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RESUMO

Desenvolvimento e validacdo de método discriminativo de
dissolucéo para comprimidos revestidos de atorvastatina calcica
associado a dados in vivo.

A atorvastatina é um dos principais farmacos hipolipemiantes da classe das
estatinas, sendo atualmente, prescrita mundialmente para a reducdo de
doencas cardiovasculares. Trata-se de um potente inibidor da enzima HMG —
CoA redutase, limitando a sintese de colesterol e triglicerideos. Mesmo sendo
comercializada h& praticamente 15 anos, os comprimidos revestidos de
atorvastatina ndo estdo inclusos em nenhuma farmacopéia ou compendio
oficial, tendo somente uma sugestdo de condicdo para o teste de dissolucdo
proposto pelo FDA. Com base na sua classificacdo biofarmacéutica e por se
tratar de um farmaco muito pouco solivel em agua, a atorvastatina torna-se um
possivel candidato ao desenvolvimento de um método de dissolu¢cdo baseado
em uma correlagdo in vivo/in vitro. Deste modo, buscou-se desenvolver um
método de dissolucdo associado a dados in vivo para comprimidos de
atorvastatina. Avaliou-se a solubilidade do farmaco em diferentes meios, o tipo
de aparato e a velocidade de agitacdo. As condicOes selecionadas foram:
equipamento pa a 50 rpm e 900 mL do meio tampéao fosfato de potassio pH
6,0. O método de dissolucao foi validado utilizando CLAE e espectrofotometria
no UV para quantificacdo do farmaco dissolvido. As condi¢gbes de dissolucao
também foram avaliadas quanto ao seu poder discriminativo, empregando-se
comprimidos de dois diferentes lotes pilotos de atorvastatina e do produto
referéncia, apresentando resultado satisfatorio. Foi necessario a utilizacdo de
um fator de escala de tempo, para associar os valores de fracdo absorvida e
fracdo dissolvida do farmaco, podendo se construir, entdo, uma correlagcéo in
vivo/ in vitro nivel A, com coeficiente de correlacdo de 0,9840 para o produto
referéncia e 0,9845 para o piloto B. Sendo assim, o teste de dissolucao
proposto pode ser utilizado como método discriminativo de controle de
gualidade para avaliar o perfil de dissolucédo da atorvastatina comprimido, bem

como no desenvolvimento de novas formulagdes.

Palavras chave: atorvastatina, dissolucao, validacao, correlagdo in vivo in vitro.






ABSTRACT

Development and validation of a discriminative dissolution method for

atorvastatin calciumcoated tablets associated with in vivo data

Atorvastatinis a major class of lipid-lowering drugs statins, being the most
widely prescribed drugin the worldto reduce cardiovascular disease. It
Is a potent inhibitor of HMG - CoA reductase limiting the synthesis of cholesterol
and triglycerides. It was approved for use by FDA in 1996 and released in the
Brazilian market in 1998. Although marketed for almost 15 years, atorvastatin
coated tablet is not included in any compendium official or pharmacopoeia, with
only, a condition described by the FDA forthe dissolution test. Based on
its biopharmaceutical classification and due the very slightly soluble drug in
water, atorvastatin becomes a likely candidate for the development
of a dissolution test based on in vivo in/vitro correlation. Thus, aimed to
develop a dissolution method of atorvastatin tablets associated with in vivo
data. The solubility of the drug in different media, the type of apparatus and
stirring speed were evaluated. The conditions used were: Equipment paddle at
50 rpm and 900 ml of dissolution medium containing potassium phosphate
buffer pH 6.0. The dissolution method was validated using HPLC and UV
spectrophotometric for the quantification of the drug dissolved. The dissolution
conditions were also evaluated for their discriminative power, using two different
pilot batches of atorvastatin tablets and the reference product, presenting
satisfactory results. It was necessary to use a scale factor of time, to
associated the values of absorbed fraction and dissolved fraction of the drug,
which can be built, a correlation in vivo/ in vitro level A, with a correlation
coefficient of 0.9840 for the reference product and 0.9845 for the pilot B,
respectively. Therefore, the dissolution test proposed can be used as method of
discriminating the quality control, and in the development of the new

formulations.

Key words: atorvastatin, dissolution, validation, correlation in vivo in vitro.
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1. INTRODUCAO







Ha muito tempo se sabe que existe uma relacdo linear entre os niveis de
colesterol sérico e incidéncia das doencas cardiovasculares (LAW, 2002),
guanto maior o valor de LDL, maior o risco de aterosclerose. As causas da
aterosclerose podem ser de origem genética, mas o principal motivo para o
acumulo é comportamental. Obesidade, sedentarismo, tabagismo, hipertenséo,
colesterol alto e consumo excessivo de alcool sdo as principais razoes para a

ocorréncia de entupimento das artérias (BRASIL, 2011).

Os principais métodos de tratamento da hiperlipidemia sdo mudancas na
dieta e estilo de vida e a administracdo de farmacos hipolipemiantes. Os
principais grupos de agentes hipolipidémicos séo sequestradores de &cidos
biliares, derivados do &cido fibrico, estatinas, derivados do &cido nicotinico,
probucol e 6mega-3. As estatinas sdo os mais eficazes hipolipidémicos entre
todos estes agentes (PASHA et al., 2006).

A atorvastatina (ATV), Figura 1.1, é um potente inibidor da enzima HMG-
CoA redutase, atua limitando a taxa de biossintese desta enzima,
demonstrando eficiéncia tanto na reducao do colesterol como de triglicerideos
(MA et al., 2007). A ATV é um farmaco sintético, altamente efetivo na reducéao
do colesterol LDL, da lipoproteina B e triglicerideos e ainda aumenta o nivel do
colesterol HDL no tratamento das hiperlipidemias (NIGOVIC et al., 2009).

OH OH OH

O

F
Figura 1.1 Estrutura quimica da atorvastatina

Os ensaios de dissolugao in vitro possuem um papel de destaque dentre

os diferentes testes de controle de qualidade requeridos para medicamentos.
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Estes testes visam assegurar a qualidade lote a Ilote, orientar o
desenvolvimento de novas formulagdes, garantir a uniformidade da qualidade e
o desempenho do medicamento depois de determinadas alteracfes, além de
indicar problemas potenciais de biodisponibilidade e até substituir um estudo de
bioequivaléncia (FDA 1997a; BRASIL 2002b).

Na industria farmacéutica, o teste de dissolucdo é muito importante no
desenvolvimento de formas sdlidas e no controle de qualidade de produtos.
Essa grande atencdo a cinética de dissolucdo de formas farmacéuticas solidas
€ devido a relacdo deste fenbmeno com a biodisponibilidade de farmacos no
organismo (SIEWERT et al.; 2003; BROWN et al., 2004), principalmente para
moléculas com baixa solubilidade em agua, como é o caso da ATV calcica,
onde a existéncia de potenciais problemas da formulacdo e tecnoldgicos,
podem resultar em relevante alteracdo da biodisponibilidade. Uma vez que, a
ATV é um farmaco que apresenta estas caracteristicas fisico-quimicas, torna-
se importante controlar a sua dissolucdo, de modo a assegurar a

disponibilidade in vivo.

Alguns estudos de dissolugdo da atorvastatina foram realizados nos
ultimos anos (PALEM et al., 2003; AHJEL & LUPULESA, 2009; NARASAIAH et
al., 2011), cujo foco estava voltado para a avaliagdo do comportamento fisico-
qguimico de diferentes formulacbes, sem haver qualquer relacdo com o
comportamento do farmaco in vivo. Ahjel & Lupulesa (2009) e Narasaiah et al.
(2011) utilizaram como meio de dissolugdo 900 mL de tampéo fosfato de
potassio pH 6,8 e fluido géstrico simulado pH 1,2, respectivamente, nos seus
métodos de dissolucdo e ambos empregaram o equipamento pa a 50 rpm.

Palem et al. (2003) seguiram as condi¢des recomendadas pelo FDA.

Portanto, no presente trabalho, pretendeu-se desenvolver um método de
dissolucéo que demonstrasse as caracteristicas de liberacdo da ATV de acordo
com um modelo de liberacéo in vivo, onde os dados de fracao dissolvida foram
comparados aos dados de fracdo absorvida, a fim de se estabelecer uma
correlagdo in vivo/in vitro. Esta associacdo entre os dados de dissolugao in vivo

e in vitro para a atorvastatina ndo foi conduzida em nenhum dos estudos
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realizados até o momento, reforcando assim a necessidade de se desenvolver

um estudo de dissolucdo que apresente estas caracteristicas.
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2. OBJETIVOS







2.1 Objetivos gerais

Desenvolver e validar ensaio de dissolugao discriminativo baseado em
dados in vivo para o controle de qualidade da atorvastatina célcica na forma de
comprimido oral, empregando a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

e espectrofotometria na regiao do UV-visivel, na quantificacdo do farmaco.
2.2 Objetivos especificos

e Desenvolver e validar método de doseamento para atorvastatina por

cromatografia liquida de alta eficiéncia;

e Verificar a solubilidade da atorvastatina em diferentes meios de

dissolucéo;

e Validar o ensaio de dissolugao utilizando cromatografia liquida de alta

eficiéncia e espectrometria na regiao do UV-visivel;

e Comparar estatisticamente o0s resultados dos métodos analiticos

utilizados no doseamento das amostras referentes ao ensaio de dissolucao;

e Validar um ensaio de dissolucdo discriminativo através do

estabelecimento de uma correlagéo in vivo — in vitro;

e Comparar os perfis de dissolugdo do medicamento referéncia com dois

diferentes lotes pilotos a serem testados.

