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RESUMO

Rosuvastatina célcio é wuma estatina sintética utilizada para tratar a
hipercolesterolemia, inibindo a 3-hidroxil-3-metilglutaril coenzima A (HMG-CoA)
redutase. No Brasil, este farmaco € amplamente comercializado como comprimidos
e capsulas manipuladas. Contudo, ndo ha nenhum método descrito em compéndios
oficiais para as formas de dosagem mencionadas. O presente trabalho propés o
desenvolvimento e validacdo de métodos de analise quantitativa de rosuvastatina
célcica (cromatografia liquida de alta eficiéncia e espectrofotometria) e ensaios de
dissolucao (também realizados em meio biorrelevante) para as formas farmacéuticas
capsulas e comprimidos. Foi avaliado também a estabilidade de rosuvastatina
célcica e o impacto do polimorfismo na liberacdo deste farmaco em formulacdes de
capsulas. Os métodos de andlise quantitativos nao apresentaram diferenca
estatistica para o nivel de significancia de 5%. No estudo de degradacao forcada de
rosuvastatina calcica, foi observada sua instabilidade frente as degradacdes acida e
fotolitica, com caracterizacdo dos produtos formados, seguido de aplicacdo do
método em amostras reais. Diferentes formulacées de liberacdo imediata produzidas
com matéria-prima comercial (s6lido amorfo) foram analisadas para o
desenvolvimento do ensaio de dissolugcdo, empregando a forma cristalina M de
rosuvastatina calcica. Esta forma foi recristalizada em nosso laboratério e mostrou
uma menor solubilidade aquosa quando comparada com a forma amorfa. A
formulacdo com esta forma cristalina mostrou uma taxa de dissolugdo lenta que
demonstra o impacto do polimorfismo nesta molécula quando utilizada a forma
farmacéutica cépsula. Além de identificar diferentes formas sélidas, o ensaio
discriminativo desenvolvido permitiu distinguir formulagcdes com diferentes
composigdes de excipientes. Um ensaio de dissolugéo foi desenvolvido e validado
para a forma farmacéutica comprimido. Este ensaio foi utilizado para comparar
produtos similares em relacdo ao produto referéncia. Os resultados mostraram que
ha caracteristicas de liberagcdo semelhantes para dois dos trés produtos similares,
em comparacdo com o produto referéncia Crestor®. Um estudo empregou como
meio biorrelevante leite em pH = 6,4 nas mesmas condi¢cdes de aparato e rotagao
definidos para capsulas e comprimidos no ensaio discriminativo. Os resultados
mostraram que ambas as formas farmacéuticas avaliadas apresentaram a mesma
especificacao sugerida para o meio utilizando tampéao fosfato pH = 6,8. Assim, os
métodos desenvolvidos neste trabalho contribuem para avaliacdo da qualidade,
seguranca e eficacia terapéutica de rosuvastatina calcica, além de ampliar os
conhecimentos cientificos relacionados a esta estatina.

Palavras-chave: Rosuvastatina célcica. Cromatografia liquida de alta eficiéncia.
Espectrofotometria. Produtos de degradacdo. Dissolucao.
Polimorfismo.



ABSTRACT

Rosuvastatin calcium is a synthetic statin used to treat hypercholesterolemia,
inhibiting 3-hydroxyl-3-methylglutaryl coenzyme A (HMG-CoA) reductase. In Brazil,
this drug is widely marketed as tablets and compounded capsules. However, there is
no method described in official compendia for the mentioned dosage forms. This
work proposed the development and validation of methods for quantitative analysis of
rosuvastatin  calcium  (high  performance liquid chromatography and
spectrophotometry) and dissolution tests (also performed in biorelevant medium) for
capsules and tablets forms. The stability of rosuvastatin calcium and the impact of
polymorphism on the release of this drug in capsule formulations were also
evaluated. The methods of quantitative analysis didn't present statistical difference
for the significance level of 5% In the study of forced degradation of rouvastatin
calcium, it was observed its instability against acid and photolytic degradations. The
products of degradation generated by the stress conditions were characterized. After,
the method was used in order to evaluate real samples. Different formulations for
immediate release were produced with commercial raw material (amorphous solid).
The obtained formulations were analyzed for the development of dissolution tests
using the crystalline form M of rosuvastatin calcium. This form were recrystallized in
our laboratory and showed a lower aqueous solubility when compared to the
amorphous form. The formulation with this crystalline form also showed a slow
dissolution rate that demonstrates the impact of the polymorphism on this molecule
when prepared as capsule form. In addition to identifying different solid forms, the
discriminant test developed was able to discriminate formulations with different
compositions of excipients. A dissolution test was developed and validated for the
tablets form. This method was used to comparasion of similar products related to the
reference. The results proved that there is similar release characteristics for two of
three similar products, in comparison with the reference product Crestor®. A study
using milk at pH = 6.4, as biorelevant medium, was conducted by using the same
apparatus and rotation conditions of the discriminatory assay. The results showed
that both evaluated pharmaceutical forms presented the same specification
suggested for the medium using phosphate buffer pH = 6.8. Thus, the developed
methods contribute to quality, therapeutic safety and efficacy evaluation of
rosuvastatin calcium, and to expand the scientific knowledge related to this statin.

Key words: Rosuvastatin calcium. High performance liquid chromatography.
Spectrophotometry. Degradation products. Dissolution. Polymorphism.
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1 INTRODUCAO

As doencas cardiovasculares (DCV) séao a principal causa de morte no mundo.
Dados recentes apontam que ataques cardiacos e derrames cerebrais, tiram a vida de
17,3 milhdes de pessoas todos 0s anos e uma estimativa é de que este nimero podera
atingir 25 milhbes de pessoas até 2030. Estudos apresentados nas ultimas trés
décadas tém indicado que a tendéncia de eventos cardiovasculares vem aumentando
na presenca de fatores de riscos estabelecidos pela aterosclerose, sendo assim a
doenca cardiovascular aterosclerética (DCA) € a maior causa de morbidade e
mortalidade em adultos de nac¢les industrializadas e em desenvolvimento como o
Brasil (BOZZA et al., 2012; GAZOLLA et al., 2014; MAHMOOD; JAHAN; HABIBULLAH,
2015).

Diversos estudos epidemiologicos envolvendo pacientes hiperlipémicos tém
mostrado relagdo direta entre o risco de desenvolvimento de doenga arterial
coronariana (DAC) ("Coronary Heart Disease", CHD) e lesBes ateroscleréticas, devido
aos altos niveis de lipidios sanguineos, geralmente na forma de lipoproteinas. Dentre
as principais classes de substancias utilizadas para o tratamento de tais patologias,
tem-se as estatinas, os fibratos, resinas de ligacdo de acidos biliares, ezetimiba, niacina
e acidos graxos 6mega-3 (CAMPO, 2007; RANG, 2012; SPOSITO et al., 2007; XAVIER
et al., 2013).

As estatinas sdo farmacos que estdo se tornando indispensaveis na prevencao
priméria e secundéria da doenca arterial coronariana (DAC), devido ao seu importante
propésito de diminuir os niveis de lipoproteinas plasmaticas ricas em colesterol e
reduzir os riscos desta doenca. Estes efeitos sao resultantes da atividade inibidora das
estatinas sobre a enzima HMG-CoA redutase (hidroximetilglutaril-CoA redutase), com a
propriedade de bloquear a conversdo do substrato HMG-CoA em éacido mevalonico,
inibindo os primeiros passos da biossintese de colesterol. Estas substancias, capazes
de mimetizar o substrato natural, podem ser divididas em naturais e sintéticas e diferem

fundamentalmente em termos de poténcia, perfil farmacocinético, interacdo
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farmacolégica e efeito indesejado relacionado a miotoxicidade. Além do seu efeito
hipolipemiante, efeitos pleiotropicos, também sao relatados na literatura (CAMPO,
2007; PAPAGEORGIOU et al., 2016)

A rosuvastatina calcica, farmaco sintético, representa uma das mais recentes
estatinas lancadas no mercado em 2003. E um dos farmacos mais potentes na inibig&o
da enzima 3-hidroxi-3-methyl-glutaril-CoA redutase (HMG-CoA), a qual esta envolvida
na sintese do colesterol. O principal efeito deste farmaco est& na reducéo do colesterol,
mas ha dados na literatura que mencionam, que além desta propriedade, a
rosuvastatina apresenta outras funcdes relacionadas a efeitos anti-inflamatorios,
antioxidante e imunomoduladora ((BARREIRO, FRAGA, 2015; STERK et al., 2016).

O controle de qualidade na industria farmacéutica, para determinagéo do teor de
principio ativo, estudo das caracteristicas fisicas e quimicas do farmaco, estudos de
estabilidade, solubilidade e dissolugéo, é de fundamental importancia para garantir a
qualidade do produto final. Em funcéo de tais efeitos benéficos citados anteriormente e
apesar da comprovada eficécia clinica e seguranca no tratamento com rosuvastatina,
h&a um interesse no desenvolvimento de métodos analiticos, pois até entdo, ndo existe
monografia farmacopeica para formas farmacéuticas sélidas em compéndios oficiais.

Considerando a importancia do controle de qualidade na avaliacdo da qualidade
e seguranca da matéria-prima até o produto final, este trabalho prop6s desenvolver e
validar métodos de determinacdo e liberacdo de formas farmacéuticas cépsulas e
comprimidos de rosuvastatina calcica, e avaliar a influéncia do polimorfismo na

molécula do farmaco.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Foram revisados a seguir assuntos da literatura relacionados ao trabalho
desenvolvido, como: antilipémicos, estatinas, rosuvastatina calcica, polimorfismo,
estabilidade, sistema de classificacdo biofarmacéutica, teste de dissolu¢cdo, meios

biorrelevantes e validacéo.

2.1 ANTILIPEMICOS

A mortalidade por doencas cardiovasculares (DCV) tem diminuido
significativamente, no entanto o nimero de pacientes com estas patologias associada a
dislipidemia vem aumentando com o avancgar da idade (GOBAL; MEHTA, 2010).

A dislipidemia, conhecida também como hiperlipidemia, esta relacionada com o
aumento dos niveis de triglicérides e / ou aumento dos niveis de lipoproteinas de baixa
densidade (LDL), e reducédo de lipoproteinas de alta densidade (HDL). Esta condicéo
associada a fatores de risco como tabagismo, sedentarismo, obesidade, entre outros
fatores estdo envolvidos com a formacdo de placa aterosclerética (GONZALEZ,
HELKIN; GAHTAN, 2016; LIU; LI, 2015; XAVIER et al., 2013).

A aterosclerose é uma doenca inflamatoéria cronica que se inicia com agressao
do endotélio vascular, acometendo a camada intima das artérias, associada aos riscos
constitucionais e riscos modificaveis. A placa de ateroma forma-se em funcdo do
aumento da permeabilidade da intima para lipoproteinas plasmaticas e as lesdes
ateroscleroticas tornam-se progressivamente numerosas e difusas com o progresso da
doenca (XAVIER et al., 2013).

O tratamento farmacoldgico das dislipidemias envolve hipolipemiantes agrupados
nas seguintes classes: estatinas, resinas e ezetimiba, fibratos niacina, acidos graxos

6mega 3 e novos farmacos como os inibidores da proteina de transferéncia de éster de
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colesterol (CETP), inibidor da proteina de transferéncia microssomal (MTP), inibidores
do pro-proteina convertase subtilisina/ kexin tipo 9 (PCSK?9) e inibidores da sintese de
apolipoproteina B (XAVIER et al., 2013).

As estatinas sdo potentes agentes de diminuicao de lipidos, sendo utilizadas na
prevencdo primaria e secundaria de doencgas cardiovasculares e produzem reducdes
significativas, tanto na morbidade como na mortalidade. Seu uso esta relacionado a
reducdo do LDL colesterol por inibidores da hidroximetilglutaril coenzima A (HMG CoA)
redutase e esta classe de medicamentos continua sendo a terapia mais reconhecida
por estudos clinicos na reducdo de eventos cardiovasculares e sua acdo pode
influenciar todo o conjunto das lipoproteinas circulantes que interagem com a LDL
colesterol como VLDL e remanescentes de quilomicrons (MOREIRA et al., 2006;
RODRIGUES, 2008; XAVIER et al., 2013).

2.2 ESTATINAS

Existem atualmente varias classes de medicamentos empregadas no tratamento
das dislipedemias, sendo as estatinas cada vez mais utilizadas na prética clinica para a
prevencdo primaria e secundaria das DCV. Estes farmacos tornaram-se os redutores
de lipidios mais amplamente prescritos na maioria dos paises. A classe das estatinas
compreende farmacos que possuem semelhanca com a molécula 3-hidroxi-3-metill-
glutaril coenzima A (HMG-CoA), a qual é substrato da enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril
Coenzima-A Redutase (HMG-CoA redutase), envolvida na formacdo do colesterol
(NIETO-RAMIREZ et al., 2013; SIRTORI, 2014).

O mecanismo de acdo destas substancias envolve a enzima 3-hidroxi-3-
metilglutaril Coenzima-A Redutase (HMG-CoA redutase), responsavel por aumentar a
velocidade de sintese do colesterol nas células hepéticas. Esta enzima catalisa a

conversdo da HMG-CoA em acido mevaldnico, um dos intermediarios na formacao do
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colesterol (Figural) (BONETTI et al., 2003; LINARELLI, 2008; SHITARA, 20086,
PORTELA et al., 2014).

A subsequente reducdo na sintese hepatica de colesterol provocada pela
inibicdo da enzima HMG-CoA redutase resulta em aumento da sintese dos receptores
de superficie especificos de LDL (Low-Density Lipoprotein), que podem se ligar a LDL
circulante e, portanto, aumentar a depuracdo das LDL. Por conseguinte, o principal
efeito bioguimico das estatinas consiste em reduzir as concentragdes plasmaticas de
LDL-colesterol. Além disso, as estatinas reduzem os trigliceridios plasmaticos e
aumentam o HDL-colesterol (LINARELLI, 2008; PORTELA et al., 2014; RANG, 2012;
SHITARA, 2006).

Acetil-CoA + Acetoaceti-CoA

l

HMG-CoA

| HMG CoA redutase | J I ESTATINAS I

Mevalonato

Isopentenil - PP

v
Geranil - PP
v
Farnesil - PP
Prenilagdo de proteinas
/\‘ } | {exemplo: Ras e RHO)
Esqualeno Geranilgeranil - PP

Colesterol

Figura 1- O efeito das estatinas na via do mevalonato.
Fonte: Traduzido de BONETTI et al., 2003.
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Em 1971, a primeira estatina foi descoberta e isolada pelo bioquimico japonés
Akira Endo, obtida a partir do fungo Penicillium citrinum, sendo chamada de
mevastatina. No entanto, a primeira aplicacdo clinica de uma estatina foi realizada pela
Merck & Co (Kenilworth, Nova Jersey), a qual foi isolada a partir do fungo Aspergillus
terreus em 1976, denomina de lovastatina, sendo aprovada pelo Food and Drug
Administration (FDA) em 1987 e comercializada em como Mevacor® (ENDO, 2008;
NIETO-RAMIREZ et al., 2013).

As estatinas (Figura 2) mevastatina e lovastatina foram proto6tipos das estatinas
semi-sintéticas pravastatina e sinvastatina, respectivamente. Para posteriormente, mais
cinco novas moléculas serem desenvolvidas e comercializadas, séo elas as estatinas
sintéticas: fluvastatina, cerivastatina, atorvastatina, rosuvastatina e pitavastatina. No
entanto, a cerivastatina foi retirada do mercado em 2001, pois estudos determinaram
gue sua utilizacdo produzia rabdomiolise (ENDO, 2008; NIETO-RAMIREZ et al., 2013).

Quimicamente, consistem em sistema anelar hexaidronaftalénico ligados a dois
grupamentos: um éster metilbutirato e um hidroxiacido que pode formar uma lactona de
seis membros. Quanto a origem, podem ser divididas em trés grupos: metabdlitos
fungicos (lovastatina e pravastatina), compostos sintéticos (atorvastatina, fluvastatina,
rosuvastatina, pitavastatina) e compostos semi - sintéticos (sinvastatina)
(KOROLKOVAS, 2012;NIETO-RAMIREZ et al., 2013).

No momento, seis estatinas sdo empregadas clinicamente no Brasil (Figura 2):
lovastatina, sinvastatina, pravastatina que sdo semi - sintéticas, a fluvastatina que é o
primeiro agente totalmente sintético, derivado da mevalonolactona, sendo produzido
na forma racémica e a nova geracao de estatinas sintéticas, representada pela
atorvastatina (Lipitor®) e rosuvastatina (Crestor®) (CAMPO, 2007; XAVIER et al., 2013).
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Fonte: Adaptado de QU; JIANG; KONG, 2014.

2.3 ROSUVASTATINA CALCICA

Rosuvastatina céalcica € uma estatina sintética, lancada em 2003 e representa
uma das mais recentes estatinas. E administrada por via oral sob a forma de
comprimidos ou capsulas. A forma farmacéutica comprimido apresenta como

medicamento referéncia o Crestor®, medicamento gue atingiu em 2013 vendas de 8,2
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bilhbes e desde o seu lancamento pela industria Astra Zeneca ja foi arrecadado mais
de US$ 50 bilhdes. De acordo com dados relatados pela empresa IMS Health, este
farmaco foi considerado o mais prescrito entre os produtos farmacéuticos globais em
2014, para tratamento de hipercolesterolemia, doenca metabdlica de lipidios no sangue
e prevengdo de doengas coronarianas, alcangando um grande destague no mercado
farmacéutico, em funcdo de sua potente inibicdo da enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril-
coenzima A (HMG-CoA) redutase (BARREIRO, FRAGA, 2015; SCHACHTER, 2005;
STERK et al., 2016)

A  rosuvastatina calcica  (Figura 3), possui formula  molecular
(C 22H 27 FN 3 O 4 S),Ca, peso molecular de 1001,14, com as seguintes caracteristicas
fisco-quimica: pKa 4,6, logD em pH= 7,4 de -0,33, levemente sollvel em agua e soluvel
em metanol, cloroformio e DMSO. Apresenta-se como um po6 branco amorfo, o qual é
estavel e vem sendo utilizado comercialmente para a producdo de formas
farmacéuticas solidas na industria farmacéutica. Ha relatos na literatura de diferentes
formas cristalinas deste farmaco (BALAKUMAR; RAGHAVAN, SELVAN, 2013; LITVIC
et al., 2013; SIRTORI, 2014).
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Figura 3 - Estrutura quimica da rosuvastatina célcica
Fonte: REDDY et al., 2011.

Em relacdo a farmacocinética, a rosuvastatina calcica € um farmaco que possui

20 % de biodisponibilidade absoluta, com pico de concentracdo plasmatica de 3 a 5
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horas ap0s administracdo e uma meia vida de eliminacdo de aproximadamente 20
horas. Sua estrutura quimica possui o0 grupo metilsulfonamida, que confere a este
farmaco propriedade hidrofilica, que justifica a sua baixa permeabilidade em
membranas bioldgicas, limitando sua absorcao e distribuicdo aos tecidos. No entanto, a
rosuvastatina é seletiva para hepatdécitos, quando comparada aos demais tecidos, em
funcdo de sua alta afinidade pela proteina transportadora da familia do polipeptidio
transportador de anions organicos (OATP) especifica do figado (SIRTORI, 2014;
VARMA et al., 2011).

Aproximadamente 90 % da rosuvastatina calcica liga-se as proteinas
plasmaticas, principalmente a albumina. Este farmaco sofre metabolismo de primeira
passagem no figado (minima metabolizacao CYP2C9/2C19), que é o local primario
da sintese de colesterol e da depuracdo de LDL-C. Apresenta metabolismo limitado
(aproximadamente 10 %), principalmente para a forma N-desmetila, e 90% sao
eliminados como farmaco inalterado nas fezes, sendo o restante excretado na urina
(SCHACHTER, 2005; NAZIR et al., 2015).

E uma molécula de carater acido, apresentando um pKa de 4,6 e como a taxa
de absorcdo no intestino € maior, em funcdo de uma superficie mais ampla e de
vilosidades para facilitar este processo, supde-se que absorcdo deste farmaco se dé
nos segmentos iniciais do intestino. Estudos realizados por VARMA e colaboradores
relata que a permeabilidade de rosuvastatina avaliada em células Caco-2 e células com
transportador OATP2B1 apresentou uma dependéncia significativa do pH,
demonstrando que no pH=7,4 houve uma permeabilidade de baixa a moderada e em
pH=5,5 uma permeabilidade elevada, sugerindo-se assim, que nos segmentos iniciais
do intestino delgado (pH 3,0 a 6,0) ocorre uma melhor absorcdo deste farmaco
(NIETO-RAMIREZ et al., 2013; SCHACHTER, 2005; VARMA et al., 2011).

A rosuvastatina célcica é um seletivo e potente inibidor competitivo da HMG-CoA
redutase, a enzima que limita a taxa de converséo da 3-hidroxi-3-metilglutaril co-enzima
A para mevalonato, um precursor do colesterol. Apesar da importancia deste
mecanismo de reducdo de colesterol, a rosuvastatina também induz o aumento de

receptores LDL, onde a lipoproteina LDL se fixa no tecido hepatico, ocorrendo
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depuracdo de particulas com apo B-100, por endocitose. Desta forma, este farmaco
exerce seus efeitos modificadores de lipidios de duas maneiras: aumentando o nimero
de receptores LDL hepaticos na superficie celular, aumentando a captacdo e o
catabolismo do LDL circulantes, e diminuem a biossintese de colesterol (CAMPO;
CARVALHO, 2007; SHITARA; SUGIYAMA, 2006).

A literatura registra artigos envolvendo estudos na determinagcédo do farmaco em
comprimidos, matéria-prima e em matrizes biologicas, principalmente por cromatografia
e espectrofotometria. A andlise por CLAE foi relatada na determinacdo de
rosuvastatina célcica em plasma (AKKAM et al.,, 2013; BERGMAN et al., 2006;
JEMNITZ et al., 2010; KUMAR et al., 2006; NASIR et al., 2011; NAZIR; IQBAL; NASIR,
2015; SHAH et al., 2011; SULTANA; ARAYNE; IFTIKHAR, 2008) e por CLAE acoplada
a detector de espectrometria de massas (MACHADO et al.,, 2015; SEGALIN et al.,
2015). Matéria-prima e comprimidos foram determinados por CLAE (ASHFAQ et al.,
2014; BADAWY et al., 2011; BELUDARI; PRAKASH; MOHAN, 2013; CHEN et al.,
2014; GOMES et al., 2009; HAZRA; COUNCIL; SCI, 2016; LITVIC et al., 2013;
MACHADO et al., 2015; NARAPUSETTI et al., 2014; RAJ et al., 2009; RAJENDRA,
2015; REDDY et al, 2011; SEGALIN et al, 2015; SREE JANARDHANAN;
MANAVALAN; VALLIAPPAN, 2012; SULTANA, 2012; TALAY et al., 2015; TRIVEDI;
PATEL, 2012)

Alguns trabalhos relatam a quantificacdo de rosuvastatina calcica matéria-prima
e na forma farmacéutica comprimidos, por espectrometria UV. (AFROZ, 2011;
SANKAR, 2009; BINAL, 2012; SEVDA, 2011; GUPTA, 2009; UYAR, 2009; BORBA et
al., 2013).

Na Farmacopeia Europeia ha registro da monografia para matéria-prima,
entretanto, nos demais compéndios oficiais ndo ha registros de monografia para
rosuvastatina calcica nas formas farmacéuticas capsula e comprimido (EUROPEAN
PHARMACOPOEIA, 2015).



29

2.4 POLIMORFISMO

Os farmacos ou insumos farmacéuticos ativos (IFAs) comercializados séo
frequentemente apresentados no estado solido e compdéem as formas farmacéuticas
como comprimidos e capsulas. No entanto, estes farmacos podem existir em varias
formas sélidas, tais como polimorfos, pseudopolimorfos (solvatos e hidratos), sais, co-
cristais e soélidos amorfos (BLAGDEN et al., 2007; DE ARAUJO et al.,, 2012;
MORISSETTE et al., 2004)

O termo polimorfismo é definido como a propriedade que uma substancia possui
de existir no estado sélido em mais de um arranjo cristalino (MCCRONE, 1969). Na
industria farmacéutica atualmente, o termo polimorfismo é utilizado de maneira mais
ampla, incluindo tanto as formas cristalinas quanto as formas amorfas (DE ARAUJO et
al., 2012).

Os IFAs podem apresentar inumeras formas no estado solido (Figura 4),
podendo exibir diferentes propriedades fisico-quimicas, tais como cor, morfologia,
estabilidade, solubilidade e biodisponibilidade. Dentre essas formas, destacam-se 0s
polimorfos (IFAs com diferencas estruturais no empacotamento das redes cristalinas),
os solvatos (moléculas de solventes ligam-se a superficie ou a rede do sélido por meio
de interacBes intermoleculares com as IFAS), os sais (IFAs cristalizados com acidos ou
bases), os co-cristais (IFAs cristalizados com outras substancias sélidas e neutras em
condicBes ambientes, inclusive cristalizados com outros IFAs) e os amorfos (IFAs com
arranjo de moléculas ndo organizadas) (LU; ROHANI, 2009; VAN EERDENBRUGH et
al., 2014).
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O Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica (SCB) busca a classificacdo dos

farmacos com base em sua solubilidade aquosa e permeabilidade através das

membranas bioldgicas. Entre as quatro categorias do SCB estédo os farmacos de classe

| (alta solubilidade, permeabilidade elevada), classe 1l (baixa solubilidade e alta

permeabilidade), classe Il (alta solubilidade e baixa permeabilidade) e classe IV (baixa
solubilidade e baixa permeabilidade (AMIDON et al., 1995; PARR et al., 2016).

