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RESUMO

Primeiramente, os farmacos risperidona e ziprasidona foram caracterizados fisico-
quimicamente pelas técnicas Calorimetria Diferencial Exploratéria (DSC),
Termogravimetria (TG), Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de
Fourier (FT-IR), Difratometria de Raios X (PXRD), Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV) e Espectroscopia Raman (somente para ziprasidona). Em seguida,
os farmacos foram submetidos a estudos de estabilidade na presenca de
excipientes, de acordo com as normas da ICH (International Conference
Harmonization), que apresentam diretrizes internacionais para esses estudos, as
quais sao adotadas no Brasil pela ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria). Neste trabalho foram analisados os dois farmacos, 0s excipientes e as
misturas binarias (proporcao 1:1 (m/m) constituida pelo farmaco com cada excipiente
imediatamente depois do preparo. Estas amostras foram novamente analisadas
apos serem armazenadas em camara de estabilidade a 40°C+1°C e 75%+5% de
umidade relativa (UR) por 3 meses e 6 meses. Os resultados obtidos para as
amostras incubadas foram comparados com 0s das amostras iniciais. A risperidona
foi caracterizada como forma polimorfica C pela PXRD. Na DSC apresentou evento
endotérmico de fusao na faixa 170,5°C a 175,3°C e uma entalpia de fusdo de AH¢=
101,91 J g*. Sua degradacdo térmica ocorreu a partir de 230,3°C, portanto foi
termicamente estavel na faixa de temperatura empregada no DSC (30°C a 200°C).
Nos estudos de estabilidade da risperidona empregaram-se as técnicas de DSC,
TG, FT-IR associada ao método quimiométrico denominado Analise de Componente
Principal (PCA) e ainda a Cromatografia Liquida (LC). Os resultados mostraram que
a risperidona foi compativel com amido e laurilsulfato de sodio, enquanto apresentou
interacdo quimica com lactose anidra, celulose microcristalina e estearato de
magnésio. A ziprasidona foi caracterizada por PXRD e FT-IR como a forma
polimorfica F. Apesar de ser cristalino, ndo foi possivel realizar os estudos de
compatibilidade com DSC, pois o farmaco ndo apresentou uma temperatura de
fusdo definida na qual fosse termicamente estavel. As técnicas LC e FT-IR
associada a PCA foram utilizadas para os estudos de estabilidade da ziprasidona.
De acordo com os resultados, estearato de magnésio e PVP foram incompativeis,
enquanto amido, celulose microcristalina, manitol e talco foram compativeis.

Palavras chave: Compatibilidade. Risperidona. Ziprasidona. DSC. TG. LC.



ABSTRACT

Stability studies of formulation containing the drugs risperidone or ziprasidone were
done. These drugs were characterized through their physical and chemical
characteristics by Differential Scanning Calorimetry (DSC), Thermogravimetry (TG),
Spectroscopy Fourier Transform Infrared (FT-IR), X-ray Diffraction (PXRD), Scanning
Electron Microscopy and Raman Spectroscopy (employed only for ziprasidone).
Then, the drugs were submitted to stability studies using excipients, what is also
called drug-excipient compatibility studies, according to the ICH standards
(International Conference Harmonization), which provides international guidelines for
its studies, adopted by ANVISA (National Agency for Sanitary Vigilance) in Brazil.
Binary mixtures of each drug with excipient in a proportion of 1:1(w/w) immediately
preparation and after stored instability chamber at 40°Cx+1°C and 75%z% 5% of
relative moisture. The samples were analyzed again after 3 and 6 months of
incubation and the results compared with the initials. The techniques used for the
risperidone study were DSC, TG, FT-IR associated with chemometric method
Principal Component Analysis (PCA) and Liquid Chromatography (LC). For
ziprasidone were used LC and FT-IR associated with PCA. Risperidone was
characterized as a polymorphic form C by the PXRD. The DSC showed a melting
endothermic event at the range of 170.5°C to 175.3°C and a melting enthalpy of AHf
= 101.91 J g*. Risperidone thermal degradation occurred on 230.3°C thus it was
thermally stable at the range temperature employed in DSC analysis (30° to 200°C).
The stability studies showed that risperidone was compatible with starch and sodium
lauryl sulfate, whilst it showed chemical interaction with magnesium stearate,
anhydrous lactose and microcrystalline cellulose. Ziprasidone was characterized by
PXRD and FT-IR as the polymorphic form F. In despite of being crystalline it wasn’t
possible to perform compatibility studies with DSC because this drug didn’t show a
defined melting temperature in range it is thermally stable. The results of stability

studies revealed an incompatibility with PVP and magnesium stearate.

Key words: Compatibility. Risperidone. Ziprasidone. DSC. TG. LC
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, o comércio mundial de produtos farmacéuticos apresentou
um crescimento que atraiu a atencdo de autoridades reguladoras e da industria
farmacéutica de diversos paises. Isso porque ha uma preocupacao relacionada aos
aspectos cientificos e técnicos do registro de medicamentos, para que atendam aos
parametros de seguranca, eficacia e qualidade de acordo com as exigéncias de
cada pais. Nesse sentido, um aspecto importante a ser estudado € a estabilidade
das formulacbes farmacéuticas, ou seja, a extensdo em que um medicamento é
capaz de conservar, ao longo do tempo, as mesmas propriedades e caracteristicas
apresentadas na ocasidao em que foi fabricado. Por isso uma das exigéncias
fundamentais para a aprovacdo de uma nova formulacéo € a realizacdo de estudos
de estabilidade para o produto proposto. Este estudo avalia a estabilidade intrinseca
do farmaco tanto no estado soélido como em solucao, e sua estabilidade na presenca
de outros componentes da formulagdo. A realizagcdo de testes de estabilidade
durante o desenvolvimento de uma nova formulacdo tem como o objetivo fornecer
evidéncias de como a qualidade dessa formulacdo varia com o tempo sob a
influéncia de uma variedade de fatores ambientais como temperatura, umidade e
luz. Isso € importante para estabelecer, adequadamente, as condicbes de
armazenamento, tipo de embalagem e prazo de validade; além de fornecer
informacdes sobre as possiveis interacdes entre o farmaco e outros componentes da
formulacdo. Um estudo de estabilidade mal conduzido pode levar a problemas na
formulacdo que comprometam a seguranca, eficacia e qualidade desejadas.

Em 2011, os antipsicéticos foram a quinta classe de medicamentos mais
vendida no mundo, atingindo um total de vendas de 28,4 bilhdes de dolares. Desse
total, 14,7 bilhdes séo referentes aos cinco primeiros mais vendidos (aripiprazol,
guetiapina, olanzapina, ziprasidona, risperidona), todos pertencentes a classe dos
antipsicéticos atipicos. Essa classe de farmacos é recente no mercado e apresenta
grandes vantagens em relacdo aos antipsicoticos classicos, por apresentarem
melhor resposta clinica com menos efeitos colaterais. Assim, as pesquisas
relacionadas aos antipsicoticos atipicos tem se intensificado no sentido de
desenvolver novos farmacos da mesma classe, sendo necessario 0

desenvolvimento de técnicas para avaliar a estabilidade quimica desse grupo de
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farmacos. Além disso, a expiracdo de patentes dos medicamentos que ja estdo no
mercado, abre caminho para o desenvolvimento de genéricos e similares, que
necessitam dos mesmos estudos de estabilidade para serem desenvolvidos.

Neste trabalho foram abordados os farmacos risperidona e ziprasidona, como
representantes do grupo de antipsicoticos atipicos. Os estudos foram conduzidos de
acordo com as normas da ICH (Internatinal Conference Harmonization), que
apresentam diretrizes internacionais para esses estudos, as quais sao adotadas no
Brasil, pela agéncia reguladora nacional, a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia

Sanitaria).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A seguir sera apresentada uma revisao bibliogréafica a respeito do tema

abordado neste trabalho.

2.1 ANTIPSICOTICOS ATIPICOS

O primeiro medicamento utilizado para tratamento de doencas psicoéticas data
de 1950, com a sintese da clorpromazina.(Jibson; Tandon, 1998; Brunton, 2011)
Desde entdo, uma variedade de outros farmacos vém sendo desenvolvidos para a
terapia de doencas psicéticas como esquizofrenia, transtorno esquizoafetivo,
transtornos de humor com manifestacdes psicoticas (depressdo ou mania) e outros
transtornos psicoticos relacionados.(Brunton, 2011) Pessoas com esse tipo de
doenca mental apresentam um senso distorcido ou inexistente da realidade e
apresentam sintomas como alucinacfes, delirios, discurso desorganizado e
comportamento agitado.(Jibson; Tandon, 1998; Brunton, 2011) Esses sintomas,
chamados de “sintomas positivos”, sdo encontrados individualmente, ou raramente
juntos, em todos os transtornos psicoticos e, normalmente, S80 responsivos a
farmacoterapia.(Jibson; Tandon, 1998; Brunton, 2011) A esquizofrenia, no entanto,
também é caracterizada pelos chamados “sintomas negativos” (alogia — pobreza do
conteudo do pensamento e da fala; avoliacdo — auséncia ou diminuicdo de iniciativa;
apatia) e por um déficit cognitivo, sintomas que demonstram uma resposta limitada
ao tratamento antipsicético classico.(Jibson; Tandon, 1998; Brunton, 2011)

A primeira geracdo de antipsicéticos, também conhecida como antipsicéticos
tipicos ou classicos, tem como mecanismo de acdo um intenso bloqueio dos
receptores dopaminérgicos do tipo D2.(Jibson; Tandon, 1998; Brunton, 2011) Eles
sdo efetivos na reducdo dos sintomas relacionados aos disturbios psicoticos,
sobretudo dos sintomas positivos, e apresentam grande importancia clinica.(Jibson;
Tandon, 1998; Brunton, 2011) No entanto, em muitos casos, sua eficacia € limitada,
principalmente em relacdo aos sintomas negativos da doenca, além disso, alguns
pacientes sdo naturalmente resistentes ao tratamento.(Jibson; Tandon, 1998;
Brunton, 2011) A adesdo ao tratamento é prejudicada pelos fortes efeitos adversos
gue esses medicamentos produzem, como disforia (mal estar psiquico

acompanhado por sentimentos depressivos, tristeza, melancolia e pessimismo),
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discinesia (movimentos involuntarios do corpo), prejuizos na aprendizagem e
processamento de informacdes, além de aumentar a agressividade, hostilidade e as
chances de suicidio.(Jibson; Tandon, 1998; Carpenter; Koenig, 2008; Brunton, 2011)
O termo “neurolépticos” também €& usado para se referir a essa classe de
medicamentos devido a um efeito colateral caracteristico chamado ‘“efeito
extrapiramidal”, que é caracterizado por tremores semelhantes aos provocados pela
doenca de Parkinson.(Jibson; Tandon, 1998)

Tantas limitacdes ao tratamento levaram a busca de novos farmacos com
mecanismos de acgdo alternativos e maior eficacia terapéutica. Avangos no
tratamento foram alcancados a partir de 1989 com a aprovacéo da clozapina para
uso clinico nos Estados Unidos, que deu inicio a uma nova geracdo de
antipsicoticos, os chamados antipsicoticos atipicos.(Kapur; Remington, 2001;
Stimmel; Gutierrez; Lee, 2002; Brunton, 2011) Os medicamentos dessa classe sdo
potentes antagonistas dos receptores de serotonina 5-HT2 e blogueiam os
receptores D2 com menor poténcia do que 0s antigos agentes antipsicoticos tipicos.
Esses mecanismos de acdo resultam em um perfil clinico “atipico” de eficacia
antipsicética, caracterizado por uma maior eficacia contra os sintomas negativos e
reducgédo significativa dos efeitos colaterais como os efeitos extrapiramidais e outros
disturbios de movimento, o que leva a uma maior adesdo ao tratamento.(Jibson;
Tandon, 1998; Carpenter; Koenig, 2008; Brunton, 2011)

A segquir, serdo apresentadas informacfes referentes aos dois farmacos

avaliados neste trabalho.

2.1.1 Risperidona

A risperidona foi o0 segundo antipsicético atipico lancado no mercado
farmacéutico. Sua aprovacdo, em 1994, foi importante para consolidar o uso de
antipsicoticos atipicos no tratamento de rotina. I1sso porque a clozapina, o farmaco
pioneiro da classe, tem seu uso limitado pelo risco de causar agranulocitose, o que
exige continua monitorizacao terapéutica por meio de hemograma.(Jibson; Tandon,
1998)

Como é caracteristico dos atipicos, a risperidona apresenta atividade
antagonista para os receptores de serotonina (5-HT2), de dopamina (D2), além de

inibir receptores de histamina (H1). E considerado “quantitativamente atipico”, pelo
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fato de que, em doses mais altas, pode provocar efeitos extrapiramidais,
caracteristicos dos antipsicoticos classicos; no entanto em doses menores que 6 mg
por dia, esses efeitos sdo limitados.(Brunton, 2011) Clinicamente é utilizada no
tratamento de psicoses como esquizofrenia, mania aguda e transtorno bipolar. Pode
ser administrada por via oral ou injecdo intramuscular.(Janssen Pharmaceutica;
Janssen Research Foundation, 1994; Sweetman, 2009; Brunton, 2011)

Quimicamente, a risperidona € caracterizada por um po branco, praticamente
insolivel em agua e soluvel em diclorometano e metanol. Apresenta valores de pKb;
= 824 e pKb, = 3,11 e ponto de fusdo entre 169°C e 173°C.(Janssen
Pharmaceutica; Janssen Research Foundation, 1994) A Figura 1 exibe a estrutura
quimica deste farmaco. (Janssen Pharmaceutica; Janssen Research Foundation,
1994)

7]
O/N

Figura 1 Estrutura quimica da risperidona

Fonte: (Janssen Pharmaceutica; Janssen Research Foundation, 1994)

No mercado, o medicamento de referéncia para a risperidona é o Risperdal,
do laboratétio Jassen Pharmeceutica. Porém, devido a expiracdo da sua patente em
dezembro de 2007, atualmente existem diferentes marcas, de diferentes
laboratorios, que comercializam medicamentos com este principio ativo.

A literatura relata a aplicacdo da técnica de LC associada aos detectores de
ultravioleta (UV) e espectrometria de massa (MS) para identificacdo e quantificacao
de risperidona em amostras de matéria prima, comprimidos e amostras
bioldgicas;(Karabas; Orkoula; Kontoyannis, 2007; Baldania et al., 2008; Huang et al.,
2008) além disso, foi feita caracterizacdo de polimorfos da risperidona por IR,
Raman e XRPD USP 32.(United States Pharmacopeial Convention, 2008) No
entanto, ndo ha publicagcbes a respeito de estudos de compatibilidade entre a

risperidona e excipientes farmacéuticos.
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2.1.2 Ziprasidona

Mais recentemente, o foco das pesquisas tem mudado no sentido de
caracterizar as diferencas clinicas importantes entre cada integrante dessa classe
terapéutica.(Stimmel; Gutierrez; Lee, 2002) Com isso, novos antipsicoticos atipicos
foram desenvolvidos, como olanzapina e quetiapina, além da ziprasidona, que
tornou-se 0 quinto antipsicotico atipico a ser aprovado para o tratamento da
esquizofrenia e transtorno esquizoafetivo nos Estados Unidos.(Jibson; Tandon,
1998; Stimmel; Gutierrez; Lee, 2002; Carpenter; Koenig, 2008)

A ziprasidona € um antagonista dos receptores dopaminérgicos do tipo D2,
porém sua acdo € substancialmente maior nos receptores de serotonina do tipo
5HT2A e interage ainda com outros receptores serotoninérgicos (5HT2C, 5HT1D e
5HT1A) com afinidade igual ou maior a sua afinidade pelo receptor D2.(Sweetman,
2009; Pfizer Canada, 2010) Este farmaco se diferencia dos outros antipsicéticos
atipicos por apresentar atividade agonista dos receptores serotoninérgicos 5SHT1A e
inibir a recaptagdo de serotonina e noradrenalina, que lhe confere ainda efeitos
ansioliticos e antidepressivos.(Kapur; Remington, 2001; Stimmel; Gutierrez; Lee,
2002)

Ensaios clinicos estabeleceram a eficacia da ziprasidona no tratamento tanto
dos sintomas positivos quanto dos negativos da esquizofrenia; da exacerbacao
aguda de sintomas da esquizofrenia e do transtorno esquizoafetivo; na prevencao da
recidiva com uso a longo prazo; no tratamento da mania aguda em pacientes com
transtorno bipolar do tipo 1. Um importante efeito adverso relacionado ao uso desse
medicamento é a hiperprolactinemia transitéria, um aumento na producdo do
horménio prolactina, que ocorre no periodo inicial do tratamento. No entanto, a
ziprasidona, ao contrario da maioria das drogas antipsicéticas atipicas, nao esta
associada a ganho de peso, hiperlipidemia, ou niveis elevados de glicose no
plasma.(Kapur; Remington, 2001; Stimmel; Gutierrez; Lee, 2002)

As vias de administragdo da ziprasidona s&o oral — na forma de cloridrato
monohidratado — e parenteral — na forma de mesilato. As doses, no entanto,
sao expressas em termos da base, de forma que 11,3 mg de cloridrato de
ziprasidona ou 13,6 mg de mesilato de ziprasidona sao equivalentes a cerca de 10

mg de ziprasidona base.(Sweetman, 2009)
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Quimicamente, a ziprasidona é caracterizada como um pd branco
ligeiramente rosa, com pK, de 6,68; pouco solivel em dimetilsulféxido e metanol;
muito pouco solivel em agua; praticamente insolivel em acetona, clorometano,
hexano, isopropanol, &cido cloridrico 0,01 moL.L™ e hidréxido de sédio 0,1 moL.L™.
Seu ponto de fusdo ndo € bem definido, uma vez que, simultaneamente a fusao,
ocorre degradagcdo da molécula a uma temperatura de 318°C.(Pfizer Canada, 2010)
Sua molécula apresenta uma forte tendéncia a cristalizacdo devido a formacédo de
ligacdes de hidrogénio intramoleculares (entre atomos da mesma molécula) e as
interacdes intermoleculares, o que explica sua baixa solubilidade em &gua.(Hong;
Shah; McGonagle, 2011) Sua férmula molecular é C,;H21CIN,OS.HCI.H,O e sua

estrutura € apresentada na Figura 2.(Pfizer Canada, 2010)

Cl N

Figura 2 Férmula estrutural da ziprasidona
Fonte: (Pfizer Canada, 2010)

No mercado, o medicamento de referéncia, cujo principio ativo é a
ziprasidona é o Zeldox®, que foi desenvolvido pelo Laboratério Pfizer, atual detentor
da patente do farmaco.(Pfizer Canada, 2010) No Brasil, esse medicamento é
comercializado com o nome Geodon® (também fabricado pela Pfizer), registrado
desde 2008, e esta na lista de medicamentos sujeitos a controle especial.(Brasil,
2002)

Uma pesquisa realizada na base de dados Web of Knowledge®" usando a
palavra-chave “ziprasidona” mostra que a técnica de LC associada aos detectores
de UV (Spencer et al., 2005; Singh et al., 2007; Marghade; Musmade; Moorkoth,
2012; Skibinski, 2012; Raj et al.,, 2013) e MS(Al-Dirbashi et al., 2006; Aravagiri;
Marder; Pollock, 2007; Zhang; Terry; Bartlett, 2007; Lei et al., 2010; Nikolic et al.,
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2012; Skibinski, 2012) € a mais utilizada para a identificacdo e quantificacdo de
ziprasidona em matéria prima, (Singh et al., 2007; Nikolic et al., 2012; Zakowiecki;
Cal, 2012) formulacdo de capsulas (Singh et al., 2007; Nikolic et al., 2012;
Zakowiecki; Cal, 2012; Raj et al., 2013) e amostras biologicas.(Spencer et al., 2005;
Al-Dirbashi et al., 2006; Aravagiri; Marder; Pollock, 2007; Zhang; Terry; Bartlett,
2007; Lei et al., 2010; Marghade; Musmade; Moorkoth, 2012) Além disso, outros
meétodos desenvolvidos para determinacdo do farmaco em formulagdes empregam
as técnicas de espectrofluorimetria, eletroforese capilar e espectroscopia UV. No
entanto, ndo foram encontradas publicacdes que relatam estudos de compatibilidade

farmaco-excipiente para a ziprasidona.

