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RESUMO

A pré-formulacdao farmacéutica é uma importante etapa na pesquisa e
desenvolvimento de novas formulacbes. A aplicacdo de técnicas termoanaliticas
nessa etapa tem se ampliado, em particular a calorimetria exploratéria diferencial
(DSC), sendo descrita como uma técnica rapida e apropriada para o controle de
qualidade e o desenvolvimento de novos medicamentos. Neste trabalho a analise
térmica e outras técnicas complementares foram aplicadas em estudos de pré-
formulagdo como a caracterizagcdo de farmacos, o estudo de compatibilidade
farmaco-excipiente e o desenvolvimento e avaliacdo de dispersdes sdlidas. O anti-
histaminico desloratadina (DL) foi completamente caracterizado utilizando seis
diferentes técnicas analiticas. Estudos de compatibilidade farmaco-excipiente
também foram conduzidos para esse farmaco e os excipientes estudados foram o
fosfato de calcio dibasico anidro, celulose microcristalina, amido de milho, talco
farmacéutico, manitol, estearato de magnésio, polivinilpirrolidona K25 (PVP), acido
estearico e lactose anidra. Os resultados de DSC sugeriram que 0s excipientes
celulose microcristalina, estearato de magnésio, acido esteéarico e lactose anidra
apresentam possiveis interacées com o principio ativo através do desaparecimento
ou da alteragdo na entalpia de fusdo do farmaco. Na andlise por cromatografia
liguida esses resultados foram confirmados pelo aparecimento de picos
correspondentes a produtos de degradacao nas amostras das misturas contendo
esses excipientes. O hormoénio etinilestradiol (EE) foi caracterizado e diferentes
processos para desenvolvimento de uma dispersdo sélida deste com excipientes
farmacéuticos foram avaliados utilizando a técnica de DSC e PXRD. Os resultados
evidenciaram que 0s processos envolvendo o uso geral de solventes combinados
com excipientes como o PVP foram eficazes para garantir a dispersdo solida do
principio ativo EE, fator importante para aumentar a solubilidade e homogeneidade

do farmaco em formulagdes farmacéuticas sélidas.

Palavras-chave: Caracterizacdo de estado sélido. Estudo de compatibilidade.
Dispersao sélida. Pré-formulacao. Desloratadina. Etinilestradiol.



ABSTRACT

Pre-formulation is an important stage in the research and development of new
pharmaceutical formulations. The application of thermoanalytical techniques has
been extended, in particular the differential scanning calorimetry (DSC), which is
described as fast and suitable for quality control and development of new drugs. The
aim of this study was to apply the thermal analysis and complementary techniques in
pre-formulation studies as characterization of drugs, the compatibility study of drug-
excipient and development and evaluation of solid dispersions. Desloratadine (DL),
an antihistamine which has been widely used to treat allergic symptoms and stand
out from other drugs in this therapeutic class by not showing sedative effects was
fully characterized using six different techniques. Compatibility studies drug-excipient
was also conducted. The excipients studied were dibasic calcium phosphate
anhydrous, microcrystalline cellulose, corn starch, talc pharmaceutical, mannitol,
magnesium stearate, polyvinylpyrrolidone K25 (PVP), stearic acid and anhydrous
lactose. The DSC results suggested that the excipients microcrystalline cellulose,
magnesium stearate, stearic acid and anhydrous lactose have possible interactions
with the active ingredient through the disappearance or the change in enthalpy of
fusion of the drug. In liquid chromatography analysis these results were confirmed by
the appearance of peaks corresponding to the degradation products in the samples
containing mixtures of these excipients. Ethinyl estradiol (EE) is an estrogenic
component in oral contraceptives. It is present small dosages, difficult of low solubility
and content uniformity. In this study, several processes to development of a solid
dispersion with pharmaceutical excipients were evaluated using the technique of
PXRD and DSC. The results showed that the process involving the use of solvents
generally combined with excipients such as PVP have been effective in ensuring the
dispersion of solid active ingredient EE, an important factor to increase the solubility

and homogeneity of the drug in solid dosage formulations.

Keywords: Solid state Characterization. Compatibility studies. Solid dispersion. Pre-
formulation. Desloratadine. Ethinyl estradiol.
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, o comércio mundial de produtos farmacéuticos apresentou
crescimento que atraiu a atengcdo de autoridades reguladoras e da industria
farmacéutica de diversos paises, isso porque ha uma preocupacao relacionada aos
aspectos técnicos e cientificos do registro de medicamentos, para que esses
atendam aos parametros exigidos de seguranca, eficacia e qualidade (SHAH;
AGNIHOTRI, 2011).

O medicamento é um produto farmacéutico, tecnicamente obtido ou
elaborado com finalidade profilatica, curativa, paliativa ou para fins de diagnéstico. E
um produto que tem um alto valor agregado, tanto do ponto de vista de
desenvolvimento tecnolégico como de conhecimento aplicado. Para que um
medicamento chegue ao mercado sdo necessarios que se apresentem as agéncias
regulatérias estatais os dados de seguranca e eficacia do mesmo (BRASIL, 1973).

A pré-formulacao farmacéutica € uma importante etapa na pesquisa e
desenvolvimento de novas formulagdes, compreendendo etapas de caracterizacao
fisico-quimica do farmaco de interesse e ensaios analiticos de compatibilidade e/ou
estabilidade de novos produtos (SHAH; AGNIHOTRI, 2011; GIBSON, 2004). Nessa
etapa o excipiente é objeto de preocupagado, uma vez que incompatibilidades entre
os componentes de uma formulacdo podem levar a diminuicdo da poténcia do
farmaco, formagéo de complexos ou interacdo acido/base. Além disso, os estudos
de estabilidade de formulagcdes farmacéuticas sao necessarios por ser uma
exigéncia das autoridades sanitarias para a aprovagao do registro de uma nova
formulagéo (OLIVEIRA; YOSHIDA; GOMES, 2011; OMS, 2012).

O estudo de estabilidade de formulagbes farmacéuticas compreende a
avaliacdo da qualidade, seguranca e eficacia exigidas para o registro sanitario de
produtos farmacéuticos. A determinagdo deste paréametro fundamenta-se nao
apenas no cumprimento de exigéncias legais, mas, também, na preocupagdao com a
saude publica, uma vez que a instabilidade pode estar relacionada a perda do efeito
terapéutico ou a exposicdo do consumidor aos efeitos toxicos de produtos de
degradacao.

Outro fator que deve ser considerado durante a etapa de pré-formulacao € a

solubilidade do farmaco em agua. Apesar do avango nos estudos de outras vias
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para administracdo de medicamentos, a via oral continua sendo a preferencial.
Portanto, a grande maioria das novas moléculas tem por finalidade serem
incorporadas em formas farmacéuticas soélidas orais que lhes permitam uma
dissolugdo e absorcao reprodutiveis e adequadas a obtencdo das concentracdes
plasmaticas necessérias para a obtencao do efeito terapéutico pretendido (SOUZA;
FREITAS; STORPIRTIS, 2007). No entanto, muitas destas moléculas sdo pouco
soluveis em @agua, apresentando uma fraca absor¢cdo apds administracdo oral.
Sendo assim, um dos maiores desafios com que a industria farmacéutica atualmente
se depara, consiste em desenvolver estratégias para melhorar a solubilidade destes
farmacos em agua, melhorando assim a sua biodisponibilidade (VIPPAGUNTA et al,
2006). Uma alternativa ainda ndo muito comum nos produtos comerciais, mas que
tem sido bastante estudada refere-se ao desenvolvimento de dispersdes solidas do
farmaco de interesse, a qual consiste em dispersar uma ou mais substancias ativas
em uma matriz hidrofilica, com o intuito de aumentar a area superficial, resultando
numa maior taxa de dissolugcdo e consequentemente melhor biodisponibilidade
(BIKIARIS et al, 2005).

O desenvolvimento de dispersées solidas como uma ferramenta para
melhorar a dissolugcdo e garantir a biodisponibilidade adequada de determinado
farmaco constitui uma etapa importante no planejamento de novas formulacées uma
vez que problemas de solubilidade e dissolugdo podem acarretar em efeito
terapéutico abaixo do esperado ou toxicidade relacionada. Dessa forma, a
realizacao destes estudos € de grande importancia no que se refere a seguranca de
medicamentos (VIPPAGUNTA et al, 2006; BIKIARIS et al, 2005).

Nos ultimos anos, a aplicagdo de técnicas termoanaliticas na fase de pré-
formulacdo tem se ampliado, em particular a calorimetria exploratéria diferencial
(DSC), sendo descrita como uma técnica rapida e apropriada para o controle de
qualidade e o desenvolvimento de novos medicamentos. Entretanto, a associacao
da DSC com outras técnicas possui vantagens como o fornecimento de resultados
mais apurados, a partir da interpretacdo dos fendmenos térmicos observados (JULIO
et al, 2012). A termogravimetria (TG) juntamente com a DSC pode ser utilizada, por
exemplo, na compreensdo dos mecanismos fisico-quimicos relativos aos processos
de decomposicao térmica ou no estudo e desenvolvimento de novas formulagdes
farmacéuticas, entre outros. Diversas vantagens destes métodos tém sido

apontadas, principalmente em virtude da pequena quantidade de amostra utilizada,
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a rapidez para obtencdo de resultados e a possibilidade de obter diferentes
informagdes sobre as propriedades fisico-quimicas da amostra (JULIO et al, 2012).

A desloratadina (DL) € um potente e seletivo antagonista dos receptores H1
da histamina, o qual tem sido amplamente utilizado no tratamento de sintomas
alérgicos. Uma vez que este farmaco n&o atravessa a barreira hematoencefalica, o
mesmo nao apresenta os efeitos adversos de sonoléncia e sedacado, muito comum
nos medicamentos dessa classe terapéutica. Além disso, a desloratadina melhora
efetivamente os sintomas nasais € ndo nasais da rinite alérgica e nao esta
associada a efeitos cardiovasculares ou efeitos sobre o sistema nervoso central
(SNC) (ANTHES et al, 2002). Diferentes relatos na literatura apontam a formagéo de
produtos de degradacdo a partir desse farmaco o que pode comprometer a
efetividade e seguranga do produto final (KHAPRA; DHARMADHIKARI, 2005;
ZHENG; RUSTUM, 2010). Considerando o fim da patente do medicamento e a
entrada dos medicamentos genéricos contendo este principio ativo no mercado, faz-
se necessario um estudo mais aprofundado acerca da compatibilidade deste com
excipientes farmacéuticos comumente utilizados em formula¢des a fim de garantir
maior qualidade aos produtos disponiveis a populacao.

O etinilestradiol (EE) é o componente estrogénico mais amplamente utilizado
em anticoncepcionais orais € na terapia de reposicdo hormonal (GUGUTA et al,
2008). E comercializado em pequenas dosagens, isolado ou em associacdo com
outras substancias (MARTINDALE, 2007) e por isso, apresenta dificuldade em obter
uniformidade de conteudo quando misturado com excipientes. A escolha do
hormonio etinilestradiol como objeto de estudo consiste no fato de ser um dos
anticoncepcionais mais utilizados no Brasil e que em 2009 apresentou falhas nos
ensaios de dissolugdo o que culminou com a retirada de inUmeras unidades do
medicamento do mercado.

O etinilestradiol apresenta a formacéo de diversos pseudopolimorfos, o que
pode alterar a solubilidade do farmaco e, consequentemente, sua absorgao pelo
organismo (GUGUTA et al, 2008), de modo que a conducdo de estudos que
contemplem a avaliagdo desses polimorfos e o desenvolvimento de novas
tecnologias para melhorar a solubilidade do mesmo seja essencial para 0 sucesso
das formulac¢des farmacéuticas contendo este principio ativo.

Com o desenvolvimento deste trabalho pretende-se contribuir com estudos de

pré-formulagcdo envolvendo o desenvolvimento farmacotécnico e o controle de
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qualidade para os farmacos apresentados. Este trabalho encontra-se dividido em
tépicos de acordo com o0s objetivos propostos (apresentados no item 2).

Os itens 3 e 4 apresentam a revisdo de literatura e o referencial teérico sobre
os estudos de pré-formulacdo (caracterizacdo, estudo de estabilidade e
compatibilidade farmaco-excipiente) e as técnicas analiticas mais comumente
empregadas, com destaque importante para as técnicas de analise térmica.

O item 5 compreende a primeira aplicacao deste trabalho, a qual envolve os
estudos de caracterizacdao do anti-histaminico DL e sua compatibilidade com
diferentes excipientes farmacéuticos. Neste item foram descritos os aspectos
farmacologicos do farmaco, da histamina e dos anti-histaminicos em geral. Sao
apresentados os materiais e métodos empregados, os resultados e as conclusdes
obtidas com a pesquisa.

O item 6 contém a segunda aplicacao deste trabalho a qual abrange estudos
sobre o desenvolvimento e caracterizagdo de disperséo sélida do farmaco EE. Fez-
se uma discussao sobre os métodos contraceptivos € o uso desse medicamento.
Sao apresentados os materiais e métodos utilizados, além dos resultados e
conclusées obtidos.

Este trabalho encontra-se em conformidade com o manual de normalizagao
vigente para elaboracao de trabalhos académicos, dissertacoes e teses da UNIFAL-
MG (disponivel no endereco eletrénico <http://www.unifal-

mg.edu.br/biblioteca/?q=download>).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Dentro do campo das Ciéncias Farmacéuticas, as etapas prévias no
desenvolvimento de um medicamento visam avaliar as caracteristicas fisicas,
quimicas e biologicas de todas as substancias ativas e adjuvantes farmacéuticos
utilizados na sua preparagao e, com isso, prevenir ou reduzir possiveis reagdes que
venham ocorrer com o0s componentes de uma formulagdo, minimizando as
incompatibilidades que podem alterar as caracteristicas de dissolugéo, estabilidade e
biodisponibilidade do produto final.

Diante do exposto, o presente trabalho tem como objetivo principal a
realizacao de estudos de pré-formulacdo em formas farmacéuticas solidas de uso
oral contendo os farmacos desloratadina e etinilestradiol. Para os estudos foram
empregadas diferentes técnicas analiticas, em especial as técnicas de analise
térmica como a termogravimetria e a calorimetria exploratéria diferencial, entre
outras como, a difratometria de raios X por p6 (PXRD), a microscopia eletrbnica de
varredura (SEM) e as técnicas vibracionais como a espectroscopia na regiao do
infravermelho médio com transformada de Fourier (FT-IR), a espectroscopia Raman

e a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).

2.2 Objetivos especificos

Os objetivos especificos desta pesquisa encontram-se divididos em dois
grupos de acordo com as aplicagdes propostas no trabalho. Em relagdo aos estudos
de pré-formulacdo desenvolvidos para o farmaco DL podemos relacionar como
objetivos especificos:

e Caracterizar o farmaco DL utilizando as técnicas TG, DSC, PXRD, SEM e

técnicas espectroscopicas (FT-IR, Raman) a fim de conhecer as

propriedades fisico-quimicas do farmaco em estudo.
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Caracterizar cada excipiente separadamente e as misturas binarias
farmaco-excipiente 1:1 (m/m) utilizando a técnica de DSC com o intuito de
identificar possiveis interacdes fisicas e/ou quimicas entre o farmaco e os
excipientes.

Submeter amostras de misturas binarias 1:1 (m/m) do farmaco com cada
excipiente as condigbes de armazenamento recomendadas pelos guias
para realizagdo de estudo de estabilidade e avalia-las utilizando a técnica
de DSC.

Avaliar as interagdes farmaco-excipiente observadas previamente no DSC
utilizando um método indicativo de estabilidade por HPLC a fim de verificar
a eficiéncia e praticidade da técnica de andlise térmica nesse tipo de
estudo e a formacdo de produtos de degradacdo decorrente do

armazenamento das amostras sob condigdes recomendadas.

Em relacdo aos estudos de pré-formulagédo desenvolvidos para o farmaco EE

podemos relacionar como objetivos especificos:

Caracterizar o farmaco etinilestradiol utilizando as técnicas TG, DSC,
PXRD, SEM e FT-IR a fim de conhecer as propriedades fisico-quimicas do
farmaco.

Desenvolver, pelo método de evaporagdo do solvente, uma dispersao
solida amorfa com o principio ativo EE, combinando diferentes solventes e
excipientes, a fim de melhorar as propriedades de dissolugéo do farmaco e
evitar problemas com o medicamento que chega ao mercado.

Avaliar as caracteristicas fisico-quimicas das dispersdes solidas obtidas e
das misturas fisicas farmaco-excipiente utilizando técnicas de DSC, TG,
FT-IR e PXRD a fim de comprovar a eficiéncia do processo no
desenvolvimento da dispersao sélida amorfa.

Submeter as dispersdées soélidas amorfas preparadas a condi¢cdes de
temperatura e umidade forcadas a fim de verificar a estabilidade das

mesmas e evidenciar qualquer alteracao em sua estrutura.
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3 ESTUDOS DE PRE-FORMULACAO FARMACEUTICA

As preparacoes farmacéuticas sdao dotadas de maxima atividade, dosadas
com precisdo e apresentadas sob uma forma que facilite sua conservagdo e
administracdo. Dentre as formas disponiveis no mercado, os comprimidos sdo 0s
mais utilizados (PRISTA et al, 2003).

Independente de como sado produzidos, os medicamentos na forma de
comprimidos apresentam em sua constituicao basicamente dois tipos de substancias
quimicas, os farmacos e os excipientes. O termo farmaco é designado para todas as
substancias dotadas de acdo farmacologica ou que apresente interesse na
medicina. Os excipientes funcionam como um veiculo para as substéncias ativas ou
suas associacoes, possibilitando a preparagao da forma farmacéutica, modificacao
das propriedades organolépticas e favorecendo uma melhor estabilidade e
biodisponibilidade do produto final (PRISTA et al, 2003; ANSEL; POPOVICH; ALLEN
JUNIOR, 2007).

No século 21, as fungdes e a funcionalidade dos excipientes, devem ser
interpretadas de acordo com as novas tendéncias do mercado farmacéutico. O
tradicional conceito de excipiente, como sendo simples adjuvante e veiculo, quimica
e farmacologicamente inerte, ja ndo pode ser utilizado. Excipientes, anteriormente
vistos como meras substancias capazes de facilitar a administracdo e proteger o
farmaco, sao considerados, nos dias atuais, como constituintes essenciais, que
garantem o desempenho do medicamento e otimizam a obtencdo do efeito
terapéutico (FERREIRA, 2011).

Criada em 1991 com o objetivo de responder as preocupagdes da industria
farmacéutica relacionadas com a padronizacdo internacional dos excipientes, a
introdugdo de novos adjuvantes no mercado e as avaliagbes de seguranga dos
mesmos, a International Pharmaceutical Excipients Council (IPEC) conceitua
excipientes farmacéuticos como sendo substéncias incluidas em um sistema de
liberacao de farmacos com o objetivo de auxiliar durante o processo de manufatura
e/ou proteger ou aumentar a estabilidade, biodisponibilidade e/ou aceitabilidade pelo
paciente, ou aumentar a seguranca e efeito terapéutico da droga durante o estoque
e uso (IPEC, 2012).
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Embora pequenas variagbes possam ocorrer no processo produtivo de um
medicamento, as formas farmacéuticas solidas para administragdo oral contem
normalmente diferentes excipientes incluindo-se diluentes, aglutinante, desintegrante
e lubrificante. Outros componentes opcionais sao os corantes e, em comprimidos
mastigaveis, aromas e edulcorantes. Todos esses componentes de uma formulacao
que nao apresentem atividade farmacoldgica sdo denominados de excipientes
(LACHMAN; LIEBERMAN; KANIG, 2001). Geralmente, os excipientes representam a
maior parte da forma farmacéutica (em relagdo ao volume da forma), quando
comparados com a concentragdo do ativo. Sua reatividade, apesar de baixa, pode
ser potencializada por fatores fisico-quimicos do meio, desencadeando reag¢des que
podem levar a desestabilizacao da forma e/ou degradacao do farmaco (FERREIRA,
2011).

Atualmente, mais de mil substancias estdo disponiveis e sdo usadas pela
industria farmacéutica como excipientes. Tais substancias podem apresentar
estruturas moleculares simples, com diferentes funcionalidades ou, até mesmo,
moléculas polimérica complexas de elevado peso molecular (IPEC, 2012).

Durante a producao de formas farmacéuticas solidas, as propriedades dos
excipientes, assim como a dos ativos, podem se refletir em parédmetros como
compressibilidade, fluidez, dureza e friabilidade. Ainda podem ser influenciadas a
uniformidade de conteudo, a velocidade de desagregacao, a estabilidade do ativo,
as caracteristicas de dissolucao e biodisponibilidade (FERREIRA, 2011; LACHMAN;
LIEBERMAN; KANIG, 2001).

Em relagcdo a seguranca dos excipientes farmacéuticos, diversos autores
apontam os excipientes como responsaveis por inumeras reagdes adversas ligadas
a medicamentos decorrentes da toxicidade intrinseca (PIFFERI; RESTANI, 2003).
Além disso, podem ocorrer reagdes adversas distintas devido as caracteristicas
especificas de pacientes (PIFFERI; RESTANI, 2003). Dessa forma, é de extrema
importancia levar em consideracdo, na escolha dos excipientes, aquele que
garantira melhor desempenho da formulagdo (estabilidade e eficacia), melhores
caracteristicas de manufatura e, ao mesmo tempo, que apresente custo adequado
(FATHIMA et al, 2011).

Os diluentes sao adjuvantes que participam em maior proporcao dentro de
uma formulagao, sendo classicamente definidos como materiais inertes adicionados

a mistura com o objetivo de aumentar o volume até obter a quantidade necessaria
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de um comprimido que seja de facil manipulagdo (ANSEL; POPOVICH; ALLEN
JUNIOR, 2007; AULTON, 2005). A escolha do diluente é fundamental para a
estabilidade dos farmacos (LACHMAN; LIEBERMAN; KANIG, 2001). Diferentes
substancias sdo empregadas como diluentes. Dentre elas, destacam-se o uso da
lactose, amido, celulose microcristalina e o uso de alguns sais inorganicos com
destaque para o fosfato de calcio.

Os aglutinantes séo adicionados na forma de pé ou em solucdo, a fim de
promover o0 aumento da resisténcia a fratura e diminuir a friabilidade dos
comprimidos (ROWE; SHESKEY; OWEN, 2006). Os aglutinantes tradicionais como
acucares ou biopolimeros naturais, tém sido substituidos por polimeros sintéticos, os
quais oferecem melhor qualidade farmacotécnica e microbiolégica. Os mais comuns
usados na industria farmacéutica séo polivinilpirrolidona (PVP) e aqueles derivados
da celulose (metilcelulose, carboximetilcelulose sddica, etc.) (AULTON, 2005).

Os desintegrantes sdo excipientes adicionados a maioria das formulagdes
com o objetivo de promover e acelerar a desintegracdo de comprimidos quando este
entra em contato com a agua, para com isso promover a rapida dissolucao do
farmaco (ANSEL; POPOVICH; ALLEN JUNIOR, 2007; FATHIMA, 2011; AULTON,
2005). O amido e derivados sdo os desintegrantes mais comuns e mais baratos,
sendo normalmente utilizado em concentragdes da ordem de 5 a 20% do peso do
comprimido (ROWE; SHESKEY; OWEN, 2006).

Os lubrificantes e deslizantes sdo duas classes de materiais normalmente
apresentadas em paralelo, pois apresentam funcdées que se sobrepéem. Os
lubrificantes sao incorporados para promover a reducdo da friccdo entre as
particulas e as partes metalicas dos equipamentos durante a obtencdo do
comprimido, tendo em vista que o elevado atrito pode ser responsavel pela baixa
qualidade do comprimido (FATHIMA, 2011; AULTON, 2005). Os deslizantes tém a
finalidade de melhorar as propriedades de fluxo dos pés (AULTON, 2005). Os
lubrificantes mais usados tém sido o acido esteérico e seus sais, particularmente os
estearatos de calcio e magnésio, seguidos pelo talco. Materiais usados como
deslizantes ou promotores do escoamento sdo o talco em concentragdes de 5%, o
amido de milho, entre 5 a 10% e o diéxido de silicio coloidal em concentragbes da
ordem dos 0,25 a 3% (LACHMAN; LIEBERMAN; KANIG, 2001).

A incorporagdo de aromatizantes as formulagbes promove um sabor mais

agradavel ao comprimido, sendo misturados aos granulados sob a forma de
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solugdes alcodlicas (AULTON, 2005). Os corantes sédo adicionados as formulacoes
com o intuito de auxiliar na identificacdo dos comprimidos e também aumentar a
adesao terapéutica uma vez que melhora o aspecto da formulacao final (ANSEL;
POPOVICH; ALLEN JUNIOR, 2007).

3.1 Estabilidade de Farmacos e Medicamentos

Uma das mais importantes etapas do estudo de pré-formulagéo é a avaliacao
da estabilidade intrinseca do farmaco. E essencial que estes estudos iniciais sejam
conduzidos com amostras do farmaco de pureza conhecida, uma vez que a
presenca de impurezas pode levar a conclusdes errbneas em tais avaliagdes. Os
estudos de estabilidade conduzidos na fase de pré-formulagédo incluem estabilidade
do estado sélido do farmaco, estabilidade da solucdo e estabilidade na presenca de
excipientes (ANSEL; POPOVICH; ALLEN JUNIOR, 2007).

A definicdo de estabilidade se refere a extensdo em que um produto retém,
dentro dos limites especificados e dentro do periodo de armazenagem e de uso, as
mesmas propriedades e caracteristicas que possuia na ocasiao em que foi
fabricado, e ela pode ser estudada sob cinco aspectos: quimico, fisico,
microbiolégico, terapéutico e toxicoldégico conforme apresentado na Tabela 1
(ANSEL; POPOVICH; ALLEN JUNIOR, 2007; ICH, 2003a; OMS, 1996).

Tabela 1 - Aspectos relacionados a estabilidade

Condicao a manter dentro dos limites especificados

SETEEEE durante o prazo de validade do produto farmacéutico

Quimica Integridade quimica e a poténcia (doseamento e produtos
de degradacao) indicadas na embalagem

Fisica Propriedades fisicas originais (aparéncia, palatabilidade,

uniformidade, dissolucao, dispersibilidade), entre outras

Esterilidade ou resisténcia ao crescimento microbiolégico e

Microbiologica A e s
9 a eficacia dos agentes antimicrobianos, quando presentes

Terapéutica O efeito terapéutico deve permanecer inalterado

Toxicolbgica N&o deve ocorrer aumento da toxicidade

Fonte: ANSEL; POPOVICH; ALLEN JUNIOR (2007).
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A estabilidade pode também ser definida como o periodo de tempo
compreendido entre 0 momento no qual o produto esta sendo fabricado aquele que
sua poténcia esta reduzida a ndo mais do que 10%, desde que os produtos de
degradagao estejam todos seguramente identificados e previamente reconhecidos
seus efeitos (SILVA et al, 2009).

Tendo em vista 0 aumento do comércio mundial de produtos farmacéuticos,
acOes estdo sendo realizadas no sentido de padronizar regulamentos técnicos
relacionados aos critérios de seguranca, eficacia e qualidade dos produtos
farmacéuticos (SHAH; AGNIHOTRI, 2011). Tais critérios sdo uma preocupagao
econdmico-social constante dos érgaos sanitarios de todos os paises os quais séo
0s responsaveis pela definicdo desses parametros de qualidade dos medicamentos,
bem como pela fiscalizagdo do seu cumprimento (OLIVEIRA; YOSHIDA; GOMES,
2011).