27






3. REVISAO DA LITERATURA







3.1 Aterosclerose

7

A doenca cardiovascular € a principal razdo de 6bito no mundo
ocidental, sendo a aterosclerose a principal razdo das doencas cardiacas
coronarianas (DCC) e infarto do miocardio. A hipercolesterolemia é um fator
crucial no desenvolvimento da aterosclerose em geral e das DCC, sendo que o
risco de progressdo da aterosclerose aumenta progressivamente com niveis
crescentes de colesterol total ou lipoproteina de baixa densidade. Transtornos
genéticos e estilo de vida (sedentarismo e dieta rica em calorias, gordura
saturada e colesterol) também contribuem para as dislipidemias vistas nos
paises desenvolvidos ao redor mundo (LENNERNAS, 2003; GOODMAN AND
GILMAN, 2005).

A elevacdo da concentracao de lipidios no plasma é a manifestacéo de
uma desordem na sintese e degradacdo de lipoproteinas do plasma. Os
principais lipidios relevantes nas hiperlipidemias sdo o colesterol e o0s
triglicerideos. O colesterol desempenha um papel crucial na manutencdo da
integridade das membranas celulares e fungdes fisiolégicas no sangue,
incluindo a sintese de hormonios esteroides. Por outro lado, quando presente
em excesso, ele é captado pelos fibroblastos e macréfagos, formando na
camada intima da artéria a placa aterosclerética. Aterosclerose é fortemente
determinada pela presenca aumentada de lipoproteina de baixa densidade
(LDL), cujo principal componente € o colesterol e tem como funcéo transporta-
lo para os tecidos periféricos, gerando depdsitos de gordura, conforme a Figura
3.1. O colesterol entra na circulagédo de duas formas principais: absorvido pela
ingestdo alimentar (via exogena), através de alimentos de origem
predominantemente de origem animal e sintetizado pelo figado (via endogena)

(PASHA et al., 2006; SILVA, 2006).
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Placa fibrosa

Ateroma

Figura 3.1 Formacéao de depdsitos de colesterol na artéria coronariana (retirado
de http://www.andreiajoao.com.br/wp/?page_id=39, acessado em dezembro de
2011).

3.2 Colesterol

O colesterol é sintetizado a partir da acetil-CoA (que pode ser derivada
de hidratos de carbono, de aminoacidos ou de &cidos graxos). O figado é o
principal local da sintese do colesterol, mas também pode ser sintetizado no
intestino ou em glandulas que produzem horménios esterdides. Todas as
reacOes biossintéticas ocorrem no compartimento citoplasmatico das células,
mas algumas das enzimas necessarias estdo ligadas as membranas do
reticulo endoplasmatico. A sintese desenvolve-se em trés etapas cruciais

conforme esquematizado na Figura 3.2.

Primeiramente ocorre a formacédo do hidroximetilglutaril-CoA (1), logo em
seguida a formagdo do acido mavelbnico (mavelonato) (2) e finalmente a

sintese do colesterol (3).
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ACETIL-CoA

HIDROXIMETILGLUTARIL-CoA (HMG-CoA)

|——— HMG-CoAredutase

MAVELONATO

ISOPENTILPIROFOSFATO

ESCALENO

COLESTEROL
Figura 3.2 Vias metabdlicas para a sintese do colesterol

A diminuicao da sintese enddgena do colesterol no figado € dependente
da capacidade de inibicdo da enzima HMG-CoA redutase, uma proteina que
regula a conversdo da HMG-CoA em acido mavelbnico (via do mavelonato). As
estatinas, por meio de uma afinidade com o sitio ativo da enzima, por sua
semelhanga estrutural com a HMG-CoA redutase, ligam-se a enzima,
diminuindo a disponibilidade desta na etapa crucial para a sequéncia de
reacdes que leva a formacao do colesterol (FONSECA, 2005; RAHIMI & LEOF,
2007; KRACUN et al., 2009).

3.3 Estatinas

Endo e Kuroda descobriram as estatinas em 1973 quando buscavam
metabdlitos microbianos que inibissem competitivamente a HMG-CoA
redutase. As primeiras estatinas de origem natural, lovastatina, pravastatina e
sinvastatina, derivam de extratos fangicos modificados (DUJOVNE &
MORIATRY, 1996). As mais recentes estatinas, fluvastatina, cerivastatina,
atorvastatina, (p)itavastatina e rosuvastatina, sdo compostos totalmente
sintéticos (WIERZBICKI et al., 2003; LAWS et al., 2004).

Estatinas como a sinvastatina, lovastatina, fluvastatina e atorvastatina
sdo compostos lipofilicos e, portanto difundem-se livremente para dentro das
33



células. Em compensacdo, a pravastatina e a rosuvastatina sdo compostos
hidrofilicos e penetram nas células com auxilio de mecanismos especificos de
transporte. Todas as estatinas, com excecao da pravastatina, sao largamente
ligadas as proteinas plasméticas (principalmente a albumina) (WIERZBICKI et
al., 2003; LAWS et al.,, 2004). A extensdo da absorcdo das estatinas varia
consideravelmente (30 a 98%) e sdo rapidamente absorvidas logo apés a
administrac@o por via oral atingindo as concentracdes maximas em torno de 4

horas apds sua administracdo (CORSINI et al., 1999).

As estatinas sdo atualmente os agentes terapéuticos mais eficazes para
promover a reducdo dos niveis plasméticos de colesterol, sendo bem tolerados
pelos pacientes. Estudos angiograficos demonstraram que tais substancias sédo
capazes de reduzir a progresséo e podem induzir a regressao da aterosclerose
(STANCU & SIMA, 2001).

Grandes ensaios clinicos randomizados tém demonstrado que as
estatinas reduzem a morbidade e a mortalidade cardiovascular em pacientes
com dislipidemia (LAROSA et al., 1999), mesmo naqueles sem doenca
cardiovascular estabelecida (BRUGTS et al., 2009). As estatinas (3-hidroxi-3-
methil glutaril coenzima A — HMG-CoA) constituem a classe de hipolipemiantes
mais prescrita em todo o mundo para a reducdo do risco cardiovascular e
progressao anatbmica da aterosclerose. Estes beneficios tém sido atribuidos,
principalmente, a sua notavel diminuicdo do colesterol da lipoproteina de baixa
densidade (LDL), através do bloqueio da sintese do colesterol pela inibicdo da
enzima HMG-CoA redutase. Entretanto, as estatinas diferem em sua
capacidade de inibicdo da sintese de colesterol em varios aspectos
farmacocinéticos como: solubilidade, biotransformacédo e excrecao (FONSECA
et. al, 2005, MA et al., 2007).

Os principais efeitos adversos devido ao uso das estatinas sdo a
elevacdo dos niveis da transaminase hepatica, miopatia, catarata, disturbios
gastrintestinais, tonteira e visdo embacada (MARTINDALE, 1999; NCEP,
2001). A miopatia associada com a elevagéo de creatinocinase, dentre todos

os fatores, € a de maior significancia, sendo caracterizada por mialgia intensa e
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fadiga. Nao ha diferencas significativas entre as estatinas no potencial de
causar efeitos adversos. Séo contra-indicadas, principalmente, na presenca de
doencas hepaticas (MARON et al., 2000; PASTERNAK et al., 2002).

Devido ao aumento do risco de causar miopatia, as estatinas ndo séo
usadas em associacdo com outras estatinas (MARTINDALE, 1999;
PASTERNAK et al., 2002), mas sdo empregadas associadas a inibidores da
absorcdo do colesterol (ezetimibe) ou outras classes de farmacos como anti-

hipertensivos (valsartana) e antitrombaticos (acido acetilsalicilico).
3.4 Atorvastatina

Dentro da classe das estatinas, a atorvastatina é o derivado com maior
eficacia terapéutica. Foi demonstrado que ocorre uma maior reducao nos niveis
do colesterol LDL e de triglicerideos quando comparado as outras estatinas
(MALINOWSKI, 1998). E a principal molécula entre as estatinas, apresenta-se
na forma de sal calcico do ativo hidroxi acido, sendo usada entre 10 e 80 mg
por dia para o tratamento da hipercolesterolemia familiar moderada ou nao
familiar grave (CILLA et al.,1996; ERTURK et al., 2003; LENNERNAS, 2003;
KHAN & DEHGHAN, 2011).

A ATV, (R-(R*R¥))-2-(4-fluorofenil)-B,d-dihidroxi-5-(1-metiletil)-3-fenil-4-
((fenilamino)carbonil)-1H-pirrole-1-acido heptandico, constitui uma molécula
totalmente sintética e sua estrutura difere das estatinas derivadas de fungos,
como a lovastatina. E um composto relativamente lipofilico, portanto é
facilmente difundido para dentro das células. Sua estrutura quimica governa a
sua solubilidade aquosa, que por sua vez, influencia na absorcao, distribuicao,
metabolismo e excregcéo (LAWS et al., 2004; PASHA et al., 2006; KRACUN et
al., 2009).

ATV €é um acido mono-carboxilado com um pKa de 4,46 e é
normalmente usada na forma de sal calcico triidratado. Apresenta-se sob a
forma de poé cristalino insolavel em solu¢cdes aquosas com pH inferior a 4,0.
Pouco solavel em agua e tampéao fosfato (pH 7,4) e facilmente solivel em

metanol. E instavel quando em presenca de calor, luz e umidade. Quando se
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apresenta sob a forma de comprimidos, pos, granulos ou em capsulas corre o
risco da forma hidroxi acida ser convertida na forma lactona. Como a forma
acida possui um acido livre em sua molécula, ela é cerca de 15 vezes mais
soluvel que a forma lactona (HUSSEIN et al., 2011; KHAN & DEHGHAN,
2011). In vivo a atorvastatina € convertida para a forma de lactona e estas duas
formas aparentemente possuem a mesma area sob a curva (ASC) (KEARNEY
et al., 1993; KANTOLA et al.,1998).

