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RESUMO

As estatinas sdo farmacos utilizados no tratamento da hiperlipidemia. As mais utilizadas na
terapéutica sdo a sinvastatina e a lovastatina, que tem baixa solubilidade. A pravastatina
sodica é um sal soluvel e, também usada na terapéutica para redugao do colesterol. Neste
estudo desenvolveram-se e validaram-se dois métodos analiticos para determinacao dessas
estatinas. O método por cromatografia liquida de alta eficiéncia de fase reversa foi
desenvolvido utilizando coluna C-8, fase mével acetonitrila:acido fosférico 0,1% (65:35),
fluxo 1,0 ou 1,5 mL/min, temperatura 30 °C com deteccdo em A 238 nm. No método por
espectrofotometria derivada no ultravioleta utilizou-se a segunda ordem de diferenciagcdo em
A 247 nm em metanol. Ambos os métodos demonstraram seletividade, precisdo e exatidao
para determinacdo das estatinas. Uma formulacdo de sinvastatina comprimidos foi
preparada por meio de dispersdo sélida utilizando os polimeros PEG ou PVP. Os
comprimidos de dispersdes solidas de sinvastatina e PVP apresentaram heterogeneidade
nos ensaios de rotina para o controle de qualidade. Os comprimidos de dispersdes sélidas
de sinvastatina e PEG cumpriram com os testes de determinacéo de peso, uniformidade de
contetido, doseamento e dissolugdo de acordo com as especificacbes da Farmacopéia
Brasileira e USP32. Teste in vivo em camundongos com dieta hiperlipidémica foi realizados
utilizando sinvastatina sob diferentes formas: (a) sinvastatina, (b) dispersao sélida com PEG,
(c) comprimidos de dispersao sélida com PEG e (d) comprimidos Zocor®. Os resultados do
teste in vivo apresentaram elevada variabilidade quanto a reducéo do colesterol para todos

os grupos utilizados e ndo podem ser conclusivos.

Palavras-chave: estatinas hipolipémicas, colesterol, desenvolvimento analitico, dispersdes
solidas, caracterizacao, cromatografia liquida de alta eficiéncia, espectrofotometria derivada

no ultravioleta, controle de qualidade, dissolucéo, Zocor®.



ABSTRACT

The statins are hypolipemic drugs used in the control of hypercholesterolemia. Simvastatin
and lovastatin, low water soluble drugs and soluble sodium pravastatin are among the most
prescribed statins for the reduction of cholesterol. In this study two methods were developed
and validated for the determination of these statins. A reverse phase high performance liquid
chromatographic method was developed using a C-8 column, mobile phase composed of
acetonitrile: 0.1% phosphoric acid (65:35), 1.0 or 1.5 mL/min flow rate, column oven 30 °C
and UV detection 238 nm. A second order ultraviolet derivative spectrophotometric method
was developed at A 247 nm using methanol. Both methods demonstrated to be selective,
precise and accurate for the statins determination. A tablet simvastatin formulation was
developed by means of a solid dispersion using the polymers PEG or PVP. Simvastatin
tablets dispersions using PVP showed to be heterogeneous regarding the quality control
routine tests. Simvastatin tablets dispersions using PEG showed good results for the weight
determination, content uniformity and dissolution and met the requirements according to the
Brazilian Pharmacopeia and USP32 specifications. /In vivo tests using mice submitted to a
hyperlipemic diet were performed using simvastatin in different forms: (a) simvastatin, (b)
powder solid dispersions with PEG, (c) tablets solid dispersions with PEG, and (d) Zocor®
tablets. The in vivo results showed a great variability in the experiment regarding the

cholesterol reduction for all groups tested, hence, were not conclusive.

Keywords: hypolipemic statins, cholesterol, analytical development, solid dispersions,
characterization, high performance liquid chromatography, ultraviolet derivative

spectrophotometry, quality control, dissolution, Zocor®.
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1 INTRODUCAO

A hiperlipidemia ou hipercolesterolemia, elevagao da concentragao de lipidios no plasma, é
a manifestacao de um disturbio na sintese e na degradacao de lipoproteinas plasmaticas. A
hiperlipidemia é a principal causa de aterosclerose e patologias a ela associadas, tais como
doenca cardiaca coronariana, doenca cerebrovascular isquémica e doenca vascular
periférica (CARVALHO e CAMPO, 2007; ERTURK et al., 2003; MOGHADASIAN, 1999).
Estas doencas sao responsaveis pela maior parte da mortalidade e da morbidade entre
adultos. De acordo com estatisticas da Secretaria de Vigilancia em Salde do Ministério da
Saude, em 2004, as doencgas do aparelho circulatério foram a principal causa de ébito no
Brasil, correspondendo a 32,5% da mortalidade proporcional por causas definidas (BRASIL,
2006).

O colesterol possui papéis fisioldgicos essenciais no nosso organismo como, por exemplo,
participar na manutengao da integridade das membranas celulares e constituir um percussor
importante na sintese de hormoénios esterdides (NELSON e COX, 2005). Existe sob duas
formas principais, a lipoproteina de baixa densidade (LDL) e a lipoproteina de alta
densidade colesterol (HDL). Entretanto, concentragcdes plasmaticas elevadas de LDL (= 160
mg/dL) e/ou triglicérides (= 200 mg/dL) e concentragbes baixas de HDL (< 40 mg/dL) estéo
associadas a distlrbios e condigbes patolégicas como a hiperlipidemia e a aterosclerose
(GOODMAN e GILMAN, 2003).

De acordo com levantamento realizado em 2006 pela American Heart Association (2009),
45,1% da populagdo americana apresentavam valores de colesterol total (CT) iguais ou
superiores a 200 mg/dL (limite aceitavel) e 15,7% apresentavam valores de CT iguais ou
superiores a 240 mg/dL, concentracdo considerada elevada. Em 2005, nos EUA foram
relatados 864.480 ébitos devido as doengas cardiovasculares e 445.687 devido a doenca
cardiaca coronariana (DCC), representando 35,3% e 18,2% do total de ébitos registrados

nesse ano, respectivamente.

Esses dados revelam a importancia da identificacdo e do controle dos fatores de risco para
DCC. Os principais fatores de risco sdo LDL colesterol elevado, HDL colesterol reduzido,
fumo, hipertensao, diabetes, obesidade, idade avangada e histéria familiar de eventos de
DCC prematuros (PARODI, 2009; WOQD et al., 1998).

O tratamento de pacientes com distlirbios lipidicos depende do nivel de colesterol e
triglicérides plasmaticos, da presenca ou ndo de DCC estabelecida, na gravidade dos
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fatores de riscos quando presentes e na avaliagdo baseada nos niveis de risco de
Framinghan, uma escala quantitativa em que objetiva-se prever a probabilidade de um
paciente, sem histéria prévia de DCC ou outra doenga aterosclerética, desenvolvé-la em 10
anos (NCEP, 2001, WOOQOD et al., 1998).

Para todos os casos de pacientes hiperlipidémicos, recomendam-se mudancas no estilo de
vida, como dieta hipolipémica, exercicio fisico, controle de peso e controle da pressao
arterial. Entretanto, quando a mudancga no estilo de vida ndo é suficiente e quando ha mais
fatores de risco associados torna-se necessaria a terapia medicamentosa (NCEP, 2001,
WOOD et al., 1998).

O reconhecimento da hipercolesterolemia como um dos principais fatores de risco para
doengas cardiovasculares levou ao desenvolvimento de farmacos que reduzem os niveis de
colesterol. O principal grupo de agentes hipolipidémicos sao os derivados do acido fibrico,
derivados do acido nicotinico, resinas biliares, inibidores da absor¢do do colesterol biliar e
dietético (ezetimibe) e as estatinas. As estatinas sao os agentes mais bem tolerados e mais
efetivos para o tratamento da dislipedemia (GOODMAN e GILMAN, 2003; NCEP, 2001;
STUDER et al., 2005).

As estatinas sao inibidores competitivos da 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A (HMG-CoA)
redutase, que cataliza uma etapa mais precoce e limitante da biossintese do colesterol. Os
cinco agentes hipolipémicos mais importantes, clinicamente, dentro desse grupo sdo a
atorvastatina, a fluvastatina, a lovastatina, a pravastatina e a sinvastatina (CARVALHO e
CAMPO, 2007).

Por serem medicamentos de uso continuo e de grande importancia para a saude publica,
duas estatinas, a sinvastatina e a atorvastatina, estdo presentes na Relagdo Nacional de
Medicamentos Essenciais (RENAME, 2002) estabelecida pela politica nacional de
medicamentos do governo brasileiro. A diretriz estabelecida na politica nacional de
medicamentos relativa a adocdo de medicamentos constantes na RENAME se baseia nas
prioridades nacionais de saude, bem como na seguranca, na eficacia terapéutica
comprovada, na qualidade e na disponibilidade dos produtos considerados essenciais
(BRASIL, 2006; RENAME, 2002).

Existem muitas especialidades farmacéuticas a base de estatinas no mercado e, apesar de
existirem métodos farmacopéicos em compéndios estrangeiros, ndo ha métodos descritos

para tal grupo de farmacos na Farmacopéia Brasileira quarta edicdo (FARMACOPEIA,
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2005). Os métodos de doseamento descritos nas monografias das estatinas sao por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e, diferentes para cada uma delas. Assim, é
essencial o desenvolvimento de métodos de doseamento alternativos, acessiveis,
econbmicos, simples e rapidos para as estatinas a fim de obter uniformidade na avaliacao
de matérias-primas e produtos acabados desse grupo de farmacos.

Como as estatinas sdo a classe de farmacos mais usados para o tratamento da
hipercolesterolemia, é necessario, além do desenvolvimento de métodos alternativos
simples para determinagdo quantitativa desses farmacos; a continua pesquisa no
desenvolvimento de formulagcdes melhoradas para garantir a disponibilidade e eficacia do

farmaco.

A sinvastatina, a segunda estatina mais potente e a mais prescrita no Brasil, € um farmaco
de baixa solubilidade aquosa e de alta permeabilidade de acordo com o sistema de
classificagdo biofarmacéutica (SCB). A sua solubilizacao in vivo é um fator limitante para a
sua absorcao e para o aparecimento do efeito farmacolégico (BUDAVARI, 2006; GRAESER
et al., 2008). Dessa forma, é de grande importancia o desenvolvimento de formulacdes que

aumentem sua solubilidade e melhorem sua biodisponibilidade.

Existem varios recursos técnicos que podem ser utilizados na tentativa de melhorar a
solubilidade e, portanto, aumentar a biodisponibilidade de farmacos de baixa solubilidade
aquosa como a sinvastatina. Esses recursos incluem a micronizagdo, o preparo de
dispersodes sélidas, a complexagdo com ciclodextrinas, a conversao de farmacos do estado
cristalino para o estado amorfo, a incorporacéo de surfactantes, a inclusdao em lipossomas, a
formacdo de sais sollveis e a utilizacdo de excipientes que ajudam na solubilizagdo e
liberagdo do farmaco (FORD, 1986; LEUNER e DRESSMAN, 2000, KALASZ e ANTAL,
2006; BREWSTER e LOFTSSON, 2007; CARRIER et al., 2007; GRAESER et al., 2008;
PATEL e PATEL, 2008; CHEN et al., 2009).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Caracteristicas fisico-quimicas e propriedades farmacolégicas das

estatinas

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

quimicas das estatinas sao apresentadas na Figura 1.

Dentre os farmacos citados, a sinvastatina e a atorvastatina estao entre as estatinas mais
potentes, sendo recomendadas pela Heart Association and the American College of
Cardiology como a terapia de primeira escolha para reduzir os niveis de colesterol
plasmaticos. Em estudos realizados para comparar os efeitos das estatinas na redugao do
colesterol plasmatico demonstrou-se que a dose de 20 mg de sinvastatina equivale a dose
de 10 mg de atorvastatina. A atorvastatina é a estatina mais potente, seguindo a
sinvastatina, a lovastatina e a pravastatina com poténcias semelhantes e a fluvastatina com
menor poténcia (JONES et al., 1998; GOODMAN e GILMAN, 2003).

A atorvastatina na forma de sal de sédio tem peso molecular 1192,4 g/mol, pKa 4,46, com
solubilidade em agua (30 °C) de 20,4 mg/mL em pH 2,1 e, de 1,23 g/L em pH 6,0. Na forma
de sal de célcio apresenta absorgdo maxima na regiao do ultravioleta (UVns, acetonitrila ou
metanol) em A 248 nm. A atorvastatina como lactona possui ponto de fusdo na faixa de

159,2-160,7 °C, poder rotatério especifico, 1}’ |, igual a +26,05" (1% em cloroférmio) e
solubilidade de 1,34 + 0,53 mg/L em pH 2,3 a 7,7 (30 °C) (AKTAS et al., 2003; BUDAVARI,
2006; MARTINDALE, 1999).

A fluvastatina sédica é um pd amarelo-acastanhado, higroscépico com ponto de fusao na
faixa de 194 a 197 °C, solivel em agua, em etanol e em metanol. Possui pKa 4,6 e
coeficiente de particdo (octanol:agua), log P, igual a 4,85. Apresenta maximos de absorcao
na regido do ultravioleta (UVnax, SoOlugdo aquosa acida) em A 235 e 305 nm (BUDAVARI,
2006; MOFFAT et al., 2004).
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Figura 1 - Estruturas quimicas da lovastatina, sinvastatina, pravastatina sédica, fluvastatina sédica e
atorvastatina calcica.

A lovastatina € um p6 branco cristalino com ponto de fusao de 174,5 °C, insolivel em agua
(0,4x10° g/L), soltvel em acetona, acetonitrila, metanol (28 g/L), etanol (16 g/L) e

isopropanol (20 g/L). Essa estatina possui poder rotatoério, Iaff” I, igual a +3232 (0,5% em

acetonitrila), coeficiente de particao (octanol:agua), log P, igual a 4,26 na forma de lactona e
maximos de absorcao na regido do ultravioleta (UV s, acetonitrila) em A 231, 238 e 247 nm
(BUDAVARI, 2006; MOFFAT et al., 2004).

A pravastatina, na forma de sal de sédio, € um pé cristalino, higroscépico e apresenta
coloragdo branco-amarelada. E facilmente solivel em agua e em metanol e praticamente
insolivel em acetona, acetonitrila e cloroférmio. Possui coeficiente de particao

(octanol:agua), log P, igual a -0,23. Na sua forma de lactona possui poder rotatério, Iaff I,

igual a +194° (0,51% em metanol), ponto de fusdo na faixa de 138 a 142 °C e maximos de
absorcao na regiao do ultravioleta (UVax, metanol) em A 230, 237, e 245 nm (EUROPEAN,
2008; MARTINDALE, 1999; MOFFAT et al., 2004).
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A sinvastatina é um pé branco com ponto de fusido na faixa de 135 a 138 °C, insoluvel em
agua (0,03 g/L) e acido cloridrico 0,1 M (0,06 g/L) e soltvel em cloroférmio (610 g/L),
metanol (200 g/L), etanol (160 g/L), polietilenoglicol (70 g/L) e hidréxido de so6dio 0,1 M (70

g/L). Possui poder rotatério, |y |, igual a + 292 (0,51% em acetonitrila), coeficiente de

particéo (octanol/agua), log P, igual a 4,68 e maximos de absorgao na regido do ultravioleta
(UVnax, acetonitrila) em A 231, 238 e 247 nm (BUDAVARI, 2006; MOFFAT et al., 2004).

As estatinas abaixam o LDL colesterol em 25-45%, dependendo da dose e da estatina
empregada. As doses recomendadas de cada estatina sdo: 10-80 mg/dia de atorvastatina,
20-40 mg/dia de pravastatina e 20-80 mg/dia de fluvastatina, lovastatina e sinvastatina
(CARVALHO e CAMPO, 2007; NCEP, 2001). Pacientes hipertrigliceridémicos que utilizam
as doses mais altas (80 mg/dia) de sinvastatina ou atorvastatina apresentam uma reducao
de 35-45% do LDL colesterol e uma reducdo semelhante nos niveis de trigliceridios em
jejum (GOODMAN e GILMAN, 2003).

Esse grupo de farmacos sao inibidores competitivos muito potentes da 3-hidroxi-3-
metilglutaril coenzima A (HMG-CoA) redutase que sintetiza o acido mevaldnico, um
importante precurssor na sintese de colesterol, por meio de redugdo do substrato HMG-
CoA. A afinidade das estatinas pela enzima esta na faixa nanomolar, enquanto que a
afinidade do substrato natural, o HMG-CoA, esta na faixa micromolar, ou seja, 3 ordens de
magnitude menor. A sintese de colesterol, simplificada, a partir do acido mevalénico, esta
representada na Figura 2 (CARVALHO e CAMPO, 2007; MOGHADASIAN, 1999).

Varios estudos relatam beneficios clinicos associados a terapia com as estatinas que sao
independentes da reducdo de colesterol, sdo os chamados efeitos pleiotropicos. Esses
efeitos incluem promocao de sintese de éxido nitrico endotelial, reducdo na producdo de
espécies reativas de oxigénio, estabilizacdo das placas ateroscleréticas, reducdo no
crescimento de células musculares lisas que ocorre no processo aterosclerético, efeitos
relacionados com atividade antiinflamatéria como reducdo na liberacdo de citocinas
inflamatorias, reducdo na adesdo leucocitaria, e reducado na proliferacdo de macréfagos.
Todas essas agdes sdo importantes na atenuacdo do processo de aterosclerose via
limitagdo da lesao e disfungdo endotelial (MARON et al., 2000; TERASAKA et al., 2008;
SPARROW et al., 2001; CHOUDHURY et al., 2004; MOLCANYIOVA et al., 2006, CHOPRA
et al., 2007).



22

0 :
COOH
,Jm s etapas HO
CHgy SCoA o
I neetil-CioA
SCoh

HMG-Cob
HMWG-CodA-
reditacs
H
o 0
Il 1] 2 COOH
m_?.ﬂ_?.ﬂH M
OH OH OH
Proisiitio dicido mevaldnico
dz isopentenila
lm&u@u
g o
0-P-0-P-OH
OoH OH |
duns ciapas |
Esguabso
Firofesfato de famesiln
lmmrmms

Figura 2 - Representagao simplificada da biossintese de colesterol a partir de acido mevalénico.

A lovastatina e a sinvastatina sdo administradas na forma inativa, lactona, e no figado sao
hidrolisadas para a forma ativa, o a-hidroxiacido correspondente. As demais estatinas sao
administradas na forma ativa. A lipofilicidade dos pré-farmacos, lovastatina e sinvastatina,
confere aos mesmos maior seletividade pelo figado, o maior sitio de sintese de colesterol,
em comparagcdo com as demais estatinas administradas na forma ativa (MOGHADASIAN,
1999).
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Esses farmacos estdo sujeitos a extenso metabolismo de primeira passagem pelo figado.
Mais de 95% das estatinas (formas lactonas e ativas) estdo ligadas as proteinas
plasmaticas, com excecdo da pravastatina que apresenta taxa de ligagdo mais baixa, cerca
de 50%. Sao excretadas nas fezes por meio da bile e uma pequena proporcédo é excretada
na urina (ERTURK et al., 2003; GOODMAN e GILMAN, 2003).

Cerca de 30% de lovastatina, 34% de pravastatina sodica e 85% da sinvastatina sao
absorvidas, sendo que a atorvastatina célcica e a fluvastatina sodica sdo quase
completamente absorvidas. Devido ao extenso metabolismo de primeira passagem, as
estatinas possuem valores baixos de biodisponibilidade sendo 40,7% para a atorvastatina
célcica, 25% para a fluvastatina sédica, até 5% para lovastatina, de 10 a 26% para a
pravastatina sédica e até 5% para a sinvastatina (MOFFAT et al., 2004; MOGHADASIAN,
1999).

Os principais efeitos adversos devido ao uso das estatinas sdo elevagido na transaminase
hepética, miopatia, catarata, distirbios gastrintestinais, tonteira e visdo embagada
(MARTINDALE, 1999; NCEP, 2001). Dentre eles, o de maior significAncia, € a miopatia
associada com a elevacdo de creatinocinase sendo caracterizada por mialgia intensa e
fadiga. Nao ha diferengas significativas no potencial de causar efeitos adversos entre as
estatinas. Sao contra-indicadas, principalmente, na presenca de doencas hepaticas
(MARON et al., 2000; PASTERNAK et al., 2002).

Devido ao aumento do risco de causar miopatia, as estatinas ndo sido usadas em
associacao com outras estatinas (MARTINDALE, 1999; PASTERNAK et al., 2002), mas sao
usadas em associacdo com inibidores da absorcdo do colesterol (ezetimibe) ou outras
classes de farmacos como anti-hipertensivos (valsartana) e antitromboticos (acido
acetilsalicilico).

2.2 Métodos quantitativos para determinacao de estatinas

Apesar da similaridade estrutural das estatinas (Figura 1), ha diferentes métodos analiticos
descritos na literatura para determinacdo quantitativa desse grupo de farmacos, entretanto
sao diferentes e desenvolvidos individualmente para cada substancia, com base em suas
propriedades fisico-quimicas como solubilidade, pKa e coeficiente de particao octanol/agua.
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Sao varios os métodos de doseamento por CLAE descritos para as estatinas e que utilizam
deteccao por espectrofotometria na regidao do UV, por fluorescéncia, por espectrometria de
massas e outros recursos (ERTURK et al., 2003; ARAYNE et al., 2007; NIROGI et al., 2007;
BASAVAIAH e DEVI, 2008). Para a sinvastatina, ha descricdo de método por meio de
espectrofotometria derivada na regidao do UV (EDU). Esse método mostrou-se mais viavel
financeiramente e mais rapido em comparagdo com métodos de quantificagdo por meio da
CLAE (GOMES et al., 2009; WANG e ASGHARNEJAD, 2000).

As estatinas lovastatina, pravastatina e sinvastatina possuem monografias em alguns
compéndios estrangeiros, por exemplo as Farmacopéia Americana, Britanica e Européia,
com diferentes doseamentos por CLAE utilizando detecgéo na regido do UV em A 238 nm.
As colunas cromatograficas recomendadas sao de octilsilano (Cg) ou octadecilsilano (Cig) €
fase movel variavel. Para a pravastatina sodica também ha monografia na Farmacopéia
Japonesa (JPXV) (JAPANESE, 2006; BRITISH, 2007; EUROPEAN, 2008; EUROPEAN,
2009; THE UNITED, 2008).

Nos métodos de doseamento descritos para lovastatina matéria-prima nas Farmacopéias
Americana (USP31), Britnica (BP2007) e Européia (EP2008) utilizam-se condigbes
semelhantes, como fase mdvel constituida por solugdo de acido fosférico 0,1% V/V e
acetonitrila (ACN) (35:65) como fase movel, fluxo 1,5 mL/min, coluna Cg. A principal
diferenga é que no método da USP31 utiliza-se eluigdo isocratica e nos métodos da BP2007
e EP2008 emprega-se eluicdo em gradiente com tempo de analise de 20 minutos (BRITISH,
2007; EUROPEAN, 2008; THE UNITED, 2008).

Para a pravastatina sodica matéria-prima, as condicdes cromatograficas descritas para o
doseamento na BP2007, EP2008 e na JPXV sao: fase mével constituida de acido acético
glacial, trietilamina, metanol e agua (1:1:450:550 V/V/V/V), elui¢ao isocratica, 1,3 mL/min de
fluxo e coluna Cis. Entretanto, na USP31 a fase mdvel, em gradiente, é constituida por
proporcoes variaveis de solucao de acido fosférico 0,08 M pH 5,0 € ACN, fluxo 1,0 mL/min e
eluicio em 20 minutos (JAPANESE, 2006; BRITISH, 2007; EUROPEAN, 2008; THE
UNITED, 2008).

Os métodos de doseamento descritos para sinvastatina matéria-prima na USP31, BP2007 e
EP2008 utilizam coluna C,g, proporgdes variaveis de uma mistura de solucdo de &acido
fosférico 0,1% V/V e ACN (50:50) e solucao de acido fosférico 0,1% V/V em ACN como fase
movel, 1,5 mL/min (USP31),1,3 mL/min (EP2008) e 3,0 mL/min de fluxo (EP2009) e eluicdo
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em gradiente por 13 minutos (BRITISH, 2007; EUROPEAN, 2008; EUROPEAN, 2009; THE
UNITED, 2008).

Percebe-se que ha variagdo nos métodos € na Farmacopéia Brasileira quarta edicao, nao
ha métodos descritos para tal grupo de farmacos (FARMACOPEIA, 2005). Assim, é
importante o desenvolvimento de métodos mais uniformes e até alternativos para o
doseamento para as estatinas como, por exemplo, a espectrofotometria na regido
ultravioleta (UV) e suas variacdes (derivada), de modo a proporcionar procedimentos mais
viaveis financeiramente, mais simples e rapidos de serem realizados.

Gomes e colaboradores (2009) desenvolveram método por EDU para determinagdo de
sinvastatina em comprimidos. As medidas foram realizadas em A 255 nm, em segunda
derivada e utilizando-se mistura de metanol e agua como solvente. Apesar da menor
interferéncia em comparagdo com as medidas no modo convencional, zero ordem, a
sinvastatina apresenta baixa absor¢cdo no comprimento de onda A 255 nm, originando um
pico satélite que pode comprometer a precisao e a reprodutibilidade do método.

Em outro estudo conduzido por Wang e Asgharnejad (2000) foi desenvolvido um método por
EDU para a determinacédo de sinvastatina dissolvida, em tampao fosfato de s6dio pH 6,8, a
partir de comprimidos. As medidas foram realizadas em A 243 nm, também em segunda
derivada. Wang e Asgharnejad (2000) investigaram apenas a interferéncia do acido
ascorbico presente nas formulagdes.

Devido ao grande nimero de industrias farmacéuticas que produzem medicamentos a base
de estatinas, & necessario desenvolver métodos alternativos padronizados, seletivos,
simples e rapidos para uma avaliagdo mais uniforme dessas substéncias e que sejam

compativeis com a realidade da rotina industrial.