Em 1990, foi criada a “Conferéncia Internacional de Harmonizacdo dos
Requisitos Técnicos para Registro de Produtos Farmacéuticos para Uso Humano”
conhecida como ICH, cujo comité formado por autoridades reguladoras e
representantes da industria farmacéutica da Europa, Japdo e Estados Unidos se
relne a cada dois anos para discutir aspectos técnicos e cientificos do registro de
medicamentos, com o objetivo de promover o uso mais econdmico de recursos
humanos, animais e materiais, e a eliminacdo de atrasos desnecessarios no
desenvolvimento e na disponibilidade global de novos medicamentos, garantindo o
registro de medicamentos seguros, eficazes e de alta qualidade (ICH, 2011).

No que diz respeito a qualidade, o ICH elaborou diretrizes para realizagdo de
estudos de estabilidade e fotoestabilidade para novos farmacos e medicamentos.
Este item estabelece diretrizes para realizacdo de testes de estabilidade durante o
desenvolvimento de uma formulagdo, os quais fornecem indicagbes sobre o
comportamento do produto em determinado intervalo de tempo, desde a fabricagdo
até o término da validade (ICH, 2003a). A realizagdo de testes de estabilidade
durante o desenvolvimento de uma nova formulacao € importante para estabelecer
condi¢coes de armazenamento, tipo de embalagem e prazo de validade adequados,
além de fornecer informacbes sobre as possiveis interacées entre o farmaco e

outros componentes da formulacao. Um estudo de estabilidade mal elaborado pode
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levar a problemas na formulacdo que comprometam a seguranca, eficacia e
qualidade desejada (ANSEL; POPOVICH; ALLEN JUNIOR, 2007).

No ambito do MERCOSUL, Mercado Comum do Sul, os esforcos para
harmonizar os procedimentos para registro de medicamentos entre os paises
membros, Argentina, Brasil, Paraguai e Uruguai, resultou na elaboragdo, em 1996,
do regulamento técnico Estabilidad de Productos Farmacéuticos. Este regulamento,
MERCOSUL/GMC/RES n® 53/96, tem por objetivo estabelecer diretrizes para
determinacdo do prazo de validade de produtos farmacéuticos destinados a
comercializagdo no MERCOSUL (MERCOSUL, 1996).

No Brasil, a recomendagdo para o desenvolvimento de estudos de
estabilidade encontra-se descrita na Resolugéo - RE n° 1, de 29 de julho de 2005,
publicada pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) a qual compde um
Guia para a Realizacdo de Estudos de Estabilidade. Este guia, assim como as
recomendagbes feitas pelo guia do ICH, possui como principal aplicabilidade
fornecer as bases e diretrizes para o planejamento correto de protocolos de estudos
de estabilidade e a determinacdo do prazo de validade do produto farmacéutico
(BRASIL, 2005).

Antes da aprovacgdo para a comercializagdo de um novo medicamento, a
estabilidade do farmaco e da forma farmacéutica na qual esta veiculado deve ser
assegurada levando em consideracdao a formulagédo, a influéncia dos adjuvantes
farmacéuticos, o material de acondicionamento, as condicées de processamento e
fabricagdo (p.ex. aquecimento), os componentes da embalagem, as condigdes de
armazenamento e de transporte (temperatura, luz e umidade), e a validade prevista
do produto na farmécia e durante o uso pelo paciente (ANSEL; POPOVICH; ALLEN
JUNIOR, 2007; ICH, 2003a; BRASIL, 2005).

Os tipos e principais objetivos e finalidades dos estudos de estabilidade
estabelecidos nas diferentes diretrizes para a realizagdo desses estudos estédo
apresentados na Tabela 2.

O termo condicdo de armazenamento forcada apresentado na Tabela 2
corresponde as condicoes elevadas de temperatura, umidade, luz e/ou outros
fatores capazes de afetar a estabilidade de produtos farmacéuticos pelo aumento na
velocidade de degradacao quimica ou fisica (LEITE, 2006). As condigdes normais de
armazenamento correspondem as condigdes ambientais nas quais o produto sera

exposto, como temperatura e umidade relativa, durante a comercializacdo do
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produto por todo seu prazo de validade (BRASIL, 2005; LEITE, 2006). Estas
condi¢cées encontram-se bem estabelecidas e harmonizadas nas diretrizes para

realizacao de estudos de estabiliade.

Tabela 2 - Tipos e principais objetivos e finalidade dos estudos de estabilidade

Tipo de Estudo / Principais Condicao de

Diretriz Principais Objetivos Finalidades Armazenamento

Identificar produtos de

Estresse ou Desenvolvimento

” degradacao e validar Forcada
critico / ICH metodologia analitica do Produto
Acelerado / Determinar prazo de Desenvolvimento
ANVISA, validade provisorio e do Produto / Forcada
MERCOSUL e condicoes de Documentacao ¢
ICH armazenamento de Registro
L - Subsidiar
Intermediario / Subsidiar dados do Documentacio Ambiente
ICH estudo acelerado d .
e Registro
Comprovar o prazo de
Longa Duragéao / validade e as
condicoes de .
ME/?:i’,\é‘ggl?jL e armazenamento Dgc;u;{neer;;?foao Ambiente
ICH estabelecidads pelo 9
estudo de estabilidade
acelerada
Verificar se nao foi
introduzida nenhuma
Acompanhamento mudanca na Garantia da
P formulacdo ou no Qualidade / .
/ ANVISA e L Ambiente
MERCOSUL processo de fabricacao Controle de
que possa afetar Qualidade

adversamente a
estabilidade do produto

Fonte: LEITE, E.G. (2006).

Além desses estudos apresentados e como parte integrante do “stress
testing”, pode-se destacar a realizacdo do estudo de fotoestabilidade que tem por
finalidade demonstrar que uma exposicdo a luz ndo resulta em alteragoes
significativas no produto. Sdo recomendados testes nas substancias ativas, no
produto exposto, no produto envasado em sua embalagem primaria € no produto em

sua embalagem final. As condi¢cGes para a realizacdo deste teste estdo descritas no
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guia Q1B do ICH — Testes de Fotoestabilidade de farmacos em novos produtos
(ICH, 2003b).

As razbes para a determinacdo da estabilidade de produtos farmacéuticos
fundamentam-se, entre outras, na preocupag¢do com a saude publica, pois a perda
da estabilidade de um medicamento pode estar diretamente relacionada com a
perda do efeito terapéutico ou com a formacao de produtos de degradacao téxicos
(SHAH; AGNIHOTRI, 2011).

A temperatura é o mais importante dentre os fatores ambientais envolvidos na
degradagdo de produtos farmacéuticos, uma vez que, na maioria dos casos, a
velocidade de degradagédo quimica aumenta com o aumento da temperatura e nao
existe um acondicionamento capaz de protegé-los dos efeitos do calor (HUYNH-BA,
2009). A influéncia da temperatura pode ser reduzida pela correta selecao da forma
de armazenamento.

A umidade é outro fator ambiental que exerce grande influéncia na
estabilidade de produtos farmacéuticos por meio de reacdes de degradagao quimica
que sao catalisadas pelas moléculas de agua. A agua pode participar do processo
de degradagcdo quimica por si sO6, como um reagente, induzindo a hidrdlise,
hidratacdo, isomerizagcdo ou outras reagdes quimicas bimoleculares, ou também,
pode ser adsorvida na superficie do produto e formar uma camada de hidratacdo na
qual a substancia é dissolvida e degradada (YOSHIOKA; STELLA, 2002). A hidrélise
€ uma das reacOes de degradacdo mais comumente observada em produtos
farmacéuticos, pois muitos farmacos possuem em sua estrutura grupamentos
funcionais como ésteres, amidas secundarias, lactonas e lactamas que séao
suscetiveis a hidrélise. A influéncia deste fator sobre a estabilidade de formulagdes,
no entanto, pode ser reduzida pela utilizacdo de embalagens impermeaveis ou pela
adicao de sachés com dessecante ao recipiente de acondicionamento (LEITE,
2006).

A luz e o oxigénio sdo também fatores ambientais importantes na estabilidade
de produtos farmacéuticos. A luz em determinados comprimentos de onda pode
fornecer a energia de ativacao necessaria para desencadear reacdes de degradacao
tais como oxidacdo e reducgdo, rearranjo de anéis, polimerizagdo, rupturas de
ligacdes, isomerizacbes e racemizacdes (LEITE, 2006). O oxigénio promove além
das reacbes de oxidacdo de farmacos, algumas reacdes de fotodegradacdo que
envolvem mecanismos fotoxidativos (YOSHIOKA; STELLA, 2002). A oxidagao é uma
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via de degradacao quimica bem estabelecida, uma vez que o oxigénio que participa
da maioria das reacbes de oxidacdo é abundante no ambiente onde os produtos
farmacéuticos sao processados e armazenados a longo prazo.

Durante o processo de fabricagdo, o produto farmacéutico entra em contato
com diversos equipamentos, matérias-primas e com fatores ambientais que podem
afetar a sua estabilidade. Para garantir a estabilidade do produto final, é essencial
que todos esses fatores sejam avaliados durante o desenvolvimento do produto e
monitorados durante sua producdo. Por exemplo, o tempo de processamento de
uma substancia deve ser determinada na fase de desenvolvimento do produto e
monitorado durante a producéo a fim de se evitar um aumento na velocidade de
degradagao decorrente de fatores associados ao processo produtivo (AULTON,
2005). O pH (potencial hidrogenidnico) € um fator capaz de acelerar ou diminuir a
velocidade de reacbes, pois as principais reagdes envolvidas na degradacao de
farmacos sdo a hidrélise e a oxidagdo e ambas podem ser catalisadas por acidos
e/ou bases (YOSHIOKA; STELLA, 2002). O tamanho e a morfologia das particulas
dos componentes da formulacdo podem interferir na estabilidade quimica de
produtos farmacéuticos, pois quanto menor a area superficial da particula, maior a
reatividade do produto. Este fator também exerce influéncia na estabilidade fisico-
quimica de diversos medicamentos, especialmente de emulsdes e suspensoes,
promovendo alteracdo da aparéncia do produto, na uniformidade de dose e na
biodisponibilidade (ANSEL; POPOVICH; ALLEN JUNIOR, 2007; LACHMAN;
LIEBERMAN; KANIG, 2001).

As embalagens utilizadas para o acondicionamento de produtos
farmacéuticos possuem importante papel na manutencdo da estabilidade uma vez
que os componentes da embalagem podem interagir com o produto final. Durante o
desenvolvimento de um produto é essencial a escolha de um recipiente de
acondicionamento compativel com a substancia ativa e/ou excipientes e adequado a
forma farmacéutica (WATERMAN; MACDONALD, 2010). Sempre que necessario, 0
material de embalagem deve proteger o produto de fatores ambientais como
umidade, ar e luz, a fim de manter sua caracteristicas iniciais (YOSHIOKA; STELLA,
2002; WATERMAN; MACDONALD, 2010). Associado as caracterisitcas de
embalagem, as condicdes de transporte devem ser as mesmas requeridas para o
acondicionamento do produto farmacéutico definido com base nos resultados dos

estudos de estabilidade. Entretanto, segundo a Organizacdo Mundial de Saude,
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flutuacdes de temperatura e umidade durante o transporte podem ocorrer em virtude
das diferencas entre as medidas destes fatores durante o dia e a noite, ou entre o
interior e exterior dos containers utilizados para o transporte, por exemplo (OMS,
1996). O ICH preconiza que os dados dos estudos de estabilidade acelerada e
intermediario devem ser utilizados para avaliar o efeito de pequenas variagdes da
temperatura e umidade passiveis de ocorrerem durante o transporte , na poténcia e

qualidade dos produtos farmacéuticos (ICH, 2003a).

3.2 Estudos de Compatibilidade Farmaco-Excipiente

Dentro dos estudos de pré-formulagéo, o estudo de compatibilidade farmaco-
excipiente € de grande importancia para a industria farmacéutica, pois o sucesso de
uma formulacao estavel, eficaz terapeuticamente e de qualidade depende da forma
criteriosa da selecdo dos excipientes utilizados na formulagcao (AHMAD et al, 2010;
CUNHA-FILHO; MARTINEZ-PACHECO; LANDIN, 2007). Os excipientes e a sua
concentragcdo em uma formulagdo sado selecionados com base ndo sé na sua
funcionalidade, mas também levando em consideragcédo a sua compatibilidade com o
farmaco (NARANG; RAO; RAGHAVAN, 2009). Estes estudos devem incidir nas
propriedades fisico-quimicas do composto passiveis de afetar o desempenho
adequado da forma farmacéutica (AHMAD et al, 2010).

O estudo de compatibilidade farmaco-excipiente representa uma etapa
fundamental nos estudos de pré-formulagdo para o desenvolvimento de todas as
formas farmacéuticas disponiveis no mercado (AHMAD et al, 2010; TITA et al,
2011a). Esses estudos sdo realizados para acelerar o desenvolvimento de
formulagbes (CUNHA-FILHO; MARTINEZ-PACHECO; LANDIN, 2007) e,
principalmente, para prever o potencial de incompatibilidade do farmaco na
formulacdo farmacéutica final (NARANG; RAO; RAGHAVAN, 2009). Isso porque,
potenciais interagbes fisicas e quimicas entre farmacos e excipientes em
formulagdes farmacéuticas solidas de uso oral podem afetar a natureza quimica, a
estabilidade e a biodisponibilidade dos medicamentos e, consequentemente, a sua

eficacia terapéutica e seguranca (TITA et al, 2011a).
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Diante do exposto, esses estudos de compatibilidade devem ser
cuidadosamente planejados e executados a fim de evitar perdas em termos
econdmicos associados a atrasos decorrentes de problemas de estabilidade durante
o estagio final do desenvolvimento do produto farmacéutico (NARANG; RAO;
RAGHAVAN, 2009).

Diferentes grupos de pesquisa em todo o mundo tém desenvolvido estudos
que visam avaliar a estabilidade de formulagbes farmacéuticas, bem como a
compatibilidade do farmaco com diferentes excipientes comumente utilizados pela
industria farmacéutica no desenvolvimento de formulagées sélidas.

Um estudo para investigar as possiveis interagdes entre o anti-hipertensivo
trandolapril e trés excipientes naturais comumente utilizados (lactose, celulose
microcristalina e amido pré-gelatinizado) foi realizado por Roumeli, E. e
colaboradores (2012). O estudo foi conduzido utilizando técnicas termoanaliticas (TG
e DSC) juntamente com técnicas complementares (PXRD, SEM e FT-IR) as quais
evidenciaram a compatibilidade entre esses componentes (ROUMELI et al, 2012).

Julio, T.A. e colaboradores (2012) realizaram estudos de compatibilidade
entre o farmaco citrato de sildenafil e cinco diferentes excipientes farmacéuticos
empregando com sucesso técnicas como DSC, microscopia hot-stage e
cromatografia liquida (LC) com detector de ultravioleta. A combinagdo de ambas as
técnicas analiticas (DSC e LC) com o uso de uma camara de estabilidade mostrou-
se extremamente Util na detecgao de incompatibilidades e proporcionou abordagens
mais robustas e precisas para estudos de pré-formulagdo. Além disso, a técnica
microscopia empregada foi capaz de diferenciar fendbmenos de degradagéo e
solubilizacdo do farmaco, apoiando a interpretacdo dos resultados obtidos no DSC
onde os eventos térmicos se sobrepuseram ou desapareceram. Todos 0s
excipientes testados (didéxido de silicio coloidal, croscarmelose sodica, lactose,
manitol e sacarose) apresentaram potencial incompatibilidade quando analisadas
por DSC e LC apés o teste de estabilidade acelerada, uma vez que houve alteragédo
do sinal no DSC e redugéao do teor do farmaco avaliado por LC.

Em outro estudo, Aigner, Z. e colaboradores (2010) realizaram estudos de
compatibilidade entre aceclofenaco e excipientes utilizando as técnicas DSC e FT-
IR. Foram testados cinco excipientes normalmente utilizados na fabricacdo de
comprimidos de liberagao retardada, como Carbopol 940, hidroxipropilmetilcelulose,

celulose microcristalina, estearato de magnésio e Aerosil 200. Uma interagéo foi
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observada apenas entre o farmaco e o estearato de magnésio devido a formacéao de
um sal de magnésio de aceclofenaco.

Tita, B. e colaboradores (2011) utilizaram TG e DSC para avaliar a
compatibilidade entre cetoprofeno e varios excipientes como amido de milho,
celulose microcristalina, didxido de silicio coloidal, lactose (monohidratada e anidra),
PVP, estearato de magnésio e talco. As misturas do farmaco com PVP e com
estearato de magnésio apresentaram diferencas nos valores de temperatura e
entalpia de fusdo. Tais interagcdes foram confirmadas pelo emprego das técnicas
complementares como FT-IR e PXRD.

Em outro trabalho, este mesmo grupo de pesquisa avaliou a compatibilidade
farmaco/excipiente do antiinflamatdério ibuprofeno. Nove excipientes foram testados e
o estudo evidenciou a incompatibilidade térmica do ibuprofeno com PVP e estearato
de magnésio a qual foi confirmada pelo emprego das técnicas FT-IR e PXRD (TITA
et al, 2011b).

Stulzer e colaboradores (2008) também realizaram este tipo de estudo,
avaliando a compatibilidade farmaco/excipiente para o anti-hipertensivo captopril.
De acordo com os resultados, uma possivel incompatibilidade entre o captopril e

estearato de magnésio foi observada pela técnica de DSC.

3.3 Caracterizacao Fisico-Quimica de Farmacos

O desenvolvimento de uma forma farmacéutica implica em varios passos
objetivando-se a criagdo de um sistema fisico que contenha a substancia ativa e os
excipientes adequados a fim de garantir os requisitos necessarios de qualidade que
assegurem a sua eficacia e seguranga terapéutica (RIVERA et al, 2000;
RODRIGUES et al, 2005).

A caracterizagdo completa de um farmaco e de sua estrutura cristalina tem se
tornado uma area de intensa atividade de pesquisa na industria farmacéutica. Isto
ocorre devido as exigéncias dos 6rgaos reguladores no processo de aquisicdo de
patentes e registros, além do atendimento aos regulamentos do FDA (do inglés Food
and Drug Administration) para a aprovacao de novos produtos para o mercado

mundial.
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Muito embora novas formas farmacéuticas continuem a ser desenvolvidas em
todo o mundo, muitos farmacos ainda sdo administrados em formas farmacéuticas
solidas (ANSEL; POPOVICH; ALLEN JUNIOR, 2007), devido a conveniéncia,
confiabilidade a dose veiculada, protecdo ao farmaco e melhor aceitacdo pelo
paciente (DE CASTRO et al, 2006). O conhecimento das caracteristicas fisico-
quimicas do farmaco e seu padrao de liberacdo da forma farmacéutica exercem
grande influéncia na quantidade e velocidade de absorcdo do farmaco pelo
organismo. Paralelamente, permite indicar os tipos de excipientes compativeis,
prever a inclusdo de aditivos especificos e selecionar embalagens adequadas, os
quais sao decisivos para a integridade do farmaco no produto final (ANSEL;
POPOVICH; ALLEN JUNIOR, 2007; AULTON, 2005).

As propriedades fisico-quimicas dos principios ativos constituem, sem duvida,
um elemento essencial no desenvolvimento de formulagbes farmacéuticas
destinadas a administragdo por via oral (YOSHIDA et al, 2011), uma vez que
aspectos como a biodisponibilidade, solubilidade e condicdes de administragao
estdo intimamente relacionados a essas propriedades (LACHMAN; LIEBERMAN;
KANIG, 2001; YOSHIDA et al, 2011).

Importantes propriedades fisico-quimicas de diferentes farmacos foram
estudadas e reveladas por inUmeros autores, dentre elas, a estabilidade térmica, a
presenca de polimorfismo, a determinacao do ponto de fusao, transicao vitrea, calor
especifico e a presenca de degradacao sob condicdes especificas (RODRIGUES et
al, 2005; YOSHIDA et al, 2011; NERY et al, 2008). Estas propriedades poderao
modificar o comportamento da molécula quanto ao meio biolégico, podendo afetar
diretamente a distribuicdo e biodisponibilidade e, portanto, sua eficacia terapéutica, o
que justifica a realizagao desses ensaios de caracterizagdo de farmacos durante a

fase de pré-formulagéao farmacéutica.

3.3.1 Polimorfismo de farmacos

Um dos grandes problemas da industria farmacéutica, no atual contexto de
inovacao e competitividade é o polimorfismo. O problema se concentra no que diz

respeito ao estado fisico do principio ativo, ja que tém sido amplamente
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demonstrado que muitos farmacos apresentam diferentes propriedades fisicas e
quimicas por se apresentar em diferentes formas cristalinas (BRITTAIN, 2012).

Como ja foi conceituado anteriormente, o polimorfismo é a capacidade de
uma molécula apresentar mais de uma forma ou estrutura cristalina, de modo que
essas variagbes, decorrentes das diferentes interacbes intermoleculares e
intramoleculares como ligacdes de van der Waals e ligagdes de hidrogénio, possam
promover alteragbes nas propriedades fisico-quimicas (HILKIFER, 2006; DESIRAJU,
2008). Formas polimérficas podem apresentar diferencas em propriedades como
ponto de fusdo e sublimacdo, condutividade, volume, densidade, viscosidade,
dureza do cristal, forma do cristal, cor, indice de refragdo, solubilidade,
higroscopicidade, reacoes no estado sélido, estabilidade e perfil de dissolugcao as
quais sao essenciais para que um principio ativo atinja niveis terapéuticos no
organismo (HILKIFER, 2006).

O termo polimorfismo tem sido utilizado por diferentes autores de forma mais
ampla, incluindo também substancias no estado amorfo e os solvatos (HILKIFER,
2006). Os solvatos sao variacdes do cristal, em que a estrutura quimica de uma
substancia difere da composicdo elementar através da inclusdo de uma ou mais
moléculas de solvente, que ocupam posicdes definidas na estrutura, ndo ligado a
rede cristalina, mas ocupando espacos de cavidades e/ou falhas, no interior do
cristal (HILKIFER, 2006; BRITTAIN, 2012). Os compostos amorfos sao formas
sOlidas que nao possuem uma cadeia molecular ordenada longa, ou seja, sao
solidos com arranjos desordenados das moléculas sem distingao da rede cristalina,
consequentemente possuem cristalinidade zero (BRITTAIN, 2012).

Nao sao muitos os métodos capazes de caracterizar uma determinada
estrutura, permitindo sua descricdo precisa em termos das distancias e angulos de
ligacdo que definem sua conformacdo. Os métodos analiticos como a microscopia
eletrénica, a difragdo de raios X, a ressonancia magnética nuclear de alta resolucéo,
a espectroscopia no infravermelho e Raman e a analise térmica sdo os resursos
técnicos comumente utilizados na identificagdo e caracterizagdo de sélidos

farmacéuticos e suas diferentes formas cristalinas e amorfas.
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4 TECNICAS ANALITICAS EM ESTUDOS DE PRE-FORMULACAO

Ao iniciar o desenvolvimento de um novo medicamento, é necessario que seja
feita a caracterizagdo adequada tanto do farmaco quanto dos excipientes a serem
utilizados na formulacao (GIRON, 1998). Essa caracterizacdo, conforme descrita
anteriormente, abrange a utilizagdo de métodos analiticos para determinar suas
propriedades fisicas e quimicas, por exemplo, andlise térmica por DSC para
determinar o ponto de fusdo e difracdo de raios X para determinar a estrutura
cristalina (TITA et al, 2011a). E importante observar que as caracteristicas do
farmaco podem se alterar na presenca de determinados excipientes, o que deve ser
considerado durante os testes de estabilidade e compatibilidade (AULTON, 2005).

As técnicas termoanaliticas tém sido utilizadas para produtos farmacéuticos
em estudos de pré-formulagdes, sendo possivel extrair informagdes sobre potenciais
de incompatibilidades fisicas ou quimicas entre um ingrediente ativo e os chamados
excipientes (JULIO et al, 2012). Dentre estas técnicas, DSC e TG tém sido
amplamente explorados como um meio de prever compatibilidade farmaco-
excipiente, ja que constituem métodos simples, rapidos, sensiveis, que necessitam
de pequena quantidade de amostra, fator este desejavel pelas industrias
farmacéuticas (JULIO et al, 2012; TITA et al, 2011a).

Outras técnicas, como FT-IR, Raman, PXRD e SEM também sao bastante
utilizadas e comumente empregadas em associagcdo com o DSC como uma forma
de complementar os resultados obtidos e melhorar a interpretacdo destes (AULTON,
2005). Tais técnicas permitem a identificagdo de interagdes entre os componentes
estudados pela simples observacdo do aparecimento, desaparecimento ou
modificagdo dos sinais caracteristicos do composto (TITA et al, 2011a).

4.1 Analise Térmica Aplicada a Formulacoées Farmacéuticas

Aquecer uma amostra e observar o seu comportamento € uma maneira

simples de se estudar um material; isso porque as propriedades termodinamicas
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como capacidade calorifica, entalpias e entropia sdo caracteristicas individuais de
cada substancia (HAINES, 2002).

As técnicas termoanaliticas comecaram a ser inventadas e estudadas desde
0 século passado quando os primeiros trabalhos foram resultado do esforco isolado
de alguns grupos de pesquisadores que empregavam a instrumentagdo rudimentar
idealizada e construida em seus préprios laboratérios (IONASHIRO, 2005).

Nos dias atuais a instrumentacdo termoanalitica atingiu elevado grau de
sofisticagdo, popularizou-se em funcdo de uma aplicacao pratica crescente e vem
sendo encarada como importante ferramenta de trabalho em todos os setores que
se dedicam a pesquisa, ao desenvolvimento de novos produtos e ao controle de
qualidade da producao (HAINES, 2002; IONASHIRO, 2005), uma vez que a técnica
pode ser aplicada na caracterizacdo de matérias-primas e produtos acabados, na
determinacdo do grau de pureza e na realizacdo de ensaios de estabilidade e
cinética de decomposi¢cao (RODRIGUES et al, 2005).

Em um sistema de termoanadlise, a amostra € colocada em um ambiente no
qual é possivel se observar, direta ou indiretamente, uma modificacdo em funcéo da
temperatura e do tempo. As mudangas na amostra sdo monitoradas por um
transdutor apropriado, que produz um sinal elétrico analogo a mudanca fisica ou
quimica. Este sinal é amplificado de modo eletrénico e aplicado ao dispositivo de
leitura em um registrador (MOTHE; AZEVEDO, 2002). Dessa forma, a andlise
térmica pode ser caracterizada e definida como uma série de técnicas que medem
as propriedades fisicas de uma substancia e/ou seus produtos de reacdo em fungéo
da temperatura ou do tempo durante o qual a substancia € submetida a um
programa controlado de temperatura (IONASHIRO, 2005; MOTHE; AZEVEDO,
2002).