A ATV é absorvida na forma de acido livre e sofre metabolismo de
primeira passagem o0 que resulta em concentracdes plasmaticas muito baixas.
O metabolismo no figado produz dois metabdlitos ativos, o o-
hidroxiartovastatina e o p-hidroxiatorvastatina e trés metabdlitos inativos
correspondentes a lactona. Cerca de 70% da atividade inibitéria da HMG-CoA
redutase € representada pelos metabdlitos ativos (PARKE-DAVIS, 2004,
NIROGI et al., 2006).

A ATV é rapidamente absorvida ap6s administracdo via oral, entretanto
devido a liberacdo pré-sistémica na mucosa gastrointestinal e metabolizacéo
no figado, a fracdo absorvida e biodisponibilidade absoluta da atorvastatina sao
aproximadamente 30 e 12% respectivamente (BAHRAMI et al., 2005; MA et al.,
2007).

3.5 Desintegracgéo e dissolugcdo de formas farmacéuticas soélidas

Os comprimidos de administracdo oral continuam sendo a forma
farmacéutica mais utilizada para administracdo de farmacos. Apesar das
vantagens oferecidas por esta forma farmacéutica, os problemas associados a
fatores de formulacdo permanecem até certo ponto desconhecidos. No caso de
comprimidos de liberacdo imediata as propriedades de liberacdo s&o
principalmente influenciadas pela desintegracao da forma farmacéutica solida e
dissolucdo do farmaco a partir da desintegracdo das particulas. Em alguns
casos, onde a desintegracdo € lenta, a taxa de dissolu¢cdo pode depender do

processo de desintegracgéo, e nestes casos a desintegracéo pode influenciar na
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liberacdo sistémica e, por sua vez, afetar os resultados de biodisponibilidade e
bioequivaléncia (DRESSMAN & KRAMER, 2005).

As mencionadas desintegracdo e dissolucdo sdo parametros de grande
importancia no desenvolvimento estratégico de um produto, com a
desintegracdo sendo considerada muitas vezes um processo de primeira
ordem e a dissolucdo das particulas do farmaco sendo proporcional a diferenca
de concentracdo entre a superficie das particulas e a solu¢do constituinte do
meio. Geralmente a desintegracdo reflete o efeito da formulacdo e das
variaveis do processo de producdo, enquanto que a dissolucédo das particulas
do farmaco reflete principalmente o efeito da solubilidade e do tamanho de
particula, que sdo em grande parte propriedades do préprio farmaco, mas
também pode ser influenciada significativamente pela formulacdo e o processo
de producédo (DRESSMAN & KRAMER, 2005).

A arte e a ciéncia do ensaio de dissolugdo percorreram um longo
caminho desde a sua criacdo ha mais de 30 anos atras. Um procedimento de
dissolucédo adequado é um simples e econémico método que pode ser utilizado
efetivamente para assegurar produtos farmacéuticos com qualidades aceitaveis
e o desempenho do produto. O teste de dissolugcdo encontra aplicacdo como
uma ferramenta no desenvolvimento de um medicamento, no controle em
processos de fabricacdo, para liberacdo de lotes, como forma de identificar
potenciais problemas de biodisponibilidade e avaliar a necessidade de novos
estudos de bioequivaléncia relativo a alteracdes de escala, alteracdes poés-
registro e para sinalizar possiveis formulagées bioequivalentes (DRESSMAN &
KRAMER, 2005; CHILUKURI et al. 2007).

Pode também nos fornecer informacdes a respeito da caracteristica
biofarmacéutica do produto, tais como a taxa e a extensdo da absor¢do, ou
seja, avaliar a capacidade da forma farmacéutica de liberar totalmente o
farmaco e simultaneamente indicar como o produto ird se comportar in vivo.
Seria, portanto, desejavel desenvolver ensaios de dissolucdo que avaliassem a
capacidade da forma farmacéutica de liberar totalmente o farmaco e,
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simultaneamente, indicar como o produto ira comportar-se in vivo (DRESSMAN
& LENNERNAS, 2000).

O ensaio de dissolucdo mede a velocidade e a extensdo da quantidade
de farmaco que se dissolve, em um meio aquoso, na presenca de um ou mais
excipientes contidos na forma farmacéutica avaliada (FDA, 1997a; DRESSMAN
& KRAMER, 2005). De fato, o teste ou ensaio determina a porcentagem da
guantidade de farmaco, em relagdo ao declarado no rétulo do produto, liberado
no meio de dissolucdo, dentro de um determinado periodo de tempo, e
submetido a acdo de aparelhagem especifica, sob condicdes experimentais
definidas (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010; USP 34, 2011).

Os ensaios de dissolucdo in vitro sdo usados desde o inicio do
desenvolvimento da forma farmacéutica e em todas as fases subsequentes. E
empregado para diversos fins e os métodos mais adequados dependem da
finalidade especifica do teste. Por exemplo, simplicidade e robustez sé&o
propriedades essenciais em um método de controle de qualidade, enquanto a
relevancia fisiologica prevalece sobre estes fatores se o método for utilizado
para predicdes in vivo (DRESSMAN & LENNERNAS, 2000).

Os atuais testes de dissolucdo compendiais foram em sua maior parte
desenvolvidos com o objetivo de estudar as propriedades fisicas da forma
farmacéutica. A primordial preocupacéo com o teste de controle de qualidade é
a utilizacdo de condigcdes em que 100% do farmaco possa ser liberada. Além
disso, consideragdes importantes sdo a confiabilidade e a reprodutibilidade do
teste, e principalmente, a possibilidade de automatizar o ensaio.
Consequentemente a utilizacgdo de meios mais simples €& preferido
(DRESSMAN & LENNERNAS, 2000).

Quando o teste de dissolucao indicar as propriedades biofarmacéuticas
da forma farmacéutica, € mais importante que o mesmo simule o ambiente do
TGl do que necessariamente atinja a condicdo sink para a liberacdo do

farmaco. Consequentemente, nem sempre € possivel satisfazer as
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necessidades da garantia da qualidade e os aspectos biofarmacéuticos com
um teste de dissolucdo (DRESSMAN & LENNERNAS, 2000).

Existem varios fatores que influenciam o ensaio de dissolucéo,
preponderando o meio dissolvente, a velocidade de agitacdo e o tipo de
equipamento, os quais devem ser atenciosamente observados e investigados,
com o intuito de que o mesmo possa ser considerado uma estimativa de
dissolucéo in vivo (SKOUG et al.; 1997; USP 34, 2011).

A velocidade de dissolucédo de uma particula de farmaco é determinada
pela velocidade de difusdo das moléculas do soluto através de uma camada
fina de farmaco-solucdo que envolve a superficie da particula, chamada
camada de difusdo. E a partir dessa camada que as molécula do farmaco
passam através do liquido solvente e entram em contanto com as membranas
biol6gicas para serem absorvidas (ABDOU, 2000; ABRAHAMSSON, 2000). De
acordo com a equacéo de Noyes-Whitney (equacao 1), descrita pela primeira
vez em 1897, onde avaliou-se a velocidade de dissolucdo para as formas
farmacéuticas solidas:

dC _ DXA(Cs—C) ~
—_—= equacgéao 1
dat h

A taxa de dissolucéo (dc/dt) de um farmaco cristalino é proporcional a
sua solubilidade (Cs), area superficial (A) e coeficiente de difuséo (D). Também
€ dependente das condicBes hidrodinamicas, mas de uma maneira menos
compreendida. O quadro 3.1 comenta cada um dos parametros da equacéo,
bem como o efeito na velocidade de dissolugdo quando alterado algum destes

parametros.
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Quadro 3.1 Descricdo dos parametros demonstrados na equacdo de Noyes-
Whitney e seus efeitos na cinética de dissolucéao.

Parametro da equacao

Comentarios

Efeito na velocidade de
dissolucéo

D (constante de difuséo
do farmaco)

A (Area superficial da
particula)

h (Espessura da camada
de difuséo)

Cs (Concentragao de
saturacao)

C: (Concentracao do
farmaco no tempo t)

Pode decrescer na
presenca de
substancias que
aumentam a
viscosidade do meio

Aumenta quando
micronizada e em
farmacos amorfos

Decresce com a
agitacao crescente no
organismo ou na cuba

de dissolucéo

Alterada em eletrdlitos
fracos por mudancas
no pH.

Diminui com a entrada
de fluidos no estomago,
pela remogéo da
farmaco por particéo ou
absorcéao

Diminui a velocidade

Aumenta a velocidade

Aumenta a velocidade

Aumenta ou diminui a
velocidade

Aumenta a velocidade

O teste de dissolucdo deve ser um método discriminativo capaz de

detectar

mudancas na formulacéo,

no processo de fabricacdo e nas

caracteristicas fisico-quimicas do farmaco (polimorfismo, estado de hidratacéo,
tamanho de particula) uma vez que essas alteracdes podem afetar a
solubilidade e o desempenho in vivo do produto (USP 34, 2011).

Uma adequada biodisponibilidade oral é um pré-requisito chave para

gualquer farmaco administrado via oral ser efetivo sistemicamente. A
dissolugdo (liberagcdo do farmaco a partir da forma farmacéutica) é de
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primordial importancia para todas as formas solidas em geral e para as formas
de liberacdo modificada em particular, podendo ser a etapa limitante para a
taxa de absor¢cdo dos medicamentos administrados por via oral. Fisico-
guimicamente, dissolucdo € um processo pelo qual uma substancia sélida entra
numa fase solvente para se obter uma solucdo (DRESSMAN & KRAMER,
2005).

