdo (5.2.9). Determinar em 1 g da amostra. Dessecar em estufa a 60 °C,
sob pressao reduzida, por 3 horas. No maximo 0,5%.

Cinzas sulfatadas (5.2.10). Determinar em 1 g da amostra. No maximo 0,1%.
DOSEAMENTO
Empregar um dos métodos descritos a seguir:

A. Proceder conforme descrito em Espectrofotometria de absor¢do no ultravioleta (5.2.14).
Pesar, exatamente, cerca, de 40 mg da amostra e solubilizar em metanol. Completar o volume
para 100 mL com o mesmo solvente. Diluir, sucessivamente, em metanol, até concentracao
0,0008% (p/v). Preparar solucdo padrdo na mesma concentragdo, utilizando o mesmo
solvente. Medir as absorvancias das solucdes resultantes em A 238 nm, utilizando metanol
para ajuste do zero. Calcular o teor de C,sH330s na amostra a partir das leituras obtidas.
Alternativamente, realizar os céalculos considerando A (1%, 1 cm) = 604, em 238 nm, em
metanol.

B. Proceder conforme descrito em Cromatografia a liquido de alta eficiéncia (5.2.17.4).
Utilizar cromatografo provido de detector ultravioleta a 238 nm; coluna de 250 mm de
comprimento ¢ 4,0 mm de didmetro interno, empacotada com silica quimicamente ligada a
grupo octilsilano (5 um), mantida a 30 °C; fluxo da Fase movel de 1,5 mL/minuto.

Fase movel: mistura de acido fosférico 0,1% e metanol (20:80).

Solugdo amostra: solubilizar quantidade exatamente pesada da amostra em metanol de modo
a obter solucao de C,5H3305 a 0,4 mg/mL. Diluir em metanol até concentragdo 40 pg/mL.

Solugdo padrdo: solubilizar quantidade exatamente pesada de sinvastatina SQR em metanol
de modo a obter solucdo de C,sH3305 a 0,4 mg/mL. Diluir em metanol até concentragao
40 pg/mL.

Injetar replicatas de 10 puL da Solugdo padrdo. O desvio padrdo relativo das éareas de
replicatas dos picos registrados ndo ¢ maior que 2,0%.

Procedimento: injetar, separadamente, 10 puL das Solucoes padrdao e amostra, registrar os
cromatogramas e medir as areas sob os picos. Calcular o teor de CsH3305 na amostra a partir
das respostas obtidas com as Solug¢oes padrdo e amostra.

C. Proceder conforme descrito em Cromatografia a liquido de alta eficiéncia (5.2.17.4).
Utilizar cromatografo provido de detector ultravioleta a 238 nm; coluna de 250 mm de
comprimento ¢ 4,6 mm de didmetro interno, empacotada com silica quimicamente ligada a
grupo octilsilano (5 pm), mantida a 30 °C; fluxo da Fase movel de 1,5 mL/minuto.

Fase movel: mistura de acido fosforico 0,1% e acetonitrila (65:35).
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Solug¢do amostra: dissolver quantidade exatamente pesada da amostra em acetonitrila de
modo a obter solu¢do de CysH330s5 a 0,4 mg/mL. Diluir em acetonitrila até concentragdo de
40 pg/mL.

Solugdo padrdo: dissolver quantidade exatamente pesada de sinvastatina SQR em acetonitrila
de modo a obter solucao de C,sH3305a 0,4 mg/mL. Diluir em acetonitrila até concentragdo de
40 pg/mL.

Injetar replicatas de 10 pL da Solu¢do padrdo. O desvio padrio relativo das areas de
replicatas dos picos registrados ndo ¢ maior que 2,0%.

Procedimento: injetar, separadamente, 10 puL das Solucoes padrdao e amostra, registrar os
cromatogramas ¢ medir as areas sob os picos principais. Calcular o teor de C,sH330s5 na
amostra a partir das respostas obtidas com as Solugoes padrdo e amostra.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO
Em recipientes bem fechados.

ROTULAGEM
Observar a legislacdo vigente.