O fundamento da aplicacao da andlise térmica em estudos de estabilidade de
formulacdes farmacéuticas estd no fato de que a andlise de um sélido puro e em
determinada forma cristalina (um farmaco ou um excipiente, por exemplo) fornece
curvas termoanaliticas caracteristicas das quais podem ser extraidas informagdes do
tipo: temperatura de fusdo, entalpia de mudanca de fase e temperatura de
decomposicao (CHIU; PRENNER, 2011). Em uma mistura de sélidos, como no caso
de uma formulacado farmacéutica onde o farmaco estd associado a um ou mais
excipientes, pode ocorrer interagdes entre as substancias que levam a alteracoes
nas propriedades fisicas do farmaco (transicao entre estruturas polimérficas e maior
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estabilidade da molécula) que sao reveladas por alteragbes nas curvas
termoanaliticas (MOTHE; AZEVEDO, 2002). O estudo dessas interagbes &
importante, pois elas podem alterar a qualidade, seguranca e eficacia do produto

final.

4.1.1 Calorimetria Exploratéria Diferencial - DSC

Quando diferentes substancias sdo aquecidas, varias transformacdes fisicas
ou quimicas envolvendo a absor¢ado (processo endotérmico) ou a liberagcao de calor
(processo exotérmico) podem ocorrer (MOTHE; AZEVEDO, 2002; CLAS; DALTON;
HANCOCK, 1999). Alguns desses processos estao listados na Tabela 3.

Tabela 3 - Transformagdes envolvendo processos endotérmicos e exotérmicos

Processo Endotérmico Processo Exotérmico
Fuséo Cristalizacao
Vaporizagéo Condensagéo
Sublimacgao Solidificagdo
Dessorgéao Adsorgao
Decomposicao Solvatacao
Reducao Decomposicao
Degradacéo Oxidagéo
Transicao vitrea Degradacéao

Fonte: CLAS; DALTON; HANCOCK (1999).

A técnica de DSC pode ser usada para detectar tais transformacbes e
investigar as propriedades térmicas de uma variedade de materiais, sendo
empregada para a caracterizacdo de materiais organicos, inorganicos, bioldgicos,
poliméricos, farmacos, aditivos alimentares, entre outros (MOTHE; AZEVEDO, 2002;
CHIU; PRENNER, 2011). Pode ser utilizado também para estimar a pureza da
amostra pelo estudo da fusdo da mesma (MATHKAR et al, 2009). A técnica DSC
permite a determinacdo qualitativa e quantitativa de transi¢cées de fase, tais como a
temperatura de transicdo vitrea, temperatura de fusdo, temperatura e tempo de
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cristalizacao, calor especifico, pureza da amostra, estabilidade térmica, cinética de
reacdo e outros (MOTHE; AZEVEDO, 2002).

A DSC pode ser definida como uma técnica na qual se mede a diferenca de
energia fornecida a substadncia e ao material de referéncia, em fungdo da
temperatura enquanto ambos sdo submetidos a uma programagédo controlada de
temperatura (IONASHIRO, 2005; MOTHE; AZEVEDO, 2002). O equipamento de
DSC consiste basicamente de um forno de aquecimento com atmosfera controlada
para a amostra e para a substancia de referéncia, um registrador que pode medir o
fluxo de calor ou a diferenga entre a poténcia fornecida aos aquecedores da amostra
e da referéncia e um computador para registro e analise dos resultados obtidos
(CLAS; DALTON; HANCOCK, 1999). Dois tipos de equipamento estdo disponiveis
para a obtencédo dos dados: calorimetria exploratéria diferencial com compensagao
de poténcia e calorimetria exploratéria diferencial com fluxo de calor (IONASHIRO,
2005; MOTHE; AZEVEDO, 2002; CLAS; DALTON; HANCOCK, 1999).

a) DSC com compensagao de poténcia:

Arranjo no qual referéncia e amostra sdao mantidas na mesma temperatura,
atravées de aquecedores elétricos individuais. A poténcia dissipada pelos
aquecedores é relacionada com a energia envolvida nos processos endotérmicos ou
exotérmicos (BERNAL et al, 2002). O equipamento de DSC com compensacao de
poténcia, apresentado na Figura 1, possui dois fornos individuais, um para amostra
(S), outro para referéncia (R), onde ha o fornecimento de energia suficiente para a
manutencdo da mesma temperatura entre a amostra e a referéncia (CLAS;
DALTON; HANCOCK, 1999).

Sensores de Platina
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Figura 1 - Esquema de um calorimetro com compensacéo de poténcia.
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b) DSC com fluxo de calor:

O arranjo mais simples € aquele no qual a amostra e referéncia, contidas em
seus respectivos suportes de amostra, sdo colocadas sobre um disco de metal,
responsavel pela troca de calor entre o forno e a amostra (BERNAL et al, 2002). A
amostra e referéncia sdo aquecidas por uma unica fonte, e a temperatura de ambas
€ medida por termopares em contato com cada uma delas individualmente (CRAIG;
READING, 2006). O DSC com fluxo de calor, apresentado na Figura 2, € constituido
por um forno unico e o fluxo de calor na amostra e no material de referéncia é
fornecido através do disco termoelétrico aquecido de forma constante (CLAS;
DALTON; HANCOCK, 1999).

L 1]
11

— [~ Disco de metal

A—/
\_,_ Termopar

i Forno

Figura 2 - Esquema de um calorimetro com fluxo de calor (A); Foto de um disco termoelétrico (B)

O sucesso das analises por DSC depende da preparacdo cuidadosa das
amostras e de selecdo adequada das condigdes experimentais. Em geral, as
amostras sao analisadas em pequenos cadinhos produzidos com materiais
altamente condutores de calor, como platina, aluminio, cobre e ouro e sao utilizados
em combinacdo com um cadinho de referéncia de configuragdo idéntica preenchido
com material inerte (por exemplo, alumina ou ar). Cadinhos herméticos sao
utilizados quando € importante impedir a perda da amostra ou de seus produtos de
reacao induzida pelo calor. Os cadinhos semi-fechados sao usados para prevencao
de fenémenos indesejaveis de ruptura a temperaturas elevadas (CLAS; DALTON;
HANCOCK, 1999).
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Desde 1969, quando Jacobson e Rieir demonstraram que a estabilidade de
penicilinas em comprimidos poderia ser prevista utilizando técnicas de analise
térmica, muitas tentativas tém sido feitas para aplicar a técnica de DSC como a base
na determinagdo de compatibilidade em uma formulagdo farmacéutica (FORD;
WILLSON, 1999).

A DSC é considerada uma técnica rapida para a obtencdo de informacdes
confidveis sobre a compatibilidade entre os componentes de uma formulagéao
quimica por meio das variagdes nos picos de temperaturas endotérmicos e/ou
exotérmicos ou valores de entalpia, onde o farmaco e os sistemas bindrios (farmaco-
excipiente) sdo aquecidos e 0s seus eventos térmicos sdo monitorados em fungéao
do tempo ou da temperatura, enquanto a temperatura é programada em uma
atmosfera especifica (JULIO et al, 2012; TITA et al, 2011a; CRAIG; READING,
2006). Consequentemente, a temperatura e a energia associada com os eventos,
como a fusdo, oxidagcdo e reagbes de reducgdo, transicdo vitrea, ebuligdo,
sublimagao, decomposicao, cristalizacdo podem ser avaliados comparando os dados
obtidos para as misturas binarias com os dados dos componentes individuais
(FORD; WILLSON, 1999).

Existem inumeros beneficios relacionados com a técnica, dentre eles
podemos citar a pequena quantidade de amostra e o tempo requeridos para analise
(aproximadamente de 1 a 5 mg), a facilidade no preparo da amostra (muitas
amostras podem ser colocadas diretamente no cadinho porta-amostra sem a
necessidade de preparo), além de a técnica poder ser aplicada para sélidos e
liquidos em uma ampla faixa de temperatura (-120°C até 600°C) (MOTHE;
AZEVEDO, 2002).

Apesar das inumeras vantagens, a DSC apresenta limitacées de forma que a
interpretacdo dos dados obtidos por meio da técnica deve ser criteriosa e técnicas
complementares, tais como espectroscopia no infravermelho, microscopia ou
difratometria de raios X podem ser Uteis para evitar conclusdes enganosas (CUNHA-
FILHO; MATINEZ-PACHECO; LANDIN, 2007). Dentre as desvantagens da técnica
podem ser descritas: a reducdo da sensibilidade quando a linha de base esta em
inclinagdo ou curvatura; a necessidade de elevar razdes de aquecimento para
aumentar a sensibilidade, o que reduz a resolugao; algumas transicdes observadas
sdo complexas e apresentam dificuldade para interpretagcdo (por exemplo,

temperatura de transicao vitrea, fusao e cristalizacao); a extrapolacao dos resultados
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obtidos em altas temperaturas ndo reproduz a real situagcdo do farmaco na
formulacdo; as mudancas de atmosfera inerte (nitrogénio - N2) para atmosfera nao
inerte (ar) podem criar picos exotérmicos adicionais (MOTHE; AZEVEDO, 2002).

O registro grafico obtido na técnica DSC, em ambas as técnicas de fluxo de
calor e de compensacao de poténcia, sdo expressas em temperatura (°C) ou tempo
(min) no eixo da abcissa e em fluxo de calor (mMW.mg™') no eixo da ordenada. O fluxo
de calor é dividido pela massa, de forma que a curva passa a nao ser afetada pela
quantidade de massa que compde o cadinho, isto porque quanto maior a massa
existente no cadinho, maior é a quantidade de calor liberada ou absorvida na
reacdo. Transicbes de primeira ordem (endotérmicas ou exotérmicas) sao
caracterizadas como picos, mesmo que eles possam sobrepor um ao outro. A area
do pico é diretamente proporcional a entalpia (J.g"') envolvida no processo.
Transicoes de segunda ordem, como a transi¢do vitrea, sdo caracterizadas como
uma alteragdo na linearidade da curva, geralmente chamados de “degraus”. Isto
ocorre porque nao ha variagdo na entalpia como em reacbes de fusdo ou
cristalizacdo, mas somente uma mudanca na capacidade calorifica do material
(MOTHE; AZEVEDO, 2002; BERNAL et al, 2002).

4.1.2 Termogravimetria - TG

A termogravimetria ou andlise termogravimétrica baseia-se no estudo da
variacdo de massa de uma amostra, resultante de uma transformacado fisica
(sublimacéo, evaporagédo, condensacao) ou quimica (degradacdo, decomposicéo,
oxidagdo), determinada em uma termobalang¢a, em funcdo da temperatura ou do
tempo (MOTHE; AZEVEDO, 2002). Em outras palavras, pode ser definida como um
processo continuo que mede a variagdo de massa (perda ou ganho) de uma
substancia ou material como uma fungdo da temperatura ou do tempo (MOTHE;
AZEVEDO, 2002).

Como em outras técnicas experimentais, existe na TG alguns fatores que
afetam a natureza, precisdo e exatidao nos resultados experimentais. A TG
provavelmente tem um grande numero de variaveis devido a natureza dinamica da

variagdo de temperatura na amostra. Basicamente, os fatores que podem influenciar
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a curva de variagao de massa da amostra sdo classificados em duas categorias
conforme descritos na Tabela 4: os fatores relacionados ao equipamento e os

fatores relacionados as caracteristicas da amostra (MOTHE; AZEVEDO, 2002).

Tabela 4 — Fatores instrumentais e caracteristicas da amostra que podem influenciar na curva TG

FATORES INSTRUMENTAIS

CARACTERISTICAS DA AMOSTRA

e Atmosfera do forno;

e Composigédo do conteudo da amostra;
Geometria do forno e do amostrador;

¢ Razao de aquecimento (a extensao
de decomposi¢ao é maior em razdes de
aquecimento baixo do que em alto);

¢ Registro (velocidades maiores para
obter o registro, a separacao € maior e
melhor);

e Sensibilidade do mecanismo de

registro.

Calor de reagao;

e Condutividade térmica;

e Fase cristalina da amostra;

e Natureza da amostra;

e Quantidade de amostra (em pequenas
quantidades observam-se maiores
nuameros de efeitos, além de se verificar
intermediarios formados);

e Solubilidade do gas desprendido da
amostra;

e Tamanho da particula (os tamanhos
pequenos sao melhores para alcangar o
equilibrio a uma dada temperatura do
que cristais maiores, ocasionando uma
melhor extensao da decomposi¢cao com

amostras pequenas).

Fonte: MOTHE; AZEVEDO (2002).

O equipamento utilizado na andlise termogravimétrica €& basicamente

constituido por uma termobalanga, termopares e um sistema de fluxo de gas. A
Figura 3 apresenta um esquema detalhado e uma foto de um equipamento de TG
com forno horizontal.

O termo “termobalanga” é usado para definir um sistema capaz de medir a
massa de uma amostra durante uma programacao de temperatura. A termobalanca
€ uma combinagdo adequada de uma microbalanga eletrénica com um forno, um
programador de temperatura e um computador o qual permite que os dados
referentes a perda ou ganho de massa, ao tempo e a temperatura sejam coletados
durante a analise (BROWN, 2004).
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Figura 3 - Esquema de uma termobalancga (A); Foto do equipamento (B).

A técnica de TG, assim como outras técnicas termoanaliticas, tem sido
bastante utilizada por diferentes autores em estudos que visam obter dados sobre a
estabilidade térmica de farmacos, a determinacdo de parametros cinéticos, a
caracterizacdo de formas polimérficas e a compatibilidade farmaco-excipiente,
demonstrando sempre a simplicidade, velocidade e baixos custos operacionais da
técnica o que justifica seu emprego no controle de qualidade da industria
farmacéutica (AL-NAHARY et al, 2012; BARONSKY et al, 2009; TOMASSETTI et al,
2005).

4.1.2.1 Termogravimetria derivada - DTG

A termogravimetria derivada (DTG) é a primeira derivada da curva
termogravimétrica, ou seja, a derivada da variacao de massa em relacdo ao tempo
ou temperatura. A curva DTG apresenta as informacées de uma forma mais
visualmente acessivel, mostrando com mais clareza os pontos inicial e final do
processo, sendo a area diretamente proporcional a variagdo de massa, levando a
pronta determinacédo da temperatura do pico e indicando a temperatura inicial e final
do processo (IONASHIRO, 2005).

As curvas DTG podem ser utilizadas com diferentes finalidades. Durante a
reacdo de perda de massa, o pico de DTG que é exatamente proporcional a

derivada das curvas de TG, por esta raz&o, a &rea sob as curvas fornece a variagao



44

de massa precisa, podendo ser utilizado em uma anadlise quantitativa por meio da
medicao da altura do pico. Também pode ser utilizado na separagdo de reagdes
sobrepostas uma vez que com a curva DTG a visualizagdo do ponto ambiguo se
torna mais facil (MOTHE; AZEVEDO, 2002).

Além disso, o uso da DTG apresenta vantagens, tais como: as curvas podem
ser obtidas em conjunto com as medidas de TG; as medidas de DTG indicam
exatamente as temperaturas do inicio, a maxima taxa e o final da variagdo; o método
de DTG pode ser usado para investigar materiais que fundem durante o

aquecimento, por exemplo, compostos organicos (MOTHE; AZEVEDO, 2002).

4.2 Técnicas Complementares

Diante do exposto, verifica-se que as técnicas termoanaliticas sdo de grande
valia nos estudos de pré-formulacdo, porém os resultados obtidos devem ser
avaliados com cautela para que a interpretacao seja feita de forma correta (JULIO et
al, 2012). Diferentes técnicas analiticas também tém sido amplamente utilizadas a
fim de obter informacbes de farmacos no estado solido, dentre elas, pode-se
destacar: PXRD, SEM, FT-IR, espectroscopia Raman e LC (ICH, 2003c).

4.2.1 Difratometria de raios X por p6 - PXRD

Os raios X sao radiagdes eletromagnéticas de mesma natureza que a luz
visivel, porém, situados entre os raios gama e raios ultravioleta no espectro
eletromagnético (KAHAN, 2012). O método de difragdo de raios X consiste em um
método simples e direto que ndo exige tratamento prévio da amostra. Sua principal
aplicacao refere-se a identificacdo de compostos cristalinos (KAHAN, 2012). Além
disso, a difratometria de raios X por pé é utilizada para a detec¢cao e quantificagao
de transformacdes polimorficas e determinacéo do estado cristalino de substancias.

E a mais robusta técnica para diferenciacdo de duas formas polimérficas de

uma mesma substancia (HILKIFER, 2006). Os angulos de difracao caracteristicos e
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as intensidades dos picos sdao os resultados diretos das diferentes estruturas
cristalinas, sendo, na maioria das vezes, especificos e Unicos de cada substancia
cristalina, da mesma forma que o padrao difratométrico por ela gerado (equivalente a
uma impressao digital) (KAHAN, 2012).

Uma das vantagens descritas para a técnica consiste na possibilidade de
estabelecer o grau de cristalinidade de farmacos no decorrer do tempo e em funcao
do estresse aplicado ao mesmo, permitindo a quantificacdo de diferentes formas
polimérficas em misturas com véarias formas ou o acompanhamento das
transformagbes de uma forma polimérfica em outra ou em formas amorfas, isso
porque ha uma relagao linear entre a intensidade dos picos de identificacao da forma
cristalina e sua concentragdo (GIRON, 2001).

Diferentes autores utilizaram esta técnica em seus estudos. Maurin e
colaboradores (2007) descreveram sua utilizacdo como um método rapido e
confiavel para a triagem rapida de comprimidos e a identificacdo de medicamentos
falsificados. Por meio da técnica é possivel detectar falsificagcbes e imitacoes, além
de prever corretamente a presenca ou auséncia da substancia ativa e/ou excipientes
especificos (MAURIN et al, 2007). Outros autores utilizam a difratometria de raios X
juntamente com outras técnicas para avaliar matérias-primas farmacéuticas com a
finalidade de identificar diferentes formas polimoérficas, uma vez que a forma
cristalina do produto pode influenciar no efeito terapéutico da forma farmacéutica
desenvolvida (ALENCAR et al, 2006; KAUFFMAN; BATYKEFER; TUSCHEL, 2008;
NEMET et al, 2009).

4.2.2 Microscopia Eletrénica de Varredura - SEM

A principal fungdo de qualquer microscopio € tornar visivel ao olho humano o
que for muito pequeno para tal (DEDAVID; GOMES; MACHADO, 2007). A
microscopia eletrbnica de varredura € uma técnica muito versatii e usada
rotineiramente para a analise e caracterizagdo microestrutural de materiais sélidos.
Apesar da complexidade dos mecanismos para obtencdao da imagem, o resultado é
uma imagem de muito facil interpretacdo. Além disso, a elevada profundidade do

foco (imagem com aparéncia tridimensional) e a possibilidade de combinar a andlise
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microestrutural com a microandlise quimica sao fatores que em muito contribuem
para o amplo uso desta técnica (MALISKA, 2012).

O microscépio eletrénico de varredura é um aparelho que pode fornecer
rapidamente informagdes sobre a morfologia e identificacao de elementos quimicos
de uma amostra sélida (DEDAVID; GOMES; MACHADO, 2007). O principio do
funcionamento de um microscépio eletrénico de varredura baseia-se na geracao de
um feixe de elétrons focado a partir, por exemplo, de um filamento de tungsténio, os
quais passam por lentes condensadoras que reduzem seu didmetro e por uma lente
objetiva que o focaliza sobre a amostra. O sinal de imagem que é detectado resulta
da interacdo do feixe incidente com a superficie da amostra e é utilizado para a
formacéao da imagem (DEDAVID; GOMES; MACHADO, 2007).

A aplicacdo da SEM é requisito obrigatério em ensaios de controle de
qualidade de medicamentos fitoterapicos a fim de garantir a qualidade e pureza
destes, maximizar a eficacia e minimizar os efeitos secundarios adversos
(SERRANO; SILVA; SILVA, 2010). Os estudos realizados com o auxilio desta
técnica permitem a verificacdo de transformacdes polimérficas de farmacos, a
caracterizacdo e a avaliacdo da qualidade de medicamentos por meio da
identificacdo e deteccdo de componentes individuais presentes em uma mistura
(SERRANO; SILVA; SILVA, 2010; DESAI; DHARWADKAR, 2008).

4.2.3 Espectroscopia de absorgéo na regidao do infravermelho — FT-IR

A espectroscopia de absorcdo na regido do infravermelho tem sido
amplamente utilizada na identificacdo de substancias. O baixo custo dos
equipamentos aliado a simplicidade e rapidez para aquisicdo dos espectros tornam
esta técnica de importancia incontestavel (KALINKOVA, 1999).

O espectrémetro de infravermelho simples consiste em um emissor de laser e
uma fonte de luz no infravermelho, o interferdbmetro que separa os raios por faixa de
comprimento de onda, um jogo de espelhos que conduz a luz até a amostra, e por
fim um detector e um mecanismo computadorizado de registro e tratamento dos
sinais (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2006). Intrumentalmente o que difere o

espectrometro de infravermelho convencional de um equipamento com transformada
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de Fourier € o interferobmetro e como ele trata o sinal recebido. A transformada de
Fourier € uma fungcdo matematica que converte o dominio do tempo para o dominio
da frequéncia (BERTHOMIEU; HIENERWADE, 2009).

A regidao espectral que corresponde a radiacao infravermelha compreende a
parte do espectro eletromagnético com numeros de onda no intervalo de
aproximadamente 15.000 a 10 cm™. Do ponto de vista da aplicacdo e dos
instrumentos empregados, o espectro infravermelho é dividido em infravermelho
préximo (NIR) com niimero de onda entre 15.000 e 4.000 cm™, infravermelho médio
(MID) entre 4.000 e 400 cm™ e infravermelho distante (FAR) entre 400 e 10 cm™
(SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002).

O infravermelho médio € a regido do espectro onde se encontra 0 maior
namero de aplicagbes para a andlise qualitativa de compostos organicos. Varios
grupos funcionais absorvem na regidao do NIR, entretanto apresentam absorcdes
menos intensas quando comparadas as absor¢des no MID. J& a regido do FAR tem
uso limitado devido as limitagdes instrumentais, pois sdo poucas as fontes para este
tipo de radiacao (SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002).

Dentro do campo das ciéncias farmacéuticas, o ponto de maior aplicacao da
espectroscopia no infravermelho esta ligado ao controle de qualidade de farmacos,
especialmente em ensaios de identificacdo de matérias-primas, ja que esta
metodologia fornece evidéncias da presenca de varios grupos funcionais na
estrutura organica devido a interacdo das moléculas ou atomos com a radiacdo
eletromagnética em um processo de vibragdo molecular, o que permite identificar
moléculas com uma boa margem de seguranga, uma vez que o resultado € Unico
para cada substancia (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2006; USP 32).

A regido intermediaria do espectro, que compreende a faixa de 1.300 a 900
cm™ é usualmente conhecida como a regido de “impresséo digital”. O espectro nela
observado €, com frequéncia, complexo, com as bandas se originando de modos de
vibragdo acoplados. A absorcdo nessa regido intermediaria é provavelmente
diferente para diferentes espécies moleculares, sendo importante para a
determinacdo da estrutura quando examinada com referéncia a outras regides
(SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2006).

Diversos autores sugerem o0 emprego da espectroscopia na resolucdo de
problemas de cristalinidade, identidade, qualidade de matérias primas, deteccédo da

degradacao de farmacos, determinacdo de homogeneidade, validagcado de misturas



48

de pés, andlise de produtos parenterais, polimorfismos e interacdo farmaco-
excipiente (KALINKOVA, 1999; SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2006; VAN
EERDENBRUGHA; TAYLOR, 2011; LILTORP et al, 2011; VERMA; GARG, 2005).

A combinacdo da espectroscopia na regido do infravermelho com a
difratometria de raios X é utilizada com grande éxito para comprovar as interagcoes
entre farmacos, excipientes e sistemas binarios farmaco-excipiente (TITA et al,
2011a). As alteragbes observadas nos espectros de infravermelho como o
surgimento de novas bandas, ampliagcdo ou alteracées na intensidade ou posi¢ao
das bandas, observadas em relacao ao espectro original devem ser associadas com
as alteragdes nos difratogramas obtidos em condi¢cdes semelhantes (KALINKOVA,
1999).

4.2.4 Espectroscopia Raman

A espectroscopia Raman é outra técnica bastante importante para
complementar os resultados obtidos nos estudos de pré-formulacado. Trata-se de
uma técnica que usa uma fonte monocromatica de luz a qual, ao atingir a amostra,
interage com os compostos quimicos presentes, de tal forma que a luz é espalhada
em diferentes frequéncias, dependendo tanto dos elementos quimicos quanto de
suas ligagbes nas moléculas (FARIA, 2012).

A irradiacdo de uma molécula com uma luz monocromatica resulta sempre
em dois tipos de dispersao de luz, elastica e inelastica. No espalhamento eléstico,
nao ocorre nenhuma mudancga na frequéncia de fétons ou qualquer mudanga no seu
comprimento de onda e energia. Por outro lado, tem-se o espalhamento ineléstico
que é acompanhado por uma mudanca na frequéncia de fétons devido a excitagdo
ou desativacado de vibragdes moleculares em que o féton pode tanto perder certa
quantidade de energia como ganhar energia (DAS; AGRAWAL, 2011).

O interessante da técnica € que a diferenca de energia entre a radiacao
incidente e a espalhada corresponde a energia com que atomos presentes na area
estudada estao vibrando e essa frequéncia de vibracdo permite descobrir como os

atomos estao ligados, ter informagcao sobre a geometria molecular, sobre como as
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espécies quimicas presentes interagem entre si e com o ambiente (FARIA, 2012;
BRITTAIN, 2006).

O espectro Raman contém informagdes similares as de um espectro de
absorcao no infravermelho, apesar da natureza dos fenémenos fisicos ser diferente
(espalhamento no caso da espectroscopia Raman e absorcdo no caso da
espectroscopia no infravermelho). Assim como na espectroscopia na regidao do
infravermelho, cada espécie quimica fornece um espectro que € como sua
impressao digital, permitindo sua identificacdo inequivoca ou, por exemplo, a
detecgdo de alteragbes quimicas decorrentes de sua interagdo com outras
substancias ou com a luz (FARIA, 2012; BRITTAIN, 2006).

Existem inimeras vantagens para a utilizacdo da espectroscopia Raman.
Trata-se de uma técnica rapida e nao destrutiva, permitindo a direta identificagdo e
caracterizacdao das amostras, sendo desnecessaria a preparagdao da amostra, o que
permite realizar medidas diretamente sobre o material ou até mesmo em material
acondicionado em sacos plasticos ou vidros, facilitando a analise (BRITTAIN, 2006;
VANKEIRSBILCK et al, 2002). Além disso, uma vez que as intensidades das bandas
causadas por vibragdes de hidroxila sdo fracas em espectros de Raman, uma
amostra rica em agua pode ser diretamente analisada (BRITTAIN, 2006). A técnica
também tem sido bastante difundida para a avaliagdo do polimorfismo de farmacos e
tem se mostrado promissora por se tratar de uma técnica complementar aos
resultados obtidos pela espectroscopia no infravermelho (GOMES; SERCHELI,
2012).