Dentre as moléculas candidatas a farmacos, muitas pertencem a classe I, lll e

IV do SCB, onde a biodisponibilidade pode ser limitada, ou pela solubilidade ou pela

permeabilidade. Nesse sentido, a utilizagdo de estratégias para aumentar a
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biodisponibilidade como o emprego de co-solventes, complexagdo com ciclodextrinas,
estratégias de pro-farmaco, reducéo no tamanho de particula e a utilizacdo do farmaco
como solido amorfo, podem ser inseridas. O estado amorfo apresenta uma maior
solubilidade (maior energia livre), no entanto, um fator que deve ser levado em
consideracdo € sua instabilidade que surge em funcdo da variagdo na estabilidade
termodinamica relativa ao estado cristalino e uma maior mobilidade molecular, levando
a taxas mais elevadas de degradacdo quimica e possibilidade de recristalizacao
espontanea (NAGAPUDI; JONA, 2008; VAN EERDENBRUGH et al., 2014).

Algumas variagdes nas propriedades fisico-quimicas das formas polimorfas
como estabilidade quimica, diferentes ponto de fuséo, higroscopicidade, viscosidade,
solubilidade, forma do cristal, alteragbes fisicas durante a armazenagem,
processamento do medicamento, podem ocasionar alteracdes do perfil de degradacéo,
homogeneidade do farmaco, variacbes na acdo farmacoldgica e na toxicidade (DE
ARAUJO et al., 2012).

Na literatura séo relatadas diferentes formas polimorfas de rosuvastatina célcica,
como a amorfa, cristalina, sais, solvatos e co-cristais, e dentre as principais formas
cristalinas ja descritas estdo as formas A, B, B1, C, M, R, S, and TW1 (BLATTER,
SCHAAF, SZELAGIEWICZ, 2006; BOOTH et al., 2009; NISHIGUCH, INAKOSHI, 2013;
SAHADEVA et al, 2011; SETHI et al.,, 2010 SZELAGIEWICZ et al., 2012; TAYLOR,
1999).

2.5 ESTABILIDADE: ESTUDO DE DEGRADACAO FORCADA

A estabilidade de produtos farmacéuticos refere-se a capacidade do produto ou
matéria-prima em manter as mesmas condi¢cdes e caracteristicas, como identidade,
poténcia e pureza, durante todo o periodo de estocagem e uso. Pode também ser
definida como o periodo de tempo compreendido entre a fabricacdo do produto até o

momento em que sua poténcia estad reduzida a ndo mais que 10%, desde que 0s
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produtos de degradagcdo estejam todos seguramente identificados e com efeitos
previamente relatados (SILVA et al., 2009; ROGE et al., 2013).

O monitoramento da estabilidade de medicamentos é a maneira mais eficaz para
avaliar, prever e prevenir problemas relacionados a qualidade do produto durante seu
tempo de validade. Além disso, a seguranca e a eficacia dos farmacos podem ser
avaliadas através do estudo de produtos de degradacédo, formados nos estudos de
estabilidade, os quais, se presentes, podem gerar perda de atividade terapéutica ou
aumento de toxicidade (BLESSY et al., 2014; SEHRAWAT; MAITHANI; SINGH, 2010).

A estabilidade de produtos farmacéuticos depende de fatores ambientais como
temperatura, umidade e luz, além de fatores relacionados ao proprio produto como
propriedades fisicas e quimicas de substancias ativas e excipientes farmacéuticos,
forma farmacéutica e sua composicédo, processo de fabricacéo, tipo e propriedades dos
materiais de embalagem (BRASIL, 2005).

O teste de degradacéao forcada, ou teste de estresse, é definido como ensaio de
estabilidade para farmacos e medicamentos sob condigBes extremas, mais ainda do
gue aquelas utilizadas para o estudo de estabilidade acelerada. Este teste mostra-se
como uma tendéncia, dentro do planejamento, para o desenvolvimento de uma forma
farmacéutica, pois a pesquisa da estabilidade intrinseca do farmaco fornece
abordagens de formulagdo, indicando tipos de adjuvantes e materiais de
acondicionamento, que, provavelmente, contribuirdo para manutencdo da integridade
do farmaco e do produto (BLESSY et al., 2014; MAGGIO; VIGNADUZZO; KAUFMAN,
2013; SILVA et al., 2009).

A realizacdo dos testes de estresse indica, previamente, 0os possiveis produtos
de degradacédo que podem ocorrer durante os estudos de estabilidade acelerada e de
longa duracédo, auxiliando no estudo da seletividade, durante o desenvolvimento de
métodos analiticos indicativos de estabilidade. Além disso, esses estudos séo
importantes, principalmente quando h& pouca informacdo disponivel quanto ao
potencial de formacéo de produtos de degradagcao, ampliando os conhecimentos sobre
o ingrediente ativo e a estabilidade do produto, durante a fase de desenvolvimento
(ALCANTARA, 2013; REYNOLDS et al., 2002; BLESSY et al., 2014).
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Estudos de degradacdo forcada estdo descritos em diretrizes internacionais
como o ICH e WHO (ICH, 2003; WHO, 2009). No Brasil, a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) publicou a RDC n° 45, em 2012, a qual determina que 0s
testes de degradacao forcada de farmacos, os quais podem ser realizados em apenas
um lote, em que devem incluir a avaliacdo dos efeitos de temperatura, umidade e luz,
bem como susceptibilidade a oxidacdo e hidrdlise em diferentes pHs. Entretanto, a
legislacdo brasileira ndo descreve detalhes sobre a realizacdo desses estudos, dando
uma maior énfase, apenas, ao estudo de fotodegradacdo. Nesta resolucdo, ha
exigéncia, para relatério de estudo de estabilidade, de informacdes sobre a
quantificacdo de produtos de degradacao ou justificativa técnica para a nao realizacao,
porém ndo ha especificagdo em relacdo a notificacdo, identificacdo e qualificacao
destes produtos de degradacdo em medicamentos (BRASIL, 2012). Essa especificacédo
s6 foi elaborada pela RDC 58/2013, a qual foi recentemente atualizada pela RDC
53/2015. Esta resolucdo estabelece parametros para a verificacdo de produtos de
degradacdo em medicamentos, para elaboracdo do perfil de degradacao
correspondente e para a notificacdo, identificacdo e qualificacdo dos produtos de
degradacéo formados ao longo do prazo de validade do medicamento (BRASIL, 2013;
BRASIL, 2015).

Para a determinacdo de produtos de degradacédo e impurezas nao conhecidas,
pode ser aplicada uma variedade de técnicas cromatograficas e espectrométricas, de
forma isolada ou em combinacdo com outras técnicas. Quando um produto nao
conhecido é isolado, técnicas como Espectrometria de Massas (EM), Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN) e Infravermelho (IV) sédo frequentemente utilizadas para
identificar grupamentos funcionais especificos (PILANIYA et al., 2010)

Um meétodo indicativo de estabilidade € um procedimento analitico quantitativo
utiizado na deteccdo de um farmaco livre de interferéncias como impurezas,
excipientes e produtos de degradacédo. E de acordo com o FDA, um método indicativo
de estabilidade € um procedimento analitico quantitativo e validado que pode ser
utilizado para avaliar a estabilidade de farmacos e medicamentos. Durante estudos de

estabilidade, a cromatografia liquida é utilizada, rotineiramente, para separar e
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quantificar os analitos de interesse, no entanto, h4 necessidade de utiliza-la com
detectores que assegurem a auséncia de compostos que possam estar co-eluindo com
0 analito de interesse, como os detectores de arranjo de diodo (DAD) e espectrometro
de massas (EM), confirmando dessa forma, a seletividade do método (MAGGIO;
VIGNADUZZO; KAUFMAN, 2013; SEHRAWAT; MAITHANI; SINGH, 2010).

2.6 SISTEMA DE CLASSIFICACAO BIOFARMACEUTICA

Amidon e seus colaboradores, em 1995 estabeleceram o Sistema de
classificacdo biofarmacéutica, o qual € uma importante ferramenta para classificacao
de farmacos, caracterizando-os em quatro classes (Classe |, I, lll e IV). Este sistema
possui como fundamento que parametros como a solubilidade e a permeabilidade
gastrintestinal sdo caracteristicas especifica de cada farmaco (AMIDON et al., 1995;
MARTINEZ; AMIDON, 2002).

A descricdo das quatro classes que dividem os farmacos com suas
caracteristicas relacionadas a solubilidade e permeabilidade sao:

Classe | (alta solubilidade e alta permeabilidade): sdo farmacos rapidamente
absorvidos e os fatores considerados limitantes é o processo de dissolucédo, quando
este ocorre de maneira muito rapida e o esvaziamento gastrico (AMIDON et al., 1995;
UNITED STATES, 2015).

Classe Il (baixa solubilidade e alta permeabilidade): sdo farmacos em que a
sua solubilizacdo no trato gastrintestinal € o fator limitante, pois o conteudo intestinal e
a membrana luminal apresentam mudancas ao longo do intestino, e dessa forma, o
perfil de dissolugdo determinara a concentracdo do farmaco por um periodo bem maior
e a absorcdo ocorre em um periodo de tempo mais longo quando comparado aos
farmacos de classe | (AMIDON et al., 1995; UNITED STATES, 2015).

Classe Ill (alta solubilidade e baixa permeabilidade): nesta classe o fator

limitante da absorgéo é a permeabilidade. Nesse caso, tanto a velocidade e a extensao
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da absor¢cdo podem apresentar grandes variagoes, devido a alteracdes na fisiologia do
processo de permeabilidade relacionadas ao transito intestinal, conteddo luminal e
permeabilidade da membrana (AMIDON et al., 1995; UNITED STATES, 2015).

Classe IV (baixa solubilidade — baixa permeabilidade): sdo farmacos que
possuem problemas para administracdo oral, em funcdo da provavel ocorréncia de
forma significativa, de problemas relacionados biodisponibilidade (AMIDON et al., 1995;
UNITED STATES, 2015).

O SCB tem por objetivo oferecer uma ferramenta para regulamentar a
substituicdo de estudos in vivo (estudos de biodisponibilidade e bioequivalancia), por
estudos in vitro. Esta substituicAo denominada de bioisencdo, tem a finalidade de
reduzir a exposi¢do de voluntarios em estudos clinicos e diminuir o tempo e custo no
processo de desenvolvimento de farmacos e medicamentos com qualidade assegurada
(LENNERNAS; ABRAHAMSSON, 2005; STORPITIS; GAI, 2009).

Neste ano de 2016, muitos medicamentos perderam a protecdo do registro de
patente, entre eles esta o Crestor® da Astra Zeneca. Os medicamentos referéncia
passam a concorrer com produtos similares e genéricos que possuem 0 Mesmo
principio ativo contido no medicamento referéncia com preco mais acessivel. Uma
demanda maior passa a ocorrer no registro destes novos medicamentos fabricados, e
para o Brasil, a bioisencdo proporcionaria beneficios tanto ao governo como aos
pacientes, em relacdo a maior acessibilidade ao tratamento medicamentoso
(ARRUNATEGUI et al., 2015).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), na RDC n° 37 utiliza o
SCB para permitir a bioisencdo de formas farmacéuticas soélidas de liberagédo imediata
de farmacos com elevada solubilidade e permeabilidade (classe 1) (BRASIL, 2011). A
Food and Drug Administration (FDA) e a Agéncia Européia de Medicamentos (EMEA)
consideram bioisentos farmacos de classe | e ainda, farmacos de classe lll, quando
estes apresentam dissolucdo muito rapida (85% em 15 minutos). A Organizacéo
Mundial de Saude (OMS) considera como bioisentos além dos farmacos classe | e

classe lll, os farmacos classe Il que apresentem caracteristicas de ser um acido fraco,
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e cumpram na faixa de 250 mL ou menos, o requisito de solubilidade em pH 6,8
(UNITED STATES, 2015; DEZANI et al., 2013; EMEA, 2010; WHO, 2005).

E recomendado pelas agéncias reguladoras para a bioisencdo os testes de
solubilidade e permeabilidade para classificacdo do farmaco entre as diferentes classes
do SCB. Com relacdo aos métodos mais indicados para o estudos de solubilidade, esta
o método de equilibrio que emprega a técnica do shake-flask, métodos
potenciomeétricos, dissolucdo intrinseca e de diagrama de fases, sendo a técnica do
shake flask a mais recomendada pelo FDA (BRASIL, 2011; EMEA, 2010; ISSA;
FERRAZ, 2011; UNITED STATES, 2015).

Para a determinacdo dos estudos de permeabilidade de farmacos, sao
empregados os métodos de perfusao intestinal in vivo ou in situ, estudos de permeacao
in vitro utilizando membranas atrtificiais, cultura de monocamadas de células epiteliais e
0 método ex vivo, onde é utilizado segmento intestinal de animal, isolado e contido em
equipamento adequado (ARRUNATEGUI et al., 2015; UNITED STATES, 2015;
DEZANI et al., 2013).

A solubilidade dos farmacos é uma propriedade importante para a absorcao de
medicamentos administrados por via oral e depende da dissolucdo da forma
farmacéutica para que entdo ocorra a permeacao através da membrana biol6gica e o
farmaco atinja a circulacdo sistémica para realizar a acdo farmacoldgica
(ARRUNATEGUI et al., 2015; COOK; ADDICKS; WU, 2008; DEZANI et al., 2013).

O método considerado padréo na determinacdo da solubilidade € o método do
equilibrio empregando a técnica shake-flask, onde é adicionado uma quantidade de
farmaco em solucdes com diferentes valores de pH, até atingir a saturacdo, a qual é
indicada pelo excesso do farmaco precipitado no fundo do frasco. Esta suspensao
resultante é agitada a uma temperatura predeterminada durante um tempo definido,
para em seguida, serem filtradas e sua concentracdo determinada (BERGSTROM et
al., 2014; DEZANI et al., 2013; GLOMME; MARZ; DRESSMAN, 2005).

Segundo as agéncias reguladoras, a faixa de pH avaliada na solubilidade é de
1,2 a 6,8, e o farmaco sera considerado altamente soluvel se sua maior dose

administrada como uma formulacéo de liberagao imediata solubilizar-se em um volume
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de 250 mL. A escolha do volume de 250 mL leva em consideracdo que nos protocolos
de bioequivaléncia que a administracdo de um medicamento € com um copo de agua.
Na Resolucdo n ° 37, ainda é mencionado que no minimo trés condi¢bes de pH (1,2;
4,5 e 6,8) em triplicata devem ser estudadas (BRASIL, 2011; UNITED STATES, 2015;
EMEA, 2010; WHO, 2005).

2.7 TESTE DE DISSOLUCAO

Os testes de dissolugao in vitro representam uma ferramenta de grande
importancia na industria farmacéutica, sendo um teste oficial utilizado pelas
farmacopéias na avaliacdo da liberacdo dos farmacos a partir das formas
farmacéuticas solidas (AZARMI; ROA; LOBENBERG, 2007; TAJIRI et al., 2015).

Nos estudos para desenvolvimento de novas formulacfes o teste de dissolucao
€ capaz de estimar a liberacdo do farmaco in vitro e sua biodisponibilidade in vivo,
considerando que estudos clinicos séo limitados nas fases de desenvolvimento e pré-
formulacdo além de apresentar menor custo. Com relacdo ao controle de qualidade, o
objetivo deste ensaio estd em confirmar a homogeneidade dos lotes, avaliar desvios de
fabricacdo e demonstrar que a fabricacdo esta de acordo com as especificacdes,
assegurando a qualidade do produto (AZARMI; ROA; LOBENBERG, 2007; GAO,
2016).

Na atual realidade das industrias farmacéuticas, o ensaio de dissolucdo possui
um papel significativo com relacéo a alterac6es pos-registro, envolvendo mudancas na
formulacéo, equipamento, processo produtivo e local de producéo, de forma a fornecer
justificativas técnicas que comprovem que a realizagdo de ensaios envolvendo seres
humanos séo irrelevantes, em funcéo de custos e problemas éticos (MARCOLONGO,
2003; TAJIRI et al., 2015).

Para desenvolver um meétodo de dissolucéo, alguns fatores devem ser levados

em consideragdo, como a solubilidade, permeabilidade, caracteristicas
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farmacocinéticas do farmaco e peculiaridades relacionadas a formulagdo. Quando o
teste de dissolucdo ndo esta disponivel nha monografia, € recomendado que trés meios
de dissolugcéo diferentes, em uma faixa de pH 1,2 a 6,8, sejam utilizados na
comparacao de perfis de dissolucdo do farmaco. Recomenda-se que 0 ensaio deva
ocorrer em condi¢gdes sink, condi¢do definida como o volume do meio ser no minimo
trés vezes maior que aquele exigido para formar uma solu¢do saturada do farmaco,
com o objetivo de evitar que a velocidade de dissolucdo seja influenciada pela
aproximagdo da concentracdo de saturagdo durante o ensaio (BRASIL, 2010;
MALESUIK et al., 2006; MANADAS; PINA; VEIGA, 2002; MARCOLONGO, 2003; USP
38, 2015).

O volume de meio de dissolucdo para a realizacdo do ensaio pode variar de 500
até 1000 mL, a temperatura do meio deve ser mantida constante a 37 °C durante todo
o teste, o equipamento de realizacdo do ensaio deve estar qualificado, sendo de
grande importancia a determinacdo de qual aparato utilizar, sendo cesta ou pa para
formas de liberacdo imediata, definindo assim, um método que permita poder
discriminatério méximo para detectar desvios nos padrbes de qualidade dos
medicamentos avaliados (BRASIL, 2010; UNITED, 2015).

Muitos fatores podem modificar os resultados de um ensaio de dissolugéo e
devem ser levados em consideracdo para que sejam obtidos resultados confiaveis.
Dentre os principais fatores temos aqueles relacionados com o meio de dissolugao
como o volume, presenca de ar ou gases, pH, evaporacdo do meio, temperatura,
viscosidade e tensoativo, 0s relacionados ao equipamento, como vibragdo do sistema,
velocidade de agitacdo, posicdo da haste, posicdo e método de amostragem e
dispositivos para formas farmacéuticas que flutuam e os relacionados ao farmaco e
formulagdo, como a solubilidade, tamanho da particula e natureza quimica
(MARCOLONGO, 2003; UNITED, 2015).
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2.7.1 Meios biorrelevantes

A composicdo do meio de dissolucdo vem ganhando importancia em relacédo a
utilizacdo de meios biorrelevantes, definidos como meios de dissolucdo que
apresentam composicdo e caracteristicas mais préoximas aos fluidos do ambiente
gastrintestinal, principalmente aqueles que incluem em sua composi¢do contetdo que
simule o TGI apés a alimentacdo (BHAGAT et al., 2014; KLEIN, 2010).

A taxa de absorcéo de farmacos € muitas vezes mais lenta apds a administracao
de formas farmacéuticas solidas com a ingestéo de alimentos quando comparadas com
as condi¢cBes de jejum, refletindo no perfil de concentracdo plasmatica do farmaco.
Assim, € importante conhecer quais 0s processos relacionados a alimentacdo que
podem comprometer a eficacia do medicamento e consequentemente resultar em uma
biodisponibilidade significativamente reduzida (ABRAHAMSSON et al., 2004). Dentre
as principais interacées e mecanismos envolvidos na interferéncia dos alimentos com a
eficacia do farmaco estdo o aumento da viscosidade que pode afetar desintegracéo e
dissolucdo do farmaco tanto in vitro como in vivo, em decorréncia da formagcédo de um
filme sobre a superficie do comprimido ou cépsula, precipitacdo de componentes
alimentares, reduzindo a capacidade de penetracdo do meio dissolvente na matriz
sélida, e ainda, complexacao farmaco-alimento, diminuicdo da difusdo do farmaco
dissolvido, reducdo do fluxo de fluido do TGI e diminuicdo da taxa de esvaziamento
gastrico (LI et al., 2007).

Segundo o Centro Avaliacdo e Pesquisa de Farmacos do FDA que aprovou em
28/02/2012 a revisdo relacionada ao medicamento referéncia Crestor®, consta gue este
medicamento pode ser administrado com ou sem alimentos (UNITED STATES, 2012).
No entanto, ha estudos que relatam que a rosuvastatina calcica administrada com
alimentos apresenta uma reducdo na concentragdo plasméatica deste farmaco em
voluntarios saudaveis analisados (LI et al., 2007) e ainda, outro estudo realizado em
cdes que relata que este farmaco apresenta concentracao plasmatica inferior quando é

administrado com alimentos (BAEK; KWON; KIM, 2013). Dessa forma, analisar
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rosuvastatina célcica frente a meios biorrelevantes é de grande importancia para avaliar
se a liberacdo deste farmaco pode estar sendo alterada na presenca de um meio que

contenha carboidratos, lipideos e proteinas, o qual simule o estado alimentado.

2.8 VALIDACAO

O bom desempenho de qualquer técnica analitica depende crucialmente de dois
parametros: a qualidade das medidas instrumentais e a confiabilidade estatistica dos
calculos envolvidos no seu processamento. Uma forma de assegurar a aplicabilidade e
o alcance de um método durante as operacdes de rotina de um laboratério é
estabelecendo os limites destes parametros por meio da estimativa das figuras de
mérito, numa etapa conhecida como valida¢do (RIBEIRO et al., 2008; GEETHA et al.,
2012).

E cada vez mais reconhecida e exigida a necessidade de mostrar a qualidade de
medicdes quimicas, através de sua comparabilidade, rastreabilidade e confiabilidade.
Dados analiticos ndo confiaveis podem conduzir a decisdes desastrosas e prejuizos
financeiros irreparaveis. Para garantir que um novo método analitico gere informacdes
confidveis e interpretaveis sobre a amostra, ele deve sofrer o processo de validagcéo
(RIBANI et al., 2004; GEETHA et al., 2012).

Para assegurar a reprodutibilidade e a confiabilidade dos resultados de um
método analitico devem ser seguidas todas as etapas necessarias do processo de
validacdo. A validagdo de um método desenvolvido, ou mesmo, a validacdo de
modificacdes de ajuste de métodos ja publicados, mesmo os oficiais, envolve uma
etapa critica que € o julgamento do nivel de validacdo necessario conforme o objetivo a
gue se destina o método analitico (PASCHOAL et al., 2008)

O conceito do termo validacao foi utilizado em analises, na quimica analitica, a
fim de assegurar dados confiaveis de serem utilizados na descoberta, desenvolvimento
e fabricagdo de produtos farmacéuticos. Atualmente, os dados analiticos também s&o

usados na sele¢cdo de farmacos em potencial, no desenvolvimento de sua sintese, nos
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estudos de formulagbes, no monitoramento da estabilidade de farmacos e nos testes
de produtos acabados para comercializacdo (VALENTINI; SOMMER; MATIOLI, 2013).

Validar um método analitico é demonstrar que o método é adequado ao uso
pretendido, € um aspecto vital da garantia da qualidade analitica e tem recebido
consideravel atencao na literatura. A determinacao das caracteristicas de desempenho
do método é somente uma parte do processo e 0s critérios de aceitacdo sao baseados
no uso intencional do método. E recomendado que o planejamento e a execucio da
validacdo de método siga um plano mestre de validacdo (BARROS, 2002; GEETHA et
al., 2012).

A validacdo de métodos analiticos comprova, através de evidéncias objetivas
que requisitos para uma determinada aplicacdo ou uso especifico sdo atendidos. Pode
ser definida como o processo que confere validade a um método analitico, instrumento
ou equipamento, cujas especificagbes sdo aceitas como corretas, conferindo
confiabilidade aos resultados obtidos (SILVA; ALVES, 2006).

Estabelecer um bom procedimento de validacdo requer a realizagdo de um
namero adequado de andlises, sem perder a qualidade das estimativas, o que € um
desafio na rotina de um laboratério devido as restricdes de tempo, custo e potencial
instrumental (RIBEIRO et al., 2008).

A validacdo de um método € um processo continuo que comeca no
planejamento da estratégia analitica e continua ao longo de todo o seu
desenvolvimento e transferéncia. Para registro de novos produtos, todos os 6érgaos
regulatorios do Brasil e de outros paises exigem a validacdo de metodologia analitica e,
para isso, a maioria deles tem estabelecido documentos oficiais que séao diretrizes a
serem adotadas no processo de validacdo. Um processo de validacdo bem definido e
documentado oferece as exigéncias regulatérias evidéncias objetivas de que os
métodos e os sistemas sdo adequados para o uso desejado (RIBANI et al., 2004;
BRASIL, 2003).

A validagdo do método analitico deve ser documentada e os procedimentos
devem ser claros, objetivos e completos. A documentacéo consiste do plano mestre,

protocolo, planilhas de dados e relatério. O plano mestre de validacdo € o documento
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estratégico e contétm o cronograma de atividades e responsabilidades pelo
desempenho das tarefas inclusive elaboracao, revisdo e aprovacdo dos documentos
(BARROS, 2002).

