Quim. Nova, Vol. 33, No. 8, 1653-1657, 2010

ANALISE TERMICA APLICADA A CARACTERIZACAO DA SINVASTATINA EM FORMULACOES

FARMACEUTICAS

Marcelo Antonio de Oliveira®

Centro Universitdrio Norte do Espirito Santo, Universidade Federal do Espirito Santo, Rod. BR 101 Norte, km 60, 29932-540

Sao Mateus - ES, Brasil

Maria Irene Yoshida, Elionai Cassiana de Lima Gomes e Wagner da Nova Mussel

Artigo

Departamento de Quimica, Instituto de Ciéncias Exatas, Universidade Federal de Minas Gerais, Av. Antdnio Carlos, 6627,

31270-901 Belo Horizonte - MG, Brasil
Cristina Duarte Vianna-Soares e Gérson Antonio Pianetti

Departamento de Produtos Farmacéuticos, Universidade Federal de Minas Gerais, Av. Antonio Carlos, 6627, 31270-901

Belo Horizonte - MG, Brasil

Recebido em 9/10/09; aceito em 13/5/10; publicado na web em 17/9/10

THERMAL ANALYSIS APPLIED TO SIMVASTATIN CHARACTERIZATION IN PHARMACEUTICAL FORMULATIONS.
Thermogravimetry (TG) and differential scanning calorimetry (DSC) are used in pharmaceutical studies for drugs characterization, purity,
formulations compatibility, polymorphism identification, stability evaluation, and thermal decomposition of drugs and pharmaceutical
formulations. Simvastatin showed fusion at 138.5 °C and thermal stability up to 248 °C. Simvastatin was incompatible with preservative
excipient butylhydroxyanisole (BHA) performing a process of crystal amorphization. The drug showed morphological polymorphism,

where it has the same unit cell but with different crystal habits according to the recrystallization solvent.
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INTRODUCAO

Termogravimetria (TG) e calorimetria exploratdria diferencial
(DSC) sdo técnicas utilizadas na area farmacéutica na caracteriza-
¢do térmica de farmacos, na determinacdo de pureza, em estudos de
compatibilidade de formulacdes farmacéuticas, na identificacdo de
polimorfos, na avaliacio de estabilidade e em estudos de decompo-
si¢@o térmica de farmacos e medicamentos.'”

A sinvastatina € um antilipémico amplamente consumido no Bra-
sil, e estd incluida na Relacdo Nacional de Medicamentos Essenciais
para o tratamento de cardiopatia isquémica e de hipercolesterole-
mia.® A sinvastatina apresenta férmula molecular C H, O.; é um p6
cristalino branco com coeficiente de particao (log P ...) igual
a 4,68; funde entre 135 e 138 °C e apresenta absor¢do na regido do
ultravioleta em =231, 238 e 247 nm em acetonitrila. O farmaco é
facilmente solivel em cloroférmio (610 mg/mL), dimetilsulféxido
(540 mg/mL), metanol (200 mg/mL), e etanol (160 mg/mL); muito
pouco soldvel em hexano (0,15 mg/mL); insolivel em dgua (0,03
mg/mL) e em dcido cloridrico 0,1 M (0,06 mg/mL)."#

A sinvastatina apresenta baixa solubilidade em meio aquoso e
alta permeabilidade. No sistema de classificagdo biofarmacéutica é
uma droga de classe II. Para firmacos da classe 11, baixa solubilidade
e alta permeabilidade, a dissoluga@o € o passo limitante da velocida-
de de absorcdo e uma correlagdo in vivo-in vitro (CIVIV) pode ser
esperada.”!® Diante disto, observa-se a importancia da avaliagdo das
caracteristicas deste farmaco quanto a presenca de polimorfismo,
pseudopolimorfismo, estabilidade e compatibilidade da formulagéo
farmaceéutica, visto que quaisquer alteracdes influenciam diretamente
na biodisponibilidade.

