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RESUMO

CELESTINO, Maisa Teodoro. Estudo do uso Racional de Antioxidantes em Formulagcdes de

Solidos Orais.

Rio de Janeiro, 2011. Dissertacado (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) — Faculdade de

Farmacia, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2011.

A sinvastatina € uma estatina semi-sintética e um potente inibidor especifico e
competitivo da enzima 3 - hidroxi -3- metil glutaril coenzima A (HMG-CoA) redutase, que tem
por acéo clinica, o combate a hipercolesterolemia. O cetoconazol € um farmaco imidazolico
de primeira escolha nos tratamento de infecgbes fungicas da pele. Esses farmacos séo
suscetiveis a reacOes oxidativas. A utilizacdo de antioxidantes torna-se necessario na
formulacdo destes farmacos. Foram preparadas formulagbes de comprimidos por
compressao direta empregando-se a sinvastatina e o cetoconazol como farmacos modelo,
utilizando os antioxidantes BHA (hidroxibutirato de anisol), BHT (hidroxibutirato de tolueno),
CIS (cisteina), GDP (galato de propila), e MBS (metabissulfito de sédio). Neste intuito, o
objetivo principal deste trabalho foi desenvolver bases racionais para o uso de diferentes
antioxidantes na preparacao de formulagdes solidas orais, avaliando-se a concentragéo e o
tipo. Para este estudo, foram realizados teste de DPPH visando a avaliagdo da atividade
antioxidante destes excipientes em solucédo e estudos de estabilidade acelerada em fase
sélida e, posteriormente, estudos de modelagem molecular, utilizando a simulacéo
computacional como uma ferramenta auxiliar para avaliacdo da eficiéncia destas
substancias na fase liquida. Pelo estudo de estabilidade acelerada foi escolhido o
antioxidante ideal para a manutencdo da estabilidade do farmaco sinvastatina, sendo
demonstrado que este farmaco ndo mostrou reducdo de suas propriedades. Dessa forma,
os resultados obtidos neste trabalho foram correlacionados criando as bases racionais para
0 estudo do uso dos antioxidantes e, a escolha correta da concentracdo e o tipo de
antioxidante foram definidos, sendo que esses excipientes poderdo ser utilizados para a
conservacao de ativos labeis, tornando-se os farmacos sinvastatina e o cetoconazol como

prototipos para uma nova formulacido de medicamentos genéricos.

Palavras-Chave : DPPH, Estabilidade, Antioxidantes, Excipientes, Simulacéo

Computacional, Sinvastatina, Cetoconazol



ABSTRACT

CELESTINO, Maisa Teodoro. Rio de Janeiro, 2011. Study of Rational Use of
Antioxidants in Solid Oral Formulations. Dissertation (Master’s in Pharmaceutical
Sciences) — Department of Pharmacy, Federal University of Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, 2011.

Simvastatin is a semisyntetic statin and a potent competitive and specific inhibitor of the
enzyme 3-hydroxy-3-methyl glutaryl coenzyme A (HMG-CoA) reductase, which has
clinical action, the anti-hypercholesterolemia. Ketoconazole is an imidazole drug of first
choice in treating fungal infections of the skin. These drugs are susceptible to oxidative
reactions. The use of antioxidants, it is necessary in the formulation of these drugs.
Formulations were prepared by direct compression of tablets employing drugs
simvastatin and ketoconazole as a model, using the antioxidants BHA (hydroxybutyrate
of anisole), BHT (hydroxybutyrate of toluene), CIS (cysteine), GDP (propyl gallate), and
MBS (sodium metabisulfite). To this end, the main objective of the study was to develop
a rational basis for the use the different antioxidants in the preparation of solid oral
formulations, evaluating the concentration and type. For the study, DPPH test were
performed in order to evaluation the antioxidant activity of these excipients in solution
and accelerated stability studies in solid phase and, later, molecular modeling studies
using computer simulation as an auxiliary tool to evaluate the effectiveness of these
substances in the liquid phase. By accelerated stability study was chosen as the ideal
antioxidant for the maintenance of the stability of the drug simvastatin, which
demonstrated that this drug showed no reduction in their properties. Thus, the results
obtained in this work were correlated by creating the rationale for the study the use of
antioxidants and, choosing the correct concentration and type of antioxidants has been
defined, and these excipients may be used for the preservation of labile active, making to
the drugs simvastatin and ketoconazole as prototypes for a new formulation of generic

drugs.

Keywords: DPPH, Stability, Antioxidants, Excipients, Computational Simulation,

Simvastatin, Ketoconazole.
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1 — INTRODUCAO

1.1 - FORMULACOES FARMACEUTICAS:

Os farmacos raramente sdo administrados isoladamente. Séo fornecidos como
parte de uma formulagcdo, em combinagdo com uma ou mais substancias inativas
gue possuem funcdes diversas e especificas (ANSEL et al., 2007). O uso seletivo
desses agentes ndo medicinais, denominados adjuvantes e/ou excipientes , resulta
na obtencéo de varios tipos de formas farmacéuticas. Cada forma € Unica em suas
caracteristicas fisicas e farmacéuticas. O desenvolvimento e a correta formulacdo de
uma forma farmacéutica, do ponto de vista farmacolégico, requerem o conhecimento
das caracteristicas fisicas, quimicas e biologicas e farmacotécnicas de todas as
substancias ativas. Farmacos e excipientes devem ser compativeis uns com o0s
outros para produzir um medicamento que seja estavel, eficaz, atrativo, de facil
administracdo e seguro, de acordo com a via de administracdo desejada (ANSEL et
al., 2007; LE HIR, 1997; GENNARO, 2004).

Durante a etapa de desenvolvimento das formulacbes de comprimidos, no
inicio dos estudos de pré-formulacdo, torna-se relevante avaliar as interagdes fisico-
guimicas entre um ingrediente farmacéutico ativo (IFA) e excipientes de interesse,
como as incompatibilidades entre o farmaco e os adjuvantes (PERES-FILHO et al.,
2011). Essas incompatibilidades podem afetar negativamente a estabilidade e a
biodisponibilidade dos medicamentos, interferindo dessa forma na eficacia e
seguranca do farmaco (ROWLAND & TOZER, 2009). A formulacdo adequada deve
incluir uma selecdo cuidadosa de excipientes, levando em consideracdo que
substancias consideradas supostamente “inertes” comumente apresentam

interacbes com os ingredientes farmacéuticos ativos (IFAs) (Idem, 2011).

As substancias medicamentosas sdo administradas principalmente por via oral
pelo uso de formas farmacéuticas em comprimidos e capsulas (REMINGTON, 2004).
Ingredientes considerados “inertes” sdo incluidos nas formulacdes para facilitar a
manipulacdo, realgar a aparéncia fisica, melhorar a estabilidade e ajudar na
liberacdo, bem como auxiliar os métodos de producdo empregados. Isso mostra que
em alguns casos, podem influenciar a absorcdo ou a biodisponibilidade dos
farmacos (AULTON, 2005). A solubilidade do farmaco e outras caracteristicas fisico-

quimicas influenciam em sua atividade farmacolégica a partir de uma forma
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farmacéutica solida, que podem ser moduladas pelos excipientes (RUDNIC et al.,
2004).

Inicialmente, 0s excipientes eram conceituados como adjuvantes
farmacotécnicos, com simples funcdo de suportes inertes do principio ativo, uma
substancia quimica sem acdo farmacoldgica (PIFFERI & RESTANI, 2003).
Reconhece-se que os excipientes possuem um papel fundamental na obtenc&o do
efeito farmacoldgico esperado, interferindo na velocidade de liberacdo do farmaco e
em sua estabilidade. Em tempos atuais, ndo se podem classificar os excipientes
simplesmente como diluentes, apenas como forma de adicionar peso, consisténcia e
volume ou mesmo como adjuvantes, com a funcdo de promover a estabilidade,
velocidade de desintegracdo e dissolucdo (PIFFERI & RESTANI, 2003). Os
excipientes sdo definidos de acordo com sua classe e a fungdo quimica que pode
contribuir para sua reatividade. Assim como os farmacos, os excipientes também
apresentam atividades fisico-quimicas e mecanicas, as quais podem contribuir para
as reacdes que levam a degradacéo do farmaco (CROWLEY & MARTINI, 2001).

O conhecimento fisico-quimico da interacdo entre excipiente e ativos tem
importancia vital quando se propdem novas formulagdes visto que a sua utilizacao
de forma racional contribui para evitar interacdes indesejaveis que possam
influenciar na perda de estabilidade fisica e quimica do medicamento (PIFFERI et
al., 1999). Este raciocinio direciona o pesquisador que pretende criar uma nova
formulacdo a ter um conhecimento suficiente da interatividade entre principio ativo e
excipientes, como: diluentes (lactose, amido de milho, manitol) que sdo amplamente
utilizados em formulagfes de solidos orais e influenciam na liberagdo do farmaco,
assim como, os desintegrantes (celulose microcristalina, croscarmelose soédica e
glicolato sédico de amido “explosol”). Esses excipientes facilitam a desagregacéao e
aumentam a area superficial; os tensoativos (polissorbatos “Tweens” 20, 60 e 80,
lauril sulfato de sodio) aumentam a molhabilidade do farmaco e melhoram a
velocidade de dissolucdo ou lubrificantes (talco, estearato de magnésio) que
retardam a molhabilidade e o processo de absorcdo influenciando na
biodisponibilidade dos farmacos (PIFFERI & RESTANI, 2003).

A ineficacia clinica observada com o uso de alguns medicamentos, além de
episodios de intoxicacdo, deram origem as investigacdes relacionadas a
biodisponibilidade de produtos farmacéuticos (STORPIRTIS et al., 2007). Estudos
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mostraram que variagdes na formulacdo ou na técnica de fabricacdo podem gerar
diferencas substanciais na absorgéo e, consequentemente, na resposta terapéutica
dos farmacos veiculados (ROUGE et al., 1996).

Durante o desenvolvimento de formas farmacéuticas, um dos maiores desafios
€ assegurar a estabilidade dos componentes de uma formulacdo evitando a
degradacdo dos mesmos. A estabilidade refere-se a capacidade de resistir a perda
de um produto quimico devido a decomposicdo (WATERMAN & ADAMI, 2005). No
universo farmacéutico, o termo "estabilidade" refere-se mais frequentemente ao
tempo de armazenamento antes que qualquer produto de degradacéo na formulacéo
alcance um nivel suficiente para representar riscos ao paciente e, baseado neste
tempo, o prazo de validade (shelf-life) de um produto € determinado. O nivel
permitido de qualquer impureza dependera da dose e do risco de toxicidade. A
International Conference on Harmonisation (ICH) especifica a quantidade de
impurezas permitidas para formar durante o periodo de armazenamento do produto
(ICH, 2003).

Analisando-se o comportamento dos excipientes pode-se considerar que numa
formulacdo, os aspectos quimicos, a interacdo entre seus componentes e,
consequentemente a compatibilidade entre os mesmos, diante de condi¢des
adversas de acondicionamento e transporte que devem ser avaliadas. Assim, a
integridade quimica e fisica do farmaco durante todo seu tempo de vida util &
garantida. Ainda que seja inevitavel que os componentes ativos venham a se
degradar dentro dos parametros aceitaveis, pode-se, dessa forma, pelo uso de uma
correta formulacao e condi¢cOes adequadas de armazenamento e transporte, garantir
a longevidade dos principios ativos de um medicamento (WATERMAN et al., 2002).
Farmacos contidos em formas farmacéuticas sélidas devem ter solubilidade aquosa
e permeabilidade intestinal adequadas para serem bem absorvidos apos a
administracdo oral. A velocidade e a extensdo com as quais um farmaco € absorvido
podem variar em funcdo das suas caracteristicas fisico-quimicas e dos fatores
relacionados a desintegracdo e dissolucdo (STORPIRTIS et al., 2007). De acordo
com o0s excipientes utilizados e considerando o Sistema de Classificacdo
Biofarmacéutica (SCB), a dissolugdo e a permeacédo intestinal podem limitar a
absorcdo do farmaco e, consequentemente a acdo terapéutica. O Sistema de
Classificacdo Biofarmacéutica (SCB) correlaciona a dissolugdo in vitro e a
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biodisponilidade in vivo. Ter o conhecimento dos aspectos da solubilidade e da
permeabilidade gastrointestinal € muito importante devido ao controle que exercem
sob a taxa e a extensdo da absorcdo dos farmacos, 0s quais podem variar em
funcdo de suas caracteristicas fisico-quimicas, evidenciando que a eficacia e a

seguranca estao intimamente relacionadas a esses mesmos fatores.
As classes biofarmacéuticas estéo divididas em:
Classe | — farmaco com alta solubilidade e alta permeabilidade;
Classe Il — farmaco com baixa solubilidade e alta permeabilidade;
Classe lll — farmaco com alta solubilidade e baixa permeabilidade;

Classe IV — farmaco com baixa solubilidade e baixa permeabilidade (AMIDON
et al., 1995).

Os farmacos sinvastatina e cetoconazol pertencem a classe Il do SCB. Sé&o
exemplos de farmacos suscetiveis a processos oxidativos com a presenca de
grupamentos labeis. A sinvastatina apresenta grupamentos ésteres alifatico e ciclico
(lactona); grupamento hidroxila ligado ao anel lacténico sujeitos a oxidagcao e reacao
de adic&o ao radical dieno conjugado. O cetoconazol pode sofrer reacao de hidrolise
de grupos amida e imidazol presentes em sua estrutura molecular e reagcdo de
oxidacdo que pode ser iniciada pelos grupos peroxidos, os quais sdo formados na
presenca de luz. Necessitam, dessa forma durante o processo de producdo do
controle de luz e da temperatura e da adicdo de quantidades apropriadas de

antioxidantes durante a fabricacao.

Assim, a efichcia e a seguranca de um medicamento estdo intimamente
relacionadas a estabilidade de sua formulacdo e a sua dissolucéo, sendo relevante a
realizacdo de estudos durante todo o processo de desenvolvimento, para que se
possam predizer possiveis problemas a serem contornados. Um dos objetivos seria
verificar se as caracteristicas fisicas, quimicas e microbiolégicas dos componentes
da formulagéo serdo mantidas sob condi¢bes normais e adversas de armazenagem
e, identificar e quantificar os produtos de degradacdo, escolher o material de

embalagem primaria mais adequada e definir seu prazo de validade (BRASIL, 2005).
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1.1.2 - FORMAS FARMACEUTICAS DE USO ORAL

A via oral € a mais comumente utilizada e a mais segura para a administracao
de farmacos numa variedade de formas farmacéuticas (AULTON, 2005). As formas
farmacéuticas mais comuns de uso oral sdo os comprimidos, as capsulas, as
suspensdes e as varias solugdes farmacéuticas como xaropes, sendo que 0S
comprimidos e capsulas apresentam mais amplo emprego, devido a sua facilidade

em administrar ao paciente (ANSEL et al., 2007).

Existem diversos tipos de comprimidos, cuja forma farmacéutica obtida por
compressdo de um material particulado. Em 1843, foi concedida a primeira patente
para a maquina de comprimir com acionamento manual, o0 que ja neste periodo
despertou interesse, onde durante a revolucédo industrial com surgimento de novas
maquinas, melhorias na producdo e o grande crescimento da industria farmacéutica

no mundo receberam um novo impulso (apud AULTON, 2005, p.403).
1.2 - COMPRIMIDOS

Um comprimido é constituido de um ou mais farmacos e por um conjunto de
outras substancias denominadas excipientes compondo uma formulacdo completa.
Na Farmacopéia Européia (3% edicdo, 1997) os comprimidos sdo definidos como
formas farmacéuticas solidas constituidas de uma dose Unica de um ou mais
componentes ativos, obtidas pela compressao de volumes uniformes de particulas e
sdo destinados a administracao oral, sendo uns deglutidos intactos, outros apos
mastigacdo e alguns dissolvidos ou dispersos na &agua antes de serem
administrados. Dessa forma, existe uma variedade de comprimidos e tipos de
adjuvantes, no qual € variado o modo de sua incorporacao entre os diferentes tipos.
(AULTON, 2005; ANSEL et al.,, 2007). Sado preparados por compressao com O
componente ativo e o0s adjuvantes farmacéuticos, sendo necessario que a
substancia medicamentosa a ser produzida em formas farmacéuticas sélidas, na
forma cristalina ou em p6 possua caracteristicas fisicas como: capacidade de fluir

livremente, capacidade de coeséo e lubrificagdo (RUDNIC, et al., 2004).

Os comprimidos, assim como as demais formas farmacéuticas devem
apresentar caracteristicas de qualidade e, portanto, preencher um numero de
especificacdes relacionadas com suas propriedades quimicas, fisicas e bioldgicas.

Estes testes e especificacdes fisicas sdo os métodos empregados contidos em
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farmacopéias que garantem a qualidade dessas propriedades, sendo o0s mais
importantes a dosagem, variacdo de peso, uniformidade de contelddo, espessura,
dureza, friabilidade, tempo de desintegracdo e velocidade de dissolucdo para que
por fim, o comprimido possa alcancar o critério de qualidade de acordo com as
especificacdes e, permanecer em condi¢cdes estaveis em carater quimico, fisico e
microbiolégico durante a vida util do produto (AULTON, 2005; ANSEL et al., 2007).

1.2.1- Processos Mais Comuns de Fabricacdo de Comprimidos
1.2.1.1- Granulacao

A granulacao tem por objetivo transformar particulas de p6 cristalino ou amorfo
em agregados solidos de resisténcia e porosidade variadas. Em comparagcdo a uma
mistura simples de pds, o granulado apresenta algumas vantagens (LE HIR, 1997):

» Melhor conservacdo da homogeneidade de distribuicdo dos componentes e

das fases granulométricas;
Maior densidade;
Facilidade superior de escoamento;

Maior reprodutibilidade em medi¢des volumétricas;

Maior compressibilidade; e

YV V.V VYV VY

Resisténcia mecanica superior.