2.2 Estudos de estabilidade e compatibilidade de formula¢gdes farmacéuticas

Uma formulacéo farmacéutica € definida como a combinacdo de um farmaco
(principio ativo), ou mais de um, com excipientes farmacéuticos. Esses excipientes,
também conhecido como adjuvantes, sdo substancias sem atividade farmacoloégica,
gue possuem a funcéo de auxiliar na obtencdo mais eficiente da forma farmacéutica
(produto final — cépsula, comprimido, xarope) desejada, agindo como diluentes,
estabilizantes, conservantes, corantes, flavorizantes, entre outras fungdes.(Allen;
Popovich; Ansel., 2011)

O termo estabilidade, aplicado a produto farmacéutico (ou medicamento),
refere-se a extensao em que esse produto retém, dentro dos limites especificados e
dentro do periodo de armazenagem e de uso, as mesmas propriedades e
caracteristicas que possuia na ocasidao em gque foi fabricado.(Allen; Popovich; Ansel.,
2011) Na pratica, o que se espera € que nao haja degradacdo do principio ativo,
nem qualquer outra alteracdo no produto final durante o tempo de prateleira que
venha modificar a acdo esperada. A estabilidade interfere diretamente na qualidade
do medicamento, a qual leva em conta sua eficacia e seguranca ao ser administrado
a um paciente. A eficacia, por sua vez, estd relacionada com a manutencdo da
dosagem do principio ativo na formulacdo, bem como da solubilidade e
biodisponibilidade do mesmo, para que este seja capaz de atingir niveis plasmaticos
suficientes para exercer sua funcdo farmacoldgica. Enquanto a seguranca esta
relacionada a nédo formacao de produtos de degradacéo potencialmente tdxicos ou a

alteracdes que possam aumentar a solubilidade e biodisponibilidade do farmaco de
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forma que venha atingir niveis téxicos no organismo. Para alcancar esses
parametros, é fundamental que sejam feitos estudos de estabilidade nas etapas de
pré-formulacdo, a fim de se determinar a formulacdo mais estavel para cada
principio ativo. Uma formulacdo estavel, portanto, é aquela capaz de superar todos
os fatores que comprometem a qualidade do medicamento. (Allen; Popovich; Ansel.,
2011; World Health Organization; WHO Collaborating Centre for International Drug
Monitoring, 2002; Center for Drug; Research; Research, 2003; Ahuja, 2005)

Nos ultimos anos, o comércio mundial de produtos farmacéuticos tem
aumentado significativamente, sendo comum a producdo de um medicamento em
um pais e sua comercializacdo em outro. Esse fato despertou uma preocupacgao
internacional com a qualidade dos medicamentos que estdo sendo produzido em
cada pais e levou ao surgimento de acdes no sentido de padronizar regulamentos
técnicos relacionados ao desenvolvimento e producdo mundial de produtos
farmacéuticos. (World Health Organization; WHO Collaborating Centre for
International Drug Monitoring, 2002) Nesse sentido, em 1990, foi criada a
“Conferéncia Internacional de Harmonizacdo dos Requisitos Técnicos para Registro
de Produtos Farmacéuticos para Uso Humano” mais conhecida como ICH
(International Conference on Harmonisation), cujo comité, formado por autoridades
reguladoras e representantes da industria farmacéutica da Europa, Japao e Estados
Unidos, se relne a cada 2 anos para discutir aspectos cientificos e técnicos de
registro de medicamentos com o objetivo de alcancar uma maior harmonizacao que
garanta o desenvolvimento e registro de medicamentos seguros, eficazes e de alta
qualidade.(International Conference on Harmonisation) Autoridades sanitarias de
diversos paises tém adotado as diretrizes da ICH como regulamentos e normas
estabelecidos por suas agéncias reguladoras. Essa medida € interessante para que
os produtos de cada pais tenham maior credibilidade no mercado farmacéutico
mundial. No Brasil, o 6rgdo responsavel por essa regulamentacdo € a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), que considera as diretrizes da ICH como
requisitos para o desenvolvimento e producdo de medicamentos no pais.(Brasil,
2005)

A estabilidade de formulacdes farmacéuticas € um dos itens discutidos pela
ICH, tendo em vista seu grau de importancia para a manutengdo da qualidade dos
medicamentos produzidos. Ela pode ser estudada sob cinco aspectos: quimico,

fisico, microbiologico, terapéutico e toxicoldgico.(Allen; Popovich; Ansel., 2011)
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Procedimentos para a realizagdo de testes de estabilidade durante o
desenvolvimento de uma formulagcdo, com o objetivo de fornecer evidéncias de
como a qualidade dessa formulacdo varia com o tempo sob a influéncia de fatores
ambientais, como temperatura, umidade e luz sédo discutidos nas diretrizes da ICH,
na categoria “Quality Guidelines” (Diretrizes de Qualidade). (International
Conference on Harmonisation; Center for Drug; Research; Research, 2003)

Ao se iniciar um projeto de desenvolvimento de um novo medicamento, é
necessario que seja feita a caracterizacdo adequada tanto do farmaco quanto dos
excipientes a serem utilizados na formulag&o.(Giron, 1998) Para isso, técnicas
analiticas apropriadas devem ser utilizadas para determinar suas propriedades
fisicas e quimicas. (Ahuja, 2005) Tita et al (2011) utilizaram as técnicas de analise
térmica [Calorimetria Diferencial Exploratoria (DSC) e Termogravimetria (TG)],
Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR) e
Difratometria de Raios X (PXRD) para caracterizar o farmaco cetoprofeno e
excipientes farmacéuticos antes de iniciar um estudo de pré-formulacdo. Rahman et
al (2010) utilizaram as técnicas de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), DSC,
FT-IR, XRPD e Espectroscopia no Infravermelho Proximo (NIR - do inglés Near
Infrared) para caracterizacdo do farmaco risperidona. Ayala et al (2010) utilizaram as
técnicas de FT-IR e Raman para caracterizacao de diferentes polimorfos do farmaco
olanzapina. Essa caracterizacdo é fundamental, pois as caracteristicas do farmaco
podem se alterar na presenca de determinados excipientes, o que pode
comprometer a qualidade da formulacao final. Essas possiveis alteracdes devem ser
avaliadas durante os testes de estabilidade.(Auton, 2005)

Dentro do estudo de estabilidade recomendado pelo ICH estdo inseridas
acOes como: andlise da estabilidade intrinseca do farmaco, ou seja, a estabilidade
frente a fatores ambientais (umidade, luz, pH e temperatura) relacionada
exclusivamente a sua estrutura quimica, independente da presenca de outras
substancias. E também a sua estabilidade na presenca de excipientes, submetida
aos mesmos fatores, o que caracteriza os estudos de compatibilidade farmaco-
excipiente. (Center for Drug; Research; Research, 2003; Allen; Popovich; Ansel.,
2011)

A estabilidade intrinseca é estudada a partir da submissdo do farmaco, tal
qual produzido, a reagbes de degradacdo forgada, também chamadas de “stress

testing”. Essas reagdes avaliam o comportamento do farmaco frente a variagdes
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bruscas de pH, ambiente oxidativo, presenca de radiacdo UV. Solucdes
concentradas de HCIl, NaOH e H,0, sédo utilizadas como meio de dissolucdo para o
farmaco e o mesmo também é exposto na forma de p6 a radiacédo UV. As condi¢des
de temperatura e tempo de exposicdo sdo variaveis de acordo com a estrutura de
cada farmaco. Apds essas exposi¢cdes, as amostras geralmente sdo analisadas por
LC (Cromatografia Liquida) a fim de analisar o grau de degradacéo do farmaco em
cada um dos ambientes ao qual foi submetido. Esses testes também séo
importantes para identificar os produtos de degradacao que podem ser formados a
partir do farmaco, bem como as condicbes ambientais que podem favorecer a
formacéo de tais produtos. (Center for Drug; Research; Research, 2003; El-Sherif et
al., 2004; Singh et al., 2007; Mehta; Shah; Singh, 2010; Allen; Popovich; Ansel.,
2011; Junwal et al., 2012; Lecoeur et al., 2012; Thomas et al., 2012)

Junwal et al (2012) fizeram a aplicacdo desses estudos para o farmaco
oseltamivir, um antiviral utilizado para tratamento de infec¢des pelo virus influenza.
Neste trabalho o farmaco foi submetido a condices de estresse por hidrélise acida,
basica e neutra; oxidacao; fotdlise e estresse térmico. Em seguida as amostras
foram analisadas por LC para a identificacdo dos produtos de degradacao formados.
Os resultados revelaram que houve degradacdo apenas nas amostras submetidas
as hidrélises acida e basica. Os produtos de degradacdo foram quimicamente
caracterizados por LC-MS (LC acoplada a Espectrometria de Massas) e LC-NMR
(LC acoplada a Ressonéancia Magnética Nuclear). A partir dos resultados, foi
possivel determinar as vias de degradacgéo as quais o farmaco é suscetivel e ainda
determinar a estrutura molecular dos produtos de degradacéo.

Os estudos de compatibilidade farmaco-excipiente avaliam a estabilidade do
farmaco na presenca do excipiente. Idealmente o0s excipientes deveriam ser
totalmente inertes ao farmaco, ou seja, sem qualquer tipo de interacdo entre eles.
No entanto, por se tratarem de compostos quimicos diversos em contato entre si,
algumas interacdes podem ocorrer entre os componentes de uma formulacdo, as
quais podem ser de duas naturezas: fisica ou quimica. Uma interacdo
fisica:(Bernardi et al., 2009; Kumar et al., 2009; Pani et al., 2012; Julio et al., 2013)
nem sempre esta relacionada a uma incompatibilidade, uma vez que néo leva a
degradacdo do farmaco. Interacdes desse tipo podem ser: indu¢cdo a mudanca de
forma polimérfica do farmaco (amorfizagéo, recristalizacdo, formacédo de co-cristal);

solubilizacdo do farmaco pelo excipiente; interacdo intermolecular entre os grupos
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funcionais dos componentes da formulacao (ligacédo de hidrogénio, por exemplo). As
interagbes quimicas(Liltorp et al., 2011; Tita et al.,, 2011; Julio et al.,, 2013)
constituem-se em incompatibilidade, uma vez que levam a degradacdo quimica do
farmaco, com formacéo de produtos de degradacédo que levam a perda da eficacia e
comprometimento da seguranca da formulagdo em questéo.

Para realizar um estudo de compatibilidade, geralmente s&o utilizadas
misturas binarias, contendo o farmaco e um excipiente, geralmente preparadas na
proporcdo 1:1 (m/m), que sdo armazenadas em camara de estabilidade, com
temperatura e umidade controladas. Amostras do farmaco isolado e dos excipientes
isolados, também sdo armazenadas sob as mesmas condi¢des e utilizadas como
controle. (Center for Drug; Research; Research, 2003; Bernardi et al., 2009; Kumar
et al., 2009; Allen; Popovich; Ansel., 2011; Liltorp et al., 2011; Tita et al., 2011; Pani
et al.,, 2012; Julio et al., 2013) Esses estudos podem ser em curto prazo
(estabilidade acelerada e intermediaria) ou em longo prazo (estabilidade
prolongada). As condi¢cbes de temperatura e umidade, bem como o tempo de
armazenamento variam de acordo com o objetivo do estudo. A Tabela 1 apresenta
as condicbes de armazenamento recomendadas pelo ICH para esses tipos de
estudo. (Center for Drug; Research; Research, 2003)

Tabela 1 Condicbes de estocagem e tempo de incubacdo exigidos pelo ICH para estudos de
estabilidade de farmacos.

Estudo Condicdes de estocagem Perlgdo minimo L
incubacéao
Longo prazo 25°C £ 2°C/60% UR* + 5% UR ou 12 meses
30°C + 2°C/65% UR + 5% UR
Intermediario 30°C £ 2°C/65% UR + 5% UR 6 meses
Acelerado 40°C + 2°C/75% UR + 5% UR 3 meses

*UR: Umidade relativa
Fonte: (Center for Drug; Research; Research, 2003)

No Brasil, para o registro de um novo medicamento, seja ele inovador (um
novo principio ativo ainda nao presente no mercado), similar ou genérico, a ANVISA
exige a apresentacao dos resultados desses estudos conforme orientado pelo ICH.
No entanto, muitos autores tém se utilizado de adaptacdes dessas condi¢cdes de
armazenamento, no intuito de obter resultados mais rapidos para uma triagem prévia
dos excipientes. Além disso, atualmente, novas técnicas analiticas, como as

analises térmicas, por exemplo, tém permitido a obtengcdo de resultados imediatos,
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que possibilitam uma pré-selecdo dos excipientes a serem submetidos as condi¢cées
de armazenamento do ICH.

Antes de serem submetidas a camara de estabilidade, as amostras devem ser
analisadas e caracterizadas fisico-quimicamente, por meio de diversas técnicas
analiticas, como por exemplo, DSC, TG, FT-IR, PRXD ,(Bernardi et al., 2009; Soares
et al., 2011)(Murakami et al., 2009; Yoshida et al., 2010; Paluch et al., 2011,
Yoshida et al., 2011; Ryu; Sohn, 2012; Zielinska-Pisklak; Pisklak; Wawer, 2012)
como ja foi descrito anteriormente. Apos determinado periodo de incubacéo, essas
mesmas amostras sdo novamente avaliadas, sob as mesmas condi¢des de analise,
para observar se houve alguma alteracdo no perfil fisico-quimico. (Center for Drug;
Research; Research, 2003)

Julio et al (2013) estudaram a compatibilidade do farmaco citrato de sildenafil
com 10 diferentes excipientes farmacéuticos utilizando as técnicas de analise
térmica (DSC e TG) e LC-UV. Neste estudo, amostras do farmaco isolado e de
misturas binarias 1:1 (m/m) do farmaco com cada excipiente foram analisadas assim
que preparadas e, em seguida, armazenadas em camara de estabilidade a 40°C e
75% de umidade relativa. Os resultados iniciais da analise térmica revelaram que o
farmaco interage com o0s excipientes estearato de magnésio, didxido de silicio
coloidal, croscarmelose, manitol, sucrose e lactose monoidratada. Ap6s um més de
incubacédo, as analise por LC-UV revelaram que concentra¢cdes do farmaco foram
menores do que o esperado em todas as amostras, exceto na mistura com estearato
de magnésio. Dessa forma, foi possivel concluir, ainda numa etapa inicial do estudo,
que o citrato de sildenafil é incompativel com os excipientes diéxido de silicio
coloidal, croscarmelose, manitol, sucrose e lactose monoidratada.

A compatibilidade da desloratadina com oito excipientes foi estudada por
Veronez et al (2013). Misturas binarias 1:1 (m/m) do farmaco com cada excipiente
foram preparadas e analisadas por DSC. Os resultados revelaram que a
desloratadina foi compativel com fosfato de calcio dibasico, amido e talco e
incompativel com celulose microcristalina, lactose anidra, estearato do magnésio e

acido estearico.