O farmaco e as formula¢des farmacéuticas foram submetidos a
andlises quimicas com o objetivo de se avaliar as caracteristicas tér-
micas, a compatibilidade das formulagdes farmacéuticas e identificar
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produtos de degradag@o e formas polimérficas. Uma variedade de téc-
nicas foi utilizada na avaliagio térmica da sinvastatina, tais como TG,
DSC, andlise termo-6ptica (TOA), microscopia dptica, espectroscopia
no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), cromatografia,
espectrometria de massa e difratometria de raios X (DRX).

PARTE EXPERIMENTAL

Na caracterizacdo térmica da sinvastatina foram realizados en-
saios por TG e DSC. As curvas TG foram obtidas na termobalanca
TGASO0H Shimadzu com razdo de aquecimento de 10 °C/min,
aquecimento até 750 °C, atmosfera dinamica de nitrogénio com vazio
de 50 mL/min, cadinho de alumina e massa de amostra em torno de
5,0 mg. As curvas DSC foram obtidas na célula DSC50 Shimadzu sob
atmosfera dinamica de nitrogénio com vazio de 50 mL/min, razao de
aquecimento de 10 °C/min, com aquecimento até 400 °C, cadinho de
aluminio parcialmente fechado e massa de amostra em torno de 0,5
mg. A avaliacdo de pureza por DSC foi feita através da aplicagdo da
Equac@o de van’t Hoff na faixa de fusdo do fdrmaco, utilizando-se o
software Purity Determination Program version 2.20 da Shimadzu.

Experimentos de infravermelho (FTIR) foram realizados uti-
lizando espectrometro Perkin Elmer. O espectro foi obtido com
discos de KBr.

Os estudos de compatibilidade de formula¢des farmacéuticas
foram realizados utilizando a técnica de DSC, considerando duas
formulagdes do mercado brasileiro (A e B), a formulagdo do medica-
mento referéncia (C) e os excipientes da formulagdo apresentada no
Handbook of pharmaceutical manufacturing formulations: compres-
sed solid products, relatada por Niazi, que € uma fonte bibliografica
utilizada pelos formuladores de produtos no Brasil.!! Os excipientes
apresentados nas formulagdes farmacéuticas consideradas sao:

Formulagdo A - obtida comercialmente, comprimido revestido cuja
composicio declarada continha 10 mg de sinvastatina e os excipientes
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acetona, dcido ascorbico, dcido citrico, dgua, dlcool etilico, amido
pré-gelatinizado, BHA, celulose microcristalina 102, corante 6xido
ferro vermelho n° 30, didxido de titanio, didxido de silicio coloidal,
estearato de magnésio, glicolato amido sédico, lactose super tab,
opadry ys-1-7006°, polietilenoglicol 6000.

Formulagdo B - obtida comercialmente, comprimido revestido cuja
composi¢do declarada continha 20 mg de sinvastatina e os excipien-
tes acido citrico, alcool etilico, BHA, celulose microcristalina 102,
corante 6xido ferro amarelo, corante 6xido ferro vermelho n° 30,
croscarmelose sédica, diéxido de titanio, diéxido de silicio coloidal,
estearato de magnésio, etilcelulose 10 cps (Ethocel®), lauril sulfato
de sédio e opadry ys-1-7006°.

Formulagdo C - medicamento referéncia, Zocor®, fabricado por Merck
Sharp & Dohme, comprimido revestido cuja composi¢do declarada
continha 10 mg de sinvastatina e os excipientes dcido ascérbico, dcido
citrico, amido, BHA, celulose microcristalina, diéxido de titanio,
estearato de magnésio, hidroxipropilmetilcelulose, lactose, 6xido
férrico amarelo, 6xido férrico vermelho e talco.

Formulagao D - descrita por Niazi, comprimido revestido cuja compo-
sicdo declarada continha 10 ou 20 mg de sinvastatina e os excipientes
acido ascorbico, dcido citrico, dgua, amido pré-gelatinizado, BHA,
celulose microcristalina 102, diéxido de silicio coloidal, estearato de
magnésio, etanol e lactose mono-hidratada.!!