O granulado representa um produto intermediério decisivo na elaboracédo de
formas farmacéuticas soélidas, sendo que o conhecimento das caracteristicas ligadas
as diversas metodologias de producdo constitui, portanto, o fator necessario no
momento da escolha da técnica a ser utilizada para a producdo de comprimidos. O
granulado ideal deve apresentar forma e cor 0s mais regulares possiveis, um
estreito grau de distribuicdo granulométrica, com menos que 10% de particulas
primérias livres ou aglomeradas de baixa granulometria, boa fluidez, suficiente
resisténcia mecanica, um determinado grau de umidade, ndo inferior a 3%, e
solubilidade em &gua ou fluidos biologicos (PETROVICK et al., 2000).

Essas caracteristicas, bem como a forma e a textura da superficie e a
porosidade do granulado séo influenciadas pelos constituintes da formulacéo e pelas
metodologias e equipamentos utilizados (VOIGT & FAHR, 2000). As metodologias
da granulacdo podem ser classificadas quanto aos passos tecnoldgicos, nas quais

se considera ou ndo a formacdo de um produto intermediario agregado e quanto a
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utiizacdo de um agente de aglutinacdo. O processo de granulagdo por
desagregacao conduz a obtencdo de uma massa que sera dividida em granulados,
engquanto que a granulacdo produzida da agregacéao leva a formacao do granulado a
partir da mistura de pos. O processo de granulacdo pode ser representado pela
(Figura 1):

<Asnecm;ﬁn DESAGREGACAO

MASSA
GRANULADO MISTURA ALOMERADA B4 GRANULADO
DE

&

AGENTE DE GRANULAZAD
METODOLOGIA
Meia liido VIA LA

pressan V|4, SECA

Figura 1- Procedimento geral do processo de granulacédo. (Adaptada de PETROVICK, 2000).

1.2.1.2 — Granulagéo a Seco

O processo também designado como o método da via seca ou da dupla
compressdo. Numa primeira fase, a partir dos pos que constituem a formulacéo e
sem a adicdo de lubrificantes, obtém-se comprimidos sem a necessidade de
quaisquer cuidados especiais quanto a regularidade ou peso. Depois, 0s
comprimidos imperfeitos assim que preparados sao fragmentados, conseguindo-se
assim um granulado, o qual ird ser comprimido em definitivo apés a adicdo de
lubrificantes e posteriormente a calibragdo dos granulos. J& ndo € um processo tao
utilizado em funcdo do uso do método da compresséao direta (GENNARO, 2004,
LACHMAN, LIEBERMAN & KANING, 2001). Também podem ser utilizados

compactadores de rolos para a preparacao destes granulados primarios.
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1.2.1.3 - Granulagdo Umida

As etapas do método incluem processos de pesagem, mistura, granulacéo,
calibracdo da massa Umida, secagem, calibragdo a seco, lubrificacdo e compresséo
(RUDNIC et al., 2004).

Podemos dividir a operagao nas seguintes fases:

1% - Umedecimento dos pés;

2% - Granulacédo da massa Umida;

3%- Secagem do granulado obtido;

42 - Calibracéo do granulado seco em granulos de tamanho uniforme.

O processo caracteriza-se pelo aumento da coesao dos pos em decorréncia do
uso de um liquido de granulacdo (LACHMAN, LIEBERMAN & KANING, 2001).

1.2.1.4 - Compressao Direta

Consiste na compressdo de pos sem modificacdo da natureza fisica do
material, ou seja, sem pré-compactacdo ou umedecimento. Particularmente, este
processo é reservado para pequenos grupos de substancias quimicas cristalinas, as
quais necessitam de requisitos fisico-mecanicos para a produgcdo de comprimidos,
obtidos dentro dos padrbes de qualidade, de acordo com as exigéncias legais.
Estes materiais possuem propriedades de coesao e fluxo, as quais permitem ser de
compressao direta. Os excipientes para compressao direta também devem possuir
caracteristicas de boa compressibilidade e fluidez. Estas propriedades sé&o
conferidas a eles por processos especificos, tais como granulacdo, spray-drying,
esferonizacao, cristalizacao, etc. O uso destes materiais viabiliza a compressao de
farmacos ndo compressiveis diretamente (TERASHIBA & IMATURA, 2002).

Os excipientes sdo escolhidos para exercer uma variedade de funcbes e
garantir a estabilidade e a biodisponibilidade do farmaco a partir da fabricacdo do
medicamento em escala de producdo (ARMSTRONG, 2002). Observa-se que para
uma substancia farmacologicamente ativa, no momento do estudo de pré-
formulacdo procura-se avaliar as propriedades fisico-quimicas e fisico-mecanicas
dos excipientes utilizados em uma formulacdo farmacéutica e a influéncia destas no
desempenho da formulacdo final. Verifica-se, em cada caso, a influéncia da
solubilidade, distribuicao granulométrica, cristalinidade, polimorfismo,

higroscopicidade, da densidade real e densidade aparente e na compactabilidade e,
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por fim na biodisponibilidade do produto fabricado, chamando-se a este processo de
estudo de funcionalidade de excipientes (PIFFERI et al., 1999). No caso da
preparacao de comprimidos, este estudo apresenta um carater ainda mais relevante,
visto que os problemas de compactacao e dissolucdo sao inerentes a este tipo de
formulacdo (ARMSTRONG, 1997).

1.3 - MECANISMOS DE DEGRADAQAO DE FARMACOS

A estabilidade de um medicamento pode ser afetada pela estabilidade do
farmaco isoladamente; interacdes entre o farmaco e os demais excipientes;
processo de fabricacdo; embalagens empregadas; e condi¢cbes de transporte e
armazenamento. Fatores fisicos como luz, calor e umidade podem iniciar ou acelerar
reacdes quimicas indesejaveis, como oxidacdo, hidrélise, descarboxilacao,
racemizacdo e degradacao fotolitica, das quais, a oxidacdo € a principal causa de
instabilidade de formulagbes farmacéuticas, cujo mecanismo envolve a formagéo de
radicais livres e reacOes em cadeia. Esses Sdo 0s principais processos que
classificam os mecanismos de degradacao (SINKO, 2008).

A taxa de oxidacdo sofre influéncia direta de fatores como temperatura,
radiacdo, pH (ions hidroénio e hidroxilas) e catalisadores, como ions crémicos,
cuprico, ferroso e férrico. Assim, durante o processo de pesquisa e desenvolvimento
e producdo de um farmaco estudos de estabilidade mobiliza o pesquisador para
encontrar possiveis solu¢cdes que minimizem ou retardem a ocorréncia dos
processos de degradacdo. Em formas farmacéuticas, as reacbes de oxidacao,
hidrolise e fotdlise, geralmente causam perda de conteddo do farmaco, nao
fornecendo conteudo 6bvio visual ou olfativo como prova da sua ocorréncia (VADAS,
2004).

As estruturas moleculares com maior probabilidade para oxidacdo sédo aquelas
gue apresentam um grupo hidroxila diretamente ligado a um anel aromatico (por
exemplo, especificamente aromaticos substituidos, como fendis, anisois, tioanisais,
tiofendis sdo suscetiveis a abstracado do hidrogénio, porque o grupo aromatico pode
estabilizar os radicais resultantes da ressonancia, tais como catecolaminas e
morfina), dienos conjugados (por exemplo, a vitamina A e &cidos graxos insaturados
livres), heterociclicos e anéis aromaticos nitrosos e nitrito derivados, e aldeidos (por
exemplo, flavondides). A formacdo de produtos de oxidacdo geralmente reduz a
atividade terapéutica do farmaco (HOVORKA & SCHONEICH, 2000).
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A reacdo de oxidacao é catalisada com valores acima do pH étimo, como por
exemplo, ions polivalentes de metais pesados de cobre e ferro, e a exposicao ao
oxigénio e luz ultravioleta. As duas Ultimas causas do processo de oxidacdo
justificam a utilizacdo de substancias antioxidantes e 0 uso e embalagem externa
opaca e vidro ambar ou plastico de mesma caracteristica numa formulagcdo
(WATERMAN & ADAMI, 2005). A decomposicdo fotoquimica expositiva,
principalmente por iluminacdo UV pode causar oxidacao (foto-oxidacdo) e cisao
(fotdlise) de ligacbes covalentes. Farmacos como nifedipina, nitroprussiato,
riboflavina, e fenotiazinas sdo muito l4beis a foto-oxidacdo. Em compostos
suscetiveis a reacdo de oxidacao, a energia fotoquimica leva a formacéo de radicais
livres intermediarios e ao qual perpetuam reacdes em cadeia (WATERMAN &

ADAMI, 2005).

A degradacao quimica de muitos farmacos em solucéo acelera ou desacelera
exponencialmente quando o pH aumenta ou diminui ao longo de um determinado
intervalo de valor. A influéncia do pH sobre a degradacgéo envolve a velocidade de
reacdo. O valor da velocidade das reacdes hidroliticas, catalizadas por protons ou
por ions hidroxila pode variar consideravelmente com o pH (LACHMAN,
LIEBERMAN & KANING, 2001). A exposicdo a um pH e temperatura elevados
também representa mais um fator para perda significativa do farmaco, resultando
dessa forma, em reacOes de oxidac&o e hidrdlise. A hidroquinona (1,4-benzenodiol)
€ um farmaco que atua como um agente despigmentador da pele, de uso tépico em
manchas dermatolégicas como melasmas, sardas, lentigos senis, hiperpigmentacéo
pos-inflamatodria, dermatite de berloque (causada por determinados tipos de
perfumes), e possui uma velocidade de oxidacdo que aumenta em solucdo de pH
mais altos, apresentando maior estabilidade em meio acido, na faixa de 4,5 a 5,0
(WELLS, 2005). Assim, preparagfes com hidroquinona sao suscetiveis a oxidagao,
0 que justifica a importancia do uso de antioxidantes para evitar o escurecimento da
formulacdo. Os antioxidantes usados em sistemas aquosos sao bissulfito de sadio,
metabissulfito de sodio, ditionito de sbédio ou a combinacdes destes com
antioxidantes utilizados em sistemas oleosos tais como bissulfito de sédio + BHT
(Hidroxibutirato de Tolueno), metabissulfito de sédio + BHT (Hidroxibutirato de
Tolueno), vitamina C + vitamina E, que sdo normalmente utilizados em preparacdes

gue contem hidroquinona (WATERMAN et al, 2005). O uso de agentes
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7

sequestrantes, tal como o EDTANa é também recomendado para a quelacéo
eventual de ions metélicos contaminantes, presentes na formulagdo que poderiam

favorecer cataliticamente a oxidac&o da hidroquinona (SOUZA, 2003).

7

O cetoconazol é um derivado imidazdlico que representa um avancgo
significativo na terapia de micoses sistémicas. Em relacdo as caracteristicas fisico-
quimicas do farmaco, torna-se bastante importante conserva-lo em recipientes
hermeticamente fechados e ao abrigo da luz, por ser facilmente oxidavel e
fotossensivel (SKIBA et al., 2000). Utiliza-se frequentemente, para este tipo de
formulacdo, um sistema antioxidante que contenha compostos de sulfito de sodio
0,2% ou metabissulfito de sédio 0,2%, levando em consideracéo a avaliacdo do tipo
de embalagem utilizada (PAN et al., 2011). Aléem disso, deve ser conservado a
temperatura ambiente (25°C) e protegido de temperaturas superiores a 40°C (USP
31).

1.3.1 — Incompatibilidades

As incompatibilidades dos varios ingredientes dentro de uma formulacéo
farmacéutica, como por exemplo, entre os farmacos e 0s excipientes, se
caracterizam como causas da diminuicdo da resposta farmacoldgica. Reacdes
indesejaveis podem ocorrer entre 0s componentes de uma formulacdo e resultar em
incompatibilidade fisica, quimica e terapéutica. Uma interacdo fisica ou quimica
entre dois ou mais componentes conduz a uma visivel modificagdo reconhecida,
podendo aparecer na forma de um precipitado grosso, turvagao, ou mudanca de cor.
Por outro lado, uma incompatibilidade quimica é classificada como uma reacdo na
qual uma mudanca molecular ocorre. JaA uma incompatibilidade terapéutica é
definida como uma interacdo farmacolédgica indesejavel entre dois ingredientes que
conduz a uma potenciacao dos efeitos terapéuticos, destruicdo da eficacia de um ou
mais ingredientes, e também a ocorréncia de uma manifestacao toxica no paciente
(VADAS, 2004). Para isso, € necessario realizar estudos especificos de estabilidade

na intencdo de prevenir as incompatibilidades entre os componentes da formulagéo.
1.3.2 — Reacgdes de Oxidacado/ Reducéo

Estruturalmente, os farmacos sao alcoodis, fenodis, aldeidos, cetonas, ésteres,

éteres, acidos, sais, alcaloides, glicosideos, entre outros que apresentam diferentes
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reatividades e diferentes suscetibilidades a degradagdo quimica (THOMPSON,
2006).

A decomposicdo das substancias ativas nas formas farmacéuticas ocorre de
varias vias de degradacdo, tais como, hidrélise, oxidac&do/reducao, racemizacao,
descarboxilagdo, clivagem de anéis ou fotolise (LACHMAN, LIEBERMAN & KANING,
2001). Séo processos que classificam a degradagdo quimica de medicamentos, 0s
quais podem afetar a estabilidade dos farmacos em produtos liquidos, sélidos e
semissolidos devido aos diferentes efeitos que os adjuvantes dessas formas
farmacéuticas e os diferentes fatores do meio ambiente podem ter sobre a

estabilidade quimica e fisica de preparacfes farmacéuticas (MOLLICA et al., 1978).

Os processos destrutivos mais frequentes séo a hidrolise e a oxidacéo/reducao.
Reacdes de oxidacdo/reducao envolvem a transferéncia de um ou mais atomos de
hidrogénio ou oxigénio ou a transferéncia de elétrons (€) representada na forma de
uma equacdo, no qual € representa um elétron e n o numero de elétrons
(Equacéol). Dessa forma, reagéo de oxidacao pode ocorrer pela perda de é de um
atomo ou molécula, na qual cada é perdido é aceito por outro atomo ou molécula
reduzindo o receptor (Equagdo 2). A oxidacdo é acompanhada pelo aumento de

valéncia:

Forma reduzida € > Forma oxidada + né  (Equac&ol)

Fe'? &—> Fe™+é (Equagdo 2)
Outro tipo de reacdo de oxidacdo (deidrogenacado) pode ocorrer também pela
perda de hidrogénio (Equacéo 3):
RCH,CH,R > RCH=CHR +H, (Equagdo 3)
(THOMPSON, 2006).

As reacdes de oxidag&o envolvem frequentemente a adicdo de oxigénio ou a
remocao de hidrogénio e também a formacdo de radicais livres. Moléculas ou
atomos contendo um ou mais elétrons desemparelhados, tais como o0 oxigénio
molecular (atmosférico): (¢O-O¢) e o radical livre hidroxila (*OH). Esses radicais livres
captam elétrons de outras substancias oxidando assim, o doador (Idem).

A forma mais comum do processo de decomposicdo oxidativa que ocorre em
preparagdes farmacéuticas € a auto-oxidacdo (HOVORKA & SCHONEICH, 2000).
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A auto-oxidacéo envolve a formacgao de radicais livres num processo de reacéo
em cadeia. S&o reacOes de oxidagbes que ocorrem espontaneamente sob
condi¢cbes normais de preparacao, acondicionamento e estocagem. O radical livre &
uma espécie quimica que apresenta um elétron desemparelhado na sua camada de
valéncia. O oxigénio [O,] possui uma configuracdo eletrbnica com dois elétrons
desemparelhados em sua camada de valéncia. O material farmacéutico reage com o
oxigénio molecular, produzindo radicais em reacfes que envolvem a cisdo de
ligacdes covalentes de forma que cada atomo, do grupo envolvido, retém elétrons da

ligagéo covalente original.

Pode se observar na Fig. 2, que o mecanismo da reacao de auto-oxidacédo de
substancia de uso farmacéutico ocorre por uma série de reacdes de radicais livres
em cadeia em etapas de reacao de iniciagao (Equacao 4), propagacao (Equacao 5)

e de terminacado (Equacao 6):

> Iniciacao:

Ativacao
RH ———-- Re + (He) (Equacéo 4)

Luz, calor, ions metélicos
» Propagacao:
Re+ 0O, o RO, (radicais peroxidos)
RO;¢ + RH = ROOH + Re (radicais hidroperéxidos) (Equacéo 5)
Decomposicéao do peroxido: ROOH =——e—— RO ¢ + « OH
» Terminacéao:
ROy + X ne———— Produtos Estaveis
RO, + RO, m—————- Produtos Estaveis
Re + Re m——-- Produtos Estaveis (Equacao 6)

X — Inibidor de radicais livres (Antioxidantes)

Figura 2 - Processo geral dos mecanismos da reagéo de autooxidagao

(LACHMAN, LIEBERMAN & KANING, 2001).
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1.3.2.1 — Reagdes de Hidrolise

A reacdo de hidrélise envolve ataque nucleofilico de grupos funcionais labeis
das moléculas do farmaco que interagem com moléculas de H,O originando produto
de clivagem. Compreende-se que a hidrolise seja uma das mais importantes causas
de degradacéo dos farmacos, principalmente porque a grande maioria dos agentes
medicinais sdo ésteres ou contém outros grupos funcionais como amidas, imidas,
lactonas, e lactamas bem suscetiveis ao processo hidrolitico como os anestésicos,
antibioticos, vitaminas e barbitlricos, como podemos observar em exemplo da

Figura 3:

O O

R;-C-OR+H"+OH — R1-C-0OH+HOR

Ester Acido Alcool

Figura 3 — Demonstracéo da reacéo de hidrdlise de um éster. (Modificada de Morrisson & Boyd, 1996)

Assim, varias condi¢cdes catalisam a degradacdo como a presenca de
grupamentos OH", de ifons H;O", de ions metalicos bivalentes, as reacdes de
hidrélise ibnica (protdlise) sdo mais rapidas que as moleculares, a presenca de luz e
calor, a polaridade da solucéo e a forca ibnica e, por fim as altas concentracdes de

farmaco também influenciam durante o processo.
1.3.2.2 — Reac0des de Descarboxilacao

A reacédo de descarboxilacdo ocorre pela degradacao pirolitica do estado sélido
nao sendo habitual em produtos farmacéuticos, por necessitar de temperaturas de
ativacdo relativamente altas para a reacdo. Contudo, o &cido p-aminossalicilico
sélido sofre degradacédo pirolitica a m-aminofenol e dioxido de carbono. A reacéo

segue a cinética de primeira ordem e ¢é altamente dependente do pH, catalisada pelo
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ion hidrénio. A descarboxilagdo do é&cido p-aminobenzoico ocorre somente em
valores de pH extremamente baixos e a temperaturas altas (VADAS, 2004).