2.3 Técnicas analiticas empregadas nos estudos de estabilidade e compatibilidade
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Como mencionado no item anterior, para desenvolver uma nova formulagao
farmacéutica, € essencial conhecer bem as caracteristicas fisico-quimicas do
farmaco e dos excipientes que se pretende usar na formulacdo alvo; uma vez que
variacfes dessas propriedades podem refletir alteracbes na seguranca, eficacia e
qualidade do farmaco. (Bernardi et al., 2009; Allen; Popovich; Ansel., 2011; Soares
et al., 2011) Portanto, técnicas analiticas apropriadas devem ser empregadas com a
finalidade de obter informacfes sobre essas caracteristicas ainda no estagio inicial
do desenvolvimento. Essas mesmas técnicas devem ser utilizadas nos estudos de
compatibilidade, para verificar se o farmaco mantem suas caracteristicas ao longo
do estudo. Esses dados sdo Uteis para prever a estabilidade do produto final e
garantir que o farmaco mantenha suas propriedades iniciais durante todo o periodo
de prateleira, até chegar ao consumidor final. (World Health Organization; WHO
Collaborating Centre for International Drug Monitoring, 2002; Center for Drug;
Research; Research, 2003; Allen; Popovich; Ansel., 2011)

Dentre essas técnicas analiticas, por exemplo, a cromatografia pode ser
empregada para avaliar variacdo de dosagem do farmaco na mistura e também para
pesquisa de possiveis produtos de degradacdo.(Kumar et al., 2009; Liltorp et al.,
2011; Julio et al., 2013) A difracdo de raios X € comumente utilizada para avaliar
possiveis alteracbes na estrutura cristalina do farmaco.(Murakami et al., 2009;
Yoshida et al., 2010; Yoshida et al., 2011) As espectroscopias Raman (Ayala et al.,
2006; Cesur; Gokbel, 2008; Bernardi et al., 2009; Murakami et al., 2009; Ayala et al.,
2010; Tita et al., 2011) e infravermelho (Bernardi et al., 2009; Murakami et al., 2009;
Ayala et al., 2010; Tita et al., 2011) podem ser utilizadas para avaliar alteracdes nas
bandas de absorc¢éo caracteristicas da estrutura do farmaco, que podem indicar uma
possivel degradacdo dessa estrutura. As andlises térmicas (principalmente DSC e
TG) (Soares et al., 2011; Yoshida et al., 2011; Lavor et al., 2012; Julio et al., 2013)
podem ser empregadas para avaliar possiveis alteracfes na estabilidade térmica do
farmaco, alteracdes no ponto de fuséo, que podem estar relacionadas a alteracdes
polimérficas e presenca de produtos de degradacdo, e alteracdes no valor da
entalpia de fuséo, que pode estar relacionado com variacdo da dosagem do farmaco
na mistura devido a degradacédo.(Karabas; Orkoula; Kontoyannis, 2007; Singh et al.,
2007; Tita et al., 2011) (Giron, 1998)

Nos itens a seguir, serdo fornecidos mais detalhes sobre as técnicas

empregadas nos estudos de compatibilidade da risperidona e da ziprasidona.
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2.3.1 Anélise térmica

Aquecer uma amostra e observar 0 seu comportamento € uma maneira
simples de se estudar um material. Isso porque as propriedades termodinamicas
como capacidade calorifica, entalpia e entropia sdo caracteristicas individuais de
cada substancia. (Haines, 2002) Considerando esse fato, métodos de analise
térmica foram desenvolvidos para estudar o comportamento termodinamico de uma
amostra (Haines, 2002) cuja propriedade fisica € medida em funcdo da temperatura
ou do tempo, quando submetida a um programa controlado de temperatura.(Giron,
1998; Verma; Garg, 2005) Tais métodos sao utilizados como valiosa ferramenta na
analise de farmacos e medicamentos. (Giron, 1998)

A andlise de um sdlido puro em determinada forma cristalina (um farmaco ou
um excipiente, por exemplo) fornece curvas termoanaliticas caracteristicas, das
quais podem ser extraidas informacdes do tipo: temperatura de fusdo, entalpia de
mudanca de fase e temperatura de decomposicdo. (Brown, 2001) Em uma mistura
de solidos, como no caso de uma formulacdo farmacéutica, onde o farmaco esta
associado a um ou mais excipientes, ocorrem interagdes entre as substancias, as
quais podem promover modificacbes nas propriedades do farmaco que sao
reveladas por alteracdes nas curvas termoanaliticas. (Brown, 2001) O estudo dessas
interacbes é importante, pois elas sdo diretamente relacionadas a qualidade,
seguranca e eficicia do produto final.

A aplicagdo das técnicas de andlise térmica, nos estudos de pré-formulagéo é
um fato recente, porém vem ganhando espaco entre os pesquisadores. Destacam-
se, entre elas, a DSC e a TG, por serem técnicas que permitem a obtencdo de
informacdes prévias sobre a compatibilidade de maneira rapida, com baixo custo e
consumo minimo de amostra (em torno de 3-20 mg por andlise).(Tita et al., 2011,
Tita et al., 2013; Veronez et al., 2013)

A técnica de DSC registra a diferenca de energia cedida a uma amostra e a
um material de referéncia em funcdo da temperatura, quando estas sdo submetidas
a um programa controlado de temperatura. Por meio dessa técnica, é possivel
acompanhar os efeitos do calor associados com alteracdes fisicas e quimicas da
amostra como, por exemplo, transicbes de fase (fusdo, ebulicdo, sublimacéo,

congelamento, transicdes polimorficas); reacdes de desidratacdo, dissociacao,
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decomposicéo, oxirreducéo, as quais sao capazes de causar variagoes de calor. Em
geral, eventos de fusdo, desidratacdo, reacdes de reducdo sdo endotérmicas;
enquanto as cristalizactes, oxidacdes sdo exotérmicas e reacdes de decomposicdo
podem ser endo ou exotérmicas.

A amostra a ser analisada por DSC deve ser acondicionada em um cadinho
de 5 a 6 mm de didmetro, que pode ser feito de diferentes materiais (aluminio,
platina, cobre e aco inoxidavel) e de diferentes modelos (aberto, fechado,
hermético).(MOTHE; Azevedo, 2009) Como referéncia pode-se utilizar um material
inerte (como alumina, por exemplo) acondicionado em um cadinho idéntico ao
utilizado para a amostra, ou simplesmente o cadinho vazio.(Haines, 2002)

Existem dois tipos de equipamentos de DSC: DSC por compensacdo de
poténcia e DSC por fluxo de calor. Na compensacdo de poténcia, o cadinho
contendo a amostra e o cadinho de referéncia s&o acondicionados em fornos
separados. Ao serem submetidos a um programa controlado de temperatura, uma
poténcia elétrica é fornecida a cada forno a fim de manter a amostra e a referéncia a
mesma temperatura. Dessa forma, ao ocorrer um evento térmico na amostra, que
libere ou absorva calor, a poténcia do forno é alterada a fim de compensar a
alteracdo causada por esse evento. A diferenca entre as poténcias dos fornos,
atribuida a presenca da amostra em um dos cadinhos, é mensurada e registrada. (L.
Ford; Willson, 1999; Craig, 2007) Um esquema desse tipo de DSC esta

representado na Figura 3.
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Figura 3 Esquema de célula calorimétrica de um equipamento de DSC por compensacédo de poténcia.
Fonte: (L. Ford; Willson, 1999)

No DSC por fluxo de calor, tanto o cadinho contendo a amostra, quanto o
cadinho de referéncia sdo acondicionados no mesmo forno em contato com
sensores de temperatura individuais. O forno é submetido a um programa controlado

de temperatura, e 0s sensores registram a diferenca de temperatura entre a amostra
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e a referéncia. Essa diferenca € atribuida a diferenga no fluxo de calor, devido a
presenca da amostra em um dos cadinhos. Dessa forma, a ocorréncia de um evento
térmico na amostra que libere ou absorva calor, leva a uma alteracdo nessa
diferenca de fluxo, que € mensurada e registrada.(L. Ford; Willson, 1999; Craig,

2007) A Figura 4 apresenta um esquema de DSC por fluxo de calor.
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Figura 4 Esquema de célula calorimétrica de um equipamento de DSC por fluxo de calor
Fonte: (L. Ford; Willson, 1999)

Essas duas formas de DSC estdo presentes no mercado e apresentam
caracteristicas semelhantes em relacdo a sensibilidade e exatiddo. A escolha entre
um ou outro vai depender dos objetivos da analise a ser realizada. Os equipamentos
por fluxo de calor fornecem uma linha base mais estavel enquanto os de
compensacao de poténcia possibilitam a aplicacdo de fluxos de aguecimento ou
resfriamento maiores.(Craig, 2007) Nesta dissertacdo, todas as analise de DSC
foram realizadas em um DSC por fluxo de calor.

Em termos gerais, 0s resultados obtidos por DSC sao registrados em curvas
térmicas que apresentam uma linha base engquanto ndo ha diferenca de fluxo de
calor entre a amostra e a referéncia. No momento em que acontece um evento
térmico na amostra, ele é registrado na curva térmica na forma de pico. Dessa
forma, convenciona-se que eventos endotérmicos apresentam pico para baixo,
enguanto eventos exotérmicos apresentam picos para cima. Porém, dependendo da
configuracédo do equipamento, essa convencao pode aparecer invertida. Além disso,
a DSC fornece informacfes sobre mudancas na capacidade calorifica da amostra,

as chamada transicbes vitreas ou Tg, que se caracterizam por uma alteracdo da
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linha base da curva.(Brown, 2001; Haines, 2002) A Figura 5 apresenta um exemplo

desse tipo de curva térmica.
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Figura 5 Curva tipica obtida no DSC.
Fonte: (MOTHE; Azevedo, 2009)

Tita et al (2011) empregaram a técnica de DSC para estudo de
compatibilidade do farmaco anti-inflamatério cetoprofeno com nove excipientes
farmacéuticos. Dentre eles, sete apresentaram curvas térmicas correspondentes ao
somatério das curvas de cada componente isolado, mantendo o pico de fusédo do
cetoprofeno em torno de 90 °C. J& as curvas das misturas com PVP e estearato de
magneésio apresentaram alteracdes que indicam a ocorréncia de interacdes quimicas
entre o cetoprofeno e estes excipientes. Foi observado que, na mistura com PVP,
houve o desaparecimento do pico de fusdo caracteristico do cetoprofeno. Esse fato
foi atribuido a uma interacdo quimica entre as duas substéncias devido ao
aguecimento. Os autores sugeriram que o pico de fusdo do cetoprofeno foi
deslocado para uma temperatura menor ou foi sobreposto pelo pico de perda de
agua do excipiente. Uma segunda hipo6tese foi que a agua liberada pelo excipiente
causou a solubilizacdo do farmaco, justificando o desaparecimento do pico de fusao.
Na curva térmica da mistura com estearato de magnésio foi observado o
desaparecimento do pico de fusdo do cetoprofeno, uma alteragdo no sinal do
estearato e 0 aparecimento de um novo pico endotérmico (72°C) anterior a
temperatura de fusdo do farmaco (96,8°C). Esse novo pico foi atribuido a formacéo
de acido estearico proveniente da reacdo do estearato de magnésio com o farmaco,
0 qual apresenta uma temperatura de fusdo em torno de 71°C. Os autores destacam
ainda a importancia de interpretar os dados provenientes da analise térmica com
cautela, pois algumas reacOes observadas podem ter sido causadas pelo

aquecimento a altas temperaturas e nao necessariamente ocorreriam em
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7

temperatura ambiente. Por isso € importante a utilizacdo de técnicas analiticas
complementares para auxiliar na interpretagdo dos dados, conforme sera discutido
adiante.

Na TG, a variacdo de massa da amostra € determinada em funcdo da
temperatura ou do tempo, sob um programa controlado de temperatura. Pode-se
estudar a variagdo de massa a uma temperatura constante, ou sob aquecimento ou
resfriamento a uma razdo determinada, ou ainda utilizar uma combinacdo desses
meétodos. A variagdo de massa mais comumente observada é a perda de massa
devido & decomposicdo térmica da amostra; porém um ganho de massa pode
ocorrer quando a amostra reage com algum componente da atmosfera.(Brown,
2001; Haines, 2002)

As andlises TG sao realizadas por meio de termobalancas compostas por
uma balanca de alta sensibilidade, forno, suporte para amostra e referéncia,
sensores de temperatura, programador de temperatura do forno, sistema registrador
e controle de atmosfera do forno. O tipo de balanca utilizado na maioria dos
equipamentos € a “balanga de nulo”, que contém sensores luminosos para identificar
qualquer movimento dos termopares causado por uma alteracdo de massa da
amostra; e um motor de torque, que exerce uma forca contraria para retornar o
termopar a sua posicao. Essa forca exercida € proporcional a alteracdo de massa da
amostra.(Ford; Willson, 1999; Brown, 2001; Haines, 2002; Craig, 2007) Um esquema

representativo dessa balanca é mostrado na Figura 6.
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Figura 6 Esquema de uma termobalanca utilizada em equipamentos de analise termogravimétrica.
Fonte: (Gallagher, 1998)
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Essa técnica € util para estudar, por exemplo, a decomposi¢do térmica de
materiais organicos, inorganicos e bioldgicos; determinacdo de umidade; curvas de
adsorcdo e dessorcao; corrosdo de materiais em varias atmosferas; estudo da
cinética de reacdes. No caso de amostras de farmacos, o objetivo principal € avaliar
a estabilidade da molécula em temperaturas elevadas, por isso 0 método mais
utilizado € o aquecimento da amostra a uma razdo constante sob atmosfera inerte
(principalmente N). (Brown, 2001; Haines, 2002; lonashiro, 2004) Outra aplicacao
para TG em farmacos € a avaliacdo da presenca de agua na amostra, seja devido a
umidade absorvida do ambiente, ou devido a &gua de hidratagdo da molécula, no
caso de hidratos.(Ford; Willson, 1999; Craig, 2007)

A Figura 7 mostra o resultado de uma analise por(Brown, 2001) TG do
CuS0,4.5H,0, onde € possivel observar as temperaturas em que ocorrem as

desidratacdes do sal.
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Figura 7 Curva TG para CuS0O,4.5H,0
Fonte: (Brown, 2001)

O equipamento TG também registra a curva DTG da amostra, que é a
primeira derivada da curva TG obtida. Essa curva registra as variagcdes de massa em
forma de picos, cuja area € proporcional a variacdo de massa. Alguns equipamentos
fazem ainda o registro simultaneo da curva DTA (Analise Térmica Diferencial), que
registra a diferenca de temperatura entre a amostra e um material de referéncia
durante a andlise. De forma analoga ao DSC, as curvas DTA registram eventos
térmicos em forma de picos e também fornecem informacdes sobre transi¢cdes
vitreas, ou Tg, que se caracterizam por uma alteragdo da linha base da curva.
(Gallagher, 1998; Brown, 2001; lonashiro, 2004)

Em um estudo de compatibilidade da lovastatina, Yoshida et al (2011)

observaram que na andlise da mistura binaria do farmaco com o excipiente BHA
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(Butil Hidroxianisol) por DSC ocorreu o desaparecimento do pico de fusdo do
farmaco. A fim de elucidar o tipo de interagdo entre os dois compostos, foi realizada
uma analise TG. O resultado obtido mostrou que a curva TG da mistura binaria
corresponde a sobreposicdo das curvas dos componentes isolados. Segundo os
autores, pode-se concluir que ndo houve reag¢des quimicas entre a lovastatina e o
BHA, portanto observou-se a compatibilidade entre esses compostos.

Macédo et al (2002) empregaram a técnica de TG para avaliar a
compatibilidade entre propranolol e os excipientes estearato de magnésio, lactose,
amido, PVP, microcel e talco. De acordo com o0s autores, 0s excipientes amido e
lactose reduziram a temperatura de decomposi¢ao do propranolol, de 252,5 °C para
201,2 °C e 242,4 °C, respectivamente. O que indicaria que esses excipientes
reduzem a estabilidade térmica do farmaco. No entanto, o artigo ndo apresentou as
curvas TG dos excipientes isolados. Isso pode gerar divida na interpretacdo dos
dados, uma vez que existe a possibilidade de o excipiente apresentar uma

temperatura de decomposicdo menor que a do farmaco.

2.3.2 Difratometria de raios X e Espectroscopia no Infravermelho e Raman

A difratometria de raios X é o espalhamento elastico de fétons de raios X,
guando estes incidem sobre a estrutura ordenada de um cristal. (Chatterjee, 2001)
Quando os raios X de mesmo comprimento de onda se encontram, em fase, ocorre
uma interferéncia construtiva, a qual constitui um padrdo difratométrico especifico
para cada estrutura cristalina.(Chatterjee, 2001) Em um equipamento de bancada,
esses raios X sdo gerados a partir da desaceleracdo de elétrons, quando estes,
apos serem acelerados em um campo de alta voltagem, colidem contra um alvo que
pode ser formado por dtomos de cobre ou molibdénio.(Dong; Boyd, 2011) A PXRD
fornece, entdo, informacdes especificas sobre a estrutura cristalina de um
determinado composto. Assim, pode ser utilizada para identificacdo de substancias
cristalinas, além de ser uma importante ferramenta na etapa de caracterizagdo
fisico-quimica de farmacos. (Chatterjee, 2001; Ayala et al., 2010; Dong; Boyd, 2011)

Uma propriedade fisico-quimica que tem recebido destaque nos ultimos anos
€ o polimorfismo, ou seja, a capacidade de um determinado composto existir, no
estado solido, em mais de uma forma cristalina, onde as moléculas exibem

diferentes conformacdes ou orienta¢cdes dentro do reticulo do cristal. (Hegeds, 2000;
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Li; Kiang; Jona, 2009) Essas caracteristicas de conformacdo e orientacdo séo
particulares para cada polimorfo e determinam diferentes tipos de interagdes
intermoleculares e intramoleculares. Como consequéncia disso, as propriedades
fisico-quimicas séo distintas entre os polimorfos de um mesmo composto.
(Mendelovici et al.; Karabas; Orkoula; Kontoyannis, 2007; Li; Kiang; Jona, 2009)

Muitos farmacos, no estado sélido, exibem polimorfismo e a estabilidade
termodindmica de um determinado polimorfo pode afetar a qualidade, eficacia e
seguranca da formulacdo final.(Center for Drug; Research; Research, 2003;
Karabas; Orkoula; Kontoyannis, 2007; Li; Kiang; Jona, 2009) Isso porque diferentes
formas polimorficas podem apresentar diferencas na solubilidade, o que altera o
perfil de dissolucdo do farmaco; na biodisponibilidade, que altera a quantidade de
farmaco livre disponivel para exercer a funcdo biolégica no organismo; na
estabilidade, pois as interacdes entre o farmaco e os outros componentes da
formulacdo séo diferentes para cada polimorfo. (Mendelovici et al.; Hegeds, 2000;
Raw et al., 2004; Karabas; Orkoula; Kontoyannis, 2007) Um exemplo desse caso é
do antibidtico 5-cloro-8-hidroxiquinolina, que apresenta duas formas polimorficas
(Forma | e Forma Il). Foi demonstrado que a razéo entre a solubilidade das duas
formas € Forma Il/Forma | = 1,5 (25°C) e, além disso, testes de dissolucdo
mostraram que, para amostras com tamanhos de particula equivalentes, ambas as
formas tem sua solubilidade aumentada com o aumento da temperatura, porém a
Forma Il dissolve-se mais rapidamente do que a Forma |, independente da
temperatura. (Ma; Moulton, 2009)