CLASSE TERAPEUTICA.
Hipolipemiante.
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SINVASTATINA COMPRIMIDOS

Contém, no minimo, 90,0% e, no méaximo, 110,0% da quantidade declarada de C,sH330s. Os
comprimidos podem ter revestimento simples.

IDENTIFICACAO

A. O tempo de retengdo do pico principal do cromatograma da Solu¢do amostra, obtido no
método B. ou C. de Doseamento, corresponde aquele do pico principal da Solugdo padrao.

CARACTERISTICAS

Determinacio de peso (5.1.1). Cumpre o teste.

Teste de dureza (5.1.3.1). Cumpre o teste.

Teste de desintegrac¢ao (5.1.4.1). Cumpre o teste.
Uniformidade de doses unitarias (5.1.6). Cumpre o teste.

Procedimento para uniformidade de conteudo. Transferir cada comprimido para balao
volumétrico de 50 mL. Adicionar 2 mL de 4dgua (ndo mais que 4% da capacidade do balao
volumétrico) e aguardar desintegracdo total do comprimido. Adicionar 30 mL de metanol,
deixar em ultrassom por 10 minutos e completar o volume com o mesmo solvente. Prosseguir
conforme descrito no método B. ou C. de Doseamento, a partir de “Homogeneizar e filtrar”
ou “Centrifugar por 4 minutos a 4000 rpm...”.

TESTE DE DISSOLUCAO (5.1.5)

Meio de dissolugdo: laurilsulfato de sddio a 0,5% (p/v) em solucdo aquosa de fosfato de sodio
monobasico 0,01 M, 900 mL, pH 7.

Aparelhagem: pés, 50 rpm.

Tempo: 30 minutos.

Empregar um dos procedimentos descritos a seguir:

A. ap0s o teste, retirar aliquota do meio de dissolucao, filtrar (se necessario, diluir em meio de
dissolugdo até concentracdo 22,2 pg/mL) e injetar no cromatografo nas condigdes descritas no
método B. de doseamento (5.2.17.4), utilizando Meio de dissolu¢do como branco. Calcular a
quantidade de C,sH330s5 dissolvida no meio, comparando as areas obtidas com aquela da
solucdo de sinvastatina SQR na concentragdo 22,2 pg/mL, preparada no mesmo diluente.

B. apds o teste, retirar aliquota do meio de dissolugdo, filtrar e diluir, se necessario, com o
meio de dissolugdo, até concentragdo adequada. Obter o espectro em segunda derivada,
automaticamente, por meio de software de diferenciacdo interno e medir a amplitude maxima
das solugcdes em 248 nm, utilizando Meio de dissolu¢do para ajuste do zero.
Alternativamente, obter o espectro na faixa de 200 a 300 nm, registrar as absorvancias com
incrementos de 1 nm. Calcular a derivada em segunda ordem e medir a absorvancia da
amplitude em 248 nm, utilizando o mesmo solvente para ajuste do zero. Calcular a quantidade
de C,sH3g0s dissolvida no meio, comparando as leituras obtidas com aquela da solucao de
sinvastatina SQR na concentracao 0,0008% (p/v), preparada no mesmo solvente.
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Tolerdancia: nao menos que 75% (Q) da quantidade declarada de C,sH33Os se dissolvem em
30 minutos.

DOSEAMENTO

A. Proceder conforme descrito em Espectrofotometria de absor¢do no ultravioleta (5.2.14).
Pesar e pulverizar 20 comprimidos. Transferir quantidade do p6 para baldo volumétrico de
capacidade adequada, adicionar metanol, até¢ cerca de 70% da capacidade total do balao
volumétrico, e deixar em ultrassom por 15 minutos. Completar o volume com o mesmo
solvente. Centrifugar por 4 minutos a 4000 rpm. Diluir volume adequado do sobrenadante até
concentragdo 0,0008% (p/v), utilizando metanol como solvente. Preparar solugdo padrao na
mesma concentragdo. Obter o espectro em segunda derivada, automaticamente, por meio de
software de diferencia¢do interno e medir a amplitude maxima das solu¢cdes em 247 nm,
utilizando metanol para ajuste do zero. Alternativamente, obter o espectro na faixa de 200 a
300 nm, registrar as absorvancias com incrementos de 1 nm. Calcular a derivada em segunda
ordem e medir a absorvancia da amplitude em 247 nm. Calcular a quantidade de C,sH330s
nos comprimidos, a partir das leituras obtidas.