Orgdos como ICH (International Conference on Harmonization), IUPAC
(International Union of Pure and Applied Chemistry), ISO (International Standart
Organization), ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria), INMETRO (Instituto
Internacional de Metrologia) e outros exigem o item validacdo de métodos analiticos
como um requisito fundamental no credenciamento para a qualidade assegurada e
demonstracdo de competéncia técnica (ICH, 2005; IUPAC, 2002; INTERNATIONAL
STANDARD ORGANIZATION, 2005; BRASIL, 2003; INMETRO, 2011).

Ndo ha um procedimento normalizado que estabeleca como executar a
validacdo de métodos instrumentais de separacdo. E importante ressaltar que as
diferentes terminologias e até algumas caracteristicas de desempenho do método tém,
em sua maior parte, o0 mesmo significado, porém descrito de uma maneira distinta, para
aplicacgoes diferentes (RIBANI et al., 2004).

No Brasil, ha duas agéncias credenciadoras para verificar a competéncia de
laboratérios de ensaios, a ANVISA e o INMETRO. Estes 6rgaos disponibilizam guias
para o procedimento de validacdo de métodos analiticos, como a Resolucdo RE n° 899,
de 29/05/2003 da ANVISA e o documento DOQ-CGCRE-008 do INMETRO, (reviséo 4),
de julho/2011 (BRASIL, 2003; INMETRO, 2011; RIBANI et al., 2004).

A Resolugao RE n° 899, de 29/05/2003 determina que a validagédo deva garantir,
por meio de estudos experimentais, que o método atenda as exigéncias das aplicacdes
analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados. Para tanto, deve apresentar
especificidade, linearidade, intervalo, precisdo, sensibilidade, limite de quantificacédo e

deteccgéo e exatiddo adequados a analise (BRASIL, 2003).
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3 OBJETIVOS

O objetivo geral deste estudo consiste no desenvolvimento e validacdo de
métodos analiticos para determinacdo qualitativa e quantitativa, e liberacdo de
rosuvastatina calcica nas formas farmacéuticas comprimido e capsula, além de avaliar

a influéncia do polimorfismo na molécula do farmaco.

Os objetivos especificos sao:

o Caracterizar o farmaco através da determinacdo do ponto de fusao,
espectrofotometria na regido ultravioleta (UV) e infravermelho (IV) e andlises térmicas
(DSC e TG).

o Desenvolver e validar método analitico para quantificagdo de rosuvastatina
cédlcica nas formas farmacéuticas comprimido e capsula, utilizando a
espectrofotometria no UV e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

o Desenvolver e validar ensaio de dissolugdo in vitro para comprimido e cépsula
considerando os valores de pH do TGI.

e Avaliar a liberacdo da rosuvastatina comprimido e cépsula, em meios
biorrelevantes contendo proteinas, carboidratos e lipideos.

o Aplicar o ensaio de dissolucéo in vitro para estudo de equivaléncia farmacéutica
de medicamento similar comparado ao medicamento referéncia Crestor®.

o Realizar analise comparativa dos métodos quantitativos desenvolvidos e
validados para analise de rosuvastatina calcica em comprimido e capsula.

o Avaliar a possivel influéncia do polimorfismo na molécula do farmaco utilizando-
se técnicas de difracdo de raios X, andlises térmicas (DSC e TG), infravermelho,

estudos de solubilidade e dissolugao.
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o Avaliar a estabilidade preliminar do farmaco frente a degradacao acida, basica,
oxidativa, térmica e fotolitica, com posterior caracterizacdo dos produtos de
degradacéao e analise de comprimidos com prazo de validade expirado.

o Desenvolver e validar método analitico indicativo de estabilidade para
guantificacdo de rosuvastatina célcica na presenca de impurezas, excipientes e
produtos de degradacéao.

o Elaborar monografia farmacopeica para as formas farmacéuticas em comprimido

e capsula.
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4 MATERIAS E METODOS

Estdo descritos a seguir todos os materiais e métodos que foram empregados no

desenvolvimento deste trabalho.

4.1 SUBSTANCIA QUIMICA DE REFERENCIA, PADRAO DE TRABALHO E
MEDICAMENTOS

Foram utilizados como padrdo de referéncia de rosuvastatina calcica Sigma-
Aldrich, teor declarado de 99,8% (Saint Louis, MO, USA) e rosuvastatina calcica padrao
de trabalho (teor declarado de 101,43%, lote: ALL 5199 e fornecedor: All chemistry).

Foram utilizados medicamentos referéncia e medicamentos similares no
desenvolvimento e aplicacdo dos métodos desenvolvidos.

O medicamento referéncia utilizado foi o comprimido Crestor® 20 mg (lactose
mono-hidratada, celulose microcristalina, fosfato de célcio tribasico, crospovidona,
estearato de magnésio, hipromelose, triacetina, diéxido de titdnio e férrico vermelho),
fabricado pela Astra Zeneca e trés medicamentos similares utlizados na forma
farmacéutica comprimidos de 20 mg, codificados como S1, S2 e S3.

Foram empregados também medicamentos na forma farmacéutica comprimidos
com prazo de validade expirado, codificados como P1, P2, P3 e P4.

Neste estudo foram avaliadas oito formulacdes de capsulas, onde trés formulacdes
foram adquiridas no comércio local, codificadas como A, B e C e cinco formulacdes
foram manipuladas no laboratério de Tecnologia Farmacéutica (UNIFAL-MG),

codificadas como D, E, F, G e H, descritas nas tabelas 1 e 2, respectivamente
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Tabela 1 - Composicdo das formulacbes de rosuvastatina calcica capsulas, obtidas do

comeércio local.

% Excipientes nas formulacdes

Excipientes Formulacbes
A B
Dioxido de silicio coloidal 1,0 2,5
Talco 5,0 7,5
Amido 74 81,5
Estearato de magnésio - 1,0
Carbonato de magnésio 10 7,5
Celulose microcristalina 10 -

Celulomax E®* - }

100

Fonte: Da autora

Nota: *Mistura comercial de excipientes composta por celulose microcristalina, didéxido de silicio

coloidal, &cido esteérico e croscarmelose sddica (superdesintegrante).

Tabela 2 - Composicao das formula¢des de rosuvastatina calcica (forma amorfa e cristalina),

manipuladas no laboratério de Tecnologia Farmacéutica.

% Excipientes nas formulacfes

Excipientes Formulagbes

D* E F G H
Dioxido de silicio coloidal 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
Talco 7,5 7,5 7,5 7,5 7,5
Amido 80,0 80,0 90,0 87,5 85,0
Estearato de magnésio - - - 2,5 5,0
Carbonato de magnésio 10 10 - - -

Fonte: Da autora

Nota: ® Preparado com a forma cristalina M
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4.2 SOLVENTES E REAGENTES

Os solventes e reagentes de grau analitico (PA) e grau UV/HPLC utilizados neste

trabalho, estao citados abaixo.

Acetato de sddio, Cinética (Jandira, SP, Brasil).

e Acetonitrila, Panreac (Londrina, PR, Brasil).

e Acido acético, Synth (Diadema, SP, Brasil).

e Acido cloridrico, Vetec (Duque de Caxias, RJ, Brasil).

e Acido formico, Vetec (Duque de Caxias, RJ, Brasil).

e Acido (orto) fosforico 85% Vetec (Duque de Caxias, RJ, Brasil).

e Agua ultra pura, sistema Millipore Milli-Q

e Fosfato de potassio monobasico, Vetec (Duque de Caxias, RJ, Brasil).
e Hidroxido de sodio, grau P. A, Vetec (Dugue de Caxias, RJ, Brasil).

e Lauril sulfato de sddio, Proquimios (Bangu, RJ, Brasil).

¢ Metanol, Panreac (Londrina, PR, Brasil) e Dinamica (Diadema, SP, Brasil).
e Pero6xido de hidrogénio, Vetec (Duque de Caxias, RJ, Brasil).

e Sulfato cuprico, Vetec (Duque de Caxias, RJ, Brasil).

e Trietilamina, Vetec (Duque de Caxias, RJ, Brasil).

4.3 EQUIPAMENTOS

e Aparelho de ultrassom Unique, modelo USC 2800 A (Indaiatuba, SP, Brasil).
e Balanca analitica Marte®, modelo AY 220 (Sao Paulo, SP, Brasil) e balanca
analitica Acculab®, modelo ALC 210.4 (Sao Paulo, SP, Brasil)

e Bomba de vacuo Nova técnica, modelo NT 613 (Diadema, SP, Brasil).
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Aparelho de ponto de fusdo Gehaka, modelo PF1500 (S&o Paulo, SP, Brasil).
Calorimetro Exploratorio Diferencial - DSC - modelo Q20 - marca TA —
Instruments (Barueri, SP, Brasil).

Calorimetro Exploratorio Diferencial - DSC - modelo 3500 Sirius - marca
NETZSCH-Geratebau GmbH — Instruments (Selb, Alemanha).

Centrifuga Celm, modelo LS-3 PLUS (S&o Caetano do Sul, SP, Brasil).

Colunas cromatograficas Promosil Agela Technologies Cig, 150 mm, 4,6 mm, 5
pm (lote: P951L0513 e lote: P9510515CL0161), (Wilmington, DE, USA).
Coluna cromatografica Agilent Technologies Cig, 250 mm, 4,0 mm, 5 pum
(Barueri, SP, Brasil).

Coluna cromatografica Cg Agilent Technologies Cg, 50 mm, 4,6 mm, 5 um
(Barueri, SP, Brasil).

Desintegrador Nova ética, modelo 3013 (Vargem Grande paulista, SP, Brasil).
Difratbmetro de raios X de p6 Rigaku® modelo Ultima IV (tipo 1) (Téquio, Japao)
Dissolutores Electrolab ® modelos TDT-08 L e EDT-08LX (n=8), com sinkers
(Mumbai, Maharashtra, India).

Durémetro Nova ética, modelo 298 AATS (Vargem Grande paulista, SP, Brasil).
Espectrofotometro na regido do infravermelho por transformada de Fourier IV-FT
Shimadzu®, modelo Affinity-1 (Téquio, Japdo) acoplado a um acessério de
amostragem por refletancia total atenuada Pike Miracle® com cristais de ZnSe
Pike Technologies® (Madison, Wisconsin, EUA);

Espectrofotometro na regido do UV/Vis Shimadzu®, modelo UV-1601 PC
(Quioto, Japéo);

Espectrofotdmetro na regido do UV/Vis Shimadzu®, modelo UV-1601 PC
(Quioto, Japéao);

Estufa Ethiktechnology, modelo 400-2 ND (Piracicaba, Sédo Paulo, Brasil).
Friabilometro Nova Etica, modelo 300-1 (Vargem Grande paulista, SP, Brasil).
Mesa Agitadora MARCONI, modelo MA420 (Piracicaba, Sao Paulo, Brasil).

Mesa agitadora Solab® modelo SL180 DT(Piracicaba, Sao Paulo, Brasil).
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e Medidor de pH Marconi®, modelo PA 200 (Piracicaba, SP, Brasil);

e Peneiras para analise granulométrica BerTel® , com aberturas de 106 mm/um e
75 mm/um (Caieiras, Sp, Brasil);

e Sistemas de cromatografia a liquido LC-10A HPLC da Shimadzu (Kyoto, Japan),
com bomba, LC-20AD, forno CTO 20-A, degaseificador DGU-202, detector DAD
a SPD-MD20A, injetor automatico SIL-20-AC HT e controlador CBM-202,

e Sistemas de cromatografia a liquido LC-MS 8030 UPLC equipado com um
analisador de massas triplo quadrupolo, com bomba LC-20AD, injetor
automatico SIL-20 AHT e detector UV SPD-10AVP da Shimadzu®(Kyoto, Japan).

e Sistema de purificacdo de agua Gehaka®, modelo osmose reversa 10 LTH (Séo
Paulo, Sao Paulo, Brasil).

e Sistema de purificacdo de agua Millipore®, modelo Direct-Q® 5 (Sao Paulo, Séao
Paulo, Brasil).

e Termobalanca Sl Nano Technology ®, modelo TG/DTA-7300 (Toquio, Japao)

4.4 RECRISTALIZACAO DE ROSUVASTATINA CALCICA

Para obtengédo da forma cristalina a ser avaliada neste estudo foi adicionado
cerca de 1,5 g de matéria-prima em uma mistura de solvente acetonitrila e agua na
proporcao de 1:1 (30 mL), a qual foi aquecida na temperatura de 40 °C até completa
solubilizac&do. A mistura foi resfriada até 15 °C e submetida a agitacao por cerca de 28
horas. ApOs a observacdo da precipitacdo, o produto cristalino foi separado por
filtracdo e seco a 50 °C. O método de recristalizacdo citado foi adaptado da patente
WO 2000042024 Al (TAYLOR, 1999).
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4.5 CARACTERIZACAO E IDENTIFICACAO DA MATERIA-PRIMA E FORMA
RECRISTALIZADA

A seguir estdo descritos todos os métodos empregados para caracterizar e

identificar a matéria-prima e a forma recristalizada.

4.5.1 Determinacéo do ponto de fusao

O ponto ou intervalo de fusdo é uma avaliacao fisico-quimica util na identificacéo
de farmacos, pois varias substancias apresentam ponto/faixa de fuséo caracteristicos e
a presenca de qualquer impureza altera o resultado (KOGAWA; SALAGADO, 2013).

As determinagbes do ponto de fusdo da rosuvastatina célcica e da forma
recristalizada, foram realizados por compactacdo da amostra em tubo capilar com
didmetro de 1 mm e 6 cm de comprimento, através do método capilar, em aparelho de
ponto de fusdo Gehaka 1500. Preencheu-se, até cerca de 3,0 mm de altura, um tubo
capilar vidro com uma das extremidades selada. Quando a temperatura atingiu 10°C
abaixo do inicio da fusao, reduz-se a velocidade de aquecimento para cerca de 1 °C
min?, como descrito na FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010. Os capilares foram
colocados na célula de aquecimento do equipamento e procedeu-se a observacao da

fusdo do p6, onde as temperaturas correspondentes foram registradas.

4.5.2 Espectrofotometria no ultravioleta

Os espectros de absorcao na regido de ultravioleta visando a identificagcdo da

matéria-prima foram obtidos utilizando-se espectrofotometro de duplo-feixe UV/VIS
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Shimadzu e cubetas de quartzo de 1 cm de caminho éptico. A leitura foi realizada entre
400 e 200 nm. Foram preparadas solucbes de rosuvastatina calcica, padrdo de
referéncia e padrdo de trabalho, em metanol (conforme o método desenvolvido no item

4.2.4), na concentracdo de 10 ug mL™.

4.5.3 Espectroscopia de absorcdo no infravermelho com refletancia total

atenuada

Os espectros de absorcao na regidao do infravermelho visam ao reconhecimento
de grupos funcionais da molécula, auxiliando na caracterizacdo e identificacdo de
substancias. O espectro de absorc¢do no IV foi obtido em espectrometro infravermelho
com transformada de Fourier composto com acessorio de refletancia total atenuada. A
amostra, sem prévio tratamento, foi colocada sobre o cristal de reflexdo e os dados
foram coletados na regido do infravermelho entre 4000-600 cm™, & temperatura

ambiente.

4.5.4 Analises por difracdo de raios-X

A amostra de rosuvastatina calcica, padrdo de trabalho, foi caracterizada
utilizando um difratbmetro Ultima IV da marca Rigaku, do Laboratério de Cristalografia
da UNIFAL, radiagdo monocromatica em tubo selado de grafite por filtro de Cu (Ka Cu,
A = 1,54187 A); varreduras no intervalo de 3 a 35° 26, a temperatura ambiente, com
passo otico de 0,02 em 26, corrente de 30 mA, tensdo de 40 kV, velocidade de

varredura de 1° 28/min.
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4.5.5 Andlises térmicas (DSC e TG)

As anadlises de DSC e TG foram realizadas no Laboratoério Interdisciplinar de
Quimica (LablQ-UNIFAL) e Laboratério de Andlise e Caracterizacdo de Farmacos
(LACFar-UNIFAL), respectivamente. A analise de DSC foi realizada no Calorimetro
Exploratorio Diferencial - DSC - modelo Q20-marca TA-Instruments, em cadinho de
aluminio fechado, temperatura de 30 a 300 °C com taxa de aquecimento de 10 °C min
e fluxo de nitrogénio de 50 mL min™ e a anélise de TG foi realizada na Termobalanca,
modelo TG 7300, em cadinho de aluminio aberto, temperatura de 30 a 300°C com taxa
de aquecimento 10°C min™ e fluxo de nitrogénio de 50 mL min™. Foram empregados

cerca de 3 mg de matéria-prima e forma recristalizada em ambas as analises.

4.6 DESENVOLVIMENTO DE METODO POR ESPECTROFOTOMETRIA NA REGIAO
ULTRAVIOLETA PARA ROSUVASTATINA CALCICA

A seguir estdo descritos os preparos de solugcbes e as condicbes de
desenvolvimento e validacdo do método por espectrofotometria na regido ultravioleta

para rosuvastatina calcica.

4.6.1 Preparo da solucéo de excipientes

Cada placebo (capsulas e comprimidos) foi pesado de acordo com o peso médio
de cada forma farmacéutica e transferidos para baldes de 50 mL. Para cada
preparacao foram adicionados cerca de 30 mL de metanol e levados ao banho de
ultrassom por 2 minutos. Os volumes foram ajustados com metanol, filtrados e logo em

seguida aliquota de 0,5 mL de cada solucéo foi transferida para bal6es volumétricos de
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10 mL e diluidas com os diferentes solventes (acido cloridrico (0,1 M), hidroxido de
sédio (0,1 M), agua, metanol e diluente (metanol: agua, 65:35, v/v)) para avaliar o
solvente mais adequado para a 22 diluicdo, e em seguida realizar a andlise por

espectrofotometria.

4.6.2 Preparo da solucéo padrao

Foram pesados o equivalente a 10 mg de rosuvastatina padréo de trabalho, os
quais foram transferidos para baldo volumétrico de 50 mL. Foram adicionados cerca de
30 mL de metanol e levado ao banho de ultrassom para solubilizacdo durante 2
minutos. O volume foi ajustado para 50 mL, filtrado e em seguida, diferentes volumes
da solucédo de trabalho foram transferidos para baldes volumétricos de 10 mL, para
obtencdo de diferentes niveis de concentracdo, seguida de andlise por

espectrofotometria.

4.6.3 Preparo das solu¢cdes amostras

Foram pesados o equivalente a 10 mg de rosuvastatina, a partir das amostras de
capsulas e comprimidos, os quais foram transferidos para baldes volumétricos de 50
mL, onde foram adicionados 30 mL de metanol, e levadas ao banho de ultrassom por 2
minutos. O volume foi completado para 50 mL, filtrados e em seguida, aliquota de 0,5
mL de cada solucéo foi transferida para baldo volumétrico de 10 mL e completou-se o

volume do baldo com metanol, para posterior anélise por espectrofotometria.
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4.6.4 Validacao do método de espectrofotometria na regido UV

A validacdo do método espectrofotométrico foi embasada em critérios
estabelecidos pelo ICH (ICH, 2005) e ANVISA (BRASIL, 2003), através da
determinacdo dos parametros de seletividade, linearidade, preciséo, exatidao, limite de
deteccédo e quantificacdo e robustez. A formulagéo E descrita na Tabela 2 (item 4.1) e 0

medicamento Crestor”® foram empregados para 0s ensaios de validacao.

4.6.4.1 Seletividade e determinagéo do comprimento de onda

Foi realizada uma pesquisa na literatura e constatou-se que o metanol foi o
solvente mais utilizado no preparo das solu¢cées. Com base nessa informacéo, as
solucbes de excipientes cépsula e comprimido foram preparadas com metanol
(solvente para a 12 diluicdo) e outros solventes de 22 diluicdo (acido cloridrico (0,1 M),
hidréxido de sédio (0,1 M), diluente (metanol: agua, (65:35, v/v)), agua, metanol) para
avaliacao da seletividade. Com base nos resultados obtidos neste ensaio, foi preparada
uma solugdo padrdo de rosuvastatina célcica no solvente selecionado para

determinacdo do comprimento de onda.

4.6.4.2 Linearidade

A avaliacdo da linearidade foi realizada a partir da média de 3 curvas analiticas
obtidas em 3 dias consecutivos, com 5 concentragdes em triplicata no intervalo de 4,0

ug mLt a 16 pg mL™ (4, 7, 10, 13 e 16 pg mL™). A partir das trés curvas obtidas,



55

determinou-se a equacdo da reta e o coeficiente de correlacdo (r) pelo método dos

minimos quadrados.

4.6.4.3 Precisao

O teste de precisdo foi realizado em relacdo a repetibilidade e preciséao
intermediaria. A repetibilidade foi avaliada por analise no mesmo dia de solucdes de
padréo contendo 4, 10 e 16 pg mL™ de rosuvastatina e a preciséo intermediaria foi
avaliada por repeticdo dos ensaios em dois dias diferentes. As solugbes de cada
concentracdo foram preparadas em triplicata e os resultados foram expressos como

desvio padréo relativo (DPR).

4.6.4.4 Exatidao

Para o preparo da solucdo padrdo foram pesados o0 equivalente a 10 mg de
rosuvastatina padréo de trabalho, os quais foram transferidos para baldo volumétrico de
50 mL, com adi¢ao de aproximadamente 30 mL de metanol e levados ao ultrassom por
2 minutos para solubilizacdo. Seguido de ajuste de volume com o mesmo solvente,
filtragdo e posterior andlise.

Para o preparo das solucfes placebo, foram pesados o equivalente a 10 mg da
mistura de excipientes (conforme peso médio dos comprimidos e capsulas), as quais
foram solubilizados em cerca de 30 mL de metanol e levadas ao ultrassom por 2
minutos. O volume foi ajustado para 50 mL e as solugdes filtradas. Em seguida,

procederam-se as adi¢coes de padrao nas solugdes placebo, conforme tabela 3:
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Tabela 3 - Solu¢des de padrdo e amostra de placebo de capsulas ou comprimidos em metanol,
utilizadas no ensaio de exatidao.

Volume de solucgéo

Volume de solugéo i Concentragéao
Amostras placebo (capsulas ou 4
padréo (L) - (Mg mL™)
comprimidos (L))
1* 400 400 8,0
2* 500 500 10,0
3* 600 600 12,0

Nota: *n=3.

Volumes descritos na tabela 1 foram adicionados em baldo de 10 mL e seu
volume foi ajustado com metanol para obtenc&o das concentragdes de 8,0, 10,0 e 12,0
ug mL ™

Foram realizadas as leituras das solugdbes em espectrofotbmetro no
comprimento de onda de 242 nm.

A porcentagem de recuperagdo foi calculada em cada uma das amostras
adicionadas de padrao. O critério de aceitacao foi obter uma recuperacao entre 98,0%
e 102,0%.

4.6.4.5 Limite de deteccéao e quantificacéo

Os limites de deteccéo (LD) e limite de quantificacdo (LQ) foram determinados
pelas equagoes:
(1)LD = (DP x 3)/IC e (2) LQ = (DP x 10)/IC,
onde DP é o desvio padréo do intercepto e IC é a inclinacdo média, das trés curvas

analiticas no estudo da linearidade.
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4.6.4.6 Robustez

A solucdo padrdao de trabalho e as solu¢cbes amostras de capsulas e
comprimidos foram preparadas na contracdo de 10 pg mL™?, para avaliacdo dos
diferentes parametros descritos na tabela 4.

Foram realizadas as leituras das solugcdes em espectrofotometro, onde as
analises foram realizadas em triplicata e o teste t de Student foi utilizado para
determinar se as variagOes produziram alteragOes significativas nos resultados (p =
0,05).

Tabela 4 - Parametros avaliados no ensaio de robustez por espectrofometria.

Amostras Parametro Condicao normal Condicéao alterada
Comprimento
1 242 nm 241 — 243 nm
de onda
2 Marca de solvente Dinamica Panreac
3 Equipamento UV 1601 PC Shimadzu UV 2401 PC Shimadzu

4.7 DESENVOLVIMENTO DE METODO CROMATOGRAFICO INDICATIVO DE
ESTABILIDADE PARA ROSUVASTATINA CALCICA POR CLAE- UV/DAD

A seguir estdo descritos os preparos de solugcbes e as condicdes de
desenvolvimento e validacdo do método cromatografico indicativo de estabilidade para

rosuvastatina calcica por CLAE-UV/DAD.
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4.7.1 CondicOGes cromatograficas

Foram testadas diferentes condi¢des, utilizando a CLAE para adequacao do sistema,
onde foram empregadas colunas cromatograficas C;g de diferentes especificacdes,
diferentes composicdes, propor¢cdes e vazdo de fase movel, e ainda variagdo com
relacdo a temperatura da coluna, com otimizacdo para as seguintes condicOes
cromatografica: Coluna Cig (15 cm x 4,6 mm), 5 um, fase mével contendo metanol e
agua com pH =3,0, (ajustada com acido fosférico) a 65:35, v/v, vazdo de 1,0 mL min?,

temperatura de 25 °C e comprimento de onda de 241 nm.

4.7.2 Preparo da solugcéo padréao

Foram pesados o equivalente a 10 mg de rosuvastatina padrao de trabalho e
transferidos para baldo volumétrico de 10 mL. Adicionou-se aproximadamente, cerca
de 7 mL de metanol e levou a banho de ultrassom por 2 minutos. O volume foi
ajustado, obtendo-se uma solucdo estoque amostra 1 mg mL™. Uma solucéo
intermediaria a 100 pg mL™" com diluente metanol: agua (65:35) foi preparada.