1.3.2.3 — Reac¢les de Racemizacéao

A racemizacédo, ou o processo de modificar um composto opticamente ativo
para um composto racémico ou mistura opticamente inativa é um importante fator na
estabilidade farmacéutica. Frequentemente a forma (I-) € mais estavel
farmacologicamente do que a forma (d-). Em geral, a reacdo de racemizacéo segue
uma cinética de primeira ordem e depende da temperatura, solvente, do catalisador
e da presenca ou da auséncia de luz e, parece depender também da ligacdo do
grupo funcional ao atomo de carbono assimétrico (LACHMAN, LIEBERMAN &
KANING, 2001; VADAS, 2004).

1.3.2.4 — Reac0Oes de Degradacao Fotolitica

A degradacdo fotolitica pode ser um fator limitante na decomposicdo de
farmacos na estabilidade de produtos farmacéuticos. As radiacdes absorvidas na
faixa do ultravioleta e visivel contribuem mais facilmente para o inicio de reacdes
quimicas. As reacdes de degradacéo, tais como as reacdes de oxidacéo e reducéo,
rearranjo de anéis, a modificacdo ou polimerizacdo, podem ocorrer por exposi¢cao a
luz para determinados comprimentos de onda (MORRISSON & BOYD, 1996).

Para sistemas suscetiveis a fotolise, os radicais livres sao produtos
intermediarios que dao origem a reacbes subsequentes. Em moléculas que
absorvem a radiacdo e séo reagentes na reacdo principal, o tipo de reacao que
ocorre é fotoquimico. Por outro lado, quando as moléculas absorventes néo
participam diretamente da reacdo, mas transfere a sua energia para outras

moléculas reativas, a substancia absorvente ¢é classificada como um
fotossensibilizador (LACHMAN, LIEBERMAN & KANING, 2001; VADAS, 2004).

1.4 — ATIVOS SUSCETIVEIS A PROCESSOS OXIDATIVOS

As reacOes de oxidacao representam uma importante via de degradacdo de
produtos organicos e farmacéuticos em geral (CONNORS et al., 1986;JOHNSON &
Gu, 1988). Devido a potencial de toxicidade dos produtos de degradacgéo, as
reacoes de oxidacdo s&o prejudiciais ao organismo e causam problemas de

estabilidade. A degradacdo oxidativa de produtos farmacéuticos pode ser dividida
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em dois tipos: reacdo molecular com oxigénio e reagcdo com outros agentes
oxidantes presentes na formulag&o. Estes agentes oxidantes podem ser distinguidos
dentro da formulacédo, pela dependéncia da degradacdo na presenca de oxigénio.
Eles sdo gerados a partir da decomposicdo de moléculas de oxigénio dos

excipientes como impurezas, por exemplo, peréxidos (WATERMAN & ADAMI, 2005).

O numero de farmacos sensiveis a oxidagdo ou a reducao é bastante extenso.
Quimicamente, a oxidacao envolve a perda de elétrons (€) de um atomo ou de uma
molécula. Cada elétron perdido é aceito por outro atomo ou molécula, de maneira a
promover a reducdo do atomo ou molécula receptor. Em quimica orgénica e,
portanto para a maioria dos farmacos, a reacdo de oxidacdo ocorre pela perda de
hidrogénio da molécula (dehidrogenacao). O processo oxidativo envolve a formacao
de radicais livres, moléculas ou atomos contendo um ou mais elétrons
desemparelhados, assim como o oxigénio molecular [O,(O-0O") e hidroxila livre (OH
)] e estruturas moleculares com grupo hidroxila diretamente ligados ao anel
aromatico como os fendis e seus derivados. O processo tem sido descrito como um
tipo de reacdo em cadeia que consiste em trés reacdes concorrentes: iniciacao,
propagacéo e terminacdo. Dependendo das concentracbes dos radicais e da
velocidade de reacdo, cada uma dessas domina dentro de um determinado tempo,
levando as trés fases distintas: iniciacdo, propagacao e terminacdo (HOVORKA &
SCHONEICH, 2000).

Exemplos de farmacos suscetiveis a oxidacéo:

A conversdo da adrenalina para adenocromo fornece um conhecido exemplo
farmacéutico de oxidacdo (HEACOCK, 1959).

» Substancias Fendlicas: ex. fenilefrina, morfina.
» Olefinas (alcenos): compostos alifaticos com duplas ligacoes.

Grupamentos dienos conjugados como presentes na a vitamina A e acidos graxos
insaturados livres. Formulagdes contendo alto teor de Oleos vegetais séo suscetiveis

a oxidacao, como as formulac¢des estudadas por Halbault e colaboradores (1997).

> Esterois e esterdides proporcionam multiplos exemplos de oxidacao de
monoalcenos e rearranjo de radicais. Na estrutura colesterol, 0 mecanismo de agéo

da reacdo de degradacdo quimica ocorre quando uma parte do radical alil sofre
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uma reagao com o oxigénio singlete, passando ao radical eno para produzir o 5a —
hidroxi peroxi-3B-hidroxicolesterol-6-eno. Em seguida, a molécula se rearranja a
7a-hidroxiperoxi- 3B-hidroxicolesterol-5-eno (Figura 4- Reacdo de oxidacdo do
colesterol pelo oxigénio singlete) e finalmente isomeriza 7B-hidroxiperoxi (isbmero),
formando o produto de oxidacdo primaria do colesterol (BECKWITH et al., 1989).
Devido a exclusiva retencdo de configuracdo e pela natureza do primeiro rearranjo
alilperoxil deduziu-se que poderia ser uma reagao concertada [2,3], em que ha a
formacao e ruptura simultdnea de varias ligacbes — na qual um grupo migra, com
os elétrons da respectiva ligacdo o, dentro de uma cadeia com ligacdes ™ — um
eno ou polieno — que se denomina rearranjo sigmatrépico (MORRISON & BOYD,
1996; HOVORKA & SCHONEICH, 2000).

EHH1 T

HO

CBHﬁ'

HO

OH HO

Qe

Figura 4 — Reac&o de oxidagdo do colesterol pelo oxigénio singlete. (Adaptada de HOVORKA & SCHONEICH, 2000).

Esse tipo de reacdo de adicdo ao radical peroxil e o subsequente rearranjo
pela reacdo de polimerizacdo tém sido demonstrados por farmacos que contém

alcenos paralelamente conjugados.

A sinvastatina € uma estatina semi-sintética, sendo um potente, especifico e
inibidor competitivo da 3-hidroxi -3-metil glutaril coenzima A (HMG-CoA) redutase,
principal enzima que catalisa a conversdo de HMG-CoA a mevalonato um agente
redutor do colesterol que é oligomerizado a um pentamero tendo como resultado,
reacdo de adicdo ao radical peroxil. A correspondente clivagem dos oligdmeros
ligados ao radical peréxido leva a produtos que contém epodxidos (SMITH et al.,
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1993). Produtos com grupamentos cetona e alcool sdo formados pela maior
degradacdo do epdxido. Esse medicamento é muito suscetivel a alteragbes
oxidativas em sua estrutura molecular, o que torna fundamental e de carater

extremamente relevante a comprovacao da eficacia e estudos de estabilidade.
Outros farmacos suscetiveis a degradacéao:

» Farmacos fenotiazinicos: ex. clorpromazina, prometazina;

» Farmacos triciclicos: ex.nortriptilina, maprotilina;

» Substancias com grupo sulfidrila (R-SH): ex. captopril;

» Farmacos aldeidicos: ex. flavonoides;

» Heterociclicos e anéis aromaticos, nitroso e nitrito derivados,
nitrofurantoina, tetraciclina, furosemida, ergotamina, sulfacetamida, e

outros.

Outro exemplo, a anfotericina B (Figura 5) € uma classe de antibiéticos
poliénicos que sdo especialmente sensiveis a reacdo de oxidacdo. A porcdo do
polieno deste farmaco interage com a membrana celular in vivo, sendo assim, ha a
possibilidade dos radicais peroxil presentes nas membranas celulares de atacarem
esta classe de antibidticos. A anfotericina B contém uma cadeia de heptaeno
conjugado, a qual é sensivel ao processo de oxidacao e induzido pela reacdo com o
radical peroxil, podendo dessa forma, levar a formacao de produtos de degradacao
contribuindo para a perda de atividade (HOVORKA & SCHONEICH, 2000).
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Figura 5 - Estrutura Quimica da Anfotericina B. Disponivel em http: // www.drugbank.ca/structure_viewer. (1R, 3S, 5R, 6R, 9R,
11R, 15S, 16R, 17R, 18S,19E,21E,23E,25E,27E,29E,31E,33R,35S,36R,37S)-33-{[(2R,3S,4S,5S,6R)-4-amino-3,5-dihydroxy-6-
methyloxan-2-ylJoxy}-1,3,5,6,9,11,17,37-octahydroxy-15,16,18-trimethyl-13-oxo0-14,39-dioxabicyclo[33.3.1]nonatriaconta-
19,21,23,25,27,29,31-heptaene-36-carboxylic acid.

1.5 — EXCIPIENTES FARMACEUTICOS

Alguns estudos mostram que variagcbes na formulacdo ou na técnica de
fabricacdo podem gerar diferencas substanciais na absorcao e, consequentemente,
na resposta terapéutica dos farmacos. A introducdo de um farmaco em uma forma
farmacéutica final requer o uso de adjuvantes farmacéuticos (ANSEL et al., 2007).

O conceito de excipiente farmacéutico é dito como substancias indcuas
inseridas em uma formulacdo para facilitar a administracdo e preservacao dos
farmacos em formas farmacéuticas. S&o substéncias destinadas a entrar na
composicdo das preparacbes farmacéuticas com uma funcdo diferente dos
principios ativos e tém como objetivo modelar as preparacdes a serem incorporadas
nelas (LE HIR, 1997). Em relacdo aos excipientes farmacéuticos, o termo inocuidade
ou inércia deve ser analisado mais profundamente. Assim como os farmacos —
principios ativos — 0s excipientes possuem energia termodinamica propria (PIFFERI,
SANTORO & PEDRANI, 1999), o que pode acarretar durante a fase farmacotécnica
de fabricagdo alteracbes com a exposi¢do a luz e altas temperaturas, levando a
efeitos adversos na formulacdo. Alguns excipientes utilizados como alcool etilico,
EDTA, Oxido de ferro, flavorizantes e outros podem reagir adversamente na
formulag&o. A inatividade farmacoldgica e toxicolégica também séo fatores a serem

levados em conta. O Alcool etilico, corante como a tartrazina, o acido bérico entre
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outros podem, em quantidades inadequadas, apresentar efeitos adversos se
absorvidos (TANAKA, 2008).

Além de adjuvantes farmacotécnicos, reconhece-se que atualmente, o0s
excipientes farmacéuticos possuem papel fundamental na obtencdo do efeito
farmacoldgico esperado, interferindo na velocidade de liberacdo do farmaco e na
sua estabilidade. Em tempos atuais, 0s excipientes farmacéuticos nao sao
simplesmente classificados como, por exemplo; diluentes, apenas com a finalidade
de adicionar peso, consisténcia e volume ou mesmo excipientes adjuvantes, no
auxilio a promover a estabilidade, velocidade de desintegracdo e dissolucao
(BALDRICK, 2000). Os excipientes devem facilitar a administracdo dos principios
ativos, ajudar a melhorar a eficAcia e assegurar a sua estabilidade e,
consequentemente, a sua conservacao até o limite de utilizacdo fixado, como é o
caso dos conservantes, antissépticos, antifungicos, quelantes e também &acidos,
bases e tampdes que possibilitam o ajuste do pH (LE HIR, 1997). Regulamentacgbes
e orientacdes j4 existentes indicam que os excipientes devem ser tratados como
substancias quimicas: componentes com avaliacdo toxicologica completa. Conclui-
se, portanto, que se deve buscar mecanismos para avaliar a seguranca dos
excipientes dentro da formulacdo. Apesar de serem considerados
farmacologicamente inertes podem iniciar, propagar ou participar de interacdes
fisicas ou quimicas com os componentes da formulacdo, podendo comprometer a
eficdcia do medicamento (CROWLEY & MARTINI, 2001).

Os excipientes sao incluidos na formulacdo para desempenhar fungdes. No
preparo de solu¢gdes, um ou mais solventes sdo utilizados para dissolver farmacos;
flavorizantes e edulcorantes sdo usados para tornar o produto mais agradavel ao
paladar; corantes sdo adicionados para melhorar a aparéncia; conservantes podem
ser adicionados para prevenir crescimento microbiano; e estabilizantes, tais como
antioxidantes e agentes quelantes, podem ser utilizados para prevenir a
decomposicdo. No preparo de comprimidos, diluentes sdo comumente adicionados
para aumentar o volume da formulacéo; aglutinantes adicionados para produzir a
adesao dos pos do farmaco as outras substancias; antiaderentes ou lubrificantes
acrescentados a formulagédo para auxiliar na formagdo de comprimidos mais lisos;
desintegrantes utilizados para promover a desagregacdo do comprimido; e o0s

revestimentos para melhorar a estabilidade ,controlar a desintegracdo ou melhorar a
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aparéncia (ANSEL et al., 2007). Os excipientes também podem conter impurezas ou
produtos de degradacdo de forma que, em contrapartida, podem causar a
decomposicdo das substancias medicamentosas (CROWLEY & MARTINI, 2001).

A reatividade dos farmacos com o0s excipientes, incluindo os co-solventes,
acucares ou estabilizadores, muitas vezes envolve a reagdo de farmacos
nucleofilicos, como por exemplo, aminas, sulfetos e compostos fendlicos, com
excipientes eletrofilicos como os acidos carboxilicos,ésteres, amidas ou haletos de
alquila (WATERMAN & ADAMI, 2005). E imprescindivel a realizacio de estudos de
estabilidade no desenvolvimento de novas formulagfes, a fim de prever possiveis
incompatibilidades entre os componentes, para verificar a manutencdo das
caracteristicas microbiologicas e fisico-quimicas sob condigcdes normais e adversas
de armazenamento, para identificar e quantificar os produtos de degradacéao,
escolher embalagens primarias mais adequadas e finalmente, definir o prazo de
validade (ICH , 2010).

Durante o processo de desenvolvimento de formas farmacéuticas, um dos
desafios persistentes é assegurar a estabilidade dos componentes de uma
formulagéo, evitando a interacdo entre os mesmos, embora classicamente a
estabilidade se refira a capacidade para resistir a perda de um farmaco, devido a
decomposicdo (WATERMAN & ADAMI, 2005). O termo "estabilidade" mais
frequentemente se refere ao tempo de armazenamento antes que qualquer produto
de degradacdo na formulacdo alcance um nivel suficiente para representar um risco
para o paciente e baseada neste periodo a data de validade de um produto é
determinada. Existem excipientes novos, os quais podem até modular a liberacdo de
um farmaco na sua forma farmacéutica em termos de dissolucdo e, portanto nao
podem ser considerados “inertes”. Em termos de funcionalidade o conceito de
excipiente sem funcdo farmacotécnica ja ndo vigora ha tempos (PIFFERI et al.,
1999). Existem nos tipos mais diversos de formulagdes véarias formas farmacéuticas
— em medicamentos que sao basicamente solidos, liqguidos e semissolidos —
excipientes que tém por funcdo somente diluir, dissolver ou avolumar os principios
ativos em suas respectivas formas farmacéuticas, sendo inseridos na concepgéao
tradicional de excipiente. Entretanto, existe uma fungdo mais importante de alguns
excipientes, 0s quais sdo colocados ‘“intencionalmente” nas formulacdes para

melhorar os desempenho do principio ativo no medicamento, em termos de
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liberacdo, absorgéo, estabilidade ou caracteristicas organolépticas, destacando-se
neste sentido os antioxidantes (WATERMAN & ADAMI, 2005).

No caso dos comprimidos, alguns excipientes influenciam diretamente seu
desempenho terapéutico. Dentre eles, podem ser citados os desintegrantes, ligantes
e promotores de fluxo, cuja funcionalidade esta intimamente ligada a técnica de
fabricacdo dos comprimidos, em gque sdo necessarios excipientes com densidade,
fluxo e compactacao ideais. Além daqueles, que facilitam o acesso do principio ativo
aos liguidos no trato gastrointestinal como os desintegrantes e incrementadores de
dissolugcdo, ressalta-se os que mantém integra a estrutura do farmaco, como
antioxidantes ja anteriormente citados e adsorventes como o aerosil (dioxido de
silica coloidal), que apresenta uma capacidade de adsor¢cdo em até 200 vezes do
seu peso em agua (PIFFERI, 1999). Do ponto de vista funcional dos excipientes, o
fato € que se conclui que a qualidade dos mesmos deve ser igual ou maior a do

principio ativo, nos quesitos pureza e inocuidade.
1.6-ESTABILIDADE FARMACEUTICA

Para realizacdo de estudos de estabilidade torna-se necessario estabelecer
critérios para a escolha de um método a ser utilizado (ICH, 2003; SHABIR, 2003). O
método selecionado devera ser o procedimento que fara a determinacéo seletiva do
farmaco na presenca de seus produtos de degradacéo (SILVA et al.,2008 ; BAKSHI,
2002). A estabilidade dos produtos farmacéuticos depende de fatores ambientais
como temperatura, umidade, luz e de outros fatores relacionados ao proprio produto
como propriedades fisicas e quimicas, de substancias ativas e excipientes
farmacéuticos, forma farmacéutica e sua composic¢ao, processo de fabricacgéo, tipo e

propriedades dos materiais de embalagem (BRASIL, 2005).