Trés categorias de especificacbes da dissolugdo in vitro sé&o
estabelecidas para garantir consisténcia de qualidade lote-a-lote e para indicar
potenciais problemas de biodisponibilidade (FDA, 1997a; BRASIL, 2002b).

e Especificagdo de um unico ponto

A especificacdo de um unico ponto € adequada para testes de controle
de qualidade de rotina, para uniformidade lote-a-lote e para formas
farmacéuticas de liberagdo imediata, contendo farmaco altamente soltvel e que
se dissolve rapidamente, (FDA, 1997a; BRASIL, 2002b).

e Especificacdo de dois pontos

Além de caracterizar a qualidade do medicamento, também € util como
teste de controle de qualidade de rotina para alguns tipos de medicamentos
como, por exemplo, farmacos pouco sollveis em agua que se dissolvem
lentamente (FDA, 1997a; BRASIL, 2002b).

e Perfil de dissolucéo

A avaliacdo do perfil de dissolucdo permite observar como se
desenvolve a dissolucéao do farmaco em funcao do tempo, sendo assim,é mais

conclusiva em relacao a dissolugédo de um Unico ponto (USP 34, 2011).

A comparacado dos perfis de dissolucdo € util no caso em que se deseja
conhecer o comportamento de dois produtos antes de submeté-los a ensaios
de biodisponibilidade relativa/bioequivaléncia, para isentar as menores
dosagens desses estudos e nos casos de alteragcbes pos-registro, além de
servir como suporte em outras disposicdes a respeito do estudo de

bioequivaléncia (FDA, 1997a; BRASIL, 2004).
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3.6 Absorcgao

A maioria dos farmacos que sado administrados através da via oral séo
moléculas pequenas que podem permear a membrana intestinal por difusao
passiva transcelular. Este processo é determinado por leis fisico-quimicas e
pelas propriedades das células intestinais. Além de sua permeabilidade através
da parede do intestino, a disponibilidade de um farmaco no organismo depende
da sua capacidade de dissolver-se nos fluidos gastrintestinais. Isso também
pode ser influenciado por fatores fisioldgicos e fisico-quimicos (DRESSMAN &
LENNERNAS, 2000).

Quando o processo de dissolucdo das particulas do farmaco ocorre de
forma rapida, a sua velocidade de absorcdo torna-se primeiramente
dependente da sua capacidade de atravessar a membrana gastrintestinal
(permeabilidade) e também do esvaziamento gastrico. Entretanto, quando a
velocidade de dissolugdo é lenta, devido as caracteristicas fisico-quimicas do
farmaco ou da forma farmacéutica, a etapa limitante para a absorcdo é a
velocidade de dissolucao (SIRISUTH & EDDINGTON, 2004; AULTON, 2005).

Estudos do efeito da alimentacdo na absorcdo de farmacos sédo
realizados, geralmente, no periodo de desenvolvimento de novos
medicamentos. A interacdo farmaco-alimento é de dificil previsdo e ocorre por
uma variedade de razdes, tais como alteracbes fisioldégicas (motilidade
intestinal, fluxo sanguineo, etc) e/ou fisico-quimicas (quelacdo, adsorcédo etc),
podendo aumentar, retardar ou diminuir, ou mesmo nao afetar a absorcao de
farmacos (FILHO & STORPIRITS, 2009). A Figura 3.3 demonstra uma pequena
capsula administrada logo apds uma refeicdo, flutuando sobre o liquido
gastrico, acima da massa sélida e aderida a parede estomacal. Este episédio
pode levar a diferentes velocidades de Iliberagdo do farmaco e

consequentemente influenciar na absorcéo do mesmao.
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Ilassa coesa de
carboidratos

Figura 3.3 Diagrama mostrando como uma pequena capsula, administrada logo
apos um sanduiche, flutua sobre o liquido acima da massa sdélida.

3.7 Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica

Um sistema de classificacdo biofarmacéutica (SCB) de farmacos foi
desenvolvido por Amidon e colaboradores em 1995. Tendo como premissa que
a solubilidade e a permeabilidade gastrintestinal sdo caracteristicas especificas
do farmaco, esses autores propuseram que se pode prever, com maior grau de
assertividade, que variaveis como formulacdo, presenca de alimentos e
esquemas de dosagem irdo influenciar a absorcdo do farmaco (MARTINEZ &
AMIDON, 2002).

Atualmente as substancias ativas farmacéuticas sado classificadas em

uma das seguintes categorias:

Classe | Alta solubilidade/alta permeabilidade
Classe Il Baixa solubilidade/alta permeabilidade
Classe I Alta solubilidade/baixa permeabilidade
Classe IV Baixa solubilidade/baixa permeabilidade

Esta classificacdo pode ser utilizada na definicdo de especificacdes para

o teste de dissolucéo e também pode ajudar na previsédo de se obter correlacédo

in vivo/in vitro. Para esta classificacdo, a solubilidade do farmaco é
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determinada por meio da solubilizacdo da maior dose disponivel do produto em
250 mL de meio de dissolucdo com pH na faixa de 1,0 a 7,5. A substancia &
considerada altamente solluvel quando a maior dose se dissolve em 250 mL ou
um volume menor de meio de dissolugdo. Alta permeabilidade é quando o grau
de absorcao do farmaco no ser humano é superior a 90% da dose administrada
(FDA, 2000).

O conhecimento relacionado a solubilidade, permeabilidade, dissolucao
e a farmacocinética do farmaco deve ser considerado para a definicdo de

especificacdes de dissolucdo (FDA, 1997a).
3.8 Correlagéo in vivol/in vitro

Um desafio que permanece na investigacdo biofarmacéutica € a
correlagcdo de perfis de liberagdo do farmaco in vitro com os dados
farmacocinéticos in vivo. Correlagdo in vivo/in vitro (CIVIV) foi definida pelo
FDA como um “modelo matematico preditivo que descreve a relagéo entre uma
propriedade da forma farmacéutica in vitro e uma resposta in vivo”. A USP 34
também define CIVIV como sendo “o estabelecimento de uma relagdo entre
uma propriedade biolégica, ou um parametro derivado de uma propriedade
biolégica produzida a partir de uma forma farmacéutica e uma propriedade
fisico-quimica da mesma forma farmacéutica”. O conceito por tras estabelece
gue na correlacdo CIVIV a dissolucéo in vitro pode servir como substituto aos
estudos farmacocinéticos em humanos, podendo reduzir o nimero de estudos
de bioequivaléncia durante a aprovacao inicial do processo, bem como nas

alteracOes de escalas e nos pos-registros.

Nos ultimos anos os custos de estudos farmacocinéticos tém aumentado
drasticamente. Estudos que substituem na totalidade os modelos animais séo
muitas vezes insatisfatérios. Embora algumas espécies possuam trato
gastrointestinal (TGI) semelhantes aos dos seres humanos, diferencas em
pequenos elementos podem levar a uma nao correlacdo entre os modelos
animais e humanos. Além disso, consideracdes éticas exigem que o numero de

animais utilizados em pesquisa deve ser reduzido, portanto ha um crescente
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interesse no desenvolvimento de testes de dissolucdo para estabelecer CIVIV
(DRESSMAN & LENNERNAS, 2000).

Especificamente, a CIVIV refere-se ao estabelecimento de uma relagéo
racional entre as propriedades bioldgicas, ou parametros derivados destas,
produzidas por uma forma farmacéutica e suas propriedades ou caracteristicas
fisico-quimicas. As propriedades bioldgicas mais comumente utilizadas s&o um
ou mais parametros farmacocinéticos, tais como &rea sob a curva de
concentracdes plasmaticas do farmaco versus o tempo (ASC) ou concentragao
plasmatica maxima (Cmnax), Obtidos apos a administragdo da forma
farmacéutica. A caracteristica fisico-quimica mais empregada € o
comportamento da dissolucdo in vitro (isto é, porcentagem do farmaco
dissolvido sob condicdes experimentais determinadas). A relacao entre as duas
propriedades, biolégica e fisico-quimica, € entdo expressa guantitativamente
(BRASIL, 2002a).

Normalmente se desenvolve uma CIVIV quando a dissolugcdo do
farmaco é a etapa limitante da absorcdo in vivo. E improvavel que se possa
estabelecer uma correlacdo para farmacos que apresentam liberacdo imediata
e alta solubilidade em &gua, onde a velocidade de absor¢cdo depende apenas
da permeabilidade e do tempo de esvaziamento gastrico. Ja para farmacos que
possuem baixa solubilidade em agua, cuja velocidade de dissolucéo € a etapa
limitante da absorcéo, existe a possibilidade de se estabelecer uma CIVIV
(FDA 1997a; SIRISUTH & EDDINGTON, 2004)

Dois tipos de relacionamentos em geral podem ser estabelecidos entre a
dissolucéo in vitro e a biodisponibilidade in vivo: (1) CIVIV e (2) associagcdes in
vivo/in vitro. No primeiro, um ou mais parametros in vitro sdo correlacionados
com um ou mais parametros in vivo do produto. No caso das associacdes in
vivo/in vitro, o desempenho in vivo e in vitro de formulag¢des diferentes estao de
acordo, mas uma correlacdo nao existe por si s60. Também podem existir

situacdes em que nenhuma correlacdo ou associacdo € possivel entre 0s
dados in vivo e in vitro (CHILUKURI et al., 2007).
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Em casos de desenvolvimento de formula¢gBes farmacéuticas, a relacéo
entre a liberacdo do farmaco in vitro e a performance farmacéutica in vivo
precisam estar dentro dos critérios de aceitagdo indicados pelo FDA para a

indUstria.