A partir da solucdo intermediaria a 100 pg mL™" foram preparadas as demais
solucbes em diferentes niveis de concentracdo para as analises em cromatografia

liguida de alta eficiéncia, usando a propor¢cao metanol: agua (65:35) como diluente.

4.7.3 Preparo da solucéo placebo

O placebo de comprimidos foi preparado com base na composicdo de

excipientes utilizada pelo medicamento referéncia, em concentragbes citadas na
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literatura, com excecdo da triacetina (agente plastificante), em funcdo de sua
indisponibilidade. Assim foram utilizados um preparo da mistura de 10 g de excipientes
adaptado da literatura, contendo 1,2 g de lactose, 5,0 g de celulose microcristalina, 1,3
g de fosfato de calcio tribasico, 0,7 g de crospovidona, 0,6 g de esterato de magnésio,
0,8 g de hipromelose, 0,1 g de dioxido de titanio e 0,3 g de 6xido de ferro (TEJERINA,
2011). O placebo de capsulas avaliado na seletividade foi obtido pela mistura dos
excipientes da formulagéo E, a qual continha 80 % de amido, 10 % de carbonato de
magneésio, 7,5 % de talco e 2,5 % de dioxido de silicio coloidal. As misturas de placebo
foram pesadas de acordo com o peso médio da forma farmacéutica e transferidas para
um baldo de 10 mL. Adicionou-se aproximadamente, cerca de 7 mL de metanol e levou
ao banho de ultrassom por 2 minutos. Posteriormente houve o ajuste de volume,
filtracdo e diluicbes realizadas de maneira similar ao preparo das amostras de capsulas
e comprimidos (item 4.7.4), para posterior analise em cromatografia liquida de alta

eficiéncia.

4.7.4 Preparo das solu¢cdes amostra

Foram pesadas, individualmente, vinte capsulas de cada formulacdo de
rosuvastatina calcica e seu contetdo foi removido segundo critérios da Farmacopeia
Brasileira, 2010. O involucro foi novamente pesado, e o peso do conteudo de cada
capsula foi obtido subtraindo-se o peso inicial do peso das cpsulas vazias. Valores
equivalentes a 10 mg de cada formulacdo foram pesados e transferidos para balédo
volumétrico de 10 mL, adicionou-se aliquota de, aproximadamente, 7 mL de metanol e
levou-se ao banho de ultrassom por 2 minutos. O volume foi ajustado com metanol,
obtendo-se uma solucédo estoque amostra de 1 mg mL™.

Foram pesados, individualmente, vinte comprimidos da marca Crestor® de
rosuvastatina calcica e determinou-se o peso médio. Estes comprimidos foram

triturados e do poé resultante, foram pesados o equivalente a 10 mg de rosuvastatina
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que foram transferidos para baldo volumétrico de 10 mL, adicionando-se
aproximadamente 7 mL de metanol e levou-se ao banho de ultrassom por 2 minutos. O
volume foi completado com metanol, obtendo-se uma solugdo estoque amostra de 1
mg mL™.

As solucbes estoques (cipsula e comprimido a 1 mg mL™) foram diluidas com
metanol: agua (65:35), resultando em uma solucéo intermediaria de 100 ug mL? e a
partir das solugbes intermediarias foram preparadas as demais solucdes em diferentes
niveis de concentracdo para as analises em cromatografia liquida de alta eficiéncia,

utilizando o mesmo diluente.

4.7.5 Estudo de degradacéao forcada

Para o estudo de degradacdao, foi utilizada uma solucao padréo de 100 pg mL™?,
preparada conforme item 4.7.2.
O perfil de degradacéao forcada de rosuvastatina célcica foi estudado sob varias
condicBes como descrito abaixo.
Hidrolise acida e alcalina: Foram adicionados em baldo volumétrico de 10 mL, 2
mL de solucdo padréo (100 ug mL™), 3 mL de metanol, ImL de HCI 1 M/ HCI 0,1M e 1
mL de NaOH 1M (para a hidrélise &cida e alcalina, respectivamente) e 3 mL de agua
Mili-Q.
Hidrélise neutra: Foram adicionados em baldo volumétrico de 10 mL, 2 mL de

solucdo padrdo (100 pg mL™), 3 mL de metanol e 4 mL de agua Mili-Q.
Degradacado oxidativa: Foram adicionados em baldo volumétrico de 10 mL, 2 mL

de solugcao padréo (100 pg mL'l), 3 mL de metanol, 1 mL de H,O, 35%, para avaliar
degradacédo com 3,5 % de H,0, e ajuste de volume com agua Mili-Q.

Degradacao por ions metélicos: Foi preparada solucéo de sulfato cuprico CuSO,4 a

0,1M, da qual foram utilizados 5 mL, juntamente 2 mL de solugéo padréo (100 pg mL™)

e 3 mL de metanol em um baldo volumétrico de 10 mL.
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Degradacao fotolitica: Foram adicionados em baldo volumétrico de 10 mL, 2 mL

de solucéo padrao (100 ug mL'l), 3 mL de metanol e 5 mL de agua Mili-Q.

Degradacao térmica: Quantidade equivalente a 10 mg de padrdo de rosuvastatina,

foi pesada e o po foi exposto a temperatura de 105 °C por 24h em estufa. Terminado o
periodo de exposicdo, foi preparada solucdo de concentracdo 1mg mL™* em fase
metanol, diluida para 100 pg mL™? em diluente (metanol: agua, (65:35, v/v)) e
posteriormente uma solugéo a 20 ug mL™ com diluente foi preparada para analise em
cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Todas as solucdes para o estudo de degradacédo de rosuvastatina célcica foram
preparadas para possuir concentracdo final de 20 ug mL™ de farmaco e todas elas
permaneceram a temperatura ambiente por 20 h, ao abrigo da luz, com excecao das
solucdes de degradacéao fotolitica.

Antes das andlises cromatograficas as solucdes acidas e basicas foram
neutralizadas e todas com ajuste de volume no final da reacdo com agua Mili-Q.
As amostras dos brancos correspondentes foram injetadas simultaneamente.

Apoés andlise, a porcentagem de recuperacédo do farmaco foi calculada.

4.7.6 Validacao do método de cromatografia liquida de alta eficiéncia

A validacdo do método CLAE foi embasada em critérios estabelecidos pelo ICH
(ICH, 2005) e ANVISA (BRASIL, 2003), através da determinacdo dos parametros de
seletividade, linearidade, precisdo, exatidao, limite de deteccdo e quantificacdo e
robustez. A formulacdo E descrita na Tabela 2 (item 4.1) e o medicamento Crestor®

foram empregados para os ensaios de validagao.
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4.7.6.1 Seletividade

Para o estudo da seletividade do método foram comparados os cromatogramas
da solugcdo placebo de cépsulas e comprimidos de rosuvastatina calcica, preparadas
conforme mencionado no item 4.7.3 com o0 cromatograma da solucdo padrédo de
farmaco a 20 ug mL™?, preparada conforme o item 4.7.2.

A seletividade de um método analitico pode ser avaliada também pela
pureza do pico cromatografico empregando o detector DAD (BRASIL, 2003). Dessa
forma, para o estudo da seletividade dos produtos de degradacédo, foi empregado o
detector DAD para avaliacdo da pureza do pico cromatografico do farmaco frente aos

produtos de degradacédo formados.

4.7.6.2 Linearidade

A avaliacdo da linearidade foi realizada a partir da média de 3 curvas analiticas
obtidas em 3 dias consecutivos, com 5 concentracdes em triplicata no intervalo de 5 ug
mL* a 25 pg mL™ (5, 10, 15, 20 e 25 pg mL™). A partir das trés curvas obtidas,
determinou-se a equacdo da reta e o coeficiente de correlacdo (r) pelo método dos

minimos quadrados.

4.7.6.3 Precisao

O teste de precisédo foi realizado em relagcdo a repetibilidade e precisdo
intermediaria. A repetibilidade foi avaliada por analise no mesmo dia de solucbes
padréo contendo 5, 20 e 25 pg mL™ de rosuvastatina calcica e a precisao intermediaria

foi avaliada por repeticdo dos ensaios em dois dias diferentes. As solu¢des de cada
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concentragdo foram preparadas em triplicata e posteriormente analisadas. Os

resultados foram expressos como desvio padrao relativos (DPR).

4.7.6.4 Exatidao

A exatidao foi avaliada pelo teste de recuperacdo. Preparou-se uma solucao
estoque de padrdo e solucdes estoque de excipientes (placebo) das amostras de
capsulas e comprimidos. Aliquotas destas solucbes estoque foram retiradas para
preparar as solucdes para o teste de recuperagdo por CLAE. Para a exatidao, pelo
teste de adicdo de padrdo ao placebo de comprimidos e capsulas os valores entre 98,0
% e 102,0 % foram considerados adequados (ICH, 2005).

4.7.6.5 Limite de deteccao e quantificacéo

Os limites de deteccéo (LD) e limite de quantificacdo (LQ) foram determinados

pelas equacgdes 1 e 2 conforme item 4.6.4.5.

4.6.6.6 Robustez

A robustez foi avaliada pela variacdo na propor¢do de fase movel, diferentes
equipamentos e utilizacdo de duas colunas de diferentes lotes. As analises foram
realizadas em triplicata na concentragcédo de 20 pg mL™ de rosuvastatina e o teste t de
Student foi utilizado para determinar se as variagdes produziram alteracbes

significativas nos resultados (p = 0,05).
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4.8 DESENVOLVIMENTO DE METODO POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA
ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSAS (LC-MS/MS) PARA
ROSUVASTATINA CALCICA

Os ensaios para o desenvolvimento do método por LC-MS/MS foram realizados
no Laboratério de Analise de Toxicantes e Farmacos (LATF) da UNIFAL-MG, utilizando
um cromatografo liquido, Shimadzu® (Kyoto, Jap&o), equipado com fonte de ionizacao
electrospray (ESI) e detector MS/MS triplo quadrupolo LCMS-8030.

4.8.1 Condi¢bes cromatograficas

As condicbes cromatograficas utilizadas foram a coluna cromatogréfica Cg (50
mm x 4,6 mm) com particulas de 5 mm, fase movel constituida da mistura de agua
com 0,2% de &cido acético e metanol (60:40), vazdo de 0,3 mL min™, volume de
injecdo de 1 uL, temperatura da coluna de 40 °C. O tempo de execucao foi de 15 min, a
fim de avaliar possiveis compostos degradados apds o tempo de retencdo do farmaco
analisado. Utilizou-se como método de ionizacdo o eletrospray em modo positivo. A
energia de colisdo foi 35 kV. As temperaturas heat block e de interface foram 400 e 250
°C , respectivamente e ss vazdes dos gases de nebulizacdo e de secagem foram de
1,5 e 15 mL min™, respectivamente. As leituras por espectrometria de massas foram

obtidas na faixa de 50 a 500 m/z

4.8.2 Preparo da solugéo padréao

Foram pesados o equivalente a 10 mg de rosuvastatina padréo de trabalho e

transferidos para baldo volumétrico de 10 mL. Adicionou-se aproximadamente, cerca
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de 7 mL de metanol e levou a banho de ultrassom por 2 minutos. O volume foi
ajustado, obtendo-se uma solucdo estoque amostra 1 mg mL?. Uma solucéo
intermediaria a 100 pg mL™" com diluente metanol: agua (65:35) foi preparada.

A partir da solucéo intermediaria a 100 ug mL™? foram preparadas as demais
solugcbes em diferentes niveis de concentracdo para as analises em cromatografia
liguida de alta eficiéncia, utilizando a fase mével metanol: agua 0, 2 % de acido acético

(40:60, v/v) como diluente.

4.8.3 Preparo das solugcdes amostra para o teste de degradacéao forcada

As solucdes preparadas no item (4.7.5) foram diluidas com fase mével, metanol:
solucéo aquosa de 0,2 % de acido acético (40:60, v/v) na propor¢ao de 1:4, obtendo-se

uma concentragao de 5 ug mL e avaliacdo dos produtos de degradacéo formados.

4.8.4 Validacdo do método por cromatografia liquida acoplada a espectrometria

de massas (LC-MS/MS) para rosuvastatina calcica

A validacdo do método LC-MS/MS foi embasada em critérios estabelecidos pelo
ICH (ICH, 2005) e ANVISA (BRASIL, 2003), através da determinacdo dos parametros
de seletividade, linearidade, precisédo e exatiddo. As andlises para quantificacdo foram
realizadas através do monitorando da transigcdo mais intensa do ion precursor - ion
produto de rosuvastatina (482 - 258).
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4.8.4.1 Seletividade

A seletividade do método foi determinada pela comparagdo dos cromatogramas
obtidos a partir do branco da amostra e placebo com o cromatograma do padrdo de
rosuvastatina célcica para avaliar se no tempo de retencéo do farmaco ha co-eluigdo de
interferentes e comparacdo do espectro de massas obtido no tempo de analise de
rosuvastatina calcica da solucdo padrédo com o espectro de massas obtido no tempo de

analise da rosuvastatina a partir das solucdes submetidas ao teste de estresse.

4.8.4.2 Linearidade

A avaliacdo da linearidade foi realizada a partir da média de 3 curvas analiticas
obtidas em 3 dias consecutivos, com 6 concentracdes em triplicata no intervalo de 1 ug
mL*a 6 pgmL? (1, 2, 3,4, 5e 6 ug mL™). A partir das trés curvas obtidas, determinou-
se a equacdo da reta e o coeficiente de correlacdo (r) pelo método dos minimos
quadrados. As solugdes foram preparadas de maneira similar a solugdo padrdo do item
4.8.2.

4.8.4.3 Precisao

O teste de precisdo foi realizado em relacdo a repetibilidade e precisao
intermediaria. A repetibilidade foi avaliada por analise no mesmo dia de solucdes
padrao contendo 2, 5 e 6 ug mL™" de rosuvastatina calcica e a precisao intermediaria foi

avaliada por repeticdo dos ensaios em dois dias diferentes. As solu¢gbes de cada
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concentragdo foram preparadas em triplicata e posteriormente analisadas. Os

resultados foram expressos como desvio padréo relativos (DPR).

4.8.4.4 Exatidao

A exatidao foi determinada utilizando trés repeticdes de solugbes padrao de
rosuvastatina em trés niveis de concentracdo (4, 5, e 6 ug mL™). Os dados foram

apresentados como erro relativo (ER) e foram calculados pela equacao abaixo:

ER = Concentracao experimental — Concentracdo tedrica = 100%

Concentracao teorica

4.8.4.5 Limite de deteccéo e quantificacéo

Os limites de deteccéo (LD) e limite de quantificacdo (LQ) foram determinados

pelas equacdes 1 e 2 conforme item 4.6.4.5.

4.8.5 Aplicacdo do método em amostras reais

Com o desenvolvimento e validacdo do método de LC-MS/MS e considerando
que a cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas apresenta maior
seletividade e sensibilidade, esta técnica foi aplicada em amostras reais (comprimidos
com prazo de validade expirado), com a finalidade de detectar possiveis produtos de

degradacéo e avaliagao de seu teor.
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4.9 DESENVOLVIMENTO DO ENSAIO DE DISSOLUCAO

A seguir estdo descritos os preparos de solucdes e as condi¢des de otimizacao,
desenvolvimento e validagcdo do ensaio de dissolucdo para as formas farmacéuticas

capsulas e comprimidos de rosuvastatina calcica.

4.9.1 Preparo dos meios de dissolucéo

As solucbes utilizadas neste estudo foram: acido cloridrico 0,1 M, tampé&o
acetato de sodio (pH 4,5), tampédo acetato de sodio (pH 4,5) + lauril sulfato de sodio
(LSS) 0,1 % e tampéao fosfato (pH 6,8). Antes de serem utilizados, os meios foram
aquecidos a 41° C e levados ao banho de ultrassom durante 20 minutos para
desgaseificacao.

A solucao de &cido cloridrico 0,1 M foi preparada por adicdo de 8,5 mL de &cido
cloridrico em baldo volumétrico de 1L contendo agua, completando-se o volume com o
mesmo solvente.

O tampédo acetato de sodio (pH 4,5) foi preparado por adicdo de 5,98 g de
acetato de sédio e 3,32 mL de &cido acético glacial em baldo volumétrico de 2 L
contendo agua, completando-se o volume com o mesmo solvente.

Solucdo tampéo acetato de sodio com concentracdes de 0,1 % de Lauril sulfato
de sédio 1 g para cada litro de tampéao acetato de sédio (pH 4,5).

O tampao fosfato de potassio (pH 6,8) foi preparado por adicdo de 13,609 g de
fosfato de potassio monobasico e 22,38 ml de hidroxido de sédio 2 M em balédo

volumétrico de 2L contendo agua, completando-se o volume com 0 mesmo solvente.
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4.9.2 Estudos de solubilidade

O teste de solubilidade da rosuvastatina calcica forma amorfa e forma cristalina
M foi realizado pelo método de equilibrio, empregando a técnica shake-flask. Para a
realizacdo deste ensaio, um excesso dos sélidos foi adicionado a 5 mL de agua, HCI
0,1 M, tampéo acetato de sodio pH 4,5, tampdao acetato de sédio pH 4,5 + LSS 0,1% e
tampéo fosfato de potéssio pH 6,8. Os frascos foram protegidos da luz e submetidos a
agitacao (150 rpm) por 24 h a 37 °C. O estudo foi realizado em triplicata em cada meio.
ApoGs o tempo de equilibrio, as amostras foram coletadas e filtradas (filtro PTFE 0,45
um), diluidas em fase mével e quantificadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE).

4.9.3 Preparo das solugdes padréo do ensaio de dissolucéo

Para o preparo da solugcdo padrdo estoque pesou-se, 0 equivalente a
50 mg de rosuvastatina e transferiu-se para um baldo volumétrico de 10 mL,
completando-se o0 volume com metanol. A partir da solugdo padrdo estoque, foi
preparada uma solucao intermediaria de 40 pg mL™ nos diferentes meios de dissolucéo
(tampéo fosfato, tampao acetato e tampao acetato + LSS 0,1%). As solucdes de
trabalho foram preparadas, retirando-se 2,5 mL de cada solucdo intermediaria e
transferindo-se para baldo volumétrico de 5 mL, onde o volume final foi ajustado com

fase movel, para obter uma solugdo com concentracdo de 20 ug mL™.
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4.9.4 Preparo das solu¢cbes amostras

As solucbes amostras foram preparadas colocando-se uma capsula (n=6) em
cada cuba contendo meio de dissolucédo (500 mL) a 37 °© C. Um volume de 5 mL foi
coletado nos tempos de 10 15, 20, 30, 45 e 60 minutos (amostra de capsulas) e 5, 10
15, 20, 30, 45 e 60 (amostra de comprimidos) e filtrado imediatamente. Transferiu-se
aliquota de 2,5 mL do filtrado para um baldo volumétrico de 5 mL, adicionando 1 mL de

HCI 0,1 M e ajustando volume com fase mével.

4.9.5 Condi¢bes cromatograficas

A quantificacdo do farmaco dissolvido a partir das capsulas e comprimidos foi
realizada por CLAE, nas seguintes condi¢des: temperatura de 25 °C; coluna Cg (150
mm x 4,6 mm, 5 um); fase mével constituida por metanol: 4gua acidificada com &cido
fosforico (pH 3,0) (65:35, v/v), filtrada em membrana filtrante de 0,45 um (Millipore) e
desgaseificada em banho de ultrassom, por vinte minutos; vazao de 1,0 mL min;

volume de injecéo de 20 uL e comprimento de onda de 241 nm.

4.9.6 Formulacdes

Foram avaliadas no estudo de dissolugdo 8 formulagbes. As formulacdes
codificadas como A, B e C, respectivamente, foram adquiridas no comeércio local e
estdo descritas na tabela 1.

As formulagbes codificadas como D (forma cristalina M), E, F, G e H foram

manipuladas em nosso laboratério, onde a mistura de pds (forma amorfa e cristalina M)
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e excipientes foram encapsuladas com capsulas de gelatina n° 4 (n= 120), contendo 20

mg do farmaco e a composicéo de cada uma delas esta descrita na tabela 2.

4.9.7 Ensaio de dissolucéo para capsulas e comprimidos

No desenvolvimento do ensaio de dissolucédo foram avaliadas as condicbes de
pH do meio de dissolucdo, observando a capacidade de manter as condi¢gdes sink,
tipos de aparatos para agitacdo do meio e velocidade de agitagcdo, conforme
recomendado na legislacdo (BRASIL, 2010). Assim, foram definidas as condicfes a
serem empregadas no estudo de dissolu¢éo das capsulas e comprimidos.

Os perfis de dissolucdo de rosuvastatina célcica em capsulas e comprimidos
foram realizados a 37,0 £ 0,5 ° C, empregando um volume de 500 mL, dos meios de
dissolucédo. Aparatos | (cesta) e Il (pa) com sinkers, foram utilizados para evitar a
flutuacéo das capsulas e as velocidades de agitacdo de 50 e 100 rpm foram estudados,
conforme recomendado pela USP (UNITED, 2015).

Para as amostras de capsulas, amostras de 5 mL foram retiradas a 10, 15, 20,
30, 45, e 60 minutos, seguido por reposicdo imediata de meio com igual volume, na
mesma temperatura, utilizando velocidade de 50 ou 100 rpm. A forma farmacéutica
comprimidos foi avaliada nos tempos de 5, 10, 15, 20, 30, 45 e 60 minutos. As
amostras foram filtradas utilizando filtros de papel quantitativos, e diluida adicionando 1
mL de HCI 0,1 M e ajuste para 5 mL com fase mdvel metanol e 4gua com ajuste de pH
= 3,0, filtradas com filtro PTFE 0, 45 um e posteriormente quantificadas pelo método de
CLAE.
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4.9.8 Validacao do ensaio de dissolucao

A validacdo do ensaio de dissolucdo e do método de quantificacdo foi embasada
em critérios estabelecidos pela USP (UNITED, 2015), ICH (ICH, 2005) e ANVISA
(BRASIL, 2003), através da determinacdo dos parametros de seletividade, linearidade,

precisdo, exatidao, limite de detec¢ao e quantificacéo e robustez.

4.9.8.1 Seletividade

Para a determinacédo da seletividade, amostras de placebo e capsula vazia foram
submetidas as condi¢cdes do ensaio de dissolucdo. Ao final do tempo do ensaio,
fracbes foram coletadas, filtradas, diluidas seguindo o mesmo procedimento utilizado
para as capsulas e comprimidos. Avaliando-se a auséncia de interferéncia dessas

amostras na quantificacdo do farmaco.

4.9.8.2 Linearidade

A avaliacdo da linearidade foi realizada a partir da média de 3 curvas analiticas
obtidas em 3 dias consecutivos, com 6 concentracdes em triplicata no intervalo de 1,0
ng mL™ a 25 pg mLt (1, 5, 10, 15, 20 e 25 pg mL™Y). Solucdes utilizadas foram
preparadas em fase moével a partir de uma solucdo intermediaria de tampéo fosfato a
40 ug mL™?, diluida a partir de uma solucéo de 5 mg mL™* preparada em metanol. A
partir das trés curvas obtidas, determinou-se a equacdo da reta e o coeficiente de

correlacéo (r) pelo método dos minimos quadrados.
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4.9.8.3 Precisdo

As andlises foram realizadas em dois dias diferentes. A precisdo intradia e
interdias (n = 6) do teste de dissolucdo foram determinados pela quantidade de
farmaco dissolvida em 30 minutos para capsulas em rotacdo a 100 rpm e pela
quantidade farmaco dissolvida em 30 minutos a 50 rpm para comprimidos, e expressa
como desvio padréao relativo (DPR) (%). A formulacdo E descrita na Tabela 2 e o
medicamento Crestor® foram empregados para avaliar a precisdo do teste de
dissolucdo. O critério de aceitacdo foi D.P.R. inferior a 2,0% (ICH, 2005; UNITED,
2015).

4.9.8.4 Exatidao

A exatiddo foi avaliada através de um ensaio de recuperacao utilizando
guantidades conhecidas de substancia referéncia rosuvastatina adicionadas ao placebo
de capsula e comprimido. Uma solugéo-estoque, contendo 5 mg mL™ de rosuvastatina
padrdo, foi preparada em metanol. Aliquotas de 3 mL, 4 mL e 5 mL desta solugéo
foram adicionadas as cubas contendo 500 mL do meio de dissolu¢cdo. Amostras de
placebo proporcionais a cada concentracdo foram também adicionadas as cubas. As
amostras foram submetidas as condi¢cdes de 150 rpm, utilizando aparato pa por 30
minutos. Aliquotas foram recolhidas, filtradas e diluidas até concentracdes finais de 15,
20 e 25 ug mL™, correspondendo a 75, 100 e 125% da concentracao de trabalho do
meétodo, respectivamente, e analisadas por CLAE. Estes estudos foram realizados em
triplicata e a porcentagem de recuperagao foi calculada em cada uma das amostras
adicionadas de padréo. O critério de aceitacéo foi obter uma recuperacao entre 95,0 %
e 105,0 % (UNITED, 2015).
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4.9.8.5 Limite de deteccéo e quantificacéo

Os limites de deteccéo (LD) e limite de quantificacdo (LQ) foram determinados

pelas equacdes 1 e 2 conforme item 4.6.4.5.