Observa-se na literatura a grande versatilidade da espectroscopia Raman em
relacdo as aplicacbes na area de farméacia, como a sua extrema valia na
determinacdo qualitativa, semi-quantitativa e quantitativa de farmacos em diversas
formas farmacéuticas, na caracterizagdo das suas formas cristalinas (BRITTAIN,
2006; NUMATA; TANAKA, 2011; DE VEIJ et al, 2007), entre outras aplicagées como
as medi¢cdes em tempo real durante o monitoramento de processos industriais
farmacéuticos uma vez que esta técnica permite resultados rapidos sem a
necessidade de preparo da amostra (DE BEERA et al, 2011). Verifica-se também a
existéncia de algumas técnicas que podem ser associadas a espectroscopia Raman,
a fim de melhorar a eficiéncia do sistema, contornando eventuais dificuldades.
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4.2.5 Cromatografia Liquida - LC

A cromatografia liquida € um importante membro de toda uma familia de
técnicas de separagdo, uma vez que consegue separar misturas que contém um
grande numero de compostos similares. Essa técnica emprega pequenas colunas
recheadas de materiais especialmente preparados e uma fase mével que é eluida
sobre altas pressbes e tem a capacidade de realizar separagcdes e analises
quantitativas com alta resolucdo, eficiéncia e sensibilidade (COLLINS; BRAGA,;
BONATO, 2006).

O processo cromatogréafico consiste na particdo dos componentes de uma
mistura entre a fase mével e a fase estacionaria. Sdo as forgas fisicas e quimicas
que atuam entre os solutos e as duas fases e sdo responsaveis pela retencdo dos
solutos sobre a coluna cromatografica. A diferenga na magnitude dessas forcas
determina a resolucao e, portanto a separacao das substancias individuais (CIOLA,
1998).

A cromatografia liquida apresenta vantagens e limitacbes quando
comparadas a outras técnicas de separacdo. Dentre as vantagens podemos listar:
menor tempo de analise requerido, alta resolucado, utilizada em analises
quantitativas, apresenta boa sensibilidade, versatilidade e possibilidade de
automacgao. Porém, ha algumas limitacbes em seu uso como o alto custo da
instrumentagao e operagao, a necessidade de experiéncia no seu manuseio e a falta
de um detector universal sensivel (DONG, 2005).

Para estudo de estabilidade de farmacos, a cromatografia liquida de fase
reversa, em geral, é considerada o método mais eficiente para identificar a maioria
dos produtos de degradacdo de farmacos e as interagdes farmaco-excipiente. A
cromatografia liquida acoplada a deteccao por espectrometria de massa também é
uma importante técnica a ser utilizada na identificacdo de produtos de degradacao
(COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006). Outra técnica que tem apresentado crescente
uso no meio cientifico € a cromatografia liquida de ultra performance (UPLC), a qual
apresenta reducédo significativa do tempo empregado na separagdo e no consumo
de solvente, sem comprometer a separacao global (RAO, et al, 2010).

Observa-se na literatura o uso crescente da LC e seus avancos tecnolégicos

como técnica de separacao para avaliar qualitativa e quantitativamente os produtos
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de degradacdao de farmacos ainda na fase de pré-formulacdo farmacéutica.
Diferentes trabalhos foram publicados demonstrando métodos de separacdo em
estudos de estabilidade para o farmaco desloratadina (Ql; WANG, GENG, 2005;
ALAM RAZIB et al, 2006; EL-ENANY, EL-SHERBINY, BELAL, 2007; EL-SHERBINY
et al, 2007; RAO et al, 2010). Da mesma forma, é possivel encontrar inumeros
trabalhos publicados recentemente envolvendo estudo de pré-formulacdo para uma
diversidade de farmacos, dentre eles o citrato de sildenafil (JULIO et al, 2012) e
valsartana (PATRO et al, 2010; KRISHNAIAH et al, 2010).
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5 APLICACAO 1: DESLORATADINA

Neste tdpico sera descrita a primeira aplicacdo deste trabalho, a qual envolve
os estudos de caracterizagdo do anti-histaminico DL, sua compatibilidade com
diferentes excipientes farmacéuticos e os estudos de estabilidade acelerada. Foram
descritos os aspectos farmacolégicos do farmaco, da histamina e dos anti-
histaminicos em geral, além dos materiais e métodos empregados, bem como os

resultados e as conclusdes obtidas com a pesquisa.

5.1 Histamina e Doencas Alérgicas

A histamina é sintetizada a partir do aminoacido L-histidina pela agdo da
enzima L-histidina descarboxilase (SIMONS; SIMONS, 2011), uma enzima
produzida por células inflamatérias, neurénios do sistema nervoso central e células
parietais da mucosa do estémago (HOYTE; KATIAL, 2011). Embora a maior parte
destas células produza a histamina, elas ndo sao capazes de armazena-la (HOYTE;
KATIAL, 2011), porém contribuem significativamente para a excregao didria desse
mediador e seus metabdlitos (GOODMAN; GILMAN, 2010). Os mastécitos e
basofilos constituem os locais predominantes de sintese e armazenamento da
histamina, a qual geralmente é liberada durante a fase imediata da reagao alérgica
quando as células sofrem degranulagdo (HOYTE; KATIAL, 2011; GOODMAN;
GILMAN, 2010) devido a varios estimulos tais como alérgenos, produtos quimicos,
toxinas microbianas, venenos de insetos e serpentes e estresse (frio, queimadura,
infeccao) (ROCHA JUNIOR, 1998).

Como a histamina é um dos mediadores pré-formados e armazenados nos
mastdcitos, a sua liberagdo em decorréncia da interagdo de antigeno com anticorpos
imunoglobulinas E (IgE) sobre a superficie dos mastocitos desempenha papel
central na hipersensibilidade imediata e nas respostas alérgicas. As agdes da
histamina no musculo liso brénquico e nos vasos sanguineos sao responsaveis, em
parte, pelos sintomas da resposta alérgica. Além disso, determinados farmacos

clinicamente Uteis podem atuar diretamente sobre os mastdocitos para liberar
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histamina, explicando, assim, alguns de seus efeitos indesejaveis. A histamina
também desempenha importante papel na regulacdo da secrec¢ao de acido gastrico,
e, também, teve reconhecida a sua funcdo como modulador da liberagcdo de
neurotransmissores (GOODMAN; GILMAN, 2010).

A histamina exerce seus efeitos através de quatro diferentes subtipos de
receptores (H1, H2, H3, H4) (SIMONS; SIMONS, 2011; MOTALA, 2009), todos
pertencentes a familia dos receptores acoplados a proteina G e que diferem quanto
a localizacao, mensageiros secundarios e propriedades de ligagdo com a histamina
(LEURS; CHURCH; TAGLIALATELA, 2002). Apesar de cada um destes receptores
predominarem em diferentes tipos de células em todo o corpo, eles exercem efeitos
biologicos diferentes (HOYTE; KATIAL, 2011).

A histamina liberada atua como um mediador para um dos sintomas imediatos
das doencas alérgicas. A estimulacdo dos receptores histaminicos H1 nos nervos
sensoriais é exclusivamente responséavel pelos espirros e pelo prurido. A agdo da
histamina sobre os receptores H1 dos vasos sanguineos esta diretamente
relacionada com a vasodilatacdo e no aumento da permeabilidade vascular que
induzem a rinorreia e obstrucao nasal (SMUDA; BRYCE, 2011).

O bloqueio da acao da histamina na resposta a provocacao de alérgenos é a
estratégia mais apropriada porque interrompe as etapas principais em uma fase
precoce do desenvolvimento da doenga e alivia muitos de seus sintomas. Por essa
razdo, o desenvolvimento de anti-histaminicos especificos e eficazes, de acao
rapida, tem sido primordial para o tratamento de pacientes com rinite alérgica
(GOODMAN; GILMAN, 2010; ROCHA JUNIOR, 1998).

5.2 Agentes Anti-Histaminicos

Os anti-histaminicos H1 estdo entre os medicamentos mais prescritos no
mundo e, embora tenham eficacia semelhante no tratamento de pacientes com
conjuntivite alérgica, urticaria e outras doencgas alérgicas, diferem de forma
importante quanto a sua estrutura quimica, farmacologia clinica e potencial téxico
(SIMONS, 2002).
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Mais de 40 anti-histaminicos orais estao disponiveis a populacao e podem ser
classificados como medicamentos de primeira geracdo e segunda geracao,
dependendo de suas propriedades farmacocinéticas e farmacodinamicas e seus
perfis de efeitos colaterais (MOTALA, 2009).

Os anti-histaminicos H1 de segunda geragdo, que se caracterizam como
compostos com elevada poténcia, essencialmente livres do efeito sedativo sobre o
SNC nas doses recomendadas para o tratamento de doengas alérgicas, apresentam
efeito de longa duragédo e também efeitos antiinflamatério que podem contribuir para
o beneficio terapéutico (MOTALA, 2009; SMUDA; BRYCE, 2011).

Ao contrario destes, a primeira geragdo dos anti-histaminicos compreende
farmacos altamente lipofilicos e de baixo peso molecular e por isso, atravessam
facilmente a barreira hematoencefélica, levando a efeitos adversos no SNC,
especialmente sedacdo, o que pode prejudicar o desempenho das atividades diarias
(HOYTE; KATIAL, 2011; MOTALA, 2009). Em geral, os anti-histaminicos de primeira
geracao, por exemplo, a dexclorfeniramina e a hidroxizina, sao rapidamente
absorvidos e metabolizados pelo organismo (ROCHA JUNIOR, 1998).

O mecanismo de agao dos anti-histaminicos H1 baseia-se em sua atuacao
como agonista inverso. O receptor H1 encontra-se em equilibrio no estado ativo e
inativo quando nem a histamina nem o anti-histaminico estdo presentes. A
histamina, quando presente, se liga preferencialmente a forma ativada do receptor
com a finalidade de estabiliza-lo e, com isso, desloca o equilibrio para o estado
ativado estimulando a célula (FIGURA 4). Os anti-histaminicos estabilizam a forma
inativa e deslocam o equilibrio no sentido oposto. Assim, o nivel de estimulacédo da
célula ou tecido depende do equilibrio entre a histamina e o anti-histaminico no
organismo (MOTALA, 2009).

Agonista Agonista inverso

Estado Inativo Estado Ativo Estado Inativo Estado Ativo Estado Inativo Estado Ativo
* *

R R R R R R’

Figura 4 - Modelo simplificado das condigbes de equilibrio dos dois estados, ativo e inativo, do
receptor H1 da histamina.
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5.3 Desloratadina

A desloratadina € um anti-histaminico triciclico de segunda geracao, o qual
atua seletivamente e de forma prolongada sobre os receptores H1 da histamina, e
vem sendo bastante utilizado no tratamento de sintomas alérgicos, uma vez que nao
apresenta sintomas sedativos, nem efeitos sobre os sistemas cardiovascular e SNC
(ANTHES et al, 2002). Além da atividade anti-histaminica, a desloratadina
apresentou atividade antiinflamatéria em varios estudos. Esses estudos demonstram
que a desloratadina inibe a grande cascata de eventos que inicia e propaga
a inflamacao alérgica (SCHERING-PLOUGH, 2004a).

A desloratadina é um composto de nome quimico 8-cloro-6,11-dihidro-11-(4-
piperidinilidene)-5H-benzo-[5,6]ciclohepta-[1,2-b]-piridine, sua férmula empirica é
C1gH19CIN2 e sua massa molar é igual a 310,82 g.mol™. Apresenta-se como um
solido cristalino, de cor branca, com faixa de fusdo de 150°C a 151°C, sendo
fracamente soluvel em &agua, mas soluvel em etanol e propilenoglicol (MERCK
INDEX, 2006). Sua férmula estrutural € mostrada na Figura 5 onde é possivel
observar a presenca dos grupos piridina (pKa 4,2) e piperazina (pKa 9,7),

caracteristicos dessa classe de medicamentos.

Figura 5 - Estrutura quimica da desloratadina.

Nos Estados Unidos, o medicamento referéncia, cujo principio ativo é a
desloratadina € o Clarinex®, o qual foi desenvolvido pelo Laboratério Schering-
Plough, detentor da patente do farmaco. No Brasil, esse medicamento &
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comercializado com o nome Desalex® (também fabricado pela Schering-Plough), e
sua patente teve vencimento durante o ano de 2012.

A desloratadina é rapidamente absorvida no tubo digestivo, apds a ingestao
oral. Concentracdes plasmaticas de desloratadina podem ser detectadas dentro de
30 minutos apo6s a sua administracdo. As concentragdes plasmaticas maximas séao
atingidas em 3 horas e sua meia-vida de eliminacdo é de 27 horas. Sua ligacdo a
proteinas plasmaticas é elevada e varia de 82 a 87%, ndo se alterando em
individuos com funcéao renal comprometida (SHERING-PLOUGH, 2004a; SHERING-
PLOUGH, 2004b).

5.4 Parte Experimental

5.4.1 Materiais e Equipamentos

Os materiais e equipamentos utilizados durante a realizagdo deste trabalho
encontram-se disponiveis no Laboratério de Analise e Caracterizagdo de Farmacos
(LACFar) e Laboratério de Cristalografia, ambos pertencentes ao Instituto de
Quimica da Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL-MG) e no Laboratério
Thomson de Espectrometria de Massas e Laboratorio de Quimiometria em Quimica
Analitica, ambos pertencentes ao Instituto de Quimica da Universidade Estadual de
Campinas-SP (IQ-UNICAMP).

a) Materiais

A desloratadina (DL) foi cedida por Aché Laboratérios Farmacéuticos S.A
(fabricante Dr. Reddys-India).

O estudo de compatibilidade e estabilidade acelerada foi realizado entre o
farmaco e nove excipientes comumente utilizados pela industria farmacéutica na
fabricacdo de formas farmacéuticas solidas de uso oral. Todos 0s excipientes

selecionados apresentam grau farmacéutico e encontram-se descritos na Tabela 5.
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Tabela 5 - Excipientes utilizados nos estudos de compatibilidade

Excipientes Categoria
Fosfato de calcio dibasico anidro Diluente
Celulose microcristalina Diluente
Amido de milho Aglutinante/Diluente
Talco farmacéutico Diluente
Manitol Diluente
Estearato de magnésio Lubrificante
Polivinilpirrolidona K25 (PVP) Desintegrante
Acido estearico Lubrificante
Lactose anidra Diluente

Fonte: ROWE; SHESKEY; OWEN (2006).

Para as analises por LC, foram utilizados acetonitrila grau HPLC (Sigma-
Aldrich), dodecilsulfato de sédio (Sigma-Aldrich), acido citrico anidro (Synth), acido
sulfdrico (Sigma-Aldrich), citrato de sodio (Synth) e sulfato de sodio anidro (Sigma-
Aldrich). Todos os reagentes utilizados apresentam grau P.A. e pureza maior que
99%. Utilizou-se também &gua Milli-Q (resistividade 18,2 Q cm) obtida de um
sistema de purificacdo de agua Millipore (Millipore Corporation, USA).

b) Equipamentos

Foram utilizados durante a realizacao dos experimentos um agitador vortex
MA162 (Marconi), uma balanga analitica AY220 (Shimadzu) e uma cémara de
estabilidade com temperatura ajustada para 40°C + 2°C, utilizando uma solugéo
saturada de NaCl para manutencao da umidade relativa em 75% * 5% e monitorada
por um termohigrémetro calibrado (Incoterm).

As curvas DSC foram obtidas em um equipamento com fluxo de calor modelo
DSC-7020 EXSTAR (Sl NanoTechnology Inc.) e as curvas TG/DTG foram obtidas
em uma termobalanca Q600 (TA Instruments).

Os difratogramas foram obtidos em difratdmetro de raios X Ultima IV —
Rigaku; os espectros de absorcdo na regido do infravermelho médio com

transformada de Fourier foram realizados em espectrometro eletrdnico IR Prestige-
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21 (Shimadzu); as fotomicrografias foram obtidas empregando microscopio
eletrénico de varredura JEOL® mod. JSM-6340F; os espectros de Raman foram
obtidos no equipamento RamanStation 400F (PerkinElmer) equipado com laser de
excitacao a 785 nm.

As andlises por LC foram realizadas utilizando um cromatdgrafo liquido de
alta eficiéncia modelo LC-20AT equipado com detector de arranjo de diodos (PDA),
amostrador automatico SIL-20A e forno de coluna CTO-10ASVP (Shimadzu, Kyoto,
Japan). Utilizou-se uma coluna C18 marca Waters Corporation, USA de 150 mm x
4,6 mm diametro interno e particulas de 5 um. O software LC Solutions verséo 1.21
SP1 (Shimadzu) foi utilizado para aquisi¢cao e processamento dos dados.

5.4.2 Métodos

5.4.2.1 Caracterizacdo da Desloratadina

O farmaco desloratadina foi caracterizado empregando seis técnicas distintas.
Dentre as técnicas analiticas foram utilizadas: DSC, TG, PXRD, FT-IR,
espectroscopia Raman e SEM.

Para complementar a caracterizagdo fisico-quimica e avaliar a estabilidade
térmica da DL em estudo, o farmaco foi submetido ao DSC ciclico (CDSC), o que
implica submeter a amostra a um ciclo de aquecimento seguido do resfriamento até
a temperatura de partida e, em seguida faz-se um segundo aquecimento a mesma
taxa. Uma comparagéo direta pode ser realizada entre os dados obtidos em cada
etapa do CDSC a fim de determinar a natureza das transicées (THASS, 2012).
Usando o CDSC, os eventos térmicos reversiveis e irreversiveis do farmaco em
estudo podem ser identificados mais facilmente. Para esse experimento uma
amostra contendo cerca de 3 mg de DL foi aquecida numa razio de 10 °C.min"' sob
atmosfera dinamica de nitrogénio (50 mL.min"') e mantida em isoterma por 3 minutos
a 180°C. A mesma amostra foi entdo resfriada na razdo de 10 °C.min" até a
temperatura de partida (25°C). A amostra apos esse ciclo foi recolhida do cadinho e

analisada por PXRD, FT-IR, espectroscopia Raman e SEM.
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a) Calorimetria Exploratoria Diferencial

Para obtencgéo das curvas DSC, uma amostra do farmaco (aproximadamente
3,0 mg) foi cuidadosamente pesada, acondicionada em cadinho de aluminio aberto e
aquecida no intervalo de temperatura de 25 a 350°C a uma razdo de aquecimento
de 10°C.min"" sob atmosfera dinamica de nitrogénio (50 mL.min™"). A célula de
DSC foi previamente limpa e calibrada com indio metalico (pureza de 99,99%;
temperatura de fusdo igual a 156,4°C; entalpia de fusdo igual a 28,7 J.g™).

As curvas obtidas receberam tratamento utilizando o software EXSTAR

visando caracterizar os eventos térmicos caracteristicos das amostras.
b) Termogravimetria

As curvas TG/DTG foram obtidas utilizando aproximadamente 10 mg de
amostra acondicionada em cadinho de aluminio e aquecida de 30 °C a 600 °C sob
atmosfera dinamica de nitrogénio (50 mL.min™") e razdo de aquecimento de 10
°C.min". A calibragdo do sistema de andlise termogravimétrica foi realizada usando
padréo de oxalato de célcio monoidratado.

As curvas obtidas foram tratadas empregando software EXSTAR, a fim de

identificar a etapa de decomposicao térmica da amostra.
c) Difratometria de raios X

Os ensaios de difratometria de raios X por p6 foram realizados utilizando um
difratémetro Ultima IV — Rigaku com fonte de Cu Ka (A = 1,5406 A) e utilizando silicio
(Si) policristalino como padrao. As medigGes foram realizadas no modo step scan de
5 a 55 °20 utilizando uma voltagem de 40 Kv, corrente de 30 mA, passo 0,02°e 0,5
segundo/passo.

d) Espectroscopia na regiao do Infravermelho

O espectro de absorcao da desloratadina na regido do infravermelho médio

com transformada de Fourier (FT-IR) foi registrado no intervalo de 4.000 a 400 cm™,
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com resolucdo de 8 cm™, utilizando pastilhas preparadas em prensa hidraulica com
100 mg de brometo de potassio (KBr) e contendo 1% do conteldo da amostra. Os

dados foram tratados com o software Shimadzu IRSolution 1.30.

e) Espectroscopia Raman

O espectro Raman foi obtido a temperatura ambiente utilizando um
equipamento RamanStation 400F equipado com laser de excitagdo em 785 nm.
Cada espectro foi obtido a partir de uma média de quatro leituras, com resolucao

espectral de 1 cm™ no intervalo de 2.000 a 200 cm™.
f) Microscopia Eletronica de Varredura

A morfologia do farmaco foi analisada usando microscépio eletronico de
varredura JEOL mod. JSM-6340F. As amostras foram fixadas em um suporte
metalico (stub) com auxilio de uma fita dupla-face de cobre e submetidas a
metalizagdo com ouro sob vacuo, a fim de torna-las eletricamente condutivas. A
visualizagdo foi realizada em aumentos de 500 e 10.000 vezes, com uma voltagem
de excitagao de 10 kV.

5.4.2.2 Estudos de Compatibilidade entre a Desloratadina e Excipientes

Farmacéuticos

Para realizagdo do estudo de compatibilidade entre o f&rmaco desloratadina e
0s nove excipientes selecionados foram preparadas misturas binarias na proporcao
1:1 (m/m) farmaco-excipiente com o intuito de intensificar as provaveis reacbes de
estado sdlido. As misturas fisicas na propor¢ao 1:1 (m/m) foram obtidas a partir da
mistura de quantidades rigorosamente iguais em valores de massa das duas
substancias em um recipiente de polietileno de 3 cm x 2 cm de didmetro, seguido de
homogeneizacgao durante 1 (um) minuto em vortex utilizando duas esferas de ago
inoxidavel. Esta proporcdo foi escolhida a fim de maximizar a probabilidade de
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interacdo entre os componentes. Apos o preparo as amostras do farmaco, dos
excipientes e das misturas binarias foram imediatamente analisadas.

Os estudos de compatibilidade entre farmacos e excipientes foram realizados
através de andlises das curvas DSC do farmaco, dos excipientes e da mistura das
duas substancias. As curvas DSC foram obtidas conforme procedimento descrito na
alinea (a) do item 5.4.2.1, porém numa faixa de temperatura de 25 a 180 °C,

temperatura suficiente para se observar o evento endotérmico de fusdo do farmaco.

5.4.2.3 Estudo de Estabilidade Acelerada

As mesmas amostras de farmaco, excipientes e misturas binarias preparadas
e utilizadas para avaliagdo da compatibilidade farmaco-excipiente foram incubadas
na camara de estabilidade nas condi¢gdes recomendadas pelo guia Q1A do ICH (40
*+ 2°C e 75 + 5% UR). As misturas foram divididas em dois grupos: (i) Calor seco
usando recipientes de polietileno selados; (i) Calor umido usando recipientes de
polietileno abertos, com ambos acondicionados na mesma camara de estabilidade.
Estas amostras foram analisadas apdés 3 e 6 meses de armazenamento, tal como
recomendado pelo ICH para testes de estabilidade acelerada de novas substancias

e produtos.

5.4.2.4 Avaliacao da compatibilidade e estabilidade da DL por Cromatografia Liquida

A cromatografia foi realizada como técnica comparativa, a fim de confirmar e
complementar os dados obtidos a partir da analise térmica. Para essa etapa foram
realizados ensaios cromatograficos para avaliagdo da compatibilidade entre o
farmaco e os excipientes e da formacao de produtos de degradacao decorrente do
armazenamento das amostras sob condigbes forgadas.

A analise por HPLC foi conduzida segundo método indicativo de estabilidade
descrito por Zheng, J e Rustum, A.M. (2010). As condicbes cromatograficas do

método encontram-se descritas a seguir.
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Uma mistura contendo 30% de acetonitrila, 70% de agua milli-Q e 0,05% de
acido citrico foi utilizada como diluente no preparo de todas as amostras e do padrao
de DL. Uma solugao estoque de DL foi preparada a temperatura ambiente pela
solubilizagao de 50 mg do farmaco em 50 mL de diluente (1 mg.mL™). Uma solugao
de trabalho do farmaco foi preparada pela adigdo de 2 mL da solugao estoque de DL
em um baldo volumétrico de 10 mL, o volume foi completado com solucao diluente e
filtrado através de membrana 0,45 um para vial. Essa solugdo final contém
aproximadamente 0,2 mg.mL™" de DL.

Foram preparadas diferentes solugbes as quais foram utilizadas
posteriormente no preparo da fase movel. Sao elas:

e Solucao de citrato de sédio 0,1 M: Em um balao volumétrico de 1.000 mL
adicionou-se 29,4 g de citrato de sédio. O volume foi completado com
agua milli-Q apés total dissolugéo do sal.

e Solugédo de acido citrico 0,1 M: Em um baldo volumétrico de 1.000 mL
foram adicionados 19,2 g de acido citrico anidro. O volume foi completado
com agua milli-Q apés total dissolugéao do acido.

e Tampéo citrato de sédio 0,1 M: Em um béquer de 500 mL foram
adicionados 300 mL da solugdo de citrato de sodio 0,1 M. Utilizou-se
quantidade suficiente da solu¢do de acido citrico 0,1 M para ajustar o pH
da solugéo para 5,9.

A fase movel utilizada no método é constituida de duas fases A e B: A Fase A
(aquosa) foi preparada pela mistura de 85% de agua milli-Q com 15% de solugao
tampao de citrato de sodio 0,1 M (pH 5,9). A essa mistura foi adicionado sob
agitacao vigorosa o dodecilsulfato de sédio na proporcao 1,73 g para cada 2.000 mL
de fase mével preparada. A Fase B constitui-se apenas de acetonitrila, selecionada
como modificador organico.

O gradiente estabelecido para a fase mével encontra-se descrito na Tabela 6.
O fluxo da fase moével foi de 1,5 mL.min"', o volume de injecdo de 10 pL com
detecgdo em comprimento de onda de 267 nm.

As modificacbes em relacdo ao metodo indicativo de estabilidade
desenvolvido e validado por Zheng, J e Rustum, A.M. (2010) sdo o tamanho de
particula da coluna de 5 um e o aumento no tempo de corrida em 7 min a fim de

estabilizar a coluna antes da préxima injecdo de amostra.
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Tabela 6 - Programa gradiente para analise da DL
Tempo (minutos) Solucao A (%) Solucao B (%)

0 67 33
0-20 67 > 58 33> 42
20 - 22 58 2> 67 42 > 33
22 - 27 67 33

Fonte: Adaptado de ZHENG; RUSTUM (2010).

Para construgdo da curva de calibragédo foram utilizadas solugdes do farmaco
nas concentracdes 0,05; 0,15; 0,2; 0,25; 0,35 mg.mL™". As leituras foram feitas em

triplicata para cada concentracao.

5.5 Resultados e Discussao

5.5.1 Caracterizacao da Desloratadina

A aplicagéo de técnicas termoanaliticas na caracteriza¢do de farmacos, aliada
a outras técnicas, vem se tornando importante instrumento nos estudos de pré-
formulacdo e controle de qualidade na industria farmacéutica. A caracterizagéo da
DL foi estudada usando DSC e TG. FT-IR, PXRD, espectroscopia Raman e SEM

foram empregadas como técnicas complementares para caracterizagdao da molécula.

5.5.1.1 Avaliagdo do comportamento térmico da DL

As curvas TG/DTG e DSC obtidas para o farmaco estao apresentadas nas
Figuras 6 e 7. A curva DSC da desloratadina (FIGURA 6) apresentou dois eventos
endotérmicos distintos: um pico endotérmico bem definido e caracteristico de fusao
em 158,4°C (Tonset = 156,4°C e AHiszo = 105 J.g™"), temperatura na qual ndo se

observa qualquer evento relacionado a perda de massa pela avaliacao da curva TG;
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e um segundo pico endotérmico em 305,6°C (Tonset = 297,4°C € AHiuszo = 124 J.g7') 0
qual coincide com a perda de massa observada na curva TG e, portanto, pode ser
atribuido a um evento de decomposicéo.