A existéncia de polimorfismo € comprovada pela presenca de estruturas
cristalinas ndo equivalentes para o mesmo composto, geralmente, pela comparacao
dos padrbes de difracdo apresentados por cada forma cristalina na analise por
PXRD. Além disso, outras técnicas como espectroscopia, microscopia 6ptica, RMN
(do inglés, Resonance Magnetic Nuclear) e analise térmica sdo utilizadas para
obtencdo de dados complementares que confirmem os resultados obtidos. (Center
for Drug; Research; Research, 2003; Raw et al., 2004; Karabas; Orkoula;
Kontoyannis, 2007)

A espectroscopia no infravermelho e Raman sao técnicas fundamentadas na
interacdo da energia eletromagnética com o movimento vibracional dos ndcleos de
uma molécula.(Sala, 2008) Somente as vibra¢cdes que ocorrem, naturalmente, com

variacdo de momento dipolo podem ser detectadas no infravermelho, pelo efeito de
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ressonancia que ocorre entre essa vibragdo e uma radiacdo eletromagnética
incidente de mesma frequéncia vibracional, cujo comprimento de onda esteja na
regido do infravermelho.(Siverstein; Webster, 2006) Ja na espectroscopia Raman, a
radiacdo incidente na maioria das vezes tem seu comprimento de onda na regido do
visivel, podendo também estar na regido do ultravioleta ou do infravermelho
proximo. Neste caso, 0 momento dipolo € induzido pela radiacdo eletromagnética
incidente, a qual interage com a molécula e é espalhada com uma ligeira
modificacdo em sua frequéncia, correspondente a diferenca de energia entre os dois
estados vibracionais. (Siverstein; Webster, 2006; Sala, 2008)

Uma vez que cada frequéncia vibracional esta relacionada a um grupo
funcional especifico, os espectros no infravermelho e Raman oferecem informacoes
sobre a estrutura quimica de um composto, necessarias na identificacdo de
compostos. (Siverstein; Webster, 2006) Além disso, essas técnicas sdo importantes
para o estudo complementar de polimorfismo, uma vez que os padrdes de ligacao
de hidrogénio e outras interaces fracas diferem entre as formas e 0s grupos
funcionais afetados apresentam alteracbes nos modos de frequéncia vibracional.
(Ayala et al., 2006)

Dessa forma, a caracterizacdo dos farmacos por essas técnicas é importante
para fornecer dados complementares durante os estudos de estabilidade e
compatibilidade. (Ayala et al., 2010; Pani et al., 2012) Isso porque uma molécula
intacta, apresenta um perfil de bandas em seu espectro diretamente relacionado
com sua estrutura quimica e com as intera¢des intermoleculares caracteristicas de
sua estrutura cristalina. (Ayala et al., 2010) Modificacdes nesse perfil de bandas
pode significar uma transicdo polimorfica, a qual pode levar a modificacdes das
bandas referentes as interacdes intermoleculares, ou uma degradacdo quimica do
farmaco, que pode modificar as bandas caracteristicas dos grupos funcionais. Essas
técnicas também apresentam as vantagens de serem ndo destrutivas e de rapida
execucao. (Ayala et al., 2006)

No estudo de compatibilidade, do farmaco cetoprofeno com excipientes
farmacéuticos, citado no item 2.3.1, além da analise térmica, os autores utilizaram as
técnicas de FT-IR e XRPD, a fim de obter dados complementares que confirmassem
a incompatibilidade com os excipientes PVP e estearato de magnésio. (Tita et al.,
2011) Os resultados mostraram que nos espectros de infravermelho, entre outras

alteracOes citadas pelos autores, foram observadas alteragcbes nas bandas de OH
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(3450 cm™) para as duas misturas. Houve uma diminuicdo na intensidade dessa
banda em 20% na mistura com PVP, enquanto, na mistura com o estearato de
magneésio, houve um aumento de 30%. Ja nos difratogramas das duas misturas foi
visto que algumas linhas de difracdo apresentadas pela amostra de farmaco puro
ndo foram detectadas nas misturas binarias. Esses resultados corroboraram com o0s
dados de analise térmica sobre a ocorréncia de interagbes quimicas entre o farmaco
e esses dois excipientes.

Ayala et al (2006) utilizaram, as técnicas de FT-IR e Raman para
caracterizagdo de dois polimorfos do farmaco olanzapina. Murakami et al (2009)
(Murakami et al., 2009) realizaram a caracterizacdo fisico-quimica do farmaco
omeprazol utilizando, entre outras técnicas, FT-IR e PXRD.

A técnica de PXRD foi utilizada como técnica complementar por Yoshida et al
(2011). Nesse caso, foi observado o desaparecimento do pico de fusdo do farmaco
lovastatina na sua mistura com o excipiente BHA. Nos resultados de PXRD nao
foram identificadas linhas de difracdo na mistura binaria indicando que a presenca
do excipiente induziu a amorfizacdo do farmaco. Esse resultado justifica o
encontrado na DSC, uma vez que substancias amorfas ndo apresentam picos de

fusao.

2.3.3 Cromatografia liquida

A cromatografia € um método fisico-quimico de separacdo dos componentes
de uma mistura. (Hegeds, 2000) Como principio geral da técnica, os componentes
da amostra sofrem uma distribuicdo entre duas fases de um sistema, sendo uma
delas fixa (fase estacionéaria) e a outra em movimento (fase mével). (United States
Pharmacopeial Convention, 2008) Normalmente, a fase estacionaria € mais polar do
que a fase movel, quando o inverso ocorre, a técnica € chamada de cromatografia
de fase reversa.(Hegeds, 2000) A fase estacionaria pode ser sélida ou liquida. Neste
altimo caso, uma camada de liquido pode estar recobrindo uma superficie inerte ou
quimicamente ligada a superficie. (United States Pharmacopeial Convention, 2008)
A fase movel, que € um liquido, passa pela fase estacionaria a um fluxo constante e
transporta a amostra ao longo do sistema. (United States Pharmacopeial
Convention, 2008) Durante essa passagem, 0sS componentes da mistura sao

seletivamente retidos pela fase estacionaria, de acordo com suas propriedades



39

fisico-quimicas, o0 que permite a separacdo desses componentes pelas suas
migracOes diferenciadas. (Hegeds, 2000) Cada componente separado pode, entao,
ser analisado e identificado, mediante a comparacdo com padrdes ou utilizando
detectores especificos.

A HPLC, sigla do inglés High-Pressure Liquid Chromatography, € uma técnica
cromatografica na qual a fase movel constitui uma coluna recheada com
microparticulas. A fase mével passa através da coluna, sobre as microparticulas,
gue interagem com o0s componentes da amostra. Tal configuracdo da fase
estacionaria exerce grande resisténcia a passagem da fase movel, o que exige que
sua passagem seja forcada por meio de uma bomba de alta pressao.(Hegeds, 2000)
Com o passar do tempo e a consolidacdo da técnica, passou-se a utilizar apenas a
sigla LC (Liquid Chromatography) para se referir a ela,(LANCAS, 2009) a qual sera
adotada ao longo deste trabalho.

Na industria farmacéutica, a LC é a técnica mais utilizada para andlise de
farmacos, e € considerada uma técnica de referéncia para os estudos de
estabilidade. Algumas das vantagens que justificam tal importancia séo: rapidez,
resolucdo, exatiddo e sensibilidade podendo ser acoplada a diferentes detectores,
caracteristicas ndo muito comuns a outras técnicas. (Ahuja, 2005) Além disso, a
maioria das separacdes por LC podem ser feitas a temperatura ambiente, o que se
constitui em uma vantagem para analise de farmacos, uma vez que a maioria deles
sdo compostos organicos nao-volateis e termoinstaveis. (United States
Pharmacopeial Convention, 2008)

Para estudo de estabilidade de farmacos, a LC de fase reversa é considerada
o0 método mais eficiente para analisar a maioria dos produtos de degradacdo de
farmacos e as interacdes farmaco-excipiente. (Ahuja, 2005) Nesse tipo de sistema, o0
mecanismo de separacdo é por particdo, que constitui um processo de separacao
liquido-liquido. (Collins; Braga; Bonato, 2006)

Em uma analise cromatografica, o farmaco apresenta um tempo de retencao
especifico que é determinado pelas propriedades fisico-quimicas de sua estrutura e
pelas condicbes de analise do sistema. No cromatograma, a area do pico que
aparece nesse tempo de retencdo é proporcional a concentracdo do farmaco na
amostra. Alguns produtos de degradagdo apresentam propriedades fisico-quimicas
muito semelhantes as do farmaco de origem, o que dificulta a distingdo entre estes e

o farmaco. Isso faz com que seja necessaria a otimizacéo das condi¢des de analise,
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a fim de se obter, para cada farmaco, um método indicativo de estabilidade, o qual é
definido como um método analitico quantitativo, validado, capaz de quantificar o
farmaco e separa-lo satisfatoriamente de se seus produtos de degradacao.(Ahuja,
2005; Holzgrabe et al., 2011)

Alguns fatores séo criticos para o desenvolvimento desses métodos como por
exemplo: composicdo e fluxo da fase movel, tamanho da coluna cromatografica,
tamanho de particula da coluna, natureza da fase estacionaria, temperatura da
coluna, volume de injecdo da amostra.(Collins; Braga; Bonato, 2006; LANCAS,
2009)

Atualmente, ja estéo disponiveis ho mercado os sistemas UHPLC (Ultra Hight
Pressure Liquid Chromatography), que funcionam de forma semelhante ao sistemas
HPLC, porém com uma capacidade de exercer pressdes ainda maiores para a
passagem da fase movel, o que permite a utilizacdo de colunas com particulas cada
vez menores. Com isso, é possivel reduzir o tempo de analise em até dez vezes,
obter melhor resolucdo dos picos e maior sensibilidade na deteccdo. Essas sdo
caracteristicas desejaveis para as analises de estudos de compatibilidade, e fazem
com que o sistema UHPLC seja mais vantajoso em relagdo ao sistema
HPLC.(Waters, 2005; Nalwade et al., 2012)

A escolha de um detector adequado também é imprescindivel para a
obtenc&o de resultados mais precisos. E necessario que se utilize um detector que
seja sensivel a baixas concentracdes do farmaco, mesmo na presenca de possiveis
interferentes (como os produtos de degradac&o); apresente uma ampla faixa de
linearidade e que seja resistente a variacdes de temperatura ou solvente.(Gorecki et
al., 2006)

Como a maioria das moléculas de farmacos contém cromoéforos que
apresentam absorbancia na regido do UV, a utilizacdo de um detector de UV se
tornou uma escolha natural para a HPLC de fase reversa.(Ahuja, 2005) Esse
detector esta acoplado ao final da coluna cromatografica e por ele passa um feixe de
radiacdo UV. Ao sair da coluna cada composto separado absorve determinado
comprimento de onda e, assim, causa alteracdes na intensidade do feixe as quais
sao registradas pelo detector.(United States Pharmacopeial Convention, 2008) Esse
detector, no entanto, ndo € capaz de identificar farmacos e produtos de degradacao

cuja estrutura ndo absorve radiacdo UV. Uma outra desvantagem é a necessidade
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de padrdes para quantificacdo dos produtos de degradacdo, que na maioria das
vezes ndo estdo disponiveis ou sdo de alto custo.

Um método alternativo pode ser desenvolvido utilizando um espectrometro de
massa (MS, sigla do inglés Mass Spectrometry) como detector.(Ahuja, 2005) Essa
combinacdo HPLC e MS, ou simplesmente LC-MS, é uma poderosa ferramenta para
obter informagbes sobre a estrutura e massa molecular do composto a partir do
espectro de massa dos componentes da amostra. Ela tem se tornado cada vez mais
popular na industria farmacéutica, principalmente para monitorar a pureza de
farmacos e identificar a estrutura de novos compostos quimicos ou intermediarios e
ainda de produtos derivados da degradacao do principio ativo.(Ahuja, 2005) Apesar
do alto grau de importancia dessa técnica, ela se limita a deteccdo de moléculas
ionizaveis, além disso, também necessita de padrbes para quantificacao.

Recentemente, um novo tipo de detector foi introduzido no mercado, o corona
charged-aerosol detector (corona CAD). Sua resposta € proporcional a massa do
analito, e independe de suas propriedades Opticas ou capacidade de ionizagao.
Esse comportamento torna possivel a quantificacdo de produtos de degradacéo sem
a necessidade de padrbes de referéncia, apenas a partir da relacéo direta com sinal
da massa do farmaco. Entre as suas desvantagens pode-se destacar a nao
deteccdo de compostos volateis e baixa resposta para compostos semi-volateis, o
gue ndo se constitui um problema para analise de farmacos, uma vez que a maioria
deles é ndo volatil. Outra desvantagem é que este detector ndo fornece dados sobre
a estrutura quimica dos compostos analisados.(Gorecki et al., 2006; Hutchinson et
al., 2010; Hutchinson et al., 2011)

Um método indicativo de estabilidade foi desenvolvido por Thomas et al
(2012) para o farmaco niacinamida. Foi utilizado um equipamento de HPLC com
detector de UV do tipo PDA (Photo Diode Array), o qual € capaz de detectar varios
comprimentos de onde simultaneamente; uma coluna C18 com dimensdes 250 x 4,6
mm e 5 um de particula. Utilizando uma fase mével composta por uma mistura, cuja
proporcao ndo foi informada, de uma solucdo de acetato de aménio 20 mM de pH =
5,0 com uma solucéo de acido acético-acetoniltrila (970:30 v/v). Foi possivel separar
e quantificar seis impurezas presentes em amostras desse farmaco. A quantificacéo

das impurezas foi possivel porque havia disponibilidade dos padrdes.
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3 OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho foram a caracterizacdo fisico-quimica da
risperidona e ziprasidona e a obtencdo de dados sobre a estabilidade destes
farmacos em suas respectivas formulagdes, por meio do estudo de compatibilidade

com excipientes, com a utilizagédo de diversas técnicas analiticas.

Obijetivos especificos

v Caracterizacao fisico-quimica da risperidona pelas técnicas de DSC, TG, FT-
IR, PXRD e Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV);

v Caracterizacdo da ziprasidona pelas técnicas de FT-IR, PXRD, MEV e
Espectroscopia Raman;

v Estudo de compatibilidade da risperidona com excipientes farmacéuticos
utilizando as técnicas de DSC, TG, FT-IR associada ao método quimiomeétrico
Andlise de Componente Principal (PCA) e LC;

v Estudo de compatibilidade da ziprasidona com excipientes farmacéuticos
utilizando as técnicas de LC e FT-IR associada a PCA,

v Determinar quais excipientes apresentam incompatibilidade com estes dois

farmacos.
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4 MATERIAS E METODOS

A seguir estdo descritos todos os materiais, equipamentos e metodologia

empregadas neste trabalho.

4.1 INSTRUMENTOS E ACESSORIOS

v' Balanca analitica AY220 Shimadzu utilizada durante o preparo das amostras
para pesagem das matérias-primas;

v Agitador de tubos tipo vortex utilizado para homogeneizar as misturas
binarias;

v’ Camara de estabilidade, para incubacdo das amostras a 40°C e 75% de
umidade relativa;

v Célula Calorimétrica DSC7020 (SIl Nano Technology, Japao) do Laboratério
de Andlise e Caracterizacdo de Farmacos — LACFar, da Unifal,

v' Termobalanca TG/DTA7300 (SIl Nano Technology, Japao) do LACFar, Unifal;

v Sistema UHPLC Ultimate 3000 LC system (Thermo Scientific, California), que
consiste em uma bomba LPG-3400RS com desgaseificador a vacuo
integrado, auto amostrador WPS-3000RS com injetor de 100 puL, forno de
coluna TCC-3000RS e detector DAD-3000RS, software Chromeleon 6.8 do
LACFar, Unifal;

v' Espectrometro de infravermelho Affinity-1 Fourier Transform (Shimadzu TM,
Tokyo, Japao) acoplado a Pike Miracle™ Attenuated Total Reflectance (ATR)
pertencente ao Nucleo Controle de Qualidade da Unifal;

v' Espectrometro Raman Station 400F-PerkinElmer do Laboratério de
Quimiometria em Quimica Analitica do Instituto de Quimica da Unicamp-SP
coordenado pelo professor Dr. Ronei de Jesus Poppi;

v Difratbmetro de raio X Ultima IV (Rigaku diffractometer, Japdo) do Laboratério
de Cristalografia da Unifal-MG;

v" Microscépio eletrébnico de varredura JSM-6340F Field Emission—JEOL do
Laboratorio de Microscopia Optica e Eletrénica do Instituto de Quimica da
Unicamp-SP;

v Agitador magnético Marconi MA 085;

v" pHmetro Hanna Instruments;
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v Frascos polietileno para acondicionamento das amostras.

Para realizacdo das analises cromatograficas, foram utilizados os seguintes
reagentes:
v' Acetato de amoénio P. A. Isofar;
v Fosfato de potassio monobasico anidro P.A. Vetec Quimica Fina;
v" Acido fosférico (orto) PA Vetec Quimica Fina;
v" Metanol, CROMASOLV®, grau HPLC, 299,9%. Sigma-Aldrich;
v' Agua deionizada.

4.2 MATERIAS-PRIMAS

Foram utilizadas matérias primas (farmacos e excipientes) de alto grau de
pureza (99%) de acordo com laudo emitido pelos fornecedores. Os farmacos
utilizados foram: risperidona e ziprasidona, fornecidos pela Eurofarma Laboratorios
Ltda (SP, Brasil). Os excipientes utilizados foram: estearato de magnésio (Indukern,
Brasil, lote #C216000), amido pregelatinizado (Aché, Brasil, lote 1003000719),
celulose microcristalina (Blanver, Brasil, lote #135000020), polivinilpirrolidona (PVP)
(Aché, Brasil, lote 1002000002), talco (Aché, Brasil, lote 0904001015), amido de
milho (Cargil, Brasil, lote #7858), lactose anidra (M Cassab, Brasil, lote
#1320013819), laurilsulfato de soédio (Basf, Brasil, lote #8625338) e manitol
(adquirido na Farmacia Escola da Unifal-MG, lote 201007034).