4.9.8.6 Robustez

A robustez foi avaliada pela utilizacao de filtros de diferentes marcas, utilizagéo
de dois equipamentos diferentes e variacdo da temperatura do meio de dissolucdo. As
amostras obtidas do ensaio foram coletadas no tempo de 30 minutos para ambas as
formas farmacéuticas. As analises foram realizadas em triplicata e o teste t de Student
foi utilizado para determinar se as variagbes produziram alteracdes significativas nos
resultados (p = 0,05).

4.9.9 Aplicacdo do ensaio de dissolugcdo para avaliacdo da equivaléncia

farmacéutica

Apds o desenvolvimento e validacdo do ensaio de dissolu¢do para a forma
farmacéutica comprimido, o mesmo foi aplicado para comprimidos similares codificados
como S1, S2 e S3 para avaliacdo do perfil de dissolugdo comparativo das amostras
teste comparadas ao medicamento referéncia Crestor®.

A eficiéncia de dissolugcédo (ED%) foi calculada para os medicamentos referéncia
e similares (S1, S2 e S3) e os valores obtidos foram comparados por ANOVA, para

avaliar se houve diferenca significativa entre os resultados e, logo apés, o teste de
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Tukey, para determinar quais formulacdbes sdo semelhantes e quais sao

estatisticamente diferentes.

4.10 Desenvolvimento de ensaio de dissolucédo utilizando meios biorrelevantes

A seguir estdo descritos os preparos de solucdes e as condi¢des de otimizacéao,
desenvolvimento e validacdo do ensaio de dissolugao utilizando meios biorrelvantes

para a forma farmacéutica capsulas de rosuvastatina célcica.

4.10.1 Otimizacéao do ensaio de dissolugdo com meio biorrelevante

Conforme descrito na literatura, a utilizacdo do leite longa vida (UHT) com
contetdo 3,5 %, vem sendo considerado como meio biorrelevante em funcao da sua
relacdo carboidratos/ protéinas/ lipideos ser semelhante ao observado no estbmago
depois da administracéo de refeicdes (JANTRATID; DRESSMAN, 2009).

Jantratid e colaboradores descrevem como meios biorrelevantes, o leite
utilizando diferentes pHs e diferentes concentracdes de NaCl para garantir
osmolalidade do meio gastrico em trés fases, com a fase inicial de digestdo em pH= 6,4
e diluicbes do leite com tampdes, refletindo a diluicdo da refeicdo, com o esvaziamento
gastrico em funcéo do tempo (JANTRATID et al., 2008).

Dessa forma, os trés meios que refletem o estado alimentado (empregando leite
longa vida (UHT) integral) descritos na Tabela 5, foram avaliados no estudo de
solubilidade da rosuvastatina calcica, o qual foi realizado nas mesmas condi¢des
citadas no item 4.2.6.5, empregando agitacdo de 150 rpm, temperatura de 37 °C por 24

horas.



Tabela 5 — Composicdo dos meios para simular contetdo gastrico no estado alimentado.

Inicial Médio Tardio
Cloreto de sodio (mM) 148 237,02 122,6
Acido acético (mM) - 17,12 -
Acetato de sodio (mM) 29,75 -
Acido orto-fosférico (mM) - - 55
Fosfato de s6dio monobasico - - 32
Leite/Tampéao 1:0 1:1 1:3
HCI 0,1M/ NaOH 0,1 M gsp pH 6,4 gsp pH 5,0 gsp pH 3,0
pH 6,4 5,0 3,0
Osmolalidade (mOsm Kg ™) 559 400 300
Capacidade tamponante (mmol * A pH™) 21,33 25 25

Fonte: Adaptado de JANTRATID, JENNIFER, 2009.
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Com o resultado do teste de solubilidade utilizando o leite em diferentes pHs, o

meio com maior solubilidade foi avaliado com as mesmas condi¢des (volume de meio,

aparato, rotacdo, tempos de coleta e condicbes cromatograficas) dos testes de

dissolucéo desenvolvidos e validados para capsula e comprimido do item 4.9.7.

4.10.2 Preparo das solucdes padréo

Para o preparo da solucdo padrédo estoque pesou-se o equivalente a 40 mg de

rosuvastatina e transferiu-se para um baldo volumétrico de 200 mL, adicionando 10 mL

de metanol e 100 mL de agua, o qual foi levado ao banho de ultrassom por 2 minutos,

seguido de ajuste de volume e filtracdo. A partir da solugcdo padrdo estoque, foi

preparada uma solucéo intermediaria em leite pH = 6,4. As solucdes de trabalho foram

preparadas, preparando uma solugcdo na proporcdo 1:4 (solucdo intermediaria: fase

movel), seguida de centrifugacdo a 3400 rpm por 10 minutos. Posteriormente o

sobrenadante foi diluido novamente em fase moével até a concentracdo de 5 ug mL™ na
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proporcdo 1:1 (sobrenadante: fase movel), centrifugado, filtrado e quantificado por

cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

4.10.3 Preparo das solu¢cdes amostras

As solucbes amostras foram preparadas colocando-se uma capsula ou comprimidos
(n=6) em cada cuba contendo meio de dissolugéo biorrelevante (500 mL) a 37 °C. Um
volume de 5 mL foi coletado nos tempos de 10 15, 20, 30, 45 e 60 minutos (amostra de
capsulas) e 5, 10 15, 20, 30, 45 e 60 (amostra de comprimidos) e filtrado
imediatamente. Transferiu-se a amostra (proporcao de 1:4) para fase moével, seguida
de centrifugacéo a 3400 rpm por 10 minutos. Posteriormente o sobrenadante foi diluido
novamente em fase movel na proporcdo 1:1 (sobrenadante:fase movel), centrifugado,

filtrado e quantificado por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

4.10.4 Validacao do ensaio de dissolugdo empregando meio biorrelevante

A validacao do ensaio de dissolucdo e do método de quantificacao foi embasada
em critérios estabelecidos pela USP (UNITED, 2015), ICH (ICH, 2005) e ANVISA
(BRASIL, 2003), através da determinacdo dos parametros de seletividade, linearidade,

precisao, exatidao, limite de deteccéo e quantificacéo.



78

4.10.4.1 Seletividade

Para a determinacéo da seletividade, amostras de placebo e cdpsula vazia foram
submetidas as condi¢des do ensaio de dissolucdo biorrelevante. Ao final do tempo do
ensaio, fragcbes foram coletadas, filtradas, diluidas seguindo o mesmo procedimento
utilizado para as capsulas e comprimidos, avaliando-se a auséncia de interferéncia

dessas amostras na quantificagdo do farmaco.

4.10.4.2 Linearidade

A avaliacdo da linearidade foi realizada a partir da média de 3 curvas analiticas
obtidas em 3 dias consecutivos, com 6 concentragdes em triplicata no intervalo de 1,0
ng mL™ a 10 pg mL*t (1; 2,5; 5,0; 7,5 e 10 pg mL™Y). Solucdes utilizadas foram
preparadas conforme a solucdo padréo descrita no item 4.2.7.2. A partir das trés curvas
obtidas, determinou-se a equacédo da reta e o coeficiente de correlacao (r) pelo método

dos minimos quadrados.

4.10.4.3 Precisao e exatidao

A exatiddo foi avaliada através do teste de recuperacdo, adicionando quantidades
conhecidas de rosuvastatina padréo de trabalho ao placebo. Uma solugédo estoque de
rosuvastatina foi preparada com 5 % de metanol e g.s.p para o meio biorrelevante na
concentracao de 2 mg/mL.

Aliguotas de 7,5, 10,0 e 12,5 mL desta solucdo foram adicionadas as cubas

contendo o0 meio de dissolugdo para um volume total de 500 mL (as concentragdes finais
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foram de 30, 40 e 50 pg/ mL, o que corresponde a 75, 100 e 125 % da concentragéo de
trabalho. As amostras foram mantidas a 37 + 0,5 -C, com agitagdo a 150 rpm durante 30
minutos. Em seguida, aliquotas de cada cuba foram coletadas, diluidas (1:4v/v em fase
movel), centrifugadas, diluidas (1:1v/v em fase mavel), filtradas e analisadas. O estudo foi
realizado em triplicata em 2 dias diferentes. O critério de aceitacdo foi a obtencédo de
recuperacao entre 95,0 % e 105,0 % (UNITED, 2011). As mesmas solu¢des utilizadas no
ensaio de exatiddo foram analisadas para assegurar a precisdo do meétodo. Precisédo
intermediéria e a repetibilidade foram estabelecidos de acordo com o DPR dos resultados.

O critério de aceitacdo é de que DPR seja menor que 2%.

4.10.4.4 Limite de deteccgéo e quantificacéo

Os limites de deteccéo (LD) e limite de quantificacdo (LQ) foram determinados

pelas equacdes 1 e 2 conforme item 4.6.4.5.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e discussfes estdo apresentados a seguir, segundo as analises
de caracterizacdo, desenvolvimento, validacéo e aplicacdo dos métodos e avaliagdo da

influéncia do polimorfismo na molécula do farmaco.

5.1 RECRISTALIZACAO DE ROSUVASTATINA CALCICA

Com base em uma adaptacédo da patente WO 2000042024 Al, que descreve a
forma polimorfa A, uma forma cristalina foi obtida para o desenvolvimento dos estudos
(TAYLOR, 1999). ApoOs as analises de caracterizacdo da forma recristalizada por
difracdo de raio X e andlises térmicas citadas nos itens 5.2.4 e 5.2.5, foi observada
outra forma cristalina caracterizada como forma M, a qual, também possui poucos

relatos na literatura e utilizada em nosso estudo.

5.2 Caracterizacdo da matéria-prima e forma recristalizada

5.2.1 Ponto de fuséao

Na tabela 6, podemos observar que a forma amorfa apresentou um ponto de
fusdo aproximado de 157,6 °C e a forma cristalina apresentou um ponto de fusao
(167,9 °C) com cerca de 10 °C a mais que a forma amorfa. Esta diferenga observada
entre as duas formas, ja indica a possibilidade de formagdo de uma diferente forma

cristalina, pois uma das propriedades caracteristicas dos cristais € o ponto de fusao, o
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qual é definido como a temperatura na qual a rede cristalina é desestruturada, fazendo

com que as moléculas ganhem, a partir do aquecimento, energia suficiente para vencer

as forcas de atracdo que mantém o cristal. Assim, uma substancia que possui

moléculas mantidas por forcas fracas irdo apresentar ponto de fusdo menor em relacéo

aguelas que sdo mantidas por uma forca de atragcdo mais forte, como exemplo,

numerosas pontes de hidrogénio.

Tabela 6 - Valores obtidos a partir da determinacdo do ponto de fusdo de rosuvastatina calcica

matéria-prima e forma recristalizada.

Determinacgéo Temperatura de fusao Temperatura de fusao
matéria-prima (°C) forma recristalizada (°C)
1 157,5 167,8
2 157,6 167,9
3 157,6 167,9
Média 157,6 167,9

5.2.2 Espectrofotometria no ultravioleta

Na figura 5 pode ser visto os espectros de absor¢cdo no UV do padrdo de

referéncia e matéria-prima, os quais foram obtidos apds preparo das solucbes dos

padrées em metanol na concentracdo de 10,0 pg mL™?, sendo um teste para identificar

a matéria-prima utilizada como padrao de trabalho.
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Figura 5 - Espectro de absorcdo de rosuvastatina calcica padrdo de referéncia e padrdo de
trabalho, na concentragéo de 10 pg mL™, utilizando metanol como solvente.

Fonte: da autora.

5.2.3 Espectroscopia de absorcdo no infravermelho com refletancia total

atenuada

Com base em dados da literatura, podemos observar na figura 6 e na tabela 7,
que os espectros de infravermelho apresentaram as bandas caracteristicas de
rosuvastatina calcica para ambas as formas estudadas (amorfa e cristalina M)
(GANESAN, 2012; GOMES, 2008; ROHINI, PAVANI, REDDY, 2014; ZHOU, 2013).
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Figura 6 - Espectros de infravermelho de rosuvastatina célcica forma amorfa e cristalina M.

Fonte: da autora.

Tabela 7 - Bandas de absorgéo de rosuvastatina calcica nos espectros de infravermelho.

(cm™) Grupamentos
3479,0 O-H
2968.,4 C-H
1540,7 C=C aromatico
1436,9 C-H (CHs; e CH))
1379,1 0=S=0
1226,5 C-F
1151,5 Cc-O
775,9 C-H aromatico
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5.2.4 Andlise por difracédo de raio X p6 (DRXP)

Foram realizadas analises por difracdo de raios X da matéria-prima e da
amostra submetida ao processo de recristalizacdo e tamisada. As figuras 7 e 8
demonstram os difratogramas, onde pode-se observar que a matéria-prima utilizada
como padrdo de trabalho é amorfa e a forma recristalizada como citado no item 5.1,
apresentou 0s principais picos caracteristicos da Forma M descrita na patente WO
2012011129 A2 (3,33, 5,30, 7,52, 10,37, 20,45 e 22,46 + 0,2 graus 20) .

1500 —
1200 - — Amorfo

900 —

Intensidade/a.u.

300 —

T T T T T T 1
10 20 30 40

2e/graus

Figura 7 - Difratograma de rosuvastatina calcica matéria-prima.
Fonte: da autora



85

1500

1200 -
R Forma M

Intensidade/a.u.

300 —

T T T T T T 1
10 20 30 40

2ofgraus

Figura 8 - Difratograma de rosuvastatina calcica forma cristalina M.
Fonte: da autora

5.2.5 Andlises térmicas (DSC e TG)

Os resultados das andlises térmicas das formas de rosuvastatina céalcica sao
demonstrados nas figuras 9 e 10, com as curvas de DSC e TG sobrepostas. Na Figura
9, é demonstrada a andlise térmica da forma amorfa, em que se observa-se na curva
do DSC eventos endotérmicos com picos mais alargados, 0s quais sao caracteristicos
deste tipo de forma sodlida. O primeiro evento é a perda de solvente, sendo este
confirmado pelo TG, onde ocorre uma perda de massa igual a 3,7 %. O segundo
evento corresponde a fusdo do farmaco, observando-se também a degradacéo inicial
da molécula, uma vez que se observou uma perda de massa de 0,2 % a 154 °C. No
item, 5.2.1 foi realizado a analise de fusdo por capilar, em que se observou a faixa de
fusdo de (157,5-157,6 °C). Porém, é importante considerar que séo diferentes técnicas
com precisbes diferentes, sendo o DSC uma técnica com maior precisao para

determinacdo da temperatura de fusdo. O terceiro evento observado no DSC foi
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relacionado a decomposicao térmica da rosuvastatina, que ocorreu de maneira mais
intensa a partir de 158 °C.

Na figura 10, € apresentada a andlise térmica da forma cristalina M, a qual
demonstra quatro eventos endotérmicos. O primeiro evento foi relacionado a perda de
solvente, pois hd uma perda de massa de 2,6 % verificada pela analise
termogravimétrica. O segundo evento a 103 °C ocorreu sem perda de massa evidente,
sendo uma possivel transicdo de fase no estado sdlido levando a formacédo de uma
forma cristalina que ocorre em temperaturas elevadas. O terceiro evento endotérmico
(sem perda de massa) pode ser considerado como a fusdo da forma cristalina, e tanto
este evento (175,7 °C) como o anterior (103,3 °C) foram reportados na patente WO
2012011129 A2, sendo eles caracteristicos da forma cristalina M. O pico de fusédo da
forma cristalina M da rosuvastatina calcica € bem evidente, o que contrasta com 0s
resultados obtidos para a forma amorfa. Estes resultados s&o explicados pela quebra
do reticulo cristalino da forma M, enquanto que a forma amorfa ndo o apresenta, uma
vez que nao existe reticulo cristalino. O ultimo evento com perda de massa evidente é a
degradacédo térmica da rosuvastatina calcica, iniciada aproximadamente a partir de 184
°C. Deste modo, fica demonstrada que a forma M apresenta maior estabilidade térmica
gue a forma amorfa, o que provavelmente € alcancado devido a organizacao do reticulo
cristalino da forma M.

A partir da comparacdo dos resultados obtidos usando as técnicas de analise
térmica para caracterizar a forma cristalina M e a forma amorfa, foi possivel observar
gue a forma amorfa apresenta uma menor temperatura de fusdo que a forma cristalina
M. Estes resultados sdo coerentes com 0s ensaios de solubilidade (item 5.4.1), uma
vez que ficou evidente a menor solubilidade da forma cristalina M em comparacao a
forma amorfa. Em geral, os solidos cristalinos apresentam temperaturas de fuséo
superiores as formas amorfas devido ao reticulo cristalino que aumenta a estabilidade
do sélido, reduzindo as suas interagdes com as moléculas de solvente, no caso agua,

consequentemente diminuindo a solubilidade do farmaco.
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Figura 10 - DSC e TG de rosuvastatina célcica forma cristalina M.
Fonte: da autora

Com relacdo a possivel transicdo de fase citada anteriormente, esta foi

confirmada com a analise por difracdo de raio X e DSC da amostra cristalina M
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submetida ao aquecimento em temperatura de 105 °C por duas horas, onde observa-se
picos no difratograma da Figura 11A (3,38; 5;40, 6,80; 10,46; 13,19; 17,55; 19,03;
21,44 e 22,69 que nao foram observados na amostra cristalina caracterizada como
forma M (3,29; 5,28; 6,80; 7,50; 9,30; 10,34; 11,72; 13,14; 17,64, 18,67; 20,41; 22,17 e
22,48) e a analise por DSC (figura 11B) notou-se a auséncia do segundo evento

endotérmico observado na forma cristalina M.
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Figura 11 — Difratograma (A) e DSC (B) da amostra cristalina M submetida ao aguecimento em
temperatura de 105 °C por duas horas.
Fonte: da autora
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5.3 Desenvolvimento e validacdo do método por espectrofotometria na regiao

ultravioleta para rosuvastatina calcica

A seguir estdo descritas as condicbes de otimizacdo, desenvolvimento e
validacdo do método por espectrofotometria na regido ultravioleta para rosuvastatina

calcica.

5.3.1 Seletividade e determinac&o do comprimento de onda

Varreduras foram realizadas para as solucbes de excipientes de cépsulas e
comprimidos (Figuras 12 e 13), com base nas informac¢des pesquisadas na literatura de
que o metanol € o solvente mais utilizado no preparo de solugdes. Assim outros
solventes para a segunda diluicdo foram avaliados para determinacéo da seletividade.
Dessa maneira, uma solucéo padréo de referéncia e uma solucdo padrao de trabalho,
foram preparadas em metanol a 10 ug/mL na 12 e 22 diluicdo, e pode-se observar que o

comprimento de onda de maior absorcéo foi em 242 nm (Figura 14).



90

1.000
Metanol
0,800} HCI0,1 M
NaOH 0,1 M
© .
o Diluente
- 0,600f
«0 A
0 Agua
|
(o]
28
0,400
<
0,200}
PR
o,ooo\\-—ﬂ—
350,00 400,00

200,00 250,00 300,00
Comprimento de onda (nm)

Figura 12 - Varredura espectral de 400 a 200 nm das solu¢des de excipientes de capsulas
diluida em diferentes solucfes para avaliagéo da seletividade.

Fonte: da autora
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Figura 13 - Varredura espectral de 400 a 200 nm das solucdes de excipientes de comprimidos
diluida em diferentes solucfes para avaliacédo da seletividade.

Fonte: da autora
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Figura 14 - Varredura espectral de 400 a 200 nm das solu¢cbes de padrdo de referéncia e
padrdo de trabalho (10 ug mL™), utilizando metanol como solvente (12 e 22 dilui¢o),
para determinagédo do melhor comprimento de onda.

Fonte: da autora

5.3.2 Linearidade

A avaliacdo da linearidade do método espectrofotométrico UV foi realizada
utilizando-se os valores obtidos, para o calculo da correlacdo entre as concentracdes e
as médias das absorbéancias. A curva analitica (Figura 15) para rosuvastatina padréo
de trabalho mostrou-se linear no intervalo avaliado de 4,0 a 16 ug mL™*, com r = 0,9999

(coeficiente de correlacdo). A equacao da reta obtida foi: y = 17496x -1182,9.
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Figura 15 - Curva analiitica obtida da média de trés curvas analiticas, método

espectrofotométrico.
Fonte: da autora.

5.3.3 Preciséo

A precisao foi determinada através de 3 niveis de concentragéo (4, 10 e 16
Mg mL-1), em dois dias diferentes e por dois analistas diferentes. Os resultados

encontram-se descritos na Tabela 8.

Tabela 8 - Valores da determinacdo da precisdo intradia (repetibilidade) e interdia
(reprodutibilidade) do método para rosuvastatina célcica, utilizando como
solvente metanol. Leitura em espectrofotometro UV a 242 nm.

Concentralgéo Precisdo (DPR%)
(kg mL™) Interdias (n=6) Intradias (n=6)
4 1,95 1,71
10 0,40 0,43

16 0,35 0,38
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A precisdo do método analitico foi demonstrada pela repetibilidade (intradias) e
precisao intermediaria (interdias) apresentada na tabela 8. Os valores do DPR foram
menores que 1,71 % (intradias) e 1,95% (interdias), demonstrando a adequada

precisdo do método, com valores de DPR inferiores a 2%.

5.3.4 Exatidao

Os valores das recuperacfes de rosuvastatina célcica estdo demonstrados na
tabela 9, estando entre 98,0-102,0%, confirmando a exatiddo do método

espectrofotométrico (ICH, 2005).

Tabela 9 - Valores médios de recuperagdo para rosuvastatina célcica nas amostras de
placebo (cipsula e comprimido), pelo método de analise espectrofotometria UV.

Concentracéo Concentracéo Recuperacao
adicionada (ug mL™) recuperada (ug mL™)* (%)
Capsula R1 (80%) 8,0 7,99 99,94
Céapsula R2 (100%) 10,0 9,97 99,71
Cépsula R3 (120%) 12,0 12,19 101,65
Comprimido R1 (80%) 8,0 7,97 99,66
Comprimido R2 (100%) 10,0 10,09 100,9
Comprimido R3 (120%) 12,0 12,14 101,16

Nota: * n=3.
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Os limites de deteccado e quantificacdo foram obtidos a partir da curva analitica,

com valores de 0,23 ug mL" e 0,79 Mg mL™?, respectivamente. Concluindo-se que o

intervalo de trabalho do método (4-16 ug mL'l) esta acima do limite de quantificacédo e

de deteccdo, demonstrando que o método é adequado para a determinacdo do

farmaco.

5.3.6 Robustez

No ensaio de robustez para o método espectrofotométrico, foram avaliadas

pequenas variagdes relacionadas aos parametros de comprimento de onda, diferentes

marcas de solventes e diferentes espectrofotdmetros.

Tabela 10 - Valores obtidos no teste de robustez para avaliagdo do comprimento de onda, marca
do solvente, e diferentes equipamentos em relagdo a amostra de capsulas.

Parametros CondicoOes Teores (%) Teste t-Student
Comprimento de 241 nm 99,64 99,43 99,01 0,13
onda 242 nm 99,65 99,65 100,07
243 nm 100,14 99,93 100,96 0,18
Marca de Dinamica 99,24 99,03 100,07
solvente Panreac 99,41 98,76 98,54 0,26
Diferentes Equipamento 1 99,65 99,65 100,07
equipamentos Equipamento 2 98,3 99,75 99,18 0,18

Nota: *Significativo para p < 0,05.
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Tabela 11 - Valores obtidos no teste de robustez para avaliagdo do comprimento de onda,
marca do solvente, e diferentes equipamentos em relacdo a amostra de

comprimidos.
Parametros Condicdes Teores (%) Teste t-Student

Comprimento de 241 nm 100,28 99,43 98,80 0,21

onda 242 nm 100,48 100,27 99,86
243 nm 100,34 100,75 99,72 0,85

Marca de Dinamica 100,48 100,27 99,86
solvente Panreac 100,94 100,38 100,73 0,12

Diferentes Equipamento 1 100,48 100,27 99,86
equipamentos Equipamento 2 100,07 100,77 100,96 0,29

Nota: *Significativo para p < 0,05.

As tabelas 10 e 11 descrevem os resultados obtidos na avaliagdo da robustez do
meétodo proposto. O método espectrofotométrico foi, portanto, robusto para todos os
parametros avaliados, ndo apresentando diferenca significativa entre os resultados, de

acordo com o teste t de Student (p = 0,05).