2.3 Sistema de classificacao biofarmacéutica e dissolucao

No SCB relacionam-se os farmacos em quatro classes, de acordo com a solubilidade
aquosa e com a permeabilidade intestinal. Os quatro casos possiveis sao: alta solubilidade e
alta permeabilidade (classe |), baixa solubilidade e alta permeabilidade (classe Il), alta
solubilidade e baixa permeabilidade (classe Ill) e farmacos que apresentam baixa
solubilidade e baixa permeabilidade (classe 1V) (U.S. FOOD, 1997; KASIM et al., 2003; YU
et al.,, 2002).
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Um farmaco é classificado como altamente sollvel se sua dose mais alta é sollvel em 250
mL, ou menos, de meio aquoso com pH na faixa de 1,0 a 7,5 ou se a razdo: dose mais
alta/250 mL/solubilidade em agua é inferior ou igual a 1. A classificagcdo da permeabilidade é
baseada em dados experimentais de absorcdo intestinal humana, em estudos de
transferéncia de massa através da membrana intestinal ou, ainda, na correlacdo do
coeficiente de particdo (P) n-octanol/agua do farmaco na forma néo ionizada e a medida da
sua permeabilidade jejunal (KASIM et al., 2003; YU et al., 2002).

Uma substancia é considerada altamente permeavel quando a extensdo de absorgéao
intestinal é igual ou maior do que 90%. Entretanto, Yu e colaboradores (2002) sugerem que
esse critério é inadequado, pois a fragcdo de dose absorvida determinada experimentalmente
para a maioria dos farmacos consideradas completamente ou bem absorvidas nao atinge
90%. Assim, o0s autores sugerem um novo critério, 85%. Qutro critério para classificar a
permeabilidade é o valor de log P (n-octanol/agua), sendo que uma substancia é
considerada altamente permeavel se log P é maior do que 1,72 (KASIM et al., 2003).

A sinvastatina é um p6 branco, cristalino, ndo higroscoépico e insolivel em agua (0,03
mg/mL), seu coeficiente de particdo entre octanol e tampao acetato pH 7,2 é maior do que
1995 e o seu valor de log P (n-octanol/agua) é igual a 4,68 (MOFFAT et al., 2004; AMBIKE
et al., 2005; PATEL e PATEL, 2008). Devido a essas propriedades fisico-quimicas, a
sinvastatina faz parte da classe Il do SCB, ou seja, é uma substancia de baixa solubilidade e
alta permeabilidade (GRAESER et al., 2008).

E bem estabelecido que para farmacos com baixa solubilidade e alta permeabilidade a sua
liberagao e dissolugédo in vivo a partir de uma forma farmacéutica de dosagem oral é uma
etapa critica e limitante para sua absorcao, distribuicdo e, portanto, para o aparecimento do
efeito farmacoldgico. Assim, pelo aumento da velocidade de dissolugdo desses farmacos é
possivel aumentar sua biodisponibilidade e eficacia terapéutica (AMBIKE et al., 2005;
LEUNER e DRESSMAN, 2000; PATEL e PATEL, 2008; VASCONCELOS et al., 2007).

A dissolucdo é, entre outros fatores, controlada pela area superficial que o farmaco
apresenta, pelo grau de cristalizagdo, pelo grau de hidratagdo e por sua solubilidade em
agua. Sabe-se que a reducdo do tamanho de particula resulta num aumento na velocidade
de dissolugdo, assim como farmacos na forma amorfa apresentam maior energia livre e
maior solubilidade do que na sua forma cristalina. Farmacos anidros sao, em geral, mais
sollveis e, portanto, apresentam maior velocidade de dissolugdo. Excipientes também
podem ser usados para aumentar a dissolugdo, promovendo a solubilizacdo do farmaco
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como no caso de excipientes hidrofilicos ou reduzindo a tensao superficial, no caso de
surfactantes. Outra alternativa para o aumento na velocidade de dissolugdo de um farmaco
é o preparo de dispersdes solidas (ANSEL, 2000; FORD, 1986; KALASZ E ANTAL, 2006).

2.4 Dispersoes solidas

O desenvolvimento de dispersbes soélidas (DS) é uma das estratégias mais promissoras
para o aumento da biodisponibilidade oral de farmacos pouco solUveis em agua devido a
sua facil producdo e alta aplicabilidade. Podem ser definidas como dispersdo de um
principio ativo em um carreador inerte ou matriz em estado sélido, formando uma mistura
eutética, com pequenos cristais de principio ativo imersos nesses carreadores e cuja
liberacdo dependera da solubilizagdo da matriz. Nessas preparacdes o farmaco pode estar
parcialmente disperso a nivel molecular. As DS podem ser preparadas por processo de
fusdo, evaporacao de solvente ou processo misto (FORD, 1986; LEUNER e DRESSMAN,
2000; VASCONCELOS et al., 2007).

Os carreadores preferencialmente utilizados sao polimeros como polivinilpirrolidona (PVP),
polietilenoglicol (PEG) e derivados da celulose, por possibilitarem a formagao de dispersdes
sOlidas amorfas ou reduzirem o tamanho de particula, em ambos os casos, a energia
necessaria para dissolucao é menor (FORD, 1986; VASCONCELOS et al., 2007).

DS preparadas com PVP podem alterar ou inibir a cristalizacdo de farmacos nas DS
resultando em formas amorfas, as quais sdo menos estaveis termodinamicamente e liberam
o farmaco mais rapidamente. A inibicdo da cristalizagdo pode ser atribuida as ligagbes de
hidrogénio entre o polimero e o farmaco e a incorporacédo de moléculas do farmaco dentro
da matriz polimérica durante o preparo da DS (FORD, 1986; MATSUMOTO e ZOGRAFI,
1999; MOOTER et al., 2001).

As principais vantagens e possiveis caracteristicas da dispersdo sélida que explicam o
aumento da biodisponibilidade sdo o tamanho de particula reduzido e aumento da area de
superficie, 0 aumento da umectabilidade devido a presenga de carreadores hidrofilicos, a
alta porosidade das particulas, as interagbes carreador-farmaco, a redugao ou auséncia de
aglomeracao e agregacdo e a possivel presenga do farmaco na forma amorfa (PATEL e
PATEL, 2008; VASCONCELOS et al., 2007).
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Ha relatos, na literatura, de produgédo de DS de sinvastatina com PVP K30 preparadas pelo
método de evaporagdo de solvente e com PEG4000 preparadas pelo método de
evaporacao ou fusdo. As DS aumentaram a solubilidade da sinvastatina em solugéo aquosa
em até 11,3 vezes em relagdo ao farmaco apenas. Entretanto, as proporgdes de polimero
utilizadas foram muito altas (90,9%) e dessa forma, o desenvolvimento de comprimidos e
capsulas com essas proporgoes é dificultado, principalmente no caso de medicamentos com
doses mais altas de sinvastatina (40 mg e 80 mg). Nesse estudo, ndo relata-se a
possibilidade de degradacdo da sinvastatina que venha a ocorrer durante o preparo das DS
(AMBIKE et al., 2005; PATEL e PATEL, 2008).
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3 OBJETIVOS

3.1 Gerais

e Propor métodos alternativos para quantificagdo de lovastatina, pravastatina sédica e
sinvastatina em matérias-primas e em produtos acabados;

e propor formulagdes melhoradas para sinvastatina.

3.2 Especificos

o Desenvolver métodos alternativos por CLAE e EDU para doseamento de lovastatina,
pravastatina sodica e sinvastatina em matérias-primas e produtos acabados;

. elaborar propostas de monografias de sinvastatina matéria-prima e comprimidos para
serem incluidas em edigcao futura da Farmacopéia Brasileira.

. preparar DS de sinvastatina com diferentes tipos de polimeros e diferentes proporgdes
dos mesmos;

. desenvolver estudos de solubilidade das DS de sinvastatina para a selecdo da
dispersdo mais efetiva;

. desenvolvimento farmacotécnico de comprimidos com DS para a realizacdo de
estudos de perfil de dissolucdo e comparacdo com o medicamento referéncia;

o propor condigbes para a realizacdo de testes de dissolugdo para os comprimidos
formulados com DS;

. avaliar a eficacia da reducao de colesterol da DS selecionada por meio da avaliagao

em camundongos.
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4 DESENVOLVIMENTO E VALIDAGAO DE METODOS ANALITICOS PARA
QUANTIFICACAO DE LOVASTATINA, PRAVASTATINA SODICA E

SINVASTATINA

4.1 Material

4.1.1 Substancias quimicas de referéncia e amostras

¢ Sinvastatina matéria-prima doada por Laboratério Globo Ltda. (Sdo José da Lapa, MG),
lote 2113002/2007, teor 99,2% declarado pelo fabricante Biocon Limited (Bangalore, india),
sinvastatina matéria-prima doada por Cifarma Cientifica Farmacéutica Ltda. (Santa Luzia,
MG), lote IF 880902, teor 98,9% declarado pelo fabricante Valdequimica Produtos
Farmacéuticos Ltda. (Sao Paulo, SP) e sinvastatina padrao de trabalho doado por Medley
S/A Industria Farmacéutica (Campinas, SP), lote 0080/00348, teor 99,1%, fabricante Biocon
Limited (Bangalore, india);

¢ |ovastatina matéria-prima, lote 07061205A, teor 99,9% declarado pelo fabricante Pharma
Nostra Comercial Ltda. (Rio de Janeiro, RJ) e lovastatina padrdao de trabalho lote
0703064709, teor 100,8 % declarado pelo fabricante Galena Quimica e Farmacéutica Ltda.
(Campinas, SP), doados pela Farmacia Universitéria da Faculdade de Farméacia da UFMG
(Belo Horizonte, MG);

e pravastatina sédica matéria-prima, lote 06081546A01, teor 99,76% declarado pelo
fabricante Pharma Nostra Comercial Ltda. (Rio de Janeiro, RJ) e pravastatina sddica padrao
de trabalho, lote IF070102, teor 98,8% declarado pelo fabricante Deg Importacdo de
Produtos Quimicos Ltda. (Sao Paulo, SP), doados pela Farmacia Universitaria da Faculdade
de Farmacia da UFMG (Belo Horizonte, MG).

4.1.2 Material e Reagentes

e Agua destilada e agua ultrapurificada (Milli-Q Millipore, Milford, MA, EUA);

e coluna cromatografica de fase reversa LiChrospher 100 RP-Cge de 250 mm de
comprimento e 4 mm de di@metro, empacotada com silica quimicamente ligada a grupo
octilsilano (Cg) e tamanho de particula 5 um (Merck, Darmstadt, Alemanha);

e dispositivos filtrantes de celulose 15 mm, 0,45 pum (Minisart, Sartorius, Goettingen,
Alemanha);
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e excipientes acido ascérbico (Sigma-Aldrich, EUA), &cido citrico (Henrifarma, Sao Paulo,
SP), celulose microcristalina Microcel® MC102 (Blanver, Tabodo da Serra, SP), diéxido de
silicio coloidal Aerosil® (Emelffar, Sado Bernardo do Campo, SP), estearato de magnésio
(Ipiranga Quimica, Santos, SP), glicolato de amido so6dico (Henrifarma, Sao Paulo, SP),
hidréxitolueno butil (BHT) (Indukern do Brasil Quimica Ltda., Osasco, SP), lactose Tabletose
100 (lpiranga Quimica, Santos, SP), lauril sulfato de sbédio (Pharmacopéia - Attivos
Magistrais, Barueri, SP), polietilenoglicol 4000 e 6000 (Labsynth, Diadema, SP),
polivinilpirrolidona K15 (Sigma-Aldrich, EUA) e talco (Proquimios, Bangu, RS);

e membrana de celulose com didmetro de 47 mm e poros de 0,45 um (Sartorius,
Goettingen, Alemanha);

e solventes e reagentes grau analitico ou cromatografico: acetonitrila (J. T. Baker,
Philipsburg, MT, EUA), acido cloridrico 1 M, acido fosférico (Merck, Darmstadt, Alemanha),
hidroxido de sédio 1 M, metanol (Tedia Company, Fairfield, Lowa, EUA), peroxido de
hidrogénio 30% V/V (Labsynth, Diadema, SP).

4.1.3 Equipamentos

e Aparelho de ultra-som MaxiClean 1400 (Unique®, Indaiatuba, SP);

e balanga analitica BP210D (Sartorius, Goettingen, Alemanha) com precisdo de 0,01 mg;

e banho-maria 120/2 (Fanem®, Sao Paulo, SP);

e centrifuga Jouan B4i (Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA);

e cromatégrafo a liquido de alta eficiéncia HP1100 equipado com desgaseificador, bomba
quaternéria, forno, injetor automatico e detector de arranjo de diodos (DAD) (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, EUA);

e espectrofotdmetro infravermelho Perkin Elmer precisely Spectrum One B (Perkin Elmer,
Waltham, MA, EUA);

e espectrofotdbmetro ultravioleta-visivel (UV-Vis) HP 8453 com programa automatico de
derivacao interno Agilent (HP, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA);

e espectrofotbmetro UV-Vis UV 1800 com programa UV Probe versdo 2.33 (Shimadzu,
Tokyo, Japao);

e estufa 306/1 (Fanem®, Sao Paulo, SP);

e estufa a vacuo 091 (Fanem®, Sao Paulo, SP);

¢ |ampada UV ENF-240C com cabine CM-10 (Spectroline, Nova York, NY, EUA);

e medidor de ponto de fusdo PF62 (Mettler Toledo, Columbus, OH, EUA);

e polarimetro ADP 220 (Bellingham Stanley, Atlanta, GA, EUA).
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4.2 Métodos

4.2.1 Identificacao de matéria-prima

A identificacdo das matérias-primas lovastatina, pravastatina sodica e padrao de trabalho de
sinvastatina foi realizada por determinagcdo de temperatura de fusdo, de poder rotatério
especifico, |ap®|, por espectrofotometria de absor¢do nas regides do infravermelho e do
ultravioleta.

4.2.1.1 Temperatura de fusdo

A temperatura de fusdo das matérias-primas de lovastatina e de sinvastatina foi
determinada, em triplicata, pelo método do capilar.

4.2.1.2 Poder rotatorio especifico

As matérias-primas lovastatina, pravastatina sédica e sinvastatina foram previamente
dessecadas a 60 °C em estufa a vacuo por trés horas. O poder rotatorio especifico foi
determinado em ftriplicata, na concentracdo 5 mg/mL em ACN para lovastatina e sinvastatina
e 5 mg/mL em agua para pravastatina, conforme descrito nas respectivas monografias das
matérias-primas da USP31. Utilizou-se um tubo de 1 dm de comprimento para medida (THE
UNITED, 2008).

4.2.1.3 Espectrofotometria de absorcao na reqiao do infravermelho

Foram tracados os espectros no infravermelho das matérias-primas lovastatina, pravastatina

sédica e sinvastatina, na faixa 3600 a 650 cm™, por meio do modo reflectancia atenuada.

4.2.1.4 Espectrofotometria de absorcao na regiao do ultravioleta

Prepararam-se solugbes de lovastatina e sinvastatina em ACN na concentracao 8 ug/mL e
solucdo de pravastatina sdédica em metanol na concentragao 10 pg/mL. Os espectros foram
tracados na faixa de A 200 a 400 nm e comparados com 0s maximos de absorcido e
espectros registrados na literatura.
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4.2.2 Desenvolvimento e validacdo de método analitico por cromatografia

liguida de alta eficiéncia (CLAE) para quantificacao de lovastatina, pravastatina

sodica e sinvastatina

Por meio de adaptacdo do método descrito na monografia de lovastatina da USP31 (THE
UNITED, 2008), desenvolveu-se um método por CLAE para quantificar lovastatina,
pravastatina sédica e sinvastatina. Utilizou-se coluna Csg, temperatura do forno controlada
em 30 °C, eluicao isocratica, fase mével constituida de ACN e solucao de acido fosférico
0,1% (65:35), fluxo 1,5 mL/min para lovastatina e sinvastatina e 1,0 mL/min para
pravastatina sédica, volume de injecdo de 10 uL e deteccdao UV em A 238 nm.

O método analitico por CLAE para quantificacdo de estatinas foi validado com base na
Resolucdo RE n? 899 de 29 de maio de 2003 da ANVISA (BRASIL, 2003). Os parametros de
validagdo avaliados foram seletividade, linearidade, precisdo intra-ensaio e inter-ensaio,

exatidao, limite de deteccao e quantificacao e robustez.

Para a validagao do método foram utilizadas amostras de sinvastatina matéria-prima com
teor 99,2% e padrao de trabalho com teor 99,1%, fabricante Biocon Limited, lovastatina
matéria-prima e padrdo de trabalho com teores 99,9% e 100,8% declarados pelos
fornecedores Pharma Nostra e Galena, respectivamente e pravastatina sédica matéria-
prima e padréo de trabalho com teores 99,76% e 98,8% declarados pelos fornecedores
Pharma Nostra e Deg, respectivamente. Essas matérias-primas e padroes de trabalho foram
previamente identificados. A validagdo do método para os trés farmacos foi realizada
separadamente.

4.2.2.1 Estudo de estabilidade

A degradacdo acelerada para lovastatina e sinvastatina foi realizada para avaliar a
seletividade do método desenvolvido por CLAE e para conhecer o comportamento quimico
das duas estatinas sob diferentes condicées (BAKSHI e SINGH, 2002).

Todas as amostras submetidas as condicoes de estresse por hidrélises neutra, acida e
basica, calor seco, exposicdo a luz UV e por oxidacdo foram analisadas pelo método
desenvolvido por CLAE.
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4.2.2.1.1 Hidrélise neutra, acida e basica

Para avaliagdo da hidrélise neutra, transferiram-se, exatamente, cerca de 30 mg de
lovastatina e sinvastatina para balées volumétricos de 100 mlL, separadamente.
Adicionaram-se 10 mL de acetonitrila para a solubilizagdo e 50 mL de agua destilada. Apds
aquecimento, em banho-maria a 100 °C, por 4 h e esfriamento a temperatura ambiente,
completou-se o volume com ACN. A concentragéo final obtida foi 300 pg/mL. O mesmo
procedimento foi repetido, separadamente, para as hidrélises acida e basica, porém com
adicicdo de 50 mL de &acido cloridrico 1 mol/L e 50 mL de hidréxido de soédio 1 mol/L,

respectivamente, em substituicdo a adicdo de agua destilada para a hidrolise neutra.

4.2.2.1.2 Calor seco

Transferiram-se, exatamente, cerca de 30 mg de lovastatina e de sinvastatina,
separadamente, para um pesa-filtro. As amostras foram colocadas em estufa 105 °C por 4 h.
Transferiu-se, quantitativamente, cada amostra para baldao volumétrico de 100 mL,
completou-se o volume com ACN. A concentracao final obtida foi 300 pug/mL para cada

estatina.

4.2.2.1.3 Exposicao a radiacao UV

Pesaram-se, exatamente, cerca de 30 mg de lovastatina e de sinvastatina, separadamente,
em vidros-relégios. As amostras foram expostas a radiacdo de luz ultravioleta em
comprimento de onda curto (A 254 nm) por 4 h, a temperatura ambiente. As amostras foram
transferidas, quantitativamente, para balées volumétricos de 100 mL, o volume foi
completado com ACN. A concentragao final obtida para as estatinas foi 300 ug/mL

4.2.2.1.4 Oxidagao

Transferiram-se, exatamente, cerca de 30 mg de lovastatina e de sinvastatina,
separadamente, para baldes volumétricos de 100 mL. Adicionaram-se 10 mL de ACN para a
solubilizagdo, 50 mL de agua destilada e 10 mL de solucéo de peréxido de hidrogénio 30%
V/V. Ap6s aquecimento, em banho-maria a 100 °C, por 4 h, as amostras esfriaram a
temperatura ambiente e completou-se o volume com ACN. A concentragao final obtida foi
300 pg/mL para cada estatina.
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4.2.2.2 Seletividade

Para lovastatina e sinvastatina, a seletividade foi verificada quanto aos seus produtos de
degradacdo por meio da CLAE. Para esta finalidade, foram utilizadas solucbes de
lovastatina e de sinvastatina submetidas as condicées de degradagao acelerada citadas no
item 4.2.2.1.

A seletividade foi demonstrada pela separacao de todos potenciais compostos interferentes
frente ao pico de interesse com uma resolugcao adequada (geralmente, R = 2) (SNYDER et
al., 1997). A pureza dos picos de interesse foi avaliada por meio de detector UV/DAD.

Para pravastatina sédica a seletividade foi verificada em relagcdo a quatro diferentes
placebos (A, B, C e D), manipulados com excipientes comumente utilizados na fabricagao
de comprimidos. Os placebos, fabricados no Laboratério de Tecnologia Farmacéutica da
Faculdade de Farmacia da UFMG (LTF/FAFAR/UFMG), continham as seguintes
constituicdes:

e placebo A: acido ascoérbico (0,1%), aerosil (0,5%), BHT (0,02%), lactose (73,55%),
lauril sulfato de s6dio (1,5%) € manitol (11%);

e placebo B: acido ascérbico (0,1%), aerosil (0,5%), amido (32%), celulose
microcristalina (43,57%), estearato de magnésio (0,5%), lauril sulfato de s6dio (1%) e talco
(9%);

e placebo C: acido ascérbico (0,05%), acido citrico (0,85%), aerosil (0,5%), BHT (0,5%),
celulose microcristalina (41,35%), estearato de magnésio (0,5%), glicolato de amido sédico
(2%), lactose (37,75%), lauril sulfato de sédio (0,5%), PEG (12,5%) e talco (1%);

e placebo D: mesmos constituintes do placebo C, exceto PEG. O PEG foi substituido por
PVP (7,5%) e as quantidades de celulose microcristalina e lactose foram ajustadas para

43% e 41%, respectivamente.

Para avaliacdo da seletividade quanto aos placebos, foram preparadas solucbes de
placebos correspondentes a 40 pg/mL de estatina (100% da concentracdo de trabalho),

conforme descrito no item 4.2.2.5, com exce¢ao da adigdo de pravastatina sédica.
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4.2.2.3 Linearidade

Foram preparadas trés solucdes estoques de cada estatina na concentracao 400 pug/mL em
ACN para lovastatina e sinvastatina e em agua ultrapurificada para pravastatina sédica. As
diluicdes foram preparadas, em triplicata, tomando-se aliquotas de 3,5; 4,25; 5,0; 5,75 € 6,5
mL das solugbes estoques e transferindo-se para baldes volumétricos de 50 mL. Os
volumes foram completados com ACN. As concentracdes finais obtidas foram 28, 34, 40, 46
e 52 ug/mL.

As solucdes foram injetadas em triplicata. As condi¢cdes cromatograficas estdo descritas no
item 4.2.2.

As areas dos picos foram medidas e usadas para a construgcdo da curva analitica. A
regressao linear foi verificada por meio do método dos minimos quadrados utilizando o
programa computacional Microsoft Excel® 2003. Foram avaliados os coeficientes de
determinacéo (r?) e correlacgéo (r), os fatores de resposta e a distribuicdo dos residuos por
meio do teste de Ryan-Joiner.

4.2.2.4 Precisdo intra-ensaio e inter-ensaio

A avaliagao da precisao intra-ensaio do método foi realizada por meio de trés determinagoes
de solucdes de baixa, média e alta concentracao. Foram preparadas trés solucbes estoques
na concentracdo 400 pg/mL, em ACN para lovastatina e sinvastatina e em &gua
ultrapurificada para pravastatina sédica. Aliquotas de 3,5; 5,0 e 6,5 mL das solugdes
estoques foram transferidas, em triplicatas, para baldes volumétricos de 50 mL e os volumes
completados com ACN. As concentragbes finais obtidas foram 28, 40 e 52 ug/mL,

respectivamente.

Para a determinacdo da precisdo inter-ensaio, o mesmo procedimento descrito para
precisao intra-ensaio para lovastatina, pravastatina sédica e para sinvastatina foi repetido,
no dia seguinte. A média, o intervalo de confianga (IC) a 95% e o desvio padrao relativo
(DPR) foram obtidos como resultado de avaliagao da preciséo.
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4.2.2.5 Exatidao

A determinacdo da exatiddo para as trés estatinas foi realizada em trés niveis de
concentracao (70%, 100% e 130% da concentragdo de trabalho) por meio da adicdo de
placebo, formulado no LTF/FAFAR/UFMG, as matérias-primas. A constituicdo do placebo A
utilizado esta descrita no item 4.2.2.2.

Para avaliacdo da exatiddo, foram preparadas trés solugdes estoques pesando-se,
separadamente e exatamente, cerca de 20 mg de lovastatina, de pravastatina sédica e de
sinvastatina matérias-primas e mais quantidade de placebo correspondente ao contetudo de
20 mg de cada estatina. Transferiu-se para baldes volumétricos de 50 mL e adicionaram-se
cerca de 35 mL de ACN para lovastatina e sinvastatina e 35 mL de agua ultrapurificada para
pravastatina sédica. As amostras foram submetidas ao ultra-som por 15 minutos e os
volumes dos balées completados com os respectivos solventes. Centrifugou-se por quatro
minutos a 4000 rotagdes por minuto (rpm). Aliquotas de 3,5; 5,0 e 6,5 mL das solugdes
estoques foram transferidas, em triplicata, para baldes volumétricos de 50 mL e os volumes
foram completados com ACN. As concentragdes finais obtidas foram 28 ug/mL, 40 ug/mL e
52 pug/mL. Foi preparada, também, uma solugdo a 100% da concentragéo de trabalho de
cada estatina padrao de trabalho do mesmo modo que as solugdes das matérias-primas,

exceto para a adicao de placebo e a etapa de centrifugacao.

Os resultados da exatidao foram expressos em porcentagem de recuperagido do farmaco
adicionado ao placebo A.

4.2.2.6 Limites de deteccao (LD) e de quantificacdo (LQ)

A determinacado do LD e do LQ foi realizada por meio da equacao que utiliza os valores de
estimativa do desvio padrdo da resposta e a inclinagao da curva, como a seguir:

LD =3xe
b
R)

LO =10x«
Q b

em que: S, desvio padrdao do intercepto com o eixo y; b, inclinagdo da curva analitica
(BRASIL, 2003).
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4.2.2.7 Robustez

A robustez do método analitico foi avaliada modificando-se deliberadamente as condicbes
cromatograficas estabelecidas e verificando-se a sua influéncia nos resultados
apresentados. Foram preparadas, separadamente, solugdes de 6 amostras e uma solugéo
padrdo de lovastatina, pravastatina sodica e sinvastatina, separadamente, na concentragcao
40 pg/mL em ACN (100% da concentragao de trabalho). Os parametros modificados foram
porcentagem de modificador orgénico na fase movel (x 2%), fluxo (£ 0,1 unidade) e
temperatura (z 5 C).

A partir dos resultados de teores obtidos, foram realizadas andlise de variancia (ANOVA) e

comparacdo de médias pelo teste de Tukey, a fim de verificar a influéncia de cada
parametro na resposta fornecida pelo método analitico.