4.3 PREPARO DAS AMOSTRAS

As amostras analisadas foram os farmacos isolados — risperidona e
ziprasidona; os onze excipientes isolados, além de treze misturas binarias farmaco-
excipiente na proporc¢éo 1:1 (m/m) (cinco misturas contendo risperidona e 8 misturas
contendo ziprasidona). Para os estudos de compatibilidade envolvendo a risperidona
foram utilizados os excipientes: amido de milho, celulose microcristalina, estearato
de magnésio, lactose anidra e laurilsulfato de sodio, presentes na formulagéo
comercial de referéncia. Nas misturas binarias com a ziprasidona foram utilizados os
excipientes: amido pré-gelatinizado e estearato de magnésio, componentes da

formulacdo comercial de referéncia. Aléem destes, foram selecionados 0s excipientes
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celulose microcristalina, manitol, PVP e talco, por serem excipientes comuns em
formulagBes farmacéuticas em geral e exercerem func¢des farmacotécnicas analogas
as dos excipientes da formulacéo de referéncia.

As misturas binarias foram preparadas a partir da pesagem precisa de cada
componente, os quais foram adicionados a um frasco de polietileno com tampa e
homogeneizadas utilizando um agitador de tubos. O tempo de agitacdo necessério
para uma homogeneizacdo satisfatoria foi de 3 minutos para as amostras contendo
risperidona, enquanto para as amostras contendo ziprasidona, 1 minuto foi
suficiente. Esses tempos foram determinados a partir da avaliacdo dos resultados

preliminares das replicatas de analise das amostras.

4.4 CARACTERIZACAO DOS FARMACOS RISPERIDONA E ZIPRASIDONA

Antes do inicio dos estudos de compatibilidade, os farmacos risperidona e
ziprasidona foram caracterizados fisico-quimicamente, de acordo com as técnicas a
seguir. As técnicas, 0s equipamentos e as condi¢des de andlise foram as mesmas
para ambos os farmacos, com excecdo da analise por espectroscopia Raman, a
qual, devido a disponibilidade do equipamento, foi empregada apenas para a

ziprasidona.

4.4.1 Calorimetria exploratoria diferencial

A DSC foi empregada para a obtencdo de dados da temperatura e entalpia de
fusdo. O intervalo de aquecimento de 30°C a 350°C, razdo de aquecimento de
10°C.min* em atmosfera dinamica de nitrogénio com vazdo de 50 mL.min™,
utilizando e as amostras foram condicionadas em cadinhos de aluminio aberto. A
quantidade de amostra utilizada em cada andlise foi de aproximadamente 3 mg
(n=3).(Bernardi et al., 2009; Yoshida et al., 2010; Soares et al., 2011; Tita et al.,
2011; Yoshida et al., 2011; Julio et al., 2013) Nesta andlise foi utilizada a Célula
Calorimétrica DSC7020 (Sl Nano Tecnology, Japéo).

4.4.2 Analise termogravimétrica
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A estabilidade térmica dos farmacos foi estudada por analise TG. O intervalo
de aquecimento foi de 30°C a 500°C, a uma razdo de 10°C.min*, atmosfera
dinamica de nitrogénio a 50 mL.min? e cadinhos de aluminio abertos contendo
aproximadamente 3 mg de amostra.(Bernardi et al., 2009; Yoshida et al., 2010) As
andlises foram realizadas em uma Termobalanga TG/DTA 7300 (SII Nano

Tecnology, Japao).

4.4.3 Espectroscopia no infravermelho

As bandas de absorcdo caracteristicas da estrutura quimica dos farmacos
foram obtidas por FT-IR na faixa de 4000 a 600 cm™, 32 scans e resolucdo de 4 cm’
! (Bernardi et al., 2009; Murakami et al., 2009; Yoshida et al., 2010; Liltorp et al.,
2011; Pani et al.,, 2012) As andlises foram realizadas em um Espectrometro de
Infravermelho Affinity-1 Fourier Transform (Shimadzu TM, Tokyo, Japéo) acoplado a
Pike Miracle™ Attenuated Total Reflectance (ATR) disponivel no Nucleo de

Controle de Qualidade de Medicamentos da Unifal-MG.

4.4 .4 Difratometria de raios X

O padrao difratométrico da estrutura cristalina dos farmacos foi obtido por
PXRD com medidas de °20 entre 5° e 55° 40kV e 30 mA.(Bernardi et al., 2009;
Murakami et al., 2009; Tita et al., 2011) O equipamento utilizado para esse fim foi 0
Difratbmetro de Raios X Ultima IV (Rigaku diffractometer, Japdo) no Laboratério de

Cristalografia da Unifal-MG.

4.4.5 Microscopia eletronica de varredura

Eletromicrografias dos farmacos foram obtidas por microscopia eletrénica de
varredura (MEV) com tensdo de aceleracdo 10 V, em vacuo. Neste caso a amostra
foi recoberta com filme de ouro. As imagens foram obtidas no Microscopio Eletrénico
de Varredura JSM-6340F Field Emission—-JEOL com aumentos de 500x; 5000x e
10000x, no Laboratério de Microscopia Optica e Eletrénica do Instituto de Quimica

da Unicamp-SP.
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4.4.6 Espectroscopia Raman

Os espectros Raman foram obtidos apenas para o farmaco ziprasidona
devido a disponibilidade do equipamento. As configuracbes de andlise foram as
seguintes: CCD 1024x255, excitacdo a laser, detector a -50°C, na faixa de 200 a
2000 cm™, 10 scans. O equipamento utilizado foi o Espectrémetro Raman Station
400F—Perkin Elmer do Laboratério de Quimiometria em Quimica Analitica do

Instituto de Quimica da Unicamp-SP coordenado pelo professor Dr. Ronei de Jesus

Poppi.
4.5 ESTUDOS DE ESTABILIDADE E COMPATIBILIDADE DA RISPERIDONA

A amostra de risperidona, dos excipientes envolvidos no seu estudo e das
suas misturas binarias na propor¢do 1:1 (m/m) foram analisadas imediatamente
ap0s seu preparo. Em seguida, estas mesmas amostras foram incubadas em
camara de estabilidade para avaliar a influéncia da temperatura e da umidade na
estabilidade quimica do farmaco e das misturas. Apos o periodo de 3 meses as
amostras foram novamente analisadas. Amostras do mesmo material foram
mantidas na camara de estabilidade e analisadas apdés 6 meses de incubacao. As
amostras foram mantidas em frascos abertos sob umidade relativa de 75%+5% e
temperatura de 40°C+1°C, conforme as recomendacdes do ICH.(Center for Drug;
Research; Research, 2003) Os parametros analiticos adotados estdo descritos a

sequir.

4.5.1 Calorimetria exploratoria diferencial

As analises por DSC foram realizadas para obtencéo das curvas térmicas dos
excipientes isolados a fim de compara-las a curva térmica previamente obtida para o
farmaco isolado e avaliar se algum excipiente apresentaria eventos térmicos nas
mesmas faixas de temperatura dos eventos térmicos da risperidona. Para as
misturas binarias, era esperado que as curvas térmicas resultantes fossem
correspondentes a sobreposi¢do das curvas do farmaco e do excipiente isolado. As
condi¢cbes de analise foram as mesmas adotadas na caracterizacdo (item 4.4.1),

exceto o parametro referente a faixa de aquecimento, que foi de 30°C a 200°C. A
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faixa de temperatura foi reduzida porque acima de 200°C ndo ha eventos térmicos
de interesse para esse estudo. As amostras foram analisadas no tempo inicial e
depois de 3 meses e 6 meses de incubacdo em camara de estabilidade para avaliar
se, com o passar do tempo, sob essas condicbes, 0 excipiente provoca alguma
alteracdo no farmaco (transicdo polimérfica, degradacdo) que se reflete em

mudancas na curva térmica da mistura, em relacdo a curva inicial.

4.5.2 Espectroscopia no infravermelho e Analise de Componente Principal

Analises por FT-IR foram realizadas nas amostras no tempo inicial sob as
mesmas condi¢cdes da caracterizacdo descritas no item 4.4.3, porém considerando
apenas a faixa de 1800 a 600 cm™, que corresponde & regido de impressao digital.
Apébs o periodo de incubagcdo 3 meses e 6 meses as amostras foram novamente
analisadas utilizando-se as mesmas condi¢cdes experimentais das amostras iniciais.
Isso foi feito para avaliar se houve ou ndo alteragcdes nas bandas de absorcao
caracteristicas da estrutura da risperidona.

As amostras de tempo inicial também foram analisadas por FT-IR apls o
aguecimento no DSC na faixa de 30°C a 200°C para avaliar a influéncia da
temperatura na estabilidade da risperidona e na sua compatibilidade com os
excipientes das misturas. Os espectros obtidos foram comparados com 0s espectros
das amostras iniciais por meio da analise de componente principal (PCA, do inglés
Principal Component Analysis). A utilizacdo de métodos quimiométricos na analise
de dados obtidos de espectroscopia tem sido uma importante ferramenta nos
estudos de compatibilidade e estabilidade de farmacos.(Ayala et al., 2010; Haware
et al., 2011)

Embora alguns autores(Bernardi et al., 2009; Tita et al., 2011; Pani et al.,
2012) utilizem apenas a comparacgao visual das bandas de absor¢céao para identificar
a ocorréncia de incompatibilidades quimicas ou fisicas, é necessario o emprego de
procedimentos mais exatos e reprodutiveis, como a utilizagdo de ferramentas
quimiométricas.(Ayala et al., 2010; Haware et al., 2011) Neste sentido, para melhor
interpretacdo dos resultados referentes aos espectros das amostras de tempo inicial
antes e ap6s o aquecimento, os dados espectrais foram submetidos a analise

guimiométrica PCA.
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Os espectros dos excipientes isolados, da risperidona e as misturas binarias
na propor¢do 1:1 (m/m) foram obtidos em triplicata de analise, antes e apds o
aquecimento, utilizando a faixa espectral de 600 a 1800 cm™. Conforme Tabela 2, os
excipientes, a risperidona e as misturas no tempo inicial, além dos excipientes e da
risperidona apos o aquecimento foram utilizados na construgdo do conjunto controle
(Xc), enquanto as misturas binarias apds aquecimento foram utilizadas para a

construcdo do conjunto de avaliacdo (Xa).

Tabela 2 Selecéo das amostras quanto aos conjuntos controle (Xc) e avaliagdo (Xa):

Amostras® Inicial® Ap6s aquecimento®
Risperidona(1) Xc(3) Xc(3)
Excipientes (5) Xc(15) Xc (15)

Mistura binaria (5) Xc(15) Xa (15)

: NuUmero de amostras em parénteses;
NuUmero de espectros em parénteses, considerando analise em triplicata.
Fonte: do autor

O conjunto controle Xc foi formado por 51 espectros (17 amostras em
triplicata) e 624 pontos espectrais. Ja o conjunto de avaliacdo gerou uma matriz com
15 espectros e 624 pontos. O modelo PCA foi otimizado com os dados em Xc e 0s
dados em Xa foram avaliados apds a obtencéo do modelo final.

A insercdo da amostra de risperidona apés aguecimento no conjunto Xc é a
chave para que o modelo ndo considere como relevante possiveis alteracées no seu
espectro em relacdo ao original, proveniente principalmente da mudanca no estado-
solido (cristalino para amorfo).

A PCA também foi aplicada aos dados espectrais das amostras apés 3 meses
e 6 meses de incubacéo. Para isso, 0s espectros dos excipientes; da risperidona e
das misturas no tempo inicial; excipientes puros e risperidona apds a incubacédo (3
meses e 6 meses, respectivamente) , obtidos em triplicata, foram utilizados na
construgcdo dos conjuntos controle (Xc), que caracterizou-se por 51 espectros (17
amostras em triplicata) por 624 pontos espectrais. Enquanto as misturas binéarias
apos incubacéo foram utilizadas para a construgdo do conjunto de avaliacdo (Xa)
gue gerou uma matriz com 15 espectros e 624 pontos. O modelo PCA foi otimizado
com os dados em Xc e os dados em Xa foram avaliados apos a obtencdo do modelo

final.

4.5.3 Analise termogravimétrica
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Em paralelo aos estudos de compatibilidade, as amostras de tempo inicial
foram ainda analisadas por TG para avaliar a influéncia imediata dos excipientes na
estabilidade térmica da risperidona.(Yoshida et al., 2011) Neste caso, as condi¢cdes
de analise foram as mesmas utilizadas na caracterizacdo da risperidona, descritas

no item 4.4.2.

4.5.4 Cromatografia Liquida

As amostras de tempo inicial também foram analisadas por LC antes e ap6s o
aguecimento no DSC na faixa de 30°C a 200°C para avaliar a possivel formacao de
produtos de degradacéo devido ao aquecimento da risperidona tanto isolada quanto
na presenca dos excipientes. As analises foram realizadas no equipamento Ultimate
3000 LC system (Thermo Scientific, California). As condi¢cdes cromatogréficas foram
escolhidas de acordo com a Farmacopéia dos Estados Unidos — USP32.(United
States Pharmacopeial Convention, 2008) Para isso, foi utilizada uma coluna Eclipse
Plus C18 (Agilent), 4.6 x 100 mm, 3.5 um de particula, a 35° C; a fase modvel
consistiu-se em um gradiente formado por agua:metanol:tampéo acetato de aménio
pH 6,5 apresentado na Tabela 3. O fluxo da fase mével foi de 1,5 mL.min™?; o

comprimento de onda do detector foi 275 nm e o volume de injecéo foi de 20 pL.

Tabela 3 Gradiente da fase mdvel para cromatografia da risperidona.

Tempo (min) % Agua % Metanol % Tampao Eluicdo
0-1 54 36 10 Isocratica
1-20 54 > 8,5 36 > 81,5 10 Gradiente Linear
20-25 8,5 81,5 10 Isocratica
25-27 8,5 > 54 81,5 > 36 10 Gradiente Linear
27-35 54 36 10 Re-equilibrio

Fonte: United States Pharmacopeial Convention, 2008

Para preparo das solucbes estoque, padrdo e amostras, uma mistura
agua:metanol:tampéo acetato de amonio pH 6,5 (proporcdo 9:10:1) foi utilizada
como diluente. A concentracdo da solucéo estoque de risperidona foi 1,0 mg.mL™.
Para construir a curva de calibracdo, diferentes aliquotas da soluc¢édo estoque (100,
250, 500, 750,1000 e 1250 uL) foram transferidas para baldes volumétricos de 5 mL,
0s quais foram completados com diluente. As concentracdes dos padrdes foram

0,02; 0,05; 0,10; 0,15; 0,20 e 0,25 mg.mL™, respectivamente. As solucdes foram
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analisadas sob as condi¢Bes descritas acima e um grafico, para representar a curva
de calibracéo, foi construido a partir dos seus resultados, plotando-se a area do pico
versus concentracdo de risperidona. As amostras foram preparadas em uma
concentracdo esperada de 0,20 mg.mL™.

As amostras incubadas ndo foram analisadas por cromatografia liquida, pois o
foco principal do estudo de estabilidade da risperidona foi a aplicagdo das técnicas
de analise térmica associada a FT-IR e quimiometria. Portanto, foram analisadas por

LC apenas as amostras incubadas referentes ao estudo com ziprasidona.

4.6 ESTUDOS DE ESTABILIDADE E COMPATIBILIDADE COM ZIPRASIDONA

De forma semelhante a procedida com a risperidona, as amostras de
ziprasidona (farmaco isolado), dos excipientes envolvidos no seu estudo e das suas
misturas binarias foram analisadas imediatamente ap0s seu preparo. Em seguida,
foram incubadas em camara de estabilidade durante 3 meses e 6 meses para
estudos da influéncia da temperatura e da umidade na estabilidade quimica do
farmaco e das misturas. As condicbes de armazenamento na camara de
estabilidade foram umidade relativa de 75%+5% e temperatura de 40°C+1°C,
conforme as recomendacdes do ICH.(Center for Drug; Research; Research, 2003)
Os métodos analiticos utilizados estéo descritos a seguir.

Devido a intensa degradacao térmica da ziprasidona a partir da temperatura
de fusado (297°C), nédo foi possivel determinar com exatiddo sua entalpia de fuséo.
Como este € um dos principais parametros utilizados em estudos de compatibilidade
por analise térmica, optou-se por ndo empregar esta técnica analitica para a
ziprasidona. Por esse motivo, o foco desse estudo foi a aplicacdo de LC associada a

espectroscopia e quimiometria.

4.6.1 Espectroscopia no Infravermelho

As mesmas condi¢des utilizadas na caracterizagdo do farmaco, descritas no
item 4.4.3 foram empregadas para analisar as amostras de tempo inicial e apos 6
meses de incubacéo.

Os espectros dos excipientes, da ziprasidona e as misturas binarias na

proporcao 1:1 (m/m) foram obtidos em triplicata de andlise, no tempo inicial e apos 6
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meses de incubac&o, utilizando a faixa espectral de 600 a 1800 cm™. De acordo com
a Tabela 4, os excipientes puros, a ziprasidona e as mistura no tempo inicial e os
excipientes e a ziprasidona apos incubacdo foram utilizados na construcdo do
conjunto controle, enquanto as misturas binarias apés a incubacao foram utilizadas

para a constru¢ao do conjunto de avaliagéo.

Tabela 4 Sele¢éo das amostras quanto aos conjuntos controle (Xc) e avaliagdo (Xa):

Amostras® Inicial® Ap6s incubacéo”
Ziprasidona/(1) Xc(3) Xc(3)
Excipientes (6) Xc(18) Xc (18)

Mistura binaria (6) Xc(18) Xa (18)

4 Nimero de amostras em parénteses;
® NGmero de espectros em parénteses, considerando analise em triplicata.
Fonte: do autor

O conjunto controle Xc caracterizou-se por 60 espectros (20 amostras em
triplicata) e 624 pontos espectrais. JA o conjunto de avaliacdo gerou uma matriz com
18 espectros e 624 pontos. O modelo PCA foi otimizado com os dados em Xc e os

dados em Xa foram avaliados apds a obtencdo do modelo final.