5.4 DESENVOLVIMENTO DE METODO CROMATOGRAFICO INDICATIVO DE
ESTABILIDADE PARA ROSUVASTATINA CALCICA POR CLAE- UV/DAD

A seguir estdo descritas as condicbes de otimizacdo, desenvolvimento e
validacdo do método indicativo de estabilidade para rosuvastatina calcica por CLAE-
UV/DAD.
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5.4.1 Otimizacao das condi¢cdes cromatograficas

Foram realizados inicialmente testes com diferentes colunas (Cg e Cig)
composicOes e proporcdes de fase movel até a obtencdo de um pico cromatografico
simétrico. Rosuvastatina célcica foi analisada em fase mével com pH acido, a fim de
aumentar seu tempo de reteng¢do, uma vez que o farmaco é um acido fraco nédo
protonado. Diferentes proporcdes de metanol e agua com 0,1% (v/v) de acido fosforico
com ajuste de pH para 3,0, foram avaliados. Quando as propor¢des de metanol: 0,1%
(v / v) de solucdo de acido fosférico a pH 3,0 foram analisadas a 50:50, o fator de
retencdo (k '), foi de 13,41. No entanto, quando a percentagem de metanol foi
aumentada para 80 %, este valor diminui para 0,62. O fator de retencdo para analise
satisfatOria para rosuvastatina célcica (k '= 2,11) foi obtido utilizando 65% de metanol
na fase madvel (figura 16). Nessas condicfes, o0 numero de pratos tedricos foi de 4200 e
o fator de cauda de 1,08. Dessa maneira, as condicdes que apresentaram melhores
resultados foram a utilizacdo de uma coluna C;g 150 mm x 4,6 mm, 5 um e fase movel
(metanol e agua com pH ajustado para 3,0 com &cido fosférico, (65:35, v/v), vazdo de
fase moével de 1,0 mL min™, temperatura da coluna a 25 °C volume de injecdo de 20
puL. Com a definicAdo do método, este foi utilizado para aplicacdo do estudo de
degradacdo de rosuvastatina calcica nas condi¢des acida, alcalina, oxidativa, fotolitica
e térmica, onde foi observada a separacdo de rosuvastatina célcica de forma seletiva

dos demais produtos formados, tornando o método aplicavel para analise de rotina.
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Figura 16 - Solucdo padrdo de rosuvastatina célcica a 20 pg mL™, utilizando fase mével
metanol:agua com ajuste de pH= 3,0 com &cido fosférico (65:35, v/v).
Fonte: da autora.

5.4.2 Validacdo do método de cromatografia liquida de alta eficiéncia

5.4.2.1 Estudo de degradacéo e seletividade

Os estudos de degradacao forcada se constituem em ferramentas importantes
para caracterizar a estabilidade intrinseca dos farmacos, e podem ser aplicados para
avaliar a seletividade de métodos analiticos por CLAE. Os métodos capazes de separar
e detectar o farmaco na presenca dos seus produtos de degradacdo sdo chamados
métodos indicativos de estabilidade. Rosuvastatina célcica foi submetida a condicdes
de degradacéao forcada, e uma baixa estabilidade do farmaco foi encontrada na solucéo
de &cido cloridrico (0,1 M de HCI) e exposi¢do a luz UV (Figura 17). As recuperacdes
de rosuvastatina calcica nas condicbes de degradacéo forcada sédo apresentadas na
Tabela 12. Os picos associados com os produtos de degradagédo foram separados a

partir do pico principal do farmaco. A pureza de pico de rosuvastatina calcica foi
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assegurada em condi¢cdes de estresse for¢cado pelo indice de similaridade usando o
detector DAD (indice de pureza maior que 0,99). Estes resultados indicaram que o
farmaco é um composto labil, e o método cromatogréfico desenvolvido pode ser
aplicado para o controle da estabilidade do farmaco em matéria-prima e em formas
farmacéuticas deste farmaco. Foi também avaliado o perfil de impurezas do padréo de
trabalho, onde uma solugcédo a 20 ug mL™ e outra mais concentrada de 1 mg mL-1
foram injetadas no sistema cromatografico (20 pyL) pelo método de CLAE utilizando as
condi¢cBes cromatograficas anteriormente descritos (n = 3). O percentual de impurezas,
na solugdo concentrada (1,0 mg mL'l) foram calculados com base na &rea do pico
cromatografico de rosuvastatina célcica na solucdo diluida (20 pg mL™), que foi
equivalente a 1 % de impureza (figura 17B). Além das andlises quanto a degradac¢éo do
farmaco e avaliacdo do perfil de impurezas, foram realizadas também andlises para
confirmar a interferéncia do placebo (cipsulas e comprimidos), onde pode-se observar
gue nao houve interferéncia de excipientes no tempo de retencdo do farmaco (Figura
17A).

Tabela 12 - Valores obtidos da recuperacdo do farmaco apos a degradacao forcada (n=3).

Condicdes de % Recuperacdo do farmaco + DP*
degradacéo forcada

0,01 mol L™ HCI (20 h) 86,05 0,55

0,1 mol L HCI (20 h) 59,45 0,89

0,1 mol L™ NaOH (20 h) 98,62 0,24

3,5% (v/v) H,0, (20 h) 99,94 0,55

Metanol: Agua (20 h) 97,62 0,39

0,05 mol L CuSO, (20 h) 97,16 0,78

105 °C (24 h) 97,45 0,36

UV (30 min.) 68,94 0,06

UV (20 h) Degradacédo completa -

Nota: *DP, Desvio padréo
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Figura 17 - Cromatogramas do estudo de seletividade de rosuvastatina calcica, A) seletividade
pela mistura de excipientes, B) perfil de impurezas, C) degradacdo éacida, D)
degradacdo alcalina, E) degradacdo oxidativa e F) degradacdo fotolitica, com

amostras a 20 pg mL™, utilizando fase mével metanol:agua com ajuste de pH= 3,0
com &cido fosférico (65:35, v/v).

Fonte: da autora.
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5.4.2.2 Linearidade

A Figura 18 apresenta os dados referentes a linearidade do método.
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Figura 18 - Curva analitica obtida da média de trés curvas analiticas, método CLAE.
Fonte: da autora

A avaliacdo da linearidade do método por CLAE foi realizada de acordo com o
descrito no item 4.7.6.2, onde a curva analitica para rosuvastatina padrédo de trabalho
mostrou-se linear no intervalo avaliado de 5 a 25 ug mL™?, com r = 0,9999 (coeficiente

de correlacdo). A equacao da reta obtida foi: y = 49627x -8377,6.
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5.4.2.3 Precisdo

A Tabela 13 mostra os resultados referentes a precisao inter e intra-dias.

Tabela 13 - Valores obtidos para avaliacéo da precisdo do método de analise por CLAE.

Concentragéo Preciséo (DPR%)
/mL . -
(ug ) Inter-dias (n=6) Intra-dias (n=6)
5 0,18 0,57
20 0,42 0,26
25 0,09 0,13

A precisdo do método analitico foi demonstrada pela repetibilidade (intra-dias) e
precisdo intermediaria (inter-dias) apresentada na tabela 13. Os valores do DPR foram
menores que 0,57 % (intradias) e 0,42% (interdias), demonstrando a adequada

precisdo do método, com valores de DPR inferiores a 2%.

5.4.2.4 Exatidao

A exatiddo foi avaliada por meio da percentagem de recuperacdo da
rosuvastatina, nas concentracfes 75, 100 e 125% da concentracdo de trabalho. A
recuperacado para capsulas variou entre 99,79 e 101,63 %, com média de 100,76%
demonstrando a exatiddo do método (Tabela 14). As recuperacdes realizadas para a
amostra de comprimidos variou entre 100,73 a 101,20% com média de 101,01 %
(Tabela 15), mostrando que o valor de recuperagdo médio encontrou-se dentro de 95 a

105%, a qual é a faixa de valores aceitaveis.
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Tabela 14 - Valores médios de recuperacdo para rosuvastatina célcica nas amostras de
capsula, pelo método de analise por CLAE.

Concentracéo Concentracéao Recuperacéao DPR Média de
tedrico (ug/mL) experimental (%) recuperacao
(Hg/mL) (%)
15 16,12 99,79 1,32
20 21,21 100,84 1,14 100,76
25 26,66 101,63 0,87
Nota:*n=3

Tabela 15 - Valores médios de recuperacdo para rosuvastatina calcica nas amostras de
comprimidos, pelo método de analise por CLAE.

Concentracéo Concentracéo Recuperacéao DPR Média de recuperacgéo
tedrico (ug/mL) experimental (%) (%)
(Hg/mL)
15 15,18 101,20 0,10
20 20,15 100,73 0,42 101,01
25 25,28 101,11 0,67
Nota:*n=3

5.4.2.5 Limite de quantificacdo e deteccao

Os limites de deteccao e quantificacdo foram obtidos a partir da curva analitica,
com valores de 0,03 pg mL? e 0,11 Mg mL™?, respectivamente. Concluindo-se que o
intervalo de trabalho do método (5-25 pg mL™) esta acima do limite de quantificacdo e

de deteccdo, demonstrando que o método é adequado para o objetivo proposto.
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5.4.2.6 Robustez

As tabelas 16 e 17 descrevem os resultados obtidos na avaliacdo da robustez do
método proposto. O método foi considerado robusto para todos os parametros
avaliados, ndo apresentando diferenca significativa entre os resultados, de acordo com
o teste t de Student (p = 0,05).

Tabela 16 - Valores obtidos para avaliacdo da robustez do método analitico das amostras de
capsulas de rosuvastatina célcica por CLAE.

Parametros Condicdes Teores (%) Teste t de Student*
Diferentes colunas Coluna 1 98,78 99,72 99,30
cromatogréaficas Coluna 2 99,29 99,38 98,46 0,60
Equipamentos Equip. 1 98,78 99,72 99,30
com diferentes (25° C) 0,22
temperaturas Equip. 2 98,26 98,83 99,11
(30°C)
Proporc¢éo de fase (65:35) 98,78 99,72 99,30
movel (64:36) 100,47 99,53 99,93 0,13

Nota: *Significativo para p < 0,05.

Tabela 17 - Valores obtidos para avaliacdo da robustez do método analitico das amostras de
comprimidos de rosuvastatina calcica por CLAE.

Parametros Condicobes Teores (%) Teste t deStudent*
Diferentes colunas  Coluna 1 100,51 98,6 98,7
cromatograficas Coluna 2 99,97 99,46 98,84 0,84
Equipamentos Equip. 1 100,51 98,6 98,7
com diferentes (25° C)
temperaturas Equip. 2 99,96 99,76 100,6 0,28
(30 °C)
Proporc¢éo de fase (65:35) 100,51 98,6 98,7
movel (64:36) 101,57 100,43 100,6 0,08

Nota: *Significativo para p < 0,05.
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5.4.3 Aplicacdo do método as formas farmacéuticas

Considerando a especificacdo para o doseamento de 90,0 a 110,0 % do valor
rotulado, todas as amostras cumpriram o teste, como observado na Tabela 18.
Parametros da conformidade do sistema cromatografico como assimetria, fator de
retencdo e numero de pratos teoricos foram avaliados. Estes foram calculados pelo
software LC solution verséao 1.21 e todos se apresentaram de acordo as especificacdes
do FDA, garantindo desta forma que as condi¢cdes estdo adequadas para a aplicagéo

do método.

Tabela 18 - Valores do teor de rosuvastatina célcica e parametros cromatograficos das
amostras de cédpsulas e comprimidos (n=6).

Fator de Fator de Pratos

Teor (%) DPR (%) Assimetria* retencao* tedricos*

(<2) (>2) (>2000)
Formulacédo A 98,80 0,10 1,18 2,76 4474
Formulacéo B 100,36 0,38 1,19 2,87 4430
Formulacéo C 100,01 0,14 1,18 2,82 4476
Formulacéo D 99,85 0,12 1,18 2,89 4447
Formulacéo E 99,83 1,10 1,19 2,87 4458
Formulacéo F 98,58 0,91 1,16 2,85 4471
Formulacédo G 100,2 1,09 1,18 2,82 4448
Formulacéo H 99,91 0,22 1,17 2,89 4459
Comprimido 99,41 1,03 1,18 2,91 4469

Crestor®

Nota: * Especificacbes do FDA (UNITED STATES, 2015).
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5.4.4 Comparacdo dos métodos de determinacdo de rosuvastatina por

espectrofotometria no UV e CLAE

A técnica de espectrofotometria no UV ja possuiu grande utilizacdo na industria
farmacéutica, no entanto, com o avan¢o de outras técnicas mais sensiveis, como a
cromatografia liquida de alta eficiéncia, esta técnica apresenta uma menor utilizacdo,
porém ainda continua sendo empregada, devido as suas conhecidas vantagens, como
baixo custo, facil manuseio e rapidez nas analises. Atualmente esta é utilizada nas
rotinas laboratoriais, ndo sendo vastamente empregada nos estudos de estabilidade de
medicamentos, por ndo ser considerada sensivel o suficiente para detectar produtos de
degradacdo e impurezas. Esta técnica pode ser aplicada na rotina das industrias
farmacéuticas para a realizacdo dos controles em processo, que exigem rapidez e
confiabilidade nos resultados. Com os valores obtidos do ensaio de determinagéo de
rosuvastatina padrdo de trabalho, capsulas (formulacdo E) e comprimidos (Crestor®)
por andlise espectrofotométrica e por CLAE foi realizado o teste t de Student para
confirmar estatisticamente que os valores obtidos nas determinacdes séo iguais em
ambas as técnicas. De acordo com os resultados apresentados na tabela 19, observa-
se que nao houve diferencas significativas entre os teores determinados entre as duas

técnicas, podendo ambas ser implementadas na rotina laboratorial.
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Tabela 19 - Valores obtidos da comparacdo estatistica entre as determinacfes por CLAE e
espectrofotometria UV.

Amostras analisadas Teores (%) Teste t de Student *
CLAE Espectrometria UV
100,26 100,08
Padréo de trabalho 99,86 100,23 0,25
99,38 100,23
Amostra capsulas 98,78 99,65
99,72 99,65 0,16
99,30 100,07
Amostra comprimidos 98,70 100,48
101,12 100,27 0,55
99,35 99,86

Nota: * Significativo para p< 0,05.

5.5 DESENVOLVIMENTO DE METODO POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA
ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSAS (LC-MS/MS) PARA
ROSUVASTATINA CALCICA

5.5.1 Otimizacdo das condi¢cBes cromatograficas do LC-MS/MS

A otimizagcdo dos parametros experimentais foi realizada com a finalidade de
garantir maior sensibilidade e eficiéncia nas analises do padrdo de rosuvastatina
calcica e dos produtos degradados. Varias modificacbes na composicado e proporcao
da fase mével, além da vazao, foram realizadas para alcancar melhor desempenho na
separacao e maior deteccao do método. Estas modificacées na fase movel envolveu o
emprego de acetonitrila, metanol e adgua com &acido acético ou acido férmico em
concentracdes de 0,1 ou 0,2%. Com a utilizacdo de acetonitrila com acido acético 0,2%

ou acido féormico 0,1 %, ou ainda, metanol e acido féormico 0,1%, foi observado maior
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tempo de retencdo associado com alargamento dos picos. Além disso, duas colunas
cromatograficas foram avaliadas (C1s € Cg), € a que se apresentou mais adequada foi a
coluna C8, principalmente em relagcédo ao tempo de retengédo. Com os testes realizados,
obtendo picos mais simétricos e resposta adequada com 0s parametros otimizados, a
melhor condicdo cromatogréfica alcangada foi a utilizacéo de 0,2 % de acido acético e
metanol (60:40, v/v) como fase movel, coluna Agilent Technologies Cg (50 x 4,6 mm), 5
pm, comprimento de onda de 241 nm, vazéo 0,3 mL min 1 volume de injecdo 1 pL e
temperatura da coluna 40 °C. . A energia de colisdo foi de 35 kV. As temperaturas heat
block e de interface foram 400 e 250 °C , respectivamente e as vazdes dos gases de

nebulizacéo e de secagem foram de 1,5 e 15 mL min™, respectivamente.

5.5.2 Identificacdo dos produtos degradacéao

Os espectros de massas de rosuvastatina calcica e seus produtos de
degradacdo foram obtidos pelo método de ionizacdo por electrospray, em modo
positivo. Observou-se que a ionizacdo desta molécula gerou como ion molecular a
espécie (M+H)+ com m/z 482.

A andlise feita por LC-MS/MS no modo Product lon Scan gerou um espectro de
massas no qual foi possivel identificar os fragmentos caracteristicos da molécula,
sendo esta uma estratégia importante, pois oferece informacdes que auxiliam na
elucidacao estrutural dos produtos de degradacado formados. O espectro de massas no
modo Product lon Scan de rosuvastatina (Figura 19) apresentou os fragmentos com
m/z 422, 402, 378, 314, 300, 282, 272, 270, 258, 230 e 189, caracteristicos do farmaco,

pois 0s mesmos sao descritos em trabalhos na literatura (SEGALIN, 2015).
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Figura 19 — Cromatograma obtido por LC-MS/MS em modo TIC(+) da solucdo padrdo de
rosuvastatina 5 pg mL" (A) e espectro de massa do fon precursor de
rosuvastatina, obtido no modo de operacdo Product lon Scan (B).

Fonte: da autora.

No estudo de estresse foi observado a instabilidade do farmaco frente a hidrolise
acida e fotodegradacdo. Nas analises obtidas foram detectados um produto de
degradacdo acida (PD1) e dois produtos por fotodegradacdo (PD2 e PD3). O espectro
de massas de PD1 (Figura 20) mostra o ion molecular de m/z 496 (14 unidades de
massa mais elevada que o farmaco rosuvastatina) e seus principais fragmentos.
Segundo Reddy et al. (2011) o valor de 14 unidades observado, possivelmente seria 0
grupo metileno (-CH,) e juntamente com o padrdo de fragmentacdo formado, pode-se
sugerir que PD1 foi obtido a partir da esterificacdo do grupo acido presente na molécula
do farmaco.
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Figura 20 — Cromatograma obtido por LC-MS/MS em modo TIC(+) da solucdo submetida ao
estudo degradacao &cida (A) e espectros de massas dos ions precursores de PD1
(B), obtido no modo de operacdo Product lon Scan.

Fonte: da autora.
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Com relacdo ao PD2 e PD3, foi observado que ambos apresentaram o mesmo
valor m/z de 482 da molécula inicial, com padrées de fragmentacdo semelhates (figura
21).

De acordo com a literatura, estes produtos podem ser considerados
diasteroisobmeros, por apresentarem similaridade no padrdo de fragmentacdo e
isémeros do farmaco rosuvastatina (KHEDR et al., 2013; SHAH;SAH;SINGH, 2013).
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Figura 21 - Cromatograma obtido por LC-MS/MS em modo TIC(+) da solugdo submetida ao
estudo degradacgéo fotolitica (A) e espectros de massas dos ions precursores de
PD2 (B) e PD3 (C), obtido no modo de operacado Product lon Scan.

Fonte: da autora.

Shah e colaboradores (2013) sugeriram em seu estudo uma estrutura (Figura 22)
para representar estes compostos diasteroisomeros. O padrdo de fragmentacédo de
PD2 e PD3 mostra os principais fragmentos com valores de m/z 464 correspondente a
[M-H,O+H]", 420 correspondente a [M-H,O-CO,+H]", 404 correspondente a [M-H,O-
CH3COOH+H]+ e 270 correspondente a [M-SOZCHg-C5H904+H]+ sendo que CsHgOg4

corresponde a cadeia alifatica lateral da molécula de rosuvastatina.
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Figura 22 — Estrutura que representa o PD2 e PD3.
Fonte: Adaptado de SHAH; SAHU; SINGH, 2013.

5.5.3 Validacdo do método de cromatografia liquida acoplada ao espectrémetro

de massas

5.5.3.1 Seletividade

A andlise do cromatograma do padrdo de rosuvastatina calcica na concentracao
de 5 ug mL? e de solucdes placebo e branco demonstra que ndo ha interferentes no
tempo de retencéo do farmaco. A confirmacdo de que nenhum produto de degradacéo
co-eluiu com a rosuvastatina calcica foi realizada através de andlises por
espectrometria de massas no tempo de analise da solucdo padrdo do farmaco e das
solugcbes submetidas ao teste de estresse, onde 0s espectros de massas obtidos do
pico de rosuvastatina das solu¢gdes degradadas (HCI, NaOH, neutra, luz e H,O;) foram
iguais ao espectro de massas obtido da solucdo padrao de rosuvastatina, garantindo a

seletividade da separacdo cromatografica obtida.
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5.5.3.2 Linearidade

A Figura 23 apresenta os dados referentes a linearidade do método.
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Figura 23 - Curva analitica obtida da média de trés curvas analiticas,
método LC-MS/MS.
Fonte: da autora

A avaliacdo da linearidade do método por LC-MS/MS foi realizada de acordo
com o descrito no item 4.8.4.2, onde a curva analitica para rosuvastatina padrao de
trabalho mostrou-se linear no intervalo avaliado de 1 a 6 ug mL™, com r = 0,999

(coeficiente de correlacdo). A equacao da reta obtida foi: y = 227211x -29127.

5.5.3.3 Precisdo

A Tabela 20 mostra os resultados referentes a precisao inter e intradias.
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Tabela 20 - Valores obtidos para avaliacdo da precisdo do método de analise por LC-MS/MS.

Concentragéo Preciséo (DPR%)
/mL . -
(ug ) Inter-dias (n=3) Intra-dias (n=6)
2 0,98 151
5 0,49 1,49
6 0,93 1,31

A precisdo do método analitico foi demonstrada pela repetibilidade (intradias) e
precisdo intermedidria (interdias) apresentada na tabela 20. Os valores do DPR foram
menores que 1,31 % (intradias) e 0,49% (interdias), demonstrando a adequada

precisdo do método, com valores de DPR inferiores a 2%.

5.5.3.4 Exatidao

A exatiddo foi avaliada por meio da percentagem de recuperacdo da
rosuvastatina, nas concentragdes 80, 100 e 120% da concentragdo de trabalho. A
recuperacdo para capsulas variou entre 99,70 e 100,3 %, com média de 99,87%
demonstrando a exatiddo do método (Tabela 21).

Tabela 21 -. Valores médios de recuperagao para rosuvastatina calcica, pelo método de analise

LC-MS/MS.
Concentracéo Concentracéo £ (0
tedrica (ug mL™) recuperada (ug mL™)* Recuperagao (%)
R1 (80%) 4,0 3,08 99,7
R2 (100%) 5,0 5,03 100,7
R3 (120%) 6,0 5,95 99,23

Nota: * n=3.



113

5.5.3.5 Limite de quantificacdo e deteccao

Os limites de deteccao e quantificacdo foram obtidos a partir da curva analitica,
com valores de 0,01 pg mL? e 0,05 ug mL™?, respectivamente. Concluindo-se que o
intervalo de trabalho do método (1-6 pg mL™) esta acima do limite de guantificacéo e

de deteccdo, demonstrando que o método € adequado para o objetivo proposto.

5.5.4 Aplicacdo do método as amostras reais (comprimidos com prazo de

validade expirado)

Como observado no teste de degradacdo forgcada, a molécula apresenta
instabilidade em condi¢cBes acidas e fotoliticas, e considerando que dentre os sistemas
de deteccao acoplados a cromatografia liquida, a espectrometria de massas é tida
como uma técnica mais seletiva e sensivel quando comparada a cromatografia liquida
UV/DAD, objetivou-se aplicar a metodologia desenvolvida em amostras reais, avaliando
o teor e a deteccdo de possiveis produtos de degradacdo nestas amostras com prazo
de validade expirado.

As amostras dos medicamentos (comprimidos) com o prazo de validade
expirado foram codificadas como P1 (validade: 01/2015), P2 (validade: 04/2015), P3
(validade: 05/2015) e P4 (validade: 09/2015), e como resultado, observou-se apenas
reducdo no teor de uma das amostras avaliadas, considerando a especificacdo para
doseamento de 90 a 110% do valor rotulado, e nenhum produto de degradacgéo foi
detectado de acordo com as condi¢cOes analisadas. Na tabela 22, esta especificado o

valor do teor obtido para cada produto avaliado.
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Tabela 22 - Valores de teor obtidos a partir do teste de doseamento por cromatografia
liguida acoplada a espectrometria de massas, de amostras reais
(comprimidos com prazo de validade expirado).

% de teor £ DPR de amostras com prazo de validade expirado
P1 P2 P3 P4
88,04% + 3,54 96,16% + 0,61 93,25% + 2,46 96,09% + 1,34

5.6 DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DO ENSAIO DE DISSOLUCAO

A seguir estdo descritas as condicbes de otimizacdo, desenvolvimento e

validacdo do ensaio de dissolucdo para rosuvastatina calcica.

5.6.1 Solubilidade

Segundo as agéncias reguladoras a faixa de pH a ser avaliada nos ensaios de
solubilidade varia de 1,2 a 6,8, sendo ainda mencionado que no minimo trés valores de
pH (1,2; 4,5 e 6,8) devem ser avaliados (BRASIL, 2011; UNITED STATES, 2015;
EMEA, 2010; WHO, 2005). A seguir estado os valores (tabela 23) obtidos no ensaio de

solubilidade para as duas formas sélidas estudas.

Tabela 23 - Valores obtidos do estudo de solubilidade para a forma amorfa e para a
forma recristalizada.