O estudo da estabilidade de medicamentos esta regulamentado pela resolucao
RE n° 01, de 29 de julho de 2005, e tem como fungédo principal, prever, acompanhar
e determinar o prazo de validade, bem como o periodo de utilizacdo em embalagem
destes produtos (GARRET, 1962; SIMIC, 1994) No Brasil, o prazo de validade de
um produto a ser comercializado € determinado por um estudo de estabilidade de
longa duracéo e acelerado de acordo com os parametros definidos nesta resolucao.
(BRASIL, 2005).
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1.7 — ANTIOXIDANTES

Em geral, existem duas categorias basicas de antioxidantes: os naturais e 0s
sintéticos (RAMALHO & JORGE, 2006). Os antioxidantes sdo compostos que
retardam ou inibem a oxidacdo de moléculas orgéanicas e inorganicas, impedindo o
surgimento ou a propagacao das reacgOes de oxidagao, os quais sdo degradados
preferencialmente em funcéo de seus potenciais de oxidacdo que sao inferiores em
relacdo aos demais componentes da formulagdo (GULCIN et al., 2010). Estes tém
por objetivo a diminuicdo da perda de teor e da vida utli do medicamento,
aumentando seu prazo de validade e consequentemente, o prolongamento trazendo
dessa forma, seguranca para o paciente e economia para indastria farmacéutica que
tera diminuicdes significativas em termos de perdas quando se trata de formas
farmacéuticas instaveis frente as condicdes adversas de armazenamento e

transporte.

O retardamento das reacbOes oxidativas por certos compostos foi
primeiramente registrado por Berthollet, em 1797, e depois esclarecido por DAVY,
em 1817. Na selecdo de antioxidantes, sdo desejaveis as seguintes propriedades:
efichcia em baixas concentracdes (0, 001 a 0,01% p/p); auséncia de efeitos
indesejaveis na cor, no odor, no sabor e em outras caracteristicas do produto; boa
compatibilidade e féacil aplicacdo; estabilidade nas condicbes de processo e
armazenamento; o antioxidante e seus produtos de oxidacao ndo podem ser toxicos,
mesmo em doses muitos maiores das que normalmente seriam ingeridas
(BAILEY,1996).

Os antioxidantes podem ser classificados em primarios, sinergistas,
removedores de oxigénio, bioldgicos, agentes quelantes e antioxidantes mistos
(BAILEY, 1996).

Além disso, diante da escolha de um antioxidante deve- se considerar também
outros fatores, incluindo a legislacao vigente que regulamenta o seu uso, o custo e

preferéncia do consumidor por antioxidantes naturais (RAFECAS et al.,1998).

Diferentes antioxidantes s&o utilizados nas mais variadas formulacbes
farmacéuticas (SHIRZAD, 2007). Entretanto, apesar de se conhecer de forma
genérica seus mecanismos de acdo, 0s quais se encontram diretamente

relacionados a estrutura molecular destes excipientes, esta teoria se baseia na
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grande maioria das vezes em reacdes que ocorrem em fase liquida, com os ativos e
excipientes dissolvidos (PEZZINI, 2007). Desta forma, quando se considera a
mudanca da fase liquida para um sistema solido, estes passariam, a assumir um
carater de aproximacao, sem gue se considerem inequivocos, 0s conceitos tedricos
que governam a acdo destas moléculas. Diferentes exemplos sdo encontrados em
literatura no que tange a utilizagdo de substancias antioxidantes para a estabilizacao

de comprimidos.

A cisteina, se mostra efetiva no controle de processos oxidativos em capsulas
gelatinosas duras com diferentes ativos oxidaveis. Em geral, se utiliza a
concentracdo de 2% p/p para a inibicdo efetiva da oxidacdo do farmaco veiculado
(SKIBA et al., 2000). Outro exemplo pode ser visto na utilizacdo do metabissulfito de
sédio em diferentes formulacdes liquidas, e, especificamente para solidos orais, na
concentracdo de 0,1% p/p em peso para a estabilizacdo de formulacbes de
comprimidos de enalapril, captopril, metildopa e cetoconazol (SIMONETTI et al.,
2000). O galato de propila, o BHT e BHA, também ja foram utilizados com sucesso

para formulacdo de ativos oxidaveis em comprimidos.

O Handbook de excipientes farmacéuticos, em sua 52 Edigcédo, relaciona as
diferentes concentracées propostas para o uso de antioxidantes. Todavia, a base
para tal proposicédo ndo é clara nem tdo pouco se demonstra ser a mesma aplicavel
a todos os tipos de formulacdes. Assim sendo, torna-se fundamental racionalizar o
uso de antioxidantes para formula¢gfes solidas orais, de forma a tornar o processo
de desenvolvimento de novas formulagbes menos empirico e dependente do
processo de tentativa e erro. Compostos organicos formadores de complexos com
metais podem ser associados a formulacao, pois atuam sinergicamente aumentando
a atividade antioxidante (VADAS, 2004). Em compostos fenodlicos a atividade
antioxidante ocorre, principalmente, devido as suas propriedades de oxido-reducao,
as quais podem desempenhar um importante papel na absorcdo e neutralizacédo de
radicais livres, quelando o oxigénio triplete e singlete ou decompondo peréxidos
(RAMALHO & JORGE, 2006).

Alguns dos antioxidantes mais utilizados nas industrias farmacéuticas e/ ou
alimenticias sao cisteina (CIS), metabissulfito de sddio (MBS), galato de propila
(GDP), hidroxitolueno butilado (BHT) e hidroxianisol butilado (BHA) (ROWE,
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SHESKEY & OWEN, 2006). Estes dois ultimos sdo derivados poliidroxifendis e
possuem acdo antioxidante pelo fornecimento de elétrons ou prétons H* labeis aos
radicais livres, que agem interrompendo as reacdes em cadeia (WELLS, 2005). Os
antioxidantes BHT e BHA sd&o rotineiramente utilizados na industria farmacéutica e
em produtos alimenticios, retardando ou inibindo a oxidacdo de lipideos, principal
causa de degradacdo em alimentos (GULCIN et al., 2010). Por outro lado, a
seguranca desses antioxidantes tem sido questionada recentemente, devido as
suspeitas de serem responsaveis por carcinogénese e danos hepaticos (PACIFICO
et al., 2008).

Existem relatos de que o BHT pode causar hemorragia interna e externa,
guando em doses elevadas, o suficiente para causar a morte de alguns animais em
ensaios clinicos. Por conseguinte, tem sido observado um aumento no interesse por
antioxidantes naturais e mais seguro, como acido ascérbico, a-tocoferol (vitamina E),
aminoacidos (cisteina), flavonoides e outros compostos fendlicos (GULCIN et al.,
2010).Quanto ao uso do BHT na industria farmacéutica, existem alguns relatos
isolados de reacdes cutaneas adversas, que nédo sao observadas quando se utiliza
essa substancia nas concentracées usuais em medicamentos. A Organizacao
Mundial da Saude (OMS) preconiza a dose diaria em até 125 ug/kg de peso
corporal. Estudos realizados mostram que a ingestado de 4g de BHT, embora cause
fortes nauseas e vomitos, ndo é fatal (ROWE, SHESKEY & OWEN, 2006).

Os antioxidantes apresentam dois tipos de mecanismos de acdo: atuam como
sequestradores de oxigénio, mecanismo de acdo dos sulfitos, acido ascorbico e
monotioglicerol, ou como agentes que atuam pela interrupcdo da reacdo em cadeia
e apresentam um atomo de hidrogénio ou um elétron disponivel e, durante o
processo, convertem-se em radicais livres ndo suficientemente reativos para dar
continuidade a reacdo em cadeia. Esses radicais livres formados sé&o intrinsicamente
estaveis ou combinam - se com outros radicais, dando inicio a etapa de terminacao.
Os agentes quelantes, como o EDTANa, o &cido citrico e tartarico, agem por
associacdo com ions metalicos por meio de complexacdo. Os ions metalicos como
Fe*®, cu™, Co™, Ni*? e Mn* podem atuar com iniciadores da reacdo de oxidac&o

porque tém um elétron desemparelhado em sua camada de valéncia.
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1.8 — METODOS DE AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANT E

Varios métodos de analise da atividade antioxidante foram desenvolvidos para
a avaliacdo do potencial antioxidante de alimentos, fluidos biolégicos e produtos
farmacéuticos (SCOTTI et al., 2007). Com a finalidade inibir ou retardar processos
de reacOes de oxidacao tem sido observado um aumento interessante na pesquisa e
consumo de antioxidantes, visando buscar seus efeitos benéficos. A utilizacdo de
antioxidantes tem como finalidade a protecdo de sistemas bioldgicos contra o efeito
nocivo de processos ou reagdes que podem causar oxidacao excessiva (KRINSKY,
1994). Estudos mostram que evidéncias epidemioldgicas crescentes da funcdo de
alimentos antioxidantes na prevencdo de certas doencas tém conduzido ao
desenvolvimento de grandes numeros de métodos para determinar a capacidade
antioxidante (PEREZ-JIMENEZ & SAURA- CALIXTO, 2006). Efeitos benéficos dos
antioxidantes obtidos de fontes naturais ou sintéticas, utilizados em doencas
coronarias e cancerigenas tém despertado o interesse nestas pesquisas. Existem
varios metodos para a avaliacdo da atividade antioxidante. Estes métodos s&o
baseados na captura do radical peroxila (ORAC, TRAP), no poder de reducdo do
metal (FRAP, CUPRAC), captura do radical hidroxila (método de desoxirribose),
captura do radical organico (ABTS) ou a quantificacdo de produtos formados durante
peroxidacdo de lipideos (TBARS, oxidag¢do do LDL, co-oxidacdo do B — caroteno)
(FRANKEL & MEYER, 2000; SANCHEZ-MORENO, 2002; ARUOMA, 2003). Dentre
estes métodos, ABTS, DPPH, FRAP e ORAC alguns s&o mais usuais (PEREZ-
JIMENEZ & SAURA-CALIXTO, 2006).

Os ensaios quimicos para a determinacdo da atividade antioxidante se
baseiam principalmente na capacidade de capturar varios tipos de radicais livres.
Sao métodos descritos na literatura que utilizam a espectrofotometria UV- visivel e
técnicas especificas para medir a atividade anti-radicalar desenvolvida em contato
com os radicais formados com esses reagentes (ADOM et al.,, 2002) Os mais
conhecidos usualmente expressam a capacidade antioxidante total para alimentos
ou produtos quimicos, como capacidade equivalente do Trolox (6- hidroxi-2, 5, 7,8-
tetrametilcroman-2-acido carboxilico); € um ensaio antioxidante de captura do
parametro radical total (TRAP) em solu¢do. O método € demorado e, expressa 0

valor da atividade antioxidante como equivalente Trolox. Trolox € um analogo da
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vitamina E que possui atividade antioxidante em potencial e, € um composto nao-
natural encontrado em alimentos (KIM et al, 2002).

Os métodos dos reagentes ABTS (2,2’- azino —bis (3-etilbenzotiazol-6-acido
sulfénico) e o DPPH (2,2-Difenil -1-picril-hidrazil), respectivamente sédo entre todos,
0s métodos mais populares para determinacdo espectrofotométrica da capacidade
antioxidante em solucédo. O radical DPPH ¢€ violeta e o anion radical ABTS azul-
esverdeado, ambos sdo cromogenos simples e estaveis, faceis de usar e
apresentam um alto nivel de sensibilidade. O método DPPH (BRAND-WILLIANS et
al.,1995) é baseado na captura do radical DPPH(2,2-Difenil -1-picril-hidrazil) por
antioxidantes, produzindo um decréscimo da absorbancia a 515 nm (MOLYNEUX,
2004; MARQUELE et al. 2005). O DPPH é um radical livre que pode ser obtido
diretamente por dissolucdo do reagente em meio organico (RUFINO et al.,2007).
Este método é bastante utilizado em compostos fendlicos por apresentar
propriedades eletrbnicas do cétion radicalar em doar elétrons. A atividade
antioxidante esta relacionado com capacidade de doacao de elétrons (SCOTTI et al.,
2007). O resultado da anélise depende da especificidade do radical pelos reagentes
de cada método. Os antioxidantes podem ser hidrossoluveis , lipossoliveis ou
ambos, dessa forma a escolha do método de analise deve ser feita conforme a
natureza do composto a ser investigado (ADOM et al., 2002 ; SCOTTI et al., 2007).
As estruturas quimicas de um composto podem ser avaliadas pelo estudo das
relacfes estrutura-atividade (SAR).

1.9 - ESTUDOS DE MODELAGEM MOLECULAR E A RELAQAO ES TRUTURA-
ATIVIDADE (SAR) DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A idéia da utilizacdo de inovacdes cientificas e tecnologicas necessita da
otimizacao de tempo e custos, sendo assim o uso de conhecimentos de informatica
como ferramenta de pesquisa no planejamento de farmacos torna-se necessario
para auxiliar no desenvolvimento de farmacos. Planejamento de farmacos pode ser
executado com o auxilio do computador e da utilizacgdo de programas que
possibilitam a construcdo, visualizacdo, manipulacdo e estocagem de modelos
moleculares tridimensionais, o qual inclui também analise conformacional, célculo de

propriedades estéricas, eletrénicas, fisicas entre outras (TANG et al.,2006).

O grande desenvolvimento da modelagem molecular deve-se, em grande parte,

ao avanco dos recursos computacionais em termos de hardware (velocidade de
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calculo) e software (programas de modelagem molecular). A maioria do programa de
modelagem molecular € capaz de realizar calculo de otimizagdo geométrica e
estudos de analise conformacional. Um programa de modelagem permite a
representacdo, visualizacdo, manipulacdo e determinacdo de parametros
geométricos (comprimento e angulo de ligacdo) e eletrénicos (energia dos orbitais
de fronteira, momento de dipolo, potencial de ionizacdo) de uma molécula isolada,
além de realizar estudos em macromoléculas (proteinas) e em complexo farmaco-
receptor (RODRIGUES, 2001).

Pode-se, dessa forma, realizar estudos das relagcbes estrutura-atividade de
moléculas antioxidantes. As relagfes estrutura-atividade sdo elaboradas pelas
alteracdes de partes das estruturas quimicas de compostos prototipos, observando
qual a influéncia na atividade sob o ponto de vista qualitativo e quantitativo
(THOMAS, 2000). Assim estudos das relagbes estrutura—relatividade possibilitam os
calculos das propriedades fisico-quimicas, como: caracteristicas de energias e
coeficientes dos orbitais moleculares de fronteira HOMO (Highest Occupied
Molecular Orbital) e LUMO (Lowest Unoccupied Molecular Orbital), propriedades
eletrOnicas, atbmicas e de ligagOes, coeficiente de Particdo (cLogP), polarizabilidade
das moléculas e interacdo a nivel molecular, mapa de potencial eletrostatico

utilizando conjuntos de técnicas computacionais (RODRIGUES, 2001).

A maioria dos programas de modelagem molecular é capaz de desenhar a
estrutura molecular e realizar os calculos de otimizacdo geométrica e estudos de
andlise conformacional realizando célculos pela utilizacdo de métodos teoricos,
como: métodos empiricos (mecanica molecular), métodos semi-empiricos (repulséo
de elétrons de diferentes orbitais) e calculos ab initio (Teoria de Huckel). Pelo calculo
das energias de HOMO e de LUMO pode-se realizar a predicdo da atividade
antioxidante de uma molécula qualquer e, simulando de forma mais precisa reacdes
em solucdo, fazer uma correlagdo com métodos quimicos para avaliacdo da
atividade antioxidante. A modelagem molecular € um método mais adequado a

moléculas simples do que macromoléculas.
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1.10 - JUSTIFICATIVA

7

Diariamente o homem é exposto a misturas de agentes carcindGgenos,
presentes em alimentos e medicamentos usados de forma crbnica, levando ao
aparecimento de tumores oriundos de efeitos sinérgicos e aditivos, como
comprovado em estudo efetuado com um grupo de cinco antioxidantes fendlicos,
dentre eles o BHA (butilhidroxianisol), que foram administrados isoladamente e
combinados, em doses reduzidas e elevadas, na dieta de ratos por um periodo de
dois anos. Dentre os resultados, foi observado aumento na incidéncia de carcinomas
e papilomas de pré-estbmago, apds administracdo de BHA (SIMIC, 1994), em doses
reduzidas, combinado com outros antioxidantes, assim como, isoladamente, em
doses elevadas (HIROSE et al., 1997). Resultado similar foi registrado por Williams e
colaboradores (1999) para doses de BHA acima de 3000 ppm. Recentemente,
(IATROPOULOS & WILLIAMS, 2009) relataram que, submetido a ensaios clinicos, o
BHA induziu neoplasia no pré-estbmago de ratos e camundongos. Esse antioxidante
pode, também, induzir a morte celular, por intermédio da condensacdo e
fragmentacdo nuclear, producdo de danos estruturais na mitocondria, pelo
decréscimo do potencial transmembrana, e clivagem do DNA, cujo mecanismo
molecular foi elucidado por Okubo e colaboradores (2004), empregando em seu
trabalho células humanas leucémicas U937.

Embora amplamente usado como antioxidante nas industrias alimenticias e
farmacéuticas, o MBS (metabissulfito de sddio) esta associado a ocorréncia de
reacfes adversas muito severas e até mesmo fatais. A ingestdo de pequenas
quantidades resulta em irritagdo gastrica, enquanto que em grandes propor¢des
pode causar colica, diarréia, disturbios circulatérios e depressao do sistema nervoso
central, podendo até ocasionar o 6bito, motivo pelo qual a Organizacdo Mundial de
Saude (OMS) preconiza uma dose diaria aceitavel de até 7,0 mg/kg de peso
corporal, calculado como didxido de enxofre (ROWE; SHESKEY; OWEN, 2006).

Este trabalho tem como objetivo principal desenvolver o estudo do uso racional
dos antioxidantes BHA, BHT, MBS, GDP e CIS, em formulac6es de comprimidos de
sélidos orais, utilizando como modelo para o estudo, os farmacos sinvastatina e
cetoconazol, 0s quais apresentam grupamentos suscetiveis a processos oxidativos e
hidroliticos. Farmacos sensiveis a processos oxidativos necessitam de estudos dos

parametros de estabilidade, do isolamento, caracterizacdo e quantificacdo dos
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produtos de degradacdo. Os processos de oxidacdo de matérias-prima, ativos e
excipientes sdo uma das principais causas da reducdo da vida de prateleira dos
produtos farmacéuticos. Portanto, o conhecimento e compreensao dos mecanismos
de reacédo e as formas de controle para os mesmos sao de importancia econémica
para a industria. Neste sentido, pode se propor um estudo de estabilidade de
formulagbes contendo um ativo sensivel & oxidagdo, no caso a sinvastatina, a
racionalizacdo do uso deste tipo de excipiente, a0 mesmo tempo em que, se
possibilita a obtencdo de uma formulacdo com qualidade de um medicamento
considerado como essencial para o Ministério da Saude.