4.6.2 Cromatografia liquida

As analises por LC foram realizadas para o farmaco isolado inicial, a fim de
determinar seu tempo de retencdo, e para 0s excipientes isolados, para verificar se
nao haveria sobreposicdo de algum sinal do excipiente ao sinal da ziprasidona. As
condicdes cromatogréficas seguiram as recomendacfes da Farmacopéia dos
Estados Unidos — USP34,(United States Pharmacopeial Convention, 2010) e estao
descritas a seguir. Como fase movel foi utilizada uma solucdo metanol/tampéo
fosfato pH 3 na proporcao 2:3 (v/v). Este tampao foi preparado a partir da dissolucéo
de 6,89 de fosfato potassico monobasico em 1L de agua deionizada, cujo pH foi
ajustado com acido fosférico 85%. O fluxo da fase mével foi de 1,5 mL.min™; volume
de injecéo de 20 pL; temperatura do forno de 40°C e detecg¢do no comprimento de
onda de 229 nm. Como diluente para o preparo das amostras foi utilizada uma
solugcdo metanol:agua 3:2 (v/v). A curva de calibracdo foi obtida com solugcbes
padrao de ziprasidona nas concentracdes de 0,10; 0,15; 0,20; 0,25; 0,30; 0,35 e 0,40

mg.mL™. Como fase estacionaria, foi utilizada uma coluna octilcilano (C8) de 4,6 mm



53

x 15 cm e 5 um de particula (ZORBAX SB-C8) . As amostras foram analisadas no
tempo inicial e apds 3 e 6 meses de incubacdo. Nos trés casos, a concentracio de
ziprasidona esperada em todas as amostras era 0,23 mg.mL™. Dessa forma, para as
amostras de ziprasidona foram pesados 1,15 mg do farmaco e transferido para um
baldo volumétrico de 5 mL. Para as misturas binarias, foi necesséario pesar uma
massa de 2,30 mg para se obter a mesma concentracdo de ziprasidona, uma vez
que a proporcdo dos componentes da mistura (ziprasidona/excipiente) era de 1:1

(m/m).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A seguir estdo apresentados os resultados das analises realizadas e a

discussao dos mesmos.

5.1 CARACTERIZACAO DA RISPERIDONA

Primeira mente serdo apresentados os resultados referentes a caracterizacao

da risperidona.

5.1.1 Analise térmica

Os resultados da termoandlise estdo apresentados na Figura 8. A curva DSC
apresentou um pico endotérmico com valor de T, (temperatura de extrapolacdo do
pico no inicio da fusdo) em 170,52+0,02°C; T, (temperatura do pico) em 172,6+0,4°C
e T; (temperatura de extrapolacdo do pico no final da fusdo) em 175,3+0,1 °C. Pode-
se afirmar que este pico corresponde a fusdo da risperidona, pois na curva TG néo é
observado qualquer evento de perda de massa nesse faixa de temperatura, além
disso, os valores encontrados estdo de acordo com o apresentado na literatura (169-
173 °C) para este farmaco.(Janssen Pharmaceutica; Janssen Research Foundation,
1994; Rahman; Zidan; Khan, 2010) A entalpia de fusdo (AH;) foi de 101,91 J.g™.

A curva DTG apresenta dois picos, que correspondem aos dois eventos de
perda de massa encontrados na curva TG. A primeira perda de massa (38,01%)
ocorreu na faixa de temperatura de 230,3°C a 367,3°C. A segunda perda de massa

foi observada na faixa de 367,3°C a 516,5°C com uma reducéo de 22,31%.
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Figura 8 Curvas térmicas para a risperidona. TG e DTG na faixa de temperatura de 30°C a 600°C; e
DSC na faixa de temperatura de 30°C a 350°C; ambos com razdo de aquecimento
10°C.min™* e atmosfera de N, com fluxo de 50 mL.min™(n=1)

Fonte: do autor

5.1.2 Espectroscopia no infravermelho

A Figura 9 apresenta a estrutura da risperidona com 0s nomes dos
grupamentos presentes e o espectro de absorcdo no infravermelho. As bandas

correspondentes a cada parte da estrutura estdo descritas na Tabela 5.

- Amida Ciclica
— ] aromatica

2 C Saturados N
Fluor - benzisoxazol e

O”N Piperidina
100
X
S
8
(s}
<§ 90+
é 1192
é 1352 !
< 80} 5 1129
= 1534 Regido A
) L ) , 1643, 1610 \
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Numero de onda / cm™

Figura 9 Estrutura da risperidona com grupamentos assinalados e espectro de absorcdo no

infravermelho da risperidona na faixa de 4000 a 600 cm™ em temperatura ambiente (n=1)
Fonte: do autor
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Tabela 5 Atribuicdes das bandas do espectro infravermelho aos grupos correspondentes na molécula
de risperidona.(Muralidhara et al.; Siverstein; Webster, 2006)

Namero de onda (cm™) | Intensidade Atribuicao
3064 fraca C-H estiramento do anel aromatico
1643 forte C=0 estiramento do anel 8-lactama
1610 e 1534 média-forte C=C estiramento do anel aromatico
Regido A media-fraca C-N e C-O deformacéao angular do anel
oxazol
1352 média C-N estiramento do anel oxazol
. C-N estiramento relativa a amina terciaria
1192 média N
do anel piperidina
1129 forte Relativo ao flaor ligado ao anel aromatico

Fonte: do autor

5.1.3 Difratometria de raios X

A Figura 10 apresenta o difratograma de raios X que apresenta picos em 6,8;
10,5; 11,3; 14,1; 14,7; 15,3; 16,3; 18,4, 18,8; 19,7, 21,2; 22,3; 23,0; 25,2; 28,3 e 28,8
2°0, que corresponde a forma cristalina C, a qual é estavel e ndo se converte
espontaneamente para as formas A e B, que a risperidona pode

assumir.(Muralidhara et al.)

— 14.1

Intensidade / u.a.

I I I
10 20 30 40 50
20 graus

Figura 10 Difratograma de raios X da risperidona. Entre 5° e 55° 26, 40kV e 30 mA (n=1)
Fonte: do autor

5.1.4 Microscopia eletronica de varredura
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As imagens da microscopia eletrdnica de varredura estdo apresentadas na
Figura 11. De acordo com a classificacdo da USP-32 para morfologia de cristais,
pode-se observar um aglomerado de particulas que formam uma morfologia irregular
semelhante a flocos.(United States Pharmacopeial Convention, 2008) A mesma
estrutura também foi encontrada por Rahman, Z. et al, 2012.(Rahman; Zidan; Khan,
2010)

Figura 11 Eletromicrografias da risperidona em aumento de 500x, 5000x e 10000x
Fonte: do autor

5.2 ESTUDOS DE ESTABILIDADE E COMPATIBILIDADE COM RISPERIDONA

5.2.1 Andlises das amostras de tempo inicial

5.2.1.1 Calorimetria exploratéria diferencial

A Figura 12 apresenta as curvas DSC obtidas na andlise da risperidona e de

cada excipiente no tempo inicial.

' —— Risperidona
M e Lactose Anidra
L, Celulose MC
. ----Amido
bl -=== Laurilsulfato deNa
[ ! | ! | ! |, o Estearato de Mg
50 100 150 200
Temperatura / °C

Figura 12 Curvas DSC da risperidona e de cada excipiente isolado no tempo inicial. Faixa de
temperatura de 30°C a 200°C; razdo de aquecimento 10°C.min™ e atmosfera de N, com
fluxo de 50 mL.min™ (n=1)

Fonte: do autor
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Os resultados revelam que a faixa de fuséo (170 a 175°C) da risperidona nao
se sobrepbe a eventos térmicos de qualquer um dos excipientes. Portanto, na
analise das misturas, qualquer alteracdo no pico de fusédo do farmaco, seja no valor
de Te ou de AH;, podera ser atribuida a uma interagcdo entre os componentes da
mistura que pode ou ndo caracterizar uma incompatibilidade.

Os valores esperados para T e AH; do farmaco nas misturas séo 170,5 °C e
51,0 J g7, respectivamente. Para AH; o valor esperado corresponde & metade do
valor encontrado para o farmaco, uma vez que a mistura contém a proporcao 1:1
(m/m) farmaco-excipiente.

As curvas DSC das misturas binarias de tempo inicial estdo apresentadas na
Figura 13 em comparacdo com a curva DSC da risperidona. Os valores de T, e AH;
da risperidona e das misturas estdo apresentados na Tabela 6 como média +
intervalo de confianca (IC) a partir das triplicatas de seus respectivos intervalos de
confianca. Diferencas entre as amostras foram determinadas utilizando ANOVA,

significancia p<0,05, de acordo com o teste de Scott Knott.

v —— Risperidona (R)
- - oy mmemes R + Lactose Anidra
v © e R + Celulose MC
e e i O i ----R + Amido
-------- R + Laurilsulfato deNa
| ! | ! | I | - R + Estearato de Mg

50 100 150 200

Temperatura / °C

Figura 13 Curvas DSC da risperidona em comparacdo com as misturas binarias no tempo inicial.
Faixa de temperatura de 30°C a 200°C; razdo de aquecimento 10°C.min™ e atmosfera de
N, com fluxo de 50 mL.min™

Fonte: do autor

Os dados obtidos mostram que n&o houve alteragdes significativas nos
valores de T, para todas as misturas. As ligeiras alteracdes observadas podem ser
atribuidas a miscibilidade parcial dos componentes da mistura. Esse comportamento
também foi descrito por Pani, et al(Pani et al.,, 2012) e Ford, et al.(Ford; Willson,
1999)
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Tabela 6 Valores de entalpia e temperatura de fusdo da risperidona em comparacdo com as misturas
binarias no tempo inicial (média + inervalo de confianga — IC). Valores na mesma coluna,
seguidos da mesma letra ndo apresentam diferencas significativas (p<0,05) de acordo com
0 teste de Scott Knott.

Amostra Média + IC
AH{(J a™) Te(°C)
Risperidona (R) 102,0 £ 0,3 (a) 170,52 + 0,02
R+ lactose anidra 38 %2 (b) 168,6 + 0,3 (b)
R+ celulose microcristalina 37 £ 8 (b) 169,2 + 0,1(b)
R+ amido 47 £5 (a) 169,13 + 0,04
R+ laurilsulfato de sédio 44 + 6 (a) 169,6 + 0,4 (b)
R+ estearato de magnésio 36 = 8 (b) 170,9 £ 0,3 (c)

Fonte: do autor

As misturas contendo os excipientes amido e laurilsulfato de sédio exibiram
valores de AH; estatisticamente iguais ao valor esperado, enquanto as misturas com
lactose anidra, celulose microcristalina e estearato de magnésio apresentaram
valores de AH; abaixo do esperado. Os excipientes lactose anidra, celulose
microcristalina e estearato de magnésio ja apresentaram algum tipo de interacdo
com outros farmacos.(Soares et al., 2011; Pani et al., 2012) Ao realizar um estudo
de compatibilidade farmaco-excipiente para um novo candidato a farmaco
(denominado Lu AA44608), Liltorp et al (2011) (Liltorp et al., 2011) encontrou
interacbes com esses trés excipientes citados, que levaram a degradacdo do
farmaco. Bernardi et al (2009)(Bernardi et al., 2009) observou que houve uma
interacdo fisica entre o farmaco cloridrato de venlafaxina e os excipientes celulose
microcristalina e estearato de magnésio. O farmaco citrato de sildenafil apresentou
uma interacdo fisica com estearato de magnésio e foi degradado em presenca de
lactose, de acordo com Julio et al (2013).(Julio et al., 2013) Portanto, a diminui¢éo
de AH:; observada nas misturas de risperidona com lactose anidra, celulose
microcristalina e estearato de magnésio pode ser devido a uma possivel

incompatibilidade farmacéutica.

5.2.1.2 Espectroscopia no infravermelho

O uso da espectroscopia no infravermelho em associagdo com as andlises de
DSC tem sido descrito na literatura como uma ferramenta util nos estudos de
compatibilidade farmaco-excipiente.(Bernardi et al., 2009; Tita et al., 2011; Pani et
al., 2012) Nesse estudo, as amostras de tempo inicial foram analisadas por FT-IR

assim que preparadas. Em seguida, foram submetidas ao aquecimento no DSC, na
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faixa de aquecimento de 30°C a 200°C. Apdés o aquecimento, as amostras foram
recolhidas e analisadas novamente por FT-IR, em temperatura ambiente. O objetivo
foi, além de caracterizar as amostras no tempo inicial, avaliar se a reducédo de
entalpia observada nas analises de DSC estava associada com modificacdes
estruturais na molécula do farmaco, as quais podem ser observadas a partir de
alteracdes nas bandas de absor¢ao caracteristicas da risperidona.

A Figura 14 compara o espectro no infravermelho da risperidona antes e
depois do aguecimento e revela perfil similar das bandas de absorcdo do farmaco, o
que significa que ele é termoestavel se submetido ao aquecimento na faixa de
temperatura empregada nos experimentos de DSC (30°C a 200°C a 10°C.min™). O
mesmo procedimento foi realizado para os excipientes isolados e, os resultados

obtidos foram analogos aos da risperidona.
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Figura 14 Espectros de absor¢éo no infravermelho da risperidona, a temperatura ambiente (n=3).
(a) amostra inicial de risperidona;
(b) a mesma amostra apos aquecimento até 200°C.

Fonte: do autor

A Figura 15 apresenta o espectro no infravermelho das trés misturas que
apresentaram diferenca de entalpia no DSC (risperidona com o0s excipientes
estearato de magnésio, celulose microcristalina e lactose anidra, respectivamente) e

de uma mistura que ndo apresentou variagcédo de entalpia (risperidona com amido).
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Figura 15 Comparagdo entre espectros de absor¢do no infravermelho de quatro misturas antes e
apos agquecimento até 200°C; amostras foram analisadas a temperatura ambiente (n=3)
(a) risperidona + estearato de magnésio antes (acima) e depois (abaixo);
(b) risperidona + celulose microcristalina antes (acima) e depois (abaixo);
(c) risperidona + lactose anidra antes (acima) e depois (abaixo);
(d) risperidona + celulose microcristalina antes (acima) e depois (abaixo). Todas as
amostras foram analisadas a temperatura ambiente (n=3)

Fonte: do autor

Para as trés primeiras, é possivel observar modificacbes no formato de
algumas bandas de absor¢cdo. Na mistura com estearato as modificacdes sdo mais
visiveis na regido entre 1700 e 1300 cm™, enquanto nas misturas com celulose
microcristalina e lactose anidra houve uma reducdo na intensidade das bandas,
além de alteracdes no formato das bandas na regido de 1300 a 1000 cm™. Ja na
mistura com amido, ndo é possivel observar alteracdes no perfil de banda, e este
resultado foi semelhante para as misturas com laurilsulfato de sédio (dado nao

apresentado).
5.2.1.3 Anélise de Componente Principal

O melhor modelo de PCA obtido foi utilizando validacdo cruzada por leave-
one-out, pré-processamento com dados centrados na média, 5 componentes
principais e variancia explicada de 95,4%. Apos a construgdo do modelo, o conjunto

Xa foi previsto e os residuos de cada amostra plotado na forma de gréfico. A Figura
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16 apresenta estes resultados, onde a linha horizontal (threshold obtido com 99% de
intervalo de confianga) classifica as amostras do conjunto Xa. Aquelas localizadas
abaixo apresentam seus espectros dentro do perfil esperado aqueles espectros
obtidos no conjunto controle. Por outro lado, as amostras localizadas acima da linha
apresentam alteracfes significativas em seus espectros. Os espectros de 1 a 51
incluem as analises em triplicata do fArmaco e dos excipientes antes e depois do
aguecimento e das misturas binarias antes do aquecimento, (usadas como controle).
Ja os espectros de 52 a 66 sao as triplicatas de analise das misturas binarias apés o

aguecimento.
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Figura 16 Andalise PCA dos dados espectrais das amostras de risperidona e misturas binérias
(risperidona /excipiente) 1:1 (m/m) apds serem submetidas a aquecimento a 200°C. Os
pontos pretos representam as triplicatas das amostras do grupo controle e os triangulos
vermelhos representam as triplicatas das amostras do grupo avaliacéo.

Fonte: do autor

Na figura 16, os pontos que representam as misturas contendo os excipientes
celulose microcristalina, estearato de magnésio e lactose anidra ocupam a parte
superior da linha horizontal, indicando que alteracdes significativas ocorreram

nesses espectros. Observa-se que 0S mesmos excipientes isolados, quando
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aguecidos, nédo séo classificados no quadrante superior, reforcando que as
diferencas espectrais ocorrem somente na presenca da risperidona. Em adicéo,
essas amostras sdo as mesmas que apresentaram valores de entalpia abaixo do
esperado na analise por DSC. Essa concordancia sugere uma incompatibilidade
quimica entre a risperidona e esses trés excipientes, uma vez que a diminuicdo da
entalpia de fusdo associada a alteragcbes de bandas nos espectros de infravermelho
indica uma degradacao do farmaco.(Tita et al., 2011)

Resultados como estes sdo Uteis para uma triagem rapida de excipientes
adequados para uma formulacdo. No entanto, devem ser interpretados com cautela,
pois a observancia de incompatibilidade pode ter sido induzida pelo aquecimento
forcado até 200°C, gerado pela analise por DSC e poderia ndo ocorrer em condi¢cdes
de rotina.(Tita et al., 2011) Por isso é importante avaliar a estabilidade a longo prazo,
sob condi¢cdes ambientais que simulam as condi¢cbes de rotina.(Center for Drug;
Research; Research, 2003) Apesar disso, trabalhos semelhantes, ou seja, que
aplicam aquecimento da amostra até a temperatura de fusdo do farmaco séo

encontrados na literatura.