Solubilidade
Meios de dissolucéao Forma amorfa Forma recristalizada
Tampao fosfato pH= 6,8 14,34 + 1,86 5,73 +0,66
Tampao acetato pH=4,5 2,42 + 0,99 2,00+0,01
Tampéo acetato pH=4,5+ LSS 2,21 +0,04 2,14 £ 0,0-3
Agua 7,64 £ 0,241 4,13 +0,58

HCI 0,53+0,01 0,42 + 0,06
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A solubilidade de rosuvastatina calcica apresentou um comportamento
dependente do pH, relacionado com as propriedades do farmaco ser um acido fraco
(pKa = 4,6 para a por¢éo grupamento acido carboxilico), e sua ionizagdo ser maior em
valores de pH mais elevados. A solubilidade da forma amorfa do farmaco foi maior do
que a forma cristalina M em todos os meios avaliados. De acordo com os dados
obtidos, a solubilidade das duas formas analisadas foi maior no tampéao fosfato pH 6,8
(1434 = 1,86 e 573 = 0,66 mg/mL, forma amorfa e forma cristalina M,
respectivamente) e na agua (7,64 = 0,24 e 4,13 + 0,58 mg/mL, forma amorfa e forma
cristalina M, respectivamente). Neste valor de pH ocorre a ionizagdo do grupamento
acido da molécula. Entretanto, a solubilidade de rosuvastatina calcica em meios com
valores de pH menores que 6,8 ndo apresentou diferengcas muito evidentes entre a
forma cristalina M e a forma amorfa. No meio de pH 1,2 avaliado (HCI 0,1 M), a forma
amorfa apresentou solubilidade de 0,53 £+ 0,01 mg/mL, enquanto que a forma cristalina
M mostrou uma solubilidade de 0,42 + 0,06 mg/mL. A solubilidade de rosuvastatina
calcica em tampdo acetato de sddio (pH 4,5) foi determinada com e sem a adi¢do do
agente tensoativo idnico lauril sulfafo de sodio LSS (0,1% m / v). Os resultados obtidos
no tampdao acetato de sédio (pH 4,5) sem LSS foram 2,42 + 0,09 para a forma amorfa e
2,00 + 0,01 mg/mL para a forma cristalina M. Quando foi incluido LSS no meio tampao
acetato de sodio pH=4,5 os resultados encontrados foram 2,21 + 0,04 para a forma
amorfa e 2,14 + 0,03 mg/mL para a forma cristalina M. Com base nestes resultados, foi
observado que a solubilidade do farmaco n&o foi aumentada com a utilizacdo do
agente tensoativo aniénico no tampado acetato de sédio (pH= 4,5). Estes resultados
indicaram que a solubilizacdo micelar do farmaco ndo € uma estratégia eficaz para
promover a solubilidade aquosa de rosuvastatina célcica, pois uma vez que a
rosuvastatina € um farmaco com caracteristicas hidrofilicas (log P= 0,13), é provavel
que ndo ocorra solubilizagdo desta molécula. Os resultados de solubilidade do farmaco
para ambas as formas estudadas, demonstraram que as condi¢cdes sink foram
asseguradas em todos os meios avaliados, além do comportamento de solubilidade ser

dependente do pH do farmaco.
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Os critérios considerados para assegurar condi¢des sink foram a obtencdo de
uma solubilidade em equilibrio do farmaco no meio de dissolu¢éo, de pelo menos, trés
vezes maior do que a concentracao de farmaco durante o teste de dissolucdo. Quando
as condicbes sink sdo asseguradas, a solubilidade do farmaco no meio de dissolugéo
ndo é um fator limitante na velocidade de dissolugdo (STORPIRTIS; GAIN, 2011).
Devido a ocorréncia de condi¢des sink in vivo, a relevancia dos meios de dissolucéo
que asseguram condicBes sink € maior. Assim, rosuvastatina calcica mostrou uma
solubilidade elevada em todos os meios aquosos avaliados, assegurando condicfes
sink na faixa de pH (1,2-6,8). Dessa forma, de acordo com SCB, sugere-se que este
farmaco pode ser classificado como alta solubilidade, considerando que a maior
dosagem de comprimido é de 40 mg, e a sua solubilidade em um volume de 250 ml de
meio aquoso foi alcancada em todos os meios avaliados (solubilidade aquosa > 0,16
mg/mL). Na figura 24, podemos observar a comparacdo de solubilidade das duas

formas analisadas.
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Figura 24 - Grafico comparativo da solubilidade da forma amorfa e forma cristalina M nos
meios aquosos testados.
Fonte: da autora.
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5.6.2 Otimizacao do ensaio de dissolucédo para capsulas e comprimidos

Com o intuito de avaliar o impacto das propriedades do estado sélido e ainda
mais, avaliar a influéncia da formulacdo no perfil de dissolucdo, um ensaio de
dissolucdo discriminativo foi desenvolvido. Para isso, diferentes formulacbes
manipuladas em laboratério e outras obtidas no comércio local foram avaliadas.

Os testes foram realizados com as formulacdes descritas nas tabelas 1 e 2.
Primeiramente foi realizado o teste de desintegracdo das capsulas das formulacdes
magistrais obtidas do comércio local, onde foi observado que as formula¢gdes A, B e C
desintegraram nos tempo de 4, 6 e 3 minutos, respectivamente, e dessa forma, o
tempo de inicio para coleta das amostras no ensaio de dissolucéo foi iniciado apés 10
minutos.

O perfil de dissolucdo das formas farmacéuticas foi avaliado utilizando-se como
meio de dissolucdo 500 mL da solucdo de tampao fosfato de potassio pH= 6,8. Este
meio foi escolhido, baseado na maior solubilidade de rosuvastatina calcica neste valor
de pH. O estudo foi realizado com seis unidades de cada formulagao, utilizando
aparato 1 (cesta), com velocidade de 50 rpm a 37°C (£0,5°C), com intervalos de coleta
de 10, 15, 20, 30, 45 e 60 minutos. A cada coleta 5 mL de amostra foram retiradas,
com imediata reposicdo do mesmo volume de meio.

As formulacdes magistrais obtidas do comércio local foram testadas e os dados
obtidos estdo apresentados na figura 25.

Nas trés formulacdes, houve uma liberacédo de 89,7 = 5,4 % para a formulacéo
A, 64,7 + 18,7 % para a formulacdo B e 90,4 + 1,83 % da formulagcdo C em 60 minutos.
A formulacdo B apresentou uma baixa liberacdo, possivelmente por conter em sua
formulagéo estearato de magnésio, o qual é utilizado geralmente como lubrificante no
intuito de melhorar as propriedades de enchimento das capsulas. Por outro lado, a
formulacgo C possui em sua composicdo um agente superdesintegrante
(croscarmelose soédica), o qual interfere diretamente na velocidade de desagregacéo,

promovendo a dissolu¢cdo. Sendo assim, a formulagdo C foi também avaliada,
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utilizando o aparato pa a 50 rpm, empregando sinkers para evitar a flutuagdo das
capsulas. No entanto, foi observado que em 60 minutos houve um aumento de apenas
2,14 % (92,54 % de liberacdo) e ainda, houve aumento do desvio padrdo entre as

réplicas.
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Figura 25 - Perfis de dissolucdo de cépsulas comerciais (n= 6), preparadas em farmacias
magistrais do comércio local. As condi¢des utilizadas foram meio de dissolucdo
tampdao fosfato pH= 6,8, aparato cesta e pa*, com velocidade de rota¢éo 50 rpm e
volume de 500 mL. *Aparato pé utilizado na formulacéo C.

Fonte: da autora.

Com base nas formulacdes preparadas em farmacias magistrais, realizamos a
manipulacdo em laboratério de 5 formulagbes, como observado na tabela 2. Entre
estas formulacGes, uma contém o farmaco na forma cristalina M (formulacédo D) para
avaliar o impacto do polimorfismo no estado sélido, no perfil de dissolu¢cdo das
capsulas.

Primeiramente foram manipuladas as formulagcbes E e F, as quais contém
diéxido de silicio coloidal, talco e amido, e na formulacdo E ainda h& um quarto
componente, o carbonato de magnésio. O didéxido de silicio coloidal é normalmente
utilizado como adsorvente, evitando que a formulacdo absorva umidade, além de
diminuir o coeficiente de atrito, auxiliando no aumento da fluidez. O talco foi utilizado
como lubrificante, reduzindo a adeséo entre os pés e melhorando as propriedades de
fluxo. O amido e o carbonato de magnésio foram empregados como diluentes, os quais
sao adjuvantes inertes que participam em maior proporcao dentro da formulacdo com a

funcdo de aumentar o volume até uma quantidade manipulavel, e além de diluente o
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carbonato de magnésio ainda previne absor¢do de umidade (AULTON, 2005; PRISTA,
2002).

Apds o teste com as duas formulacdes (E e F), foi observado que ambas
apresentaram liberacdo similar, no entanto, a formulacdo E apresentou um menor
desvio entre as réplicas quando comparada com a F. Dessa maneira, a formulagédo E
foi utilizada para a manipulacdo das capsulas que contém a forma cristalina M
(codificada como formulagdo D) em funcdo do menor desvio entre as réplicas
observado. A formulacdo D apresentou um baixo perfil de liberacdo de rosuvastatina
calcica (figura 26), o qual estd diretamente associado a menor solubilidade da forma
cristalina M.

Foi analisado também formulacdes com diferentes proporcdes de estearato de
magnésio (2,5 e 5,0%), denominadas formulacdes G-1 e H, respectivamente. O
objetivo destas determinacgdes foi confirmar a interferéncia do excipiente estearato de
magnésio nas propriedades de liberacdo do farmaco. Ainda mais, a formulacéo G, que
contém a quantidade de 2,5 % de estearato de magnésio foi avaliada utilizando o
aparato pa com sinkers.

Os perfis de dissolucdo das formulacbes D, E, F, G (pa e cesto) e H estédo

apresentados na figura 26.
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Figura 26 - Perfis de dissolucdo de capsulas manipuladas em laboratério (n= 6). As condi¢des
utilizadas foram meio de dissolucao tampéao fosfato pH= 6,8, aparato cesta e pa*,
com velocidade de rotagdo 50 rpm e volume de 500 mL. *Aparato pé utilizado na
formulacdo G-2.

Fonte: da autora.
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Pode-se observar que a liberagdo com as formulacgdes de 2,5 e 5% de estearato
de magnésio apresentaram uma liberagcdo muito inferior (30,0 £ 1,2% e 8,1 £ 0,8 %,
respectivamente) comparada a formulagdo B que contém somente 1 % deste
excipiente. Estes resultados demonstram a influéncia negativa do estearato de
magnésio na liberacdo de rosuvastatina calcica, uma vez que este excipiente apresenta
caracteristicas hidrofébicas e reduziu a molhabilidade da massa de pds no meio de
dissolucéo, prejudicando a liberacdo da rosuvastatina célcica. Com relacéo a utilizacéo
do aparato pa, houve um aumento na liberacdo em 60 minutos quando comparado aos
resultados encontrados utilizando o aparato cesta (51,3 £ 3,0 % e 30,0 = 1,2 %,
respectivamente). Considerou-se que o0 uso do aparato pa pode reduzir o poder
discriminante do método, ja que a formulacdo C (formulagéo de liberacdo mais rapida)
nao apresentou diferencas importantes nas suas caracteristicas de dissolucao variando
0 aparato utilizado.

Os perfis de dissolucdo das formulacdes comerciais e das trés principais
formulacdes manipuladas em laboratério foram avaliados com velocidade de rotagdo a
100 rpm (Figura 27). As formulacdes A, C, E e F, apresentaram desde o tempo de 20
minutos liberacdo superior a 87 %. No tempo de 30 minutos a liberacdo a partir destas
mesmas formulacdes foi praticamente total, com valores superiores a 95 %. Em relacéo
ao desvio entre as réplicas analisadas, no tempo de 30 minutos houve um menor
desvio em relacdo aos tempos anteriores. A condicdo de andlise foi capaz de
discriminar entre formulagbes com problemas relacionados a menor solubilidade da
forma solida do farmaco utilizado. Dessa forma, a rotacdo de 100 rpm, utilizando o
aparato cesto a 30 minutos foi escolhida como a mais apropriada para avaliar a
liberacdo de rosuvastatina calcica na forma farmacéutica capsula. Além disso,
estabeleceu-se como especificacdo para a forma farmacéutica capsula que ndo menos
que 85 % de rosuvastatina calcica fosse liberada em 30 minutos (Q= 80). Estas
especificacdes foram estabelecidas de modo a assegurar a rapida e completa liberacao
do farmaco, o que é coerente com a forma farmacéutica estudada, por tratar-se de uma

formulagéo de liberagdo imediata.
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Figura 27 - Perfis de dissolu¢cdo de capsulas comerciais (n= 6), preparadas em farmacias
magistrais do comércio local e capsulas manipuladas em nosso laboratério (D, E e
F). As condigbes utilizadas foram meio de dissolucdo tampédo fosfato pH= 6,8,
aparato, com velocidade de rotacdo 100 rpm e volume de 500 mL.

Fonte: da autora.

Considerando a faixa de pH (pH = 5,0) em que o farmaco possui melhores
caracteristicas de absorcdo, o meio acetato de sddio também foi avaliado para as

formulagcbes comerciais.
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Figura 28 - Perfis de dissolu¢cdo de capsulas comerciais (n= 6), preparadas em farmécias
magistrais do comércio local. As condicdes utilizadas foram meio de dissolucéo
tampao acetato de sodio pH= 4,5, aparato cesta, com velocidade de rotacdo 100
rpm e volume de 500 mL.

Fonte: da autora.

Como observado na figura 28, a formulacdo B que contém 1 % de estearato de

magneésio, apresentou uma menor taxa de liberacdo comparada as formulacdes A e C.
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As formulagcbes A e C apresentaram perfis similares com répida dissolucdo de
rosuvastatina calcica, respectivamente 94,0 £ 1,6 % e 90,8 + 2,9 %, em 20 minutos.
Entretanto, o meio com tampdo fosfato de potassio pH= 6,8 foi escolhido para o
desenvolvimento do ensaio, pois a solubilidade do farmaco no meio pH 6,8 foi mais
elevada para as duas formas sélidas avaliadas, em compara¢do ao tampao acetato
pH= 4,5. Considerando que a solubilidade é o principal fator associado a liberacédo do
farmaco, a solubilidade do farmaco no meio deve ser elevada de modo a assegurar
condic¢@es sink, aumentando a relevancia biologica do meio de dissolucao.

O meio de dissolucdo com tampdao acetato pH= 4,5 adicionado de lauril sulfato
de sddio 0,1% também foi avaliado. De acordo com a figura 29, foi observado que o
acréscimo deste tensoativo faz com que ocorra reducdo do poder discriminativo do
ensaio de dissolucdo entre as formulagbes avaliadas, pois neste caso ocorre a
molhabilidade da formulacdo B, aumentando artificialmente a dissolucdo destas

formulacbes devido a presenca do agente molhante no meio.
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Figura 29 - Perfis de dissolu¢cdo de capsulas comerciais (n= 6), preparadas em farmacias
magistrais do comércio local e capsulas manipuladas em nosso laboratério (D, E e
F). As condic@es utilizadas foram meio de dissolucao tampéao acetato de sédio pH=
4,5 adicionado de LSS, aparato cesta, com velocidade de rotagcdo 100 rpm e volume
de 500 mL.

Fonte: da autora.
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A eficiéncia de dissolucao (ED), a qual é definida como a &rea sob a curva de
dissolucédo, em um determinado intervalo de tempo, foi calculada a partir das curvas de
porcentagem de farmaco dissolvido versus o tempo. A partir destes resultados,
determinou-se a area sob a curva (AUC) a partir do método dos trapézios. O valor de
percentagem da AUC em relacdo & a area total do grafico, foi utilizado para calcular a
ED (SERRA; STORPIRTIS, 2007).

Na figura 30, observam-se os resultados da eficiéncia de dissolugdo para os

diferentes meios avaliados.

I Tampao acetato pH 4.5 a 100 rpm
I Tampao acetato pH 4.5 + LSS a 100 rpm
100 — Il Tampéo fosfato pH 6.8 a 100 rpm

Eficiéncia de dissolugao (%)

A B C A B C D A B C D E F
Formulagoes

Figura 30 - Eficiéncia de dissolucdo avaliada com as diferentes formulacdes em diferentes
meios de dissolucéo.
Fonte: da autora.

Uma taxa de liberacdo rapida foi caracterizada para todas as formulaces,
exceto para as formulacdes B e D. A formulacdo B por conter estearato de magnésio
formou uma mistura de pdé com carater hidrofébico, e diminuiu a molhabilidade da

formulacéo, reduzindo a taxa de liberagéo do farmaco e reduziu a taxa de libertacdo do
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farmaco em todas as condi¢fes que foram avaliadas. A formulacdo D, por conter uma
forma sdlida diferente com menor solubilidade aguosa, apresentou também uma menor
taxa de liberacao, fazendo com que estes resultados apresentem grande relevancia em
caracterizar o poder discriminativo do ensaio de dissolucdo desenvolvido neste
trabalho.

O fator de similaridade (F2) néo foi calculado para comparar os perfis de
dissolucéo devido a rapida liberagcao do farmaco na maioria das formulagdes (C, E e F)
com valores de liberacdo do farmaco em 15 minutos de 94,6%, 100,1% e 90,2%,
respectivamente. Desta forma, o céalculo da ED mostrou-se uma estratégia mais eficaz
para comparacao dos perfis de dissolugcdo e com os valores obtidos foi realizada a
andlise por ANOVA e o teste Tukey para comparacédo dos perfis realizados em tampéo
fosfato a 100 rpm. Com o teste Tukey foi observado diferenca significativa para as
formulacbes A, B e C com p < 0,05 (0,0063, 0,0003 e 0,0014, respectivamente),
confirmando diferenca no perfil de dissolugéo destas formulagbes quando comparadas
com a formulacéo E, que apresentou melhor liberacdo. No entanto, a formulacdo A de
acordo com o teste estabelecido atende ao critério de no minimo 85 % de liberacdo do
farmaco em 30 minutos.

Por fim, as condicbes definidas para realizar o teste de dissolucdo de capsulas
de rosuvastatina calcica foram: 500 mL de tampéo fosfato de potassio pH=6,8
utilizando aparato cesta a 100 rpm. A quantidade de farmaco dissolvida de 80% aos 30
minutos foi selecionada como especificacdo para o teste de dissolucdo de um ponto
Unico para a avaliacdo de cdpsulas de rosuvastatina célcica em analises de rotina.

Foi otimizado também um método para avaliar o perfil de dissolucdo da forma
farmacéutica comprimidos. Para isto, foi considerado a faixa de pH fisioldgico,
avaliando trés meios de dissolu¢cdo no volume de 500 mL, onde foi empregado como
meio o tampéo fosfato pH= 6,8, tampéao acetato pH= 4,5 e HCI pH=1,2, com aparato pa
0 qual é o aparato rotineiramente utilizado para comprimido (UNITED, 2015) e rotacéo
de 50 rpm.

Os resultados na figura 31 demonstram que houve uma liberacédo acima de 85 %

nos trés meios de analise, onde o HCI pH= 1,2 foi 0 meio que apresentou maior desvio
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entre as réplicas avaliadas quando comparado aos demais meios, podendo-se sugerir
como escolha do melhor meio de dissolucdo o tampéao fosfato pH=6,8, ja que neste
houve maior liberacdo do farmaco da forma farmacéutica comprimidos e maior
solubilidade do farmaco no ensaio de solubilidade aquosa.

Assim um método para a forma farmacéutica comprimido também pode ser
proposto com utilizacdo de tampao fosfato pH=6,8, aparato pa e velocidade de rotacéo

de 50 rpm, considerando um minimo de 85 % de liberacdo do farmaco em 30 minutos

(Q=80).
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Figura 31 - Perfis de dissolucéo de comprimidos Crestor® (n= 6) utilizando tampao fosfato pH
6,8, aparato pa, com velocidade de 50 rpm e volume de 500 mL.
Fonte: da autora.
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5.6.3 Validacdo do método de dissolucao

A validacdo do ensaio de dissolucdo foi realizada através dos critérios
estabelecidos pela USP (UNITED, 2015), ICH (ICH, 2005) e ANVISA (BRASIL, 2003).

5.6.3.1 Seletividade

Na avaliacdo da seletividade do método de dissolucdo por CLAE, foram
realizadas andlises da cépsula vazia e placebo, os quais ndo foram observados picos
cromatograficos adicionais no mesmo tempo de retencdo do farmaco, demonstrando,

assim, a seletividade do método proposto.

5.6.3.2 Linearidade

Para as concentracdes de 1, 5, 10, 15, 20, 25 uyg mL™ de rosuvastatina, foi
obtida a seguinte equacao de calibragcdo y = 49091 (+ 465) x + 25595 (+ 1247) e r=
0,99968. A regressdo por minimos quadrados mostrou coeficiente de correlacao
satisfatorio (r = 0,9999), confirmando a linearidade do método na Figura 32. O desvio
padréo relativo de cada ponto (n = 3) foi inferior a 2%. Estes resultados satisfazem os
critérios de aceitacado (UNITED, 2015).
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Figura 32 - Curva analitica obtida da média de trés curvas analiticas, método CLAE para
dissolugéo.
Fonte: Da autora.

5.6.3.3 Precisdo

Os resultados da repetibilidade (intradias) e precisédo intermediaria (interdias) do
procedimento de dissolucéo foram aceitaveis, uma vez que os desvios padrao relativos
nao excederam 5,0%, apresentando precisdo adequada para o teste de dissolucao
(UNITED, 2015; BRASIL, 2003), conforme Tabelas 24 e 25.

Tabela 24. Valores obtidos no teste de precisdo de ensaio de dissolu¢cdo de capsulas de
rosuvastatina célcica.

Precisdo interdias (n=12) Precisdo intradias (n=6)
Média % 97,4 98,9
DPR% 1,62 1,41

Tabela 25 - Valores obtidos no teste de precisdo de ensaio de dissolucdo de comprimidos de
rosuvastatina célcica.

Preciséo interdias (n=12) Preciséo intradias (n=6)

Média % 95,91 96,33
DPR% 0,51 1,03
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5.6.3.4 Exatidao

A exatiddo foi avaliada por meio da percentagem de recuperacdo da
rosuvastatina nas concentracdes 75, 100 e 125 % da concentracdo de trabalho,
conforme mostra a Tabela 26. A recuperagdo média foi de 101,57 %, confirmando a

exatiddo do método cromatografico (UNITED, 2015).

Tabela 26 - Valores obtidos no teste de recuperacdo de rosuvastatina apos realizacdo de
ensaio de dissolucéo.

Concentracdo adicionada (ug mL™) Recuperacdo (%) + DP
R1 (75%) 30,0 98,76 + 0,37
R2 (100%) 40,0 100,7 + 0,11
R3 (125%) 50,0 99,95 + 0,86

*n=3

5.6.3.5 Limite de deteccéo e quantificacédo

O limite de deteccéao encontrado foi de 0,12 pg mL™. O limite de guantificagcéo
encontrado foi de 0,35 ug mL™. Estes resultados demonstram que as andlises foram
realizadas em uma regido acima destes valores (intervalo de trabalho do método: 1,0—
25 pug mL™.
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5.6.3.6 Robustez

Diferentes parametros foram avaliados com relagdo a robustez do ensaio de
dissolucéo para as formas farmacéuticas capsulas e comprimidos (Tabelas 27 e 28).
Foi realizado o teste t de Student para comparagao dos resultados obtidos em relacao
a diferentes equipamentos, diferentes marcas de filtros e diferentes temperaturas do
meio. De acordo com os resultados obtidos, 0 método pode ser considerado robusto

para as variacées analisadas.

Tabela 27 - Valores obtidos do teste de robustez do ensaio de dissolu¢do capsulas.

Parametros CondicoOes Teores (%) Teste t deStudent
Diferentes Equipamento 1 97,62 98,09 98,25
equipamentos Equipamento 2 100,56 95,64 95,73 0,72
Marca de Filtro JProlab 97,62 98,09 98,25
Vetec 100,76 95,80 95,93 0,79
Diferentes 37°C 97,62 98,09 98,25
temperaturas de 36 °C 96,38 96,85 97,88 0,14
meio

Nota: * Significativo para p < 0,05.

Tabela 28 - Valores obtidos do teste de robustez do ensaio de dissolu¢do comprimidos.

Parametros Condicdes Teores (%) Teste t de Student
Diferentes Equipamento 1 100,01 99,32 98,86
equipamentos Equipamento 2 103,14 96,41 100,17 0,62
Marca de Filtro JProlab 100,01 99,32 98,86
Vetec 103,14 100,17 100,87 0,12
Diferentes 37°C 100,01 99,32 98,86
temperaturas 36 °C 103,14 96,41 100,17 0,15
de meio

Nota: * Significativo para p < 0,05.
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5.6.4 Aplicacdo do ensaio de dissolucéo para avaliacdo do perfil comparativo com

medicamentos similares

Apébs o desenvolvimento e validacdo do ensaio de dissolugdo para comprimidos,
utilizando como meio de dissolucdo tampao fosfato de potassio pH= 6,8, com aparato
p& e rotacdo de 50 rpm, o mesmo foi aplicado em trés medicamentos similares
codificados como S1, S2 e S3, com o objetivo de realizar os testes de controle de
qualidade e perfil de dissolugéo, nos trés produtos similares citados, comparando os
resultados obtidos com o medicamento de referéncia.

Como podemos observar na figura 33, o0 medicamento similar S2 apresenta um
perfil de liberacdo mais lento que o medicamento referéncia, apesar de que no tempo
de 30 minutos ele libera 89,8 % do farmaco, atendendo a proposta de especificacao,
com liberacdo de no minimo 85% (Q=80) no tempo de 30 minutos. Ja os medicamentos
similares S1 e S3 apresentaram um perfil de liberacdo semelhante ao medicamento
referéncia. Em funcdo dos medicamentos referéncia e os similares S1 e S3 terem
apresentado répida dissolucdo (mais que 85,0% em 15 minutos), com liberacdo de
95,1%, 95,0% e 97,5%, respectivamente, o fator F2 foi desconsiderado, visto que este
perde o seu poder discriminatério. Assim, a eficiéncia de dissolugcdo (ED%), outro
modelo utilizado para comparacdo entre as formulacdes, vem sendo usualmente
empregado como um parametro de confianca na avaliagdo da equivaléncia
farmacéutica entre medicamentos. Este parametro utiliza o célculo da area sob a curva
(ASC) do perfil de dissolucdo em relacdo a area representada pelo tempo total de
ensaio, apresentando valores que podem estar mais bem relacionados com o
desempenho in vivo, ja que a biodisponibilidade também € determinada pelo calculo da
area sob a curva. (SERRA; STORPIRTIS, 2007).