Assim, diante de relatos anteriores na literatura, justifica-se o estudo atual do
uso racional dos antioxidantes, sendo consideradas duas abordagens: A primeira
referente a potencial toxicidade dos mesmos quando empregados isoladamente ou
combinados, seja em doses reduzidas ou elevadas, utilizando a concentracéo
minima efetiva; Uma segunda abordagem refere-se a reducdo de sua eficacia
quando empregados em concentracbes muito reduzidas ou possiveis

incompatibilidades em sua formulacao.
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2.0 - OBJETIVOS:

2.1- OBJETIVO GERAL.:
Este trabalho teve como objetivo principal o desenvolvimento de bases

racionais para o uso de diferentes antioxidantes, avaliando-se a concentragéo e tipo.
2.2 — OBJETIVOS ESPECIFICOS:

. Preparar as formulagbes orais por compressdo direta utilizando os
antioxidantes BHA (Hidroxianisol butilado), BHT (Hidroxitolueno butilado), MBS
(Metabissulfito de sédio), GDP (Galato de propila) e CIS (Cisteina), nas formulacbes
de comprimidos, empregando-se a sinvastatina e o cetoconazol como farmacos

modelo;

. Avaliar a capacidade antioxidante destas substancias com o uso do teste do
DPPH em solugcdo e por modelagem molecular, de forma a se antecipar sua
eficiéncia;

. Caracterizar os comprimidos obtidos e conduzir estudos de estabilidade dos
mesmos segundo a RE n°01 de 29 de Julho de 2005 (BRASIL, 2005);

. Correlacionar os resultados obtidos em fase solida com a eficiéncia destes
antioxidantes em solugéo, pela técnica de DPPH e por modelagem molecular

criando bases racionais para se utilizar esses excipientes;

. Propor uma teoria racional para o uso de antioxidantes em formulacdo de

sélidos orais.
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3.0-MATERIAL E METODOS
3.1- EQUIPAMENTOS:

Foram utilizados os equipamentos:
. Agitador magnético multiponto (IKA— EOA9);
. Balanca para determinagéo de umidade (SARTORIUS MA 30);
. Balanca analitica (SARTORIUS-BP 210s);
. Banho de ultrassom (QUIMIS—Q3350);
+  Camara climatica (NOVA ETICA 420 - CLD 300);
. Centrifuga (QUIMIS-Q222D);
. Compressora galénica excéntrica (FABBE);

. Cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia MERCK, bomba modelo L6000 — A,
detector de UV-visivel modelo L4250, auto amostrador modelo AS 2000A;

. Crondémetro (TECHNOS-TEC 426);

+  Desintegrador (NOVA ETICA 301- AC);

. Dissolutor (DISTEK-2100 A); durdmetro automatico (NOVA ETICA 298-ATTS);
. Espectrofotdmetro UV-visivel (SHIMADZU UV-2401PC,;

. Estufa (MARCONI MAO 035/5);

. Friabilometro (ERWEKA-TAR 10);

. Misturador em V (MARCONI);

. Placa de aquecimento e agitacao (CORNING PC 230);

. Placa de aquecedora com agitacdo-(IKA-RCT BASIC);

. Purificador de 4gua por osmose reversa (MILLIPORE-Rios 5);
. Potenciometro (INOLAB-WTW LEVEL 2);

. Ultra-purificador de agua (MILLIPORE-Milli Q gradient):
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Ultrassom (THORNTON-T50);
Pipetador automatico (DRUMMOND-Pipet-aid).
REAGENTES E INSUMOS:

Todos os reagentes e insumos utilizados no desenvolvimento deste trabalho se
encontravam dentro do prazo de validade. Foram utilizados os reagentes e

iINSuMos:

Acido acético glacial P. A. (MERCK);

BHA (Butilhidroxianisol) (SIGMA);

BHT (Butilhidroxitolueno) (SIGMA - ALDRICH);
Celulose microcristalina PH 102 (AVICEL - FMC);
Cloridrato de Cisteina (VETEC);

Croscarmelose sodica (ACDISO-LFMC);

DPPH (2,2 — difenil-1- picril hidrazil) (SIGMA-ALDRICH);
Didxido de silicio coloidal (WYNDALE);

Estearato de magnésio (WYNDALE);

Fosfato monobasico de potassio (MERCK);

Galato de Propila (VETEC);

Lactose monohidratada spray dried e malha 200 (WYNDALE);
Laurilsulfato de sédio (MERCK);

Metabissulfito de sodio (VETEC);

Sinvastatina (EVERS, lote IF080125); Zocor®;
Solugdes tampéao pH 4,0 e 7,0 (QM Reagentes);

Padréao de cetoconazol (lote IP0O80305);

Padréo de sinvastatina (lote LRJ05122);

Padréo de lovastatina (lote LRJ06153);

Acetonitrila (TEDIA BRAZIL);
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. Sinvastatina matéria-prima (Farmex-México) — teor 99,5% e
. Cetoconazol matéria-prima (Farmex-México) — teor 101,5%.
4.0-METODOS

4.1-PREPARO DA FORMULACAO PROTOTIPO DOS COMPRIMIDOS DE
SINVASTATINA

Duas formulacdes basicas foram investigadas, sendo estas preparadas pela
técnica da compressao direta (AULTON, 2005).

A diferenca entre as formulagdes S1 e S2 fundamentou-se na retirada da
lactose, objetivamente para buscar uma reducdo na perda de fluxo e adesdo aos
puncdes, devendo se considerar, entretanto, um possivel comprometimento na
dissolucdo do ativo pela retirada de um excipiente solivel, no caso a lactose
(AULTON, 2005).

Posteriormente, a concentracdo de antioxidante foi variada em peso nos
nacleos de 0,1 a 0,9%, em cada formulacdo produzida, utilizando como
antioxidantes BHT  (butilhidroxitolueno), BHA (butilhidroxianisol), cisteina,
metabissulfito de sédio (MBS) e galato de propila (GDP). Foram utilizados para o
preparo dos comprimidos os farmacos sinvastatina (S) e cetoconazol (C).

Para a escolha da formulagéo base ideal S1 ou S2 foi utilizada a concentragao
de BHT a 0,9%, visto que essa concentracdo do referido antioxidante ter sido
descrita anteriormente na literatura e, de utilizacdo bem sucedida em diversas
formulacdes (Srinivasu e colaboradores, 2002), e em funcéo de ser a concentracao
de antioxidante utilizada na formulacdo do medicamento de referéncia principio ativo
sinvastatina, o Zocor®. Os comprimidos de ambos os farmacos obtidos foram
caracterizados, analisando-se seu peso médio, friabilidade, dureza, dissolucéo e
desintegracdo (FARMACOPEIA BRAS., 52 ed., 2010).

Abaixo, descreve-se a proposta de formulacdo a ser utilizada neste estudo
(tabela 1).
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Tabela 1-Formulacdo Base para a preparacao dos comprimidos

INGREDIENTES P (%)
Ativo 20,00
Aglutinante 76,40 2 77,20
Antioxidante 0,1a0,9
Lubrificante 2,70
Total 100,00

4.1.1 — Determinacéo de Peso Médio:

Foram pesados individualmente 20 comprimidos, retirando-se o excesso de po
dos mesmos. O peso individual de cada um foi determinado. O peso médio foi
calculado como média das 20 medidas individuais. Pode-se tolerar ndo mais que
duas unidades fora dos limites de variagdo de 5%, em vista do peso tedrico
esperado, e em relacdo ao peso meédio, porém nenhuma unidade podera estar
acima ou abaixo de 10% (FARMACOPEIA BRAS., 52 ed., 2010).

4.1.2 — Avaliagéo da Dureza dos Comprimidos:

O ensaio consistiu em submeter os comprimidos a acdo do aparelho para
mensuracdo da forca aplicada diametralmente, até esmagé-lo, no qual o minimo
aceitavel é de 30 N ou 3,0 kgf (FARMACOPEIA BRAS., 5% ed. 2010).

4.1.3 — Teste de Friabilidade:

O ensaio consistiu em pesar com exatiddo 10 comprimidos e coloca-los no
aparelho friabilometro tipo Roche. Os comprimidos foram retirados apos 25 rotacdes
por minuto num periodo de teste para 4 minutos. Apos remoc¢ao dos residuos de po
da superficie dos comprimidos, eles foram novamente pesados. Verificou-se uma
diferenca entre o peso inicial e peso final. No teste sdo considerados aceitaveis
comprimidos com perda igual ou inferior a 1,5% do seu peso (FARMACOPEIA
BRAS., 52 ed., 2010).

4.1.4 — Teste de Desintegracao:

Consiste em inserir 01 comprimido em cada tubo, totalizando 6 tubos, ligando-
se o0 aparelho, mantendo-se os comprimidos em agua a 37 = 2°C, como liquido de

imersédo, até total desintegracdo, anotando-se o tempo obtido (USP 31, 2008).
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Se 1 ou 2 comprimidos ndo sofrerem total desintegragéo, repete-se 0 ensaio
com mais 12 unidades, sendo que ndo menos que 16 do total de 18 comprimidos

devem sofrer total desintegracdo em menos de 30 minutos (USP 31, 2008).
4.1.5 - Ensaios de Dissolugéo:

O ensaio de dissolugdo mede a velocidade e a extensdo da quantidade de
farmaco que se dissolve, em um meio aquoso, na presenca de diferentes
excipientes contidos na forma farmacéutica avaliada (CDER/FDA, 2002a).

Os perfis de liberagdo dos ativos de sinvastatina e cetoconazol nos
comprimidos preparados e obtidos do experimento de dissolu¢do foram comparados
com os resultados encontrados nas formulacdes desenvolvidas neste trabalho e com
agueles observados para a formulacdo de referéncia. Os experimentos de
dissolucéo foram executados com aparato I, a 37°C com 900 mL de meio dissolutor
descritos para os farmacos (USP 31, 2008) e, apds um intervalo de tempo fixo de 30
min, foram coletadas amostras da solucdo para analise. Esta solucdo foi avaliada

espectrofotometricamente, apds diluicdo apropriada em espectrofotbmetro UV.
4.1.6- Preparo da Amostra e Meio de Dissolucao

O meio de dissolucdo para o farmaco sinvastatina consistiu de uma solucéo
tampéo de 0,5% de dodecil sulfato de s6dio em uma solucdo 0,01 M de fosfato de
sédio de pH 7,0 que foram preparados pela dissolucao de 30 g de dodecil sulfato de
sbédio e 8,28 g de fosfato de sédio monobasico em 6000 mL de agua. O pH da
solucéo tampao foi ajustado com uma solucao 50% (w/v) de hidroxido de sodio (USP
31, 2008). A solucao foi adicionada em cada cuba do equipamento de dissolucdo
com capacidade para 900 mL de meio dissolutor, sendo montado com o aparato Il
(pa) funcionando a uma rotacéo de 50 rpm, durante 30 minutos.

Para iniciar a leitura das amostras de sinvastatina em espectrofotbmetro é
necessario tratar as mesmas com bi-6xido de manganés, primeiramente fazendo
uma pré-lavagem e transferindo-se 10 g de didoxido de manganés para um recipiente
adequado. Em seguida foram adicionados 50 mL de meio de dissolucdo
previamente preparados sob agitacdo vigorosa durante 5 minutos. Em seguida,
submeteu-se a mistura a centrifugacdo e, logo apos decantacdo, sendo a camada
do sobrenadante descartada. Esta operacao foi repetida duas vezes; primeiramente

com o meio de dissolucéo e, em seguida, com agua. Posteriormente, o solido obtido
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foi seco a 100°C durante 1 hora e em seguida procedeu-se a leitura das amostras
adicionando 10 mg de manganés pré-lavado para cada ml das amostras coletadas
no dissolutor, as quais foram agitadas vigorosamente por 5 minutos e, em seguida,
centrifugadas retirando-se o0 sobrenadante e utilizando-se 0 mesmo para realizar a

leitura em espectrofotdmetro.

A quantidade de sinvastatina foi determinada da diferenga entre a absorbancia
do UV no comprimento minimo e maximo de 247 nm e 257 nm, respectivamente, em
porcdes do filtrado da solucéo de ensaio, em comparacdo com uma solucéo padrao
a uma concentracdo conhecida da USP Sinvastatina (RS) preparada da mesma
forma que a solugédo em ensaio, cada solucéo corrigida para o branco, admitindo-se
tolerancias, nao inferiores a 75% (Q) do montante de sinvastatina rotulada sendo
dissolvida em 30 minutos (USP 31, 2008).

Para o ensaio de dissolugdo do cetoconazol foram utilizados 900 mL de
solucéo de acido cloridrico 0,1 N como meio dissolutor, seguindo a metodologia da
Farmacopéia Americana USP 31. A analise foi realizada de acordo com a referida
monografia, no qual os limites de tolerancia para os comprimidos de cetoconazol
deveriam conter ndo menos que 90% e ndo mais que 110% da quantidade utilizada
de cetoconazol (USP 31, 2008).

4.2-METODOLOGIA DE ANALISE DE TEOR DOS COMPRIMIDOS

Essa analise foi realizada em conformidade com a Farmacopéia Americana
(USP 31, 2008) e o sistema cromatografico composto por detector para 238 nm,
coluna 4.6 mm x 25 cm, material de enchimento L1 (C18, octadecil e silica gel) para
CLAE, a uma temperatura de 45°C, fluxo de 1,5 mL por minuto em cromatégrafo
liquido de alta eficiéncia, marca MERCK — bomba modelo L6000 — A, detector de UV
- visivel modelo L4250, auto amostrador modelo AS 2000% e foram utilizadas as
solugdes de diluicdo da amostra (Sol A), solugdo tampédo (SOL B), fase mével (SOL
C), solucéo padrao (SOL D), conforme descrito a seguir:

Solucéo de diluicao (Sol A) : Obteve-se do preparo de uma solucdo contendo 3,0
mL de acido acético glacial em 900 mL de agua, ajustada em pH 4,0 com hidréxido

de sbédio a 5 N e, em seguida completados em seu volume total para 1000 mL.
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Solugdo Tampédo (Sol B) : Obtida do preparo de 3,9 g de fosfato de sodio
monobasico em 900 mL de agua em pH 4,5, ajustados com hidroxido de sdédio 5N e

em seguida completado seu volume total com agua para 1000 mL.

Fase movel (Sol C): Obteve-se da mistura de acetonitrila e solucdo tampédo na

proporcao de (65:35), respectivamente.

Solucéo Padrao de sinvastatina (Sol D):  Uma pesada de 100 mg de Substancia
Padrdo de sinvastatina foram transferidas para um baldo volumétrico de 100 mL,
completando-se seu volume com solucao de diluicdo obtendo uma concentracéo de
1,0 mg/mL. Em seguida, foi retirada uma aliquota de 10 mL da solucdo para um
baldo volumétrico de 100 mL e o volume completado, a fim de obter-se uma solugéo

a 0,1 mg /mL da Substancia Padrao de sinvastatina.
4.2.1 - Preparo da Amostra de Sinvastatina

A amostra foi preparada pela diluicdo de uma massa referente a 200 mg de
sinvastatina obtida da trituragdo de 10 comprimidos de 20 mg em baldo volumétrico
de 200 mL, adicionando-se uma pequena quantidade de agua,ndo mais que 10 mL
necessarios para a desintegracdo dos mesmos, completando-se o volume com a
solucéo de diluicdo (Sol. A), obtendo uma solucdo de concentracdo de 1,0 mg/mL
de sinvastatina. Em seguida, foi transferida uma aliquota de 20 mL para um baldo
volumétrico de 200 mL e seu volume completado com solucao de diluicdo (Sol. A),

obtendo assim uma concentragcéo de 0,1 mg /mL de sinvastatina.

Para andlise das amostras foi utilizada CLAE, cuja analise foi realizada com
volumes iguais de 10 pL da solucdo padréo de sinvastatina (SOL D) e do preparo do
ensaio no aparelho referente a cada lote piloto com diferentes antioxidantes. Os
cromatogramas foram registrados e as areas de maior pico foram mensuradas,
respeitando-se as especificacdes do sistema descrito pela Farmacopéia Americana
31? edicéo (USP 31).

4.2.2- Método de Dosagem dos Comprimidos de Cetoconazol

A analise dos comprimidos de cetoconazol foi realizada seguindo a metodologia
da Farmacopéia Americana (USP 31, 2008) e o sistema cromatografico composto
por detector para 225 nm, coluna 3.9 mm x 30 cm contendo o material de

enchimento L1 (C18, octadecil e silica gel) para CLAE, velocidade de fluxo de 3,0
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mL por minuto, em cromatografo liquido de alta eficiéncia, marca MERCK — bomba
modelo L6000 — A, detector de UV - visivel modelo L4250, auto amostrador modelo
AS 20002 Foram misturados volumes iguais de metanol e diclorometano. A fase
movel foi obtida da mistura de uma solucéo de di-isopropilamina em metanol (1:500).

e de acetato de amonia (1:200).

Solugcédo de Padrao interno: A solugdo do padrao interno foi preparada com a
substancia padrdo de terconazol dissolvida na solucdo de diluicdo metanol:

diclorometano obtendo uma concentragéao de 5mg/ mL.

Solugdo Padrédo de cetoconazol : O padrdo de cetoconazol foi preparado
transferindo cerca de 20 mg dessa substancia para um baldo volumétrico de 50 mL
e adicionou-se 5 mL da solucdo de padrdo interno de terconazol diluindo com a

mistura metanol:diclorometano até completar o volume, homogeneizando no final.