5.2.1.4 Andlise termogravimétrica

Paralelamente ao estudo de compatibilidade, a influéncia dos excipientes na
estabilidade térmica da risperidona foi avaliada por meio de andlise TG das misturas
binarias iniciais.(Macedo; do Nascimento; Veras, 2002; Rezende; Santoro; Matos,
2008; Yoshida et al., 2011) A Figura 17 apresenta as curvas TG da risperidona, do
excipiente celulose microcristalina e da mistura binaria. Observa-se que a celulose
microcristalina inicia seu primeiro evento de perda de massa a temperatura ambiente
e termina em aproximadamente 100°C, o que corresponde a 4,8% de agua de
umidade. A segunda perda de massa ocorre na faixa de 272°C a 387°C, que
corresponde a degradacdo térmica do excipiente. A curva TG da risperidona foi
descrita no inicio da sessédo 4.1. Nota-se que a curva térmica da mistura binaria
corresponde a sobreposicdo das curvas dos componentes isolados, e apresenta o
primeiro evento na faixa que vai da temperatura ambiente até 100°C correspondente
a umidade (perda de 2,7%) e o segundo evento, iniciado a 230°C corresponde a
degradacdo térmica da risperidona, em conformidade com a curva do farmaco

isolado. Portanto, pode-se dizer que a celulose microcristalina ndo interfere na
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estabilidade térmica da risperidona. De forma semelhante, os resultados das
andlises de TG para as misturas com 0s excipientes estearato de magnésio,
laurilsulfato de sédio e amido de milho mostraram que a risperidona ndo apresentou

alteracdes em sua estabilidade térmica na presenca desses excipientes (dados néo
apresentados).

Risperidona
Celulose Microcristalina
Mistura

! \

20

Massa / %

T T T
100 200 300 400 500
Temperatura / °C

Figura 17 Curvas TG da risperidona, da celulose microcristalina e da mistura binaria entre os dois

compostos (1:1 m/m): temperatura de 30°C a 600°C; razdo de aquecimento 10°C.min™ e
atmosfera de N, com fluxo de 50 mL.min™ (n=1)
Fonte: do autor

Por outro lado, foi observado que a lactose anidra reduz a estabilidade
térmica da risperidona. Esse efeito pode ser visualizado na Figura 18. A lactose
anidra apresentou a primeira perda de massa em 207°C, seguida por outras duas
perdas que foram observadas em 264,5°C e 430°C. A curva da risperidona, descrita
no item 5.1.1, mostra que ela é estavel até a temperatura de 230°C. A curva da
mistura binaria mostra que a primeira perda de massa da mistura ocorre a 181°C,

uma temperatura menor do que a temperatura de degradacdo do farmaco e do
excipiente isolados.
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Figura 18 Curvas TG da risperidona isolada, da lactose anidra isolada e da mistura binaria entre os
dois compostos (1:1 m/m): temperatura de 30°C a 600°C; razdo de aquecimento 10°C.min’
! e atmosfera de N, com fluxo de 50 mL.min-* (n=1)

Fonte: do autor
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De acordo com Macédo et al (2002), um comportamento semelhante foi
observado em estudo de compatibilidade da lactose anidra com o farmaco cloridrato

de propranolol.
5.2.1.5 Cromatografia Liquida
O cromatograma de uma amostra padrao de risperidona esta apresentado na

Figura 19. Seu tempo de retencdo foi de 9,9 minutos e nenhum outro pico foi

registrado nessas condi¢fes de analise.
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Figura 19 Cromatogramas da risperidona. Condi¢cdes de andlise: coluna C8, 4.6X100mm, 3.5 um
particula, 35°C; fase movel gradiente de metanol:agua:tampéao acetato de amdnio pH 6
(a) branco (amostra contendo apenas diluente), com auséncia de picos;
(b) risperidona, com um pico no tempo de retencdo 9,9 minutos.

Fonte: do autor

O grafico da curva de calibracao estd apresentado na Figura 20 e mostra que
este método é linear na faixa de trabalho (0,10 a 0,25 mg mL™). As anélises de cada
ponto foram realizadas em triplicata.

A Figura 21 mostra os cromatogramas de todas das amostras de risperidona
e misturas binarias ap0s aquecimento. A amostra de risperidona isolada apresentou
uma concentracdo de 0,16 mg.mL™. Seu cromatograma, na Figura 21 (a), revelou
um novo pico com tempo de retencdo 4,3 minutos, e uma area correspondente a 4%

da area do pico de risperidona da amostra antes do aquecimento (preparada nas
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mesmas condic¢des). Esse pico, mostrado na Figura 21 (a) corresponde a formacéo
de um produto de degradacado, que foi nomeado neste trabalho como PD1. Isso
mostra que a risperidona é intrinsecamente suscetivel a degradacéo térmica, e essa

porcentagem de degradacao deve ser considerado na andlise das misturas binarias.
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Figura 20 Curva de calibracdo da risperidona (n=3). As condi¢cdes de analise estdo descritas na

Figura 19
Fonte: do autor

A lactose anidra (FIGURA 21 b) intensificou a degradacgédo da risperidona, pois
a concentracdo do farmaco na mistura binaria foi consideravelmente menor do que o
valor esperado (0,05 mg.mL™), no entanto, nenhum novo pico foi observado em seu
cromatograma. A celulose microcristalina (FIGURA 21 c¢) apresentou um pico
correspondente ao PD1 equivalente a 8% da area do pico de referéncia, o que é
maior do que aquele observado na amostra de risperidona isolada. Além disso, a
concentracdo de farmaco foi menor do que a esperada (0,12 mg.mL™), o que
demonstra que houve um incremento na degradacao do farmaco na presenca desse
excipiente. A mistura com amido, (FIGURA 21 d) apresentou uma concentracao
dentro do valor esperado (0,15 mg.mL™) e seu cromatograma foi equivalente ao da
risperidona, apos 0 aquecimento.

A mistura com laurilsulfato de sodio (FIGURA 21 e) ndo apresentou picos de
produtos de degradacdo e sua concentracdo foi estatisticamente igual ao valor de
referéncia (0,16 mg.mL™). A mistura com estearato de magnésio (FIGURA 21 f)
apresentou, em seu cromatograma, um pico correspondente ao PD1, além de um

novo pico em 11,3 minutos, correspondente a um segundo produto de degradacao,
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que foi denominado, neste trabalho, como PD2. A concentracdo de risperidona
nessa amostra foi muito abaixo do valor esperado (0,03 mg.mL™).
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Figura 21 Cromatogramas das amostras de risperidona e misturas binarias 1:1 (m/m), ap0s serem
submetidas a aquecimento até 200°C. Condi¢Bes de andlise descritas na Figura 19
Fonte: do autor
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Os resultados da cromatografia confirmaram os dados iniciais obtidos por
andlise térmica e FT-IR associada a PCA.

5.2.2 Analises das amostras de 3 e 6 meses

5.2.2.1 Calorimetria exploratoria diferencial

Como observado na Figura 22, os perfis das curvas térmicas das misturas,
apos 3 meses de incubagdo a 40°C+1°C e 75%15% de umidade relativa,
mantiveram-se 0os mesmos em relacdo ao tempo inicial (FIGURA 13), ou seja, ndo
houve aparecimento, deslocamento ou desaparecimento de qualquer evento
térmico. ApGs 6 meses (dados ndo apresentados), as amostras apresentaram o
mesmo perfil nas andlises por DSC, portanto ndo foi possivel observar diferencas
visuais em relacdo a Figura 22.

.............................................................

\y — Risperidona (R)
N e R + Lactose anidra

___________________________________________________________ \ /™™, ...... R+Celulosemicrocristalina
\ Y ___. R+Amido
_____________________ - ———— T R + Laurilsulfato de Na

| R + Estearato de Mg
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Temperatura / °C

Figura 22 DSC das misturas binarias e da risperidona apés 3 meses de incubagdo a 40°C+1°C e
75%+5% de umidade relativa. Temperatura de 30°C a 200°C; razdo de aquecimento
10°C.min" e atmosfera de N, com fluxo de 50 mL.min™ (n=1)

Fonte: do autor

Os valores encontrados para temperatura e entalpia de fusédo para todas as
amostras apos 3 e 6 meses de incubagéo estdo apresentadas nas Tabelas 7 e 8,
respectivamente. A temperatura de fusdo manteve-se constante em todos 0s casos,
tanto para amostras apos 3 meses de incubacao, quanto para as analises apos 6

meses, assim como ocorreu no tempo inicial.



69

As misturas binarias com lactose anidra, celulose microcristalina e estearato
de magnésio ap6s 3 e 6 meses de incubagcdo apresentaram uma reducao
significativa em relacdo ao valor de referéncia (51 J.g™). J& para as amostras
contendo amido e laurilsulfato de soédio, os valores de entalpia foram
significativamente iguais e independentes do tempo de incubacdo. Dessa forma,
pode-se dizer que as mesmas interacdes quimicas encontradas nas amostras

iniciais foram observadas apos o periodo de incubacdo em camara de estabilidade.

Tabela 7 Valores de temperatura de fusdo da risperidona nas amostras incubadas a 40°C+1°C e
75%+5% de umidade relativa em comparacdo com as misturas binarias no tempo inicial

Amostra — Te (°C)
Tempo inicial 3 meses 6 meses
Risperidona (R) 170,52 + 0,02 170,1+£0,3 170,4+0,1
R+ lactose anidra 168,6 + 0,3 169,3+0,4 169,5+0,2
R+ celulose microcristalina 169,2 +£0,1 169,4+0,0 169,6 £ 0,6
R+ amido 169,13 £ 0,04 169,5+£0,7 169,5+0,4
R+ laurilsulfato de sédio 169,6+ 0,4 169,3+0,2 169,6 + 0,2
R+ estearato de magnésio 170,9+£0,3 169,9+£0,2 169,9+0,1

*Intervalos de confianca (p> 0,05)
Fonte: do autor

Tabela 8 Valores de entalpia de fusdo da risperidona nas amostras incubadas a 40°C+1°C e 75%+5%
de umidade relativa em comparacao com as misturas binarias no tempo inicial.

AH (J/g)
Amostra —

Tempo inicial 3 meses 6 meses
Risperidona (R) 102,0£0,3 103 +2 98,9+0,1

R+ lactose anidra 38+2 42,0+ 0,7 37+2

R+ celulose microcristalina 37+8 46+ 1 43 +2

R+ amido 47 5 49 £ 2 44 + 8

R+ laurilsulfato de sédio 44 + 6 50+1 50 + 2
R+ estearato de magnésio 368 45,0+0,2 41,7+0,8

Fonte: do autor

5.2.2.2 Espectroscopia no infravermelho

A espectroscopia no infravermelho revelou que, visualmente, ndo houve
alteracdes nas bandas de absorcéo da risperidona ap0s 3 meses e 6 meses de
incubacdo em relacdo a amostra inicial, como mostra a Figura 23. O mesmo

comportamento foi observado para os espectros das demais amostras. Para auxiliar
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na interpretacdo desses resultados, foi utilizada a analise quimiométrica por PCA

dos dados espectrais das amostras incubadas durante 3 e 6 meses.

100

SRS . = ' :
———ﬁﬁ-\/-/\,‘r Ww’y A uw
P]l I f
3064
90}
l 1192
1352
80 -(a—) Risperidona inicial 34 Region A 1129
100 . e L 1643, " 1610 ' -
Yv T T 1 " ; v T"
* Pln qu Y W M
2 3064 |
2 90+ I
g 1192
B [l ] 1352
,
80t : 1129
- b Rlspendona 3 meses 1534 Region A
100 (b) . 1643 1610 i
Bae oo oy
90}
1192
1352
80} . 1129
Y Risperidona 6 meses 1534 Region A
(c 4 X . 1643 1610 .
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

NGmero de onda / cm

Figura 23 Bandas de absor¢éo no infravermelho para risperidona: (a) tempo inicial; (b) apés 3 e (c)
apés 6 meses de incubagdo a 40°C+1°C e 75%t5% de umidade relativa. Ambas
analisadas a temperatura ambiente (n=3)

Fonte: do autor

A Figura 24 mostra os resultados da analise de PCA dos dados de
espectroscopia no infravermelho das amostras apdés 3 meses de incubacédo. As
amostras que ndo apresentaram alteracdes espectrais significativas estédo
localizadas abaixo da linha horizontal, enquanto as amostras acima da linha
apresentam alteracOes espectrais. De acordo com o resultado, entre as amostras do
grupo avaliacdo, apenas a mistura com laurilsulfato de sodio ficou localizada acima
da linha. Porém, as amostras de laurilsulfato de sédio puro, no grupo controle,
também ficaram acima da linha. Assim, as alteracdes espectrais apresentadas pela
mistura, podem ser atribuidas a alteragdes no excipiente puro, e ndo na risperidona.
Dessa forma, pode-se concluir que a incubagé&o por 3 meses a 40°C+1°C e 75%+5%
de umidade relativa nao foi suficiente para induzir reagbes de incompatibilidade

entre a risperidona e 0s excipientes estudados.
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Figura 24 PCA dos dados espectrais das amostras de risperidona e misturas binarias (risperidona
/excipiente) 1:1 (m/m) apds 3 meses de incubagdo a 40°C+1°C e 75%+5% de umidade
relativa. Os pontos pretos representam as triplicatas das amostras do grupo controle e os
tridangulos vermelhos representam as triplicatas das amostras do grupo avaliacao.

Fonte: do autor

Os espectros de infravermelho das amostras apds 6 meses de incubacédo
também foram analisados por PCA e o resultado esta apresentado na figura 25. A
mistura com laurilsulfato de sodio do grupo avaliacdo e a amostra desse excipiente
puro do grupo controle apresentaram 0 mesmo comportamento das amostras
incubadas por 3 meses. Nota-se ainda que a mistura com estearato de magnésio do
grupo avaliacdo passou a ocupar a parte superior da figura, acima da linha

horizontal. Assim, com o aumento do tempo de incubacéo, foi possivel observar uma
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incompatibilidade entre a risperidona e 0 excipiente estearato de magnésio a partir

da andlise por FT-IR associada a PCA.
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Figura 25 PCA dos dados espectrais das amostras de risperidona e misturas binarias (risperidona

/excipiente) 1:1 (m/m) apds 6 meses de incubagédo a 40°C+1°C e 75%+5% de umidade
relativa. Os pontos pretos representam as triplicatas das amostras do grupo controle e os
triangulos vermelhos representam as triplicatas das amostras do grupo avaliacéo.

Fonte: do autor

5.3 CARACTERIZACAO DA ZIPRASIDONA

5.3.1 Analise térmica
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As curvas térmicas obtidas para a ziprasidona estdo apresentadas na figura
26. A curva DSC apresenta um evento endotérmico na faixa de 40°C a 130°C.
Nessa mesma faixa de temperatura, a curva TG apresenta uma perda de massa de
aproximadamente 4%. Os dois eventos correspondem a perda de uma molécula de
agua, uma vez que o farmaco se encontra na forma de mono-hidrato.

O segundo evento endotérmico que aparece na curva DSC inicia-se com um
valor de Te de 297,0°C. Nessa temperatura, observa-se o inicio de uma intensa
perda de massa na curva TG, além de varios picos consecutivos na curva DTG,
indicando sucessivas perdas de massa. Esses resultados revelam que a ziprasidona
nao apresenta temperatura e entalpia de fusdo definidas, pois sofre degradacao
térmica antes de apresentar um pico de fusdo no DSC. (Pfizer Canada, 2010) Como
Te € AH; sdo os principais parametros avaliados nos estudos de compatibilidade,
esse comportamento constitui uma limitacdo ao uso das técnicas de analise térmica
para os estudos de estabilidade da ziprasidona.
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Figura 26 Curvas térmicas para a ziprasidona. TG e DTG na faixa de temperatura de 30°C a 600°C; e
DSC na faixa de temperatura de 30°C a 350°C; ambos com razdo de aquecimento
10°C.min™ e atmosfera de N, com fluxo de 50 mL.min"*(n=1)

Fonte: do autor

5.3.2 Espectroscopia no infravermelho e Raman

A Figura 27 exibe os nomes dos grupamentos presentes na molécula de
ziprasidona e o0 espectro de absorcdo no infravermelho da ziprasidona, que

corresponde a forma cristalina F como disponivel na literatura. (Hedvati et al.) Essa
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forma € um mono-hidrato, que se mantém estavel em ambiente com umidade
relativa entre 20% e 60% e quando aquecido a 80°C por 12h, ainda mantém sua
forma cristalina. (Hedvati et al.)

A Figura 28 mostra o resultado da espectroscopia Raman para a ziprasidona.
Os grupos funcionais relativos a cada banda de absor¢éo no infravermelho marcada
na Figura 27 estao descritos na Tabela 9.
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Figura 27 Estrutura da ziprasidona com grupamentos assinalados e espectro de absor¢cdo no

infravermelho da risperidona na faixa de 4000 a 600 cm™tem temperatura ambiente.
Fonte: do autor
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Figura 28 Espectro Raman para ziprasidona na faixa de 2000 a 200 cm™, detector a -50°C, 10
sacans(n=3)
Fonte: do autor
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Tabela 9 Bandas de absor¢do no infravermelho, caracteristicas da estrutura da ziprasidona.

NGmero de onda (cm™) Intensidade Atribuicao
3420 média N-H estiramento do anel B-lactama
1713 forte C=0 estiramento do anel B-lactama
3200 média C-N estiramento do anel B-lactama
1630 e 1433 media-forte C=C estiramento do anel aromatico
744 meédia C-Cl estiramento do anel aromatico

Fonte: (Hedvati et al.; Siverstein; Webster, 2006)

5.3.3 Difratometria de raios X

A analise por difratometria de raios X constatou que a ziprasidona apresenta-
se em sua forma cristalina correspondente a forma F, com picos caracteristicos em
10,9; 14,8; 18,06; 19,58; 21,8; 24,88 e 25,9 2°0. O difratograma obtido esta

apresentado na Figura 29.(Hedvati et al.)

Intensidade / u. a.

10 20 30 40 50

20 graus

Figura 29 Difratograma da ziprasidona. Entre 5° e 55° 26, 40kV e 30 mA (n=1)
Fonte: do autor

5.3.4 Microscopia eletrénica de varredura

De acordo com a definicdo da farmacopeia dos Estados Unidos, a ziprasidona
apresenta cristais de morfologia irregular, formado por conglomerados de particulas
arredondadas e em forma de tiras, como observado na Figura 30.(United States

Pharmacopeial Convention, 2008)
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Figura 30 Eletromicrografia da ziprasidona.Tenséo de aceleragdo 10V, em vacuo e amostras cobertas
com filme de ouro.
(a) Aumento de 1000x;
(b) Aumento de 5000x;
(c) Aumento de 10000x.
Fonte: do autor

5.4ESTUDOS DE ESTABILIDADE E COMPATIBILIDADE COM ZIPRASIDONA
5.4.1 ANALISES DAS AMOSTRAS DE TEMPO INICIAL
5.4.1.1 Cromatografia liquida

A Figura 31 apresenta o cromatograma do farmaco ziprasidona, observa-se
que, nas condicBes de andlise empregadas, o farmaco apresentou um tempo de

retencdo de 5,5 min.