Os excipientes listados nas formulacdes dos comprimidos, o
farmaco, as misturas bindrias 1:1 do farmaco com cada excipiente,
as formula¢des do mercado que sdo consideradas misturas multi-
componentes e o placebo foram submetidos a ensaios por DSC para
avaliar a compatibilidade das formulac¢des. O placebo foi preparado
conforme excipientes e porcentagens relatadas na literatura.'' A
pesquisa de interacdes farmaco-excipiente foi feita inicialmente com
misturas bindrias utilizando-se 5 mg de firmaco em uma mistura de
50% com o excipiente, para maximizar a probabilidade de se observar
uma interagdo. Em seguida, foi avaliada a mistura multicomponente,
que sdo as formula¢des do mercado.'>!

A pesquisa de ocorréncia de polimorfos foi iniciada recristalizan-
do-se o farmaco nos solventes: diclorometano, metanol, etanol, dgua,
acetona e hexano, em duas temperaturas: 30 °C e resfriadoa-10°Ce
diferentes graus de saturacéo: saturado e diluido.!* As andlises foram
realizadas através de DSC, TOA (Mettler Toledo FP90 e FP§20A),
microscopio acoplado a camera fotografica e DRX. Nos experimentos
de DRX foi utilizado o difratometro Rigaku Geigerflex, com tubo
de cobalto (Co Ka), 32,5 kV e 25,0 mA. O difratdmetro Siemens
D5000, CuKa, 40 kV e 30 mA, munido de monocromador de grafi-
te com amostra sob sppining, 60 rpm, com passo de 0,01 graus/26,
com constante de tempo de 20 s por incremento, foi utilizado para
os experimentos submetidos a ajuste do difratograma de pé pelo
método de Rietveld.'*'®

Os estudos cromatograficos utilizando CLAE/UV-DAD (HP 1200,
Agilent), e CLAE/MS-MS (Quattro LC, Micromass, duplo quadropolo)
com ionizagdo do tipo eletrospray (ESI) em modo positivo foram reali-
zados com o objetivo de identificar possiveis produtos de degradago.
Os ensaios foram realizados ap6s submisséo do formaco a condi¢des
de estresse e nas amostras do farmaco associado ao excipiente in-
compativel. As condigdes de estresse (estabilidade intrinseca) a que a
sinvastatina foi investigada, apds 4 h de exposi¢do foram: exposi¢ao ao
calor a 105 °C; refluxo em banho-maria em agua; em NaOH 1 M; em
HCl 1 M; em H,0, 3% e, exposicdo a luz UV (254 nm)."**

O método cromatografico foi desenvolvido, otimizado e validado de
acordo com a monografia de lovastatina descrita na Farmacopeia Ameri-
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cana.”! As condigdes cromatogréficas utilizadas foram: coluna C8 (OS,
250 x 4 mm, 5 um, Merck); fase mével: acetonitrila/4cido fosférico 0,1%
V/V (65:35); 1,5 mL/min; injegdo 10 UL; detecgiio UV com A =238 nm;
30 °C; amostras preparadas na concentragio 40 pg/mL em acetonitrila.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na caracterizacdo do farmaco por TG e DSC, a sinvastatina apre-
sentou temperatura de fusdo em 138,5 °C e calor de fusdo (AH) de
67,6 J/g (Figuras 1, inferior, e 2). Apés a fusdo, iniciou-se o processo
de degradacdo em 248 °C que foi confirmado pelas duas etapas de
perdas de massa na curva TG (Figura 2). O espectro de infravermelho
ndo apresentou nenhuma alteracéio em relagdo ao espectro padrao da
Farmacopeia Britanica e apresentou picos principais em 1718, 1459,
1389 e 1267 cm™.7
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Figura 1. Curvas DSC de misturas bindrias (1:1) de sinvastatina com cada
excipiente, sob atmosfera de nitrogénio e razdo de aquecimento de 10 °C min™