Solugdo para doseamento : Cerca de 200 mg de pé de 20 comprimidos de
cetoconazol finamente triturados foram pesados e transferidos para um frasco
fechado, sendo adicionados 50,0 mL da mistura metanol:diclorometano e agitados
mecanicamente durante 30 minutos. Transferiu-se 5,0 mL obtidos da mistura clara
do sobrenadante para um baldo volumétrico de 50,0 mL e, adicionou-se 5,0 mL da
solugcdo do padrdo interno diluindo com metanol: diclorometano até completar o
volume, e homogeneizando a mistura.

Para a analise das amostras de cetoconazol foi utilizada a CLAE, injetando
separadamente volumes iguais, equivalentes a 20 uL da solucdo padrdo do farmaco
e da solucdo de doseamento, no cromatégrafo. Os cromatogramas foram
registrados e as areas de maior pico foram mensuradas, respeitando-se as
especificacdes do sistema cromatografico descrito pela Farmacopéia Americana
(USP 31, 2008).
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4.3-ESTUDO DE ESTABILIDADE DAS FORMULACOES

O estudo da estabilidade de medicamentos esta regulamentado pela resolucao
RE n.° 01, de 29 de julho de 2005 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), a fim de prever, acompanhar ou determinar o prazo de validade, bem
como o periodo de utilizacdo em embalagem destes produtos. O prazo de validade
de um produto a ser comercializado no Brasil € determinado por um estudo de
estabilidade de longa duracédo e acelerado de acordo com os parametros definidos
nesta resolugdo. Para a avaliacdo da eficacia dos antioxidantes estudados neste
trabalho, as condigbes utilizadas no estudo de estabilidade acelerada foram as
seguintes: 40°C + 2°C / 75% UR £ 5% UR. Todos os comprimidos fabricados foram
analisados nestes parametros de estudos de estabilidade, nos tempos de 0,03, e 06

meses (TO0, T1 e T2) em camara climatica utilizando frascos de polietileno.
4.3.1 - Escolha do Antioxidante Ideal

De forma a se escolher o antioxidante ideal para os comprimidos de
Sinvastatina, foram fabricados 5 (cinco) lotes pilotos com a matéria - prima
sinvastatina com base na formulacéo protétipo ideal (tabela 02) variando-se todavia,
os antioxidantes utilizados, todos a 0,9% p/p, baseados na concentracao utilizada
pelo produto referéncia de mercado, Zocor®. Neste trabalho foi desenvolvido o
estudo do uso racional dos antioxidantes BHA (butilhidroxianisol), BHT
(butilhidroxitolueno), cisteina (CIS), galato de propila (GDP) e o metabissulfito de
sédio (MBS) em formulagcbes de solidos orais. O excipiente que se apresentar como
o mais eficiente no controle do contetdo do farmaco na formulacdo devera ter sua
concentragdo variada, de forma a se racionalizar o uso desta categoria de
excipientes em concentragdes de 0,05, 0,1 e 0,5% p/p e encontrar as concentragdes

mais eficazes.
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Tabela 2 - Formulacéo de sinvastatina produzida para escolha do antioxidante ideal

Sinvastatina 20,00 20,00 140,00
Croscarmelose sddica 3,00 3,00 21,00
Celulose microcristalina 102 74,60 74,60 522,20
Dioxido de silicio coloidal 1,00 1,00 7,00
Antioxidantes 0,90 0,90 6,30
Estearato de magnésio 0,50 0,50 3,50
Total 100,00 100,00 700,00

*QU = quantidade unitaria (mg); **QT = quantid ade total (g); P = porcentagem.
Antixodantes*2 utilizados: BHT (butilhidroxitolueno), CIS (cisteina), GDP (galato de propila), BHA (butilhidroxianisol) e

(MBS) metabissulfito de sodio.

Para a avaliacdo e escolha do antioxidante ideal para os comprimidos de
cetoconazol um lote piloto foi fabricado usando 200 mg do principio ativo, baseado
na formulagdo do medicamento de referéncia Cetonax®. A utilizagéo dos excipientes
butilhidroxitolueno (BHT) para a formulacédo C1 e metabissulfito de sodio (MBS) para
a formulacdo C2, como antioxidantes na concentracdo a 0,1% p/p fundamentou-se
numa formulacdo reconhecidamente eficiente com MBS-cetoconazol na literatura e
em trabalhos realizados pelo nosso grupo (VICOSA, 2003). Essas duas formulagdes
foram produzidas de forma a se verificar se existe ou ndo, uma dependéncia entre a
estrutura molecular do ativo e a eficacia do antioxidante, em funcédo do metabissulfito
de sddio ser reconhecidamente eficiente como inibidor de processos oxidativos em
diferentes formulag¢des, atuando com resultados bastante efetivos em formulagdes
consagradas de cetoconazol (tabela 03) (STAUB et al., 2005).
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Tabela 3: Formulacao de Cetoconazol produzida para escolha do antioxidante ideal

Cetoconazol 200,00 42,50 255,00
Lactose 225,00 47,90 287,40
Celulose microcristalina 102 25,00 5,30 31,80
Croscarmelose sodica 15,00 3,20 19,20
Metabissulfito de sé6dio — MBS 0,47 0,1 0,60
Di6xido de silicio 2,50 0,53 3,18
Estearato de magnésio 2,50 0,53 3,18

470,00 100,00 600,00
Total

*QU = quantidade unitaria (mg) ; *QT = quantidade total (g); P = porcentagem

4.4-DETERMINACAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE DOS EXC IPIENTES
UTILIZADOS EM SOLUCAO

4.4.1- Método do sequestro de radicais livres com o reagente DPPH (2,2—difenil-1-
picril-hidrazil):

A avaliagdo da atividade antioxidante utilizada para o estudo foi determinada
pelo método de sequestro de radicais livres DPPH, adaptado por RUFINO e
colaboradores (2007). Para avaliar a capacidade antioxidante dos excipientes
utilizados foram preparadas solucdes estoques de alcool metilico/agua a 50%,
acetona /agua a 70% e solucao controle preparada utilizando 40 mL de solucdo
estoque de alcool metilico e 40 mL de solucdo estoque de acetona e completados o
seu volume com agua até 100 mL. A solucéo padrédo do radical DPPH 0,06 mM foi
preparada em solucdo metandlica ou em agua. A reacao ocorre pela deslocalizacéao
do elétron e quando o reagente DPPH (coloragdo violeta) entra em contato com a
substancia antioxidante doando um atomo de hidrogénio, o radical passa a forma

reduzida, perde a coloracao violeta e se torna amarelo claro ou violeta claro.

As amostras dos antioxidantes BHA, BHT, CIS, GDP e MBS foram dissolvidas
em agua destilada ou em metanol & concentracdo de 1 mg/mL. A uma aliquota de
0,1 mL da amostra do antioxidante (A) em um tubo de ensaio foram acrescentados

3,9 mL de solucdo de DPPH 0,06 mM. As reacfes transcorreram a temperatura
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ambiente e no escuro e as leituras feitas a 515 nm monitoradas a cada minuto,
quando foi observada a reducdo da absorbancia em cada amostra até alcancar a
estabilizacdo. Uma aliquota de 0,1 mL da solucéo controle (C) foi utilizada com 3,9
mL de DPPH 0,06 mM para fins comparativos. O &lcool metilico e agua sao
utilizados como branco (B) para a calibragcdo do espectrofotometro. Os valores de
absorbancia obtidos foram comparados entre os diferentes antioxidantes utilizados
no estudo a fim de indicar o mais eficiente entre eles. Uma curva de calibracdo do

DPPH foi construida para a avaliacdo da linearidade do método espectrofotométrico.

Para construcao da curva de calibracdo de DPPH foram preparadas solucoes
padrdo inicial de DPPH 0,06 mM em baldes volumétricos de 10 mL com solucgbes

que variaram em concentracdo de 10 yuM a 60 uM, com posterior leitura no UV.
4.5 - ESTUDOS DE MODELAGEM MOLECULAR

Todas as estruturas moleculares dos antioxidantes BHA, BHT, CIS, MBS e
GDP foram desenhadas e submetidas a calculos computacionais para identificar as
caracteristicas eletrobnicas que poderiam ser utilizadas para correlacionar as
estruturas e a atividade antioxidante. Todos os calculos foram realizados utilizando-
se o0 programa Spartan’l0 (Wavefunction, Inc) e submetidos a analise
conformacional em método semi-empirico RM1 para identificar a melhor
conformacdo. Estes conférmeros foram submetidos a otimizacdo e suas
caracteristicas eletrénicas de energia Eyomo, ELumo, Gap (H-L), Densidade HOMO e

Densidade LUMO de maneira a verificar a capacidade de doacéo de elétrons.
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5.0 — RESULTADOS E DISCUSSAO:

5.1-ANALISE DE TEOR DO COMPRIMIDO DE SINVASTATINA NO
MEDICAMENTO DE REFERENCIA

Para a analise de teor a metodologia da USP 31 foi escolhida. O tempo de
corrida para analise de sinvastatina no medicamento de referéncia ficou em torno de
5,5 minutos, sem interferéncias visiveis. Assim, conclui-se que o revestimento néo
influencia na andlise para a determinacdo do teor dos comprimidos, diferentemente
do que ocorre em relacdo a dissolucdo, na qual € necessario uma pré-lavagem das
amostras com bioxido de manganés, antes da introducéo no espectrofotbmetro com
a funcdo de precipitar algum interferente durante a leitura no aparelho. Cabe
ressaltar que apenas os comprimidos com nucleo ndo sofrem esta interferéncia do
revestimento durante a leitura no aparelho.

A Figura 6 ilustra o cromatograma representativo da analise do medicamento
de referéncia, ZOCOR® utilizado em nosso estudo como base de comparacéo para

propor uma possivel formulacéo genérica.
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Figura 6 - Andlise de teor de sinvastatina no medicamento de referéncia, Zocor®

5.2-ESCOLHA DA FORMULACAO PROTOTIPO DE SINVASTATINA

Entre os diferentes excipientes utilizados na tecnologia de soélidos orais,
agueles que visam modular a estabilidade do ativo veiculado exercem uma funcéo

primordial, visto que estas substancias garantem a manutencdo da estrutura
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molecular do fa&rmaco. Todavia, apesar da descricdo desta categoria de excipientes
em alguns textos técnicos, em relacdo as concentracbes e formas de utilizacdo
deles, ndo se pode afirmar que haja uma indicacdo racional e cientificamente
embasada de sua utilizacdo tecnolégica, e em especial, os antioxidantes
(WATERMAN & ADAMI, 2005).

Dentre as substancias antioxidantes mais utilizadas nas industrias alimenticias
e farmacéuticas pode-se, dessa forma, destacar o uso de agentes complexantes
como o EDTA Na*? e antioxidantes tais como, o metabissulfito de sédio (MBS)
utilizado na producédo de solugdes injetaveis e solugcbes parenterais e ainda, aqueles
gue capturam espécies eletronicamente ativadas como o butilhidroxitolueno (BHT) e
o butilhidroxianisol (BHA).

Assim, para alguns destes excipientes encontram-se relatos na literatura da
sua utilizacdo também como antioxidantes para formulagdo de solidos orais
(TONNESEN, 2001) sem, contudo, se determinar efetivamente se todos se
adequariam aos diferentes possiveis ativos a serem formulados (RAMALHO &
JORGE, 2006). Para iniciar o estudo foi proposta uma formulacdo de comprimidos
com a matéria-prima sinvastatina para a determinacdo da atividade antioxidante em
fase solida. Foram preparados 5 (cinco) lotes pilotos com os antioxidantes BHA
(butilhidroxianisol), BHT (butilhidroxitolueno),CIS (cisteina),GDP (galato de propila) e
MBS (metabissulfito de so6dio) na mesma concentracdo de antioxidante da
formulagdo do medicamento de referéncia Zocor® (todos na concentragédo a 0,9%
p/p), 0 qual usa o antioxidante BHA (hidroxibutirato de anisol). Os comprimidos
preparados ndo sao revestidos e os antioxidantes fazem parte do ndcleo dos

mesmos.

Assim, para a escolha da formulacdo base foram produzidas duas
formulacbes de comprimidos de sinvastatina, utilizando o antioxidante BHT
(butilhidroxitolueno): formulacdo S1 com lactose e formulagcdo S2 sem a presenca da
lactose, conforme evidenciam as tabelas 04 e 05.



Tabela 4 - Proposta para formulacdo S1 de comprimidos de sinvastatina

Sinvastatina 20,00 20,00 140,00
Lactose monohidratada aglomerada 37.40 37.40 261.80
Croscarmelose sédica 1,00 1,00 7.00
Celulose microcristalina 102 39.00 39,00 273.00
Di6xido de silicio coloidal 1.00 1.00 7.00
Antioxidante — BHT 0.90 0.90 6.30
Estearato de magnésio 0.70 0.70 4.90
Total 100,00 100% 700,00

*QU = quantidade unitaria (m g); QT **= quantidade total (g); P = porcentagem

Tabela 5 — Proposta para formulacéo S2 de comprimidos de sinvastatina

Sinvastatina 20,00 20,00 140,00
Croscarmelose sodica 3,00 3,00 21,00
Celulose microcristalina 102 74,60 74,60 522,20
Didxido de silicio coloidal 1,00 1,00 7,00
Antioxidante — BHT 0,90 0,90 9,00
Estearato de magnésio 0,50 0,50 5,00
Total 100,00 100% 704,20

*Q =quantidade unitaria (mg); Q T **= quantidade total (g); P = porcentagem
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Considerando-se as duas formulacdes protétipos fabricadas S1 e S2 e suas

propriedades farmacotécnicas derivadas em especial, as analises de teor e perfil de

dissolucdo foram utilizadas como fatores de diferenciacdo e, como um método

indicativo de escolha da formulacdo ideal. As andlises dos comprimidos foram

realizadas em conformidade com a (USP 31, 2008). Verificou-se, inicialmente, o

indice de melhora na dissolucdo entre a formulacdo S2 em relagcdo a S1, cujo
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resultado foi obtido em torno de 6%, (p = 0, 0038) com a retirada da lactose. Isto se
deve a funcdo do excipiente lactose ser um diluente sollvel e com propriedades
redutoras (PIFFERI, 1999).

Outro fator de observacdo na formulacdo se refere a adicdo em maior
proporcao de celulose microcristalina de compressao direta PH 102, em fungéo de
ser um desintegrante mais eficiente, atuando de forma marcante no processo de
desintegracdo da forma farmacéutica e na dissolucdo da sinvastatina
(LOBENBERG, 2007).

Ao mesmo tempo, se obteve como consequéncia da retirada da lactose, o
desaparecimento da adesao aos punc¢des observados na formulagdo S1, o que néo
seria usualmente esperado, visto que a lactose é utilizada especificamente, para
processos em compressao direta (lactose a-spray dryer), cabendo- se especular
sobre uma possivel interacdo entre a lactose e a sinvastatina (PRISTA &

MORGADO et al., 2002).

O uso da lactose como excipiente de compresséao direta pode levar em alguns
casos, a incompatibilidade farmaco - excipiente, como € observado na reacéo de
Maillard. Trata-se de uma reacdo que ocorre entre 0s aminoacidos ou proteinas e 0s
acucares (carboidratos) redutores, o que pode estar sendo verificado neste caso.
Com isto, a formulacdo S2 se mostra como uma melhor alternativa de processo,
sendo a mesma utilizada para o inicio do estudo do uso racional de antioxidantes
para solidos orais. A proporcdo de croscarmelose na formulagdo foi também
aumentada de 1,0% para 3,0%, 0 que parece ter contribuido para a desintegracao
do comprimido e na liberacdo do principio ativo, reforcando-se a hipotese da maior
influéncia da desintegracdo do comprimido na dissolu¢cdo do ativo. Desta forma, a
formulagéo S2 foi considerada como mais adequada e desta forma, escolhida como
protétipo para as demais formulagcbes a serem estudadas, conforme pode se
observar nos resultados de peso meédio, dureza, friabilidade e desintegracao,

descritos na tabela 06 a 10.
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5.3-ESCOLHA DO ANTIOXIDANTE IDEAL

Considerando que existe uma gama de informacgcOes sobre mecanismos
oxidativos que podem ser encontrados na literatura quimica, poucos estudos
detalhados tém sido desenvolvidos especificamente com farmacos.

A auséncia de dados mesmo que farmaceuticamente relevantes, somados a
desinformagdo e a utlizacdo largamente empirica dos antioxidantes nas
formulagcbes, conduz a uma capacidade preditiva de reacdes de oxidacdo de
farmacos muito pequena (HOVORKA & SCHONEICH, 2000).

Para a construgcdo do estudo de racionalizagdo do uso desta categoria de
excipientes, escolheu-se como farmaco modelo, a sinvastatina, tendo em vista o seu
reconhecido processo de oxidacdo. Foi também avaliada a eficiéncia do
metabissulfito de sédio (MBS) frente a oxidacao do cetoconazol comparado ao BHT
(butilhidroxitolueno) fornecendo desta forma, indicagfes da influéncia da molécula
do ativo frente a escolha do antioxidante ideal. Foram realizadas andlises de teor de
todas as formulacdes preparadas como método indicativo de estabilidade.

Para o controle de processo dessas formulagdes, testes de caracterizacao dos
comprimidos foram realizados a fim de verificar a adequacdo das propriedades
farmacotécnicas de cada uma delas durante o periodo de estudo. Os resultados
obtidos para a formulacdo S2 se encontram listados na tabela 06, sendo estes
derivados dos estudos de estabilidade acelerada.

Tabela 6-Dados dos testes de caracterizagdo dos comprimidos de sinvastatina referentes a
formulacdo com BHT a 0,9% p/p

100,20 100,20 100,20

Peso Médio (mg)

Teor (%) 98,20 89,34 88,20

Dissolucéo (%) 86,20 82,00 77,40

Desintegracéo (seg) 30 30 33
0,10 0,10 |0,10

Friabilidade (%)

Dureza (kgf) 6,50 5,00 5,00

*TO = Tempo Inicial; **T1 = 3° Més; **T2 =6 ° Més
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Gréfico 01- Avaliacdo do teor e dissolucdo da formulacdo de sinvastatina 20 mg com BHT a 0,9%
p/p. Linha na cor em amarelo representa a variagcdo entre o teor inicial (no tempo TO=més zero) e teor
final (no tempo T2 =06 meses). Linha na cor lilas representa a variacdo nos valores de dissolucao

inicial (no tempo TO=més zero) e dissolucéo final (no tempo T2 =06 meses).