4.2.3 Desenvolvimento e validacao de método analitico por espectrofotometria

derivada na regiao do UV (EDU) para quantificacao de lovastatina, pravastatina

sodica e sinvastatina

Inicialmente, foram tracados os espectros das solugdes de lovastatina, pravastatina sédica
e, sinvastatina e dos placebos C e D, fabricados utilizando-se excipientes comumente
encontrados nos produtos acabados de estatinas (constituicdo descrita no item 4.2.2.2). Os
espectros foram avaliados na faixa de comprimento de onda A 200 nm a 400 nm no modo
convencional (zero ordem) e primeira, segunda, terceira e quarta ordens. Com base no perfil
de espectros obtidos foram selecionados a menor ordem de derivada e o comprimento de
onda que resolvessem a interferéncia devido ao placebo. Desse modo, os parametros
espectrofotométricos selecionados e utilizados para a determinacdo de lovastatina,
pravastatina sodica e de sinvastatina por EDU foram: velocidade baixa de varredura na faixa
de A 200 nm a 400 nm e absorgdo maxima no comprimento de onda A 247 nm, em segunda
derivada, método zero pico, com diferenciagcdo automatica. Solugcbes a 100% da
concentracao de trabalho foram preparadas para cada estatina em metanol.

O método analitico por EDU para quantificacdo de estatinas foi validado, separadamente
para cada uma delas, com base na resolucdo RE n® 899 de 29 de maio de 2003 da ANVISA
(BRASIL, 2003). Os paréametros de validagdo avaliados foram seletividade, linearidade,
preciséo intra-ensaio e inter-ensaio, exatidao, limite de deteccdo e quantificacdo e robustez.
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As replicatas das amostras e padrdes de trabalho utilizados para a validagdo do método de
doseamento por EDU foram as mesmas utilizadas para validagdo do método por CLAE,
descritos no item 4.2.2 para as trés estatinas.

4.2.3.1 Seletividade

A seletividade do método foi verificada quanto a interferéncia de excipientes comumente
presentes em comprimidos de estatinas, por meio dos placebos C e D. Foram tracados os
espectros das estatinas e dos placebos, separadamente e sobrepostos, em segunda
derivada na faixa A 200 a 400 nm, e avaliou-se a interferéncia no comprimento de onda
estabelecido para o desenvolvimento do método, A 247 nm.

Os espectros das trés estatinas e dos placebos foram tracados utilizando-se metanol como
solvente, nas concentragdes 4 ug/mL e 10 ug/mL das estatinas e solugbes de placebos
preparadas de modo a conter o equivalente a 4 ug/mL e 10 pg/mL de lovastatina,

pravastatina sodica ou sinvastatina.

4.2.3.2 Linearidade

Preparou-se solucdo estoque, para cada estatina separadamente, na concentracdo 100
pMg/mL, pesando-se, exatamente, cerca de 10 mg de lovastatina, pravastatina soédica e
sinvastatina e transferindo-se para baldes volumétricos de 100 mL. O volume foi completado
com metanol. Para lovastatina e sinvastatina tomaram-se aliquotas de 2,0; 3,0; 4,0; 5,0 € 6,0
mL das respectivas solugdes estoques e, para pravastatina sodica, tomaram-se aliquotas de
3,0; 4,0; 5,0; 6,0; e 7,0 mL. Os volumes foram completados com metanol para baldo
volumétrico de 50 mL. As concentragdes finais obtidas foram 4, 6, 8, 10 e 12 ug/mL para
lovastatina e sinvastatina e, 6, 8, 10, 12 e 14 ug/mL para pravastatina sodica.

As medidas de absorvancia (A/nm?) das solugbes preparadas em triplicatas foram
realizadas, também em triplicata, em A 247 nm, segunda derivada.

A regressao linear foi verificada por meio do método dos minimos quadrados utilizando o
programa computacional Microsoft Excel® 2003. Foram avaliados os coeficientes de
determinacéo (r’) e de correlagdo (r), os fatores de resposta e a distribuicdo dos residuos
por meio do teste de Ryan-Joiner.
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4.2.3.3 Precisdo intra-ensaio e inter-ensaio

A avaliacao da preciséo intra-ensaio do método foi realizada por meio de determinacao de
trés solugcdes em baixa, média e alta concentragdo. Solucdes estoques foram preparadas,
separadamente, pesando-se, exatamente, cerca de 10 mg de lovastatina, pravastatina
sodica e sinvastatina e transferindo-se para baldes volumétricos de 100 mL. Os volumes
foram completados com metanol. Para lovastatina e sinvastatina tomaram-se aliquotas de
2,0; 4,0 e 6,0 mL das respectivas solugdes estoques e, para pravastatina sédica, tomaram-
se aliquotas de 3,0; 5,0 e 7,0 mL para baldes volumétricos de 50 mL. Os volumes foram
completados com metanol. As concentragbes finais obtidas foram 4, 8 e 12 ug/mL para
lovastatina e sinvastatina e 6, 10 e 14 ug/mL para pravastatina sédica.

Para a determinagé@o da precisao inter-ensaio, repetiu-se 0 mesmo procedimento, descrito
para precisao intra-ensaio para lovastatina, pravastatina sédica e para sinvastatina, em dois
dias consecutivos por analistas diferentes. A média e o intervalo de confianca (IC) a 95% e o
desvio padrao relativo (DPR) foram obtidos como resultado de avaliagdo da precisao.

As medidas de absorvancia (A/nm?) das solugdes preparadas em triplicata foram realizadas,

também em ftriplicata, em A 247 nm, em segunda derivada.

4.2.3.4 Exatidao

A determinacdo da exatidao para as trés estatinas foi realizada em trés niveis de
concentracao (4, 8 e 12 ug/mL para lovastatina e sinvastatina e 6, 10 e 14 ug/mL para
pravastatina sodica) com adicdo de placebo as matérias-primas. A constituicdo do placebo
utilizado (placebo C) esta descrita no item 4.2.2.2.

Foram preparadas trés solugbes estoques pesando-se, exatamente, cerca de 10 mg de
lovastatina, de pravastatina sédica e de sinvastatina matérias-primas e quantidade de
placebo equivalente a 10 mg de cada estatina. Transferiu-se para balées volumétricos de
100 mL e adicionaram-se cerca de 70 mL de metanol. As amostras foram submetidas ao
ultra-som por 15 minutos e os volumes dos balées foram completados com metanol.
Centrifugou-se por quatro minutos a 4000 rpm. Aliquotas de 2,0; 4,0 e 6,0 mL das solugdes
estoques centrifugadas por 4000 rpm, 4 minutos, de lovastatina e de sinvastatina e,
aliquotas de 3,0; 5,0 e 7,0 mL das solugdes estoques centrifugadas de pravastatina sodica
foram tomadas dos sobrenadantes e transferidas para balées volumétricos de 50 mL. Os
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volumes foram completados com metanol. Preparou-se, também, uma solucdo de cada
estatina padrao de trabalho do mesmo modo que as solugdes de estatinas matérias-primas,
exceto para a adicdo de placebo e a etapa de centrifugacdo. Os resultados da exatidao
foram expressos em porcentagem de recuperacao do farmaco adicionado ao placebo C.

As medidas de absorvancia (A/nm?) das solugbes preparadas em triplicatas foram
realizadas, também em triplicata, em A 247 nm da segunda derivada.

4.2.3.5 Limites de deteccao (LD) e de quantificacao (LQ)

Os calculos para determinagao do LD e do LQ foram realizados por meio das equacdes
descritas no item 4.2.2.6.

4.2.3.6 Robustez

A robustez do método analitico foi avaliada quantificando-se as amostras a 100% da
concentracdo de trabalho, em dois espectrofotdmetros de fabricantes diferentes, HP 8453
Agilent e UV-Vis Shimadzu 1800. Para essa finalidade, foram preparadas, separadamente,
solugdes de 6 amostras e uma solugéo padrao, em metanol, na concentragéo 8 ug/mL para

lovastatina e sinvastatina e, na concentragdo 10 pug/mL para pravastatina sddica.
A partir dos resultados de teores obtidos, foi realizada comparagdo das médias por meio do

teste de hipdteses (teste f), a fim de verificar diferencas estatisticas nas médias dos teores

obtidos por meio dos dois espectrofotdmetros.

4.2.4 Comparacao dos métodos desenvolvidos: EDU e CLAE

Para a comparacao entre os dois métodos de quantificacdo desenvolvidos foram preparadas
cinco solugbes a 100% da concentracdo de trabalho, a partir de um mesmo pool de 20
comprimidos de sinvastatina e analisadas por CLAE e por EDU, cujos parametros estao
descritos nos itens 4.2.2 e 4.2.3, respectivamente.

Para a avaliagdo por meio do método de quantificacdo por CLAE, foram pesadas cinco
aliquotas de pé de sinvastatina comprimidos contendo o equivalente a 10 mg de sinvastatina
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e transferidas para baldes volumétricos de 50 mL. Adicionaram-se cerca de 35 mL de ACN e
submeteu-se ao ultra-som por 15 minutos. Completaram-se os volumes com ACN e
centrifugou-se por quatrominutos a 4000 rpm. Aliquotas de 5,0 mL do sobrenadante foram
transferidas para baldes volumétricos de 25 mL e os volumes foram completados com o
mesmo solvente. A concentragdo final obtida foi 40 ug/mL. Preparou-se, também, uma
solugdo de padrdo sinvastatina na mesma concentragdo e com o mesmo solvente. As

amostras preparadas em quintuplicata e a solucao padrao foram injetadas em ftriplicata.

Para a avaliacdo por meio do método de quantificagdo por EDU procedeu-se como descrito
para o método por CLAE, exceto para a utilizacdo de um balao volumétrico de 100 mL na
primeira diluicdo e pela transferéncia de aliquotas de 4,0 mL para balées volumétricos de 50
mL. Utilizou-se metanol como solvente. A concentracdo final obtida das amostras e da
solugao padréao foi 8 ug/mL.

A partir dos resultados de teores obtidos, a comparacdo das médias por meio do teste de
hipéteses (teste f) foi realizada, a fim de verificar diferengas estatisticas nas médias dos

teores obtidos com os dois métodos de quantificagao.
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4.3 Resultados e discussao

4.3.1 Identificacdo da matéria-prima

4.3.1.1 Temperatura de fusao

Moffat e colaboradores (2004) descrevem uma faixa de fusdo para sinvastatina de 135 a
138 °C, enquanto que para a lovastatina descrevem um valor Unico de temperatura de
fusdo, 174,5 °C.

Em um estudo de estabilidade térmica de lovastatina e de sinvastatina conduzido por Souza
e colaboradores (2007), o ponto de fusdo das duas estatinas foi determinado por meio da
técnica de calorimetria exploratéria diferencial (DSC). Ambas as estatinas apresentaram
duas transicdes endotérmicas: a primeira transicdo correspondente a fusdo, em 172 °C
(lovastatina) e 142 °C (sinvastatina) e a segunda, em 285 °C (lovastatina) e 302 °C
(sinvastatina), referente a decomposicao térmica (SOUZA et al., 2007).

A temperatura de fusdo da sinvastatina foi determinada, também, por DSC no presente
trabalho (item 5.3.2.2). A temperatura do evento endotérmico referente a fusao foi 142,5 °C.
Este resultado é condizente com o encontrado no estudo conduzido por Souza et al. (2007).
As temperaturas de fusdo da lovastatina e da sinvastatina matérias-primas estao
apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1 - Resultados obtidos, em triplicata, para temperaturas de fusdo de sinvastatina e
lovastatina matérias-primas, por meio do método capilar.

Temperatura de fuséo (° C)
Determinacgéao Lovastatina Sinvastatina
1 170,4 137,7
2 170,3 139,5
3 169,5 137,4
Média 170,1 138,2
DPR (%) 0,30 0,82

A temperatura de fusdo média para lovastatina e para sinvastatina estao de acordo com os
dados descritos na literatura (MOFFAT, et al., 2004; SOUZA et al., 2007).



44

4.3.1.2 Poder rotatorio especifico

O poder rotatério especifico, |a[2,50 |, para as solucdes de lovastatina, de pravastatina sédica

e de sinvastatina (5 mg/mL em ACN, agua e ACN, respectivamente) foi determinado
conforme a equagéo:
s 100

P e

em que: a, angulo de rotacado medido sob comprimento de onda da lampada de s6dio a 25
°C; I, comprimento em decimetros do tubo do polarimetro; ¢, concentragao da substancia

expressa em porcentagem peso por volume (%p/V).

Os valores obtidos e calculados de a e |0{f,5° | para lovastatina, pravastatina sédica e para

sinvastatina estéo listados na Tabela 2.

Tabela 2 - Resultados para determinagdo do poder rotatério de lovastatina, sinvastatina
(0,5% p/V em ACN, triplicata) e pravastatina sodica (0,5% p/V em agua, triplicata).

Lovastatina Pravastatina sédica Sinvastatina
Conc. a |y Conc. a lay Conc. a -
(%p/V) (%p/V) (%p/V) lap

Média | 0,52 |+1,69°| +324,48°| 0,52 | +0,81% | +155,23°| 0,52 |+1,52° [ ;293 g5°

E({;’? 25 | +4,2 +1,7 1,96 | +3,3 | +1,34 35 +4,6 +2,3

As faixas especificadas para o poder rotatério especifico, Iaff I, descritas nas respectivas

monografias contidas na USP31, sdo +324° a +338° para lovastatina, +150% a +160° para
pravastatina sodica e +285° a +298° para sinvastatina (THE UNITED, 2008). As médias

obtidas para as trés estatinas estao dentro das respectivas faixas especificadas.

4.3.1.3 Espectrofotometria de absorcao na reqiao do infravermelho

As principais bandas na regido do infravermelho (IV) descritas para lovastatina estdo
localizadas nos seguintes nimeros de ondas: 1725, 1460, 1260 e 1072 cm’, para
pravastatina soédica em 1727, 1579, 1187 cm™ e para sinvastatina em 1718, 1459, 1389 e
1267 cm” (MOFFAT et al., 2004). Essas bandas podem ser observadas nos espectros
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obtidos (Figuras 3 a 5) para as trés estatinas, em nimero de ondas aproximado. As

atribuicdes das principais bandas estao apresentadas na Tabela 3.
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Tabela 3 - Atribuicbes de posi¢cbes das principais bandas de absorcdo de lovastatina,

ravastatina sédica e sinvastatina na regido do

V.

NUmero de onda aproximado (cm™)

Atribuicéo

3500
1720, 1700
1567
1460, 1389

1260, 1070, 1080
1160, 1182

Deformacéao axial O-H
Deformacéo axial C=0 de éster e lactona
Deformacéo axial de C=0 de carboxilato

Deformagéo angular de metil e metileno

Deformagéo axial de C-O-C de éster e
lactona

Deformagéao angular de O-H

4.3.1.4 Espectrofotometria de absorcao na regidao do ultraviloleta

Os espectros na regido do ultravioleta foram tracados na faixa de comprimento de onda A

200 a 400 nm, utilizando-se solugdes de lovastatina e de sinvastatina matérias-primas 8

pg/mL em ACN e, solucdo de pravastatina 10 uyg/mL em metanol. Os maximos de absorcao

foram comparados com os descritos na literatura. Os espectros obtidos na regido do UV

estdo representados nas Figuras 6 a 8.
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Os espectros sado condizentes com os espectros descritos na literatura com maximos de
absorcdo em A 231 nm, 238 nm e 247 nm, tanto para lovastatina quanto para sinvastatina e
A 230 nm, 237 nm e 245 nm para pravastatina sodica (BUDAVARI, 2006; MOFFAT et al.,
2004). Os espectros das trés estatinas sdo muito semelhantes, pois possuem o mesmo
grupo cromoforo representado pelas duplas conjugadas heterociclicas (Figura 1).
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Figura 6 - Espectro de absorgéo na regido do UV de lovastatina matéria-prima (8 pg/mL, ACN).
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Figura 7 - Espectro de absorgéo na regido do UV de pravastatina sodica matéria-prima (10 pg/mL,
metanol).
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Figura 8 - Espectro de absorg¢éo na regido do UV de sinvastatina matéria-prima (8 ug/mL, ACN).
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4.3.2 Desenvolvimento e validacdo de método analitico por cromatografia

liguida de alta eficiéncia (CLAE) para quantificacao de lovastatina, pravastatina

sodica e sinvastatina

As condigbes cromatograficas utilizadas foram coluna Cg, fase movel constituida de
ACN:H3;PO, 0,1% (65:35), fluxo 1,5 mL/min para lovastatina e sinvastatina ou 1,0 mL/min
para pravastatina sédica, temperatura 30 °C, detecgdo UV A 238 nm e volume de injegéo 10
ML. Nessas condicbes cromatograficas, os fatores de retencao (k) obtidos foram 4,6 (ir
5,6minutos) para lovastatina, 1,3 (ir 2,3minutos) para pravastatina sodica e 5,4 (ir
6,4minutos) para sinvastatina (Figuras 9 e 10). Esses valores estdo dentro da faixa
recomendada (0,5<k<20) por Snyder e colaboradores (1997), bem como os fatores de
cauda obtidos dos respectivos picos foram menores que 2, valor limite recomendado pelo
FDA (U.S FOOD, 1994).

Lovastatina

15 o~ ||
E HE(.: H 0
1D < >
H3C/_>/—Q HH ﬁ H
125 of AL R o
3

Sinvastatina

H,C--

10 X |

T T T T T O S O TS S S S S E E R S N R R S A R R IR R
0 1 2 3 4 5 6 7 8 nir]

Figura 9 - Cromatograma de lovastatina (fator de cauda 0,981) e sinvastatina (fator de cauda 0,967)
(40 pg/mL, em ACN).
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Figura 10 - Cromatograma de pravastatina sodica (fator de cauda 1,184) (40 pg/mL, em ACN).

4.3.2.1 Estudo de estabilidade

O estudo de estabilidade foi realizado a fim de verificar presenga de possiveis produtos de
degradacéao, de modo a permitir a avaliagdo da figura de mérito, seletividade, para o método
desenvolvido.

4.3.2.1.1 Hidrélises neutra, acida e basica

Os cromatogramas apresentados nas Figuras 11 a 16 foram obtidos apds hidrélise acida,
basica e neutra da lovastatina e da sinvastatina. O estudo de estabilidade nao foi realizado

para pravastatina devido a sua menor retengdo na coluna cromatografica.
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Figura 11 - Cromatograma obtido apds hidrélise acida de lovastatina (5,203 min, R 8,50). Picos
correspondentes a produtos de degradagao (PD, tr 1,182 min e tr 6,623 min). Condi¢des: HCI 1 N em
banho-maria a 100 °C por 4 h.
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Figura 12 - Cromatograma obtido apds hidrélise acida de sinvastatina (tr 6,611 min, R 13,55). Pico

principal correspondente a produto de degradacéo (PD, tr 1,185 min). Condigdes: HCl 1 N em banho-
maria a 100 °C por 4 h.
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Figura 13 - Cromatograma obtido apés hidrdlise basica de lovastatina. Possiveis produtos de
degradacao (hidroxiacido, Lov-HA, tr 3,494 min e nao identificado, PD, tr 1,610 min). CondigGes:
NaOH 1 N em banho-maria a 100 °C por 4 h.
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Figura 14 - Cromatograma obtido apds hidrolise basica de sinvastatina. Possiveis produtos de
degradacao (hidroxiacido, Sinv-HA, tr 4,235 min e ndo identificado, PD, tr 1,571 min). Condigdes:
NaOH 1 N em banho-maria a 100 °C por 4 h.
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Figura 15 - Cromatograma obtido apds hidrélise neutra de lovastatina (tr 5,184 min, R 10,0).

Possivel produto de degradagao (hidroxiacido, Lov-HA, tr 3,438 min). Condi¢des: banho-maria a 100
°C por 4 h.
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Figura 16 - Cromatograma obtido apds hidrélise neutra de sinvastatina (ir 6,551 min, R 6,53).
Possivel produto de degradagao (hidroxiacido, Sinv-HA, tr 4,230 min). Condig¢des: banho-maria a 100
°C por 4 h.
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Tanto a lovastatina quanto a sinvastatina foram mais sensiveis a hidrélise basica (Figuras
13 e 14) com degradacdo completa. Esse resultado esta de acordo com o estudo relatado
por Alvarez-Lueje e colaboradores (2005) que avalia a estabilidade da lovastatina frente a
diferentes meios e temperaturas. Segundo os pesquisadores os valores de energia de
ativagao e da constante hidrolitica calculados para o meio basico (NaOH 0,1 N) permitiram
concluir que a degradacao é maior neste meio, no qual se observou degradagao instantanea

a temperatura ambiente.

Em um estudo conduzido por Yang e Hwang (2006) relatou-se que a conversao de estatinas
na forma lactona para a forma de hidroxiacido é quase completa em meio alcalino (NaOH
0,1 N preparado com 25 ou 50% de ACN, a 45 °C) e ocorre em menor proporcao em meio
neutro (70% ACN em agua por até 48 h a temperatura ambiente ou somente agua a 100 °C
por até 2 h). Assim, os picos com tr 3,494minutos (Figura 13) e tr 4,234minutos (Figura 14)
e com espectros na regido do UV idénticos ao da lovastatina e ao da sinvastatina,
respectivamente, presentes nos cromatogramas obtidos apds hidrélise basica, podem ser
considerados suas formas hidroxiacidas. Os mesmos picos, com tr proximos aqueles
previamente citados, também estdo presentes nos cromatogramas referentes a hidrélise
neutra (Figuras 15 e 16), porém, com areas maiores devido a degradagao parcial da

lovastatina e da sinvastatina.

A maior conversdo das formas lactonas de lovastatina e sinvastatina observada para as
suas formas hidroxiacidas, no presente trabalho, apds hidrolise neutra da lovastatrina e
sinvastatina em comparacao com a hidrolise basica das mesmas, estad em contradicdo ao
estudo relatado por Yang e Hwang (2006). Esse fato pode ser explicado pelas condicoes de
degradacgao utilizadas. Yang e Hwang (2006) realizaram a hidrélise alcalina em solugéo de
NaOH 0,1 M preparada com 25% ou 50% de ACN, a 45 °C por apenas 1 h e a hidrolise
neutra foi realizada em agua com 70% de ACN, a temperatura ambiente por até 48 h ou em
agua a 100 °C por até 2 h. Tais condicdes sdo menos drasticas do que as utilizadas no
presente trabalho (NaOH 1 M para hidrélise alcalina e agua para hidrélise neutra, ambos os
meios com 17% de ACN e a 100 °C por 4 h). Assim, as formas hidroxiacidas formadas
durante as drasticas condicdes de hidrolise alcalina podem ter sido degradadas
posteriormente, justificando os menores valores de areas. Ja as condi¢cdes mais brandas de
hidrélise neutra levaram a conversao das formas lactonas para as formas acidas, porém

sem degradacao posterior das mesmas.

Os picos principais presentes nas Figuras 13 e 14 (hidrolise basica) com tempos de
retencdo préximos a 1,56minutos apresentam espectros idénticos aos das duas estatinas,
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sendo também produtos de degradacdo das mesmas. No cromatograma obtido apos
hidroélise acida da lovastatina (Figura 11) ha um pico referente a um possivel produto de
degradacgéao nao identificado (tr 6,623minutos) menos polar que a lovastatina e com espectro
diferente da mesma.

4.3.2.1.2 Calor seco, exposicao a radiacao UV e oxidacao

Os cromatogramas apresentados nas Figuras 17 a 22 foram obtidos ap6s as seguintes
condicdes: calor seco, exposicdo a radiacdo UV ou oxidacdo da lovastatina e da
sinvastatina.
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Figura 17 - Cromatograma obtido ap6s aquecimento de lovastatina (pico principal, tr 5,183 min, R
3,29). Condigbes: calor seco a 105 °C, por 4 h.
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Figura 18 - Cromatograma obtido apds aquecimento de sinvastatina (pico principal, tr 6,544 min, R
12,80). Condigées: calor seco a 105 °C, por 4 h.
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Figura 19 - Cromatograma obtido apds exposicdo a radiagdo UV de lovastatina (tr 5,158 min).

Condigdes: exposicao a radiagao UV, em A 254 nm, por 4 h.
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Figura 20 - Cromatograma obtido apés exposigdo a radiagdo UV de sinvastatina (tr 6,546 min).

Condigdes: exposi¢ao a radiagdo UV, em A 254, nm por 4 h.
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V/V, em banho-maria a 1002 C por 4 h. O pico em tr 1,350 min corresponde ao solvente (H»O5).
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Figura 21 - Cromatograma obtido apds oxidagdo de lovastatina (ir 5,189 min). Condigdes: H.O, 30%
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Figura 22 - Cromatograma obtido apés oxidagdo de sinvastatina (tr 6,566 min). Condigoes: H.O,
30% V/V, em banho-maria a 100° C por 4 h. O pico em tr 1,350 min corresponde ao solvente (H>Oy).

Comparando-se as condicbes de degradacdo, calor seco, exposicdo a radiacdo UV e
oxidacao (Figuras 17 a 22) a maior degradag¢éo ocorreu no meio oxidativo. Entretanto, ndo
foi observado nenhum pico de degradacdo. Isso pode ser explicado pela formacao de
produto de baixo peso molecular que nao apresenta croméforo em sua estrutura. As duas
estatinas apresentaram menor sensibilidade a exposi¢ao ao calor seco e a luz (Figuras 17 a
20) em comparacao aos meios hidroliticos acido, basico e neutro (Figuras 11 a 16).

A resolucao entre os picos de possiveis interferentes e os picos de interesse (lovastatina ou

sinvastatina) foi adequada (R = 2) (SNYDER et al., 1997) e a pureza dos farmacos

comprovada com auxilio de detector UV/DAD.

4.3.2.2 Seletividade

A seletividade de um método pode ser investigada pela resposta do analito na presenca de
possiveis interferentes como produtos de degradacao, impurezas de sintese, intermediarios
e excipientes (RIBANI et al., 2004; GREEN, 1996). Um método analitico que seja capaz de
separar o farmaco frente a seus produtos de degradacdo é de grande importancia para
monitorar a qualidade de um medicamento (ALVAREZ-LUEJE et al., 2005).

Os cromatogramas obtidos apds a analise das solugbes degradadas de lovastatina e de
sinvastatina nao apresentaram picos de substancias interferentes nos tempos de retencao
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das mesmas, nas condicdes empregadas, conforme ilustrado nas Figuras 11 a 22 no item
4.3.2.1.