B. Proceder conforme descrito no método B. de Doseamento da monografia de Sinvastatina.
Preparar a Solu¢do amostra como descrito a seguir.

Solugdo amostra: pesar e pulverizar 20 comprimidos. Utilizar quantidade do p6 equivalente a
20 mg de sinvastatina e transferir para baldo volumétrico de 50 mL. Adicionar 25 mL de
metanol. Deixar em ultrassom durante 10 minutos e completar o volume com metanol.
Homogeneizar e filtrar por papel adequado. Transferir 5 mL do filtrado para baldo
volumétrico de 50 mL e completar volume com o mesmo solvente.

Procedimento: injetar, separadamente, 10 uL da Solu¢do padrdo e da Solugdo amostra,
registrar os cromatogramas e medir as areas sob os picos correspondentes a sinvastatina.
Calcular a quantidade de C,sH330s nos comprimidos a partir das respostas obtidas com a
Solugdo padrdo e a Solug¢do amostra.

C. Proceder conforme descrito no método C. de Doseamento da monografia de Sinvastatina.
Preparar a solu¢do amostra como descrito a seguir.

Solugdo amostra: pesar e pulverizar 20 comprimidos. Transferir quantidade do p6 para balao
volumétrico de capacidade adequada, adicionar acetonitrila, cerca de 70% da capacidade total
do baldo volumétrico, e deixar em ultrassom por 15 minutos. Completar o volume com o
mesmo solvente, homogeneizar e centrifugar por 4 minutos a 4000 rpm. Diluir volume
adequado do sobrenadante até concentracdo 40 pg/mL, utilizando acetonitrila como solvente.

Procedimento: injetar, separadamente, 10 ul da Solugcdo padrdo e da Solugdo amostra,
registrar os cromatogramas ¢ medir as areas dos picos. Calcular a quantidade de C,5H3305 nos
comprimidos a partir das respostas obtidas com a Solu¢do padrado e Solugdo amostra.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO
Em recipientes bem fechados.

ROTULAGEM
Observar a legislacdo vigente.
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APENDICE B - Termo de consentimento livre e esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Prefeitura Municipal de Ouro Preto (PMOP) e Ouro Cordis/Hospital Santa Casa da Misericordia, Ouro
Preto; Faculdade de Farmacia, Universidade Federal de Minas Gerais (FaFar/UFMG), Belo Horizonte
Laboratdrio Piloto de Analises Clinicas, Escola de Farmacia, Universidade Federal de Ouro Preto
(LAPAC/EF/UFOP), Ouro Preto

Ouro Preto, / /

CONVITE

Prezado paciente,

Vocé esta sendo convidado a participar do Projeto de Pesquisa intitulado “Avaliagao da eficacia de
sinvastatina 20 mg comprimidos e capsulas em relacido aos comprimidos referéncia”.

Este projeto sera realizado em parceria nos laboratérios da Faculdade de Farmacia da UFMG em
Belo Horizonte, da Escola de Farmacia da UFOP e da Prefeitura Municipal de Ouro Preto (PMOP) e
Ouro Cordis/Hospital Santa Casa da Misericérdia em Ouro Preto.

Tem como objetivo principal avaliar a eficacia de medicamentos (comprimidos ou capsulas
manipuladas contendo sinvastatina) que abaixam o colesterol (hipolipémicos).

Vocé foi escolhido pelo médico cardiologista para participar voluntariamente dessa pesquisa nos
préximos dois meses porque apresenta nivel de colesterol alterado e estara sob tratamento
medicamentoso e acompanhamento médico.