Observa-se, no grafico 01 que o antioxidante BHT (butilhidroxitolueno) durante o
periodo de estudo de estabilidade acelerada apresentou valor de decaimento de teor
(variacdo de teor) de 10% e variacdo de dissolucdo no valor 8,8%. Nessa analise foi
observado pelos resultados deste estudo durante o periodo de seis meses, que a
variacdo do teor acompanha a variacdo de dissolucdo e que o comprimido poderia
ser considerado estavel. Ao mesmo tempo foram preparadas formula¢des, tomando
novamente por base a formulagdo S2, nas quais se substituiu o BHT a 0,9% p/p
pelos antioxidantes selecionados para o estudo, na mesma concentragcdo. Os
resultados dos testes de caracterizacdo dos comprimidos e dos estudos de
estabilidade acelerada obtidos estédo descritos nas tabelas de 07 a 10 e nos graficos

de 02 a 05, respectivamente.
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Tabela 7-Dados dos testes de caracterizacdo dos comprimidos de sinvastatina referentes a

formulac&o com Cisteina a 0,9% p/p

Peso Médio (mg) 102,30 101,20 101,50
Teor (%) 95,20 86,75 63,50
Dissolugo (%) 83,20 79,80 54,80
Desintegracéo (seg) 30 30 30

Friabilidade (%) 0,10 0,10 0,10
Dureza (kgf) 6,30 5,90 6,63

* TO = Tempo Inicial; **T1 = Tempo de a néalise Més 3; **T2 = Tempo de andlise 6 ° Més

A andlise do estudo de estabilidade acelerada com o antioxidante cisteina a
0,9% mostrou um valor de decaimento de teor de 31,7% e variacdo de dissolucdo de
28,4% durante o mesmo periodo de estudo de 06 meses. Apresentou, portanto uma
grande perda no conteudo deste farmaco (grafico 02), com reprovacdo do

comprimido.

T EOI

3 e Dissolugdo
7%Q\\\ Variagdo de teor =
317%
\ \ == \/ariagdo de
\ N 63,50 Dissolugdo= 28,4%
\

TO = Més zero T1= 03 meses T2= 06 meses

Gréfico 02 - Avaliacéo do teor e dissolucdo da formulacdo de sinvastatina 20 mg com CIS a 0,9%.
Linha na cor em amarelo representa a variagcao entre o teor inicial (no tempo TO =més zero) e teor
final (no tempo T2 =06 meses). Linha na cor lilas representa a variacdo nos valores de dissolucao

inicial (no tempo TO=més zero) e dissolucéo final (no tempo T2 =06 meses).
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Tabela 8-Dados dos testes de caracterizagdo dos comprimidos de sinvastatina referentes a formulagao

com Galato de Propila a 0,9% p/p

Peso Médio (mg) 101,70 100,00 101,80
Teor (%) 92,20 88,58 80,60
Dissolucéo (%) 82,50 77,50 72,44
Desintegracédo (seg) 30 31 30
Friabilidade (%) 0,10 0,10 0,10
Dureza (kgf) 6,00 6,00 7,00

*TO = Tempo Inicial; **T1 = Tempo de analise Més 3; ***T2 = Tempo de andlise Més 6.

OBS: Os comprimidos apresentaram no tempo final, em sua parte externa sinais de escurecimento
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Gréfico 03 - Avaliagdo do teor e dissolugdo da formulagdo de sinvastatina 20 mg com GDP a 0,9%.
Linha na cor em amarelo representa a variacdo entre o teor inicial (no tempo TO=més zero) e teor

final (no tempo T2 =06 meses). Linha na cor lil4s representa a variagdo nos valores de dissolucédo

\&20

88,58
82550 \
80,60
77,50

— T oOr

e Dissolugdo

<= Variagdo de teor = 11,60%

\ 72,44

TO = Més zero T1= 03 meses T2= 06 meses

inicial (no tempo TO=més zero) e dissolucéo final (no tempo T2 =06 meses).

A andlise do estudo de estabilidade acelerada para o antioxidante galato de
propila a 0,9% evidencia os valores de decaimento de teor e dissolucéo, alcancados
até o final do estudo no valor de 11,60% para a variacdo de teor e variacdo de
dissolucdo de 10,06%, como observados no grafico 03, acima. Novamente, tais

Variagdo de Dissolugdo= 10,06 %

valores tornam esta formulacdo inadequada em termos de estabilidade.

Tabela 9-Dados dos testes de caracterizacao dos comprimidos de sinvastatina referentes a

formulagdo com Metabissulfito de Sédio a 0,9 % p/p

Peso Médio (mg) 101,00 100,30 100,80
Teor (%) 93,52 81,35 71,82
Dissolucao (%) 84,40 72,30 68,30
Desintegracao (seg) 30 28 30
Friabilidade (%) 0,10 0,10 0,10
Dureza (kgf) 9,50 8,80 8,31

*TO = Tempo Inicial; **T1 = Tem po de analise Més 3; ***T2 = Tempo de andlise Més 6
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Gréfico 04 - Avaliacéo do teor e dissolugdo da formulacdo de sinvastatina 20 mg com MBS a 0,9%

p/p. Linha na cor em amarelo representa a variagao entre o teor inicial (no tempo TO=més zero) e teor

final (no tempo T2 = 06 meses). Linha na cor lilas representa a variacdo nos valores de dissolucao

inicial (no tempo TO=més zero) e dissolucéo final no (tempo T2= 06 meses).

O excipiente antioxidante metabissulfito de sodio (gréafico 04) também néo

manteve o contelddo do farmaco para a sinvastatina, durante o estudo de

estabilidade acelerada e apresentou uma variacao de teor de 21,7% e variacao de

dissolucdo de 16,1% durante o periodo total de estudo, o que contraria sua

eficiéncia previamente descrita em literatura (LAVOIE et al., 1994).

Tabela 10-Dados dos testes de caracterizagdo dos comprimidos de sinvastatina referentes a

formulacdo com BHA a 0,9 % p/p

Peso Médio (mg) 102,00 101,50 101,00
Teor (%) 94,30 89,20 83,15
Dissolucao (%) 82,60 75,30 70,00
Desintegragéo (seg) 30 30 30
Friabilidade (%) 0,10 0,10 0,10
Dureza (kgf) 8,50 8,80 8,20

*TO = Tempo Inicial; **T1 = Tempo de andlise Més 3; ***T2 = Tempo de anélise Més 6.
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Grafico 05 - Avaliacao do teor e dissolucao da formulacéo de sinvastatina 20 mg com BHA a 0,9%
p/p. Linha na cor em amarelo representa a variacdo entre o teor inicial (no tempo TO=més zero) e teor
final (no tempo T2 =06 meses). Linha na cor lilas representa a variagdo nos valores de dissolu¢éo
inicial (no tempo TO=més zero) e dissolucéo final (no tempo T2= 06 meses).

O estudo de estabilidade realizado com antioxidante BHA mostrou resultados
em termos de teor e dissolucédo inferiores ao antioxidante BHT para manutencgéo do
farmaco sinvastatina (tabela 10 e grafico 05). Uma compilagdo de todos os
resultados destes estudos evidenciada na tabela 11:

Tabela 11 — Estudos de estabilidade acelerada dos comprimidos de sinvastatina

Teor/dissolucdo | Teor/dissolucdo | Teor/dissolucdo | Variacdo Variacdo de

Antioxidantes . ) "
TO=Més zero T1=03 meses T2=06 meses de teor dissolucao

BHT

98,20%/86,20% 89,34%/82,00%  88,20%/77,40% 10,0% 8,80 %
BHA

94,30%/82,60% 89,20%/75,30%  83,15%/70,00% 11,15% 12,60%
CIS

95,20%/83,20% 86,75%/79,80%  63,50%/54,80% 31,70% 28,40%
GDP

92,20%/82,50% 88,58%/77,50%  80,60%/72,44% 11,60% 10,06%
MBS

93,52%/84,40% 81,35%/72,30% 71,82%/68,30% 21,70% 16,10%
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Avaliando-se os resultados das analises de teor e dissolugcdo, bem como, as
demais propriedades farmacotécnicas dos comprimidos preparados com o0s
diferentes antioxidantes, pode ser observado pelo estudo de estabilidade acelerada
(tabela 11) que o antioxidante butilhidroxitolueno (BHT) foi o antioxidante mais
eficiente na manutencdo do teor do farmaco sinvastatina, sendo eleito como o
excipiente mais efetivo para a inibicdo da degradacdo dos comprimidos deste
farmaco. Os valores das andlises de teor e dissolucao iniciais dos comprimidos com
o excipiente BHT foram de 98,20% e de 86,20%, respectivamente, e estdo em
conformidade com os dados preconizados pela USP 31 para os comprimidos de

sinvastatina.

Apds 06 meses de estudo de estabilidade, o butilhidroxitolueno (BHT) teve o
seu valor de teor reduzido para 88,20% e o valor de dissolucdo reduzido para
77,40%, estando ainda dentro dos limites de aprovacdo para comprimidos de
sinvastatina (USP 31, 2008). Todos os demais antioxidantes mostraram resultados
inferiores em termos de comparacdo ao BHT, observando-se, em alguns casos, a
reprovacdo considerando os parametros farmacopeicos para 0s comprimidos
preparados. Os antioxidantes estudados foram inseridos na formulacdo para

manutenc¢ao da estabilidade e escolha do antioxidante ideal.

A cisteina (CIS) e o metabissulfito de sédio (MBS) foram os antioxidantes
menos eficientes em fase sélida. A maior eficiéncia do butilhidroxitolueno (BHT) na
manutencdo do contetdo da sinvastatina na formulagcdo dos comprimidos, frente ao
butilhidroxianisol (BHA), galato de propila (GDP) e cisteina (CIS) poderia ser
esperada uma vez que, em diferentes relatos, o BHT demonstra elevada capacidade
de retardar a degradacédo de ativos de estruturas moleculares variadas (ZHANG,
1999; SILVA et al., 2008).

Todavia, a utilizacdo de metabissulfito de sodio bem sucedida em diferentes
situacbes (WATERMAN & ADAMI, 2005) ndo levou a resultados satisfatorios,
considerando-se um teor inicial de 93,52% e 84,40% de dissolucéo inicial, reduzido
para 71,82% e 68,30% de dissolugdo, o que reprovaria o lote, evidenciando a
ineficiéncia desse excipiente antioxidante para comprimidos de sinvastatina (grafico
06).
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Gréfico 6 - Variagao de teor e dissolugdo. Os dados acima foram obtidos no estudo de estabilidade
acelerada nos tempos TO, T2 e T3 (tabela 12), durante 06 meses e indicam a possivel ordem de
eficiéncia entre os antioxidantes estudados, onde o BHT foi o mais eficiente, apresentando uma

variacdo de teor e dissolucdo ndo maior que 10%.

De acordo com os resultados obtidos nos estudos de estabilidade acelerada
dessas formulacdes, o BHT foi o excipiente antioxidante mais eficiente em relacéo a
manutencdo da estabilidade da sinvastatina, que teve uma variacdo média de
conteudo de 10% entre o inicio e o fim do estudo.

A escolha do antioxidante BHT a 0,9%, como o mais eficiente na manutencao
do teor do farmaco sinvastatina nas formulacbes protétipos fez com que fossem
realizados estudos para se encontrar a quantidade ideal do antioxidante a ser usada.
Para o estudo do uso racional do antioxidante BHT foram preparados novos lotes
pilotos em trés diferentes concentracbes, a saber. a 0,5, 0,1 e 0,05% p/p,
respectivamente.

Neste teste, a concentracdo de BHT mais eficaz foi de 0,5% (tabela 12 e
grafico 07) . Pela analise dos resultados, observou-se que os valores extremos de
0,05% (tabela 14 e grafico 09) e 0,9% p/p (tabela 06 e grafico 01) tinham sido
menos eficazes na manutencdo do conteudo do farmaco sinvastatina e no perfil de
dissolugcéo, considerando 0s componentes da formulacdo e o0s parametros

farmacotécnicos, conforme os dados mostrados na tabela 11.
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Todos os resultados foram estatisticamente diferentes pelo conteddo de
sinvastatina (p=0, 0032) e em termos de dissolugéo (p=0,0023). Isso demonstra o
empirismo relacionado a escolha do tipo de antioxidante e sua concentracdo para
diferentes tipos de formulacdes farmacéuticas.

A formulacdo de BHT de concentracdo 0,1% p/p (tabela 13 e gréfico 08) se
mostrou mais eficiente na manutencdo da estabilidade dos comprimidos de
sinvastatina e estatisticamente (p=0, 0789) similar a concentracao de BHT a 0,5%
p/p e, ambas mais eficientes que a formulacdo 0,05% p/p (a variagcdo de teor se
aproxima a 5,35%).

Conclui-se que, a formulacédo de BHT a 0,1% p/p é suficiente e mais adequada
para os comprimidos de sinvastatina, uma vez que o teor final se aproxima a 90,0%,
limite minimo farmacopeico (T3 (6 meses) = 89,25%),como pode observar pelos
resultados obtidos nos estudos de estabilidade na tabela 13 e grafico 08.

Considerando-se, que os nucleos dos comprimidos de sinvastatina quando
revestidos terdo um incremento de estabilidade, seguramente 0s mesmos
apresentariam um teor dentro dos limites estabelecidos quando na sua
apresentacao final (tabelas 12 a 14 e gréaficos 07 a 09).

Tabela 12 — Dados dos testes de caracterizagdo da formulagdo dos comprimidos de

sinvastatina 20 mg com 0,5% p/p de BHT

Peso Médio (mg) 101,30 100,80 | 101,60
Teor (%) 93,50 90,89 88,15
Dissolucéo (%) 87,40 83,00 79,20
Desintegracéo (seg) 31 30 32
Friabilidade (%) 0,10 0,10 0,10
Dureza (kgf) 7,00 6,20 7,30

*TO = Tempo Inicial; **T1 = Tempo de andlise Més 3; ***T2 = Tempo de an &lise Més 6
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Gréfico 07- Avaliagdo do teor e dissolugdo da formulagdo de sinvastatina 20 mg com BHT a 0,5%
p/p. Linha na cor em amarelo representa a variagao entre o teor inicial (no tempo TO=més zero) e teor
final (no tempo T2 =06 meses). Linha na cor lilas representa a variagdo nos valores de dissolucédo

inicial (no tempo TO = més zero) e dissolugéo final (no tempo T2 =06 meses).

Tabela 13 — Dados dos testes de caracterizacdo dos comprimidos de sinvastatina 20 mg com

BHT a 0,1% p/p

TO = Més zero T1= 03 meses T2= 06 meses

Peso Médio (mg) 101,80 101,30 100,60
Teor (%) 94,60 91,25 89,25
Dissolucéo (%) 85,20 82,00 77,40
Desintegracéo (segq) 31 30 32
Friabilidade (%) 0,10 0,10 0,10
Dureza (Kgf) 6,50 5,00 5,00
*TO = Tempo Inicial; **T1 = Tempo de analise més 3; ***T2 = Tempo de analise mé s 6.
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Grafico 08 — Avaliacdo do teor e dissolucédo da formulacdo de sinvastatina 20 mg com BHT a 0,1%
p/p. Linha na cor em amarelo representa a variacdo entre o teor inicial (no tempoTO = més zero) e
teor final (no tempo T2 =06 meses). Linha na cor lilds representa a variagdo nos valores de

dissolugéo inicial (no tempo TO = més zero) e dissolugdo final (no tempo T2=06 meses).

Pelos resultados obtidos na tabela 13, pode-se apontar ap0s estes estudos,
um uso excessivo de BHA na formulacdo do medicamento de referéncia Zocor®
(sobrecarga de antioxidante), considerando-se que seja possivel utilizar a
concentracdo de 0,1% p/p do excipiente com igual eficiéncia, o que confirma os
limites propostos do BHT na literatura para seu emprego em formulacbes de

diferentes medicamentos (LECLERCAQ et al., 2000).

Tabela 14 — Dados dos testes de caracterizacdo dos comprimidos de sinvastatina 20 mg
comprimidos BHT 0,05% p/p

Peso Médio (mg) 101,90 100,80 101,50
Teor (%) 95,90 92,85 85,62
Dissolugdo (%) 85,40 81,00 78,73
Desintegracao (seg) 29 30 33
Friabilidade (%) 0,10 0,10 0,10
Dureza (kgf) 7,30 6,80 7,10

*TO = Tempo Inicial; **T1 = Tempo de analise més 3; ***T2 = Tempo de analise més 6
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Gréfico 09 — Avaliacdo do teor e dissolucao da formulacéo de sinvastatina 20 mg com 0,05% p/p de
Butil Hidroxi Tolueno (BHT). Linha na cor em amarelo representa a variacdo entre o teor inicial (no
tempo TO=més zero) e teor final (no tempo T2 =06 meses). Linha na cor lilas representa a variacao
nos valores de dissolucdo inicial (no tempoTO= més zero) e dissolucdo final (no tempo T2 = 06

meses).

Analisando os resultados da tabela 14 e o grafico 09, conclui-se que, a
concentracdo de BHT nao foi diretamente proporcional a sua eficacia na faixa de
0,05% a 0,9% p/p, evidenciando que concentracdes intermediarias sao mais
eficazes na estabilizacdo dos comprimidos de sinvastatina.

O metabissulfito de sodio foi previamente utilizado para producdo dos
comprimidos com o farmaco Cetoconazol (VICOSA et al., 2009), na concentracao de
0,1% p/p, a mesma concentracdo racionalizada nos testes com o farmaco
sinvastatina, anteriormente. A fim de elucidar a influéncia da estrutura quimica do
farmaco na eficacia do antioxidante foram realizados estudos de estabilidade com
diferentes formulacbes de comprimidos de cetoconazol contendo tanto MBS quanto
BHT a 0,1% p/p.