Os cromatogramas dos placebos A. B, C e D (Figura 23) também nao apresentaram picos
no mesmo tempo de retencao da pravastatina sédica (tr 2,3minutos).

i_/\

Figura 23 - Cromatogramas de solugdes de placebos A, B C e D (concentragédo equivalente a 40
pg/mL do farmaco, em ACN).

4.3.2.3 Linearidade

A linearidade é a capacidade do método em fornecer resultados diretamente proporcionais a
concentracao do analito dentro de uma faixa especificada (BRASIL, 2003, RIBANI et al,
2004).

Para a determinacéao da linearidade do método para lovastatina, pravastatina sédica e para
sinvastatina foram preparadas, separadamente, solucdes correspondentes a 70%, 85%,
100%, 115% e 130% da concentracdo de trabalho (40 ug/mL). Os resultados do teste de
linearidade para lovastatina, pravastatina sodica e sinvastatina estdo apresentados nas
Tabelas 4, 5 e 6, respectivamente.
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Tabela 4 - Resultados da avaliacdo da linearidade do método para determinacdo de
lovastatina por CLAE, em friplicata.

pogﬁum n Lovastatina (X) Area do pico Fator de resposta
analitica (%) (Hg/ml) (Y) (Y/X)
1 615,53 21,87
70 2 28,0 628,95 2226
3 619,70 22,00
1 749,94 21,93
85 2 34,0 761,05 2218
3 755,84 2210
1 893,92 22,22
100 2 40,0 891,42 22.09
3 886,26 22,02
1 1028,23 2223
115 2 46,0 1025,43 22,09
3 1022,97 22,10
1 1158,97 22,16
130 2 52,0 1163,50 2217
3 1158,80 22 15
Média 2510
DPR (%) 0.50
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Tabela 5 - Resultados da avaliagdo da linearidade do método para determinagdo de
ravastatina sddica por CLAE, em triplicata.

pochagﬁ?ual Replicata Pravastatina sédica Area do pico Fator de resposta
analitica (%) (X) (ug/mi) () (Y/X)
1 817,89 28,32
70 2 28,0 817,89 28,26
3 809,08 27,95
1 1002,90 28,60
85 2 34,0 979,82 27,88
3 994,54 28,29
1 1175,47 28,49
100 2 40,0 1147,67 27,76
3 1159,97 28,05
1 1340,90 28,26
115 2 46,0 1331,53 28,01
3 1335,13 28,07
1 1525,23 28,44
130 2 52,0 1495,93 27,84
3 1512,23 28,12
Média 28,15
DPR (%) 0,88
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Tabela 6 - Resultados da avaliacdo da linearidade do método para determinacdo de
sinvastatina por CLAE, em triplicata.

aﬁ%%?{rflﬁ/l) Replicata Sinv?i;?rt]iqul)a X) Area do pico (Y) resgigg(z?(/X)
1 602,60 21,52
70 2 28,0 597,76 21,35
3 594,41 21,23
1 737,10 21,68
85 2 34,0 728,30 21,42
3 722,17 21,24
1 865,31 21,63
100 2 40,0 868,13 21,70
3 852,24 21,30
1 996,73 21,67
115 2 46,0 985,29 21,42
3 980,03 21,30
1127,16 21,68
130 2 52,0 1115,18 21,44
1108,66 21,32
Média 21,46
DPR (%) 0,77

As curvas analiticas para lovastatina, pravastatina sédica ou para sinvastatina construidas

com os resultados das Tabelas 4, 5 e 6, respectivamente, estdo representadas na Figura 24.
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Figura 24 - Curvas analiticas médias obtidas (28 a 52 ug/mL, ACN, A 238 nm) para a determinagdo
de (a) lovastatina (b) pravastatina sodica e (c) sinvastatina por CLAE.
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O método dos minimos quadrados foi utilizado para calculo da regressédo linear. As
equacdes das retas e os valores de DPR obtidos foram y = -7,9791 + 22,315x e 0,4% para
lovastatina, y = 6,0535 + 28,001x e 0,9% para pravastatina sddica e y = -5,0218 + 21,594x e
0,8% para sinvastatina. Os coeficientes de correlagdo de Pearson (r) obtidos foram
satisfatérios (r > 0,999) (BRASIL, 2003). A linearidade do método foi confirmada para os trés
farmacos, pois os valores de coeficiente de correlagcdo foram superiores a 0,99. Os
interceptos nao foram diferentes de zero no nivel de significancia de 5%.

Plotando-se concentracdo versus fator de resposta ao quadrado (FR® de cada estatina
obtém-se uma linha reta por toda faixa de concentracédo. A analise de regressao linear desta
curva revela que ndo ha correlacdo significativa entre concentracdo e FR? no nivel de
significancia de 5%, indicando, assim, que ha uma resposta linear para toda faixa de
concentracao de lovastatina, pravastatina sédica e de sinvastatina. Os valores de DPR dos
fatores de resposta das trés estatinas foram menores que 1%, indicando homogeneidade
entre a relagao dos valores de area dos picos de cada estatina e seus respectivos valores
de concentragao (GREEN, 1996).

Os residuos seguem a distribuicado normal no nivel de significancia de 5%, de acordo com a
analise estatistica realizada, por meio do teste de normalidade de Ryan-Joiner, para os

resultados obtidos de cada estatina,.

Na Tabela 7 estao listados os pardmetros obtidos para regressao linear para quantificacao

de cada farmaco.

Tabela 7 - Resultados obtidos para andlise da regressao linear para determinacao de
lovastatina, pravastatina sédica e sinvastatina por CLAE.

Parametros Lovastatina Prav,as_tatina Sinvastatina
sodica

Intercepto (a) -7,9791 6,0535 -5,0218
Coeficiente angular (b) 22,315 28,001 21,594
Coeficiente de correlacao (r) 0,9998 0,9992 0,9994
Coeficiente de determinac&o (r?) 0,9997 0,9984 0,9987
Erro padrdo da regressao 3,5388 10,6742 7,0853
Valor p - intercepto 0,0931% 0,6560% 0,5786%
Valor p - inclinagéo 2,66.102° 1,69.1019 P 3,67.10%°°

2nao significativo para a = 0,05.
bsigniﬁcativo para a = 0,05.
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4.3.2.4 Precisdo intra-ensaio e inter-ensaio

A precisdo é a dispersao dos resultados obtidos em uma série de medidas de uma
amostragem multipla de uma mesma amostra (BRASIL, 2003). A precisao foi avaliada em

dois niveis: precisdo intra-ensaio e precisio inter-ensaio.

Para avaliar a precisdo intra-ensaio e inter-ensaio do método foram preparadas solugdes de
baixa, média e alta concentragéo correspondendo a 70%, 100% e 130% da concentracao de
trabalho (40 pg/mL) de cada estatina. Este procedimento foi realizado em dois dias
consecutivos. Os valores de DPR para precisao intra e inter-dia estdo apresentados nas
Tabelas 8, 9 e 10 para lovastatina, pravastatina sédica e sinvastatina, respectivamente. O
intervalo de confianga da média a 95% foi calculado por meio do erro padrao da média (EP)
e da estatistica t Student. O valor de t Student tabelado (ty22 c.) € 4,30 no nivel de

significancia de 5% (a = 0,05) e n-1 graus de liberdade (G.L).

Tabela 8 - Resultados da precisdo intra-ensaio e inter-ensaio para a determinagédo de
lovastatina por CLAE, em triplicata.

Lovastatina Area do Intervalo de confianga Precisdo DPR (%)

(g/mL) Dia pico a 95%

(Média * tzc.x EP*) Intra-ensaio | Inter-ensaio
615,53

1 628,95 621,40 + 17,06 110
619,70

620,85 0.88
2 629,64 624,824 + 11,07 0,71

623,98

28,0

893,92
1 891,42 890,53 + 9,71 0,44
886,26

901,11 0,54
2 893,91 896,17 + 10,64 0,48
893,50

40,0

1158,97
1 1163,50 1160,42 + 6,62 0,23
1158,80

’ 1
1162,00 0,18
2 1161,93 1162,41 =+ 1,91 0,07
1163,30

52,0

*erro padrao da média.
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Tabela 9 - Resultados da precisdo intra-ensaio e inter-ensaio para a determinagédo de
ravastatina sédica por CLAE, em triplicata.

Pravastatina
sodica Dia
(pg/mL)

Area do
pico

Intervalo de confianca
a 95%
(Médla + t(a/g;G_L)X EP*)

Precisao DPR (%)

Intra-ensaio | Inter-ensaio

28,0

792,89
781,26
782,47

785,54 + 15,89

0,81

0,75

794,58
784,51
781,94

787,01 £16,59

0,85

40,0

1139,55
1110,45
1121,81

1123,94 + 36,43

1,30

1,31

1147,43
1112,77
1123,00

1127,74 + 44,24

1,58

52,0

1478,63
1447,42
1462,49

1462,85 + 38,76

1,07

1,06

1487,44
1451,65
1458,85

1465,98 + 47,02

1,29

*erro padrao da média.
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Tabela 10 - Resultados da precisao intra-ensaio e inter-ensaio para a determinacao de

sinvastatina por CLAE, em ftriplicata.

Sinvastatina ‘ Intervalo de confiangca Precisdo DPR (%)
(ug/mL) Dia | Areado a 95%
pico (Média * tgzcx EP*) | Intra-ensaio | Inter-ensaio
602,60
1 597,76 598,26 + 10,24 0,69
594,41
28,0 1,06
601,96
2 591,16 593,16 + 19,87 1,35
586,34
865,31
1 868,13 861,89 + 21,07 0,98
852,24
40,0 1,32
865,18
2 844,02 850,76 £ 31,04 1,47
843,07
1127,16
1 1115,18 1117,00 + 23,30 0,84
1108,66
52,0 0,99
1118,20
2 1102,34 1105,80 + 27,55 1,00
1096,84

*erro padrao da média.

Os valores de DPR encontrados para a precisao intra-dia e inter-dia para quantificacao de

lovastatina, pravastatina sodica e de sinvastatina sao satisfatorios e estdo de acordo com o
especificado pela ANVISA (nenhum valor acima de 2%) (BRASIL, 2003).

4.3.2.5 Exatidao

A exatidao de um método analitico é a proximidade dos resultados obtidos pelo método em

estudo em relagdo a um valor referéncia aceito como verdadeiro (BRASIL, 2003, RIBANI et

al., 2004).
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Para avaliar a exatiddao do método foram adicionadas quantidades conhecidas de cada
estatina em placebo. As concentragdes finais avaliadas correspondem a 70%, 100% e 130%
da concentracdo de trabalho (40 ug/mL). A porcentagem de recuperagéo foi calculada por
meio da razdo entre a concentragdo meédia experimental e a concentracdo teorica. As
Tabelas 11, 12, e 13 apresentam os resultados obtidos para exatidao do método aplicado ao

doseamento de lovastatina, pravastatina sddica e sinvastatina, respectivamente.

Tabela 11 - Resultados da exatiddo do método aplicado a determinacdo de lovastatina
adicionada ao placebo, por CLAE, em triplicata.

Concentragdo | Concentragéo
Faixa de Amostra adicionada de | observada de | Recuperacio Média
concentracdo lovastatina lovastatina (%) (%)
(ug/ml) (pg/mi)*
1 28,04 28,65 102,19
70% 2 28,14 28,37 100,82 101,59
3 28,10 28,59 101,76
1 40,06 40,40 100,85
100% 2 40,20 40,66 101,15 101,21
3 40,14 40,79 101,63
1 52,08 52,57 100,94
130% 2 52,26 52,75 100,95 101,53
3 52,18 53,59 102,69
Média 101,44
DPR (%) 0,66

*concentrago corrigida de acordo com o padréo utilizado.
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Tabela 12 - Resultados da exatiddao do método aplicado a determinacido de pravastatina
sédica adicionada ao placebo, por CLAE, em triplicata.

Concentragdo | Concentracdo
Faixa de Amostra adicionada de | observada de | Recuperacio Média
concentracdo pravastatina pravastatina (%) (%)
(ug/ml) (g/m)*
1 28,21 28,071 99,50
70% 2 28,23 28,094 99,53 100,14
3 28,30 28,689 101,39
1 40,30 40,170 99,67
100% 2 40,32 40,371 100,12 100,18
3 40,42 40,723 100,74
1 52,39 52,119 99,47
130% 2 52,42 52,335 99,84 99,80
3 52,55 52,603 100,10
Média 100,04
DPR (%) 0,65

*concentragdo corrigida de acordo com o padrao utilizado.
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Tabela 13 - Resultados da exatidao do método aplicado a determinagdo de sinvastatina
adicionada ao placebo, por CLAE, em triplicata.

Concentracédo | Concentracdo
Concentracao n adicionada de | observada de | Recuperagao Média
de trabalho sinvastatina sinvastatina (%) (%)
(ug/ml) (ug/mi*
1 27,94 27,59 98,76
70% 2 27,81 27.84 100,10 99,75
3 27,80 27,91 100,41
1 39,91 39,23 98,29
100% 2 39,73 39,69 99,91 99,57
3 39,71 39,91 100,50
1 51,88 51,46 99,20
130% 2 51,65 51,98 100,64 100,30
3 51,62 52,17 101,06
Média 99,87
DPR (%) 0,93

*Concentragao corrigida de acordo com o padréo utilizado.

As médias das porcentagens de recuperacao encontradas para lovastatina (101,44%), para
pravastatina sédica (100,04%) e para sinvastatina (99,87%) estdo dentro da faixa
especificada de 98,0% a 102,0% (BRASIL, 2003; GREEN, 1996).

4.3.2.6 Limites de deteccéao (LD) e de quantificacdo (LQ)

Os valores tedricos de LD e LQ estimados pelas equacdes dadas no item 4.2.2.6 foram 0,59
pug/mL e 1,97 ug/mL para lovastatina; 1,42 pg/mL e 4,74 pg/mL para pravastatina sédica e
1,22 ug/mL e 4,08 pg/mL para sinvastatina.

4.3.2.7 Robustez

A capacidade do método de resistir a pequenas alteragdes nos parametros analiticos que,
eventualmente, possam ocorrer na rotina foi verificada alterando-se a proporcdo de fase
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movel (2% modificador organico), o fluxo da fase mével (0,1 unidade), a temperatura do
forno (x5 °C) e verificando-se a influéncia dessas alteragbes nos resultados de teores
obtidos de 6 solugdes a 100% da concentragdo de trabalho. Para a pravastatina sédica nao
foi testada a temperatura 35 °C (+5 °C), pois nessa temperatura a mesma nao é retida na
coluna. Os resultados estdo apresentados nas Tabelas 14, 15 e 16 para lovastatina,

pravastatina sddica e sinvastatina, respectivamente.

Tabela 14 - Resultados obtidos para robustez do método aplicado a determinacdo de
lovastatina, a 100% da concentracéo de trabalho (40 pg/mL), por CLAE.

Lovastatina (40 pg/mL)

Condicao 63% 67%
Nominal* 1,4 mL/min | 1,6 mL/min 25°C 35°C

Amostr ACN ACN
1 40,77 40,78 40,80 40,80 41,04 40,75 40,86
2 40,32 40,29 40,76 40,25 40,54 40,36 40,56
3 40,80 40,65 40,57 40,75 40,98 40,75 40,80
4 39,94 39,96 39,72 39,95 41,17 39,74 40,02
5 39,89 39,94 39,67 40,06 41,26 39,70 39,95
6 39,85 39,75 39,74 39,82 41,07 40,40 39,99
Média 40,26 40,23 40,24 40,27 41,01 40,28 40,36

*Fase mével ACN:acido fosforico 0,1%, fluxo 1,5 mL/min, 30 2C.

Tabela 15 - Resultados obtidos para robustez do método aplicado a determinacdo de
ravastatina sodica, a 100% da concentracdo de trabalho (40 pg/mL), por CLAE.

Pravastatina sédica (40 ug/mL)

Condicao
Amost Nominal | 63% ACN 67% ACN 0,9 mL/min | 1,1 mL/min 25°C
1 38,77 38,98 39,00 43,15 35,40 39,13
2 36,94 37,04 37,12 40,99 33,64 37,17
3 36,91 37,03 37,10 41,06 33,64 37,21
4 36,56 36,78 36,80 40,06 33,35 37,01
5 37,90 38,01 38,02 42,15 34,51 38,24
6 38,64 38,87 38,83 42,96 35,23 39,11
Média 37,62 37,79 37,81 41,73 34,30 37,98

*Fase mével ACN:acido fosforico 0,1%, fluxo 1,0 mL/min, 30 2C.
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Tabela 16 - Resultados obtidos para robustez do método aplicado a determinacdo de
sinvastatina, a 100% da concentragdo de trabalho (40 pg/mL), por CLAE.

Sinvastatina (40 pg/mL)

Condicao _ 63% 67% 1,4 1,6

Nominal ) ) 25°C 35°C
Amostr ACN ACN mL/min mL/min

1 37,85 | 37,99 | 37,80 37,84 37,88 37,89 | 37,93
2 38,49 | 3849 | 3876 38,52 38,53 38,54 | 38,69
3 38,36 | 39,06 | 3857 38,54 38,67 38,71 | 38,80
4 38,70 | 39,39 | 3872 38,84 38,84 38,83 | 38,92
5 38,75 | 39,13 | 38,97 38,71 38,74 38,73 | 38,88
6 38,32 | 3863 | 3844 38,40 38,37 38,36 | 38,46
Média 38,41 38,78 | 38,54 38,47 38,50 38,51 | 38,61

*Fase mével ACN:acido fosférico 0,1%, fluxo 1,5 mL/min, 30 °C, detecgao UV em A 238 nm.

A comparagao das médias obtidas utilizando o teste de Tukey ap6s a analise de variancia
(ANOVA) nao mostrou diferenca estatisticamente significativa entre as médias obtidas de
teores de lovastatina e de sinvastatina, nas condicbes testadas. Entretanto, para a
pravastatina sodica houve diferenca estatisticamente significativa entre a média obtida com
a condicdo nominal e as médias obtidas com o fluxo alterado para 0,9 mL/min e para 1,1
mL/min. Isto indica que o fluxo da fase movel € critico para 0 doseamento dessa estatina
empregando o método proposto, j& que o farmaco é um sal, possui alta polaridade e é

rapidamente eluido.

O método proposto por eluigcdo isocratica apresenta as vantagens de menor consumo de
reagentes, reduzido tempo de analise, boa resolu¢ao e Unica variagdo de fluxo possivel para
pravastatina sédica na mesma faixa de concentracdo, mesmo A, solvente e eluente, frente
aquele descrito para sinvastatina matéria-prima na USP31, que difere pela coluna de
octadecilsilano (Cqg), eluicdo gradiente por meio de solugbes A (ACN: H3;PO, 0,1% na
proporgao 50:50) e B (H;PO,40,1%) a 3,0 mL/min (THE UNITED, 2008). O método também
demonstrou que pode ser utilizado para avaliar a estabilidade para sinvastatina e
lovastatina, pois ndo ha interferéncias dos produtos de degradacdo, quando submetidas a
condicdes de degradacao forgada (oxidacao, hidrolise acida, basica e neutra, exposicdo a

radiagcao UV e calor seco).



70

4.3.3 Desenvolvimento e validacdo de método analitico por espectrofotometria

derivada na regiao do UV para gquantificacdo de lovastatina, pravastatina

sodica e sinvastatina

Os espectros de lovastatina, pravastatina sédica e sinvastatina, na regidao do UV, foram
tracados em zero ordem e sobrepostos com os placebos. Entretanto, devido a semelhanca
entre os espectros apresenta-se somente 0 espectro da sinvastatina (Figura 25).

EI.B-: —— Sinvastatina
— ] — Placebo C
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Figura 25 - Espectros na regido do UV em zero ordem de sinvastatina 10 pg/mL e placebos C e D
na concentragao equivalente a 10 pg/mL de sinvastatina, em metanol.

A constituicdo dos placebos C e D difere apenas pela presenca de PEG6000 e PVP,
respectivamente. A banda de absorcdo do PVP, presente no placebo D, se estende,
sobrepondo-se 0s maximos de absorcdo das estatinas. As porcentagens de interferéncia
espectral na regiao UV, zero ordem A 238 nm, dos placebos C e D sobre solugcdo de
sinvastatina a 50% da concentragao de trabalho (4 pg/mL, em metanol) foi 1,15% e 1,16%,
respectivamente. Em relagao a sinvastatina a 125% da concentragao de trabalho (10 pg/mL,
em metanol) essa interferéncia foi 1,34% devido ao placebo C e 3,18% devido ao placebo D.

A Figura 26 apresenta o espectro, em segunda ordem, de uma solucédo de sinvastatina, a
100% da concentragéo de trabalho (8 ug/mL, em metanol), sobreposto com os espectros,
também em segunda ordem, de solugdes dos placebos C e D (concentragdo
correspondente a 8 pg/mL de sinvastatina, em metanol). O espectro em segunda derivada
da sinvastatina, na faixa A 200 nm a 400 nm, é caracterizado por trés picos e trés vales,
cada qual com sua respectiva absor¢do. Em A 255 nm ha um pico satélite, em que néao é

adequado para medidas. Idealmente, deve-se buscar um comprimento de onda com
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absorcdo maxima e maior amplitude, no qual ndo existam interferéncias. Portanto, a menor
interferéncia e a maior sensibilidade para a deteccao da sinvastatina foram verificadas nos
espectros obtidos em segunda derivada e no comprimento de onda de maxima absorgao
situado em A 247 nm, pelo método zero pico (ZP) (Figura 26). A mesma conclusdo é valida
para lovastatina e pravastatina soédica por apresentarem espectros idénticos ao da

sinvastatina.
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Figura 26 - Espectro de absorgédo da sinvastatina e placebo (linha de base), em segunda derivada
(8 pg/mL, metanol).

Na literatura, ha dois métodos descritos para quantificacdo de sinvastatina em comprimidos
por EDU em segunda ordem de derivada e método de quantificagdo ZP, entretanto os
comprimentos de onda selecionados diferem entre os estudos. Wang e Asgharnejad (2000)
selecionaram A 243 nm e Gomes e colaboradores (2009) selecionaram A 255 nm. Nos
maximos A 243 nm e 255 nm, segunda derivada, detectou-se, experimentalmente,
interferéncia de até 2,29% e até 2,90%, respectivamente. O A 255 nm tem a desvantagem
adicional de ser um pico satélite podendo levar a resultados com baixa precisao e, portanto,

baixa repetitividade.

4.3.3.1 Seletividade

Em A 247 nm, a interferéncia dos placebos C e D nas leituras de absorvancia das trés
estatinas estudadas em baixa e média concentragdo é de apenas 0,15% em 50% da
concentracdo de trabalho (4 pg/mL, metanol) e, de até 0,53% em 100% da concentracdo de
trabalho (8 pg/mL, metanol).
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4.3.3.2 Linearidade

A avaliacdo da linearidade do método de quantificacdo de estatinas por EDU foi realizada
utilizando-se solugdes de lovastatina e sinvastatina que correspondem a 50 a 150% da
concentracdo de trabalho (8,0 ug/mL, em metanol) e solugdes de pravastatina sédica que
correspondem a 60 a 140% da concentragao de trabalho (10 pg/mL, em metanol). Os
resultados da avaliagdo da linearidade por EDU, segunda ordem, A 247 nm, para
lovastatina, pravastatina sédica e sinvastatina estdo apresentados nas Tabelas 17, 18 e 19,

respectivamente.

Tabela 17 - Resultados da avaliagdo da linearidade do método para a determinacdo de
lovastatina por EDU, segunda ordem, A 247 nm, metanol, em triplicata.

Faixa imalitica Lovastatina Replicata A ';gm: m Eggg S{Z
(%) (ug/mL) (X) ", Shos

1 0,0179 0,00446

S0 4.0 2 0,0180 0,00449

3 0,0180 0,00449

1 0,0271 0,00451

S 6,0 2 0,0270 0,00448

3 0,0269 0,00448

1 0,0366 0,00456

100 8,0 2 0,0367 0,00457

3 0,0367 0,00458

1 0,0457 0,00455

125 10,0 2 0,0456 0,00455

8 0,0457 0,00456

1 0,0553 0,00459

150 12,0 2 0,0552 0,00459

3 0,0549 0,00456

Média 0,00453
DPR (%) 0,99
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Tabela 18 - Resultados da avaliagdo da linearidade do método para a determinacdo de
ravastatina sédica por EDU, segunda ordem, A 247 nm, metanol, em triplicata.

. Pravastatina 2
anallzl'filclzxaa(°/o) Sédica&)*g/ mL) | Replicata A o4y v) resgits?é‘?%

1 0,0123 0,00205

60 6.0 2 0,0123 0,00205
3 0,0121 0,00202

1 0,0164 0,00205

80 8,0 2 0,0163 0,00204
3 0,0164 0,00205

1 0,0204 0,00204

100 10,0 2 0,0204 0,00204
8 0,0204 0,00204

1 0,0245 0,00204

120 12,0 2 0,0245 0,00204
3 0,0246 0,00205

1 0,0287 0,00205

140 14,0 2 0,0288 0,00206
3 0,0284 0,00203

Média 0,00204

DPR (%) 0,48
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Tabela 19 - Resultados da avaliagdo da linearidade do método para a determinacdo de
sinvastatina por EDU, segunda ordem, A 247 nm, metanol , em triplicata.

Faixa Sinvastatina Replicata A/nm? Fator de
analitica (%) (ng/mL) (X) A 247 nm (Y) resposta (Y/X)

1 0,0181 0,00454

50 4,0 2 0,0175 0,00440

3 0,0176 0,00442

1 0,0269 0,00450

75 6,0 2 0,0271 0,00453

3 0,0271 0,00452

1 0,0360 0,00451

100 8,0 2 0,0359 0,00451

3 0,0360 0,00451

1 0,0448 0,00449

125 10,0 2 0,0449 0,00450

3 0,0443 0,00445

1 0,0542 0,00453

150 12,0 2 0,0542 0,00453

3 0,0536 0,00448

Média 0,00450

DPR (%) 0,94

As curvas analiticas para lovastatina, pravastatina sédica ou para sinvastatina construidas
com os resultados das Tabelas 17, 18 ou 19, respectivamente, estdo representadas na

Figura 27.
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Figura 27 - Curvas analiticas médias obtidas para a determinagdo de (a) lovastatina, (c) sinvastatina
(ambas 4 a 12 ug/mL, metanol) e de (b) pravastatina sédica (6 a 14 pg/mL, metanol) por EDU,
segunda derivada, A 247.