Nos estudos de compatibilidade, as técnicas termoanaliticas
possibilitam a prévia escolha de formulacdes farmacéuticas mais
estaveis com extrema rapidez, por meio da avaliagdo de interacdes
que possam existir em suas misturas bindrias em primeira instancia
e, posteriormente, em misturas multicomponentes. A qualidade da
informacdo fornecida juntamente com a rapidez de andlise € desejd-
vel para a industria farmacéutica, embora ndo substituam os estudos
convencionais de estabilidade preconizados pela legislacdo.”® As
curvas DSC aplicadas aos estudos de compatibilidade podem mostrar
alteracdes na faixa de fusdo do farmaco, na forma e na drea do pico
apoOs mistura de dois componentes, indicando interagdes ou reagdes
indesejdveis, que devem ser confirmadas por outras técnicas analiticas.
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Nas curvas DSC das misturas bindrias de sinvastatina com cada
um dos excipientes sélidos, Figura 1, apenas na presenga do butil-
hidroxianisol (BHA) houve alteracdo no evento de fusao do farmaco,
com o desaparecimento deste, o que caracteriza a principio uma
interacdo ou reagdo quimica com o farmaco. Para as outras misturas
bindrias, houve apenas pequenas alteracdes em relagdo a faixa de
fusdo do farmaco, o que ndo caracteriza incompatibilidade. Quanto
ao AH (J/g) dessas misturas, houve redugdo de cerca de 50% de seu
valor em relacdo a sinvastatina, visto que se trata de misturas fisicas
na propor¢do 1:1. Na avaliagdo por DSC das formulagdes do merca-
do, o evento de fusdo da sinvastatina desaparece, como também foi
observado para a mistura sinvastatina/BHA.

Com o objetivo de avaliar melhor uma possivel incompatibilidade
do farmaco com o BHA, curvas TG foram obtidas para a mistura
bindria (Figura 2). No entanto, a curva referente a mistura bindria
apresenta-se como o somatorio das curvas TG individuais da sinvas-
tatina e do BHA, sugerindo ndo haver uma reacio quimica.
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Figura 2. Curvas TG de sinvastatina (—), BHA (-----*) e da mistura sinvas-
tatina com BHA (- - - ) em atmosfera de nitrogénio e razdo de aquecimento
de 10 °C min’!

Avaliando-se a mistura bindria sinvastatina/BHA por DRX,
Figura 3, foi possivel observar que houve uma amorfizacdo da
sinvastatina apds contato por um curto periodo de tempo de 10
dias, na propor¢do 1:1. Por meio dos resultados apresentados
conclui-se que o BHA provoca uma amorfizagdo da sinvastatina
e ndo existe reagdo quimica. No entanto, como a concentragdo de
BHA (0,2%) € muito pequena em uma formulagdo farmacéutica,
pode ser que no produto farmacéutico nélo exista amorfiza¢do em
maior proporcio, o que ndo comprometeria a qualidade do medi-
camento. Sundaram et al.?* relatam o fendmeno de amorfizacdo da
sinvastatina na presenga de povidona, caracterizando este evento
por DRX, conforme patente publicada.
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Figura 3. Perfil de cristalinidade, obtidos em DRX, para a sinvastatina e
mistura sinvastatina/BHA
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A pesquisa de cristais na sinvastatina teve inicio com andlise por
DSC em razdes de aquecimento diferentes, 2 e 20 °C min’, sob atmos-
fera de nitrogénio, rampa de aquecimento da temperatura ambiente até
180 °C. Nenhum evento de transicdo cristalina apareceu e ndo houve
duplicidade de ponto de fusdo, descartando a principio a presenga
de polimorfos na sinvastatina. Apés recristalizacdo em condi¢oes
diferentes, como solvente, temperatura e satura¢do, observou-se por
microscopia optica que existe diferenca de morfologias cristalinas.
Os cristais obtidos a partir do uso de dgua e hexano apresentaram-se
na forma tabular, enquanto os cristais obtidos sob metanol e etanol
apresentaram-se na forma acicular ou agulha (Figura 5, fotos dos
cristais em destaque).