A avaliacdo do efeito da estrutura do farmaco foi realizada com formulagdes
preparadas contendo 0,1% p/p de MBS e 0,1% p/p de BHT, empregando-se como
ativo 200 mg de cetoconazol baseada na concentracdo de antioxidante no
medicamento de referéncia Cetonax® (tabelas 15, 16, 17 e 18). Uma marcante
reducéo de teor e de percentual dissolvido foi observada no estudo de estabilidade
acelerada para os comprimidos contendo 0,1% de BHT, para o qual é o antioxidante

ideal para a sinvastatina.
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Observou-se que, para o cetoconazol o estudo de estabilidade com BHT
apresentou marcante perda de 28,4% de teor e decaimento de 5,1% na dissolucao
apos 06 meses de estudo (tabela 18). Com o metabissulfito de sodio (MBS) a
variacdo de teor de 2,0% e variacdo de dissolucdo de 2,4% apontam para a
influéncia da estrutura molecular do ativo na manutencdo do contetdo de

cetoconazol.

Tabela 15- Férmula usual de comprimidos de Cetoconazol 200 mg a 0,1% p/p de MBS

Cetoconazol 200,00 42,50 255,00
Lactose 225,00 47,90 287,40
Celulose Microcristalina 102 25,00 5,30 31,80
Croscarmelose Sodica 15,00 3,20 19,20
Metabissulfito de S6dio — MBS ou BHT 0,47 0,10 0,60
Dioxido de Silicio 2,50 0,53 3,18
Estearato de magnésio Total 2,50 0,53 3,18
Total 470,00 100,00 600,00

*QU = quantidade unitaria (mg); **QT = quantidade total (g); P = porcentagem.

A avaliacao da eficiéncia do metabissulfito de sédio (MBS) frente a reacao
de oxidacdo do cetoconazol indica que ha uma forte relacdo entre a estrutura da
molécula do ativo e a eficiéncia do antioxidante (tabela 18). Nota-se que para o
cetoconazol o BHT nao é eficiente em termos de protecdo como o € para a
sinvastatina. O mecanismo de a¢do do antioxidante BHT ocorre pela via de reacéo
radicalar, enquanto que o metabissulfito de sddio (MBS) atua pela via do sequestro
de oxigénio. Conclui-se que, deve se avaliar o tipo e a concentracdo do excipiente
antioxidante, devendo ser determinado caso a caso, observando a correlacéo entre

eles e a estrutura quimica do ativo.
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Tabela 16 — Dados dos testes de caracterizacdo dos comprimidos de Cetoconazol 200 mg com
MBS a 0,1% p/p

Peso Médio (mg) 470,50 471,00 470,15
Teor (%) 99,70 98,50 97,70
Dissolugéo (%) 88,30 86,40 85,90
Desintegracéao (seg) 26 25 26
Friabilidade (%) 0,10 0,10 0,10
Dureza (Kgdf) 7,00 6,40 7,20

*TO = Tempo Inicial; **T1 = Tempo de anal ise més 3 ; ***T2 = Tempo de analise més 6

Tabela 17 — Formula¢des de Comprimidos de Cetoconazol C1 (BHT) e C2 (MBS)

Cetoconazol 200,0 | 42,5 | 255,0 | 200,0 | 42,5 | 255,0
Lactose Monohidratada spray dried | 225,0 | 47,9 | 287,4 | 225,0 | 47,9 287,4
Croscarmelose Sédica 15,0 3,2 19,2 | 15,0 3,2 19,20
Cellulose Microcristalina pH 10.2 25,0 53 31,8 | 25,0 53 31,8
Dioxido de Silicio Coloidal 250 | 0,53 | 3,18 25 0,53 3,18
Antioxidante* 0,47 0,1 0,6 0,47 0,1 0,6
Estearato de Magnésio 2,5 0,53 | 3,18 2,5 0,53 3,18
Total 470,0 | 100,0 | 600,0 | 470,0 | 100,0 | 600,0

QU (mg) = quantidade unitaria;
P (%) = percentagem;
TQ (g) = quantidade total

*Antioxidantes: BHT e MBS
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Os valores de dissolucao durante 06 meses sofreram pequenas mudancas, para
ambas as formulacgdes, sustentados acima dos 80% exigidos pela USP31.

Tabela 18 — Estudos de Estabilidade dos Comprimidos de Cetoconazol contendo BHT
(C1) e MBS (C2) para 0; 3 e 6 meses.

BHT 0,1% | Teor (%) +d.p 98,1+0,3 |83,6+0,3 69,7 1,5
Dissolugéo (%) +d.p. | 89,0+3,2 |8353+3,7 839+ 4,6
MBS 0,1% | Teor (%) £ d.p 99,7+0,5 |985+1,2 97,7+1,9
Dissolucao (%) +d.p. | 88,3+4,5 |86,4+3,7 859+ 3,5

Hidroxitolueno Butilado (BHT) and Metabissulfito de Sédio (MBS).

d.p. = desvio-padrao

5.4-AVALIACAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE EM SOLUCAO

O termo oxidacdo pode ser definido como a incorporacdo de oxigénio na
estrutura de um farmaco qualquer. Mais precisamente, como a conversdao de uma
substancia quimica em outro derivado de menor numero de elétrons. Muitos
métodos baseados em atividades antioxidantes para determinagdo da eficiéncia
destes excipientes tém sido publicados (RICE- EVANS, 1996; CAO, 1997;
SANCHEZ-MORENO, 1998; FRANKEL, 2000). Métodos de revisao mostram que
alguns resultados foram capazes de prever a atividade antioxidante, em especial nos
termos de captura de elétrons de diferentes substancias.

Assim, o estabelecimento de uma correlacdo entre um destes testes e a
concomitante aplicacdo destes excipientes em formulacbes solidas orais e,
posteriormente a utilizagcdo dos parametros de estudos de estabilidade para sua
avaliagcdo, seria uma valiosa ferramenta para predicdo da eficiéncia da classe dos
antioxidantes. Uma das maiores vantagens do método DPPH reside no fato de que
este € um teste consagrado e largamente utilizado, tanto pela sua simplicidade e
rapidez quanto pela sua reprodutibilidade (BRAND-WILLIAMS et al., 1995; ROSCH,
2003).

O uso deste método é valido, desde que, o sequestro de radicais livres é o
mecanismo geralmente aceito pelos antioxidantes para inibir a oxidacdo dos
farmacos (BRAND-WILLIAMS et al., 1995). Varios estudos propdem uma correlacéo
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entre a estrutura de antioxidantes e sua atividade. Estes estudos se restringem a
compostos fendlicos, com relagcdo aos quais se pode afirmar que o numero de
grupamentos hidroxila, sua posi¢cdo na molécula e o potencial redox sao fatores que
influenciam na atividade antioxidante (ROSCH et al., 2003). Logo, avaliar diferentes
antioxidantes com diferentes estruturas quimicas nas reacdes em solucdo ou em
fase sdlida e ainda, por simulacdo computacional, poderia racionalizar o uso de
antioxidantes, tanto na tecnologia de fabricacéo de formulacfes farmacéuticas como

na manutencao da qualidade de alimento.

Desta forma, o estudo foi iniciado com a avaliacao da atividade dos excipientes
escolhidos (BHA, BHT, MBS, PG e CIS) pelo método adaptado de DPPH (RUFINO
et al., 2007). O antioxidante mais efetivo inibiria mais acentuadamente o decaimento
da absorbancia referente ao consumo de DPPH (nimero de moles de antioxidante

/numero de moles de DPPH).

0.9

0.8 y=0,0128% + 0,003
R2=0,9977

0.7 -

0.6 -

Absorbancia(A)
o]
ot

0.3 A

0 T T T T
0 10 20 30 40 50 50 70

Concentracac {na/mL} DPPH
Figura 7- Curva de Calibracdo do reagente DPPH

A reta de calibracdo de DPPH obtida mostrou-se linear com coeficiente de
correlacdo de 0,9977 e a seguinte equagdo: y =0,0128x +0,003 foi derivada da
mesma (Figura 7).

Pela andlise da tabela 19 abaixo péde se observar que o maior percentual de
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reducdo da absorbéancia alcangado para o galato de propila, que apresentou o valor
de 98,95%, enquanto que o metabissulfito de sédio (MBS) se mostrou como o mais
eficiente, com apenas 6,47% de percentual reducdo de absorbancia e com menor
consumo de DPPH. A mesma tendéncia de menor eficiéncia se observou para todos
os demais antioxidantes lipofilicos, como o BHT e o BHA, o que indica uma estreita
relacéo entre o efeito de solvatacao e a eficacia do excipiente, indicando que a maior
polarizabilidade da molécula, leva a uma maior estabilizacédo eletrbnica e efeitos de
solvatacdo durante seu estado de transicdo quando em reacdo, levando a uma
maior eficacia em solucdo, o que ndo necessariamente se reproduz em fase sélida.

As analises espectrofotométricas fora realizadas em triplicata* (n=3).

Ao mesmo tempo, efeitos de ligacdes de hidrogénio entre 0 metanol ou outro
solvente polar protico e os antioxidantes fendlicos também podem levar a reducéo
de sua atividade (BARCLAY et al., 1990).

Nesta avaliagcdo inicial, a cisteina e o metabissulfito seriam eleitos como

antioxidantes mais efetivos.

Tabela 19: Avaliacdo comparativa da atividade antioxidante dos excipientes utilizados frente ao
DPPH.

Cisteina 0, 642 0,275 | 0,701 57,16 metanol 120

Galato de

propila 0, 383 0,004 | 0,702 98,95 metanol 2

Metabissulfito
de sédio | 0, 603 0,564 | 0,701 6,47 agua 60

(agua)

Hidroxibutirato
de 0,570 0,119 | 0,701 79,12 metanol 60
Anisol (BHA)

Hidroxibutirato
de Tolueno | 0, 606 0,139 | 0,701 77,06 metanol 160
(BHT)

*n=3
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5.5-ESTUDOS DE MODELAGEM MOLECULAR

Todos o0s compostos antioxidantes BHA  (butilhidroxianisol), BHT
(butilhidroxitolueno), CIS (cisteina), MBS (metabissulfito de sodio) e GDP (galato de
propila) foram desenhados e submetidos a calculos para identificar as caracteristicas

eletrbnicas que possam correlacionar estrutura e atividade antioxidante.

A conformacgédo de energia minima de cada excipiente foi selecionada e usada
para predicdo da atividade antioxidante (Figura 8 e tabela 20). Os calculos foram
realizados utilizando o programa Spartan’10 e submetidos a analise conformacional
em método semi-empirico RM1 (ROCHA et al.,2006). Esses conférmeros foram
submetidos a otimizacdo de geometria e célculos das caracteristicas eletrénicas
Enomo, E Lumo, Gap (H-L), densidade HOMO e densidade LUMO, a fim de verificar a

capacidade de doar elétrons.

Pdde se observar nesta analise computacional que foram obtidos valores mais
altos de (E womo) para os antioxidantes MBS, BHA e BHT, nesta ordem, o que
somado aos resultados dos nossos estudos em solugdo de DPPH e em fase soélida
aponta de forma bem adequada a utilidade da aplicagcdo desta ferramenta na
predicdo da atividade antioxidante de excipientes farmacéuticos diversos. A
conformacao de menor energia de cada excipiente foi selecionada e utilizada para

analisar a capacidade preditiva da atividade antioxidante.

No estudo de modelagem molecular foi avaliada a capacidade de doacao de
elétrons e a participacdo em reacdes radicalares no orbital de nivel de energia mais

alto no orbital molecular ocupado de (E Howmo)-

Foi constatado através deste estudo que a atividade antioxidante encontra-se
diretamente relacionada as propriedades eletrbnicas das substancias antioxidantes,
as quais sao representadas nos estudos de modelagem molecular por meio de

calculos de parametros como:

EHOMO — energia do orbital molecular ocupado de maior energia (HOMO- Highest
Occupied Molecular Orbital). Parametro representativo da capacidade de doar
elétrons.

E LumMO — energia do orbital molecular desocupado de menor energia (LUMO-
Lowest Unoccupied Molecular Orbital). Parametro relacionado a capacidade de

receber elétrons de uma molécula.
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(H-L) Gap — parametro que representa a reatividade d o composto. Quanto mais
reativo, menor o intervalo Gap. O parametro Gap € obtido pela diferenca de energia
entre os orbitais HOMO e LUMO.

Nesse estudo, observamos que o metabissulfito de sédio foi confirmado como o
antioxidante mais efetivo, pois apresenta maior habilidade para doar elétrons com
valor de energia de HOMO (-3,39). A energia de HOMO ¢ o nivel de energia minima
em que a molécula se encontra no orbital HOMO ocupado, onde é menos suscetivel
as variagbes estruturais. Neste estudo, a ordem dos resultados obtidos pelos
antioxidantes € seguida pelos valores de energia minima do BHA (-5,12), BHT (-
5,73), GDP (-5,88) e CIS (-6,31), respectivamente.

As energias de HOMO e LUMO tém sido usadas como indice de reatividade
quimica, a qual € comumente relacionada a outros indices como afinidade eletrénica
e potencial de ionizagdo. Propriedades moleculares relacionadas a polarizabilidade
sado muito importantes em estudos de estrutura-relatividade. Assim, os valores de
GAP estao de acordo com os resultados obtidos no ensaio de DPPH, demonstrando
que a atividade antioxidante esta correlacionada com os estudos de modelagem
molecular. Sendo assim, quanto menor o GAP maior a reatividade  da molécula e

mais facil a sua participagdo em uma reacao radicalar.

De acordo com estes estudos, os compostos antioxidantes BHA, BHT, CIS
GDP e MBS foram submetidos a otimizagdo geométrica utilizando o método semi-
empirico AM1(Austin Modell) e submetidos a analise conformacional e o conférmero
de energia minima foi selecionado e utilizado para prosseguir nos calculos de

parametros fisico-quimicos.

A tabela 20 evidencia os resultados com a matriz de correlacdo das

propriedades teodricas:
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Tabela 20- Propriedades tedricas dos antioxidantes testados

BHT
(Hidroxibutirato -5.73 0.26 -5.99
de Tolueno)

BHA
(Hidroxibutirato
de Anisol)

-5.12 0.18 -5.30

CIS (Cisteina) -6.31 -0.18 -6.13

GDP (Galato de
Propila) -5.88 -0.89 -4.99

MBS
(Metabissulfito de

sodio) -3.39 0.13 -3.44

1: Energia de Homo; 2: Energia de Lumo; 3: Gap: diferenca entre orbitais HOMO e
LUMO.

Observando o mapa de potencial eletrostatico e a representacdo gréafica dos

conférmeros:

A representacao 3D da superficie de potencial eletrostatico (Figura 8) mostrou
a distribuicdo de elétrons nas superficies das moléculas dos antioxidantes BHA,
BHT, CIS E GDP e os seus respectivos orbitais moleculares envolvidos. O mapa de
potencial elestrostético caracteriza a regido das moléculas onde estdo concentradas
as cargas positivas e negativas da molécula. As cargas negativas aparecem nas
cores em vermelho e as positivas em azul. As cores laranja, amarelo e verde
representam valores intermediarios de potencial. Para os antioxidantes BHA, BHT,
CIS e GDP, as regides das moléculas que apresentam maior densidade eletrénica
(maior probabilidade para doacédo de elétrons) estdo em vermelho. A figura 8 mostra
as estruturas (conférmeros) resultantes dos calculos das energias minimas de

HOMO e LUMO de cada antioxidante estudado (analises conformacionais).
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BHA

BHT

CIS

GDP

Figura 8 - Representacdo 3D para os antioxidantes BHA, BHT, CIS e GDP, respectivamente: (A)
densidade HOMO, codificada em uma superficie de van der Waals; e coeficiente de densidade
absoluta do orbital HOMO (B) mapeado do mais profundo vermelho ao mais profundo azul. Observa-
se no mapa de potencial eletrostatico que os antioxidantes BHA, BHT, GDP e CIS respectivamente,
apresentam valores maiores de E yomo, Nesta ordem evidenciando a habilidade de cada molécula
para a doacdo de elétron demonstrada pela conformacdo de energia minina calculada por

modelagem molecular.

5.6— PERSPECTIVAS

Considerando-se a formulagcdo S2 com o farmaco sinvastatina a formulagéo
protétipo ideal e, a variagdo da concentracdo de antioxidante BHT de 0,9% para
0,1% p/p, como ideal para o estudo de desenvolvimento de um novo medicamento
genérico de sinvastatina, cabe sugerir um sistema de revestimento para essa nova
formulagcdo. Fundamentando-se nas composi¢cdes usuais para revestimento de

ativos sensiveis a oxidacdo (CROTTS et al., 2001).
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6.0- CONCLUSAO

» A formulacdo S2 com 0,1% p/p de BHT foi tecnicamente mais favoravel para a
manutencdo da estabilidade, apresentando um indice de variacdo média menor que

10% entre o tempo inicial e final do estudo de estabilidade;

» O BHT poderia ser sugerido como o antioxidante de escolha para formulacdes
sélidas orais de sinvastatina, com menor risco carcinogénico que o BHA, o qual é

usado no medicamento de referéncia (Zocor®);

» A formulacdo do medicamento de referéncia (Zocor®) apresenta uma
sobrecarga de antioxidante (0,9% p/p BHA) em comparagdo a formulacdo ideal
padrao S2 a 0,1%p/p de BHT, a concentragdo suficiente para a atividade

antioxidante;

» Héa uma forte relagdo entre a estrutura quimica do farmaco e a eficiéncia do
antioxidante, referentes a estabilidade do mesmo, demonstrado pela comparacao
entre a sinvastatina e o cetoconazol; O uso do revestimento (Zocor®) pode nao ser
necessario para a manutencao da estabilidade da formulacdo de comprimidos de

sinvastatina;

»  Nos estudos da atividade antioxidante em soluc&o propde uma correlacao entre

as estruturas quimicas dos antioxidantes x eficacia em solucao;

»  Os resultados da atividade antioxidante em solugéo foram confirmados pelos

estudos de Modelagem Molecular;

> O uso da Modelagem Molecular para predicdo dos fenbmenos quimicos da
atividade antioxidante provou ser de grande importancia para o desenvolvimento

racional de formulacdes farmacéuticas liquidas;

»  Os resultados obtidos sugerem que estudos de pré-formulagdo devem ser
considerados em cada caso, incluindo a escolha do antioxidante através do estudo
racional, onde as classes e as concentracdes dos antioxidantes podem ser

alteradas, ampliando variaveis e resultados.
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