Quatro niveis de CIVIV sédo descritos por SHARGEL & YU, 2005;
SIRISUTH & EDDINGTON, 2004; UPPOOR, 2001; BRASIL, 2002a e FDA,
1997b.

e Correlacéo nivel A

Representa uma relacdo ponto a ponto entre os dados de fragcéo
dissolvida in vitro, a partir da forma farmacéutica, e a fracdo absorvida in vivo.
E o nivel de correlacdo mais alto. Geralmente esta correlacio é linear,

entretanto, correlacdes néo - lineares sdo aceitaveis.
e Correlacéo nivel B

Este nivel de correlagdo compara o tempo médio de dissolucéo in vitro
com o tempo de residéncia ou o tempo de dissolucdo in vivo. N&o representa
uma correlacdo ponto a ponto, uma vez que a curva de concentracao
plasmatica versus tempo ndo € completamente descrita pelo tempo medio de

residéncia.
e Correlacéo nivel C

Estabelece uma relacdo entre quantidade de farmaco dissolvido e um
parametro farmacocinético, como ASC, Tmax, OU Cnax. E considerado o nivel de
correlagdo mais baixo, ndo permitindo prever o real desempenho in vivo do

farmaco.
e Nivel C multiplo

E uma correlacdo que relaciona um ou mais parametros
farmacocinéticos versus a fracdo de farmaco dissolvida em varios pontos do

perfil de dissolucéo. Este nivel de correlagdo € mais significativo que o nivel C.
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De acordo com a literatura, até o presente momento, poucos estudos
envolvendo a dissolucdo da atorvastatina foram realizados. Em 2004 o FDA
disponibilizou as condigbes do ensaio de dissolucdo para os comprimidos de
ATV, sugerindo a utilizacdo do aparato pa a uma rotagdo de 75 rpm e como
meio de dissolucdo 900 mL de tampao fosfato de potassio pH 6,8. Alguns
autores como Narasaiah e colaboradores (2011), Ahjel & Lupulesa (2009), Kim
e colaboradores (2008) e Palem e colaboradores (2003), demonstram
condi¢cOes distintas a fim de serem empregadas nos ensaios de dissolugao.
Estes testes tem como finalidade avaliar o comportamento das diversas
formulacdes de comprimidos de atorvastatina calcica, as quais apresentam
diferencas quanto a formulacéo qualitativamente e também alusiva ao processo
de fabricacdo. Porém nenhuma das condicbes apresentadas levou em
consideracdo as caracteristicas de dissolu¢do in vivo do farmaco, avaliando

apenas as caracteristicas fisico-quimicas referentes as formulacoes.

Assim sendo, h& cada vez mais uma necessidade de criar ferramentas
confidveis de maneira a correlacionar liberagcdo in vivo e in vitro do farmaco.
Essa ferramenta diminui o periodo de desenvolvimento de um novo produto
farmacéutico, diminui custos e leva a uma melhor qualidade do produto. Um
aumento no desenvolvimento das CIVIV indica o valor da CIVIV para a
industria farmacéutica. A CIVIV pode ser utilizada no desenvolvimento de
novos produtos farmacéuticos reduzindo assim o estudo em seres humanos
durante o desenvolvimento de formulacdes, sendo o seu principal objetivo
servir como um substituto para os testes de biodisponibilidade in vivo e apoiar a
isengdo dos estudos de bioequivaléncia. A CIVIV sustenta e/ou valida o uso
dos métodos de dissolucéo e as definicdes da especificacao, isto porque inclui

relevancia in vivo para especificacdes de dissolucéo in vitro (EMAMI, 2006).
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4. MATERIAIS E METODOS







4.1 MATERIAL DE ESTUDO
4.1.1 Substancia quimica de referéncia

Como substancia quimica de referéncia (SQR) utilizou-se atorvastatina
calcica triidratada, lote 039024/2010, gentilmente cedido por um laboratério
colaborador. O teor de 99,85% foi devidamente avaliado a partir do padréo de

atorvastatina calcica triidratada USP identificado pelo lote 1044516.
4.1.2 Produto farmacéutico de referéncia

Comprimidos revestidos de atorvastatina calcica (referéncia), lote

0691060,foram obtidos junto ao mercado local para os testes in vitro.

Cada comprimido revestido do produto referéncia (PR) de atorvastatina
célcica 80 mg contém: Atorvastatina calcica, carbonato de calcio, celulose
microscristalina, lactose monoidratada, croscarmelose sodica, polissorbato 80,
hiprolose, estearato de magnésio, corante branco Opadry® (hipromelose,
macrogol, diéxido de titanio e talco), emulsao simeticona (simeticona, estearato

emulsificante, acido sorbico e agua).
4.1.3 Formulagdes teste

Duas formulacGes teste de comprimidos revestidos de atorvastatina
célcica, piloto A (PA) e piloto B (PB), mais os placebos das duas respectivas
formulacdes, também foram gentilmente cedidos pelo laboratério colaborador

do projeto.

Cada comprimido dos lotes piloto PA e PB de atorvastatina calcica
contém: atorvastatina célcica, carbonato de calcio, celulose microscristalina,
lactose, croscarmelose soédica, polissorbato 80, hidroxipropilmeticelulose,
estearato de magnésio, corante branco Opadry YS-7003 e emulséo

simeticonada.

O que difere entre as formulacbes PA e PB é a quantidade de
croscarmelose sodica, com uma diferenca de 3,0% de uma formulacdo em

relacdo a outra.
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4.2 ANALISE QUANTITATIVA DA ATORVASTATINA CALCICA
4.2.1 Solucdo amostra dos comprimidos de ATV célcica

Transferiu-se quantitativamente o equivalente a 25 mg de ATV a partir
de um pool de vinte comprimidos, para baldo volumétrico de 50 mL, com auxilio
de um diluente (metanol:dgua — 50:50 v/v). A solugcdo foi homogeneizada,
filtrada e armazenada sob-refrigeracéo e protegida da luz por um periodo néo

superior a sete dias.
4.2.2 Solucéo padrao

A solucédo estoque foi preparada pesando-se exatamente 25,86 mg da
substancia quimica de referéncia de atorvastatina calcica triidratada,
correspondente a 25,0 mg de atorvastatina e diluida com diluente, metanol:
agua (50:50 v/v), obtendo uma concentracédo de 500 pg/mL. A solucdo estoque
permaneceu armazenada por um periodo ndo superior a sete dias, protegida

da luz e a uma temperatura entre 2 — 8 °C.

4.2.3 Validacdo do método de doseamento da atorvastatina calcica por
CLAE

Para andlise do farmaco utilizou-se cromatografo liquido modelo
Shimadzu (Kyoto, Japdo) composto de uma bomba LC-20AT, detector de
arranjo de diodos (DAD), sistema controlador CBM 20A, desgaseificador
prominence DGU-20As, forno para coluna CTO-20AC e um auto-injetor SIL-
20AC. Os dados foram obtidos e processados utilizando software LC Solution.

Foram utilizados reagentes grau CLAE e agua ultrapura obtida por
sistema MILLI-Q PLUS (Millipore®, Milford, MA, EUA). As condi¢cdes
cromatograficas selecionadas no método de doseamento da atorvastatina por

CLAE estao representadas na Tabela 4.1.
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Tabela 4.1 CondicBes cromatogréficas para o doseamento de atorvastatina
calcica

Coluna Xbridge Ci5 250 x 4,6 mm 5 um

Fase méovel Tampao acetato d& 2?5d5'§) pH 4,2:acetonitrila
Diluente Agua:metanol (50:50 v/v)
Deteccéo Ultravioleta (A 245 nm)

Volume de injecao 20puL

Vazéo 1,0mL/minuto

O método analitico por CLAE para quantificacdo da atorvastatina foi
validado com base na resolucdo RE 899 (BRASIL, 2003) e o guia de validacéo
de meétodos analiticos (ICH, 2005). Os parametros de validagdo avaliados
foram especificidade, linearidade, exatiddo, precisdo, robustez e limites de

deteccao (LD) e quantificacéo (LQ).
4.2.3.1 Adequabilidade do sistema cromatografico

Para que os parametros cromatograficos ficassem bem definidos testes
preliminares foram realizados. Onde se avaliou 0s seguintes parametros: fator
cauda (T), fator capacidade (K), nimeros de pratos teéricos (N) e a resolucao
(R) entre o pico da atorvastatina e o pico do degradado em solucdo de HCI
0,1M.

4.2.3.2 Especificidade

Para a avaliacdo da especificidade do método, a atorvastatina SQR foi
avaliada quanto a presenca dos excipientes nos comprimidos e aos seus
produtos de degradacao, sendo submetida a condicOes de estresse com 0

objetivo de forcar a formacao de produtos de degradacéo.

A especificidade foi comprovada pela separacdo de todos potenciais
compostos interferentes frente ao pico da atorvastatina com uma resolucao
adequada. Verificou-se também a pureza do pico cromatografico do farmaco,

com auxilio do detector de arranjo de diodos (DAD).
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As condi¢des de degradacédo for¢cada as quais o farmaco foi submetido e

os preparos das solucdes analisadas estdo descritos a seguir.
Excipientes do contetdo do comprimido (avaliagcdo do placebo)

Para a analise de seletividade foram utilizados os excipientes do PB,
devido a formulagdo qualitativa ser a mesma em relacdo ao PA e aos

comprimidos do produto referéncia.
Hidrélise alcalina

Partiu-se de uma solucdo de atorvastatina SQR (500 pg/mL) em
diluente. Transferiu-se 4,0 mL desta solucdo para baldo volumétrico de 20 mL e
completou-se o volume com NaOH 1,0M. Homogeinizou-se a amostra e
deixou-se em repouso por um periodo de 24 horas. O branco foi preparado sob

as mesmas condi¢des descritas acima.
Hidrdélise acida

Partiu-se de uma solucdo de atorvastatina SQR (500 pg/mL) em
diluente. Transferiu-se 4,0 mL desta solucdo para baldo volumétrico de 20 mL e
completou-se o volume com HCI 0,1M. Homogeinizou-se a amostra e deixou-
se em repouso por 3 horas. O branco foi preparado sob as mesmas condi¢des

descritas acima.
Oxidacado com peréxido de hidrogénio

Partiu-se de uma solucdo de atorvastatina SQR (500 pg/mL) em
diluente. Transferiu-se 4,0 mL desta solucdo para baldo volumétrico de 20 mL e
completou-se o volume com H,O, 30%. Agitou-se a solucdo e deixou-se em
repouso por um periodo de 3h. Um branco foi preparado sob as mesmas

condicOes descritas acima.
Fotolise

Adicionou-se em uma cubeta de quartzo, 2 mL da solucdo de
atorvastatina SQR (500 pg/mL) em diluente, que permaneceu em repouso por

um periodo de 24 horas, exposto a lampada de radiacdo UVA 352 nm e UVC
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254 nm em camaras espelhadas (100x16x16 cm). Uma solug¢do controle foi

preparada sob as mesmas condi¢cfes, porém foi envolta com papel aluminio.