As equagdes das retas e os valores de DPR obtidos foram y = -0,00071 + 0,004636x; 0,47%
para lovastatina, y = -3,0.10° + 0,002x; 0.52% para pravastatina sédica e y = -0,00016 +
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0,004519x; 0.73% para sinvastatina. Todos os coeficientes de correlagdo de Pearson (r)
obtidos foram satisfatérios (r > 0,999) (BRASIL, 2003). A linearidade do método foi
confirmada para os trés farmacos, pois, os valores de coeficiente de correlagdo foram
superiores a 0,99 e os valores p da inclinagcdo foram significativos. Os interceptos obtidos
para sinvastatina e para pravastatina sodica ndo foram estatisticamente diferentes de zero
no nivel de significancia de 5%. Para lovastatina o intercepto foi diferente de zero, entretanto
nao foi superior a 2% da resposta obtida a 100% da concentracdo de trabalho, conforme

recomendado por Green (1996).

Os valores de DPR dos fatores de resposta para as trés estatinas foram menores que 1%,
indicando homogeneidade entre a relacdo dos valores de area dos picos de cada estatina e
seus respectivos valores de concentragao (GREEN, 1996).

Os residuos seguem a distribuicdo normal no nivel de significancia de 5%, de acordo com a
analise estatistica realizada, por meio do teste de normalidade de Ryan-Joiner, para os
resultados obtidos de cada estatina.

A Tabela 20 lista os parametros obtidos para regressao linear para quantificacdo de cada

farmaco.

Tabela 20 - Resultados obtidos para andlise da regressao linear para a determinagao de
lovastatina, pravastatina sodica e sinvastatina por EDU, segunda ordem, A 247 nm, metanol.

Parédmetros Lovastatina Prasv;dsiiegina Sinvastatina
Intercepto (a) -0,71.10° -3,0.10° -0,16.10°
Coeficiente angular (b) 0,0046 0,0020 0,0045
Coeficiente de correlagao (r) 0,9999 0,9998 0,9998
Coeficiente de determinacéo (r?) 0,9998 0,9997 0,9996
Erro padréo da regresséo 0,17.10° 0,11.10% 0,26.10°
Valor p - intercepto 0,14.10°° 0,772 0,452
Valor p - inclinagéo 2,68.102%° 2,33.10%° 1,04.1023 P

®nao significativo para a = 0,05.
bsigniﬁcativo para a = 0,05.
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Avaliou-se a precisdo preparando-se solugdes de baixa, média e alta concentracao

correspondentes a 60%, 100% e 150% da concentragdo de trabalho (8 pg/mL) de

lovastatina e sinvastatina e, correspondentes a 60%, 100% e 140% da concentragdo de

trabalho de pravastatina sédica (10 pg/mL). Esse procedimento foi realizado em trés dias

consecutivos por analistas diferentes. Os valores de DPR para precisao intra e inter-ensaio

estdo apresentados nas Tabelas 21, 22 e 23 para lovastatina, pravastatina sédica e

sinvastatina, respectivamente. O intervalo de confianga da média a 95% foi calculado

conforme descrito no item 4.3.2.4.

Tabela 21 - Resultados da precisdo intra-ensaio e inter-ensaio para a determinacdo de
lovastatina por EDU, segunda ordem, A 247 nm, metanol, avaliada em triplicata e por
analistas diferentes.

Lovastatina
(Mg/mL)

Dia

A/nm?
A 247 nm

Intervalo de confianga a

95%

(meédia + tg2ex EP)

Precisdo DPR (%)

Intra-ensaio

Inter-ensaio

4,0

0,0178
0,0180
0,0180

1,79.10%2+1,88.10*

0,42

0,0186
0,0187
0,0187

1,87.10%+8,75.10°

0,19

0,0184
0,0183
0,0182

1,83.10%+2,78.10*

0,60

1,81

8,0

0,0364
0,0365
0,0364

3,64.10% +1,62.10™

0,18

0,0381
0,0380
0,0382

3,81.10%+2,85.10™

0,30

0,0370
0,0370
0,0371

3,70.10%+1,13.10*

0,12

1,94

12,0

0,0551
0,0551
0,0547

1,79.10%2+5,16.10*

0,38

0,0576
0,0572
0,0574

1,87.10%+5,14.10*

0,36

3

0,0560
0,0559
0,0557

1,83.10% +3,95.10*

0,28

1,93

*erro padrao da média.
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Tabela 22 - Resultados da precisdo intra-ensaio e inter-ensaio para a determinacdo de
pravastatina sédica por EDU, segunda ordem, A 247 nm, metanol, avaliada em ftriplicata e

or analistas diferentes.

Pravastatina
sodica
(pg/mL)

Dia

A/nm?
A 247 nm

Intervalo de confiangca a

95%

(média * tgocyX EP*)

Precisdao DPR (%)

Intra-ensaio

Inter-ensaio

6,0

0,0123
0,0123
0,0121

1,22.10%+2,58.10*

0,85

0,0122
0,0122
0,0121

1,22.10%+1,04.10*

0,34

0,0120
0,0119
0,0118

1,19.10%2 +1,96.10*

0,66

1,41

10,0

0,0204
0,0204
0,0204

2,04.10% +6,70.10°

0,13

0,0204
0,0205
0,0203

2,04.10%+ 3,36.10*

0,66

0,0197
0,0197
0,0197

1,97.10% + 3,88.10°

0,08

1,79

14,0

0,0287
0,0288
0,0284

2.86.102 +5,74.10*

0,81

0,0286
0,0286
0,0287

2,86.10°% +1,70.10™

0,24

0,0276
0,0275
0,0275

2.75.10% +1,67.10*

0,24

1,97

*erro padrao da média.
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Tabela 23 - Resultados da precisdo intra-ensaio e inter-ensaio para a determinacdo de
sinvastatina por EDU, segunda ordem, A 247 nm, metanol, avaliada em ftriplicata e por
analistas diferentes.

Sinvastatina
(Mg/mL)

Dia

A/nm?
A 247 nm

Intervalo de confiangca a

95%

(média * tgocyX EP*)

Precisao DPR (%)

Intra-ensaio

Inter-ensaio

6,0

0,0182
0,0176
0,0177

1,78.10%+7,78.10*

1,76

0,0174
0,0173
0,0174

1,74.10%2+7,19.10°

0,17

0,0175
0,0174
0,0173

1,74.10%2+1,90.10*

0,44

1,52

10,0

0,0361
0,0360
0,0361

3,61.10% +6,96.10°

0,08

0,0353
0,0351
0,0351

3,52.10%+ 3,60.10™

0,41

0,0344
0,0351
0,0347

3,47.10% +8,46.10*

0,98

1,75

14,0

0,0544
0,0543
0,0538

542.102+7,99.10*

0,59

0,0530
0,0528
0,0529

5,29.10°% +1,97.10*

0,15

0,0521
0,0527
0,0529

5,26.10% +9,85.10"

0,75

1,44

*erro padrao da média.
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Os valores de DPR encontrados para a precisao intra e inter-ensaio para quantificacao de
lovastatina, pravastatina sodica e sinvastatina sao satisfatérios e estdo abaixo do limite de
2%.

4.3.3.4 Exatidao

A exatiddo do método foi avaliada adicionando-se quantidades conhecidas de cada estatina
ao placebo D. As concentragbes finais avaliadas correspondem a 50%, 100% e150% da
concentracdo de trabalho para lovastatina e sinvastatina e, 60%, 100% e 140% para
pravastatina sodica. As Tabelas 24, 25 e 26 apresentam os resultados obtidos para
exatidao, expressos em porcentagem de recuperacao, para lovastatina, pravastatina sodica

e sinvastatina, respectivamente.

Tabela 24 - Resultados da exatiddo do método aplicado a determinacdo de lovastatina
adicionada ao placebo por EDU, segunda ordem, A 247 nm, metanol, em triplicata.

Concentragdo | Concentragdo
Faixa de Amostra adicionada de observada Recuperagéo Média
concentracao lovastatina lovastatina (%) (%)
(ug/m) (ug/mi)*
1 403 3.97 98,54
50% 2 403 3.99 99,04 99,12
3 403 4.02 99.79
1 8.06 8.07 100,20
100% 2 8.06 8.14 101,04 100,68
3 8.06 812 100,80
1 12,08 12,30 101,76
150% 2 12,08 12,29 101,68 101,65
8 12,08 12,27 101,51
Média 100,49
DPR (%) 116

*Concentracgao corrigida de acordo com o padréo utilizado.




Tabela 25 - Resultados da exatiddao do método aplicado a determinacido de pravastatina
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adicionada ao placebo sodica por EDU, segunda ordem, A 247 nm, metanol, em triplicata.

Faixa de Concentracdo | Concentracdo
concentracio |  Amostra adicionada de observada Recuperacao Média
G pravastatina pravastatina (%) (%)
porcentual "
(png/ml) (ug/ml)
1 6.03 5.90 97,85
60% 2 6,03 5.92 98.10 98,26
3 6,03 596 98,83
1 10,06 10,02 99,67
100% 2 10,06 9.95 98.91 98,83
3 10,06 9.84 97.91
1 14,08 13,89 98,64
140% 2 14,08 14,10 100,14 99,34
3 14,08 13,97 99,24
Média 98,81
DPR (%) 0.80

*Concentragéo corrigida de acordo com o padréo utilizado.




Tabela 26 - Resultados da exatidao do método aplicado a determinagdo de sinvastatina
adicionada ao placebo por EDU, segunda ordem, A 247 nm, metanol, em triplicata.
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Concentragdo | Concentragao
Faixa de Amostra adicionada de observada Recuperacao Média
concentracdo sinvastatina sinvastatina (%) (%)
(ug/m) (ug/m)*
1 3,99 3,92 98,31
50% 2 3.99 3.94 98,77 98.56
8 3.99 3.04 98,59
1 7.98 7,83 98,11
100% 2 7.98 7.88 98,77 98,45
8 7.98 7.86 98,49
1 11,97 11,75 98,13
150% 2 11,97 11,77 98,32 98,62
3 11,97 11,90 99.40
Média 98 54
DPR (%) 0.41

*Concentragéo corrigida de acordo com o padréo utilizado.

As médias de porcentagens de recuperacdo encontradas para lovastatina (100,49%), para
pravastatina sodica (98,81%) e para sinvastatina (98,54%) estdo dentro da faixa
especificada de 98,0% a 102,0% (BRASIL, 2003; GREEN, 1996) e o método pode ser
considerado exato nas condi¢des estudadas.

4.3.3.5 Limites de deteccao (LD) e de quantificacao (LQ)

Os valores tedricos de LD e LQ estimados utilizando-se os valores de desvio padrdao da
resposta e de inclinagdo da curva analitica foram menores para lovastatina, 0,086 ug/mL e
0,29 pg/mL e, maiores para pravastatina sédica, 0,15 ug/mL e 0,49 pg/mL, e 0,13 pg/mL e
0,45 pg/mL para sinvastatina.
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4.3.3.6 Robustez

A robustez foi avaliada comparando-se os teores obtidos de seis amostras a 100% da
concentracdo de trabalho em dois equipamentos diferentes. Os resultados estao
apresentados na Tabela 27.

Tabela 27 - Resultados obtidos para avaliacido de robustez do método aplicado ao
doseamento de lovastatina, pravastatina sodica e sinvastatina por EDU, segunda ordem, A
247 nm, metanol.

Lovastatina Pravastatina sodica Sinvastatina
Condicao
HP 8453 | UV 1800 | HP 8453 | UV 1800 | HP 8453 | UV 1800
Amostr

1 8,05 7,92 9,73 9,67 7,49 7,57

2 8,06 7,90 9,59 9,69 7,55 7,72

3 8,01 7,92 9,76 9,69 7,57 7,64

4 8,39 8,16 10,21 10,07 7,79 7,81

5 8,40 8,13 10,15 10,13 7,73 7,76

6 8,49 8,18 10,02 10,00 7,75 7,75
Média 8,234 8,035 9,91 9,88 7,65 7,71

A comparacao das médias obtidas por meio do teste de Tukey apds a andlise de varidncia
(ANOVA) nao mostrou diferenga estatisticamente significativa entre as médias de teores
obtidas para lovastatina, pravastatina sodica e sinvastatina em dois equipamentos
diferentes.

4.3.4 Comparacao entre os métodos desenvolvidos: EDU e CLAE

Os resultados de teores de amostras, a 100% da concentracao de trabalho, preparadas a
partir de um mesmo pool de comprimidos de sinvastatina e analisadas pelos dois métodos
desenvolvidos estao representados na Tabela 28.
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Tabela 28 - Resultados comparativos para o doseamento de sinvastatina em comprimidos
obtidos entre os métodos CLAE* e EDU, segunda ordem, A 247 nm, metanol.

Massa de sinvastatina (mg)

Amostra CLAE EDU

1 10,80 10,90

2 10,36 11,01

3 10,81 11,24

4 10,50 11,22

5 11,27 11,12
Média 10,73 11,10
DPR (%) 3,26 1,31

*Fase mével ACN:4cido fosforico 0,1%, fluxo 1,5 mL/min, 30 °C, detecgdo UV em A 238 nm.

O teste t realizado para comparacao das médias de teor obtidos por meio dos métodos
CLAE e EDU (segunda ordem, A 247 nm, metanol) ndo mostrou diferenca estatisticamente
significativa entre as médias de teor obtidas por meio de analise realizada com os dois
métodos propostos a 5% de significAncia. O teste de comparacao dos métodos CLAE e
EDU para lovastatina e pravastatina sédica nao foi realizado.
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5 PREPARAGAO E CARACTERIZACAO DE DISPERSOES SOLIDAS E

DESENVOLVIMENTO DE COMPRIMIDOS DE SINVASTATINA

5.1 Material

5.1.1 Substéncias quimicas e amostras

¢ Sinvastatina matéria-prima doada por Laboratério Globo Ltda. (Sdo José da Lapa, MG),
lote 2113002/2007, teor 99,2% declarado pelo fabricante Biocon Limited (Bangalore, india) e
sinvastatina padrao de trabalho doado por Medley S/A Industria Farmacéutica (Campinas,
SP), lote 0080/00348, teor 99,1%, fabricante Biocon Limited (Bangalore, india).

5.1.2 Material e reagentes

o Agua destilada e agua ultrapurificada (Milli-Q Millipore, Milford, MA, EUA);

o carboximetilcelulose (Purifarma, Sao Paulo, SP);

. coluna cromatografica de fase reversa LiChrospher 100 RP-Cge de 250 mm de
comprimento e 4 mm de diametro, empacotada com silica quimicamente ligada a grupo
octilsilano (Cg) e tamanho de particula 5 um (Merck, Darmstadt, Alemanha);

. dieta hiperlipémica: amido 27%, caseina 2%, colesterol 2%, colina 0,2%, mistura de
sais 5%, mistura de vitaminas 0,8%, sacarose 27% e 6leo de milho 20%;

. dispositivos filtrantes de celulose 15 mm; 0,45 um (Minisart, Goettingen, Alemanhay);

. excipientes acido ascérbico (Sigma-Aldrich, EUA), acido citrico (Henrifarma - Sao
Paulo, SP), celulose microcristalina Microcel® MC102 (Blanver, Tabodo da Serra, SP),
diéxido de silicio coloidal Aerosil® (Emelffar, Sdo Bernardo do Campo, SP), estearato de
magnésio (lpiranga Quimica, Santos, SP), glicolato de amido sédico (Henrifarma, S&o
Paulo, SP), hidroxitolueno butil (BHT) (Indukern, Osasco, SP), lactose Tabletose 100
(Ipiranga Quimica, Santos, SP), lauril sulfato de sédio (Pharmacopéia, Attivos Magistrais -
Barueri, SP), polietilenoglicol 4000 e 6000 (Labsynth, Diadema, SP), polivinilpirrolidona K15
(Sigma-Aldrich, EUA) e talco (Proguimios, Bangu, RS);

. fitas reagentes para colesterol Acctrend (Roche®, Sdo Paulo, SP).

o membrana de celulose com didmetro de 47 mm, 0,45 um (Sartorius, Goettingen,
Alemanha);

. solventes e reagentes graus analitico ou cromatografico: acetonitrila (J. T. Baker,
Philipsburg, MT, EUA), acido fosférico (Merck, Darmstadt, Alemanha), fosfato de sédio
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monobasico (F. Maia Industria e Comércio, Cotia, SP) e metanol (Tedia Company, Fairfield,
lowa, EUA);
. solugéo salina a 0,9%.

5.1.3 Equipamentos

o Aparelho de ultra-som MaxiClean 1400 (Unique®, Indaiatuba, SP);

J aparelho para determinagéo de colesterol Accutrend GCT (Roche®, Sao Paulo, SP);

. aparelho para determinacao de densidade de pés Erweka SVM GWF;

. balancga analitica BP210D com precisao de 0,01 mg (Sartorius, Goettingen, Alemanha);
e banho-maria 120/2 (Fanem®, Sao Paulo, SP);

J banho-maria B.M.A 12 com 12 tubos de nessler (Thelga, Belo Horizonte, MG)

. calorimetro Modulate DSC 2910 (TA Instruments, New Castle, DE, EUA);

. centrifuga Jouan B4i (Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA);

. compressora rotativa com 10 puncdes (Riva Piccola, Aldershot, Inglaterra);

. cromatégrafo a liquido de alta eficiéncia HP 1100 e equipado com desgaseificador,
bomba quaternaria, forno, injetor automatico e detector de arranjo de diodos (DAD) (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, EUA);

. desintegrador ZT3 (Erweka, Hamburg, Alemanha);

. difratdmetro Geigerflex (Rigaku Corporation, Tokyo, Japan);

. dissolutor DT80 (Erweka, Hamburg, Alemanha);

. durémetro TBH 30 (Erweka, Hamburg, Alemanha);

. espectrofotdbmetro ultravioleta-visivel (UV-Vis) HP8453 com programa interno de
diferenciacao automatico (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA);

. friabilémetro TA3R Boeckel e Co (Erweka, Hamburg, Alemanha);

. medidor de compressibilidade de pés GWF(Erweka, Hamburg, Alemanha);

o rotavapor Heating Bath B - 441 (Buchi Labortechnik, Flawil, Suiga).
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5.2 Métodos

5.2.1 Desenvolvimento de dispersoes solidas de sinvastatina

As dispersdes sélidas (DS) de sinvastatina foram preparadas com trés carreadores
poliméricos: PEG4000, PEG6000 ou PVP, em diferentes propor¢cdes de sinvastatina e
polimero: 1:1, 1:2, 1:3, 1:4 e 1:5. Foram preparadas, também, misturas fisicas (MF) nas
mesmas proporgdes, para fins de comparacao.

As DS de sinvastatina com PVP foram preparadas pelo método de evaporagao de solvente
que consistiu em solubilizar o PVP e a sinvastatina em quantidade suficiente de etanol, levar
a solucao obtida ao rotavapor com banho a + 58 °C até total eliminacdo do solvente com
obtengao de um filme viscoso. A mistura obtida foi deixada em dessecador de silica-gel até
completa eliminacdo de residuos de etanol e obtencao de produto solido. A DS foi, entao,
pulverizada a p6 fino, em gral de vidro.

As DS de sinvastatina com PEG4000 ou 6000 foram preparadas, em todas as proporgoes,
por meio do método de fusdo que consistiu em fundir o polimero em banho-maria a 58 + 2
C, incorporar a sinvastatina, gradualmente e sob constante agitacdo manual. Apds a adicao
de sinvastatina ao PEG previamente fundido, as DS foram resfriadas em banho de gelo e
pulverizadas a po6 fino, em gral de vidro.

Adicionalmente, preparou-se uma DS de sinvastatina e PEG6000 na proporcao de 1:5 pelo
método misto “fusdo-evaporacdo”. Nesse caso, a sinvastatina foi dissolvida em etanol, em
seguida, acrescentou-se PEG6000 sélido e a mistura foi aquecida no rotavapor a 58 °C.
Nessa temperatura ocorre a evaporacado do solvente e fusdo do carreador polimérico e
formacdo de uma mistura homogénea. Ap6s remocao do solvente e formacido de uma
mistura homogénea, o baldo foi resfriado em congelador durante 10 minutos. A DS
resultante foi pulverizada em gral de vidro.

5.2.2 Caracterizacao das dispersoes sdlidas

As DS foram caracterizadas por calorimetria diferencial exploratéria e por difracao de raios X
de po.



88

5.2.2.1 Difracao de raios X de p6 (DRXP)

Os padroes de difracao de raios X (p6 ou policristal) de sinvastatina, dos polimeros, das MF
e das DS, nas proporcoes 1:1, 1:3 e 1.5, foram coletados com intervalo angular 20 entre 5% e
509, passo de 0,052 e comprimento de onda 1,5418 A (radiagdo CuKy).

5.2.2.2 Calorimetria diferencial exploratoria (DSC)

A andlise térmica da sinvastatina e suas DS e MF foi realizada por DSC com ajuste
modulado de temperatura a + 1 °C por 60 s. A calibragdo do equipamento foi realizada
utilizando-se safira. As amostras foram colocadas em cadinhos de aluminio e aquecidas a
uma temperatura constante (5 °C/min) na faixa de 25 °C a 250 °C e utilizando nitrogénio
como gas de purga (50 mL/min).

5.2.3 Avaliacao da solubilidade parcial de sinvastatina em DS

O teste de solubilidade foi realizado para avaliar o aumento de solubilidade da sinvastatina
presente nas DS em relagéo a sinvastatina apenas. Para esse fim, quantidades de DS e de
MF equivalentes a 4 mg de sinvastatina (correspondente a 5,3 vezes sua concentragdo de
saturacdo em agua) foram, exatamente, pesadas e adicionadas a 25 mL de solugéo tampao
fosfato de sédio monobasico (NaH,PO,4) pH 7,40 £ 0,20. Apds agitacdo magnética por 1 h,
em banho-maria a 37 °C, as solugdes foram filtradas em unidades filtrantes de 0,45 pm e
analisadas por espectrofotometria de absor¢cdo na regido UV, em A 239 nm. O mesmo
procedimento foi realizado para sinvastatina. A concentragcao de saturagéo da sinvastatina,
apés 1 h de teste e a quantidade de sinvastatina liberada a partir das DS e MF foram
comparadas (AMBIKE et al., 2005; PATEL e PATEL, 2008).

O teste foi realizado em triplicata para todas as amostras, utilizando solucdo tampéao
NaH,PO,, pH 7,40 + 0,20 para ajuste do zero.

5.2.3.1 Curva analitica para avaliacdo da solubilidade da sinvastatina em DS

Para avaliagédo do aumento da solubilidade de sinvastatina em DS em relagao a sinvastatina
apenas, foi construida uma curva analitica pesando-se, exatamente, cerca de 10 mg de
sinvastatina padrdo de trabalho e transferindo para baldo volumétrico de 100 mL. O volume
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foi completado com solucado tampao NaH.PO,, pH 7,40 contendo LSS 0,3%. As diluicbes
foram preparadas tomando-se aliquotas de 1,0, 2,5, 4,0, 5,5, 7,0 e 8,5 mL para balbes
volumétricos de 50 mL e completando-se o volume com a mesma solugdo. As
concentragoes finais obtidas foram 2,0, 5,0, 8,0, 11,0, 14,0 e 17,0 yug/mL. Todas as diluicdes
foram feitas em ftriplicata e analisadas por espectrofotometria de absorcdo no UV, em A 239
nm e utilizando solugéo tampéao NaH,PQO,, pH 7,40 e LSS 0,3% para ajuste do zero.

5.2.4 Avaliacao de degradacao de sinvastatina em DS por CLAE

Para verificar possivel degradagdo de sinvastatina durante o processo de preparo das DS
ou MF, as mesmas foram analisadas pelo método desenvolvido para quantificacdo de
estatinas por CLAE, descrito no item 4.3.2.

As amostras foram preparadas na concentragédo 28 pg/mL de sinvastatina em ACN (70% da
concentracao de trabalho).

5.2.5 Desenvolvimento farmacotécnico de comprimidos contendo DS de

sinvastatina

Com base na avaliacdo da solubilidade e na avaliagdo de degradacao de sinvastatina por
CLAE descritos nos itens 5.2.3 e 5.2.4, respectivamente, foram selecionadas duas DS que
proporcionaram maior liberacdo e menor degradacao de sinvastatina durante o seu preparo
para a fabricacdo de comprimidos na dosagem de 10 mg de sinvastatina.

Os comprimidos foram fabricados no LTF/FAFAR/UFMG, utilizando os excipientes e
proporcoes apresentadas na Tabela 29 (mesma constituicdo dos placebos C e D, item
4.2.2.2).

Os comprimidos foram produzidos por compressao direta; os constituintes da formulacao
foram pesados e tamisados separadamente. Em seguida, procedeu-se a mistura de pos,

adicionou-se o lubrificante e, finalmente, a mistura de pés foi comprimida.
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Tabela 29 - Excipientes e proporcoes utilizadas na fabricacado dos comprimidos contendo
DS?

Constituicao Porcentagem (%)

Acido ascorbico 0,05 0,05
Acido citrico 0,85 0,85
Aerosil 0,50 0,50
BHT 0,50 0,50
Celulose microcristalina 41,35 43,00
Estearato de magnésio 0,50 0,50
Glicolato de amido s6dico 2,00 2,00
Lactose 41,00 37,75
Lauril sulfato de sodio 0,5 0,5
8§5§.invasta’[ina:PEG6000 b 15.00
DS sinvastatina:PVP (1:3) 10,10 °
Talco 1,00 1,00

gpeso tedrico: 400 mg.
ausente.

A fluidez da mistura de pés para a fabricagdo dos comprimidos com DS foi avaliada,
indiretamente, pela determinacdo do indice de compressibilidade. As medidas de
densidades aparentes (antes da compactacdo) e compactadas (apdés compactacao) foram
determinadas pesando-se quantidade de massa que ocupasse metade do volume de uma
proveta de 100 mL. Realizou-se a medida do volume aparente ocupado pelo p6. A
densidade aparente foi calculada dividindo-se a massa pesada pelo volume inicial ocupado.
Em seguida, a proveta foi encaixada no aparelho e submetida a batidas até que o volume
ocupado permanecesse constante (1.250 batidas a uma velocidade de 250 batidas/minuto).
Ap0s as batidas, o volume ocupado final foi medido para calculo da densidade compactada
(massa pesada/volume final ocupado). O indice de compressibilidade foi calculado conforme
a equacao (AULTON, 2005):

ZMXNO,
c

1c(y)

em que: IC (%), indice de compressibilidade em porcentagem; Da, densidade aparente; Dc,

densidade compactada.
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5.2.6 Controle de qualidade dos comprimidos contendo DS de sinvastatina

Os seguintes testes foram realizados para a avaliagdo da qualidade dos comprimidos
desenvolvidos: determinacdo de peso, determinacao da resisténcia mecanica por dureza e
friabilidade, desintegragcdo, doseamento e uniformidade de doses unitérias. Realizou-se,
também o perfil de dissolugéo.