O resultado da andlise termogravimétrica revelou que a decomposi¢ao
térmica da DL em atmosfera de nitrogénio inicia-se com um evento endotérmico em
178,4°C. A faixa de temperatura de decomposi¢do varia de 178,4 a 451,9°C com
perda de massa total de 97,1%.

As curvas TG/DTG da DL (FIGURA 7) apresentaram duas perdas de massa
consecutivas e cineticamente diferentes. A primeira perda de massa, mais
acentuada, ocorreu na faixa de 178,4°C a 384,1°C com variacado de massa de 92,4%
e pico DTG em 340,8°C; e a segunda, mais lenta, ocorreu na faixa de 384,1°C a
451,9°C com perda de 4,7% de massa e pico DTG em 404,3°C. Ao final da andlise

ainda houve deteccao de residuos do farmaco no cadinho porta-amostra.
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Figura 6 - Curvas DSC e TG da desloratadina.
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Figura 7 - Curvas TG/DTG da desloratadina.

A Figura 8 apresenta as curvas DSC obtidas para o farmaco quando o mesmo
foi estudado utilizando o CDSC. Esse ciclo de aquecimento, resfriamento e
aquecimento foi desenvolvido com o intuito de avaliar a estabilidade térmica da DL e
verificar a natureza do farmaco apés a fusao.

Ap6s o0 aquecimento da amostra até 180°C, foi possivel observar
corretamente o evento endotérmico caracteristico de fus&o (Tonset = 156,4°C; Tpico =
158,4°C). A mesma amostra foi entdo resfriada (curva vermelha da Figura 8) e, na
curva DSC de resfriamento esperava-se o aparecimento de um evento exotérmico
referente a recristalizagdo do farmaco na mesma temperatura do evento de fuséo
ocorrido anteriormente, porém o mesmo ndo foi observado. Apos resfriamento, a
mesma amostra foi novamente aquecida até 300°C a fim de verificar se houve
deslocamento ou desaparecimento do evento de fusdo. Nenhum evento térmico foi
observado (curva azul da Figura 8), o que pode ser um indicativo de amorfizagdo do
farmaco.

E importante ressaltar que sélidos amorfos tém propriedades muito diferentes
das observadas nas respectivas formas cristalinas de uma substancia. Como

exemplo, pode-se descrever a auséncia do sinal do ponto de fusdo no DSC uma vez
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que apresentam estrutura desordenada e moléculas mais livres, ou seja, nao existe
reticulo cristalino. A estrutura amorfa pode ocorrer em diferentes substancias quando
o processo de solidificagao for rapido, de tal forma que as moléculas nao tiveram
oportunidade de alinhar-se de forma correta para formar um cristal, o0 que pode

explicar a auséncia dos eventos de recristalizagao e posterior fusdo da DL quando
submetida ao CDSC.
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Figura 8 — DSC ciclico da desloratadina.

Além disso, pode-se observar na Figura 8 que houve uma diferenca na linha
de base para cada curva obtida no CDSC. Essa alteracao pode ser explicada pela

diferenca na capacidade calorifica ou condutéancia térmica do farmaco quando o
mesmo assume o estado cristalino ou amorfo.

5.5.1.2 Caracterizagdo Estrutural da DL empregando PXRD e SEM

Apo6s o resfriamento total da amostra submetida ao programa do CDSC a
mesma foi entdo recolhida do cadinho e analisada por difragéo de raios X por péd, a



67

fim de investigar a natureza do farmaco ap6s o aquecimento, uma vez que essa
técnica é uma poderosa ferramenta para a identificacdo de solidos cristalinos e para
determinacdo do grau de cristalinidade (STEPHENSON; FORBES; REUTZEL-
EDENS, 2001).

Antes da avaliagdo térmica, a amostra apresentou picos difratométricos
intensos em 12,14; 13,14; 18,68; 20,08; 21,16; 26,3 e 29,24 °20, caracteristicos da
cristalinidade da Forma | (MURPANI et al, 2007), no entanto, apdés submeter o
farmaco ao DSC ciclico, 0 mesmo nao apresentou picos difratométricos detectaveis,
caracterizando-se como amorfo (FIGURA 9). Desta forma, confirma-se que o
processo de aquecimento controlado e fusdo da amostra foram eficientes para
promover a amorfizagdo do farmaco.

Conforme descrito anteriormente, sabe-se que o polimorfismo €& um
importante fator inerente a formulacao e pode afetar a estabilidade da mesma, uma
vez que trata-se da existéncia de formas cristalinas distintas para uma mesma
substancia quimica (HILKIFER, 2006). Toth Z. G. e colaboradores (2004) registraram
patente onde descreveram o processo de obtengcao das formas polimérficas | e Il da
DL, as quais sao obtidas com o uso de diferentes solventes orgéanicos durante o
processo de sintese do farmaco. Da mesma forma, Murpani D. e colaboradores
(2007) patentearam um novo processo de obtencao das forma | e Il desse farmaco.
A forma amorfa da DL foi descoberta e patenteada por Sundaram V. e
colaboradores no ano de 2005. Somente em 2007, Kumar B. V. S. e colaboradores
descreveram e patentearam as formas Ill e |V deste farmaco e seu processo de
obtencao.

As micrografias obtidas para as amostras, tanto antes como apdés a realizagao
do CDSC, com uma ampliacao de 500x e 10.000x, estdo apresentadas nas Figuras
10e 11.

A analise morfolégica do farmaco confirmou o resultado obtido pela
difratometria de raios X de que o aquecimento foi eficiente na amorfizagdo do
mesmo. Conforme descrito na Farmacopéia Americana (USP 32) e apresentado na
Figura 10, antes do CDSC as particulas do farmaco apresentaram-se como cristais
irregulares na forma de flocos agregados (USP 32). Em contraste, uma massa
fundida com particulas aglomeradas foi observada na amostra apés a realizacao do
DSC ciclico (FIGURA 11).
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Figura 10 - Fotomicrografias de SEM da desloratadina antes do DSC ciclico.
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Figura 11 - Fotomicrografias de SEM da desloratadina apds o DSC ciclico.

5.5.1.3 Analise Espectroscopica da DL

Com o objetivo de verificar se ndo houve degradacédo do farmaco apds o
aquecimento também foram coletados dados de espectroscopia no infravermelho
das amostras antes e ap6s CDSC. Esta técnica fornece uma identificacdo unica da
molécula estudada, onde uma molécula em particular fornecerd uma série de
bandas caracteristicas, associadas com os seus modos de vibracdo. Os espectros
de absorcdo da DL na regidao do infravermelho médio registrados no intervalo de
4.000 a 400 cm'estdo representados na Figura 12.

O espectro de absorcdo da DL na regido do infravermelho médio antes da
realizacdo do CDSC (FIGURA 12A) apresenta bandas de média intensidade de
absorcdo em 3.430, 3.054 e 2.953 cm’', que sdo atribuidas as vibragdes de
estiramento da ligacdo N-H, estiramento das ligacdes C-H do anel aromatico e
estiramento de ligacdes C-H, respectivamente. As bandas em 1.479 e 1.435 cm’
séo atribuidas as vibragdes de C-C dentro do anel aromatico. As bandas em 1.177 e
779 cm™ correspondem as vibragdes C-N de aminas e C-Cl respectivamente. Os
dados espectrais observados sdo concordantes com outros autores (DEVANE
MAHESH; SHAIKH SAJID, 2011).
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O espectro obtido depois de submeter o farmaco ao programa do CDSC
(FIGURA 12B) mostrou as mesmas bandas de absorg¢do, demonstrando que a DL
nao se decompdem no intervalo de temperatura selecionado para o trabalho, sendo
termicamente estavel o que permite que os estudos de compatibilidade farmaco-
excipiente sejam conduzidos utilizando a técnica de DSC.

Além das bandas caracteristicas dos grupos funcionais existe ainda a regiao
de “impressao digital” que compreende as bandas de baixa intensidade situadas
usualmente na regido entre 900 e 1.400 cm™'. Desta forma, se comparados os
espectros obtidos nesse intervalo para duas substancias idénticas entre si,
realizados nas mesmas condi¢des (tipo de amostra, concentracao), eles deverao ser
idénticos.

Dessa forma, avaliando-se a regido de impressao digital do espectro da DL
conforme representado na Figura 13 é possivel confirmar a sobreposicdo das
bandas caracteristicas do farmaco, apesar da diminuicdo da intensidade e
alargamento de algumas delas, o que se deve a auséncia de um padrdao de
cristalizacdo, arranjos atdbmicos aleatorios e auséncia de simetria nos sélidos
amorfos.
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Figura 13 - Regido de impressao digital do espectro da DL

A espectroscopia Raman tem sido amplamente utilizada em analises
farmacéuticas devido a sua versatilidade em relacao aos métodos classicos, como a
sua extrema valia na determinacdo qualitativa, semi-quantitativa e quantitativa de
farmacos em diversas formas farmacéuticas, na caracterizagcdo das suas formas
cristalinas, entre outras aplicacées. Nesse estudo, a espectroscopia Raman também
foi empregada na caracterizagdo da DL com o intuito de complementar os dados
obtidos por FT-IR.

Os espectros de Raman do farmaco foram registrados em condicoes
ambiente e obtidos para amostra antes e apds ser submetida ao CDSC. Os mesmos
encontram-se apresentados na Figura 14.

Os espectros apresentaram bandas fortes em 1.635 e 1.585 cm’
correspondendo a estiramento C=N e estiramento C=C de anéis aromaticos,

respectivamente, e uma banda em 689 cm™ atribuida ao estiramento C-Cl.



72

-1
1635 cm

1585 cm =

e

=7

Intensidade Relativa / %
s

3 T T T T T y T T T T T T T T T T
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000
Deslocamento Raman / cm™
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5.5.2 Estudo de compatibilidade entre a desloratadina e excipientes farmacéuticos

A avaliagao da compatibilidade entre farmaco e excipientes farmacéuticos tem
sido largamente estudado por varios autores. As técnicas de analise térmica, em
especial o DSC tém sido proposto para utilizacdo nesse tipo de estudo por ser um
método rapido para avaliar as interagdes fisico-quimicas entre os componentes de
formulacdes e, portanto, para auxiliar na selegcao de excipientes com compatibilidade
adequada (JULIO et al, 2012; TITA et al, 2011a; AIGNER et al, 2010).

As curvas DSC obtidas para DL e os excipientes testados estao apresentadas
na Figura 15. Cada curva mostra um comportamento Unico, dependendo das
caracteristicas de cada excipiente. A regido em destaque evidencia a faixa de
temperatura que compreende o evento de fusdo do farmaco em estudo.
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Figura 15 - Curvas DSC de todos os excipientes usados no estudo de compatibilidade.

Nenhum dos excipientes evidenciou qualquer evento térmico perto do pico de
fusdo da DL, portanto, foi possivel investigar a possibilidade de interacdes entre os
componentes das misturas bindrias de farmaco-excipiente comparando os perfis
térmicos obtidos para as misturas com o perfil térmico de cada componente
individual (JULIO et al, 2012; AIGNER et al, 2010; STULZER et al, 2008; BERNARDI
et al, 2009).

As possiveis interacbes entre os componentes sao deduzidas a partir das
curvas DSC examinando a aparéncia da curva, deslocamento ou o desaparecimento
dos eventos térmicos, especialmente o evento de fusédo, e/ou variagdes nos valores
de entalpia esperados. Uma interacdo pode ser evidenciada quando houver uma
diminuicdo ou, no caso de sobreposi¢do, um aumento na entalpia de fusédo, o que é
um processo mais complexo de ser avaliado (TITA et al, 2011a).

Dessa forma, para o estudo de compatibilidade entre o farmaco desloratadina

e 0s nove excipientes farmacéuticos selecionados foram realizadas analises do
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farmaco e de cada mistura binaria 1:1 (m/m) em triplicata com posterior avaliagdo da
alteracdo ou nao dos valores de entalpia e da temperatura inicial (Tonset) para o
evento de fusdo nas misturas quando comparados com os valores obtidos para a DL
isolada.

A Tabela 7 resume os valores de entalpia e de Tonset Obtidos para a DL a partir
da analise das curvas DSC.

Tabela 7 - Entalpia e Toqset para desloratadina isolada

Replicata Tonset (°C)  Entalpia (J.g™")
1 156,2 105,2
2 156,6 104,8
3 156,3 105,1
Média 156,4 105,0
Desvio padréao 0,2 0,2
C.V. (%) 0,13 0,19

Pode-se observar na Tabela 7 que o valor médio da entalpia para o evento
endotérmico de fusdo da desloratadina foi de 105,0 J.g"'. Como em cada mistura
binaria 1:1 (m/m) a massa do farmaco encontra-se reduzida a metade, o valor
esperado para a entalpia nas misturas também se reduz a metade, sendo, portanto
esperado um valor de aproximadamente 52,5 J.g™.

Os valores médios de temperatura e entalpia dos eventos térmicos e seus
respectivos desvios padrdo obtidos pelas curvas de DSC de cada mistura fisica
estdo apresentados na Tabela 8.

Com base nos dados apresentados nas Tabelas 7 e 8, pode-se verificar que o
os parametros referentes ao evento térmico de fusdo da DL (Tonset © AHfuszo),
permaneceram praticamente constante nas misturas binarias com a maioria dos
excipientes testados. Em termos praticos, as curvas térmicas das misturas binarias
podem ser consideradas como superposi¢ées das curvas individuais do farmaco e
dos excipientes.
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Tabela 8 - Dados térmicos obtidos por DSC do evento de fusdo da DL nas diferentes misturas fisicas
(n=3)

T T T, AHrues

Am ostras g nset egdset 0plco fu§ao
(°C) (°C) (°C) (J.g7)

DL + Fosfato de calcio 155.6+0,1 160,304 1585405 5143

bibasico

DL + Celulose 1554401 162,0405  158,2+0,1 4445

Microcristalina

DL + Amido de Milho 1555401 162,620,3 158,5+0.4 50+2

DL + Talco 1557401 161106 1582401 47,5407

DL + Manitol 151,040,2 1572403 154.,620,2 56+4

IE)/IL + Estearato de 15510+0,01 161,0+0,7 157,840.1 37+3

agnesio

DL + PVP 1512403 159.8+05  156,3+0,1 5647

DL + Acido Estedrico 946+04 101,302 99,1402 3942

DL + Lactose Anidra 1501201 158,105 155,10+0,01 42+1

De acordo com a Tabela 8, pode-se verificar que nas misturas contendo
manitol e PVP houve um pequeno deslocamento no evento de fusdo da DL (em
torno de 151°C), valor um pouco menor que a temperatura de inicio da fusdo da DL
isolada. Essa redugcdo na temperatura de fusdo pode representar uma interagcao
fisica entre os componentes da mistura sem caracterizar uma incompatibilidade,
uma vez que os valores de entalpia permaneceram proximos ao esperado para as
misturas fisicas.

No entanto, para as misturas contendo os excipientes celulose microcristalina,
estearato de magnésio, acido estearico e lactose anidra, observam-se algumas
alteracdes mais intensas em relacdo a entalpia ou a temperatura de fusdo do
farmaco, conforme apresentado na Figura 16.



76

A/
.I \'I
DL + Fosfato de Calcio Bibasico [‘J
DL + Celulpse Microcristalina ;\f
\/
DL + Amido de Milho \\/ﬂ,
DL + Taloo
o
8 A
LI:.I DL + Manitol
‘ = \‘U =
)
DL + Estearato de Magnesio
— " S|

El!—tﬂf_______.—-—-——— _"w\\/'———

DL + Acido Estedrico

DL + Lactose Anidra

.
T 1
150 180

T v T L T £

T
30 60 90 120

Temperatura / °C

Figura 16 - Curvas DSC da desloratadina e das misturas binarias farmaco-excipiente.

Com o intuito de certificar que os valores de entalpia (area do pico)
encontrados para os eventos térmicos nas misturas binarias sdo estatisticamente
iguais ou diferentes ao encontrado para a DL isolada, os mesmos foram comparados
por meio da Analise de Variancia. O teste de Andlise de Variancia foi efetuado

utilizando o software Sisvar. O resultado encontra-se apresentado na Tabela 9.

Tabela 9 - Andlise de varidncia para o efeito das misturas binérias sobre o valor médio de entalpia

Fonte de Variacao Grau de Liberdade Quadrado Médio Fc p-valor
Amostra 9 133,46 12,27  <0,0001
Erro 20 10,88
Total corrigido 29

Coeficiente de Variacao (%) = 6,91.
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Com 1% de significancia, pode-se verificar na Tabela 9 que a mistura binaria
apresenta efeito significativo (p<0,0001), ou seja, a composi¢cdo da mistura binaria
influencia no valor da entalpia.

Para comparar os valores médios de entalpia e identificar aqueles que sao
diferentes entre si foi realizado o teste de comparacdo de médias Scott-Knott. Os
resultados estdo apresentados na Tabela 10.

Tabela 10 - Média dos valores de entalpia para a DL isolada e as misturas binarias

Amostra Médias das entalpias
DL + Manitol 56,7 a
DL + PVP 55,7 a
Desloratadina 52,5 a
DL+Fosfato de calcio bibasico 50,8 a
DL + Amido de milho 50,4 a
DL + Talco 47,5 a
DL + Celulose microcristalina 446 b
DL + Lactose Anidra 425 b
DL + Acido Estearico 39,0b
DL + Estearato de Magnésio 37,7b

Nota: Médias seguidas de mesma letra ndo indicam diferenga
estatisticamente significativa pelo teste de Scott-Knott ao nivel de
significancia de1%.

Sabendo-se que quando o valor de entalpia do evento endotérmico de fusao
da mistura binéaria for igual ao da DL isolada tem-se um indicativo de que ndo ha
interacdo entre os componentes, podem-se afirmar com base nos resultados
apresentados na Tabela 10 que as misturas binarias de DL com manitol, PVP,
fosfato de calcio bibasico, amido de milho e talco apresentaram valores de entalpia
préximos ao valor esperado de 52,5 J.g” para o farmaco isolado e tais valores séo
estatisticamente iguais entre si 0 que indica que a DL n&o apresenta interagcdo com
esses excipientes.

Por outro lado, as misturas contendo celulose microcristalina, lactose anidra,
acido estearico e estearato de magnésio apresentaram médias de entalpia inferiores
ao esperado para as misturas (52,5 J.g'), indicando uma possivel incompatibilidade
quimica entre o farmaco e cada um desses excipientes, o que pode acarretar a

inativacao total ou perda parcial da atividade farmacol6gica da DL.
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A celulose microcristalina € um adjuvante multiuso, que apresenta boas
propriedades de fluxo e excelentes caracteristicas de compressao direta, sendo um
dos poucos diluentes que, além de produzir compactos coesos, age também como
agente desintegrante (LACHMAN; LIEBERMAN; KANIG, 2001). Algumas interacdes
entre este excipiente e diferentes farmacos, tais como o mononitrato de isossorbida
e 0 maleato de enalapril, estdo detalhados na literatura (VERMA; GARG, 2004;
COTTON; WU; VADAS, 1987).

Observa-se na Figura 17 que a curva DSC da celulose microcristalina
mostrou um evento endotérmico alargado entre 30 e 100°C, referente a
desidratacdo, mantendo-se termodinamicamente estavel a partir desta temperatura.
Segundo Vermal e Garg (2004) a celulose microcristalina € termicamente estavel no
intervalo de 25 a 300°C (VERMA; GARG, 2004). A curva DSC da mistura binaria DL-
Celulose microcristalina 1:1 (m/m) apresentou evento endotérmico em 158,2°C,
referente a fusdo da DL. A sobreposicéo das curvas da DL, celulose microcristalina e
mistura binaria evidencia apenas a diminuicao no valor da entalpia de fusdo o que
sugere interacao fisica entre os componentes da mistura, mas nao indica

incompatibilidade quimica entre as espécies.
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Figura 17 - Curvas DSC da DL, celulose microcristalina e mistura binéria.
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A lactose é o diluente mais empregado na industria farmacéutica, visto que,
além do baixo custo e das suas propriedades redutoras, tem poder aglutinante
originando comprimidos de bom aspecto. Entretanto, esse excipiente é um acucar
redutor com o potencial para interagir com aminas primarias e secundarias, quando
armazenado em condicbes de umidade elevada durante periodos prolongados
(ROWE; SHESKEY; OWEN, 2006). A lactose anidra é empregada como um diluente
para comprimidos e cdapsulas, e varias incompatibilidades (ROWE; SHESKEY;
OWEN, 2006; VERMA; GARG, 2005; MONAJJEMZADEH et al, 2009) e
compatibilidades (VERMA; GARG, 2004) com outros farmacos sdo relatados na
literatura.

A sobreposicao das curvas DSC da DL, lactose anidra e da mistura binéaria
farmaco-excipiente 1:1 (m/m) permite identificar que o evento térmico
correspondente a fusdo da DL foi deslocado para temperatura mais baixa, com uma
reducéo significativa no valor de entalpia, sugerindo algum tipo de interacao solido-
sélido entre o farmaco e o excipiente (Figura 18).
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Figura 18 - Curvas DSC da DL, lactose anidra e mistura binéria.

A patente US 2010/0129310A1 de Metha e colaboradores (2010) relata a
instabilidade de formulagdes contendo o farmaco DL e o excipiente lactose devido a
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possibilidade de ocorréncia da reacdao de Maillard entre estes (METHA et al, 2010).
Da mesma forma, um estudo realizado por Wirth e colaboradores (1998) constatou
que formulagbes de cloridrato de fluoxetina contendo a lactose como diluente sdo
inerentemente menos estaveis do que formulagdes que utilizam o amido como
diluente (WIRTH et al, 1998). Outro estudo, conduzido por Santos e colaboradores
(2008) também descreveu essa incompatibilidade da lactose com o farmaco
metformina decorrente da reagdo dos grupamentos hidroxila do aglicar com o grupo
amina do farmaco resultando na reacao de Maillard (SANTOS et al, 2008).

O estearato de magnésio ndo € uma substancia simples constituindo
frequentemente, de uma mistura de acidos graxos e sais de &acidos graxos, e
consiste principalmente de proporgdes variaveis de estearato de magnésio e
palmitato de magnésio. Amostras comerciais compreendem uma mistura de acidos
alifaticos de cadeia longa com teor de agua variavel (SOUSA E SILVA; SOUSA
LOBO, 2010), podendo conter até 50% de impurezas em &acido graxos livres e sais
de acidos graxos (USP 32). A falta de homogeneidade, acoplada a variacdo de
conteudo de umidade, resultam em problemas para padronizar uma especificagao
para este excipiente.

O estearato de magnésio é utilizado como lubrificante para melhorar as
propriedades de fluxo das misturas e reduzir a perda durante a compressao (ROWE;
SHESKEY; OWEN, 2006; STULZER et al, 2008). Varias interacdes entre estearato
de magnésio e diferentes farmacos, tais como o cetoprofeno, o captopril, ibuproxan e
glipizida, estdo detalhados na literatura (TITA et al, 2011a; STULZER et al, 2008;
VERMA; GARG, 2005; MURA et al, 1998). O estearato de magnésio nao deve ser
incluido em formulagdes farmacéuticas contendo aspirina, aqueles contendo certas
vitaminas ou sais alcalinos (ROWE; SHESKEY; OWEN, 2006).

Conforme apresentado na Figura 19, a curva DSC do estearato de magnésio
mostrou dois eventos térmicos: um evento endotérmico de desidratagcdo do material
entre 100 e 120°C, seguido de um segundo evento endotérmico entre 120 e 130°C
referente a fusdo do estearato de magnésio. A curva DSC da mistura binaria DL-
Estearato de magnésio 1:1 (m/m) mostrou trés eventos endotérmicos com o primeiro
ocorrendo entre 80 e 110°C, o segundo ocorrendo entre 110 e 130°C e um terceiro
evento térmico que ocorre entre 155 e 160°C. O primeiro evento é atribuido a uma
perda de agua a partir do estado hidratado do estearato de magnésio, o segundo
evento indica a fusdo do material (BERNARDI et al, 2009; SOUSA E SILVA; SOUSA
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LOBO, 2010) e o terceiro evento térmico corresponde ao ponto de fusdo da DL
(Tonset = 155,1°C; AH = 37,7 J.g'1).
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Figura 19 - Curvas DSC da DL, estearato de magnésio e mistura binéria.

Neste estudo, o evento endotérmico de fusdo da DL sobrepde ao da mistura,
indicando que nao ha interacao entre as espécies. Portanto, uma pequena reducao
na entalpia de fusdo do farmaco pode ser observada e explicada pela solubilizacao
parcial da DL no excipiente, uma vez que este funde a cerca de 130°C, antes do
ponto de fusdo do farmaco. Uma situacdo semelhante foi observada por Stulzer e
colaboradores (2008) quando avaliaram formulagdes de comprimidos de captopril e
observaram que o PVP néo interage com o farmaco, e sim solubiliza-o mascarando
o resultado da analise por DSC (STULZER et al, 2008). E importante ressaltar que
os lubrificantes estdo geralmente presentes em formulagbes farmacéuticas em
concentrag6es de apenas 0,5 a 2% p/p, 0 que torna aceitavel essa interacao fisica
entre farmaco e excipiente.

O 4&cido esteérico, assim como o estearato de magnésio, é comumente
utilizado como lubrificante em formulacées farmacéuticas, a fim de melhorar as
propriedades de fluxo das misturas e reduzir a perda durante a compressao (ROWE;
SHESKEY; OWEN, 2006; STULZER et al, 2008). Esse acido é fabricado a partir de
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gorduras e 6leos derivados de fontes comestiveis e compde uma mistura de acido
estearico (C1gHz602) e acido palmitico (C1sH3202) (USP 33).

A curva DSC do acido estearico mostrou um unico evento endotérmico
caracteristico de fus@o entre 52 e 60°C, mantendo-se estavel termicamente na faixa
de temperatura de trabalho (FIGURA 20). A curva DSC da mistura DL-Acido
estearico apresentou as alteracbes mais evidentes: o evento endotérmico referente
ao ponto de fusdo da DL nao foi observado e os sinais do acido estearico foram
alterados indicando interagao entre os componentes da formulagdo. O aparecimento
de um novo pico na temperatura entre 94 e 101°C (Tpico = 99,1°C; AH = 39,0 J.gh

evidencia uma possivel reagcado quimica entre a DL e esse excipiente.
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Figura 20 - Curvas DSC da DL, acido estearico e mistura binaria

5.5.3 Estudo de estabilidade acelerada

As misturas binarias preparadas pela mistura do farmaco com cada um dos
nove excipientes selecionados foram armazenadas sobre as condigdes
recomendadas pelo ICH para estudo de estabilidade acelerada (75% * 5% UR e
temperatura igual a 40°C £ 2°C) e estavam divididas em dois grupos: calor seco
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utilizando frascos fechados e calor umido utilizando frascos abertos, ambos
submetidos as mesmas condi¢des.

Apos 3 (trés) e 6 (seis) meses de armazenamento as amostras foram
retiradas da camara de estabilidade e analisadas por DSC. Primeiramente, em uma
andlise visual de todas as amostras armazenadas verificou-se uma alteracdo na
coloracdo da DL, a qual assumiu uma coloragdo résea, estando ela isolada ou
compondo uma mistura binaria. Tal mudanga de coloragdo deve-se a formagéo do
produto de degradagdo conhecido por N-formil-desloratadina (KHAPRA;
DHARMADHIKARI, 2005), apresentado na Figura 21.

d “H

Figura 21 - Estrutura quimica do produto de degradagédo N-formil-desloratadina.