Apoés este periodo transferiu-se quantitativamente todo o contetdo da
cubeta para um baldo volumétrico de 10 mL e completou-se o volume com
diluente. Este procedimento foi realizado tanto para a amostra teste como a

amostra controle.
Estufa 60 °C

Transferiu-se 4,0 mL da solucéo de atorvastatina SQR (500 pug/mL) em
diluente, para um baldo volumétrico de 20 mL (100ug/mL) e completou-se o
volume com diluente. Colocou-se em estufa pré-aquecida a 60 °C e deixou-se

em repouso por 24 horas.
4.2.3.3 Linearidade

A linearidade foi determinada a partir da construcdo de trés curvas

padréo da ATV SQR em diluente contendo oito niveis de concentracao.

A partir de uma solucdo de atorvastatina SQR contendo 500 pug/mL e
com o auxilio de bureta, aliquotas de 0,4; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 5,0; 6,0 e 7,0 mL
foram transferidas para baldo volumétrico de 20 mL; o volume do baldo foi
completado com diluente. Assim obteve-se o0s pontos da curva,
respectivamente, 10; 25; 50; 75; 100; 125; 150; 175 pg/mL. Cada ponto da

curva foi injetado no sistema cromatografico em triplicata.

A curva padréao foi realizada em trés dias diferentes, as areas dos picos
foram medidas e usadas para a construcdo da curva analitica. A regresséo
linear foi verificada por meio do método dos minimos quadrados utilizando o
programa computacional Microsoft Excel® 2007 e os resultados foram

avaliados, estatisticamente, através na analise de variancia (ANOVA).
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4.2.3.4 Limite de deteccéo (LD) e limite de quantificagcéo (LQ)

O limite de deteccao e quantificacdo foi calculado a partir dos dados
obtidos de acordo com a equacao da reta da curva padréo, pelas equacgdes

apresentadas a seguir:

LD = 3,3b>< 2 equacao 2
LQ = 10; 2 equacéo 3

Onde:
S = desvio padrao do intercepto

b = coeficiente de regressao linear
4.2.3.5 Exatidao

A determinacéo da exatidao foi realizada em trés niveis de concentracéo
(80%, 100% e 120% da concentracdo de trabalho) por meio da adicdo de
guantidades conhecidas de padréao ao placebo.

Para avaliacdo da exatiddo, foram preparadas trés solucbes estoques
pesando-se, separada e exatamente, cerca de 25 mg de atorvastatina SQR e
mais a quantidade de placebo correspondente ao contetido de 80 mg de cada
comprimido de atorvastatina. Transferiu-se para baldes volumétricos de 50 mL
e adicionou-se cerca de 30 mL de diluente. As amostras foram submetidas ao
ultrassom por 30 minutos e os volumes dos baldes completados com os
respectivos solventes. Aliquotas de 4,0; 5,0 e 6,0 mL das solucdes estoques
foram transferidas, para baldes volumétricos de 25 mL e os volumes foram

completados com diluente, estas foram denominadas como Al, A2 e A3.

Também preparou-se uma solugdo de atorvastatina SQR (500 pg/mL)
em diluente e a partir dela transferiu-se aliquotas de 4,0 mL; 5,0 mL e 6,0 mL
para baldo volumétrico de 25 mL, completando-se o volume com diluente,

estas foram denominadas como P1, P2 e P3.
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Todas as solu¢cbes foram preparadas em triplicata e para cada solucdo
foram realizadas trés determinacfes. Os resultados da exatiddo foram

expressos em porcentagem de recuperagdo do farmaco adicionado ao placebo.
4.2.3.6 Preciséo

A precisdo do método foi realizada em trés dias diferentes, através de
seis ensaios diarios completos do doseamento. Foi verificada a repetibilidade e
a precisao intermediaria do método nas amostras de atorvastatina comprimido.
Para a repetibilidade seis determinagbes da amostra a 100 pg/mL foram
utilizadas, ja para a preciséo intermediaria, utilizou-se as seis amostras a 100

ug/mL preparadas por analistas diferentes, em trés dias consecutivos.

As amostras foram preparadas como a seguir. Pesaram-se 20
comprimidos de atorvastatina calcica e realizou-se o peso médio. Foram
triturados estes 20 comprimidos e feito um pool, de onde se pesou o
equivalente a 25,0 mg de atorvastatina e transferiu-se para baldo volumétrico
de 50 mL. As amostras foram dissolvidas com o diluente, homogeneizadas e
filtradas através de papel quantitativo. A partir destas solu¢des transferiu-se 4,0
mL para bal&o volumétrico de 20 mL e o volume do bal&o foi completado com
diluente (100 pg/mL). Em cada um dos dias preparou-se uma solucdo padrdo

na mesma concentragéo da amostra.

Os resultados da precisdo foram avaliados pelo desvio padréao relativo
(DPR) da porcentagem em relagdo ao valor declarado. A concentracdo de

atorvastatina foi calculada de acordo com a equacéao 4:

A, X CS R -
% = 4 x 100 Equacéo 4
Asgr X Catebrica

Onde:

C, = Concentracao teérica do farmaco na solucdo amostra (ug/mL);
A,= Area absoluta obtida para a solu¢do amostra;

Csor = Concentragéo da SQR (pg/mL);

Asor = Area absoluta obtida para a SQR
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4.2.3.7 Robustez

A robustez do método analitico foi avaliada modificando-se
deliberadamente as condi¢cbes cromatograficas estabelecidas como: variacao

da composicao e vazéo da fase movel.
Variacdo da composicdo da fase movel

Variacdes na proporcao de acetonitrila (ACN) e tampéao acetato de sadio
pH 4,2 foram avaliadas nas seguintes propor¢des - ACN:tampao (58:42) e
ACN:tampéo (42:58). Injetou-se uma solucdo de atorvastatina SQR a 100
pug/mL em triplicata. Os seguintes parametros cromatograficos foram avaliados:
tempo de retencéo, assimetria, fator capacidade, nUmero de pratos tedricos e

area absoluta.
Variacao da vazao da fase movel

Modificou-se a vazdo da fase movel para 0,8 mL/min e 1,2 mL/min.
Injetou-se, em triplicata, no sistema cromatografico uma solucdo de
atorvastatina SQR a 100 pg/mL. Os seguintes parametros cromatograficos
relativos ao pico da ATV foram avaliados: tempo de retencao, assimetria, fator

capacidade, numero de pratos tedricos e area absoluta.
4.3 DESENVOLVIMENTO DO METODO DE DISSOLUCAO

4.3.1 Avaliacdo da solubilidade da atorvastatina calcica em diferentes

meios

A solubilidade da atorvastatina calcica SQR foi realizada em diversos
meios de dissolucao, levando em consideracdo a faixa de pH fisiolégico e o
pKa da molécula. Os seguintes meios foram analisados: agua, HCI 0,1M; fluido
gastrico sem enzima (FGS) pH 1,2; tampdao citrato pH 3,0; tampé&o acetato pH

4,0 e o tampao fosfato de potassio pH 5,0; 6,0 e 6,8.

Em diversos tubos de ensaio adicionou-se aproximadamente 10 mL de
cada meio a ser testado e transferiu-se uma quantidade em excesso de

atorvastatina calcica SQR para cada um dos tubos, que permaneceram
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aguecidos a 37 + 0,5 °C e sob agitacdo magnética por um periodo de 24 horas.
Apés este periodo as amostras foram centrifugadas a 3000 rpm e o
sobrenadante filtrado com filtro de papel quantitativo. Aliquotas de 2 mL foram
transferidas para bal6es volumétricos de 10 mL, diluidas com diluente e

injetadas no CLAE. Todos os meios foram preparados em duplicata.

A solubilidade da atorvastatina calcica SQR (Cs), em cada meio
analisado, foi calculada de acordo com a equacgéo 5.

Aa ~
Cs = (E X Cp) X — equacado 5

Onde:
Aa = Area absoluta obtida para a amostra;
Ap = Area absoluta obtida para o padréo;

Cp = Concentracéo do padréao (ug/mL).

Os valores obtidos de concentracdo de atorvastatina calcica SQR, em
pug/mL, foram multiplicados pelo fator de diluicdo, fornecendo a concentracao

de saturacdo da ATV em cada um dos meios nas condi¢cbes empregadas.
4.3.2 Ensaio de dissolucéo

O desenvolvimento e a validacdo do teste de dissolucdo foram
realizados utilizando um dissolutor Vankel® VK 7010, equipado com multi-
banho (n = 8), amostrador multiplo automatizado VK 8000 e bomba peristaltica
bidirecional.

Os ensaios de dissolucdo foram desenvolvidos utilizando os
equipamentos USP 1 (cesta) nas velocidades de 75 e 100 rpm e USP 2 (pa) a
50 e 75 rpm com 900 mL de meio de dissolugdo a 37 + 0,5 °C. A influéncia do

pH no meio de dissolu¢do também foi avaliada.