Com o objetivo de identificar as formas polimoérficas, curvas DSC
foram obtidas (Figura 4) para as formas acicular e tabular, e ndo houve
duplicidade de pontos de fusdo e nem aparecimento de eventos de
transi¢do cristalina, indicando nao haver polimorfismo. Observou-se
que os cristais aciculares e tabulares apresentam a mesma temperatura
de fusdo e pureza superior a 98%. A pureza foi avaliada utilizando a
Equacdo de van’t Hoff na faixa de fusdo do farmaco.*?!2>%

N Tabular
o

i 98,22%

>

S ]

[

o] Agulha
©

o

£ 1

v 99,229

o

ke

[=

w

M

50 100 150 200 250 300 350

Temperatura / °C

Figura 4. Curvas DSC de sinvastatina na forma de agulha e na forma tabular,
sob atmosfera de nitrogénio e razdo de aquecimento de 10 °C min’’

Na andlise por DRX de p6 dos cristais da sinvastatina, foi pos-
sivel observar que ndo existem diferencas cristalogréificas entre o
material proveniente dos cristais do tipo acicular e tabular (Figura
5). Observam-se diferencas quanto a intensidade, em planos especi-
ficos de reflexdo, o que sugere cristais de mesma cela unitdria com
orientacio preferencial para o desenvolvimento macroscépico dos
cristalitos de formas diferentes.

Os difratogramas experimentais foram submetidos ao ajuste pelo
método de Rietveld, e a estrutura prevista para ambos os difratogra-
mas € a de um cristal de forma tabular para a sinvastatina (Figura 6).
Diante disto, a sinvastatina nio apresenta o polimorfismo cldssico, mas
apresenta um polimorfismo do tipo morfoldgico, onde o firmaco tem
a mesma cela unitdria, mas com habitos cristalinos diferentes devido
ainteragdes soluto-solventes preferenciais no processo de crescimento
dos cristais. Este polimorfismo morfol6gico ndo altera as propriedades
fisico-quimicas e, desta forma, ambas as formas cristalinas, acicular ou
tabular, apresentam a mesma estabilidade, solubilidade e reatividade.

O método de andlise cromatografica por CLAE/UV-DAD foi
validado segundo a Resolu¢@o 899 da Anvisa e apresentou k’ (fator
de reteng¢do) de 12,54, simetria do pico de 1,05, nimero de pratos
tedricos/coluna de 5276, precisdao em termos de repetibilidade e
intermedidria com DPR menores que 2%, exatiddo intradia e entre
dias com porcentagem de recuperagdo de 100,01 e 100,89%, respec-
tivamente, linearidade com coeficiente de correlacéo liner (r) maior
que 0,99 na faixa de 1 a 60 pg/mL, limite de detec¢do de 0,15 pg/
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Figura 5. Perfis de cristalinidade obtidos em DRX para a sinvastatina na
forma de agulha e na forma tabular, e imagens obtidas por microscopia dptica
com aumento de 100 vezes
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Figura 6. Difratograma de po, da forma de agulha da sinvastatina, ajustado
pelo método de Rietveld, e forma morfologica obtida a partir do ajuste do
difratograma de po, sendo a forma tabular mais estdvel e esperada

mL, limite de quantificacdo de 0,45 nug/mL, especificidade realizada
com estudos de estresse da amostra e robustez adequadas.”

O estudo de estabilidade intrinseca da sinvastatina sob diferentes
condicdes de estresse foi realizado visando identificar produtos de
degradacdo e correlaciond-los com possiveis produtos provenientes
da incompatibilidade sinvastatina/BHA encontrada por DSC. Os
cromatogramas da sinvastatina obtidos antes e apds a exposi¢do a
cada condigdo de estresse podem ser visualizados na Figura 7.

Partiu-se do pressuposto de que a sinvastatina, devido a sua
semelhanca estrutural com a lovastatina, poderia apresentar um com-
portamento reacional semelhante, com degradagio sob condicdes de
hidrélise dcida e basica.?” As amostras que apresentaram degradagdo
parcial foram as submetidas a hidrdlise neutra e 4cida, e degradagdo
total ap6s hidrélise bésica, conforme observado na Figura 7. O pico
referente ao t, (tempo de retengdo) de 1,351 da amostra submetida a
oxidacdo trata-se do pico do perdxido de hidrogénio.
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Figura 7. Cromatograma da sinvastatina antes e apos condigoes de estresse:

hidrdlise neutra, hidrélise dcida, hidrélise bdsica, oxidagdo, exposi¢do a luz
UV e exposicdo a temperatura (calor seco)