Os valores obtidos com ED % foram submetidos a analise de variancia (ANOVA)
e o teste de Tukey, para comparar os medicamentos similares S1, S2 e S3 com 0
medicamento referéncia Crestor® (Figura 34). Houve diferenca significativa apenas

para o medicamento similar S2 em relacdo ao medicamento referéncia, com p < 0,05 (<
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0,01). Pode-se observar com os testes fisicos e fisico-quimicos (tabelas 29 e 30) e com
o perfil de dissolucéo realizado que os medicamentos similares S1 e S3 apresentou
caracteristicas de peso médio, dureza, desintegracdo, doseamento, uniformidade e

liberacdo semelhantes ao produto referéncia Crestor®.
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Figura 33 - Perfis de dissolugéo de comprimidos Crestor® e similares (n= 6) utilizando tampao
fosfato pH 6,8, aparato pa, com velocidade de 50 rpm e volume de 500 mL.
Fonte: da autora.
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Figura 34 - Eficiencia de dissolucdo avaliada com o comprimido referéncia Crestor® e
similares.

Fonte: da autora.

Nota: * Significativo para p < 0,05.
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Tabela 29 - Resultados obtidos nos testes de peso médio, dureza, friabilidade e
desintegracéo de rosuvastatina calcica 20 mg.

Produtos Peso médio + DP Dureza (N) + DP Desintegragcdo (min.)
Referéncia 310,5 + 2,07 7,87 £0,81 2
S1 310,0 £ 2,49 15,98 +1,98 2
S2 310,3+1,61 11,04 + 2,06 5
S3 303,3+2,52 5,91 +£0,80 3

Tabela 30 - Resultados obtidos nos testes de doseamento e uniformidade de
rosuvastatina célcica 20 mg.

Produtos Dosemanto Uniformidade
Referéncia 99,6 £ 0,98 100,3+ 1,46
S1 100,5+ 1,12 101,1+ 1,67
S2 98,4 +1,23 99,2 +1,98
S3 100,2 + 1,02 100,9 + 1,78

5.7 DETERMINACAO DO ENSAIO DE DISSOLUCAO POR ESPECTROFOMETRIA

Foi avaliada a possibilidade de determinacdo de rosuvastatina calcica a partir do
ensaio de dissolucdo em espectrofotometria UV. No entanto, no estudo de seletividade,
as amostras de placebo (capsulas e comprimidos) avaliadas em diferentes solventes de
22 diluicdo (tampéo fosfato, agua, HCI 0,1 M, NaOH 0,1 M, metanol e fase mével),
mostraram absorbancia no comprimento de onda em que ocorre absorcdo do farmaco,
tornando-se a aplicagcdo deste ensaio com esta técnica inviavel, como pode ser

observado nas figuras 35 e 36.
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Figura 35 - Varredura espectral de 400 a 200 nm das solucdes de excipientes de capsulas,
diluidas em diferentes solucdes para avaliacdo da seletividade do método de
dissolugéo.

Fonte: da autora.
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Figura 36 - Varredura espectral de 400 a 200 nm das solugdes de excipientes de comprimidos,
diluidas em diferentes solu¢gBes para avaliagdo da seletividade do método de
dissolucéo.

Fonte: da autora.
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5.8 DESENVOLVIMENTO DE ENSAIO DE DISSOLUCAO UTILIZANDO MEIOS
BIORRELEVANTES

A seguir estdo descritas as condicbes de otimizacdo, desenvolvimento e

validacéo do ensaio de dissolucao biorrelevante para rosuvastatina calcica.

5.8.1 Otimizacdao e aplicacdo do meio de dissolucéo biorrelevante

Com o intuito de avaliar a influéncia do meio biorrelevante contendo
componentes da alimentacao (carboidratos, proteinas e gorduras) na liberacdo do
farmaco a partir da forma farmacéutica capsula e comprimido, trés meios biorrelevantes
foram selecionados para o teste de solubilidade. Os meios citados na tabela 5 relata
um meio que contém leite a um pH = 6,4, um segundo meio que emprega o leite na
proporcao de 1:1, v/iv com tampéao acetato ajustado a um pH= 5,0 e um terceiro meio
gue emprega o leite na propor¢cao de 1:3, v/v com tampao fosfato ajustado a um pH=
3,0.

Com o teste de solubilidade realizado nas mesmas condi¢cdes citadas no item
4.9.2 , utilizando a técnica shake flask na temperatura de 37 °C, a 150 rpm por 24
horas, foi observado que o meio biorrelevante contendo leite e tampé&o fosfato (1:3,v/v)
em pH = 3,0 foi obtida uma solubilidade de 2,9 mg mL-1, com o meio contendo leite e
tampao acetato (1:1,v/v) em pH = 5,0 foi obtida uma solubilidade de 7,9 mg mL-1 e o
meio biorrelevante contendo leite em pH = 6,4 foi obtida uma solubilidade de 15,0 mg
mL™. A partir destes resultados simulando o estado alimentado, confirmou-se que em
pHs mais elevados ha uma maior solubilidade do farmaco, e dessa forma, utilizamos o
meio contendo leite em pH= 6,4 nas mesmas condi¢cdes estabelecidas para o ensaio de
dissolugcédo que utilizou o tampéo fosfato pH = 6,8 para capsulas (aparato cesta a 100

rpm) e comprimidos (aparato pa a 50 rpm).
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A formulagéo de capsulas com melhor liberagcéo (formulacdo E) e o comprimido
referéncia Crestor® foram avaliadas neste teste, gue emprega 0 meio biorrelevante
simulando o estado alimentado no estdbmago. No estado alimentado, a composi¢céo do
lume do estbmago dependera grandemente do tipo de alimentos ingeridos e o leite
“Long-Life” tem sido sugerido como representativo de meios adequados para a
simulacao desta condicao (MANADAS;PINA;VEIGA, 2002)

O perfil de dissolucao que utiliza o leite em pH = 6,4 foi realizado nos mesmos
tempos de coleta realizado para o meio tampado fosfato pH = 6,8 para forma
farmacéutica cdpsulas e comprimidos, e de acordo com a figura 37. Foi observado uma
liberacdo mais lenta do farmaco empregando o meio biorrelevante quando comparado
com o tampao fosfato pH = 6,8 na forma farmacéutica capsulas e liberacdo similar do
farmaco empregando meio biorrelevante quando comparado com o tampéao fosfato pH
= 6,8 para a forma farmacéutica comprimido.

Realizou-se um teste de desintegracdo com as capsulas com este meio
contendo leite pH= 6,4 e observou-se que o rompimento do invéllucro inicia-se em 5
minutos e ocorre de maneira mais lenta, quando se compara com o0 tempo de
desintegracéo utilizando o tampéao fosfato pH = 6,8 (3 minutos), onde o rompimento do
invélucro ocorre de maneira mais acelerada. Assim, acredita-se que esta liberacao
lenta esteja envolvida com o rompimento do invélucro e ndo com a formulagédo
analisada, no entanto, considerando a mesma especificacdo estabelecida (liberacédo de
no minimo 85 % do farmaco em 30 minutos), constata-se que o teste de dissolugéo
seria atendido, pois houve a liberacdo de 89,4 % do farmaco em 30 minutos para a
forma farmacéutica capsulas e no caso do teste realizado com a forma farmacéutica
comprimidos foi verificado que o perfil de liberacdo realizado no leite se apresentou
semelhante ao realizado com tampéao fosfato pH = 6,8, com uma diferenca na liberacao

observada apenas nos primeiros cinco minutos.
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Figura 37 - Perfis de dissolugcdo com capsulas da formulacdo E (A) e comprimidos (B),
utilizando como meio de dissolucdo tampéo fosfato pH = 6,8 (500 mL) e leite pH
= 6,4 (500 mL), aparato cesta a 100 rpm (Figura A) e aparato pa a 50 rpm
(Figura B).

Fonte: da autora.

Em funcéo da liberacédo rapida (> 85 % de liberacdo em 15 minutos) para ambas
formulac6es no meio tampéo fosfato pH = 6,8, a eficiéncia de dissolucdo (Figura 38) foi
avaliada para ambos os meios analisados, e para comparacédo dos dados obtidos foi
utilizado o teste t de Student. De acordo com a andlise realizada, obteve-se um valor de
p < 0,05 (< 0,01), demonstrando que o perfil de dissolu¢cdo estudado que emprega o
meio biorrelevante € significativamente diferente do meio tampéo fosfato pH = 6,8
utilizando a forma farmacéutica capsulas, como mencionado anteriormente, este fato
pode estar envolvido com uma possivel interferéncia com a abertura do involucro, e

considerado semelhante para a forma farmacéutica comprimidos.



137

£ =2 0o 5
o o o 8
1 1 1 )

Eficiéncia de dissolugao (%)
S

Tampdo fosfato pH = 6,8 Leite pH=6,4

100 - B

80 A
60 -

40 A

Eficiéncia de dissolugao (%)

Tampao fosfato pH = 6,8 Leite pH=64

Figura 38 - Eficiéncia de dissolucdo avaliada com capsulas da formulacao E (A) e
comprimidos (B), utilizando como meio de dissolu¢cdo tampéao fosfato pH
= 6,8 e leite pH = 6,4, aparato cesta a 100 rpm (capsulas) e aparato pa a
50 rpm (comprimidos).
Fonte: da autora.
Nota: * Significativo para p < 0,05.
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5.8.2 Validacdo do método de dissolucao biorrelevante

A validacdo do ensaio de dissolucdo biorrelevante foi realizada através dos
critérios estabelecidos pela USP (UNITED, 2015), ICH (ICH, 2005) e ANVISA (BRASIL,
2003).

5.8.2.1 Seletividade

Na avaliacdo da seletividade do método de dissolucéo biorrelevante por CLAE,
foram realizadas andlises da capsula vazia e placebo, os quais ndo foram observados
picos cromatograficos adicionais no mesmo tempo de retencdo do farmaco,

demonstrando, assim, a seletividade do método proposto.

5.8.2.2 Linearidade

Para as concentracbes de 1,0; 2,5; 5,0; 7,5 e 10,0 pg mL™ de rosuvastatina, foi
obtida a seguinte equacédo de calibracdo y = A regressdo por minimos quadrados
mostrou coeficiente de correlagéo satisfatorio (r = 0,999), confirmando a linearidade do
método na Figura 39. O desvio padréo relativo de cada ponto (n = 3) foi inferior a 2%.

Estes resultados satisfazem os critérios de aceitacdo (UNITED, 2015).
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Figura 39 - Curva analitica obtida da média de trés curvas analiticas, método CLAE para
dissolucgéo biorrelevante.
Fonte: da autora.

5.8.2.3 Precisao e exatidao

A precisdo do método analitico foi demonstrada pela repetibilidade (intradias) e
precisdo intermediaria (interdias) apresentada na tabela 31. Os valores do DPR foram
menores que 1,19 % (intradias) e 0,95 % (interdias), demonstrando a adequada

precisdo do método, com valores de DPR inferiores a 2%.

Tabela 31 - Valores obtidos para avaliacdo da repetibilidade e precisao intermediaria do método
de dissolucao biorrelevante para rosuvastatina célcica.

Concentracao Precisdo (DPR%)

-1
(Mg mL™) Interdias (n=3) Intradias (n=6)

2 1,08 1,54
5 0,95 1,26
6 1,08 1,19
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A exatidao foi determinada pela percentagem de recuperacdo de quantidades
conhecidas de rosuvastatina calcica. Recuperacbes entre 95 a 105 % sao
recomendéaveis (UNITED, 2015). Os resultados encontrados para o teste de

recuperacédo foram satisfatérios e estdo apresentados na Tabela 32.

Tabela 32 - Valores médios de recuperacdo do método de dissolugcdo biorrelevante para
rosuvastatina célcica.

Concentragéo Concentragéo

=1 0,
adicionada (ug mL™") recuperada (ug mL™)* Recuperacdo (%)

R1 (75%) 15,0 14,7 99,4

R2 (100%) 20,0 20,2 102,41

R3 (150%) 25,0 24,8 100,61
Nota: * n=3.

5.8.2.4 Limite de detecc¢éo e quantificacédo

O limite de deteccéao encontrado foi de 0,12 ug mL™. O limite de guantificagcéo
encontrado foi de 0,4 pg mL™. Estes resultados demonstram que as andlises foram
realizadas em uma regido acima destes valores (intervalo de trabalho do método: 1,0-
10,0pug mL™).
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6 CONCLUSOES

e Foram realizados ensaios de caracterizacdo de rosuvastatina calcica para a
matéria-prima e para a forma recristalizada através da determinagdo do ponto
fusdo, espectrofotometria na regido UV, espectrofotometria por Infravermelho e
andlises térmicas (DSC e TG), obtendo-se como formas sélidas para estudo,

uma forma amorfa e uma forma cristalina definida segundo a literatura como M.

e Foram desenvolvidos e validados método por CLAE e espectrofotometria na
regido do UV para determinacdo de rosuvastatina calcica, onde o meétodo
indicativo de estabilidade por CLAE que apresentou melhores resultados e que
foi selecionado para avaliacdo de rosuvastatina calcica em capsulas e
comprimidos, mostrou condi¢cdes de adequabilidade do sistema com vazéo de
1,0 mL min.?, fase moével constituida de metanol e 4gua pH 3,0 ajustado com
acido fosforico (65:35, v/v), coluna Cig (150 mm x 4,6 mm), 5 um, temp. de 25 °C
e comprimento de onda a 241 nm e o método espectrofotométrico selecionado
foi 0 que apresentou seletividade para o solvente metanol 12 e 22 diluicdo com

maximo de absorvancia em 242 nm.

¢ Ambos os métodos desenvolvidos e validados para quantificacdo do farmaco
foram comparados e ndo apresentaram diferenca estatistica para o nivel de

significancia de 5 %.

e Com relacdo aos ensaios do estudo de degradacdo forcada realizado sob
diferentes condi¢cdes, foi observada instabilidade da molécula frente a
degradacdo 4cida e fotolitica, com caracterizagdo dos produtos de degradacéo e

aplicacao do LC-MS/MS em amostras reais.

e [Foram realizados os ensaios de solubilidade pelo método de equilibrio para

ambas as formas solidas de estudo, onde foi observado que a molécula
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apresenta ser pH-dependente e foi demonstrado que as condi¢des sink foram
asseguradas em todos os meios avaliados, sendo a forma amorfa mais sollvel

que a forma cristalina M.

O ensaio de dissolucdo desenvolvido para capsula foi considerado
discriminativo, pois foi capaz de identificar diferencas quanto a formulacéo e
diferencas quanto forma solida. As condi¢des envolveram a utilizagdo de tampéao
fosfato pH= 6,8, aparato cesta e velocidade de rotacdo 100 rpm, com tempo de

coleta da amostra em 30 minutos e tolerancia de, no minimo, 85 % de liberagéo.

Para a forma farmacéutica comprimidos também foi desenvolvido e validado
ensaio de dissolugdo, com a utilizacdo de tampao fosfato pH= 6,8, aparato pa e
velocidade de rotacdo 50 rpm, com tempo de coleta da amostra em 30 minutos e
tolerancia de, no minimo, 85 % de liberacdo. O mesmo foi aplicado para
medicamentos similares, observando juntamente com os testes fisicos e fisicos

e fisico-quimicos e a equivaléncia farmacéutica dos similares S1 e S3.

Um ensaio de dissolucdo biorrelevante foi desenvolvido e validado empregando
como meio de dissolucéo leite (UHT) integral com pH= 6,4, utilizando aparato
cesta e rotacdo 100 rpm para capsulas e aparato pa com rotacdo 50 rpm,
verificando uma liberagdo mais lenta com relagdo a forma farmacéutica
capsulas, possivelmente relacionada ao rompimento do involucro, e com perfil
de liberacdo similar ao comprimido quando utilizado o meio tampé&o fosfato pH=
6,8.
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ANEXO A — PROPOSTA DE MONOGRAFIA FARMACOPEICA PARA CAPSULAS

CAPSULAS DE ROSUVASTATINA CALCICA

Contém, no minimo, 90,0 % e, no maximo, 110,0 % da quantidade declarada de

rosuvastatina CasHs4FoNgO12S5
IDENTIFICACAO

O tempo de retencao do pico principal do cromatograma da Solucdo amostra, obtida
em Doseamento, corresponde aquele do pico principal da Solucao padrao.

CARACTERISTICAS
Determinacao de peso (5.1.1). Cumpre o teste.
Teste de desintegracéao (5.1.4.1). Cumpre o teste.

Uniformidade de doses unitéarias (5.1.6). Cumpre o teste.

TESTE DE DISSOLUCAO (5.1.5)

Meio de dissolucdo: Tampéo fosfato de potassio pH =6,8, (500 mL)
Aparelhagem: cestas
Velocidade de agitacdo: 100 rpm

Tempo: 30 minutos

Procedimento: Imediatamente ap0s o teste, retirar aliquota do meio de dissolucao,
filtrar e diluir 2,5 mL do filtrado, com 1 mL de HCI 0,1 M e fase mével q.s.p 5 mL.
Preparar solucdo padrdo estoque em metanol na concentragdo de 5 mg/mL, em
seguida, preparar uma solucao intermediaria com tampdao fosfato de potassio pH= 6,8
na concentracdo de 40 pg/mL e diluir 2,5 mL desta solucdo, com 1 mL de

HCI 0,1 M e fase movel g.s.p 5 mL. Injetar, separadamente, 20 yL das Solucdes
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padrdo e amostra, registrar os cromatogramas e medir as areas sob 0s picos, utilizando
0 mesmo método descrito no Doseamento. Calcular a quantidade de Cy4Hs4F2NgO12S>

dissolvida no meio a partir das respostas obtidas com as Solucfes padrao e amostra.

Tolerancia: ndo menos que 85% (Q=80%) da quantidade declarada de

Ca4Hs4F2NgO 1S5 se dissolvem em 30 minutos.

ENSAIOS DE PUREZA

Substancias relacionadas. Proceder conforme descrito no Doseamento. Injetar, 20 pL
da solucédo intermediéria a 100 pg/mL. Registrar os cromatogramas e medir as areas

dos picos. Calcular a quantidade de cada impureza a partir da férmula:
100 X (ri/rs)

em que: ri € a area de cada impureza e rs é a soma das areas de todos os picos. O

limite € de 0,5% para cada impureza e de 2,0% para o total de impurezas.

DOSEAMENTO

Proceder conforme descrito em Cromatografia a liquido de alta eficiéncia (5.2.17.4).
Utilizar cromatografo provido de detector de ultravioleta a 241 nm; coluna de 150 mm
de comprimento e 4,6 mm de diametro interno empacotada com silica quimicamente
ligada a grupo octadecilsilano (C18) com particulas 5 ym, mantida a temperatura de 25

°C e vazao de Fase moével de 1,0 mL/minuto.

Fase movel: metanol e agua com ajuste de pH = 3,0 com acido fosférico (65:35, v/v).



159

Solucdo amostra: pesar 20 capsulas, remover o conteldo e pesa-las novamente.
Transferir, exatamente, o equivalente a 10 mg de rosuvastatina célcica para baldo
volumétrico de 10 mL, acrescentar 7 mL de metanol, deixar em ultrassom por 2 minutos
e completar o volume com o mesmo solvente, homogeneizar e filtrar. Preparar uma
solucédo intermediaria de 100 pg/mL, com diluente metanol e agua (65:35) e em

seguida, diluir para a concentracéo final de 20 pg/mL com o mesmo diluente.

Solucdo padrdo: Pesar quantidade equivalente a 10 mg de rosuvastatina e transferir
para baldo volumétrico de 10 mL, acrescentar 7 mL de metanol, deixar em ultrassom
por 2 minutos e completar o volume com o mesmo solvente, homogeneizar e filtrar.
Preparar solucédo intermediaria de 100 pg/mL, com diluente metanol e agua (65:35) e

em seguida, diluir para a concentracéao final de 20 pg/mL com o mesmo diluente.

Procedimento: Injetar, separadamente, 20 uL das solu¢cbes padrdo e amostra. Registrar
0s cromatogramas e medir as é&reas dos picos. Calcular a quantidade de

Ca4Hs4F2NgO12S,. a partir das respostas obtidas com as soluc¢des padrdo e amostra.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO
Em recipientes bem fechados.
ROTULAGEM

Observar a legislagéo vigente.
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ANEXO B — PROPOSTA DE MONOGRAFIA FARMACOPEICA PARA COMPRIMIDOS

ROSUVASTATINA CALCICA COMPRIMIDOS

Contém, no minimo, 90,0 % e, no maximo, 110,0 % da quantidade declarada de

rosuvastatina CasHs4FoNgO12S5

IDENTIFICACAO

O tempo de retencdo do pico principal do cromatograma da Solucdo amostra, obtida
em Doseamento, corresponde aquele do pico principal da Solugéo padrao.

CARACTERISTICAS
Determinacao de peso (5.1.1). Cumpre o teste.
Teste de dureza (5.1.3.1). Cumpre o teste.

Teste de desintegracéao (5.1.4.1). Cumpre o teste.
Uniformidade de doses unitéarias (5.1.6). Cumpre o teste.

TESTE DE DISSOLUCAO (5.1.5)

Meio de dissolucéo: Tampao fosfato de potassio pH =6,8, (500 mL)
Aparelhagem: pa
Velocidade de agitacao: 50 rpm

Tempo: 30 minutos

Procedimento: Imediatamente ap0s o teste, retirar aliquota do meio de dissolucéo,
filtrar e diluir 2,5 mL do filtrado, com 1 mL de HCI 0,1 M e fase mével q.s.p 5 mL.

Preparar solucdo padrdo estoque em metanol na concentragdo de 5 mg/mL, em
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seguida, preparar uma solucao intermediaria com tampao fosfato de potassio pH= 6,8
na concentracao de 40 pug/mL e diluir 2,5 mL desta solucdo, com 1 mL de HCI 0,1 M e
fase movel g.s.p 5 mL. Injetar, separadamente, 20 pL das Solu¢des padrdo e amostra,
registrar os cromatogramas e medir as areas sob os picos, utilizando o mesmo método
descrito no Doseamento. Calcular a quantidade de Cs4Hs4F2N6O12S; dissolvida no meio

a partir das respostas obtidas com as Solucfes padrdo e amostra.

Tolerancia: ndo menos que 85% (Q=80%) da quantidade declarada de

Cu4Hs4F2Ng0O15S5 se dissolvem em 30 minutos.

ENSAIOS DE PUREZA

Substancias relacionadas. Proceder conforme descrito no Doseamento. Injetar, 20 pL
da solucédo intermediaria a 100 pg/mL. Registrar os cromatogramas e medir as areas

dos picos. Calcular a quantidade de cada impureza a partir da férmula:
100 X (ri/rs)

em que: ri € a area de cada impureza e rs é a soma das areas de todos os picos. O

limite € de 0,5% para cada impureza e de 2,0% para o total de impurezas.

DOSEAMENTO

Proceder conforme descrito em Cromatografia a liquido de alta eficiéncia (5.2.17.4).
Utilizar cromatégrafo provido de detector de ultravioleta a 241 nm; coluna de 150 mm
de comprimento e 4,6 mm de diametro interno empacotada com silica quimicamente
ligada a grupo octadecilsilano (C18) com particulas 5 ym, mantida a temperatura de 25

°C e vazao de Fase moével de 1,0 mL/minuto.
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Fase movel: metanol e agua com ajuste de pH = 3,0 com acido fosférico (65:35, v/v).

Solucdo amostra: pesar 20 capsulas, remover o conteludo e pesa-las novamente.
Transferir, exatamente, o equivalente a 10 mg de rosuvastatina calcica para balédo
volumétrico de 10 mL, acrescentar 7 mL de metanol, deixar em ultrassom por 2 minutos
e completar o volume com o mesmo solvente, homogeneizar e filtrar. Preparar uma
solucdo intermediaria de 100 pg/mL, com diluente metanol e agua (65:35) e em

seguida, diluir para a concentracéo final de 20 pg/mL com o mesmo diluente.

Solucédo padrdo: Pesar quantidade equivalente a 10 mg de rosuvastatina e transferir
para baldo volumétrico de 10 mL, acrescentar 7 mL de metanol, deixar em ultrassom
por 2 minutos e completar o volume com o mesmo solvente, homogeneizar e filtrar.
Preparar solucéo intermediaria de 100 pg/mL, com diluente metanol e agua (65:35) e

em seguida, diluir para a concentracédo final de 20 pg/mL com o mesmo diluente.

Procedimento: Injetar, separadamente, 20 uL das solucfes padrdo e amostra. Registrar
0S cromatogramas e medir as areas dos picos. Calcular a quantidade de

Ca4Hs4F2Ns012S,. a partir das respostas obtidas com as solu¢des padrdo e amostra.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO
Em recipientes bem fechados.
ROTULAGEM

Observar a legislacéo vigente.