Aliquotas de 5 mL foram coletadas nos tempos: 5, 10, 15, 20, 30, 45, 60,
90 e 120 minutos, gerando curvas de perfil de dissolugdo versus tempo para

cada uma das condicbes testadas. Um filtro de 35 um foi acoplado ao
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amostrador automatico, usado para filtrar as amostras durante cada coleta

realizada. Nao houve reposi¢do do volume amostrado.
4.3.2.1 Célculo para quantificagdo da ATV dissolvida

A partir das areas da solucédo padrao e solugdo amostra e também da
concentracdo do padrdo (png/mL) para o método por CLAE, se obtém a
concentracéo de ATV dissolvida na cuba que multiplicada pelo volume de meio,
fornece a massa dissolvida real para cada tempo de coleta (equacéo 6). Para o
método por UV utilizou-se as absorbancias das solu¢des padrdo e amostra.

Aa »
Myiss (t) = (E -Cp) VL equacéo 6

A massa retirada de ATV, em um determinado tempo, para cada uma
das cubas foi calculada através da concentracdo de atorvastatina dissolvida na

cuba multiplicada pelo volume amostrado de cada cuba (equacéo 7).
Myeet) = Cee) - Va equagao 7

A massa total dissolvida para um determinado tempo foi obtida através
da soma da massa dissolvida mais o somatério das massas retiradas nos

ultimos tempos de coletas (equacao 8).

Mrordiss(t) = Mdiss (t) T Zf;% Myet(t) equacao 8

Para se alcancar a porcentagem total dissolvida em determinado tempo
de coleta, dividiu-se a massa total dissolvida para este tempo pela dose do

farmaco e este valor foi multiplicado por 100 (equacéo 9).

Mrotdiss (t) 100

equacao 9
Dose quac

Yoaiss (1) =

Onde:
V. = volume do meio de dissolucéo presente nas cubas (mL)
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V, = volume de aliquota retirada da cuba (mL)
A, e A, = areas absolutas das solugdes amostra e padréo

C, = concentragéo da solugéo padréo (pg/mL)
4.3.2.2 Avaliacao das condi¢cdes mais discriminantes para o método

Para avaliar qual dos dois meios de dissolucdo propostos
proporcionasse uma maior capacidade discriminante do método de dissolucdo
em estudo, plotou-se, em um grafico, os valores de fracdo dissolvida e
absorvida versus o tempo. Esta avaliacao foi realizada para o tampé&o fosfato
de potassio pH 6,0 e para o tampao fosfato pH 6,8, a fim de, graficamente,
comparar e demonstrar qual meio possui uma maior semelhanca entre o0s
perfis de dissolucédo in vitro e de absorcéo in vivo, consequentemente avaliar

aguele com maior capacidade discriminante.
4.3.3 Estabilidade da atorvastatina nas condi¢cdes do ensaio

Seis comprimidos do produto referéncia foram submetidos ao teste de
dissolugdo nas condigcbes previamente selecionadas. As amostras foram

coletadas apos 2 horas de dissolucéo e injetadas nos tempos 0, 12 e 24 horas.

4.3.4 Método alternativo para avaliagdo das amostras da dissolucéao

através de espectrofotometria ultravioleta (UV)

Utilizou-se um espectrofotdmetro UV-Visivel com duplo feixe (Shimadzu,
Kyoto, Japao), modelo UV-1800, equipado com cubetas de quartzo de um
centimetro com largura de banda espectral (1 + 0,2 nm), comprimento de onda
com precisdao de £ 0,1 nm. Software UV Probe versdo 2.33 (Shimadzu) foi

utilizado para controle de instrumentos, aquisicao e andlise de dados.

As condicdes espectrofotométricas para a validacdo do método UV-
Visivel foram selecionadas a partir de ensaios preliminares com solucdes da
ATV calcica SQR, dos comprimidos e da solucdo placebo, a fim de se

determinar o comprimento de onda (A) mais adequado.
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Os parametros utilizados para a validacdo do método por UV foram:

especificidade, linearidade, precisédo, exatidao e robustez.
4.4 TRATAMENTO DE DADOS DO ESTUDO IN VIVO

Para o desenvolvimento de um método de dissolugéo discriminativo para
os comprimidos revestidos de atorvastatina calcica e de uma correlagédo in vivo/
in vitro, utilizou-se dados in vivo relativos as formulacées referéncia (PR) e PB,
candidato a genérico, gentilmente cedidos pelo laboratério colaborador do
projeto. Os valores dos dados in vivo foram obtidos através de um estudo de
bioequivaléncia realizado pelo Laboratério Synchrophar — Assessoria e

desenvolvimento de projetos clinicos s/s Ltda, em julho de 2010.
4.4.1 Estudo de bioequivaléncia

O objetivo do estudo de bioequivaléncia foi caracterizar a taxa e a
extensdo da biodisponibilidade das formulacées PB e PR de ATV calcica 80
mg, apés a administracdo de uma dose Unica nas condicBes de jejum, em
voluntarios sadios de ambos os sexos e avaliar a bioequivaléncia destas duas

formulacoes.

Para realizacdo deste estudo um planejamento de experimento
monocéntrico, aberto, aleatorizado, cruzado, composto por dois tratamentos (R
e T) de dois periodos e duas sequéncias (RT e TR) foi empregado, com
administragcdo em dose Unica, em condi¢do de jejum, nas quais 0s voluntarios
receberam em cada periodo distinto, o PB ou a formulacdo do produto

referéncia (PR).

Para o estudo de bioequivaléncia das duas diferentes formulacfes, o
tamanho da amostra foi calculado para obter um poder do teste igual ou
superior a 80%. Assim sendo um total de 64 voluntarios foi selecionado, destes

61 concluiram o estudo.

62



4.4.2 Dados do estudo in vivo

A curva média da concentracdo plasmatica versus o tempo para a
atorvastatina PR e PB, no estado de jejum pode ser visualizada na Figura 4.1,

apos a administracdo de uma dose de 80 mg de atorvastatina calcica.
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Figura 4.1 Curva média da concentracdo plasmatica versus o tempo da ATV
apos administracéo de dose Unica do produto referéncia e do PB (n= 61).

Os valores dos parametros farmacocinéticos do PR e PB da ATV podem

ser visualizados nas Tabelas 4.2 e 4.3.
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Tabela 4.2 Dados dos parametros farmacocinéticos da ATV apoés
administracdo do produto referéncia, segundo o estudo de bioequivaléncia.

Par&metro Média DP EP Minimo Mediana Maximo CV%

Kel 0,1329 0,054 0,0069 0,0301 0,1227 0,3647 40,609
t1/2 6,1626 3,1085 0,398 1,9004 5,6487 23,0124 50,4412
tmax 1,1261 0,7648 0,0979 0,33 0,83 4 67,9149
Cmax 38589,4918 17556,7007 2247,90 8002 36674 86419 45,4961

ASCo-t 132405,237 59547,9674 7624,33 54371,4 113477 295988,2 44,974
ASCo-inf 141104,157 60834,0026 7788,99 641455 119413 308310,5 43,1128

%ASC 93,289 4,57 0,5851 77,8082 94,6739 98,4932 4,8988
Fonte: Relatério estatistico referente ao estudo de bioequivaléncia realizado pelo laboratério
Synchophar.

Tabela 4.3 Dados dos parametros farmacocinéticos da ATV apés
administracao do PB, segundo o estudo de bioequivaléncia.

Parametro Média DP EP Minimo Mediana  Maximo CV%

Kel 0,1454 0,0653 0,0084 0,0428 0,136 0,3868 44,9034
t1/2 5,7263 2,8228 0,3614 1,7918 5,0961 16,2068 49,2948
tmax 1,2136 0,8967 0,1148 0,33 0,83 4 73,8843
Cmax 47504,902 27007,415 3457,9451 16821 42237 175524 56,8518

ASCo-t 141590,81 57291,121 7335,3764 76161,7 123040,05 346626,09 40,4625
ASCo-inf 149281,7 57533,963 7366,4691 79528,477 134215,17 350380,28 38,5405
%ASC 94,443 3,8108 0,4879 75,3571 95,4996 98,9285 4,035

Fonte: Relatério estatistico referente ao estudo de bioequivaléncia realizado pelo laboratério
Synchophar.

4.4.3 Obtencao da frac&o absorvida da dose

Através de modelagem matematica utilizando o programa de regressao
ndo linear Scientist® versdo 2.0 (MicroMath®) pode-se obter os pontos
experimentais médios da curva de concentracao plasmatica versus tempo. Foi
utilizado o modelo de dois compartimentos aberto descrito pela equacéo 10 e
0s parametros foram usados para estimar os pontos dos dados de

concentracao plasmaticos intermediarios.

Cp=A.e”® +B.e Bt — ¢ e Kat equacéo 10

Onde:
Cp = concentracdo plasmética
a = constante de distribuicado
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B = constante de eliminacéo
Ka = constante de absorcéo

t = tempo de administracdo da dose

O método de Loo-Riegelman foi utilizado para calcular a fracdo da dose
absorvida (FA), de acordo com a equacédo 11 (SHARGEL et al., 2005).

FA _ Cp+kqo.[AUCIS +C¢
FA% K1o.[AUCIP

Equacéo 11

Onde:

FA = Fracédo absorvida em um determinado tempo t;
FA. = Fracdo absorvida no tempo infinito;

C, = Concentragao plasmatica no tempo t;

C: = Concentracao tecidual aparente;

ASC = Area sob a curva.

Os dados obtidos de fragdo absorvida, tanto do PR como do PB, foram
utilizados juntamente com os valores de fragdo dissolvida adquiridos através do
método de dissolucdo proposto, com o intuito de se obter uma correlacdo in

vivo/ in vitro.
4.5 VALIDACAO DO METODO DE DISSOLUCAO

O teste de dissolucdo in vitro faz parte das especificacOes
farmacopeicas para o controle de qualidade de formas farmacéuticas solidas e
semi-sélidas de uso oral. Entretanto, com normas bem definidas de
bioequivaléncia, de biodisponibilidade e do sistema de classificacdo
biofarmacéutica, o teste de dissolucédo passou de tradicional teste de controle
de qualidade para teste substituto de estudos de bioequivaléncia in vivo (FDA,
1997a; DRESSMAN e KRAMER, 2005).