Da mesma forma como foi descrito por Wirth e colaboradores (1998) para o
farmaco cloridrato de fluoxetina e segundo a patente WO 2005/065047, a DL é uma
amina secundaria e por isso esta suscetivel a ocorréncia da reacédo de Maillard, uma
reacao nao enzimatica que envolve a condensacao de um grupamento amino com
um grupo redutor. Essa reacdo € favorecida quando na presenca de condigdes
forcadas de temperatura e umidade e sua formacado nao ultrapassa 0,2% apés 3
meses de exposicdo (KHAPRA; DHARMADHIKARI, 2005; WIRTH et al, 1998).

O N-formil-desloratadina tem sido reportado como o principal produto de
degradacdo deste farmaco decorrente deste tipo de reacdo e sua formagéo
geralmente deve-se a reagdo do farmaco com excipientes de carater acido como
acido estearico, povidona, crospovidona, lactose anidra ou hidratada e benzoato de
sodio (KHAPRA; DHARMADHIKARI, 2005).
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Diante do exposto, os compostos N-formil devem ser utilizados como
marcadores para o estudo deste tipo de interagdo farmaco-excipiente, uma vez que
eles podem ser facilmente sintetizados sob condi¢des relevantes, o que deve ser
considerado durante a selecdo de excipientes e protocolos de estudos de
estabilidade.

As etapas da reacao de Maillard para formacao do produto de degradacéo da
DL pode ser descrito conforme ilustrado na Figura 22 para a reagao do grupo amino

presente na estrutura do farmaco com um composto contendo um grupo redutor.
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Figura 22 - Reacgdo de Maillard entre o grupo amina do farmaco e um agucar redutor com formagao
do produto de degradagao N-formil-desloratadina (Fonte: Adaptado de WIRTH et al, 1998)

A Figura 23 apresenta as fotos obtidas do farmaco no tempo inicial e apés o
armazenamento durante 3 meses na camara de estabilidade sob condi¢cbes forcadas
de temperatura e umidade. E possivel verificar a mudanga de coloragéo do farmaco,
principalmente quando o mesmo é exposto a umidade elevada (amostras em frascos

abertos).
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Figura 23 - Imagens obtidas da matéria-prima DL antes de iniciar o experimento (A) e apds
armazenamento em frascos fechados (B) e abertos (C) sob condigdes forcadas durante 3 meses

Para cada excipiente e mistura binaria relacionada também foram registradas
imagens da amostra ap6s 3 meses de armazenamento sob condi¢bes forgadas de
temperatura e umidade relativa. As Figuras de 24 a 32 apresentam as imagens
obtidas para as condigées de calor seco e calor umido. Na Figura 30, devido a
elevada higroscopicidade do PVP, as amostras do excipiente isolado e da mistura

assumiram um aspecto semi-sélido.

Umido Seco

|
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Figura 25 - Imagens obtidas do excipiente celulose microcristalina (CLM) e da mistura binaria.
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Figura 27 - Imagens obtidas do excipiente talco farmacéutico (TAL) e da mistura binaria.

Umido

Figura 28 - Imagens obtidas do excipiente manitol (MAN) e da mistura binaria.

Umido Seco

Figura 29 - Imagens obtidas do excipiente estearato de magnésio (EST) e da mistura binaria.



87

Umido Seco

DL+PVP PVP

CE

r . ) N ¢
‘ 3 2 a4

Figura 30 - Imagens obtidas do excipiente polivinilpirrolidona (PVP) e da mistura binaria.
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Figura 31 - Imagens obtidas do excipiente acido estedrico (ACE) e da mistura binaria.
Seco
|
LAC

Figura 32 - Imagens obtidas do excipiente lactose anidra (LAC) e da mistura binaria.

Os dados térmicos obtidos para as amostras no tempo inicial foram utilizados
como valores de referéncia e parametro para avaliagao dos resultados obtidos para
as amostras armazenadas na camara de estabilidade pelo periodo de 3 e 6 meses.

Na andlise por DSC das amostras dos excipientes isolados armazenados na
camara de estabilidade em frascos fechados (calor seco) durante 3 e 6 meses,
nenhuma alteragdo foi evidenciada e nenhum evento térmico na temperatura de
fusdo da DL foi constatado. Os valores de entalpia e de temperatura inicial de fusdo
obtidos para o farmaco isolado e para cada mistura binaria estao descritos na Tabela
11.
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Tabela 11 - Dados térmicos obtidos por DSC do evento de fusdo da DL para o farmaco isolado e nas diferentes misturas fisicas apés armazenamento em
camara de estabilidade durante 3 e 6 meses

3 Meses 6 Meses

Amostra 40°C 40°C e 75% UR 40°C 40°C e 75% UR

Tonset AHfuséo Tonset AHfuséo Tonset AHfuséo Tonset AHfuséo
(2C) (W.g7) (=C) (J.g7) (=C) (J.g7) (=C) (W.g7)

Desloratadina 156,7 103,0 156,4 99,3 155,6 107,0 152,6 96,5
DL + Fosfato de Calcio Bibasico 156,3 52,6 156,7 49,6 154,9 52,1 151,4 41,0
DL + Celulose Microcristalina 155,5 46,3 154,9 43,8 154,3 441 151,8 38,1
DL + Amido de Milho 155,6 50,1 155,2 45,6 154,3 47,5 151,1 38,2
DL + Talco Farmacéutico 155,9 49,0 155,3 49,9 154,6 48,3 151,5 42,1
DL + Manitol 151,9 52,1 151,6 47,3 151,1 50,6 147,3 35,1
DL + Estearato de Magnésio 155,2 30,6 154,5 30,2 1545 39,5 1474 36,8
DL + PVP 152,2 47,2 139,0 40,2 150,8 41 .4 140,0 40,5
DL + Acido Esteérico* 95,9 33,6 95,3 70,7 96,0 47,1 94,9 74,9
DL + Lactose Anidra 149,8 46,6 140,5 35,9 150,4 43,2 140,5 34,9

* Os valores de temperatura e entalpia de fusdo apresentados ndo correspondem ao evento de fusdo da DL, uma vez que o mesmo nao foi detectado nessa
amostra. Os mesmos séo referentes ao novo evento exotérmico observado na curva DSC da mistura em questao.
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As curvas DSC das substancias utilizadas no estudo ap6s o armazenamento
durante 3 meses sob condi¢cdes forcadas encontram-se apresentadas na Figura 33.
As curvas DSC obtidas para o tempo de 6 meses apresentaram o mesmo perfil

térmico e, portanto, ndo foram apresentadas.
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Figura 33 - Curvas DSC das substancias utilizadas no estudo ap6s armazenamento durante 3 meses
sob condigdes forgadas (calor seco — frasco fechado).
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Com base nos dados apresentados na Tabela 11, verifica-se uma reducao
significativa nos valores de entalpia encontrados para as amostras armazenadas sob
calor umido durante 3 meses quando comparados aos valores encontrados para as
amostras armazenadas sob calor umido por 6 meses, 0 que permite constatar que
quanto maior o tempo de exposicdo do farmaco as condi¢coes forgcadas de
temperatura e umidade, maior a degradacao do farmaco e formacéo de produtos de
degradacéo.

As curvas DSC da desloratadina isolada e das misturas binarias armazenadas
nos frascos fechados ap6s armazenamento por 3 e 6 meses estdo apresentadas

nas Figuras 34 e 35 respectivamente.
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Na andlise das curvas de DSC e dos dados da Tabela 11 obtidos para as
misturas binarias armazenadas em frascos fechados (calor seco) durante 3 e 6
meses pode-se observar que o perfil térmico da DL permaneceu praticamente
constante nas misturas binarias com a maioria dos excipientes testados.

As alterac6es anteriormente verificadas nas misturas contendo os excipientes
celulose microcristalina e lactose anidra foram também evidenciadas nas amostras
apdés o armazenamento de 3 e 6 meses em frascos fechados, uma vez que os
valores de entalpia apresentaram-se diferentes do valor esperado (metade da
entalpia encontrada para o farmaco isolado).

As misturas contendo os excipientes estearato de magnésio e acido estearico
apresentaram altera¢des mais intensas em relacao aos valores de entalpia de fuséo,
confirmando a incompatibilidade quimica (formagéo de produtos de degradagao) ou
fisica (solubilizagdo do farmaco no excipiente antes da fusao) observada no tempo
inicial da analise.

Da mesma forma, os excipientes isolados armazenados na camara de
estabilidade em frascos abertos (calor Umido) ndo mostraram qualquer alteracao
significativa nos parametros iniciais térmicos conforme representado na Figura 36,
com excecao para o excipiente PVP, que devido a sua elevada higroscopicidade
houve a formacdo de um material semi-sélido o qual nao foi possivel analisar pelo
DSC.

O mesmo perfil térmico obtido para as amostras dos excipientes isolados
armazenados pelo periodo de 3 meses sob calor umido foram obtidos para as
mesmas amostras apds 6 meses de armazenamento sob as mesmas condigdes.

Além disso, a andlise do farmaco isolado mostrou uma diminuicao da entalpia
de fusdo de 5,4%, o que pode ser decorrente da formagdo do produto de
degradagao N-formil-desloratadina devido a exposicdo das amostras a condigdo
forcada de umidade relativa conforme explicado anteriormente.

Na andlise das misturas binarias submetidas ao calor umido (Figuras 37 e
38), além das incompatibilidades encontradas no tempo inicial, também houve
interacdo entre a DL e o PVP, observada pela diminuicédo significativa na entalpia de
fusédo e alteragéo na temperatura inicial de fusdo da DL superior a 10°C, o que néao
havia sido observado na andlise de tempo inicial. Essa interagdo pode ser explicada
pelo ganho de umidade do material decorrente da elevada higroscopicidade do

excipiente.
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Figura 34 - Curvas DSC das misturas bindrias preparadas para o estudo e armazenadas durante 3
meses sob condigdes forgadas (calor seco — frasco fechado).
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Figura 35 - Curvas DSC das misturas binarias preparadas para o estudo e armazenadas durante 6
meses sob condigdes forgadas (calor seco — frasco fechado).
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Figura 36 - Curvas DSC das substancias utilizadas no estudo ap6s armazenamento durante 3 meses
sob condicbes forcadas (calor umido — frasco aberto)

Além disso, pode-se observar na Tabela 11 que a temperatura inicial de fusao
da DL na mistura binaria contendo lactose anidra também apresentou alteracao
superior a 10°C enquanto seu valor de entalpia apresentou reducéao significativa, o
que confirma a interacdo encontrada no tempo inicial e reafirma a potencial
incompatibilidade desse agucar redutor com aminas primarias e secundarias diante
de condicdes forcadas de temperatura e umidade.

Para as demais misturas binarias contendo os excipientes fosfato de célcio
bibasico, amido de milho, talco e manitol foi possivel observar uma diminuicdo na
entalpia de fusdo quando as amostras foram armazenadas sob as condi¢des
forcadas de temperatura e umidade pelo periodo prolongado de 6 meses. Essa
alteracao é decorrente da degradacao intensa da DL que ocorre nessas condigoes,

mas nao representa uma interagdo entre farmaco e excipientes.
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Figura 37 - Curvas DSC das misturas bindrias preparadas para o estudo e armazenadas durante 3
meses sob condigcdes forgadas (calor Umido — frasco aberto).
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Figura 38 - Curvas DSC das misturas binarias preparadas para o estudo e armazenadas durante 6
meses sob condigdes forgadas (calor Umido — frasco aberto).



94

5.5.4 Avaliacdo da compatibilidade e estabilidade da DL por Cromatografia Liquida

A andlise cromatografica foi desenvolvida neste trabalho com o intuito de
determinar o perfil cromatografico do farmaco isolado, analisar sua estabilidade
intrinseca por meio da observacao de possiveis produtos de degradacao e observar
sua estabilidade na presenca de excipiente, em cada mistura binaria.

O método analitico indicativo de estabilidade para o farmaco desloratadina
ainda nao se encontra preconizado na farmacopeia, apesar da literatura descrever
algumas técnicas para determinagdo de desloratadina e seus produtos de
degradacao utilizando métodos cromatograficos com deteccao no UV ou acoplado a
espectrometria de massas (LC-MS/MS) e ainda, cromatografia liquida de ultra
eficiéncia (UPLC). Dessa forma, utilizou-se o método desenvolvido e validado por
Zheng e Rustum (2010), onde praticamente todos os parametros propostos foram
reproduzidos. A fase mdével composta por fase aquosa (A) e acetonitrila (B) eluida
por gradiente de 33% de B a 42% de B durante 27 minutos mostrou ser adequada,
apresentando pico bem resolvido no tempo de retengédo de 17,5 minutos, como

demonstrado na Figura 39.
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Figura 39 - Cromatograma da desloratadina analisada por LC utilizando coluna C18, eluigao
gradiente, fase mével A (aquosa) e B (acetonitrila), fluxo de 1,5 mL.min™ em 267 nm.
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Inicialmente, procedeu-se a construcdo da curva de calibracdo considerando
a concentracdo da amostra (eixo x) e a resposta do sistema — area (eixo y), onde x
corresponde a concentracdo de DL e y corresponde a area média do pico da DL
obtido no cromatograma nas cinco concentragdes determinadas das amostras: 0,05;
0,15; 0,2; 0,25 e 0,35 g/mL. Cada concentracao foi analisada em triplicata. Foram
calculados os desvios padrédo e o coeficiente de correlagdo (R). Os resultados
obtidos estdo demonstrados na Figura 40 e Tabela 12.
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Figura 40 — Curva de calibragao obtida por HPLC para a DL no comprimento de onda de 267 nm.

Os resultados obtidos nesta etapa com a técnica de HPLC sao comparaveis e
em boa concordancia com os resultados obtidos pela técnica de DSC. Porém, este
método requer um longo periodo de tempo para armazenamento das amostras sob
condicdes controladas de temperatura e umidade, apesar de ser capaz de oferecer
indicagdes qualitativas e quantitativas sobre a via de degradacao do farmaco.
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Tabela 12 - Resultados obtidos na construg¢édo da curva de calibragdo (n=3)

Concentracéao do Coeficiente de

(nF:gfjrlr‘\aL("‘) Area Média Desvio Padrao Correlacio (R)
0,05 9.231,80 + 372,113
0,15 24.392,59 +101,527
0,20 31.196,13 + 54,283 0,9991
0,25 40.053,19 + 218,903
0,35 56.566,45 +101,342

Os cromatogramas da DL em condi¢des iniciais e apdés o estudo de
estabilidade estdao apresentados na Figura 41. Nao foi observada qualquer alteragcao
no perfil cromatogréfico para cada amostra de DL testada, e ndo foi possivel detectar
qualquer pico referente a formacao de produtos de degradacao.

Na analise quantitativa, verificou-se uma redugdo significativa da
concentragdo de DL nas amostras armazenadas durante 3 e 6 meses a 40°C e 75%
UR (TABELA 13), o que pode ser explicado pelo ganho de umidade da amostra
exposta a condicdes forcadas. E importante lembrar que essa instabilidade
significativa foi também constatada pela técnica de DSC, quando na observagao da
diminuigdo da entalpia de fusdo do farmaco. Dessa forma, pode-se afirmar que a
umidade elevada é um fator importante para promover a degradacéo da DL.

A partir da avaliagdo dos cromatogramas obtidos para os excipientes pode-se
verificar que os sinais correspondentes a cada um dos excipientes testados nao
foram detectados, isso porque os excipientes muitas vezes séo insoluveis na fase
mével ou ndo apresentam qualquer interagdo com a fase estacionaria, sendo eluidos
facilmente no inicio da corrida cromatografica. As amostras de excipientes
armazenadas durante 3 e 6 meses sob condigdes especificas também foram
avaliadas e nao apresentaram qualquer alteracdo ou pico cromatografico que
pudesse influenciar no estudo de compatibilidade por LC, dessa forma os
cromatogramas referentes a essas amostras nao foram apresentados.

Da mesma forma, foram realizadas corridas cromatograficas de todas as
misturas bindrias armazenadas apds o periodo de 3 e 6 meses sob as condi¢des
forcadas de temperatura e umidade preconizados pelo ICH para os testes de
estabilidade acelerada. Os resultados dessas amostras foram correlacionados com
os resultados dos ensaios cromatograficas do farmaco isolado.
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Figura 41 — Cromatograma da DL no tempo inicial e ap6s 3 e 6 meses sob condigdes forgcadas de
temperatura e umidade (calor seco: 40°C e calor umido: 40°C e 75% UR).

Tabela 13 - Dados obtidos por LC para DL apdés 3 e 6 meses sob condigbes especificas de

temperatura e umidade

Concentracdo observada’

Amostra Area (mg.mL"") % de degradacgdo?®
DL (tempo inicial) 31.572,27 0,195 -
E(')-Q(Ce;pés 3mesesa 3, 866,13 0,191 2,24%
E(')-géazé;’Sf’/omUe;’;’S 3 08.271,69 0,175 10,45%
E(')-ggp"’s bmesesa 31 018,42 0,192 1,75%
DL (ap0s 6 meses a 55 g5 (g 0,159 18,11%

40°C e 75% UR)

' Concentragéo observada = (Area do cromatograma — 755,12) / 157665
2% de degradacao = 100 - (Concentragao Final x 100) / Concentragao Inicial.

As misturas de DL com os excipientes fosfato de célcio dibasico, amido de

milho, talco, manitol e PVP ndo apresentaram qualquer alteragdo no perfil
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cromatografico, quando comparado ao farmaco isolado, o que mostra a estabilidade
e compatibilidade da DL com esses excipientes. A perda por degradacao do farmaco
nessas misturas foi pouco significativa, variando em torno de 0,5%, conforme
descrito na Tabela 14.

Nas amostras armazenadas por 3 meses a 40°C verificou-se maior perda do
farmaco por degradagcdo nas misturas binarias de DL com os excipientes celulose
microcristalina (8,45%), acido estearico (30,45%) e lactose anidra (12,24%).
Degradacdo mais acentuada do farmaco foi observada quando estas mesmas
misturas binarias foram armazenadas a 40°C e 75% UR (TABELA 14). Dessa forma,
pode-se afirmar que as misturas binarias armazenadas pelo periodo de 3 meses a
40°C (calor seco) apresentaram resultados condizentes com os resultados
encontrados com a técnica de DSC.

Tabela 14 - Dados obtidos por LC do pico cromatografico da DL para o farmaco isolado e nas
diferentes misturas binarias apds armazenamento em camara de estabilidade durante 3 meses

3 meses
Amostra 40°C 40°C e 75% UR
Area degr;/doagéo Area degr;ﬁagao
DL 31566,13 0,02 28271,69 10,45

DL + Fosfato de calcio bibasico  31367,35 0,65 31225,27 1,10

DL + Celulose microcristalina 28903,18 8,45 27912,29 11,59

DL + Amido de milho 31211,88 1,14 31537,96 0,11

DL + Talco 31509,97 0,20 30127,25 4,58
DL + Manitol 31481,84 0,29 31299,66 0,86
DL + Estearato de Magnésio 31901,03 0,00 31460,93 0,35
DL + PVP 29930,56 5,20 29898,77 5,30
DL + Acido Esteérico 24177,68 23,42 924246 70,73

DL + Lactose Anidra 27706,77 12,24 21593,83 31,61
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Na analise da mistura binaria de DL com lactose anidra armazenada durante
3 meses a 40°C e 75% UR (calor umido), além da diminuicao do teor do farmaco,
verificou-se no cromatograma a formacado de produtos de degradacao, devido a
incompatibilidade quimica descrita anteriormente para esses componentes (FIGURA
42). E importante lembrar que a lactose anidra é um agUcar redutor com potencial de
ocorréncia da reacado de Maillard quando exposta a aminas primarias e secundarias
sob condi¢cdes de temperatura e umidade elevadas. Essa incompatibilidade ja se

encontra descrita na literatura e a mesma também foi identificada pela técnica de

DSC.
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Figura 42 - Cromatograma obtido da mistura binaria de DL com Lactose anidra apds 3 meses na
camara de estabilidade a 40°C e 75% UR (calor umido).

No cromatograma apresentado na Figura 42 & possivel observar, além do
pico referente a DL eluido no tempo de 17,5 min, outros picos cromatograficos
(identificados pelas letras A, B, C e D), provavelmente referentes aos produtos de
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degradacao do farmaco. Zheng e Rustum (2010) conseguiram com o método
indicativo de estabilidade desenvolvido, separar e identificar seis diferentes produtos
de degradacéo e trés impurezas de sintese para a DL. Comparando o cromatograma
obtido com os resultados publicados por Zeng e Rustum (2010), o pico
cromatografico identificado pela letra D pode ser correspondente ao produto de
degradacao N-formil desloratadina, o qual foi discutido anteriormente e constitui o
principal produto da reac¢do de Maillard.

Nas amostras armazenadas por 6 meses a 40°C e 40°C/75%UR a perda do
farmaco por degradacdo apresentou-se mais acentuado. Verificou-se também uma
perda acentuada na mistura bindria de DL com PVP (8,94% e 11,42%), conforme
apresentado na Tabela 15. Vale ressaltar que essa mistura bindria, quando
analisada por DSC, apresentou interagdo farmaco-excipiente a qual acarretou em
uma leve diminuicdo na temperatura inicial de fusédo da DL.

Tabela 15 - Dados obtidos por LC do pico cromatografico da DL para o farmaco isolado e nas
diferentes misturas bindrias apdés armazenamento em camara de estabilidade durante 6 meses

6 meses
Amostra 40°C 40°C e 75% UR
Area degr;ﬁagéo Area degr;ﬁagéo
DL 31018,42 1,75 25855,08 18,11
DL + Fosfato de calcio bibdsico 31574,57 0,00 31303,80 0,85

DL + Celulose microcristalina 27845,08 11,81 26815,34 15,07

DL + Amido de milho 31150,65 1,34 28384,91 10,10
DL + Talco 32414,74 0,00 27468,14 13,00
DL + Manitol 30579,91 3,14 29756,03 5,75
DL + Estearato de Magnésio 30901,50 2,12 31334,98 0,75
DL + PVP 28749,10 8,94 27967,11 11,42
DL + Acido Esteérico 21957,92 30,45 7936,01 74,86

DL + Lactose Anidra 26431,17 16,28 18286,69 42,08
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O PVP, um excipiente polimérico, é descrito na literatura por ser incompativel
com varios farmacos devido a sua associacdo com impurezas de peréxido. Os
peréxidos sao substancias reativas presentes em varios excipientes e podem iniciar
um processo de oxidagao de farmacos sensiveis por meio de reacdo direta ou
formacdo de radicais que atuam iniciando reacdes em cadeia, induzindo desta
forma, a formacdo de produtos de degradacdo. A formagdo de peroxidos neste
excipiente em formas farmacéuticas sélidas é relativamente lenta, no entanto, as
condi¢cbes e tempo de armazenamento devem ser cuidadosamente avaliados uma
vez que levam a variagdo nos niveis de perdxido no produto final (WATERMAN et al,
2004).

Os resultados de LC para o estudo de estabilidade e compatibilidade farmaco-
excipiente demonstram uma pequena perda por degradacao para a combinacao DL-
estearato de magnésio (perda maxima de 2,12%). Este resultado demonstra que nao
ha incompatibilidades quimica entre esses componentes €, permite complementar as
conclusdes obtidas pela técnica de DSC, quando verificou-se a sobreposicdao dos
eventos endotérmicos, porém com leve diminuicao na entalpia de fusdo do farmaco.

Na andlise dos dados obtidos para a mistura binaria de DL com &cido
estearico, verificou-se que o pico cromatografico da DL eluido em 17,5 minutos foi
detectado, porém com uma reducao significativa na intensidade confirmando a
potencial incompatibilidade entre esses componentes. Além disso, nenhum pico
referente ao produto de degradacao formado foi detectado o que requer uma analise
mais aprofundada com técnicas mais sensiveis e seletivas, como a Espectrometria
de Massa (Mass Spectrometry — MS) combinada com Cromatografia Liquida (Liquid
Chromatography - LC-MS). Esta técnica tem ganhado popularidade e esta entre as
técnicas preferidas para a elucidagdo estrutural de produtos de degradacdo em
farmacos, no desenvolvimento farmacéutico (REYNOLDS et al, 2002).

A cromatografia liquida acoplada a detecgao por massa (LC-MS) tem sido
utilizada na identificacdo de produtos de degradacado em estudos de estabilidade de
farmaco. Nesta técnica, os compostos sdo separados através de seus tempos de
retencao e a identificacao é feita pelo ion molecular e pelo perfil de fragmentacéo da
molécula analisada. As estruturas dos compostos de degradacdo formados sao
propostas tendo como base a molécula inicial e o ganho (oxidagao ou dimerizagao)
ou perda de substituintes (hidrélise).
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5.6 Conclusoes

Alguns pontos discutidos nesta aplicacdo merecem ser referidos como
observagdes conclusivas. A calorimetria exploratoria diferencial constitui um valioso
instrumento de investigacado para identificacdo de interacdes entre componentes de
uma formulagao farmacéutica e na caracterizagéo de transformagées polimorficas de
farmacos. Com esta técnica recolhe-se uma grande riqueza de informacao, em
relacdo a estabilidade térmica da substancia em estudo, tipo de transformagéo que
ocorre a uma dada temperatura por aquecimento ou resfriamento e mecanismo que
preside a cada uma das transformagdes observadas.

A caracterizacao da DL foi realizada por meio das técnicas de DSC, TG, FT-
IR, PXRD, Raman e SEM, as quais demonstraram as propriedades fisico-quimicas
do farmaco, incluindo sua cristalinidade.

As curvas DSC e TG/DTG da DL mostraram evento endotérmico de fusdo em
158,4°C e estabilidade térmica até 206 °C. Os dados espectrais observados para o
farmaco no espectro FT-IR foram concordantes com outros autores. O padrao
cristalografico € compativel com o descrito na literatura.

Nos estudos de compatibilidade farmaco-excipiente, as modificacdes
encontradas nas curvas DSC sugeriram uma possivel interacdo da DL com celulose
microcristalina, lactose anidra, estearato de magnésio e acido estearico. No entanto,
quando as mesmas misturas binarias foram analisadas por LC utilizando o método
indicativo de estabilidade desenvolvido por Zheng e Rustum (2010), nao foi
constatada qualquer interacao entre a DL e o estearato de magnésio, confirmando a
hipoétese de solubilizacdo parcial do farmaco no excipiente quando o mesmo
ultrapassa sua temperatura de fuséo a qual € inferior a temperatura de fuséo da DL.

Pode-se concluir também que quanto maior a exposicdo da amostra as
condicbes forcadas de temperatura e umidade relativa, maior o percentual de
degradacgao do farmaco, principalmente quando o mesmo encontra-se associado a
um excipiente.

Além disso, verifica-se que apenas a avaliagdo das alteragbes visuais
ocorridas nas amostras submetidas a condi¢cbes forcadas de temperatura e umidade
pode ser suficiente para confirmar a aplicabilidade da técnica de DSC como um

método rapido e apropriado para a determinacédo de interacao e/ou compatibilidade
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entre farmaco e excipientes e selecao de excipientes mais adequados em estudos
de pré-formulagéo.