Vocé tomara os medicamentos prescritos pelo médico, diariamente, por 2 meses. Ao final de cada
més, vocé doara um pouco de sangue para avaliagdo de colesterol total e fragdes e sera submetido a
avaliagao clinica pelo médico.

Informamos que vocé néao tera despesas fora da sua rotina de acompanhamento do tratamento.

Dr. José Carlos da Costa Zanon Flavia D. Marques / Profa. Dra. Cristina D.V. Soares
Médico cardiologista Pesquisador ou coordenador
Ouro Cordis/Hospital Santa Casa Departamento de Produtos Farmacéuticos e Cosméticos
da Faculdade de Farmacia da UFMG

DECLARAGCAO
Eu, )
identidade ,sexo_M__/F__,nascido(@)em__ / / ,residente a
Rua/Av. , bairro ,
cidade , MG, telefone ,

declaro que fui convidado a participar dessa pesquisa com o objetivo de avaliar a eficacia de
sinvastatina 20 mg, comprimidos ou capsulas manipuladas para a redugéo do colesterol total (CT) e
suas fragdes, por meio da pesquisadora do Departamento de Produtos Farmacéuticos (FaFar/lUFMG)
e do médico cardiologista Dr. José Carlos da Costa Zanon (Ouro Cordis/Hospital Santa Casa da
Misericérdia).

Afirmo ter sido informado que:

/continua
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1. somente serdo empregados medicamentos com qualidade fisico-quimica comprovada pelo
laboratorio de Controle de Qualidade de Produtos Farmacéuticos e Cosméticos da UFMG;
2. este estudo deve-se a necessidade de avaliagdo da eficacia do medicamento sinvastatina 20 mg,
sob a forma de comprimidos (disponiveis no SUS/Sistema Unico de Salde) e de capsulas
manipuladas em farmacias em relagéo a sinvastatina 20 mg, comprimidos referéncia (Zocor®);
3. serei acompanhado durante toda a pesquisa, e receberei o medicamento (comprimidos
referéncia, disponiveis no SUS ou capsulas) por dois meses;
4. devo visitar o médico cardiologista pelo menos trés vezes (inicio, meio e fim do tratamento); para
acompanhamento e avaliacdo do quadro clinico;
5. devo fornecer amostras de sangue (de 2,5 e 10 mL) pelo menos trés vezes durante a pesquisa, a
fim de acompanhar os niveis de colesterol; as amostras serdo coletadas (apés jejum de 12 h,
abstinéncia de bebidas alcodlicas nas 72h anteriores e abstinéncia de atividade fisica vigorosa
nas 24h anteriores a coleta) no Laboratério Piloto de Andlises Clinicas da Universidade Federal de
Ouro Preto LAPAC/UFOP, por profissional habilitado utilizando material descartavel e procedimentos
adequados para a protegao de qualquer risco;
6. a primeira coleta acontecera apds assinatura deste termo e sera agendada para uma sexta-feira,
tdo logo os resultados sejam disponibilizados, receberei o0 medicamento das maos do farmacéutico
para inicio do tratamento (desde que ndo tenha sido excluido). A segunda coleta ocorrera apés 30
dias e a terceira apés 60 dias do inicio do tratamento.
7. apenas os pesquisadores envolvidos terdo acesso as informagdes e a identificagdo dos
medicamentos de modo a salvaguardar a confidencialidade, o sigilo e a privacidade;
8. 0 médico cardiologista aferira a presséao arterial, fara a ausculta cardiaca e eletrocardiograma, e
solicitara exames laboratoriais além disso realizara anamnese que podera ser complementada pelo
farmacéutico;
9. devo comunicar a0 médico qualquer alteragdo em minha saude, a fim de ser avaliado e
orientado;
10. a sinvastatina pode ocasionar reacdes adversas em alguns pacientes, como dor abdominal,
prisdo de ventre, ma digestao, gases, enjéo, dor de cabega, erupgdes cuténeas, vertigem e em caso
de uso prolongado dor e fraqueza muscular;
11. posso ser desligado do estudo caso ndo adapte ao tratamento proposto, ou solicitar a equipe o
meu desligamento do estudo a qualquer momento, sem prejuizo do acompanhamento médico;
12. o tratamento adequado a minha necessidade sera garantido mediante acompanhamento por
médico cardiologista e demais profissionais de saude durante a pesquisa;
13. os riscos decorrentes dessa participagdo sao baixos e minimizados pela ado¢do de medidas
preventivas;
14. toda a informagdo obtida pode ser divulgada em eventos académicos, congressos e revistas
especializadas, desde que nao revelada minha identidade;
15. minha participagdo é totalmente voluntaria e ndo devera me trazer despesas adicionais, além
daquelas relacionadas a rotina do meu tratamento na Ouro Cordis e no LAPAC/UFOP;
16. terei direito a indenizacao devida diante de eventuais danos a saude decorrentes do estudo; ao
acesso as informagbes sobre procedimentos, riscos e beneficios relacionados a pesquisa, caso
queira informagbes mais detalhadas sobre a pesquisa ou os meus dados agora ou no futuro, poderei
entrar em contato com a coordenadora da pesquisa, Profa. Dra. Cristina D. Vianna Soares pelo
telefone (31) 3409-6959 ou com o Comité de Etica em Pesquisa COEP/UFMG pelo telefone (31)
3409-4592;