O meétodo de dissolucdo para comprimidos de atorvastatina calcica foi
validado de acordo com o guia do ICH (2005) e com a USP 34 <1092> The
dissolution procedure (2011).
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4.5.1 Cromatografia liguida de alta eficiéncia e espectrofotometria UV-

Visivel.

Para validacdo do método de dissolugéo, tanto por CLAE como por UV-
Visivel, avaliaram-se 0s seguintes parametros: especificidade, linearidade,
precisdo, exatidao e robustez. Também foi avaliada a possivel interferéncia do

uso de filtros e a presenca de bolhas no meio de dissolucéo, através de CLAE.
4.5.1.1 Especificidade

A especificidade foi avaliada com base no placebo do PB, o qual possui

a mesma formula qualitativa do PR, porém sem a substancia ativa.

O placebo referido acima foi adicionado em trés cubas contendo 900 mL
do meio de dissolucdo selecionado pré-aquecido a 37 = 0,5 °C e agitado
durante 90 minutos a 150 rpm, utilizando o equipamento pa. Aliquotas de 5 mL

foram coletadas e analisadas por CLAE e UV-Visivel.

A especificidade do método por CLAE foi verificada através da avaliacdo
da pureza de pico, utilizando-se do detector PDA. Para o método por UV-
Visivel, um espectro da solucdo padrdo e placebo, diluidos no meio de

dissolucéo, foram tracados na faixa de 200 a 400 nm.
4.5.1.2 Linearidade

Para a construcdo da curva padrao foi preparada, em diluente MeOH:
agua (50:50 v/v), uma solugao estoque contendo 500 pg/mL de ATV calcica
SQR. A linearidade do método foi avaliada na faixa de 10,0 a 150,0 pg/mL para
0 método por CLAE e de 1,0 a 15,0 ug/mL para o UV-Visivel, utilizando o meio
de dissolucéo selecionado como o segundo diluente. Foram obtidos os pontos
da curva, respectivamente: 10, 25, 50, 75, 100, 125 e 150 uyg/mL para o método
por CLAE e 1,0; 2,5; 5,0; 7,5; 10; 12,5 e 15,0 pyg/mL para o método por UV-

Visivel.

As solugbes foram injetadas em triplicata, todos os dias, durante
trés dias consecutivos por CLAE, bem como as leituras por UV. As curvas

padrdo foram obtidas a partir da area absoluta e dos valores de absorbancia
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versus a concentracdo de ATV célcica SQR (ug/mL). A linearidade foi
verificada por analise de regresséo linear, a qual foi calculada pelo método dos
minimos quadrados e os resultados foram avaliados estatisticamente através

da analise de variancia (ANOVA).
4.5.1.3 Exatiddo/Preciséo

A exatiddo do método foi avaliada através do teste de recuperacéo, onde
guantidades conhecidas de ATV célcica SQR foram adicionadas as cubas de
dissolucéo contendo placebo. A partir de uma solugcéo de 20 mg/mL de ATV
célcica SQR, diluida em metanol, aliquotas de 1,0; 4,0 e 5,0 mL foram
adicionadas as cubas de dissolu¢do contendo 900 mL de meio de dissolugéo e

agitadas através de pas a 150 rpm por 60 minutos.

As amostras foram coletadas, filtradas, diluidas no meio de dissolucao
selecionado e analisadas por CLAE e UV. As concentracdes finais teoricas
foram de 22,22; 88,89 e 111,11 ug/mL para o método por CLAE e 2,22; 8,89 e

11,11 ug/mL para o UV. Este estudo foi realizado em trés dias consecutivos.

A fim de avaliar a repetibilidade do método, as mesmas solucdes
empregadas nos teste de recuperacdo foram utilizadas para avaliar a precisao
do método. A preciséo intermediaria foi realizada através da realizagao de dois
perfis de dissolugéo, nas condigbes selecionadas, em dias diferentes por dois
analistas diferentes. A repetibilidade foi estabelecida com base no desvio
padrédo relativo (DPR) dos resultados da exatiddo e a precisao intermediaria na
diferenca do valor médio de cada um dos pontos para os dois perfis de

dissolugéo.
45.1.4 Robustez

A robustez do método foi avaliada através de pequenas modificacdes no
pH do meio de dissolugao selecionado. Realizou-se perfis de dissolugcado onde
as porcentagens de liberacdo do farmaco obtidas com as modificacées do pH
(5,8 e 6,2) foram comparadas, através do teste t-student, com as porcentagens

de liberag&o obtidas com o pH do tamp&o na condi¢cdo normal (pH 6,0).
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4.5.1.5 Desaeracao do meio de dissolugao

O meio de dissolucdo selecionado foi desaerado através de
aquecimento a 42°C e em seguida submetido a filtragdo a vacuo. Os perfis de
dissolucéo obtidos com o meio desaerado e ndo desaerado foram comparados

a fim de avaliar a necessidade de desaeracéao.
4.5.1.6 Avaliacdo da presenca de filtros

Em um béquer contendo 200 mL do meio de dissolugdo selecionado,
mantido a 37 = 0,5 °C e sob agitacdo magnética por duas horas, foi adicionado
uma quantidade de placebo equivalente ao peso médio de um comprimido e
em seguida adicionou-se uma quantidade ATV calcica SQR para uma
concentracéao final de 250 ug/mL. Aliquotas de 10 mL foram retiradas, filtradas
com auxilio de um filtro de 35 ym e apéds diluiu-se em metanol:dgua (50:50 v/v)
para obter uma solu¢do com concentragao final de 100 ug/mL. Em seguida
filtrou-se novamente a amostra em filtro de nylon 0,45 ym. O mesmo
procedimento foi realizado para as outras aliquotas da mesma solucdo, porém
estas foram centrifugadas durante 5 minutos a 3000 rpm ao invés de serem
filtradas e o seu sobrenadante foi utilizado. Todas as amostras foram
analisadas através de CLAE. Os resultados obtidos para as amostras filtradas
foram comparados com as amostras centrifugadas, a fim de avaliar a

interferéncia da presenca dos filtros.
4.6 AVALIACAO DOS PERFIS DE DISSOLUCAO

Os perfis de dissolucdo obtidos para o PR e os pilotos A e B foram
comparados através de uma abordagem de modelo independente que inclui o
fator de diferenca (f1) e o fator de similaridade (f2) (FREITAG, 2001). Os

fatores f1 e f2 foram determinados utilizando as seguintes equacdes:

fl= {[%]} 100 equacéo 12

£2 =50 .log{[l +(5) SRR, - Tt)z]2 . 100} equagdo 13
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Onde:

n = namero de tempos de coleta

Tt = valor de porcentagem dissolvida da formulacéo teste, no tempo t

Rt = valor de porcentagem dissolvida da formulac&o referéncia, no tempo t

O critério para que os dois perfis sejam considerados semelhantes sao

gue os valores de f1 estejam entre 0 a 15 e os de f2 entre 50 a 100.
4.7 ANALISE COMPARATIVA ENTRE OS METOS DE CLAE E UV

O uso dos métodos de CLAE e UV, a fim de avaliar a liberagdo de ATV
nos ensaios de dissolucéo, foi comparado empregando o teste t-student, para
demonstrar a equivaléncia entre as mesmas. Os valores utilizados foram
retirados de cada um dos pontos dos perfis de dissolugcdo da precisao

intermediéria realizada na validacdo do método de dissolucéo.
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5. CONCLUSOES







¢ O método de guantificacdo para atorvastatina empregado através de CLAE
demonstrou ser altamente satisfatorio no que se refere a especificidade,
linearidade, exatiddo e robustez. Atingindo um tempo de analise
consideravelmente reduzido e viavel para ser aplicado na rotina, na

guantificacdo da atorvastatina em amostras dos ensaios de dissolucéao.

¢ A validacdo do ensaio de dissolugcao por CLAE e por espectrofotometria UV
mostrou-se adequado sendo especifico, linear, preciso, exato e robusto para
ambos os métodos. Sendo que o método proposto por UV configura-se como
uma excelente alternativa extremamente vantajosa e viavel visto a reducao da
guantidade de solventes, a facilidade de operacdo e o tempo reduzido de

anélise.

¢ N&o observou-se interferéncia dos filtros de coleta e da desaeracao do meio

de dissolucéo no processo de dissolucao.

¢ A analise comparativa dos métodos de doseamento por CLAE e UV
demonstrou ndo haver diferenca significativa entre os métodos sendo, portanto,

considerados equivalentes para a determinacdo quantitativa da atorvastatina.

¢ A atorvastatina mostrou-se estavel por 24 horas nas condi¢cdes do ensaio de

dissolucéao.

¢ Uma correlacéo nivel A pode ser estabelecida entre a fragcdo absorvida e a
fracao dissolvida, através de um fator de escala tempo, tanto para a formulagéo
do produto referéncia como para o piloto B. Através do equipamento pa a 50

rpm e 900 mL de tampéao fosfato de potassio 50 uM pH 6,0 a 37 + 0,5 °C.

¢ As condicdes estabelecidas para o teste de dissolucdo refletiram o
comportamento da absor¢cdo do farmaco in vivo, além de demonstrar uma
dissolucdo completa para o0 PR e o PB e uma dissolucédo limitada do PA,

demonstrado que o método é discriminativo para as formulacdes propostas.
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¢ A comparacdo entre os perfis de dissolucdo entre o PR, PA e PB,
empregando o fator de diferenca (f1) e o fator de semelhanca (f2), demonstrou
a semelhanca entre os perfis do PR e PB, porém uma elevada diferenca em
relacdo ao PA, como ja se esperava devido a diferenca de agente

desintegrante presente nas duas formulagdes piloto.
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