5.2.6.1 Determinacao de peso

A determinacédo de peso foi realizada de acordo com o procedimento descrito no método
geral V.1.1 da F. Bras. IV (FARMACOPEIA, 1988). Pesaram-se individualmente 20

comprimidos e determinaram-se o peso médio e os desvios individuais.

5.2.6.2 Determinacao de resisténcia mecénica e friabilidade

Os testes de resisténcia mecénica, dureza e friabilidade foram avaliados de acordo com os
métodos gerais V.1.3.1 e V.1.3.2, respectivamente, de acordo com a F. Bras IV
(FARMACOPEIA, 1988). A dureza, medida em Newton, foi avaliada em 10 comprimidos
submetidos a uma forga aplicada diametralmente, capaz de quebra-los. A friabilidade foi
avaliada em 20 comprimidos submetendo-os a agao abrasiva gerada por 100 rotagées no

equipamento.

5.2.6.3 Desintegracao

O teste de desintegracao foi realizado de acordo com o método geral V.1.4 da F. Bras. IV
(FARMACOPEIA, 1988). Utilizaram-se 6 comprimidos para o teste. Cada comprimido foi
colocado em um dos seis tubos de aparelho de desintegracao, sob os discos de acrilicos. O
meio de desintegracédo utilizado foi agua destilada a 37 = 1 °C. Os comprimidos foram
observados durante todo o processo de desintegragdo e o tempo de desintegragédo foi

registrado.
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5.2.6.4 Doseamento

O método de doseamento utilizado para a quantificagdo dos comprimidos de DS de
sinvastatina foi 0 método desenvolvido e validado por CLAE, descrito no item 4.2.2.

As amostras foram preparadas, em sextuplicata, conforme procedimento descrito no item
4.2.2.5 para preparagao de amostras a serem quantificadas por CLAE, na concentragao 40
pg/mL (100% da concentragao de trabalho, em ACN).

5.2.6.5 Uniformidade de doses unitdrias

O teste de uniformidade de conteddo de doses unitarias foi avaliado pelo método
uniformidade de conteddo, de acordo com o método geral V.1.6 da F. Bras. IV
(FARMACOPEIA, 1996). O método utilizado para quantificacdo de estatinas foi aquele
desenvolvido por CLAE (4.2.2). As amostras foram preparadas conforme descrito no item
4.2.2.5 a 100% da concentragéo de trabalho (40 pg/mL).

5.2.6.6 Perfil de dissolucao

Os estudos de perfis de dissolugdo dos comprimidos desenvolvidos € do medicamento
referéncia (Zocor® - 10 mg de sinvastatina) foram conduzidos em 900 mL de meio de
dissolugao e utilizando pas na velocidade de rotagdo 50 rpm por 60 minutos e 150 rpm por
mais 15 minutos. Os meios de dissolugao testados foram solugdo tampao NaH,PO,, pH 7,40
+ 0,20, a mesma solucao tampéao com LSS 0,3% ou com LSS 0,5%. Este ultimo meio de
dissolucdo é o meio preconizado na monografia de sinvastatina comprimidos da USP32
(THE UNITED, 2009). As amostras foram coletadas nos tempos: 5, 10, 15, 30, 60 e 75

minutos, sem reposi¢do de meio.

Os perfis de dissolugdo foram realizados com seis comprimidos, em dois dias diferentes
para os comprimidos desenvolvidos e, em apenas um dia para o medicamento referéncia
quando utilizou-se a solugao tampao pH 7,40 sem adicao de tensoativo ou tampao com LSS
0,3%. No meio de dissolugao tampéao com LSS 0,5%, avaliou-se o perfil em apenas um dia.
Aliquotas de 5 mL foram retiradas com o auxilio de pipeta volumétrica, filiradas por meio de
seringa contendo unidade filtrante (poros de 0,45 pum) na extremidade. Apés retirada de
aliqguota em 60minutos, a velocidade das pas foi aumentada para 150 rpm por mais
15minutos e a ultima aliquota foi realizada em 75minutos.
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As aliguotas foram analisadas pelo método de quantificacdo desenvolvido por EDU, descrito
no item 4.2.3. Devido ao pequeno deslocamento no comprimento de onda provocado pelo
meio de dissolugdo em relagcdo ao metanol, utilizado com solvente na validagdo do método
por EDU, as leituras foram realizadas em segunda derivada, A 248 nm, ao invés de A 247

nm.

A curva analitica para quantificagcdo de sinvastatina liberada no meio de dissolucao por EDU
foi construida conforme descrito no item 5.2.3.1, entretanto, as leituras foram realizadas em
segunda derivada, A 248 nm.

Os valores de absorvancia obtidos foram langados na equagao da reta analitica e expressos
como porcentagem de liberacdo de sinvastatina. As curvas dos perfis foram construidas
plotando-se a porcentagem de farmaco dissolvido em fungéo do tempo. Os valores de area
sob a curva (ASC) e eficiéncia de dissolucado (ED) foram calculados a partir das curvas de
dissolugdo, no intervalo compreendido entre 0 e 60 minutos, pelo programa computacional
GraphPad Prism Software Inc® versdo 4 considerando a ASC total do retangulo igual a
6000%min. A ED foi calculada conforme a equagéo:

ASC
ED(7)="—"""" %100,

em que: ED(%), eficiéncia de dissolugdo em porcentagem; ASC..», area sob a curva de
dissolucdo do tempo zero até um determinado tempo; ASC) area do retangulo
correspondente a 100% de dissolugao no mesmo periodo de tempo.

5.2.7 Teste in vivo

Realizou-se teste in vivo para comparar a eficacia terapéutica de: a) sinvastatina, b) DS de
sinvastatina e PEG6000 1:5, preparadas por meio do método misto fusdo-evaporagao, c)
medicamento referéncia (Zocor®) e d) comprimidos fabricados com DS. O teste consistiu na
avaliacao da reducao de colesterol plasmatico em 30 camundongos da raga Swiss com 50
dias. O protocolo referente a esse estudo foi avaliado e aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentagdo Animal (CETEA/UFMG) (ANEXO A).

O estudo foi delineado com base em estudos relatados na literatura que investigam outros
efeitos da sinvastatina, além do efeito de reducdo de colesterol estabelecido (SACALIA et
al., 2001; CHOUDHURY et al., 2004; CIBYCKOVA et al., 2009) ou comparam o efeito da
sinvastatina com extratos vegetais (LUO et al., 2008). Ha também descrito, um estudo
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conduzido por Ambike e colaboradores (2005) que compara a eficacia terapéutica da
sinvastatina e de uma DS de sinvastatina contendo PVP e aerosil na propor¢éo de 1:2:2 em
12 ratos alimentados com 6leo de coco, por meio de trés grupos, controle, referéncia e teste.
Inicialmente, os 30 animais receberam dieta hiperlipémica por uma semana sem receberem
nenhum tipo de tratamento. Apds 7 dias, os animais foram divididos em 5 grupos com 6
animais cada, como mostrado na Tabela 30. Iniciou-se o tratamento dos animais com
sinvastatina apenas e contida em diferentes formulacées (medicamento referéncia, DS
sinvastatina:PEG6000 1:5 ou comprimidos contendo DS pulverizados). A estatina, sob
qualquer uma das formas, foi administrada, na dose 12 mg/kg, por gavagem oral, dispersa
em solucdo de carboximetilcelulose (CMC) a 1% em solugdo salina. O tratamento foi
conduzido diariamente, por uma semana. Durante todo o periodo de tratamento, os animais
continuaram recebendo a dieta hiperlipidica. O colesterol total foi dosado aplicando de 3 a 4
gotas de sangue, obtido apds pequeno corte na cauda dos camundongos, em fita reagente
para colesterol. A leitura foi realizada em um aparelho sensivel a colesterol. A dosagem de
colesterol foi realizada 3 vezes durante todo o estudo, ou seja, no inicio, antes de comecar a
dieta hiperlipémica, ap6s a primeira semana com a dieta hiperlipémica sem tratamento e, no

final do estudo ap6s os 7 dias de tratamento hipolipémico.

Tabela 30 - Grupos de animais (n = 6) e tratamentos utilizados na comparacao da eficacia
terapéutica de sinvastatina sob formas diversas.

Grupo Dieta/Tratamento
1 (controle) Hiperlipémica/veiculo (CMC a 1% em solugao salina)
2 (referéncia) Hiperlipémica/sinvastatina

Hiperlipémica/DS de sinvastatina e PEG6000

Hiperlipémica/Zocor®

Hiperlipémica/comprimidos fabricados com DS

Os resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias obtidas foram
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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5.3 Resultados e discussao

5.3.1 Desenvolvimento de dispersoes solidas de sinvastatina

Com o objetivo de aumentar a solubilidade da sinvastatina e melhorar seu perfil de liberagao
foram manipuladas DS e MF constituidas de sinvastatina e PVP, PEG4000 ou PEG6000
como carreadores hidrofilicos nas proporcées 1:1, 1:2, 1:3, 1:4 e 1:5. Preparou-se, também,
DS de sinvastatina e PEG6000 (1:5) pelo método misto “evaporagéo-fusao” a fim de verificar
a influéncia do método de preparo na solubilidade da estatina. O PEG6000 foi selecionado
para o preparo dessa DS, pois j& existe descrita na literatura DS de sinvastatina e PEG4000
(1:10) preparada por fusdo ou pelo método de evaporacao (PATEL e PATEL, 2008).

5.3.2 Caracterizacao das dispersoes solidas

5.3.2.1 Difracao de raios X de po (DRXP)

As analises por difragcdo de raios X foram realizadas para avaliar possiveis alteragées na
estrutura cristalina da sinvastatina, forma cristalina ou amorfa dos constituintes, interagoes

polimero-farmaco, ou o efeito de reducao de particulas na dispersao sélida.

Os padroes de DRXP para a sinvastatina e para as suas respectivas DS e MF estdo
apresentados nas Figuras 28 a 33.

Dos diversos picos de difracdo da sinvastatina na forma cristalina, trés sdo caracteristicos
nos padroes estudados, com valores de 26 iguais a 8,102, 9,60° e 11,14° (Figura 28). Estes
auxiliam com clareza a confirmacdo da presenca desse composto na forma cristalina. Os
polimeros PEG4000 e 6000 também exibem padrao de difracao tipico de material cristalino
(Figura 29-a), entretanto o padrao de difracdo de raios X para o PVP é tipico de material
amorfo, caracterizado pela completa auséncia de picos de difracao (Figura 29-b). A Figura
29 ilustra a sobreposi¢éo dos picos da sinvastatina com misturas fisicas contendo 50% de
PVP ou PEG6000.
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Intensidade Relativa

26 (%)

Figura 28 - Padrao de difragao de raios X de p6 para sinvastatina.

(a)
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Figura 29 - Padrdo de difragdo de raios X de p6 para (a,b) sinvastatina, para os polimeros (a)

PEG6000, (b) PVP e para as respectivas MF (1:1, estatina:polimero).




97

—— Sinvast/PEG 1:1
—— Sinvast/PEG 1:3
—— Sinvast/PEG 15

Intensidade

—— Sinvastatina
— PEG4000

10 l 20 30 I 40
26 (9

Figura 30 - Padrao de difracdo de raios X de pd para sinvastatina, PEG4000 e para DS de

sinvastatina e PEG4000 (1:1, 1:3 e 1:5) preparadas pelo método de fusao.
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Figura 31 - Padréo de difragdo de raios X de pé para (a) MF de sinvastatina e PEG6000 e para (b)
respectivas DS preparadas pelo método de fusao.
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Figura 32 - Padrio de difragdo de raios X de p6 para MF de sinvastatina e PEG6000 e para as
respectivas DS preparadas pelo método de fusdo (dispersdo) e pelo método misto “fusao-
evaporagao”, na proporgao 1:5 (estatina:polimero).

A andlise dos padrdes de DRXP das DS e MF de sinvastatina com PEG4000 ou 6000
(Figuras 30 e 31) revela apenas a coexisténcia das duas fases cristalinas em todas as
amostras, sem diferencas nas posicdes dos maximos de difracdo. As diferencas de
intensidades e largura dos picos de difracdo sao pouco significativas, quando se compara as
MF com as DS. Também, nao se observa alteragdes nos padroes de DRXP entre as DS de
sinvastatina e PEG6000 (1:5) preparadas pelo método de fusdo e fusdo-evaporagdo de
solvente (Figura 32). Nao foi possivel confirmar a presenca de sinvastatina na forma amorfa

ou em interacdao com PEG.

Em diversos estudos (MOORE e WILDFONG, 2009; FORD, 1986, VASCONCELOQOS, 2007)
relatam-se que um dos varios fatores que explicam o aumento da solubilidade do farmaco
pode ser a reducdo do tamanho de particula por meio da reducdo da energia necessaria
para a solubilizagdo, favorecendo, assim a liberagdo do farmaco. Entretanto, no presente
trabalho, ndo constatou-se alteragéo significativa da largura dos picos de sinvastatina e,
portanto, ndo é possivel concluir se houve reducdo do tamanho de particula da sinvastatina

apoés o tratamento de preparo das dispersoes (Figura 32).

Os padrdes de DRXP das MF preparadas com PVP K15 indicaram a presenca de
sinvastatina cristalina, com alteragdo somente na intensidade dos picos devido as diferentes
proporgoes da estatina entre as preparacdes. Nas DS, os picos de difracdo da sinvastatina
estdo presentes na proporcdo 1:1 (estatina:PVP), mas, estdo ausentes ou bastante
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atenuados na DS 1:3 e 1:5 (Figura 33). Este fato indica que a estatina pode estar, em
grande propor¢ao, amorfa ou incorporada dentro da matriz polimérica. Resultados
semelhantes também foram relatados por Patel e Patel (2008) para DS de sinvastatina e
PVP K30 na proporgao estatina:polimero de 1:10. Nesse estudo também foi relatada a
presenca de sinvastatina amorfa em uma DS preparada com PEG4000, pelo método de

evaporacgao de solvente, na proporgao 1:10 (estatina:polimero).
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Figura 33 - Padrdo de difragdo de raios X de p6 para (a) MF de sinvastatina e PVP e para as
respectivas (b) DS preparadas pelo método de fusao.

Contagem

Para a confirmacédo da presenga de sinvastatina como material amorfo seria necesséria a
caracterizagao por técnicas adicionais como a microscopia eletrénica, termomicroscopia e

analise em conjunto para se chegar a uma conclusao.
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5.3.2.2 Calorimetria diferencial exploratoria (DSC)

Pela analise das curvas DSC foi possivel avaliar a cinética térmica do farmaco nas DS e nas
MF e sua compatibilidade com os polimeros. As curvas DSC da sinvastatina e de suas DS e
MF, nas proporcdes (sinvastatina:polimero) 1:1, 1:3 e 1:5 sdo apresentadas nas Figuras 34
a 40.
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Figura 34 - Curvas DSC de (d) sinvastatina e suas misturas fisicas com PEG4000 nas proporgoes
(sinvastatina:PEG4000) (a) 1:1, (b) 1:3 e (c) 1:5.
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Figura 35 - Curvas DSC de (c) sinvastatina e suas dispersées sélidas com PEG4000 preparadas por
meio do método de fusdo, nas proporgdes (sinvastatina:PEG4000) (a) 1:1, (b) 1:3 e (d) 1:5.
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Figura 36 - Curvas DSC de sinvastatina e suas misturas fisicas com PEG6000 nas proporgoes
(sinvastatina:PEG6000) 1:1, 1:3 e 1:5.
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meio do método de fuséo, nas proporgdes (sinvastatina:PEG6000) 1:1, 1:3 e 1:5.

Figura 37 - Curvas DSC de sinvastatina e suas disperses sélidas com PEG6000 preparadas por
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Figura 38 - Curvas DSC das DS de sinvastatina e PEG6000 preparadas por meio do (a) método de
fusdo e por meio do (b) método de fusdo-evaporagdo de solvente, na proporgao 1:5
(estatina:polimero).
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Figura 39 - Curvas DSC das misturas fisicas de sinvastatina e PVP nas proporgbes
(sinvastatina:PVP) 1:1, 1:3 e 1:5.
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Figura 40 - Curvas DSC das dispersoes sélidas de sinvastatina e PVP preparadas por meio do
método de evaporacao de solvente, nas proporgdes (sinvastatina:PVP) 1:1, 1:3 e 1:5.

A sinvastatina foi caracterizada por um pico endotérmico (fusdo) em 142,5 °C com uma
variagdo de entalpia (AH) de 706,5 J/g (Figura 34 a 37). As curvas DSC das DS e das MF
com PEG4000 ou 6000 (Figuras 34 a 38), em todas as proporgdes, apresentaram pico
endotérmico préximo a 60 °C correspondente a fusdo dos polimeros. As curvas DSC das MF
de sinvastatina e PEG4000 ou PEG6000 e das respectivas DS, na proporcao 1:1, (Figuras
34 e 36) apresentaram pico de fusdo da sinvastatina com deslocamento para temperaturas
inferiores e uma reducao significativa na entalpia de fusdo conforme apresentado na Tabela
31. O evento endotérmico referente a fusdo da sinvastatina ndo é observado nas curvas
DSC das MF com PEG4000 e 6000, na proporcao 1:3, na MF com PEG6000 na proporcao
1:5 e, também, ndo esta presente nas DS 1:3 e 1:5 com os dois polimeros (Tabela 31). Nao
houve diferenca nas curvas de DSC das DS de sinvastatina com PEG6000 (1:5) preparadas

por meio dos métodos de fusao e fusdo-evaporacao de solvente.

A auséncia de pico de fusdo de uma substancia, em uma curva de DSC, pode indicar a
existéncia da substancia amorfa, como relatado previamente por Ambike e colaboradores
(2005) e por Patel e Patel (2008). Entretanto, apesar do pico de fusdo da sinvastatina estar
ausente nas curvas DSC de algumas DS e MF preparadas com PEG4000 ou PEG6000
(Tabela 31), os resultados da caracterizacdo das mesmas por DRXP (item 5.3.2.1) indicam



104

que a sinvastatina presente nesses materiais continua cristalina, apesar do tratamento
realizado. Assim, a reducdo ou auséncia do pico endotérmico caracteristico da sinvastatina
nas curvas DSC das preparagdées com PEG4000 ou PEG6000 estudadas pode ser devido
ou a sua solubilizacdo parcial ou total no polimero fundido ou a um efeito de diluicdo do

farmaco.

O deslocamento do pico de fusdo da sinvastatina observado nas curvas DSC de algumas
DS e MF preparadas com PEG4000, 6000 ou com PVP pode ser indicativo de interagbes
entre o polimero e a estatina, as quais poderiam favorecer a solubilizagdo da sinvastatina

em meio aquoso.

A curva DSC de PVP apresenta uma banda larga na faixa de 60 °C a 120 °C devido a perda
de agua (Figuras 39 e 40). Como observado para algumas MF e DS de sinvastatina e
PEG4000 ou 6000, as curvas DSC das MF de sinvastatina e PVP nas proporgcdes 1:1 e 1:3
e da DS 1:1 apresentaram pico de fusdo da sinvastatina com deslocamento para
temperaturas inferiores e uma redugao significativa na entalpia de fusdo (Tabela 31). O
mesmo pico esta ausente nas curvas DSC da MF 1:5 e das DS 1:3 e 1:5 (estatina:PVP). A
auséncia do pico de fusdo da sinvastatina na curva DSC de DS 1:3 e 1:5 (estatina:PVP)
confirma os resultados apresentados por DRXP (item 5.3.2.1), que revelam que a
sinvastatina esta presente na sua forma amorfa ou estd incorporada dentro da matriz
polimérica nessas DS. Entretanto, 0 mesmo nao pode ser afirmado para a MF 1:5, que
apesar da curva DSC nao apresentar o pico endotérmico da sinvastatina, o seu espectro
DRXP revela a presenga de sinvastatina cristalina. Resultados semelhantes foram obtidos
por Ambike e colaboradores (2005), os quais caracterizaram DS e MF de sinvastatina,
aerosil e PVP (1:1:1 e 1:2:2), dentre outras técnicas, por DSC e por DRXP e relataram a
auséncia do pico de fusdo da estatina nas curvas DSC e auséncia de picos caracteristicos
de material cristalino nos padrdes de DRXP para as DS.
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Tabela 31 - Resultados obtidos para avaliacdo das DS e MF de sinvastatina por DSC.

Sinvastatina

Amostra Temperatura de fuséo (°C) AH de fusao (J/g)

Sinvastatina 142,50 706,50
MF de Sinvastatina:PEG4000 (1:1) 124,74 83,37
MF de Sinvastatina:PEG6000 (1:1) 131,84 47,91
MF de Sinvastatina:PVP (1:1) 132,63 293,1
MF de Sinvastatina:PEG4000 (1:3) a a
MF de Sinvastatina:PEG6000 (1:3) a a
MF de Sinvastatina:PVP (1:3) 117,37 179,2
MF de Sinvastatina:PEG4000 (1:5) 152,10 212,2
MF de Sinvastatina:PEG6000 (1:5) a a
MF de Sinvastatina:PVP (1:5) a a
DS de Sinvastatina:PEG4000 (1:1) 126,69 91,13
DS de Sinvastatina:PEG6000 (1:1) 128,85 128,00
DS de Sinvastatina:PVP (1:1) 99,57 571,1

DS de Sinvastatina:PEG4000 (1:3)

DS de Sinvastatina:PEG6000 (1:3)

DS de Sinvastatina:PVP (1:3)

DS de Sinvastatina:PEG4000 (1:5)

DS de Sinvastatina:PEG6000
(1:5 — método de fusao)

DS de Sinvastatina:PEG6000
(1:5 — método de evaporacio)

DS de Sinvastatina:PVP (1:5)

4n30 observado.

Dispersdes solidas com farmacos amorfos apresentam a vantagem de favorecer

a

dissolucdo pelo aumento da superficie de contato, mas podem ser instaveis devido a

cristalizagao gradual do farmaco durante o armazenamento e estocagem (FORD, 1986).

5.3.3 Avaliacao da solubilidade parcial de sinvastatina em DS

Para investigar o aumento da dissolucao das preparacées em relagdo a sinvastatina, os

valores de absorvancia obtidos foram lancados na equagéo da reta analitica (5.3.2.3.1) e
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calculada a quantidade de sinvastatina liberada no meio. A concentragdo de saturacao de

sinvastatina encontrada apds 1 h de teste foi 3,03 pg/mL, determinada em sextuplicta (DPR

2,76%). Os resultados do teste, em triplicata, expressos em aumento porcentual da

concentracao de saturacao para as preparacoes em relacao a estatina, estdo apresentados
na Tabela 32.

Tabela 32 - Aumento porcentual da concentragdo de sinvastatina liberada em solugéo
tampao NaH,PO, pH 7,40, a partir de DS e MF, apés 1 h de teste de solubilidade parcial.

Aumento porcentual da concentracdo de sinvastatina (+ s)?

PEG6000 PEG4000 PVP
Método/proporgcao MF DS MF DS MF DS
B b 21,67 1,68 24,13 11,32 39,94
Fusao/1:1
(0,06) (0,02) (0,03) (0,03) (0,0028)
5,89 50,58 9,43 89,07 30,85 146,35
Fusao/1:2
(0,01) (0,02) (0,04) (0,086) (0,01) (0,05)
_ 17,82 46,63 34,25 91,23 60,38 305,04
Fusao/1:3
(0,03) (0,04) (0,03) (0,03) (0,03) (0,03)
31,47 51,89 34,60 111,79 108,42 251,56
Fusao/1:4
(0,06) (0,05) (0,01) (0,0032) (0,08) (0,11)
_ 88,66 113,99 273,31
Fusao/1:5
42 54 (0,07) 44,30 (0,04) 52,13 (0,20)
(0,06) 147,51 (0,04) (0,02)
Misto/1:5 _ _
(0,01)

2desvio padréo
b0 observado.

Com os dados apresentados na Tabela 32, foram construidas as curvas ilustradas na Figura

41.
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Figura 41 - Comparagdo do aumento de solubilidade da sinvastatina em DS preparadas com
polimeros e proporcdes diferentes.

Pela andlise dos resultados obtidos foi possivel observar uma relagdo direta entre a
proporgao de polimero nas MF e DS com PEG4000 ou 6000 e a solubilidade da sinvastatina
(Tabela 32 e Figura 41). Observa-se, também, que o aumento na solubilidade da
sinvastatina é maior nas DS do que nas MF correspondentes, 0 que comprova que a

formacgao de DS nao se trata apenas de uma simples mistura entre farmaco e polimero.

O aumento da dissolugéo da sinvastatina a partir das DS com PEG4000 ou 6000 pode ser
explicado pela formagao de cristais de tamanhos reduzidos do farmaco ou a inibigao de
crescimento dos mesmos pela solugdo de alta viscosidade gerada pelos polimeros (FORD
1986; ANGUIANO-IGEA et al., 1995).

Apesar dos resultados obtidos nas analises das DS com PEG4000 e 6000 por DRXP e DSC
(itens 5.3.2.1 e 5.3.2.2) ndo revelarem nenhuma diferencga significativa entre as mesmas, foi
possivel, por meio do teste de solubilidade, apontar a DS com PEG4000 como a mais eficaz
no aumento da liberacao de sinvastatina. Esse resultado pode ser explicado pela dissolucao
mais rapida do PEG de baixo peso molecular (PEG4000).

O efeito do tamanho da cadeia na solubilidade de farmacos pouco sollveis ainda nao é
totalmente conhecido e deve ser mais cuidadosamente investigado. A hipétese geral é que
quanto menor o peso molecular do polimero mais rapida é a dissolucdo. Entretanto, ha
exemplos descritos na literatura em que a utilizacdo de PEG de maior peso molecular
aumentou a velocidade de dissolugdo de farmacos como clofibrato, meprobamato,
sulfametoxidiazina e papaverina. Também hé relatos na literatura de que o tamanho da
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cadeia polimérica nao influenciou na velocidade de dissolucdo (SALIB e EBIAN, 1978;
DRAGUET-BRUGHMANS et al., 1979; FORD 1986; ANGUIANO-IGEA et al., 1995).