Declaro que fui convenientemente esclarecido pelo médico e pelo pesquisador, entendi o que
me foi explicado, concordo em participar do presente Protocolo de Pesquisa.

Paciente
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APENDICE C - Parecer do Cémite de Etica em Pesquisa da UFMG

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Parecer n%. ETIC 236/08

Interessado(a): Profa. Cristina Duarte Vianna Soares
Departamento de Produtos Farmacéuticos
Faculdade de Farmacia - UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 18 de junho de 2008, o projeto de pesquisa intitulado "Avaliagdo da
eficacia clinica entre sinvastatina 20 mg comprimidos disponiveis
no SUS e capsulas manipuladas em relagao aos comprimidos
Zocor®" bem como o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado aoc COEP um
ano apés o inicio do projeto.

Qb=

Profa. Maria Teresa Marques Amaral
Coordenadora do COEP-UFMG
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APENDICE D - Questionario-orientado

< UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
% FACULDADE DE FARMACIA

AVENIDA PRESIDENTE ANTONIO CARLOS, 6627 - PAMPULHA
" CEP 31270-901 — BELO HORIZONTE - MINAS GERAIS — BRASIL

QUESTIONARIO-ORIENTADO No. CODIGO MEDICAMENTO

1)DADOS PESSOAIS

Nome: Idade:
Estado  Civil: Identidade: CPF:
Peso: Altura: Etnia: CC: Gord. Corp.:

Endereco: CEP:
Cidade: Telefone: e-mail:

2)DADOS PROFISSIONAIS
Profissao:

Estabelecimento:

Endereco:
Telefone / fax: Inicio da atividade:
Salarioem minimos: ( )<1 ()1a2 ( )3a4 ()>4 ( )NT

3) DADOS SOCIAIS

GRAU DE ESCOLARIDADE

( ) FUNDAMENTAL ( ) ENSINO MEDIO ( ) SUPERIOR ( ) POS-GRADUACAO
( ) incompleto ( ) completo

POS-GRADUACAOQ lato-sensu ( ) stricto sensu ( ). Qual?
MORA EM RESIDENCIA ( ) préopria ( )alugada ( )de parentes ( ) publica ( ) outra, qual?

MORA ( )sozinho ( ) mulher e/ou filhos ( )pais ( )outro. Qual?
TEM FILHOS ( ) NAO ( ) SIM. Quantos? Qual idade dele(s)?
S&o seus dependentes financeiramente? ( ) SIM () NAO

Tem codnjuge? ( )NAO ( )SIM E seu dependente? ( )SIM ( )NAO
Qual a profissdo do seu cénjuge?
Qual o rendimento estimado dele(a)? Salario( )<1 ()1a2 ( )3a4 ()>4 ()NT
Existem outras pessoas que sejam suas dependentes financeiramente? ( ) NAO ( ) SIM
Quais?