As técnicas de andlise térmica sdo importantes ferramentas no controle de
qualidade de formulagdes farmacéuticas, uma vez que fornecem informacdes sobre
a estabilidade térmica e a decomposi¢cédo do farmaco isolado e em associagao com
excipientes. Porém, sabe-se que em estudos de compatibilidade farmaco-excipiente,
faz-se necessdario uma avaliagdo cuidadosa de qualquer evento térmico significativo
observado nos resultados obtidos por DSC a fim de evitar interpretacbes errbneas e
estabelecer corretamente a compatibilidade entre o farmaco e o excipiente. Sempre
que possivel outra técnica deve ser combinada, tal como a determinacéo do ensaio
através de um método indicativo de estabilidade utilizando a LC.

Os resultados deste estudo demonstram que a realizacdo do teste de
compatibilidade farmaco-excipiente é essencial para o desenvolvimento de uma
formulacdo estavel a fim de criar subsidios para a tomada de decisdo sobre qual
processo produtivo utilizar, por exemplo, o0 uso da granulagéo por via seca ou Umida,
bem como definir o melhor grau de umidade final em uma formulagdo. Também é
importante lembrar que a ineficacia clinica de muitos medicamentos pode estar
relacionada com problemas relacionados aos componentes da formulacao,
processos empregados € caracteristicas fisico-quimicas dos farmacos, fazendo

necessario o desenvolvimento de estudos mais profundos acerca desses aspectos.
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6 APLICACAO 2: ETINILESTRADIOL

Neste tépico sera descrita a segunda aplicacao deste trabalho, a qual envolve
os estudos de caracterizacdo do horménio EE, o desenvolvimento de dispersdes
sOlidas contendo este farmaco e a avaliacdo da estabilidade das dispersdes
desenvolvidas. Foram descritos os aspectos farmacoldgicos dos anticoncepcionais
orais em geral e do farmaco, além de aspectos relevantes das dispersdes sélidas.
Este item contém materiais e métodos empregados, bem como os resultados e as

conclusdes obtidas.

6.1 Horménios Estrogenos

Horménios sdo mensageiros quimicos que respondem pela comunicacao
entre diferentes tipos de células, e sao identificados por meio de receptores os quais
compreendem estruturas protéicas especializadas em reconhecimento molecular.
Depois da aproximacao e interagdo horménio-receptor ocorre uma série de reagdes
bioquimicas, levando a respostas bioldgicas especificas (REIS FILHO; ARAUJO;
VIEIRA, 2006).

Os hormoénios sexuais sdo produzidos a partir do colesterol e podem ser
classificados em trés grupos principais: horménios sexuais femininos ou estrégenos,
hormonios sexuais masculinos ou andrégenos e horménios da gravidez ou
progestégenos (REIS FILHO; ARAUJO; VIEIRA, 2006). Os horménios estrégenos
sdo importantes interferentes endocrinos. Em mamiferos, os estrogenos sao
sintetizados principalmente nos ovarios, mas também em outros tecidos como
testiculos, cérebro, hipotalamo, tecido adiposo e placenta (COMBALBERT;
HERNANDEZ-RAQUET, 2010).

Na puberdade, os horménios sexuais estrogénicos sao responsaveis pela
maturagédo dos 0Orgaos reprodutores e pelo desenvolvimento das caracteristicas
sexuais secundarias, bem como por uma fase de crescimento acelerado, seguida de

fechamento das epifises dos ossos longos. A partir deste momento, os esteroides
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sexuais estao envolvidos na regulacdo das alteracdes ciclicas expressas no ciclo
menstrual e sdo importantes durante a gravidez (RANG; DALE; RITTER, 2004).

Dentre os hormdnios sexuais, os estrégenos vém recebendo maior atencao
por serem compostos extremamente ativos biologicamente e estarem relacionados a
etiologia de vérios tipos de canceres (REIS FILHO; ARAUJO; VIEIRA, 2006). Os
estrédgenos naturais 17B-estradiol, estriol, estrona e o sintético 17a-etinilestradiol,
desenvolvido para uso médico em terapias de reposicdo além dos métodos
contraceptivos, sao os que despertam maior preocupacao em relacdo a sua a¢ao no
homem uma vez que possuem a melhor conformacao reconhecida pelos receptores
e, portanto, resultam em respostas maximas no organismo, sendo considerados
como responsaveis pela maioria dos efeitos desencadeados pela exposicao a esses
agentes (REIS FILHO; ARAUJO; VIEIRA, 2006).

Esses horménios sdo constituidos por uma cadeia carb6nica contendo
dezoito atomos, distribuidos em trés anéis hexagonais (A, B e C) e um pentagonal
(D) os quais constituem o nucleo ciclopentano-fenantreno (FIGURA 43). A diferenca
na posi¢cdo dos substituintes hidroxilicos nesse nucleo é o que diferencia as

moléculas estrogénicas.
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Figura 43 - Estrutura quimica do nucleo ciclopentano-fenantreno.

A solubilidade dos estrogenos em agua € baixa. Estudos mostram que a
solubilidade aproximada dos estrdgenos naturais € menor que a dos estrégenos
sintéticos, e ambas variam entre valores de 3 a 19 mg.L"' (SHAREEF et al, 2006). O
coeficiente de particdo octanol-agua (Kow) dos estrogenos varia entre 2,8 e 4,6,
sendo que a hidrofobicidade é particularmente alta para os estrégenos sintéticos
(COMBALBERT; HERNANDEZ-RAQUET, 2010).
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6.2 Anticoncepcionais Orais

Desde a sua introducado na década de 1960, a terapia hormonal com o uso de
contraceptivos orais, um dos métodos de controle da natalidade mais prescrito nos
Estados Unidos, tem sido usada por aproximadamente 80% das mulheres em algum
momento da vida para bloquear a ovulacao, a implantacao, e, portanto, a gravidez. A
simplicidade dos esquemas disponiveis, a baixa frequéncia de efeitos colaterais e a
seguranga relativa em comparagado com a gravidez resultaram em uso generalizado
do método (SHUFELT; MERZ, 2009).

Ao longo dos anos, os contraceptivos orais passaram por importantes
evolugdes, incluindo alteragbes na dose e tipo de horménios utilizados. As doses
dos horménios nos contraceptivos orais tém diminuido consideravelmente, variando
de 20 a 35 ug de etinilestradiol nos contraceptivos de ultima geracdo (SHUFELT;
MERZ, 2009). Além disso, a introducdo e o0 uso crescente dos contraceptivos orais
combinados tém contribuido para a garantia da mesma eficiéncia e seguranca
presente nos demais contraceptivos disponiveis no mercado, com a vantagem da
reducéao dos efeitos adversos (BACHMANN et al, 2004).

As duas classes de contraceptivos orais amplamente utilizados sao as
associacoes de estrégeno/progestogénio e a contracepcdo com progestina apenas
(ARMSTRONG; BARBIERI, 2009). O desenvolvimento inicial de contraceptivos orais
combinados foi baseado no conhecimento de que a ovulagéo é suprimida durante a
gravidez e que a progesterona é responsavel por este efeito (RIVERA; YACOBSON;
GRIMES, 1999).

A inibicdo da ovulagao é considerada o mecanismo primario da contracepgao
com associac¢des de estrogeno/progestogénio e reflete uma redugdo acentuada da
secrecao de estradiol do ovério e da auséncia de producdo de progesterona
(RIVERA; YACOBSON; GRIMES, 1999). A administracdo de contraceptivos orais
combinados suprime a secre¢do do hormdnio liberador de gonadotrofinas (GnRH)
por meio do bloqueio do hipotdlamo, e a inibicdo da secrecdo dos hormédnios
foliculo-estimulante (FSH) e luteinizante (LH) devido sua agdo sobre a adeno-
hipéfise. Consequentemente ocorre a inibigdo do desenvolvimento folicular e da
formacao do corpo luteo (ARMSTRONG; BARBIERI, 2009; RIVERA; YACOBSON;
GRIMES, 1999).
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O uso de estrogénio ou progestina isolados é capaz de inibir a liberagdo de
FSH e LH suficiente para impedir a ovulacdo. No entanto, a administracao
combinada de ambos os compostos aumenta acentuadamente o efeito anti-
gonadotréfico e a inibicdo da ovulacdo (RIVERA; YACOBSON; GRIMES, 1999). A
co-administracdo de estrébgeno e progestogénio também pode inibir a gravidez
através de mecanismos secundarios, incluindo alteracées no peristaltismo das tubas,
na receptividade endometrial e na secregcdo de muco cervical (ARMSTRONG;
BARBIERI, 2009).

O efeito dos contraceptivos orais combinados sobre a secre¢do de FSH e LH
€ rapida, reduzindo os niveis desses hormdnios circulantes ja no primeiro dia de
administracdo. No entanto, pelo menos sete dias de utilizagédo diaria ininterrupta é
necessario para suprimir o desenvolvimento folicular (RIVERA; YACOBSON;
GRIMES, 1999).

6.3 Etinilestradiol

O etinilestradiol é o componente estrogénico mais amplamente utilizado em
contraceptivos orais de baixas doses e € pelo menos 20 vezes mais potente em
doses orais que o hormoénio natural (GUGUTA et al, 2008). Este farmaco é
comumente usado em quase todas as formulagbes modernas de pilulas
anticoncepcionais orais, seja isoladamente ou em associacdo com um progestogénio
(GOODMAN; GILMAN, 2010).

O etinilestradiol foi o primeiro horménio sintético ativo derivado do horménio
natural estradiol (NAGPAL; MEAYS, 2009). Sintetizado em 1938 por Hans Inhoffen e
Hohlweg Walter da empresa Schering, 0 uso deste pode ser como método
contraceptivo, na terapia de reposicdo hormonal na menopausa e no tratamento de
algumas disfungées hormonais, tais como, endometriose, dismenorreia grave e na
sindrome do ovario policistico (RANG; DALE; RITTER, 2004; RIVERA; YACOBSON;
GRIMES, 1999). S&o utilizadas doses muito diferentes de estrogénio para diferentes
condicoes; assim, por exemplo, o etinilestradiol € administrado numa dose de 10-20

mcg/dia como terapia de reposicao hormonal apdés a menopausa, de 20-50 mcg/dia
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na forma de anticoncepcional oral combinado, e de 1-3 mg/dia para o cancer de
mama (RANG; DALE; RITTER, 2004).

O etinilestradiol € quimicamente conhecido por (17a)-19-Norpregna-1,3,5(10)-
trien-20-ino-3,17-diol, apresenta formula molecular CooH240. € peso molecular igual
a 296,40 g.mol ™. A faixa de fusdo é de 180°C a 186°C, porém o farmaco apresenta
uma forma polimorfa com faixa de fusdo de 142°C a 146°C (USP 32). Sua estrutura

quimica é mostrada na Figura 44.

HO

Figura 44 - Estrutura quimica do etinilestradiol.

A matéria-prima apresenta-se como um pdé cristalino, branco ou levemente
amarelado e inodoro, sendo praticamente insoltvel em agua (4,8 a 11,3 mg.L" a
27°C) (NAGPAL; MEAYS, 2009), mas soluvel em acetona, cloroférmio, dioxana,
etanol, éter etilico e em solugdes alcalinas diluidas (MERCK INDEX, 2006).

A absorcado do etinilestradiol pelo trato gastrointestinal é rapida e geralmente
completa (GOODMAN; GILMAN, 2010); entretanto, ap6s a sua absor¢gdo ndo sao
rapidamente metabolizados pelo figado. A substituicdo do grupamento etinil na
posicdo 17 da cadeia carbbnica inibe o metabolismo da primeira circulagdo
(GOODMAN; GILMAN, 2010). Os estrogénios sdao também, em sua maioria,
rapidamente absorvidos pela pele e pelas mucosas (RANG; DALE; RITTER, 2004).
A meia-vida biologica do etinilestradiol € de aproximadamente 33 * 13 horas
(NAGPAL; MEAYS, 2009).
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6.4 Dispersoes Sdlidas

O numero de ingredientes farmacéuticos candidatos a novos farmacos que
apresenta baixa solubilidade em agua tem crescido ao longo dos ultimos anos e esta
se tornando um problema persistente e cada vez mais prevalente no
desenvolvimento farmacotécnico (VAN DEN MOOTER, 2011; BAIRD; TAYLOR,
2012). Diante disso, as novas e avancadas estratégias de formulacao tem sido alvo
de interesse da industria farmacéutica a fim de melhorar a taxa de dissolugéao e/ou a
solubilidade aparente de farmacos fracamente soluveis (YU et al, 2011; BAIRD;
TAYLOR, 2012).

Em 1995, Amidon e colaboradores elaboraram o Sistema de Classificagao
Biofarmacéutica (BCS) para classificar os farmacos baseados nas suas
propriedades de solubilidade em meio aquoso e permeabilidade intestinal. Baseado
nestas caracteristicas, as substancias farmacéuticas foram divididas em quatro
classes distintas, conforme relacionado na Tabela 16 (AMIDON et al, 1995).

Tabela 16 - Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica (BCS)

Classe Solubilidade Permeabilidade
| — Anfifilico Alta Alta
Il — Lipofilico Baixa Alta
[l - Hidrofilico Alta Baixa
IV - Hidrofébico Baixa Baixa

Fonte: AMIDON, et al (1995).

No sistema de classificacdo biofarmacéutica a solubilidade é uma funcao da
dose e do volume do fluido gastrintestinal disponivel. Um farmaco é considerado de
baixa solubilidade quando a sua dose posolégica mais alta ndo pode ser dissolvida
em 250 mL de meio aquoso na faixa de pH de 1,0 a 7,0 (VAN DEN MOOTER, 2011).
A permeabilidade, no entanto, € baseada na fragdo percentual absorvida conhecida
das substancias. Uma substancia € considerada de alta permeabilidade quando a
fracao absorvida é maior que 90% (FERREIRA, 2011).

Embora existam varias abordagens disponiveis para melhorar a solubilidade

de farmacos pouco soluveis em agua melhorando com isso a sua biodisponibilidade
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oral, tais como a formacao de sal, a reducao de tamanho de particula, a obtengéo de
um pré-farmaco e a complexagao, o desenvolvimento de dispersdes sélidas amorfas
tem sido uma estratégia atraente e promissora para a industria farmacéutica (VAN
DEN MOOTER, 2011; BAIRD; TAYLOR, 2012; GHASTE et al, 2012).

As dispersdes sblidas sdo caracterizadas pela mistura de um ou mais
componentes farmacologicamente ativos (geralmente um farmaco hidrofébico), em
um carreador fisiologicamente compativel (geralmente uma matriz hidrofilica) com a
finalidade de alterar as propriedades do estado sélido, aumentar a taxa de
dissolug¢do, promover a liberacdo sustentada, melhorar o coeficiente de solubilidade
e a estabilidade dos farmacos, podendo promover também, dependendo do tipo de
carreador, um sistema de liberacdo modificada (SHARMA; JAIN, 2011; NAIR;
GONEN; HOAG, 2002; SETHIA; SQUILLANTE, 2004).

Esta definicao inclui os diferentes tipos de dispersdes soélidas, tais como
sistemas eutéticos, precipitagdes de fa&rmacos amorfos em uma matriz cristalina,
precipitacdes de farmacos amorfos em uma matriz amorfa, solugdes soélidas (o
farmaco é dissolvido em uma matriz cristalina no estado s6lido) e solucdes vitreas
(o farmaco é dissolvido em uma matriz amorfa) (VAN DEN MOOTER, 2011). As
solugdes vitreas de compostos pouco soluveis em agua utilizando matrizes amorfas
constituem um sistema de fase em que todas as moléculas do farmaco encontram-
se intimamente misturadas com as moléculas da matriz carreadora selecionada, o
que promove uma situacdo favoravel no que diz respeito as propriedades de
dissolugao (VAN DEN MOOTER, 2011).

A liberacado do farmaco em uma dispersao solida pode ser significativamente
melhorada em comparagao com a dissolugdo da droga no seu estado puro, cristalino
ou amorfo. O uso das dispersdes solidas favorece a formulagdo do medicamento
porque, quando a mesma é exposta ao meio aquoso, a matriz hidrofilica se dissolve
e libera o farmaco como finas particulas coloidais produzindo maior taxa de
dissolugdo e consequentemente aumentando a biodisponibilidade oral (GUASTE et
al, 2012).

Varios métodos de preparacao de dispersdes solidas tém sido relatados na
literatura. Todos os métodos lidam com o desafio de misturar uma matriz e um
farmaco, de preferéncia em nivel molecular, enquanto matriz e farmaco séo

geralmente pouco misciveis.
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Os primeiros trabalhos sobre desenvolvimento de dispersbées soélidas foram
publicados em 1961 e utilizavam o método de fusdo no preparo dos materiais. No
processo de fusdo, o carreador é aquecido a uma temperatura ligeiramente superior
a de seu ponto de fusdo e o farmaco é incorporado ao carreador (VAN DEN
MOOTER, 2011; VASCONCELOS; SARMENTO; COSTA, 2007). O resfriamento da
mistura pode ser processado de diferentes maneiras, devendo ocorrer sob agitacao
constante de forma a permitir a obtencdo final de uma mistura homogénea do
farmaco com o carreador.

O processo de obtencao é relativamente rapido e simples, no entanto, podem
ser apontadas algumas desvantagens decorrentes do processo, tais como
sublimacdo do farmaco, transformagdo polimérfica e/ou degradagdo térmica de
farmacos termossensiveis. A utilizacdo de temperaturas elevadas e o fato de varios
farmacos serem sucetiveis a degradacao decorrente do processo de fusdo fazem
com que a utilizacdo do desse método seja limitada. Uma adaptacdo comum
consiste em suspender o farmaco e o carreador em um veiculo previamente fundido,
em vez de usar tanto farmaco como a matriz no estado fundido, reduzindo com isso
a temperatura do processo (VASCONCELOS; SARMENTO; COSTA, 2007).

Outro método bastante utilizado no preparo de dispersdes sélidas é a
preparacao por evaporacao do solvente. Nesse método, o carreador e o farmaco séao
dissolvidos em um solvente geralmente organico, e 0 mesmo € evaporado a uma
temperatura fixa e a pressao reduzida (VAN DEN MOOTER, 2011; VASCONCELOS;
SARMENTO; COSTA, 2007). Com a remogéao do solvente ocorre a supersaturagao
do meio seguido de precipitacdo simultdnea dos constituintes. Contudo, ha
possibilidade de formagédo de solvatos. Neste método, a decomposicao térmica de
farmacos ou carreadores pode ser evitada, uma vez que a evaporagao de solvente
organico ocorre em temperaturas mais baixas (VASCONCELOS; SARMENTO;
COSTA, 2007). A dificuldade desse método esta em encontrar um solvente que
dissolva tanto o farmaco como o carreador (VAN DEN MOOTER, 2011).

Diferentes autores realizaram estudos abrangendo o desenvolvimento e
estudo de estabilidade de dispersdes sélidas. Diferentes métodos de preparo e
técnicas analiticas como DSC, PXRD, FT-IR e SEM foram empregados para avaliar
as possiveis alteracées que ocorrem quando na exposicao das dispersoes solidas a

condi¢Oes forgadas de temperatura e umidade. Ensaios de solubilidade e dissolugao
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também foram desenvolvidos (ZHANG et al, 2011; DAHLBERG, 2010; SINHA et al,
2010).

Levando em consideracdao todos os aspectos apresentados, preparar uma
dispersao solida com farmaco é altamente relevante, uma vez que ha significativa
melhora na solubilidade e na taxa de dissolugéo de farmacos lipossoluveis, como € o
caso do etinilestradiol. Aumentando-se a dissolu¢ao do farmaco, melhora-se também
a absorgao e eficacia, além de diminuir a concentracdo necessaria do farmaco nas

formulag6es farmacéuticas.

6.5 Parte Experimental

6.5.1 Materiais e Equipamentos

Os materiais necessarios para a realizagao do projeto de pesquisa proposto
encontram-se disponiveis no Laboratério de Analise e Caracterizagdo de Farmacos
(LACFar) e Laboratério de Cristalografia, ambos pertencentes ao Instituto de
Quimica da Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL-MG) e no Laboratério
Thomson de Espectrometria de Massas e Laboratério de Quimiometria em Quimica
Analitica, ambos pertencentes ao Instituto de Quimica da Universidade Estadual de
Campinas - SP (IQ-UNICAMP).

A amostra de etinilestradiol (EE) foi cedida pelo Laboratério Eurofarma
(fabricante Zhejiang-China).

Celulose microcristalina, amido pré-gelatinizado, polivinilpirrolidona K25 (PVP)
e lactose anidra foram os excipientes grau farmacéutico selecionados para o estudo.
Foram utilizados também os solventes etanol, acetona, cloroférmio e diclorometano
(JTBaker — USA) todos de grau analitico e em conformidade com as agéncias
regulatorias.

Para realizacado dos experimentos foram utilizados um agitador vortex MA162
(Marconi) e uma balanga analitica AY220 (Shimadzu). As curvas DSC foram obtidas
em um equipamento modelo DSC-7020 EXSTAR (SII NanoTechnology Inc.) e as
curvas TG/DTG foram obtidas em uma termobalanca TG/DTA-7300 EXSTAR (SlI
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NanoTechnology Inc.). Os difratogramas foram obtidos em difratdmetro de raios X
Ultima IV — Rigaku; os espectros de absorcado na regiao do infravermelho médio com
Transformada de Fourier (FT-IR) foram realizados em espectrémetro eletrdnico IR
Prestige-21 (Shimadzu); as fotomicrografrias foram obtidas empregando microscépio
eletrénico de varredura JEOL® mod. JSM-6340F.

6.5.2 Métodos

6.5.2.1 Caracterizagao do Etinilestradiol

O farmaco etinilestradiol foi caracterizado empregando cinco técnicas
distintas: DSC, TG, PXRD, FT-IR e SEM.

a) Calorimetria Exploratoéria Diferencial

Para obtengéo das curvas DSC, uma amostra do farmaco (aproximadamente
3,3 mg) foi cuidadosamente pesada, acondicionada em cadinho de aluminio aberto e
aquecida no intervalo de temperatura de 25 a 350°C a uma razdo de aquecimento
de 10 °C.min"'" sob atmosfera dinamica de nitrogénio (50 mL.min™). A célula de
DSC foi previamente limpa e calibrada com indio metalico (pureza de 99,99%;
temperatura de fusdo igual a 156,4°C; entalpia de fusdo igual a 28,7 J.g”'). As curvas
obtidas receberam tratamento utilizando o software EXSTAR visando caracterizar os

eventos térmicos caracteristicos das amostras.
b) Termogravimetria

Na caracterizacao térmica, as curvas TG/DTG foram obtidas utilizando
aproximadamente 10mg de amostra acondicionada em cadinho de aluminio e
aquecida de 30 a 600°C sob atmosfera dinamica de nitrogénio (50 mL.min™") e razdo
de aquecimento de 10 °C.min'. A calibragio do sistema de Anélise

Termogravimétrica foi realizada usando padrdo de oxalato de calcio monoidratado
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(ASTM 1582-93). As curvas obtidas foram tratadas empregando software EXSTAR,

a fim de identificar a etapa de decomposicao térmica da amostra.
c) Difratometria de raios X

Ensaios de difratometria de raios X por pds foram realizados utilizando um
difratdmetro modelo Ultima IV - Rigaku com fonte de Cu Ka (A=1,5406 A) e utilizando
silicio policristalino como padrdo. As medigdes foram realizadas no modo step scan
de 5% a 55 %26 utilizando voltagem de 40 Kv, corrente de 30 mA, passo 0,02° e 0,5
segundo/passo.

d) Espectroscopia na regiao do Infravermelho

O espectro de absorgédo do etinilestradiol na regido do infravermelho médio
com transformada de Fourier foi registrado no intervalo de 4000 a 400 cm™, com
resolugcdo de 8 cm™, utilizando pastilhas preparadas em prensa hidraulica com 100
mg de brometo de potassio e contendo 1% do conteudo da amostra. Os dados

foram tratados com o software Shimadzu IRSolution 1.30.
e) Microscopia Eletrénica de Varredura

A morfologia do farmaco foi analisada usando microscépio eletronico de
varredura JEOL mod. JSM-6340F. As amostras foram fixadas em um suporte
metalico (stub) com auxilio de uma fita dupla-face de cobre e submetidas a
metalizagdo com ouro sob vacuo, a fim de torna-las eletricamente condutivas. A
visualizagdo foi realizada no aumento de 10.000 vezes, com uma voltagem de
excitacao de 10 kV.

6.5.2.2 Desenvolvimento de Dispersées Solidas de Etinilestradiol

Para o desenvolvimento de dispersdes sélidas de etinilestradiol foram
testados quatro diferentes excipientes e quatro solventes.
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Solugdes homogéneas individuais contendo o farmaco etinilestradiol e cada
um dos solventes escolhidos, etanol, acetona, cloroférmio e diclorometano foram
preparadas. Cada uma das solugdes resultantes foi entdo misturada com cada
solucdo de excipiente (amido, celulose microcristalina, lactose anidra e PVP),
utilizando a proporgédo 1:4 (m/m) farmaco-excipiente, obtendo-se no final dos
ensaios, 16 materiais (4x4). Os materiais foram submetidos a secagem em estufa a
50°C, por 12 horas. Cada material obtido foi tamizado em tamiz #80 mesh a fim de
padronizar o tamanho de particula obtida e eliminar qualquer influéncia relacionada
ao tamanho de particula.

Foram preparadas também misturas fisicas (EE-excipiente controle) contendo
apenas o farmaco e cada um dos excipientes na propor¢do 1:4 (m/m), as quais
foram homogeneizadas em frascos de polipropileno durante 1 minuto em vortex
utilizando duas esferas de acgo inoxidavel.

Para avaliacdo da influéncia do solvente sobre as transi¢ées polimorficas do
EE, o farmaco foi solubilizado em quantidade suficiente dos solventes testados e a
solugdo resultante foi submetida a secagem em estufa a 50°C, por 12 horas (EE-

solvente controle).

6.5.2.3 Caracterizacao e estudo de estabilidade das dispersées solidas de
Etinilestradiol-PVP

A partir do estudo de desenvolvimento de dispersdes sdlidas de etinilestradiol
verificou-se a eficiéncia da combinacdo EE/PVP no desenvolvimento de disperséao
soOlida amorfa. Portanto, tal dispersédo foi entdo selecionada e estudada com maior
profundidade em relagédo a caracterizagéo e estabilidade.

Dessa forma, as dispersdes solidas de EE em PVP foram preparadas na
proporcao 1:4 (m/m). Da mesma forma como obtido na etapa anterior, as dispersdes
sOlidas foram obtidas pelo método de evaporacdo do solvente. Os solventes
selecionados foram apenas o etanol e a acetona. E importante ressaltar que
cloroférmio e diclorometano, solventes bastantes utilizados no preparo de dispersdes
sélidas pelo método do solvente, pertencem a classe Il segundo a classificagdo do

ICH, sendo classificados como solventes tdxicos. Dessa forma, devem ser utilizados
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com cautela no preparo das dispersdes sélidas, reduzindo sua presenca para
concentracdes residuais apos a secagem da dispersao sélida, devendo ser inferior
aos limites de deteccao estabelecidos (ICH, 2009).

Para avaliar a influéncia do carreador, uma mistura fisica de EE com PVP na
mesma propor¢ao utilizada na obtencéo das dispersdes soélidas foi preparada.