A DS sinvastatina:PEG6000 (1:5) preparada pelo método fusdo-evaporagdo mostrou ser
mais eficaz no aumento da liberacao de sinvastatina (Tabela 32) em comparacdo com a
mesma DS preparada pelo método de fusdo. No método de fusdo-evaporagéo, o farmaco
dissolvido no solvente organico € totalmente miscivel no polimero fundido, o que leva a
formacdo de uma mistura mais homogénea, resultando em uma maior interagcdo carreador-
farmaco. Ao contrario, no método de fusdo, uma parte consideravel do farmaco nao se
dissolve no polimero fundido, o que dificulta a sua dispersdo e, conseqglientemente, a

formacao de uma suspensao homogénea.

Para as MF e DS com PVP a concentracao de saturacdo da sinvastatina aumenta somente
até a proporcao 1:4 e 1:3 (estatina:polimero), respectivamente (Figura 41). Esse dado
sugere uma concentracdo 6tima de PVP na DS na qual as interagbes polimero e
sinvastatina sdo maximas. Uma avaliagdo mais detalhada utilizando quantidades de PVP

superiores as investigadas, torna-se necessaria para comprovagao do exposto.

As DS preparadas com PVP apresentaram maior efeito na solubilidade da sinvastatina em
relagdo as demais DS, observa-se um aumento de até 305% na concentragao de estatina
liberada (Tabela 32 e Figura 41). Esse aumento significativo pode ser explicado pela
presenca de sinvastatina como material amorfo conforme indicado pelos experimentos de

DRXP ou incorporado dentro da matriz polimérica formando um complexo soluvel.

Varios estudos relatam que o PVP inibe a cristalizagdo de farmacos em DS levando ao
aparecimento de suas formas amorfas que sdo, geralmente, mais sollveis. Esse efeito do
PVP pode ser explicado pela sua capacidade em formar ligagbes de hidrogénio com o
farmaco (TAYLOR e ZOGRAFI, 1997; MATSUMOTO e ZOGRFI, 1999; MOOTER et
al.,2001; SQUILLANTE e SETHIA, 2004; PATEL e PATEL, 2008).

As MF sinvastatina:PVP foram menos efetivas para o aumento da solubilidade do farmaco
em comparagdo com as respectivas DS, em concordancia com o que ja foi discutido em
relagdo as MF contendo PEG.

Os resultados do teste de solubilidade indicam que os fatores propor¢do de farmaco e
polimero, método de preparo das DS e tipo de carreador polimérico sdo importantes na
determinagao da solubilidade do farmaco.
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5.3.3.1 Curva analitica para avaliacdo da solubilidade de sinvastatina em DS

A equacéo da reta e o DPR da regressao obtidos para o teste de solubilidade por UV, A 239
nm, em NaH,PO, pH 7,40, foram y = 0,0629x - 0,0018 e 0,47%, respectivamente. O
coeficiente de correlacdo de Pearson (r) obtido, 0,9999, foi satisfatério (r>0,99). O valor p da
inclinacdo (1,01x10°%) foi significativo a 5% de probabilidade (p<0,05), e, portanto, a
resposta é linear na faixa de concentracdo estudada. O intercepto obtido nao foi
estatisticamente diferente de zero (valor p do intercepto igual a 0,21). A curva analitica
resultante estd apresentada na Figura 42.

1,0
0,9 -
0.8 -
0,7
0,6
0.5 -
0,4
0,3 -
0.2 - y = 0,0629x + 0,0018
0,1 - r = 0,9999

0,0 ‘ ‘ ‘

0 5 10 15

Concentracao (ug/mL)

Absorvancia 239 nm

Figura 42 - Curva analitica para avaliagdo da solubilidade de sinvastatina por UV, A 239 nm, em
NaH,PO,, pH 7,40.

5.3.4 Avaliacao de degradacao de sinvastatina em DS por CLAE

Verificou-se a possivel degradacédo da sinvastatina apos preparo das DS. O cromatograma
da DS sinvastatina:PEG6000 (1:5), preparada pelo método misto “fusdo-evporacao”,
(correspondente a 28 pug/mL de sinvastatina, em ACN) é apresentado na Figura 43.

As demais DS e respectivas MF com PEG4000 ou PEG6000 apresentaram cromatogramas
semelhantes e ndo observaram-se picos referentes a produtos de degradacao. Pela analise
das DS de sinvastatina com PEG4000 ou 6000 preparadas pelo método de fusdo ou pelo
método de fusao-evaporagao, foi possivel confirmar que o processo de preparo das mesmas
ndo acarretou em degradacdo da estatina e que ndo ha incompatibilidades entre as

substancias.
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Figura 43 - Cromatograma da DS de sinvastatina (pico principal, tr 7,215 min) e PEG6000 (1:5)
preparada pelo método misto (fase moével ACN:acido fosforico 0,1%, fluxo 1,5 mL/min, 30 °C,
deteccao UV em A 238 nm).

Os cromatogramas das DS de sinvastatina:PVP 1:1, 1:3 e 1:5 (correspondente a 28 ug/mL
de sinvastatina, em ACN) estao apresentados nas Figuras 44, 45 e 46, respectivamente.
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Figura 44 - Cromatograma da DS de sinvastatina (pico principal) e PVP (1:1). A seta indica o pico
referente a um produto de degradacao (fase mével ACN:4cido fosférico 0,1%, fluxo 1,5 mL/min, 30
C, deteccao UV em A 238 nm).
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Figura 45 - Cromatograma da DS de sinvastatina (pico principal) e PVP (1:3). As setas indicam
picos referentes a produtos de degradagéo (fase mével ACN:acido fosfoérico 0,1%, fluxo 1,5 mL/min,
30 °C, detecgao UV em A 238 nm).
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Figura 46 - Cromatograma da DS de sinvastatina (pico principal) e PVP (1:5). As setas indicam
picos referentes a produto de degradacéo (fase movel ACN:acido fosforico 0,1%, fluxo 1,5 mL/min, 30
°C, deteccao UV em A 238 nm).

Todas as DS de sinvastatina e PVP apresentaram picos referentes a produtos de
degradacao (Figuras 44 a 46). O cromatograma da DS 1:5 (estatina:PVP) apresentou o
mesmo pico de degradacao, préximo a 7,6 minutos, presente no cromatograma da DS 1:1 e
um pico adicional préximo a 4,4 minutos (Figura 46) (possivel hidroxiacido relatado no item
4.3.2.1). A DS 1:3 apresentou além do pico em 4,4 minutos, um pico em 9,7 minutos
referente a um produto de degradacdo menos polar que a sinvastatina (Figura 45).

Em um estudo de degradagédo de lovastatina e sinvastatina conduzido por Yang e Hwang
(2006) foi relatada a conversdao das estatinas em suas formas hidroxiacidas e posterior
formacao de um éster metilico, menos polar que as correspondentes estatinas. O estudo foi
conduzido por uma hora a 45 °C, em solugdo alcalina com porcentagens diferentes de
metanol. A formagado desses produtos de degradacdo aumentava com a concentragao de
metanol na solucdo alcalina. Com base nessas informacoes, acredita-se que os produtos de
degradacdo menos polares que a sinvastatina, presentes nos cromatogramas das DS com
PVP, podem ter sido formados apos reacéo da estatina com etanol utilizado no preparo das
mesmas (solubilizacdo da sinvastatina e PVP em etanol e posterior evaporagao do solvente
a t 58 °C em rotavapor).

A area do produto de degradacido encontrado no cromatograma da DS 1:1 (estatina:PVP)
corresponde a menos que 1% da area da sinvastatina. O somat6rio dos dois produtos
encontrados nas DS 1:3 e 1:5 correspondem a 6,81% e 10,46% da area de sinvastatina,
respectivamente. Portanto, a degradacdao das DS contendo PVP foi crescente com o
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aumento da quantidade de PVP. Esses resultados podem ser devido a volumes crescentes
de etanol necessario para a solubilizagago do PVP durante o preparo das DS e,
consequentemente maior tempo necessario para a evaporacdo do mesmo em rotavapor a
uma temperatura elevada (+ 58 °C), favorecendo a degradacédo. Além disso, a presenca de
PVP na DS parece ser importante para catalisar a formacao desses produtos, ja que na DS
contendo PEG6000 preparada pelo método fusao-evaporacdo nao detectou-se a formagao
de produtos de degradacdo. Entretanto, a possibilidade de incompatibilidade entre
sinvastatina e PVP, independente da presenga ou nao de etanol, ndo péde ser descartada.
Um método comum para detectar possiveis incompatibilidades é por meio da analise da por
DSC da MF farmaco-carreador. Nesse caso, pela andlise das curvas DSC da mistura
sinvastatina-PVP (item 5.3.2.2) ndo se observou a presenca de eventos térmicos
relacionados a formagdo de produtos de degradacdo. Esse resultado sugere que nao ha
incompatibilidade direta entre os constituintes da DS e, portanto, € mais um indicio de que a
presenca da mistura etanol-PVP é o fator que desencadeia a degradacao do farmaco. Além
disso, os cromatogramas das MF de sinvastatina com PVP ndo apresentaram nenhum pico
adicional ao da sinvastatina.

Diante dos resultados apresentados, pode-se concluir que apesar da maior solubilidade da
sinvastatina nas DS preparadas com PVP, as mesmas apresentam a desvantagem de
promover a degradacao da sinvastatina, em relacdo as DS com PEG.

Esse estudo de avaliagcdo de degradagcado das DS por CLAE nao é relatado nos estudos
conduzidos por Patel e Patel (2008) e por Ambike et al. (2005) nos quais DS de sinvastatina
também sdo preparadas. Esses autores analisaram as DS por espectrofometria no UV e,
por meio dessa técnica, ndo é possivel diferenciar a sinvastatina de seus produtos de

degradacao.

5.3.5 Desenvolvimento farmacotécnico de comprimidos contendo DS de

sinvastatina

Com base nos resultados da avaliagao de solubilidade (5.2.3) e da avaliagdo de degradacao
das DS por CLAE (5.2.4), foram selecionadas, para utilizacdo na preparacao dos
comprimidos, as DS que apresentaram maior aumento na solubilidade e menor tendéncia a

degradacgéao do farmaco.
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Nenhuma das DS de sinvastatina com PEG6000 ou com PEG4000 apresentou degradacao
na avaliacdo por CLAE (5.2.4), entretanto observou-se uma maior solubilizacdo da
sinvastatina a partir da DS sinvastatina:PEG6000 (Tabela 32), na proporgao 1:5, preparada
por meio do método misto “fusdo-evaporacdo”. Portanto, selecionou-se essa DS para
fabricagao de comprimidos.

Apesar da DS de sinvastatina:PVP (1:1) ter apresentado menor degradacao na avaliagéo
por CLAE, a mesma nao resultou em um aumento significativo na solubilizagdo do farmaco
(Tabela 32). Portanto, foi selecionada a DS 1:3 que apresentou maior efeito positivo na
solubilidade e menor degradagéo.

A fluidez das misturas de p6s para a fabricagdo dos comprimidos com DS foi avaliada,
indiretamente, por meio da determinagdo do indice de compressibilidade. A avaliagcido da
fluidez € um parametro importante para a previsdo do comportamento da mistura de pdés
durante a etapa de enchimento da matriz. Uma boa fluidez garante um preenchimento
homogéneo e constante da matriz, resultando na formagdo de comprimidos com menor
variagdo de peso e maior uniformidade de conteddo. O indice de compressibilidade
calculado para as misturas de p6s contendo as DS de PEG6000 e PVP foi 16,0% e 21,0%,

respectivamente.

Segundo Aulton (2005), a faixa de compressibilidade de 12% a 16% corresponde a um fluxo
bom, comparavel a granulos de fluxo livre. A faixa de 18 a 21% corresponde a um fluxo
escasso para granulos, mas aceitavel para poés. Portanto, a mistura de pés contendo a DS
sinvastatina:PEG6000 apresentou um fluxo ideal. Ao contrério, o resultado da fluidez obtido
para a mistura de pés contendo a DS sinvastatina:PVP esta no limite da faixa considerada
satisfatoria.

5.3.6 Controle de qualidade dos comprimidos contendo DS de sinvastatina

5.3.6.1 Determinacao do peso

Os resultados da determinacdo de peso médio e as variacdes obtidas para os comprimidos
fabricados com DS de sinvastatina e PEG6000 (1:5) ou com PVP (1:3) estao apresentados
na Tabela 33.
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Tabela 33 - Resultados de peso médio® e de variagdo para os comprimidos com DS de
sinvastatina e PEG6000 ou PVP.

Comprimidos DS sinvastatina:PEG6000 DS sinvastatina:PVP
Peso médio (n = 20) 411,2 405,4
Desvio (%) -2,69 a 4,46 -7,14 2 6,96

4peso médio tedrico: 400,0 mg.

De acordo com a F. Bras IV (FARMACOPEIA, 1988), pode-se tolerar uma variagdo de peso
com nao mais que duas unidades fora do limite de +5,0 % em relagédo ao peso médio (acima
de 250 mg) e nenhuma unidade com desvio de = 10,0 %.

Os comprimidos com DS de sinvastatina e PEG6000 (1:5) apresentaram porcentagens de
desvios em relagdo ao peso médio dentro do limite especificado pela F. Bras. IV
(FARMACOPEIA, 1988). Entretanto, os comprimidos com DS de sinvastatina e PVP (1:3)
apresentaram sete unidades com desvios superiores ao limite estabelecido. Essa grande
variagdo de peso obtida para tais comprimidos pode ser explicada pela fluidez escassa
encontrada (item 5.3.3) para a mistura de p6s utilizada na preparagdo dos mesmos. Uma
baixa fluidez pode acarretar em um preenchimento nao uniforme das matrizes da

compressora e, conseqiientemente, em grandes variagdes de peso.

5.3.6.2 Determinacao de resisténcia mecéanica e friabilidade

A dureza e a friabilidade sdo parametros importantes na avaliagdo da qualidade de formas
farmacéuticas sélidas, indicativos da resisténcia a rupturas provocadas por golpes e a
friccdo durante os processos de revestimento, embalagem, transporte e armazenamento
(FARMACOPEIA, 1988).

O valor médio de dureza, sua variagdo e o resultado do teste de friabilidade para os
comprimidos desenvolvidos estao apresentados na Tabela 34.



Tabela 34- Resultados obtidos para os testes de dureza (n=10) e friabilidade (n=20) para os

comprimidos preparados com DS de sinvastatina e PEG6000 ou PVP.
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Comprimidos

Dureza (variagéo) (N)

Friabilidade (%)

DS sinvastatina:PEG6000
DS sinvastatina:PVP

49,80 (47 a 60)
58,30 (50 a 65)

0,16
0,02

De acordo com a F. Bras. IV, a dureza minima aceitavel € 30 N e a perda maxima de pé é
1,5% relativa ao valor do peso inicial, (FARMACOPEIA, 1988). Os comprimidos
desenvolvidos apresentaram valor médio de dureza superior ao limite minimo especificado e
perda de pé inferior ao limite maximo estabelecido.

5.3.6.3 Desintegracao

O limite de tempo estabelecido pela F. Bras. IV como critério geral para o teste de
desintegracdo de comprimidos é de 30 minutos em 4gua (FARMACOPEIA, 1988). Todos os
comprimidos avaliados apresentaram tempo de desintegracao inferior a 5 minutos.

5.3.6.4 Doseamento

Os comprimidos de sinvastatina devem conter no minimo 90,0%, e, no maximo 110,0% da
quantidade declarada conforme a monografia do produto descrita na USP32 (THE UNITED,
2009). Os resultados de teor para os comprimidos preparados com DS
sinvastatina:PEG6000 ou PVP estao apresentados na Tabela 35.

Tabela 35 - Resultados obtidos no doseamento de sinvastatina por CLAE a partir dos
comprimidos preparados com DS de sinvastatina e PEG6000 ou PVP, em sextuplicata.

Comprimidos
DS com PEG6000 DS com PVP
102,96° 88,09°

Teor (% VR?)

Variagdo (% VR?) 100,14 a 104,56° 83,34 a 93,66°

4valor rotulado.
®faixa especificada (USP32): 90,0% a 110,0% VR.
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O teor médio obtido para os comprimidos preparados com DS de sinvastatina e PEG6000
estdo de acordo com os limites especificados na monografia de sinvastatina comprimidos
(THE UNITED, 2009). Entretanto, o teor médio encontrado para os comprimidos com DS de
PVP esta fora da faixa especificada na monografia (90,0 a 110,0% VR). A variacao de teor
encontrada para os comprimidos com DS de PVP foi maior do que a variagdo encontrada
para os comprimidos preparados com DS de PEG6000 (Tabela 35).

O baixo teor de sinvastatina obtido nos comprimidos com DS de PVP pode ser explicado

pela degradacdo da estatina que ocorre durante a fabricagdo da DS de sinvastatina com
PVP (item 5.3.4).

5.3.6.5 Uniformidade de doses unitarias

Os resultados de teor (%VR, n = 10) encontrados para o teste de uniformidade de contetido
para os comprimidos desenvolvidos estao apresentados na Tabela 36.

Tabela 36 - Porcentagens de valor rotulado para o teste de uniformidade de contetdo dos
comprimidos preparados com DS sinvastatina e PEG6000 ou PVP.

Comprimidos Un|form|d?3illci{<§ conteldo DPR (%)
DS sinvastatina:PEG 86,78 a 104,22 5,43
DS sinvastatina:PVP 81,26 a 98,68 6,69

De acordo F. Bras. IV, o produto passa no teste de uniformidade de conteddo se a
quantidade do farmaco em cada um das 10 unidades testadas estiver entre 85,0% e 115,0%
VR e o DPR for menor ou igual a 6,0%. Se uma unidade estiver fora da faixa compreendida
entre 85,0% e 115,0% VR e nenhuma estiver fora da faixa de 75,0% a 125,0% VR, ou se
ambas as condicoes foram observadas, testar mais 20 unidades. O produto passa no teste
se nao mais que uma unidade em 30 estiver fora da faixa entre 85,0% e 115,0% VR e
nenhuma unidade estiver fora da faixa entre 75,0% a 125,0% VR e, o DPR das 30 unidades
testadas ndo exceder 7,8% (FARMACOPEIA, 1988).

Os valores de porcentagem de VR e DPR encontrados para os comprimidos preparados
com DS de sinvastatina e PEG testados estdo de acordo com os limites especificados na F.

Bras. IV. Entretanto, os comprimidos com DS de PVP nao passaram no teste, pois duas
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unidades estavam fora da faixa especificada e o DPR encontrado foi maior que 6,0%
(Tabela 36).

Os resultados obtidos, em desacordo com as especificagdes, nos testes de determinacéo de
peso, de doseamento e de uniformidade de conteddo para os comprimidos de DS de
sinvastatina com PVP eram esperados devido a degradagdo da sinvastatina durante o
preparo da DS e devido a baixa compressibilidade e fluidez da mistura de pés utilizada na

preparacao de tais comprimidos.

5.3.6.6 Perfil de dissolucao

Os estudos de dissolugdo sdo ferramentas importantes para prever a performance in vivo,
para assegurar a qualidade lote a lote de medicamentos, para o desenvolvimento e selegao
de novas formulacbes e para assegurar a continua qualidade e performance do
medicamento depois de certas alteragées na formulagao ou no processo de fabricacao (U.S.
FOOD, 1997; MANADAS, 2002).

Para o processo de desenvolvimento e selecdo de novas formulagdes deve-se trabalhar
com condicdes que apresentam poder discriminativo e que sejam capazes de apontar
diferencas entre as formulagdes. No caso de farmacos pouco soliveis como a sinvastatina,
pode ser necessdria a adicdo de surfactantes para favorecer a solubilizagdo. Embora a
concentracao de surfactante seja adequada para o propésito de controle de qualidade do
produto, isso claramente, ndo é suficiente para prever sua dissolugcdo in vivo. Ha
necessidade de mais pesquisas para o desenvolvimento uniforme de meios de dissolugcao
que mimetizem as condicoes fisiolégicas (YU et al.; 2002; PHARMACOPEIAL, 2004).

Para avaliacdo dos perfis de dissolugdo, além dos parametros mais freqlientes como a
determinagdo do tempo necessario para dissolucdo uma fracdo do teor rotulado e a
determinagado da fracéo liberada apdés um periodo de tempo pré-estabelecido, a ASC e a
porcentagem de ED também s&o parametros Uteis, uma vez que determina-se nao apenas a
quantidade liberada ao fim de um determinado tempo, mas também a cinética de liberagao
(MANADAS, 2002).

A curva analitica para quantificacdo de sinvastatina liberada no meio de dissolugdo (solugao
tampao de fosfato de sédio monobasico pH 7,40 com 0,3% de LSS) por EDU (22 derivada, A
248 nm) esta apresentada na Figura 47.
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Figura 47 - Curva analitica para avaliacdo do perfil de dissolugdo da sinvastatina por EDU (22
derivada, A 248 nm, solugdo tampao de fosfato de s6dio monobasico pH 7,40 com 0,3% de LSS).

A equacgédo da reta e o DPR da regressao obtidos para o perfil de solubilidade foram y =
0,0047x - 0,0004, 0,40%, respectivamente. O coeficiente de correlacdo de Pearson (r)
obtido, 0,9999, foi satisfatério (r>0,99). O valor p da inclinacéo (2,07x10%) foi significativo no
nivel de 5% de significAncia, indicando que a resposta é linear na faixa de concentracao
estudada. O intercepto obtido foi significativo (valor p do intercepto igual a 0,0008), porém
corresponde a, apenas, 0,97% da resposta média da concentragdo de trabalho. Em uma
revisdo sobre validacdo realizada por Green (1996), recomenda-se que o valor de
intercepto, quando o mesmo é significativo, corresponda a menos que 2,0% da resposta

média alvo.

Os limites de deteccao e quantificagdo obtidos para a equagao da reta estimados de acordo
com a férmula apresentada no item 4.2.2.6 foram 0,057 pg/mL e 0,174 pg/mL.

Os perfis de dissolucao foram realizados em tampao fosfato, pH 7,40, sem adicao de LSS
no meio, a fim de verificar o efeito da DS no aumento da solubilidade da sinvastatina, sem a
interferéncia do tensoativo que, por si s0, ja facilitaria a dissolucdo. Os perfis de dissolucao
foram realizados, também, em solucdo tampao com acréscimo de 0,3% ou 0,5% de LSS
para verificar possiveis diferencas nas porcentagens de estatina dissolvida entre as duas

concentracoes de tensoativo.

Para os comprimidos preparados com DS de sinvastatina e PVP foi realizado o perfil de
dissolucdo apenas em tampao fosfato, pH 7,40 com 0,3% de LSS, sem o acréscimo de 15
minutos com velocidade das pas elevada por 15 minutos. A avaliacdo completa do perfil de
dissolucao nos outros dois meios diferentes (tampao com 0,3% de LSS e com 0,5% de LSS)
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nao foi realizada, uma vez que os comprimidos preparados estavam em desacordo com 0s

testes de determinagao de peso, doseamento e uniformidade de conteldo.

Os resultados de porcentagem dissolvida de sinvastatina nos diferentes tempos e a curva do

perfil de dissolucdo nos trés meios estudados estdo apresentados nas Tabelas 37 e 38 e

nas Figuras 48 a 50, respectivamente.

Tabela 37 - Resultados® das porcentagens de liberacdo de sinvastatina, em tampéo pH 7,4,
sem adicao de tensoativo, por EDU, 22 ordem, A 248 nm.

% média sinvastatina dissolvida (DPR %)

5 min 10 min 15 min 30 min 60 min 75 min
Comprimidos DS 1,91 3,15 4,14 6,11 9,17 12,68
S'”"aSt?;'”:a;Z')EG‘SOOO (21,59) | (19.94) | (17,35 | (18.66) | (17,25 | (21,17)
b 2,04 3,02 3,87 4,25 4,97
Zocor® (n = 6)
(29,19) (13,90) (19,73) (9,75) (3,98)
acondigdes: pas, 50 rpm de 0 a 60 minutos e 150 rpm de 60 minutos a 75 minutos.
®yalor abaixo do limite de quantificacao.
14 —a— Zocor
§ 12 —=— comprimidos DS -
= sinvastatina:PEG6000
@ 10 -
2 |
e 81
£
8 6- .
3
g 4 //¢/4—/*/‘
] P
% 2 B .
2
0 T T T T T T T T T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80
tempo (min)
Figura 48 - Curva de perfil de dissolugdo dos comprimidos preparados com DS

sinvastatina:PEG6000 (10 mg) e do Zocor® (10 mg), em tampao de NaH,PO, pH 7,40, sem adi¢ao

de LSS.
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Tabela 38 - Resultados® das porcentagens de liberacdo de sinvastatina, em tampao
NaH.PO, pH 7,40 com 0,3% de LSS ou com 0,5% de LSS.

% média sinvastatina dissolvida (DPR %)

Comprimidos DS

Comprimidos DS

sinvastatina:PEG6000 sinvastatina:PVP Zocor®
Tempo LSS 0,3% LSS 0,5% LSS 0,3% LSS 0,3% LSS 0,5%

(min) (n=12) (n=86) (n=6) (n=86) (n=6)
13,64 13,34 12,16 11,70 14,50
> (14,14) (24,19) (7,86) (64,17) (24,03)
10 23,03 23,51 22,70 58,21 60,10
(10,17) (14,46) (4,08) (18,72) (14,76)
15 30,36 33,47 30,96 83,91 84,57
(10,81) (11,87) (1,86) (6,79) (5,28)
49,49 49,73 51,02 90,41 92,37
30 (16,26) (11,6) (4,85) (1,53) (2,29)
60 79,88 83,56 77,30 91,16 93,74
(14,26) (20,11) (3,72) (3,02) (1,66)
25b 95,77 105,25 b 91,36 93,55
(5,88) (9,50) (1,47) (1,09)

4condicdes do perfil de dissolucdo conforme descrito na Tabela 37.

etapa nao realizada para os comprimidos DS sinvastatina:PVP.

% de sinvastatina dissolvida

[ |

90 A

80 %

70 - =

60 -

50 -

40 - —aA— Zocor

30

20 | —=— Comprimidos DS sinvastatina:PEG

10 4 —X— Comprimidos DS sinvastatina:PVP
0 T T T T T T T T T T T T T T 1

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80

tempo (min)

Figura 49 - Curva de perfil de dissolugdo de comprimidos preparados com DS de PEG ou PVP e do
Zocor® (10 mg), em tamp&o de NaH,PO, pH 7,40 com 0,3% de LSS.