PRATICA ESPORTE(S)? ( )NAO ( )SIM  Qual(is)?
Com que frequéncia? () 1x/semana () 2x/semana () 3 ou mais x/semana () esporadicamente

4) DADOS ALIMENTARES E HABITOS

Quantas refeigoes faz ao dia?
O que costuma comer e tomar no café da manha?

/continua
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AVENIDA PRESIDENTE ANTONIO CARLOS, 6627 - PAMPULHA
""" CEP 31270-901 — BELO HORIZONTE - MINAS GERAIS — BRASIL

O que costuma comer e tomar no almogo?

O que costuma comer e tomar no jantar?

Fuma? ( ) NAO ( )SIM.
Quantos cigarros fuma ao dia?

5) DADOS DE SAUDE
Apresenta doengas do tipo

Diabetes? ( )NAO ()SIM Hipo/Hipertireoidismo? ( ) NAO () SIM

Gota? ( ) NAO ( ) SIM Problema renal? () NAO () SIM. Qual?

Problema no figado? ( ) NAO ( )SIM Qual?

Outras problemas de satde? ( ) NAO ( )SIM

Faz uso continuo de algum medicamento? ( ) NAO ( ) SIM

Quais?

6) DADOS LABORATORIAIS

Acido urico mg/dL Creatinina mg/dL Ureia mg/dL
TSH U Albumina mg/dL PCRas mg/dL
Coleta | Glicose | TG CT HDL LDL VLDL ALT AST CK

(mg/dL) | (mg/dL) | (mg/dL) | (mg/dL) | (mg/dL)

(mg/dL)

(mg/dL) | (mg/dL) | (mg/dL)

13

23

3a

7) EFEITOS ADVERSOS

8) OBSERVAGOES
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APENDICE E - Guia de agendamento e orientagdes

Secretaria Municipal de Saude - Prefeitura de Ouro Preto
Laboratério Piloto de Analises Clinicas (LAPAC/EF/UFOP), Ouro Preto

Paciente: GUIA
Local da coleta: LAPAC Rua Costa Sena, 171, Centro
Data: I (sexta-feira) Horario: 7:00 as 8:00 horas

Procedimento pré-coleta:
1) Jejum de 12 horas (n&o alimentar apds as 7:00 horas da noite do dia I );
2) Nao ingerir bebida alcodlica nas 72 horas precedentes a coleta, ou seja, a partir das
7:00 horas do dia 1 ;
3) Nao realizar atividade fisica vigorosa nas 24 horas que antecedem a coleta, ou seja, a
partir das 7:00 horas da manha do dia [
Observagao: o cumprimento dos procedimentos acima é obrigatério para coleta.

ORIENTAGCOES QUANTO AO TRATAMENTO

- Mantenha seu medicamento em local seco, fresco, sem exposigao direta a luz e longe do
alcance de criangas.

- Tome uma capsula a noite com um copo de agua (200 mL) apds o jantar ou lanche, todos
os dias.

- Em caso de se esquecer de tomar o medicamento em um dia, tome no dia seguinte da
mesma forma.

- Nao tome duas unidades do medicamento no mesmo dia.

- EVITAR o consumo suco de uva.

- Se precisa tomar qualquer outro medicamento, comunicar a Flavia (9225-2288).

- Caso sinta algum sintoma diferente ou em caso de duvidas entre em contato com Flavia
(9225-2288) ou profa. Angélica (3559-1646). Caso nao consiga falar, deixe seu nome e
telefone com a secretaria do LAPAC que entraremos em contato (3559-1646).

Novembro 2011
D S T Q Q S S
1 2 3 4 5
6 7 8 9 10 11 12
13 14 15 16 17 18 19
20 21 22 23 24 25 26
27 28 29 30

25/11/2011 - Coleta de sangue no LAPAC/EF/UFOP 7-8 h.
30/11/2011 - Consulta com cardiologista na Clinica Ouro Cordis