300 T T

Branco
200 —

100 |- —

L (b) —— Ziprasidona padrdo -
200 — |

Intensidade (u. a.)

100 — —

T | T
0 5 10
Tempo (min)

Figura 31 Cromatogramas da ziprasidona. Fase mdvel metanol/tampéao 2:3 (v/v), coluna C8, fluxo 1,
mL.min~ e deteccdo em 229 nm. (n=3)
(a) branco (amostra contendo apenas diluente);
(b) amostra contendo ziprasidona.)

Fonte: do autor
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Uma curva de calibragdo com sete pontos foi construida, conforme a Figura
32, a partir da analise, em triplicata, de solu¢des nas concentra¢des de 0,10; 0,15;
0,20; 0,25; 0,30; 0,35 e 0,40 mg.mL™. O método foi linear dentro da faixa de

trabalho, com um valor de R? = 0,9935.

_ 200 - _

@©

3 150 -

8

'S 100 -

@]

g 50 A y = 646,8x

o R2 = 0,9964

<L 0 T T 1
0,00 0,10 0,20 0,30

Concentragdo (mg.mL1)

Figura 32 Curva de calibracdo para ziprasidona, construida com sete pontos, em triplicata. Fase
movel metanol/tampéao 2:3 (v/v), coluna C8, fluxo 1, mL.min" e deteccdo em 229 nm

Fonte: do autor

Os excipientes utilizados no estudo de compatibilidade com a ziprasidona
foram analisados segundo este mesmo método e observou-se que, nessas
condi¢cBes, nenhum deles apresentou sinal em seus cromatogramas, os quais foram
muito semelhantes ao branco (solucdo de metanol/tampéo 2:3 (V/v)).

Este método foi, posteriormente, utilizado para analisar as amostras
incubadas referentes ao estudo de compatibilidade com ziprasidona (farmaco e
excipiente isolados e misturas binarias), apés 3 meses e apds 6 meses de
incubacdo a 40°C+1°C e 75%+5% de umidade relativa. Segundo a metodologia, as

amostras foram preparadas para uma concentracdo de farmaco de 0,23 mg.mL™.

5.4.1.2 Espectroscopia no Infravermelho

A seguir sdo apresentados os resultados das andlises de infravermelho das
amostras de misturas binarias no tempo inicial. A Figura 33 mostra 0s espectros em
triplicatas das amostras de ziprasidona, manitol e mistura formada por estes dois

componentes. E possivel observar que as triplicatas foram bem semelhantes entre

Si.
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Figura 33 Espectros de absorcéo no infravermelho para amostras de tempo inicial (a) ziprasidona, (b)
manitol e (c) mistura binaria 1:1 (m/m) ziprasidona+manitol, na faixa de 1800 a 600 cm™
em temperatura ambiente (n=3)

Fonte: do autor

Figura 34 (a-e), onde se pode observar que os espectros de cada mistura
correspondem ao somatério do espectro do farmaco e de seu respectivo excipiente.
Esses dados foram usados como controle para avaliar os resultados apés 6 meses

de incubacéo.
5.4.2 Anéalise das amostras de 3 e 6 meses
5.4.2.1 Cromatografia Liquida

Apbés 3 meses e 6 meses de incubacdo em camara de estabilidade a
40°C+1°C e 75%+5% de umidade relativa, as amostras foram analisadas para
verificar o teor de ziprasidona. Conforme descrito na metodologia, as amostras foram
preparadas para uma concentracdo esperada de fArmaco de 0,23 mg.mL™. Este
valor corresponde a um teor de 100% de ziprasidona. A obtengédo de resultados

inferiores a este valor € indicativo de degradacdo do farmaco, e consequentemente,
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incompatibilidade quimica. Este valor encontra-se na faixa de linearidade do método,

portanto pode ser utilizado.
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Figura 34 Comparacdo entre os espectros de absorcdo no infravermelho para ziprasidona,

excipientes e misturas binérias.

(a) ziprasidona, estearato de magnésio e mistura ziprasidona+estearato de magnésio;

(b) ziprasidona, amido e mistura ziprasidona+amido;

(c) ziprasidona, celulose microcristalina e mistura ziprasidona+celulose microcristalina;
(d) ziprasidona, PVP e mistura ziprasidona+PVP; (e) ziprasidona, talco e mlstura
ziprasidona+talco. Os espectros foram obtidos na faixa de 1800 a 600 cm™® em
temperatura ambiente. Todas as misturas binarias foram preparadas na proporgao 1:1
(m/m). Estas amostras foram analisadas apds serem preparadas (tempo inicial)

Fonte: do autor
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A Figura 35 apresenta os resultados desta andlise para as amostras de
ziprasidona isolada e suas misturas binarias com 0s excipientes estearato de
magneésio, amido, celulose microcristalina, manitol, PVP e talco, apés 3 meses de
incubacédo. Foi possivel notar uma reducao significativa do teor da ziprasidona nas
misturas com estearato de magnésio e com PVP.

A Figura 36 mostra os cromatogramas das amostras de ziprasidona e de suas
misturas binarias com o0s excipientes estearato de magnésio, amido, celulose
microcristalina, manitol, PVP e talco, ap0s 6 meses de incubacéo. Esses resultados
mostraram que a reducdo de teor da ziprasidona causado pelo estearato de
magnésio e pelo PVP foi acentuada com o aumento do tempo de incubacao.

A partir desses resultados pode-se concluir que houve uma incompatibilidade

entre a ziprasidona e 0s excipientes estearato de magnésio e PVP. No entanto, o
método utilizado nado foi capaz de detectar produtos de degradacdo. Uma possivel
explicacdo para isso € o fato de que nas farmacopeias ndo ha um método disponivel
para analise da ziprasidona em formulacdo, mas somente para matéria prima. Neste
caso o0 usual é empregar o método disponivel para matéria prima nas analises de
formulacdo. No entanto, a presenca dos excipientes nas amostras pode ter
modificado a interacdo dos produtos de degradacdo com a coluna e a fase movel,
ndo sendo possivel sua deteccdo nas condi¢des de andlise utilizadas.
O estearato de magnésio tem sido relatado como incompativel em estudos com
outros farmacos como, por exemplo, o cetoprofeno,(Tita et al., 2011)
desloratadina,(Veronez et al., 2013) &cido acetil salicilico.(Tita et al., 2013) Este
excipiente € composto por uma mistura de sais organicos formados por cétions de
magneésio e anions provenientes de diferentes &cidos graxos (principalmente
estearico e palmitico). Uma explicagdo que tem sido encontrada para sua
incompatibilidade com farmacos é a ocorréncia de uma reag¢do quimica entre esses
dois componentes com formacgdo de &cido graxo e o farmaco na forma de sal de
magneésio.(Tita et al., 2011)

Enquanto o PVP também demonstrou incompatibilidade com o cetoprofeno
(Tita et al.,, 2011) e a&cido acetil salicilico.(Tita et al., 2013) Além disso,
incompatibilidades do PVP com lansoprazol, famotidina e atenolol indicam que o
grupo carbonil, presente na molécula do excipiente, seja 0 responsavel pelas

reacoes de degradacéo.(Crowley; Martini, 2001)
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Figura 35 Cromatogramas das amostras apds 3 meses de incubag¢do submetidas a 40°C+1°C e
75%+5% de umidade relativa.
(a) ziprasidona;
(b) ziprasidona+estearato de magnésio;
(c) ziprasidona+amido;
(d) ziprasidona+celulose microcristalina;
(e) ziprasidona+manitol;
(f) ziprasidona+PVP;
(9) ziprasidona+talco.
Todas as misturas binarias foram preparadas na propor¢cdo 1:1 (m/m). Fase movel
metanol/tampao 2:3 (v/v), coluna C8, fluxo de 1 mL.min™ e detecgdo em 229 nm (n=3).
Fonte: do autor
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Cromatogramas da amostras apos 6 meses de incubacao submetidas a 40°C+1°C e
75%+5% de umidade relativa.

(a) ziprasidona;

(b) ziprasidona+estearato de magnésio;

(c) ziprasidona+amido;

(d) ziprasidona+celulose microcristalina;

(e) ziprasidona+manitol;

(f) ziprasidona+PVP;

(9) ziprasidona+talco.

Todas as misturas binarias foram preparadas na propor¢cdo 1:1 (m/m). Fase movel
metanol/tampéo 2:3 (v/v), coluna C8, fluxo de 1 mL.min™ e deteccdo em 229 nm (n=3).

Fonte: do autor
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5.4.2.2 Espectroscopia no infravermelho

A Figura 37 apresenta uma comparacao entre 0os espectros no infravermelho
para as amostras de ziprasidona no tempo inicial e apés 6 meses de incubacéo. As
duas amostras apresentaram o mesmo perfil de bandas. Isso indica que o tempo de
incubacdo a 40°C+1°C e 75%+5% de umidade relativa ndo provocou alteragbes
estruturais na molécula do farmaco, ou seja, a ziprasidona, na auséncia de
excipientes, € estavel a essas condi¢cdes de armazenamento. Dessa forma, para 0s
espectros das misturas, qualquer alteracdo nas bandas provenientes da ziprasidona,

devem ser atribuidas a interagdo com o excipiente.

—— Ziprasidona inicial —— Ziprasidona 6 meses

—_—
J

=
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1800 1600 1400 1200 1000 800 600
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Figura 37 Espectros de absor¢éo no infravermelho para (a) ziprasidona inicial e (b) ziprasidona apés
6 meses de incubagéo a 40°C+1°C e 75%+5% de umidade relativa. Os espectros foram
obtidos na faixa de 1800 a 600 cm-1 em temperatura ambiente.

Fonte: do autor

A Figura 37 mostra os espectros em triplicatas das amostras de ziprasidona e
manitol isolado e de sua mistura binaria apés 6 meses de incubacdo. Assim como
nas andlises de tempo inicial, é possivel observar que as triplicatas foram bem
semelhantes entre si e o0 mesmo foi observado para as triplicatas das outras
amostras. Observa-se que o espectro da mistura corresponde ao somatdrio dos
espectros dos componentes isolados, e esse comportamento se repetiu para todas
as misturas, conforme apresentado na Figura 39 (a-e).

Somente a comparacao visual entre os espectros nao foi suficiente para uma
conclusao a respeito das interagdes entre a ziprasidona e os excipientes. Por isso,
os dados espectrais foram analisados por PCA, para melhor interpretacdo dos

resultados.
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Figura 38 Triplicatas dos espectros de absorcdo no infravermelho na faixa de 1800 a 600 cm™ em
temperatura ambiente. Amostras apds 6 meses de incubagéo a 40°C+1°C e 75%+5% de

umidade relativa.
(a) ziprasidona,

(b) manitol;
(c) ziprasidona+manitol,.

Fonte: do autor
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Figura 39 Comparacéo entre os espectros de absor¢cdo no infravermelho obtidos na faixa de 1800 a
600 cm-1 em temperatura ambiente. Todas as misturas binarias foram preparadas na
proporcao 1:1 (m/m). Amostras apos 6 meses de incubacédo a 40°C+1°C e 75%+5% de
umidade relativa.
(a) ziprasidona, estearato de magnésio e mistura ziprasidona+estearato de magnésio;
(b) ziprasidona, amido e mistura ziprasidona+amido;
(c) ziprasidona, celulose microcristalina e mistura ziprasidona+celulose microcristalina;
(d) ziprasidona, PVP e mistura ziprasidona+PVP;
(e) ziprasidona, talco e mistura ziprasidona+talco.

Fonte: do autor
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5.4.2.3 Anélise de Componente Principal

O modelo de PCA mais adequado foi construido utilizando validacdo cruzada
por leave-one-out, pré-processamento com autoscaling, 5 componentes principais e
variancia explicada de 92,5%. Apdés a construgcdo do modelo, o conjunto Xa foi
previsto e os resultados plotados na forma de grafico (FIGURA 40). Diferentemente
do gréfico dos residuos apresentados nas analises da risperidona, o grafico da
Figura 40 descreve amostras anbmalas em referéncia ao primeiro componente
principal (PC1), que descreve 35% da variancia dos dados espectrais. Neste grafico,
as duas linhas horizontais, em 10 e -10, (threshold obtido com 95% de intervalo de
confianga) classificam as amostras do conjunto Xa. Agquelas localizadas na regiao
interna a essas duas linhas apresentam seus espectros dentro do perfil esperado
aqueles espectros obtidos no conjunto controle. Por outro lado as amostras
localizadas acima da linha superior e abaixo da linha inferior apresentam alteracdes
significativas em seus espectros.

Como pode ser visto na Figura 40, a mistura binaria entre ziprasidona e
estearato de magnésio apos 6 meses de incubacdo (amostras 61 a 63) ultrapassam
o threshold estabelecido, indicando que essa mistura apresentou alteracfes
significativas em seu perfil de bandas. Esse resultado é concordante com o
resultado da LC.

As amostras 73 a 75 representam as triplicatas da mistura binaria entre
ziprasidona e PVP e estdo localizadas threshold. No entanto, as amostras 16 a 18
(PVP inicial) e 55 a 57 (mistura ziprasidona com PVP inicial) do conjunto controle
também extrapolam o threshold estabelecido. Ou seja, 0 modelo construido néo foi
capaz de abranger as amostras do grupo controle relativas ao PVP, portanto, as
alteracOes espectrais nessas amostras ndao puderam ser avaliadas por esse modelo.

Como nao foi possivel construir um modelo adequado que conseguisse
abranger todas as amostras do conjunto Xc dentro do threshold, uma estratégia
utilizada foi a utilizagdo de um modelo individual para as amostras de PVP, a Figura

41 apresenta este resultado.
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Figura 40 PCA dos dados espectrais das amostras de ziprasidona e misturas binarias (risperidona
/excipiente) 1:1 (m/m) apds 6 meses de incubagdo a 40°C+1°C e 75%+5% de umidade
relativa. Os pontos pretos representam as triplicatas das amostras do grupo controle e os

tridangulos vermelhos representam as triplicatas das amostras do grupo avaliacao.
Fonte: do autor

As amostras de mistura binaria com PVP ap0s 6 meses de incubacgéo ficaram
acima da linha horizontal, confirmando, entdo, que seus espectros apresentaram
alteracdes significativas.

Os resultados de FT-IR associados com a PCA foram concordantes com o0s
resultados da LC, indicando compatibilidade da ziprasidona com o0s excipientes
amido, celulose microcristalina, manitol, e talco; e incompatibilidade com estearato
de magnésio e PVP.

Em formulacdes comerciais de ziprasidona, O PVP nédo é utilizado e com
base no resultado obtido neste trabalho ele deve ser descartado caso haja interesse

de se desenvolver uma nova formulacdo. Por outro lado, o estearato de magnésio



88

faz parte da formulacdo de referéncia de ziprasidona que esta no mercado. No
entanto, deve-se observar que, no experimento, ele foi utilizado em uma quantidade
(50%) muito maior do que usual (0,25 a 5%),(Sweetman, 2009) o que pode ter
induzido a ocorréncia de reacgbes que ndo aconteceriam em uma concentracao

menor.
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Figura 41 Analise PCA para amostras contendo PVP. Os pontos pretos representam as triplicatas das
amostras do grupo controle e os tridngulos vermelhos representam as triplicatas das
amostras do grupo avaliacao.

Fonte: do autor
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6 CONCLUSAO

A risperidona foi devidamente caracterizada e os resultados encontrados para
temperatura de fusao, difratometria de raios X e espectroscopia de infravermelho
estdo de acordo com os dados encontrados na literatura. Trata-se de um composto
cristalino correspondente a forma polimorfica C, termicamente estavel na faixa de
trabalho de 30°C a 200°C, o que permite a realizacdo de estudos de compatibilidade
empregando as técnicas termoanaliticas. De acordo com os dados do DSC em
combinagdo com FT-IR e quimiometria, a risperidona apresentou-se quimicamente
compativel com o0s excipientes amido e laurilsulfato de sédio, enquanto
incompatibilidade com a lactose anidra, celulose microcristalina e estearato de
magneésio. A analise por LC, das amostras de mistura, revelou que trata-se de uma
incompatibilidade quimica, devido a diminuicdo no teor de risperidona nas amostras,
e ainda a formacgdo de produtos de degradagdo na mistura com estearato de
magneésio. Além disso, a analise por TG demonstrou a formacédo de um produto de
degradacéo volatil, que justifica a diminuicdo do teor na mistura com lactose anidra.
A analise por FT-IR associada a PCA das amostras incubadas foi capaz de detectar
a incompatibilidade da risperidona apenas com o estearato de magnésio, apds 6
meses de incubacdo. Dessa forma, Pode-se concluir, que a analise térmica é uma
boa alternativa para a obtencédo rapida de informacdes sobre compatibilidade entre
farmacos e excipientes.

Os resultados da difratometria de raios X e da espectroscopia no
infravermelho para a ziprasidona mostram que trata-se da forma polimérfica F,
conforme apresentado na literatura. Apesar de ser cristalino, ndo foi possivel a
utilizacao da técnica de DSC para estudos de compatibilidade, pois o farmaco néo
apresentou uma temperatura de fusdo definida na qual seja termicamente estavel. A
analise por LC da ziprasidona mostrou que o método empregado € linear dentro da
faixa de trabalho. No entanto, o0 método nao foi capaz de detectar os produtos de
degradagdo nas misturas que apresentaram incompatibilidade. As misturas com
PVP e estearato de magnésio apresentaram reducao de teor de ziprasidona apos 3
meses de incubacéo, e essa reducao foi acentuada apdés 6 meses de incubacéo. Os
resultados de FT-IR associada a PCA revelaram alteracdes espectrais nas misturas

com PVP e estearato de magnésio. Isso revela que houve uma incompatibilidade
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quimica entre a ziprasidona e esses dois excipientes, enquanto ela foi compativel

com amido pregelatinizado, celulose microcristalina, manitol e talco.
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