Os espectros UV dos picos dos possiveis produtos de degradacdo
foram comparados ao espectro da sinvastatina por similaridade (IS).
Autores relatam que duas substincias que apresentam o mesmo
tempo de retencdo e um alto indice de similaridade (IS > 0,99) entre
os espectros sdo consideradas idénticas.?®

Na amostra submetida a hidrélise neutra, o produto de degradagao
ocorrido em 4,176 min (k’ = 9,44) apresenta espectro idéntico ao da
sinvastatina (6,551 min), com IS de 0,9999, indicando que o produto
de degradagdo apresenta a mesma estrutura do croméforo da sinvas-
tatina. A amostra submetida a hidrélise dcida degradou com perda de
area, no entanto nao foram encontrados produtos de degradagdo com
espectros proximos ao da sinvastatina nesta condi¢@o de estresse. J&
na amostra submetida a hidrélise bésica, houve degradacio completa
e os picos referentes aos tempos de retencdo de 1,572 min (k’=2,93)
e4,235 min (k’=9,58) sdo produtos de degradagdo. As similaridades
(IS) encontradas entre os picos de t, 1,572 e t, 4,235 com a sinvas-
tatina foram de 0,9779 e 0,9992, respectivamente.

Ap06s os ensaios de estabilidade intrinseca e as observacdes quanto
as degradagdes em meio hidrolitico da sinvastatina, o farmaco foi
submetido ao contato com o excipiente indicado como incompativel,
BHA, com o objetivo de avaliar e comparar um possivel produto de
degradacio por CLAE. A mistura do firmaco com o excipiente, na
proporcao de 1:1, em solugdo de acetonitrila, foi submetida a um
leve aquecimento (60 °C) por 4 h, com o objetivo de aumentar a de-
gradacdo. Utilizando o recurso do equipamento acoplado ao detector
UV-DAD, nao foi possivel identificar nenhum pico formado e nem
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reducio da drea do farmaco, descartando uma possivel reacdo quimica
entre sinvastatina e BHA.

Foi realizado ensaio em CLAE/MS-MS nas mesmas condicdes
de andlise da metodologia CLAE/UV-DAD, no entanto na fase mével
0 4cido fosférico foi substituido pelo dcido férmico, visto que dcido
fosférico ndo € volatil. O produto de degradagdo formado na condic@o
de hidrdlise neutra apresentou massa molar de 436,6 g mol”!, sendo
este produto o mesmo formado na condi¢do de hidrélise bdsica.
Este produto de degradacdo € formado por meio da hidrélise, com
abertura do anel lactdnico e formag¢@o do hidroxidcido da sinvasta-
tina (C,;H, O,). A maior polaridade do hidroxidcido de sinvastatina
justifica seu menor tempo de retengdo, na andlise cromatografica,
utilizando-se uma coluna de fase reversa. A semelhanca do espetro de
ultravioleta do hidroxidcido com a sinvastatina também ¢ justificada
pela presenca da mesma estrutura de croméforo nas duas molécu-
las. Além da identifica¢@o do produto de degradacdo, foi observada
nos espectros de massa referentes ao hidroxidcido da sinvastatina
(C,;H,,0,) a massa molar da sinvastatina (418,57 g mol™),
sugerindo que o hidroxidcido fica em equilibrio com a sinvastatina
apos reagdo de ciclizacdo.

CONCLUSOES

A andlise térmica mostrou-se uma ferramenta poderosa nos estu-
dos de compatibilidade e no auxilio para a caracterizacio das formas
polimorficas. A sinvastatina € incompativel com o excipiente BHA,
onde existe um processo de amorfizagao do farmaco; apresenta ainda
duas formas polimdrficas, com a mesma cela unitdria e habitos cris-
talinos diferentes. A sinvastatina degrada sob hidrélise neutra, dcida
e basica, e o produto de degradagdo sob hidrolise neutra e bésica é o
hidroxidcido da sinvastatina.
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