As dispersoes sélidas obtidas foram caracterizadas empregando as técnicas
de DSC, TG, PXRD e FT-IR. Os procedimentos e condi¢des utilizadas na realizagao
desses ensaios sao 0s mesmos descritos no item 6.5.2.1 referente a caracterizagao
do farmaco etinilestradiol.

Para os ensaios de estabilidade as dispersdes sélidas foram analisadas
imediatamente apds o preparo. As mesmas amostras foram expostas a trés
condicoes de estresse com diferentes combinacées de temperatura e umidade
relativa:

v' 75% UR e 40°C: Condigao criada pelo armazenamento de um recipiente
hermético contendo uma quantidade apropriada de solugcdo saturada de
cloreto de s6dio em uma estufa monitorada a 40°C.

v' 90% UR e 25°C: Condicao criada pelo armazenamento de um recipiente
hermético contendo uma quantidade apropriada solugdo saturada de
nitrato de potassio em uma sala com temperatura controlada de 25°C.

v 0% UR e 25°C: Condicdo criada pela utilizacdo de um dessecador
armazenado em uma sala com temperatura controlada de 25°C.

As amostras foram expostas a essas condi¢cdes por diferentes periodos de
tempo antes de serem submetidos a analise. A amostragem para analise foi feita nos
seguintes tempos: Tempo inicial (logo apo6s o preparo), apds 15 dias, apos 30 dias e
apos 90 dias de exposicao as condi¢des descritas.

6.6 Resultados e Discussao

6.6.1Caracterizacéo do Etinilestradiol

As Figuras 45 a 47 ilustram as curvas TG/DTG e DSC do etinilestradiol.
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Figura 45 - Curvas DSC e TG do etinilestradiol.

Na curva DSC (FIGURA 45) sdo observados trés eventos bem definidos: um
evento endotérmico em 103,6°C (Tonset = 97,3°C € AHpsz0 = 22,8 J.g™") que pode ser
atribuido a desidratagdo do farmaco, um pico endotérmico correspondente a fusédo
em 184,1°C (Tonset = 181,9°C e AHiusao = 88,6 J.g") conforme observagao visual em
aparelho convencional de ponto fusdo e indicacdo na farmacopeia americana
(USP32). O terceiro evento atribuido a decomposicdo do farmaco em atmosfera
inerte se inicia ap6s a temperatura de 206°C. Pode-se verificar pela analise da curva
de TG que na faixa de temperatura de 115 a 206°C, que compreende o evento de
fusado do farmaco, ndo ha evento referente a perda de massa.

A curva DSC evidenciou outro evento endotérmico (Tpico = 143,2°C; Tonset =
140,3°C; AH = 1,07 J.g™"), numa faixa de temperatura em que as curvas TG/DTG nao
evidenciaram perda de massa (FIGURA 46). Esse evento esta associado fusdo de

diferente espécie polimorfa que se encontra em pequena quantidade na amostra.
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Figura 46 - Ampliagao da curva DSC do etinilestradiol na regido entre 50°C e 190°C a fim de
demonstrar o segundo evento térmico ocorrido em 143,2°C.

A partir da avaliacdo das curvas TG/DTG pode-se observar que o EE
apresentou trés eventos de perda de massa. O primeiro evento atribuido a liberacao
de agua apresentou variacdo de massa de 0,8% e ocorreu entre 92 e 115°C. O
farmaco apresentou estabilidade térmica até 206°C temperatura na qual se inicia a
segunda perda de massa que ocorre entre 206 e 526°C e é decorrente da
decomposicao térmica em duas etapas distintas. A primeira etapa ocorreu entre
206,5 e 409,3°C (DTGpico = 352,7°C) com perda de massa de aproximadamente
72,2%. A segunda etapa ocorreu entre 409,3 e 525,7°C (DTGpico = 463,5°C) com
perda de massa de 24,5%, conforme apresentado na Figura 47.

O difratograma de raios X do EE obtido pelo método por pé apresentou picos
difratométricos de maior intensidade em 11; 13,18; 13,94; 15,76; 16,86; 17,24,
18,34; 19,66; 21,42 e 22,5 920, caracteristicos da cristalinidade da mistura de duas
diferentes formas polimorficas do farmaco, conforme apresentado na Figura 48. Por
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meio da comparacgao dos difratogramas com uma base de dados pode-se verificar a

presenca da forma polimérfica hemihidrato na amostra utilizada.
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Figura 47 - Curvas TG/DTG do etinilestradiol.
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Figura 48 - Difratograma de raios X do Etinilestradiol.
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Encontra-se descrito na literatura que o EE pode se apresentar sob diferentes
formas pseudo polimoérficas. Guguta e colaboradores (2008), apds extensivos
experimentos de cristalizacdo apresentaram quatro estruturas cristalinas de solvatos
do EE, contendo dioxano, nitrometano, etanol e dimetilformamida. Da mesma forma,
as estruturas cristalinas do hemihidrato, metanolato e solvato de acetonitrila foram
determinadas.

As moléculas do farmaco podem facilmente formar pontes de hidrogénio com
as moléculas de solvente e entre as proprias moléculas de EE, formando com isso,
solvatos estaveis. O farmaco EE possui a flexibilidade de formacao de padrdes
distintamente diferentes de ligagbes de hidrogénio, por isso, permite a formagao de
uma série de pseudo polimorfos (GUGUTA et al, 2007).

A micrografia eletrénica obtida para o etinilestradiol com uma ampliagédo de
10.000x, esta apresentada na Figura 49. A analise morfolégica do farmaco
demonstrou cristais irregulares na forma de flocos agregados conforme descrito na
Farmacopeia Americana (USP 32). E possivel diferenciar também alguns cristais

com formato prismético decorrente da mistura de formas polimérficas do EE.

Figura 49 - Fotomicrografias de SEM do etinilestradiol obtida no aumento de 10.000x.

Para complementar a caracterizacdo do etinilestradiol obteve-se o espectro
de infravermelho o qual se encontra apresentado na Figura 50. Podem-se observar

diversas bandas caracteristicas atribuidas ao farmaco. Uma banda alargada na
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regido de 3.436 a 3.227 cm™ atribuida a deformacéo axial de hidroxila (O-H) em
ligacdo de hidrogénio intermolecular; bandas de forte intensidade em 2.970, 2.935 e
2.866 cm™ atribuidas a estiramento assimétrico CHs, estiramento assimétrico CH, e
estiramento simétrico CHy, respectivamente. Podem ser observadas também quatro
bandas de média intensidade em 1.616, 1.581, 1.500 e 1.469 cm™' todas atribuidas a
ligagdo C=C de anel aromatico e uma banda em 1.253 cm™ atribuida & deformacéo
axial de ligagéo C-O de grupamento fendlico.
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Figura 50 - Espectro de infravermelho obtido para o etinilestradiol

6.6.2 Desenvolvimento de dispersdes sélidas de Etinilestradiol

6.6.2.1 Ensaios Controle: avaliacdo da interacdo EE-Solvente

O efeito dos solventes sobre a mudanca polimérfica do EE foi verificado em

um ensaio onde o farmaco foi solubilizado nos solventes e as solugdes foram secas
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em estufa a 50°C, por 12 horas e consequente analise por DSC e PXRD. Os

resultados encontrados estdo apresentados nas Figuras 51 e 52.
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Figura 51 - Curvas DSC para as amostras dos ensaios EE-Solvente

Verificou-se que para as solugdes do farmaco com etanol e acetona houve a
formacdo de uma segunda forma polimérfica a qual apresenta ponto de fuséo
préximo a 147°C e sofre recristalizacdo quando aquecida (FIGURA 51). A forma
recristalizada corresponde a mesma forma polimoérfica inicialmente utilizada,
apresentando, portanto, evento térmico de fusdo em temperatura préximo a 185°C.
Esses resultados foram confirmados por PXRD conforme mostrado na Figura 52. Na
analise dos difratogramas é possivel observar alteragcdo no padrdo difratométrico
decorrente da transi¢ao polimérfica do farmaco, quando no uso dos solventes etanol
e acetona.

Para os solventes diclorometano e cloroférmio, as curvas DSC néo
apresentaram alteracdo em relacdo ao evento de fusdo do EE, evidenciando que
estes ndo contribuem para a alteragdo polimorfica de farmaco.
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Figura 52 - Difratogramas das amostras dos ensaios EE-Solvente.

6.6.2.2 Ensaios Controle: avaliacdo da interacao EE-Excipiente

A contribuicdo do excipiente para a estabilidade polimérfica de EE foi avaliada
preparando-se misturas fisicas contendo cada um dos excipientes e o farmaco EE
na propor¢ao 1:4 (m/m) definida para o estudo, porém com auséncia de solventes,
totalizando 4 misturas, as quais foram analisadas por DSC e PXRD.

Nas curvas DSC dos excipientes isolados, nenhum evento térmico perto do
pico de fusdo do EE foi evidenciado conforme pode ser observado na Figura 53,
mostrando que o evento é especifico para o farmaco e pode ser utilizado em
avaliagOes de interagdes entre os componentes das misturas.

Na andlise das curvas DSC das misturas fisicas pode-se observar que

somente na curva de EE+PVP, o pico endotérmico referente ao evento de fusao do
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EE diminuiu consideravelmente, evidenciando que pode existir uma interacéao

quimica (decomposicao do farmaco) ou fisica (solubilizacdo do farmaco) entre esses

componentes.
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Figura 53 - Curvas DSC das substancias puras e misturas fisicas farmaco-excipiente. (AMD = Amido
pré-gelatinizado, CLM = Celulose microcristalina, LAC = Lactose anidra, PVP = Polivinilpirrolidona).
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Os valores de entalpia e temperatura inicial de fusdo para o EE e para cada

uma das quatro misturas binarias encontram-se descritos na Tabela 17.

Tabela 17 - Dados térmicos obtidos por DSC para o evento de fusdo do EE
para o farmaco isolado e para as diferentes misturas fisicas

Amostra Tonset (°C)  AHfusso (J-97")
Etinilestradiol 181,9 88,6
EE + Amido 180,7 16,2
EE + Celulose microcristalina 180,9 15,1
EE + Lactose anidra 180,7 12,5
EE + PVP 168,1 8,65

Verifica-se nos dados apresentados na Tabela 17 que apenas a mistura fisica
do farmaco com o PVP apresentou reducéo consideravel na entalpia de fusdo além
de alteracdo na temperatura inicial de fusdo maior que 10°C. Para as demais
misturas a entalpia encontra-se préximo ao valor esperado de 17,7 J.g™,
correspondente a um quinto do valor encontrado para o farmaco isolado, uma vez a
proporcao do farmaco na mistura é de 1:4 (m/m).

O PVP é um polimero amorfo com temperatura de transicao vitrea entre
110°C e 180°C (BLEY; FUSSNEGGER; BODMEIER, 2010). A reducao no valor de
entalpia do evento de fusdo do farmaco na mistura contendo PVP podera ser
atribuida a sua solubilizagao parcial no excipiente quando este atinge a temperatura
de transicao vitrea e passa ao estado elastico.

O evento endotérmico que ainda permaneceu visivel (AHwsso = 8,65 J.g")
corresponde a alguma quantidade do farmaco que ndo foi solubilizada pelo
excipiente quando este passou para o estado elastico, permanecendo no estado
cristalino.

O padrao de PXRD do EE que indica a cristalinidade do farmaco nao se

alterou em nenhuma das misturas fisicas farmaco-excipiente (FIGURA 54).
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Figura 54 - Difratogramas das substancias puras e misturas fisicas farmaco-excipiente. (AMD =
Amido pré-gelatinizado, CLM = Celulose microcristalina, LAC = Lactose anidra, PVP =
Polivinilpirrolidona).

6.6.2.3 Avaliagdo dos materiais EE-Excipiente-Solvente

Na caracterizagcdo térmica dos materiais obtidos foram monitoradas as
modificagdes relacionadas a fusdo do EE e ao aparecimento de algum evento
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térmico ndo previsto para a substancia, de forma a avaliar a eficiéncia dos
excipientes e solventes sobre a transicao polimérfica do EE e desenvolvimento das
dispersdes solidas amorfas para este farmaco.

Para a maioria dos materiais analisados, as curvas DSC exibiram semelhanga
em relagdo ao evento de fusdo caracteristicos do farmaco, evidenciando que o
processo nao foi eficiente para a obtencao da dispersao sélida amorfa.

No entanto, os valores de entalpia mostraram-se bastante reduzidos conforme
relacionado na Tabela 18, o que pode ser decorrente da amorfizacdo parcial do
farmaco nesses materiais.

Tabela 18 - Dados térmicos obtidos por DSC para o evento de fusdo do EE nos materiais preparados
no estudo

AMOSTRA Tonset (°C)  Tpico (°C) Entalpia (J.g")
Etanol 181,9 183,6 0,71
Acetona 181,5 183,5 1,76
EE+AMD Cloroférmio 176,9 182,1 7.88
Diclorometano 179,9 183,7 10,0
Etanol n.d. n.d. n.d.
Acetona n.d. n.d. n.d.
EE+CLM Cloroférmio 179,9 183,2 10,5
Diclorometano 180,7 183.,8 3,93
Etanol n.d n.d n.d
Acetona 181,4 183,9 8,16
EE+LAC Cloroférmio 179,3 182,4 4,18
Diclorometano 179,1 182,8 15,6
Etanol n.d. n.d. n.d.
Acetona n.d. n.d. n.d.
EE+PVP Cloroférmio n.d. n.d. n.d.
Diclorometano n.d. n.d. n.d.

n.d. ndo detectado.

Todas as amostras preparadas foram também caracterizadas por PXRD. Os
resultados obtidos confirmaram a possibilidade de utilizagdo da combinagao
estratégica de excipientes e solventes para a obtencdo de dispersbes sdlidas
amorfas de EE.
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Combinagcdo EE + Amido

O material resultante da mistura de EE/Amido/Etanol apresentou evento de
fusdo em torno de 147°C, caracteristico de uma segunda forma polimoérfica do EE.
Na andlise por raios X, esse material apresentou picos de difracdo diferentes dos

picos apresentados pelo EE, confirmando a transicdo polimérfica do farmaco
(Figuras 55 e 56).
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Figura 55 - Curvas DSC do EE e ds materiais contendo amido.

Os picos de difracdo intensos do EE, por exemplo, 15,76; 18,34, 19,66 °26,
estavam presentes quando na analise por difratometria de raios X nos materiais

envolvendo a combinagdo de EE/Amido/acetona, EE/Amido/cloroférmio,
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EE/Amido/diclorometano. Estes materiais contendo amido também nao
apresentaram mudancas em relacdo ao ponto de fusdo do EE.
Desta forma, a utilizacdo da combinacdo EE/amido/solvente nao foi eficaz

para o desenvolvimento de uma dispersao solida amorfa de EE.
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Figura 56 - Difratogramas do EE, amido e dos materiais contendo amido.

Combinacdo EE + Celulose Microcristalina

As curvas DSC e PXRD dos materiais contendo celulose microcristalina estao
apresentadas na Figura 57 e 58.

Os materiais resultantes da mistura EE/celulose microcristalina/cloroférmio e
EE/Celulose microcristalina/diclorometano ndo apresentaram mudangas em relacao
ao ponto de fusdo do EE e os padrées de PXRD dos respectivos materiais foram
semelhantes ao padrao exibido pelo EE e misturas fisicas destes componentes.
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Para o material resultante da mistura EE/Celulose microcristalina/Acetona
houve total desaparecimento do evento de fusdo do farmaco, porém na analise por

PXRD, o mesmo material apresentou picos difratométricos caracteristicos do EE.
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Figura 57 - Curvas DSC dos materiais contendo celulose microcristalina.

No entanto, no padrdo de PXRD do material EE/Celulose
microcristalina/etanol nenhum pico de difracdo detectavel foi observado,
evidenciando a amorfizacdo do farmaco. Dessa forma, a utilizacdo deste excipiente

combinado ao etanol foi eficiente para o desenvolvimento da dispersdo soélida
amorfa de EE.
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Figura 58 - Difratogramas do EE, celulose microcristalina e dos materiais contendo celulose

microcristalina.

Combinagdo EE + Lactose Anidra

Os resultados obtidos pelas andlises de DSC e PXRD para os materiais
contendo lactose anidra estdo apresentadas na Figura 59 e 60.

O material resultante da mistura EE/Lactose/etanol apresentou evento de
fusdo em torno de 147°C, caracteristico de uma segunda forma polimoérfica do EE.
Na andlise por raios X, esse material apresentou picos de difracdo diferentes dos
picos apresentados pelo EE, confirmando a transi¢cao polimoérfica do farmaco.
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Figura 59 - Curvas DSC do EE e dos materiais contendo lactose anidra.

O material resultante da mistura EE/Lactose/acetona ndo apresentou
mudanga em relagdo ao evento térmico de fusdo do EE e o padrdo de PXRD foi
semelhante ao padrao exibido pelo EE e misturas fisicas destes componentes,
apresentando os picos de difragdo intensos do EE, dentre eles, 13,94; 16,86;

18,34 °26.
Por outro lado, os materiais combinando EE/Lactose/cloroformio e

EE/Lactose/diclorometano ndo apresentaram mudangas em relacao ao ponto de

fusdo do API e os padrées de PXRD apresentaram picos de difragdo diferentes dos

picos apresentados pelo EE.
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Dessa forma, pode-se afirmar que a utlizacdo da combinagéao

EE/Lactose/solvente nao foi eficaz para o desenvolvimento de uma dispersao sélida

amorfa de EE.
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Figura 60 - Difratogramas do EE, lactose anidra e dos materiais contendo lactose anidra.

Combinagédo EE + PVP

Para os materiais resultantes da mistura EE/PVP 1:4 (m/m) foi observado o
desaparecimento do evento de fusdo do farmaco, independente do solvente utilizado
(FIGURA 61).
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Figura 61 - Curvas DSC d EE e dos materiais contendo PVP.

Além disso, nenhum pico de difracao detectavel foi observado para esses
materiais confirmando que a mistura foi eficiente para a amorfizacdo do farmaco e o
desenvolvimento da disperséo sélida amorfa de EE (FIGURA 62).

O caréater amorfo € comum a maioria dos excipientes polimeéricos utilizados na
industria farmacéutica, dentre eles o amido pré-gelatinizado, a celulose
microcristalina e o PVP, selecionados para este estudo.

A presenca de pequenas quantidades de material amorfo pode favorecer a
interagcdo entre os componentes de uma formulagcdo e, portanto, influenciar na
estabilidade fisica e quimica do produto final (KARABAS; ORKOULA;
KONTOYANNIS, 2007). A interacdo intermolecular entre o EE e PVP possivelmente
retarda ou inibe a recristalizagdo do farmaco, favorecendo a amorfizagéao deste.
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Figura 62 - Difratogramas do EE, PVP e dos materiais contendo PVP.

Diversos estudos tém mostrado que polimeros como o PVP, utilizados no
preparo de dispersdes soélidas, pode inibir a cristalizagdo de farmacos, resultando na
forma amorfa do farmaco (YU et al, 2011; ZHANG et al, 2011; ZHANG et al, 2008).
O mecanismo de inibicdo da cristalizacdo do farmaco pelo PVP é devido a
interagdes especificas, especialmente ligagdes de hidrogénio entre o farmaco e o
excipiente. A extensdo da inibicdo depende da proporgcdo farmaco-excipiente na
mistura, com propor¢ées mais elevadas resultando em maior inibicdo da
cristalizacao (YU et al, 2011).
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6.6.3 Caracterizacao e estudo de estabilidade de dispersdes solidas de
Etinilestradiol e PVP

As dispersdes solidas de etinilestradiol e PVP preparadas com o uso dos
solventes etanol e acetona foram obtidas pelo método do solvente e caracterizadas
conforme descrito no item 6.5.2.3. O PVP é um pd fino higroscopico branco a
esbranquicado, inodoro ou quase sem odor. Pode ser usado para melhorar as
caracteristicas de solubilidade aquosa ou de dissolugcédo de farmacos pouco soluveis,
através da formagédo de dispersdes sélidas com os mesmos. O PVP nao possui
ponto de fusdo nem ponto de ebuligdo, apresenta uma temperatura de transicao
vitrea entre 110 e 180°C e é soluvel em acidos, cloroférmio, etanol, cetonas, metanol
e agua.

O perfil térmico das amostras EE, PVP, mistura fisica 1:4 (m/m) e dispersdes
s6lidas EE/PVP/Etanol e EE/PVP/Acetona estao apresentados nas Figuras 63 e 64.
A curva DSC do farmaco foi discutida anteriormente no item 6.6.1. A andlise
calorimétrica do PVP permite constatar que este ndo possuiu uma estrutura
cristalina, dado nao apresentar nenhum pico endotérmico de fusdo. O pico bastante
largo que se observa entre 30 e 100°C em todas as curvas DSC das amostras
contendo PVP, corresponde a remogao da umidade do excipiente.

Na analise da curva DSC da mistura fisica verifica-se uma diminuicao
significativa na entalpia de fusdo do EE para 8,65 J.g"', bem menor do que os 17,7
J.g"" esperados (massa de farmaco na mistura € um quinto da massa total), o que
pode ser explicado pela solubilizagdo do farmaco no excipiente quando este passa
para o estado elastico apds a temperatura de transigéo vitrea.

As curvas DSC das dispersdes soélidas também ndo apresentaram nenhum
evento endotérmico, caracterizando a amorfizagcao do farmaco e formagéo de uma
estrutura amorfa entre o EE e o PVP.

Conforme descrito anteriormente, a curva TG do EE apresentou trés estagios
de perda de massa, referentes a desidratacdo em 103°C e a decomposicao a partir
de 206°C e que ocorre em duas etapas distintas. A curva TG do excipiente PVP
apresentou duas etapas de perda de massa, correspondentes a desidratacdo e
decomposicao da amostra. As curvas TG das dispersdes soélidas e da mistura fisica

correspondem a simples sobreposi¢ao das curvas do EE e do PVP.
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Figura 64 - Curvas TG do farmaco, excipiente, mistura fisica e dispersdes soélidas.
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Na analise por raios X, o EE apresentou picos difratométricos intensos em 11;
13,18; 13,94; 15,76; 16,86; 17,24; 18,34; 19,66; 21,42 e 22,5 °26. O excipiente PVP
por apresentar carater amorfo, nao exibiu picos difratométricos detectaveis no
padréo de raios X. Os mesmos picos caracteristicos do EE foram observados na
analise da mistura fisica. Porém, nas dispersbes solidas os picos difratométricos
referentes a cristalinidade do farmaco ndo foram observados, confirmando a
eficiéncia do processo na amorfizacdo do EE e no desenvolvimento das dispersdes
soOlidas amorfas. Os difratogramas do EE, PVP, mistura fisica e dispersdes sélidas
podem ser observados na Figura 65
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Figura 65 - Difratogramas do EE, PVP, mistura fisica e dispersdes sélidas.

Os espectros de infravermelho obtidos no estudo estdo apresentados na
Figura 66. As bandas de absorcao caracteristicas do PVP podem ser observadas em
3.431,42 e 1.653.98 cm” e correspondem a vibragdo de hidroxila (—~OH) e

grupamento carbonila (C=0) do anel pirrolil.
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No espectro da mistura fisica farmaco-excipiente, as bandas caracteristicas
de ambos EE e PVP estédo evidentes e o espectro pode ser considerado como uma
sobreposicao dos espectros de cada componente.

Nos resultados de infravermelho das dispersdes soélidas obtidas, podem-se
observar diversas bandas caracteristicas atribuidas ao farmaco. No entanto, os
espectros mostraram-se inconclusivos quanto a diferenciacdo de bandas de
absorcdo correspondente a ligacbes de hidrogénio intermolecular e outras

interagdes farmaco e excipiente proveniente da formacao da dispersao solida.
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Figura 66 - Espectros de FT-IR do EE, PVP, Mistura fisica e dispersdes sélidas.

Ap6s a obtencao das dispersdes solidas e caracterizacdo das mesmas, as
amostras foram submetidas a trés diferentes condicoes de estresse conforme
descrito anteriormente no item 6.5.2.3.

As dispersdes solidas EE/PVP/Etanol e EE/PVP/Acetona nao apresentaram
qualquer evidéncia de instabilidade apos 15, 30 e 90 dias de armazenamento sob
condigbes determinadas. Avaliando-se as curvas DSC das amostras armazenadas
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durante 90 dias sob as condi¢cbes forcadas, verifica-se que ndo houve qualquer
mudanca no perfil térmico das mesmas (FIGURA 67).

Na andlise dos difratogramas das mesmas amostras verifica-se que o carater
amorfo dos materiais obtidos manteve-se estavel mesmo apés o armazenamento
sob as condi¢des determinadas de temperatura e umidade (FIGURA 68).

Nos resultados de infravermelho, ndo se verificou qualquer alteragdao no
espectro em relacdo aos resultados obtidos no inicio do estudo, confirmando a
estabilidade das dispersdes sélidas obtidas (FIGURA 69).
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Figura 67 - Curvas DSC para as DS preparadas com o solvente Etanol (A) e Acetona (B) apés
armazenamento sob condigdes forgadas durante 90 dias.
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Figura 68 - Difratogramas para as DS preparadas com o solvente Etanol (A) e Acetona (B) apds
armazenamento sob condicdes forcadas durante 90 dias.
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Figura 69 - Espectros de infravermelho obtidos para as DS preparadas com o solvente Etanol (A) e
Acetona (B) ap6s armazenamento sob condi¢des forgadas durante 90 dias.

6.7 Conclusoes

O presente estudo dedicou-se ao desenvolvimento de uma disperséo sdlida
contendo o principio ativo EE a fim de prevenir problemas referentes a dissolugdo do
farmaco no organismo, como ocorreu em 2009 com o medicamento Nociclin
(etinilestradiol e levonorgestrel). Nesta ocasiao, mais de 160 milhdes de cartelas de
um medicamento anticoncepcional contendo levonorgestrel e etinilestradiol foram
recolhidas por determinacéo da ANVISA, devido a falhas em ensaios de dissolu¢do
(ANVISA, 2009), portanto, formulagcdes que possam garantir a estabilidade
polimérfica do farmaco sao importantes para a garantia da qualidade farmacéutica.

Em uma tentativa de melhorar as propriedades de estado sélido do farmaco
EE, uma dispersdo sodlida com o excipiente PVP foi desenvolvida e suas
propriedades fisicas e estabilidade foram avaliadas.

As técnicas de analise térmica e técnicas complementares foram empregadas
com sucesso na caracterizagdo das dispersdes sélidas e no acompanhamento dos
estudos de estabilidade.

Com base nos resultados, pode-se concluir que as caracteristicas dos
excipientes e dos solventes avaliados podem afetar a estabilidade polimérfica do
farmaco na formulacao, portanto, a selecao correta destes é importante para garantir

formulacdes polimorficamente estaveis. A tecnologia empregada neste estudo na
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obtencdo da dispersdao soélida foi eficiente para a obtencdo de dispersdao sélida
amorfa de EE. As dispersfes sélidas mantiveram-se estaveis durante o periodo de
armazenamento sob as condigdes de estresse. Tais condigdes nao foram eficientes
na recristalizagdo do EE. A andlise térmica combinada a técnica de difragéo de raios
X mostrou-se como uma ferramenta poderosa para os estudos de pré-formulagéo,
auxiliando na caracterizacdo das possiveis transicbes polimérficas e no

desenvolvimento das dispersdes soélidas estaveis.
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