Os resultados de ASC e ED estao apresentados na Tabela 39.
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Tabela 39 - Resultados de ASC e porcentagem de ED dos perfis de dissolugcao calculados
de 0 a 60 minutos de comprimidos contendo sinvastatina (10 mg).

Comprimidos DS

Comprimidos DS

sinvastatina:PEG sinvastatina:PVP Zocor®
1 2 3 2 1 2 3
ASC 341,7 | 2799,0 2891,0 2791,0 196,3 4590,0 | 4703,0
ED (%) | 5,69 46,65 48,18 46,52 3,27 76,50 78,38

1: Tampao NaH.PO, pH 7,40, sem adicdo de tensoativo.

2: Tampao com 0,3% de LSS.
3: Tampao com 0,5% de LSS.

% de sinvastatina dissolvida
[6)]
o

100 -

(a)

—aA— Zocor (LSS 0,3%)
—&— Zocor (LSS 0,5%)

tempo (min)

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80

(b)
110
S 100 -
)
= 90 -
§ 80 -
S 70 -
g 60
s 50 - —a— Comprimidos DS
D 40 - sinvastatina:PEG
g 30 (LSS 0,3%)
z il
‘D 20 - —m@— Comprimidos DS
% 10 - sinvastatina:PEG
° (LSS 0,5%)
O\ 0 T T T T T T T T T T T T T T T
0 510152025303540455055606570758

tempo (min)

0

Figura 50 - Comparagdo dos perfis de dissolugdo do (a) medicamento referéncia e dos (b)
comprimidos com DS de PEG em tampao NaH,PO, pH 7,40 e 0,3% de LSS com os respectivos perfis
de dissolugao em tampao NaH,PO, pH 7,40 e 0,5% de LSS.
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A maior velocidade de rotacdo (150 rpm) provocou um acréscimo de 38% para os
comprimidos com DS de PEG e de 17% para o medicamento referéncia em tampao sem
surfactante e, de 20% e 26% para os comprimidos com DS de PEG nos meios com 0,3% e
0,5% de LSS, respectivamente. Esse aumento na porcentagem de dissolucdo com o
aumento da velocidade de rotacdo das pas nao foi observado para o medicamento
referéncia nos meios com 0,3% ou 0,5% de LSS, uma vez que em 60 minutos 93,74% do
valor rotulado de sinvastatina ja havia dissolvido (Tabela 38).

Nos perfis de dissolugao realizados em tampao NaH.PO, pH 7,40, sem adicdo de LSS
(Figura 48) observaram-se liberagdo maior de sinvastatina a partir dos comprimidos
preparados com DS de PEG, assim como maiores valores de ASC e porcentagem de ED
(Tabela 39) do que aqueles obtidos para o medicamento referéncia. Esses resultados
indicam que a DS, por si s0, favoreceu a solubilizagdo da sinvastatina sem a influéncia de

surfactante.

Nos perfis de dissolugdo com 0,3% de LSS observou-se maior liberagdo de sinvastatina a
partir do medicamento referéncia e perfis semelhantes dos comprimidos com DS de PVP e
com DS de PEG6000. A ASC e porcentagem de ED para os comprimidos contendo DS de
PVP ou PEG6000 foram semelhantes entre si (ASC: 2791 e 2799; ED: 46,52% e 46,65%,
respectivamente) e menores quando comparados com o Zocor® (4590, 76,50%,
respectivamente) (Figura 49 e Tabela 39).

A baixa porcentagem de ED dos comprimidos com DS de PVP pode ser explicada (Tabela
38), entre outros fatores, devido ao seu teor abaixo do limite especificado na monografia de
sinvastatina comprimidos da USP32 (90,0% a 110,0% VR) (THE UNITED, 2009).

A velocidade de dissolugdo de sinvastatina a partir dos comprimidos com DS de PVP e
PEG6000, em tampao com 0,3% ou com 0,5% de LSS, é praticamente constante durante
todo o tempo estudado, enquanto que para o medicamento referéncia foi observado uma
liberagao rapida da sinvastatina com mais de 80% em 15 minutos e maximo de liberagdo em

30 minutos nos dois meios citados (Figuras 49 e 50; Tabela 39).

Apesar dos comprimidos contendo DS de PEG6000 nao terem atingido o minimo de
liberacdo especificado na monografia de sinvastatina comprimidos da USP32 (minimo de
75% + 5% em 30 minutos), os mesmos apresentaram, em 60 minutos, 83,56% de
dissolucao em tampao com 0,5% de LSS (Figura 50 e Tabela 39), resultado explicado pelo
perfil de liberagdo mais lento. Sugere-se a realizagao de coletas em dois tempos, uma coleta
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em 15 minutos para incluir uma faixa de dissolucao e outra em 30, 45 ou 60 minutos para
assegurar 85% de dissolugcéo, de acordo com recomendagdes do FDA para farmacos pouco
sollveis ou insollveis em agua e de alta permeabilidade (U.S. FOOD, 1997; THE UNITED,
2009).

A liberagdo gradual da sinvastatina observada a partir dos comprimidos contendo DS de
PEG6000 nos trés meios estudados pode estar relacionada a formacdo de uma solucao
viscosa em razao da presenca de PEG de alto peso molecular, conforme relatado por
Anguiano-lgea e colaboradores (1995) na dissolucdo de DS de clofibrato com PEG de
diferentes pesos moleculares. Apesar da alta viscosidade do meio retardar a liberagdo do
farmaco, esse fendmeno pode reduzir a velocidade de cristalizacdo do farmaco e/ou
favorecer a formagéo de cristais de tamanho muito reduzido, o que, em ambos os casos,
facilita a sua dissolugao (FORD, 1986; ANGUIANO-IGEA, 1995).

Nao foram observados incrementos significativos entre as porcentagens de liberagdo de
sinvastatina a partir do medicamento referéncia no meio com 0,3% de LSS, em relagdo ao
meio contendo 0,5% de LSS. Em contrapartida, observaram-se incrementos significativos da
porcentagem de liberagéo de sinvastatina a partir dos comprimidos com DS de PEG6000 no
meio contendo 0,5% de LSS, em comparacdo com o meio contendo 0,3% de LSS nos
tempos 60 e 75 minutos (Tabela 39 e Figura 50).

Considerando-se que em 60 minutos os comprimidos com DS de PEG atingem o minimo de
dissolugéo especificado na monografia de sinvastatina da USP32, em tampao LSS 0,5%, os
mesmos apresentam a vantagem em relacdo ao medicamento referéncia de liberarem a
sinvastatina de forma gradual, conseqlientemente, proporcionar manutencdo mais

prolongada do pico plasmatico.

5.3.7 Teste in vivo

O teste in vivo foi realizado para fins de comparacao da eficacia terapéutica da sinvastatina,
da DS de sinvastatina e PEG6000 (1:5), do medicamento referéncia (Zocor®) e dos
comprimidos fabricados com a mesma DS, por meio da verificagdo da reducao de colesterol

plasmatico em camundongos alimentados com dieta rica em colesterol (2%).

No presente estudo, os camundongos foram divididos em cinco grupos conforme o
tratamento aplicado. O grupo controle recebeu apenas o veiculo, solucdo de
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carboximetilcelulose a 1% em solugao salina, o grupo referéncia foi tratado com sinvastatina
pura, o terceiro grupo foi tratado com DS (grupo DS), o quarto grupo foi tratado com o
medicamento referéncia (grupo Zocor®) e o quinto grupo recebeu tratamento com os
comprimidos desenvolvidos (grupo comprimidos DS). As concentragbes plasmaticas de
colesterol total (CT), medidas por meio de fitas especificas, estdo apresentadas na Tabela
40.

Os resultados de CT obtidos, nas trés dosagens realizadas, foram homogéneos e
apresentaram valores de DPR até 9,67% (Tabela 40). Apds sete dias com dieta
hiperlipémica e sem tratamento, os niveis de CT aumentaram na faixa de 4,85% a 7,67%. A
porcentagem de aumento de CT obtida apds dieta hiperlipémica foi baixa comparada aos
valores encontrados na literatura de até 47% como relatado por Ambike e colaboradores
(2005).

A Tabela 41 foi construida com base nas porcentagens de alteracdo de CT apés sete dias
com tratamento hipolipémico em relacdo ao CT inicial (com dieta e sem tratamento). A
porcentagem de alteragao foi calculada conforme a féormula:

cr, .—CT
(apos) (antes) Xl 00 ,
&

antes)

em que: CTass), CONcentragéo plasmatica de colesterol total apds tratamento hipolipémico;
CT antes), @ cOncentracdo de colesterol plasmatico total antes do tratamento hipolipémico.

A comparacao das médias por meio do teste de Tukey apds a analise de variancia (ANOVA)
nao mostrou diferenga estatisticamente significativa entre as médias de CT obtidas para os
grupos antes e apos os tratamentos hipolipémicos ou administragcdo de veiculo, no caso do
grupo controle (Tabela 41).

Apesar dos valores baixos de DPR apresentados para as médias de colesterol plasmatico
nas trés dosagens realizadas (Tabela 40), houve grande variacdo nos resultados de
porcentagens de alteragéo de colesterol (Tabela 41). Em todos os grupos foram observados
efeitos de reducao e de aumento de CT, o que gerou uma grande variacao nos resultados e,
consequentemente, valores de DPR muito altos. Essa grande variacdo pode ser explicada
pela variabilidade de metabolismo entre os camundongos e pelo fato da dieta nédo ter sido

eficaz em aumentar o CT dos animais nos 7 dias antecedentes ao tratamento.
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Tabela 40 - Concentracdo plasmatica de colesterol em camundongos em trés periodos:
colesterol basal (antes de iniciar o estudo), colesterol apds 7 dias com dieta hiperlipémica e
apoés 7 dias com tratamento hipolipémico e dieta continuada.

CT basal (mg/dL)
n Controle Referéncia DS Zocor® Comprimidos DS
1 183,0 183,0 179,0 185,0 184,0
2 186,0 178,0 185,0 186,0 187,0
3 179,0 184,0 177,0 180,0 188,0
4 181,0 189,0 175,0 186,0 185,0
5 174,0 184,0 176,0 186,0 173,0
6 181,0 187,0 188,0 178,0 181,0
Média 180,7 184,2 180,0 183,5 183,0
DPR 2,5 2,0 2,9 1,9 3,0
CT (mg/dL) ap6s 7 dias com dieta hiperlipémica
1 189,0 192,0 181,0 188,0 191,0
2 189,0 187,0 186,0 192,0 196,0
3 186,0 183,0 190,0 194,0 192,0
4 181,0 187,0 191,0 188,0 188,0
5 232,0 221,0 229,0 199,0 195,0
6 188 189 181,0 193,0 191,0
Média 194,0 193,2 193,0 192,0 1921
DPR 9,67 7,2 9,4 2,15 1,52
CT (mg/dL) ap6s 7 dias com tratamento hipolipémico
1 194,0 195,0 191,0 194,0 192,0
2 204,0 192,0 196,0 198,0 213,0
3 192,0 192,0 189,0 193,0 174,0
4 193,0 198,0 195,0 198,0 186,0
5 200,0 213,0 193,0 191,0 196,0
6 179,0 185,0 181,0 168,0 193,0
Média 193,67 195,8 190,8 190,33 192,3
DPR 4.4 4.8 2,9 5,9 6,6
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Tabela 41 - Porcentagem de alteracdo de colesterol® apés 7 dias com tratamento
hipolipémico com sinvastatina sob diferentes formas (n=6).

Porcentagem de alteragdo de CT basal ap6s tratamento hipolipémico (%)

n Controle Referéncia DS Zocor gg\gz;g?ifﬁsgg

1 2,65 1,56 5,52 3,19 0,52

2 7,94 2,67 5,38 3,13 8,67

3 3,23 4,92 -0,53 -0,52 -9,38

4 6,63 5,88 2,09 5,32 -1,06

5 -13,79 -3,62 -15,72 -4,02 0,51

6 -4,79 -2,12 0,00 -12,95 1,05
Média 0,31 1,55 -0,54 -0,98 0,05
DPR 2651,90 244,04 1451,79 690,30 10862,47

3valores negativos significam que houve reducéo do CT apés o tratamento.

A fim de minimizar essa variacdo foram retirados dois camundongos de cada grupo com
valores extremos de porcentagem de reducdo (valores negativos de CT) ou de aumento
(valores positivos de CT) apés tratamento hipolipémico. Os resultados apresentados ap6s
esse tratamento estdo apresentados na Tabela 42 e Figura 51.

Tabela 42 - Porcentagem de alteracdo de colesterol® apés 7 dias com tratamento
hipolipémico com sinvastatina sob diferentes formas (n=4).

Porcentagem de alteragio de CT ap6s tratamento hipolipémico (%)

a Comprimidos
n Controle Referéncia DS Zocor de DS
1 2,65 1,56 b b 0,52
2 b 2,67 5,38 3,13 b
3 3,23 4,92 -0,53 -0,52 b
4 6,63 b 2,09 5,32 -1,06
5 b b b -4,02 0,51
6 -4,79 2,12 0,00 b 1,05
Média 1,93 1,76 1,74 0,98 0,25
Desvio 4,81 294 268 4,11 0,91
padrao
DPR 249,31 167,21 154,48 420,59 357,74

3valores negativos significam que houve reducéo do CT apés o tratamento.
Pyalores extremos retirados para reavaliagao.
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Ap6s a exclusao dos valores extremos em cada grupo, as médias continuam iguais, a 5% de
probabilidade, devido aos altos valores de desvios padroes obtidos. Entretanto, pela analise
do grafico de médias de porcentagens de alteracdo e respectivos desvios padroes,
apresentado na Figura 51, observou-se uma tendéncia dos comprimidos com DS de
sinvastatina e PEG apresentarem uma maior eficacia terapéutica. Todas as porcentagens
de alteracdo foram positivas, ou seja, houve um aumento do CT apdés o tratamento
hipolipémico, porém o grupo dos comprimidos com DS apresentou uma menor média de
alteracdo o que pode indicar que os mesmos foram eficazes em manter o CT, mesmo com
dieta hiperlipémica continua. Além disso, esse grupo apresentou um menor desvio padrao

(0,91) conferindo maior homogeneidade entre os resultados obtidos.

Controle
E=23 Referéncia
E DS
M Zocor
Comprimidos com DS

% de alteracao de colesterol

Controle Referéncia DS Zocor Comprimidos com DS

Figura 51 - Média de porcentagem de alteragdo de colesterol plasmatico apdés 7 dias com
tratamento hipolipémico para cada grupo avaliado.

O efeito esperado da sinvastatina em reduzir o CT em 25% a 45% dependendo da dose ndo
foi observado, possivelmente, devido ao fato da dieta hiperlipémica nao ter sido capaz de
aumentar significativamente o CT dos animais (GOODMAN, GILMAN, 2003). No estudo
conduzido por Ambike e colaboradores (2005) observou-se uma reducao no CT, apés 14
dias de tratamento, de 12,4% para o grupo tratado com sinvastatina e, de 24,12% para o
grupo tratado com DS (sinvastatina, PVP e aerosil), uma reducdo duas vezes maior em

relagdo a sinvastatina apenas.
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Para um resultado conclusivo sobre a comparacao da eficacia terapéutica da sinvastatina
em relacdo a DS sinvastatina:PEG6000 e do medicamento referéncia em relagdo aos
comprimidos desenvolvidos com DS, seria necessario repetir o estudo com um ndmero
maior de animais por grupo, validar uma dieta que aumente consideravelmente o CT de

animais e investigar mais a respeito do tempo de tratamento.
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6 CONCLUSOES

O método analitico para quantificacdo de lovastatina, pravastatina sédica e sinvastatina por
CLAE apresentou seletividade, linearidade, precisdo, exatiddo e robustez na faixa de
concentracao estudada e pode ser utilizado como indicativo de estabilidade.

O método analitico proposto para quantificacdo de lovastatina, pravastatina soédica e
sinvastatina por EDU permitiu eliminar interferéncias de até 3% devido a excipientes.
Apresentou, também, seletividade, linearidade, precisdo, exatidao e robustez adequados
com a vantagem de ser mais rapido, simples e de menor custo para a aplicagao na rotina de
controle de qualidade de uma industria farmacéutica.

Os métodos propostos por CLAE e EDU demonstraram ser estatisticamente equivalentes
para a quantificacdo de lovastatina, pravastatina sédica e sinvastatina.

As DS desenvolvidas com PVP, PEG4000 ou PEG6000 aumentaram a velocidade de
dissolugédo de sinvastatina com um efeito maior observado para a DS preparada com PVP
na proporgao de 1:3 (estatina:polimero). Dentre as DS produzidas com PEG4000 ou 6000, o
efeito maior na solubilidade da sinvastatina foi observado com a DS 1:5 (estatina:PEG6000)
preparada pelo método misto.

Nos comprimidos desenvolvidos com DS sinvastatina:PEG6000 houve dissolucao gradual
da sinvastatina durante o tempo estudado. Apesar da liberacdo mais lenta em relagdo ao
medicamento referéncia, os comprimidos atingiram o minimo especificado para o teste de
dissolucao, descrito na monografia de sinvastatina comprimidos da USP32, em 60 minutos.
Os resultados do teste in vivo ndo foram conclusivos e ha necessidade de um novo
delineamento de estudo para posterior avaliagao.
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APENDICE A - Proposta de monografia de sinvastatina matéria-prima para a Farmacopeia

Brasileira

SINVASTATINA

Simvastatinum

Cy5H3505 418,57 79902-63-9
Acido 2,2-dimetilbutanoico (1S, 3R, 7S, 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.

Contém, no minimo, 98,0% e, no maximo, 102,0% de C,sH330s, em relacdo a substancia
dessecada (THE UNITED, 2009).

DESCRICAO

Caracteristicas fisicas. P6 cristalino branco ou quase branco (EUROPEAN, 2009).

Solubilidade. Praticamente insolivel em &4gua, muito soldvel em cloroférmio e
diclorometano, facilmente solivel em metanol e etanol, muito pouco solivel em n-hexano
(BUDAVARI, 2006; EUROPEAN, 2009).

Constantes fisico-quimicas

Faixa de fusdo (V.2.2): 135 °C a 138 °C (BUDAVARI, 2006).
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N

Poder rotatério especifico (V.2.8): +285° a + 298°, em relacdo a substiancia dessecada
(THE UNITED, 2009).
Determinar em solucdo a 0,5% (p/V) em acetonitrila.

IDENTIFICACAO

A. O espectro de absor¢do no infravermelho (V.2.14) da amostra, dispersa em cloreto de
potdassio, apresenta mdximos 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 (EUROPEAN, 2009; THE UNITED, 2009).

B. O tempo de reteng@o do pico principal do cromatograma da solugdo amostra, obtida no
método B de Doseamento, corresponde aquele do pico principal da solucdo padrdo.
(EUROPEAN, 2009; THE UNITED, 2009).

ENSAIOS DE PUREZA

Metais pesados (V.3.2.3). Método II. No maximo 0,002% (20 ppm) (THE UNITED,
2009).

Perda por dessecacao (V.2.9). Determinar em 1 g da amostra, em estufa a viacuo a 60 °C,
por 3 horas, até peso constante. No maximo 0,5% (THE UNITED, 2009).

Cinzas sulfatadas (V.2.10). Determinar em 1 g da amostra. No méaximo 0,1% (THE
UNITED, 2009).

DOSEAMENTO

A. Proceder conforme descrito em Espectrofotometria de absor¢cdo no ultravioleta
(V.2.14). Pesar, exatamente, cerca, de 40 mg da amostra e dissolver em metanol. Completar o
volume para 100 ml com o mesmo solvente. Diluir, sucessivamente, em metanol, até
concentragdo 0,0008% (p/V). Preparar solu¢do padrdo na mesma concentracdo, utilizando o
mesmo solvente. Medir as absorvancias das solugdes resultantes em 238 nm, utilizando
metanol para ajuste do zero. Calcular o teor de C,sH330s. Alternativamente, considerar A
(1%, 1 cm) = 604, em 238 nm, em metanol.
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B. Proceder conforme descrito em Cromatografia liquida de alta eficiéncia (V.2.17.4).
Utilizar cromatégrafo provido de detector ultravioleta a 238 nm; coluna de 250 mm de
comprimento e 4,6 mm de didmetro interno, empacotada com silica quimicamente ligada a
grupo octilsilano (5 pm), mantida a 30 °C; fluxo da fase mével de 1,5 ml/minuto.

Fase movel: acetonitrila e acido fosférico 0,1% (V/V) (65:35).

Solucdo amostra: dissolver quantidade exatamente pesada da amostra em acetonitrila para
obter solucdo a 0,4 mg/ml. Transferir 5 ml dessa solug@o para baldo volumétrico de 50 ml e
completar o volume com acetonitrila, obtendo solugdo a 40 pg/ml.

Solucdo padrdo: dissolver quantidade exatamente pesada de sinvastatina SQR em
acetonitrila para obter solucdo a 0,4 mg/ml. Transferir 5 ml desta solu¢do para baldo
volumétrico de 50 ml e completar o volume com acetonitrila, obtendo solugdo a 40 pg/ml.

Procedimento: injetar, separadamente, 10 pl das solucdes padrdo e amostra, registrar os
cromatogramas e medir as dreas dos picos. Calcular o teor de C,sH3305 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.

Antihiperlipidémico.
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APENDICE B - Proposta de monografia de sinvastatina comprimidos para a Farmacopéia

Brasileira

SINVASTATINA COMPRIMIDOS

Contém, no minimo, 90,0% e, no maximo, 110,0% da quantidade declarada de C,5H330:s.
Os comprimidos podem ser revestidos.

IDENTIFICACAO

A. O tempo de retencio do pico principal do cromatograma da solugcdo amostra, obtida no
método B de Doseamento, corresponde aquele do pico principal da solugdo padrdo.

CARACTERISTICAS

Determinacio de peso (V.1.1). Cumpre o teste.

Dureza (V.1.3.1). Cumpre o teste.

Friabilidade (V.1.3.2). Cumpre o teste.

Teste de desintegracao (V.1.4.1). Cumpre o teste.

Uniformidade de doses unitarias (V.1.6). Cumpre o teste.

Procedimento para uniformidade de conteiido. Pesar, individualmente, e transferir cada
comprimido para baldo volumétrico de 50 ml, adicionar ndo mais que 2 ml de 4gua (ndo mais
que 4% da capacidade do baldo volumétrico). Agitar até desintegracdo do comprimido.
Adicionar 35 ml de metanol, deixar em ultra-som por 15 minutos e completar o volume com o
mesmo solvente. Prosseguir conforme descrito no método A de Doseamento, a partir de
“Centrifugar por 4 minutos a 4000 rpm...”.
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TESTE DE DISSOLUCAO (V.1.5)

Meio de dissolucdo: solu¢ao contendo lauril sulfato de sédio a 0,5% p/V e fosfato de sdédio
0,01 M. Dissolver 30 g de lauril sulfato de sédio e 8,28 g de fosfato de sédio monobdsico em
6000 ml de agua e ajustar o pH para 7,0 com solucéo de hidréxido de sédio 50% (p/V), 900
ml.

Aparelhagem: pas, 50 rpm.

Tempo: 30 minutos.

Procedimento: apds o teste, retirar aliquota do meio de dissolucdo, filtrar e diluir, se
necessdrio, com o meio de dissolucdo, até concentracdo adequada. Obter o espectro em
segunda derivada, automaticamente, por meio de software de diferenciagdo interno e medir a
amplitude maxima das solu¢des em 248 nm, utilizando meio de dissolugcdo 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 em
248 nm, utilizando o mesmo solvente para ajuste do zero. Calcular a quantidade de C,sH3305
dissolvida no meio, comparando as leituras obtidas com a da solugéo de sinvastatina SQR na
concentracdo 0,0008% (p/V), preparada no mesmo solvente.

Tolerdncia: ndo menos que 75% (T) da quantidade declarada de C,5H3305 se dissolvem em
30 minutos (USP32).

DOSEAMENTO

A. Proceder conforme descrito em Espectrofotometria de absor¢cdo no ultravioleta
(V.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 baldo volumétrico, e deixar em ultra-som por 15 minutos. Completar o volume com o
mesmo solvente. Centrifugar por 4 minutos a 4000 rpm. Diluir volume adequado do
sobrenadante até concentracdo 0,0008% (p/V), utilizando metanol como solvente. Preparar
solucdo padrio na mesma concentracdo. Obter o espectro em segunda derivada,
automaticamente, por meio de software de diferenciagio interno e medir a amplitude maxima
das solugdes 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 absorviancia em 247 nm. Calcular a
quantidade de C,5H3305nos comprimidos, a partir das leituras obtidas.

B. Proceder conforme descrito no método B de Doseamento da monografia de
sinvastatina. Preparar a solugdo amostra como descrito a seguir.

Solucdo amostra: pesar e pulverizar 20 comprimidos. Transferir quantidade do p6 para
baldo volumétrico de capacidade adequada, adicionar acetonitrila, cerca de 70% da
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capacidade total do baldo volumétrico, e deixar em ultra-som 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 pl das solucdes padrdo e amostra, registrar os
cromatogramas e medir as dreas dos picos. Calcular a quantidade de C,sH330s5 nos
comprimidos a partir das respostas obtidas com as solucdes padrdo e amostra.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Em recipientes bem fechados.

ROTULAGEM

Observar a legislacdo vigente.

ANEXO A - Certificado de aprovacdo do CETEA
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTACAO ANIMAL
-CETEA- .

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n° 103/2009, relativo ao projeto intitulado
“Avaliacgdo comparativa do efeito terapéutico de simvastatina entre
medicamento referéncia e medicamento fabricado em dispersédo solida’,
que tem como responsdvel(is) Cristina Duarte Vianna Soares , esti(d0) de
acordo com os Principios Eticos da Experimentacdo Animal, adotados pelo Comité
de Etica em Experimentacdo Animal (CETEA/UFMG), tendo sido aprovado na
reunido de 12/ 08/2009.

Este certificado expira-se em 12/ 08/ 2014.

CERTIFICATE

We hereby certify that the Protocol n® 103/2009, related to the project entitled
“Comparative evaluation of therapeutic effect of simvastatin between
reference dosage form and in house manufactured solid dispersion
tablets’, under the supervisiors of Cristina Duarte Vianna Soares, is in
agreement with the Ethical Principles in Animal Experimentation, adopted by the
Ethics Committee in Animal Experimentation (CETEA/UFMG), and was
approved in August 12, 2009.

This certificate expires in August 12, 2014.

Belo Horizonte, 17 de Agosto de 2009.
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Coordenador do CETEA/UFMG
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