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RESUMO

O polimorfismo ¢ definido como a tendéncia de uma substancia em se cristalizar em
diferentes estados cristalinos. A presen¢a de diversas formas cristalinas diferentes para
um mesmo farmaco pode alterar algumas das propriedades fisico-quimicas da
substancia, dentre as quais a sua solubilidade, o que pode afetar diretamente o seu
perfil de dissolugdo. O objetivo do trabalho foi revisar a literatura sobre os métodos de
deteccdo de polimorfismo dos farmacos e avaliar diferentes amostras de
carbamazepina disponiveis no Brasil visando identificar a presenga de diferente
polimorfos. A carbamazepina apresentou indicios de polimorfismo no DSC para
algumas das cinco amostras, o que nao foi confirmado pelos demais métodos
empregados (IV e raio-X). Apds os testes de dissolugdo, os perfis foram comparados
com a amostra de referéncia e apenas uma das amostras apresentou perfil de
dissolugdo semelhante quando comparado ao padrao através do célculo de f1 e f2. Os
resultados observados na etapa pratica sinalizam que se faz necessario o
desenvolvimento e aprofundamento do assunto junto a Anvisa com vistas a
preservacdo da seguranca dos medicamentos dos medicamentos genéricos

comercializados no Pais.

Palavras chave: Polimorfismo; firmacos; medicamentos genéricos, carbamazepina,
Anvisa.



ABSTRACT

Polymorphism Evaluation in Some Drug Substance Used for Generic Medicine
Production in Brazil

The polymorphism is defined as the trend of a substance in if crystallizing in different
crystalline states. The sprouting of diverse different crystalline forms for exactly the
same drug substance can modify some of the properties physic-chemical of the
substance, amongst which its solubility, what it can directly affect its profile of
dissolution. Review methods of detention literature of polymorphism on drug
substance and evaluate different available samples of carbamazepine in Brazil aiming
to identify the presence of polymorphs. A revision of literature was made having
aimed showing the methodologies used for detention of the polymorphism in drug
substance: In a practical part of this work, carbamazepine drug substance showed
indications of polymorphism in one of five samples, fact that was not confirmed by
others detections methods used (FT-IR and X-ray difractometry). After the dissolution
tests, the dissolution profiles were compared with the standard sample, and only one
sample showed a similar dissolution profile when compared with the standard by fl
and f2 calculations. The results observed in the practical work showed the need of
polymorphism developing and deepening with Anvisa objectifying the safety use of

generic medicines commercialized in Brazil.

Key words: Polymorphism; drug substance; generic medicine, cabamazepine, Anvisa.



1. INTRODUCAO

O medicamento ¢ um produto farmacéutico, tecnicamente obtido ou elaborado,
com finalidade profilatica, curativa, paliativa ou para fins de diagnostico. E um
produto que tem um alto valor agregado, tanto do ponto de vista de desenvolvimento
tecnologico como de conhecimento aplicado. Para que um medicamento chegue ao
mercado € necessario que se apresentem as agéncias regulatorias estatais dados de

seguranca e eficacia (BRASIL, 1973).

A grande maioria dos medicamentos comercializados ¢ formulado em formas
farmacéuticas so6lidas de uso oral. Tais formas farmacéuticas, apesar de serem de
administragdo comoda ao paciente, necessitam que o farmaco seja disponibilizado, em
tempo razoavel, em seu sitio de absor¢do no trato gastrintestinal. Para tanto, ¢
necessario que se verifiquem e se controlem diversos fatores tecnologicos envolvidos

na sua produgdao (SHEKUNOV & YORK, 2000).

No Brasil os medicamentos alopaticos de origem sintética sdo divididos em trés
categorias quanto ao registro junto a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria
(Anvisa): medicamentos novos, medicamentos similares e medicamentos genéricos.
Os medicamentos novos sao os inovadores € que apresentam no momento do primeiro
registro dados clinicos de seguranga e eficacia, sendo utilizados como referéncia para
os demais. Os medicamentos similares e genéricos sdo copias dos novos e devem
apresentar provas de equivaléncia farmacéutica e biodisponibilidade relativa no caso
dos similares ou bioequivaléncia no caso dos genéricos em relagdo ao medicamento de
referéncia. Tais comprovagdes permitem assumir que estes medicamentos apresentam
seguranca ¢ eficidcia semelhante a0 medicamento de referéncia adotado (BRASIL,

1976).

Como a solubilidade pode ser o fator limitante para o processo de



absor¢ao de farmacos e comprometer sua biodisponibilidade e, conseqiientemente, a
bioequivaléncia do medicamento genérico em relagdo ao referéncia, o controle dos
fatores que alteram a dissolugdo de farmacos ¢ fundamental para garantir a
manutencao da qualidade dos produtos disponibilizados a populacao. Entre os fatores
que alteram a solubilidade de farmacos destaca-se a forma cristalina ou ocorréncia de
polimorfismo, que pode alterar as propriedades fisicas dos mesmos, levando a
alteragdes no processo de absorcdo que podem resultar em falha terapéutica ou

toxicidade, representando um alto risco sanitario ao usudrio (GIRON, 1995).

O polimorfismo ¢ definido como a tendéncia de uma substincia em se
cristalizar em diferentes estados cristalinos. Este fendmeno ¢ muito comum em
algumas classes de medicamentos como barbituricos, sulfonamidas e esteroides, entre

outros (GIRON, 1995).

Formas polimérficas apresentam as mesmas propriedades fisicas nos estados
liquido e gasoso, mas no estado solido podem apresentar diferengas em propriedades
como solubilidade, ponto de fusdo, calor de fusdo, indice de refracdo, densidade,
condutividade, difracdo de raio-X e espectro molecular, dureza, cristalinidade, cor,
estabilidade, higroscopicidade, perfil de dissolugdo e reacdes do estado solido

(GIRON, 1995; BOTTOM, 1999).

No Brasil, a legislacdo sanitdria referente ao registro de medicamentos
genéricos impde, entre outras exigéncias, que as empresas produtoras destes
medicamentos qualifiquem, no momento do registro, trés fornecedores distintos que
poderdo ser utilizados para obtengdo das matérias-primas, inclusive farmacos, para a
producdo do genérico (BRASIL, 2003). No entanto, a legislagdo exige que o ensaio de
bioequivaléncia para formas farmacéuticas solidas de liberacao imediata seja realizado
apenas com um lote de produto, obtido com matérias-primas fornecidas por um dos

trés fornecedores qualificados.

No Relatorio de Producdo para registro de medicamento genérico junto a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa), o laboratorio farmacéutico deve

apresentar um relatoério contendo informagdes sobre os provaveis polimorfos do



farmaco e, sempre que possivel, a metodologia analitica para sua determinacgdo
(BRASIL, 2003a). Em nenhum momento, no entanto, a legislacdo define claramente
os critérios de andlise que devem ser seguidos perante a ocorréncia do polimorfismo
ou qual a conduta a ser tomada quando este ocorre. Além disso, a legislagdao nao exige
nenhum estudo comparativo de biodisponibilidade ou, sequer, de perfil de dissolucao
in vitro, para avaliar o impacto dos diferentes polimorfos na libera¢do do farmaco a
partir da forma farmac€utica especifica em que o medicamento genérico sera
comercializado. Deste modo, o lote utilizado para a realizagdo do estudo de
bioequivaléncia (biolote) pode ser bioequivalente ao produto de referéncia, mas os
lotes produzidos com outras formas polimorficas obtidas do mesmo fornecedor ou dos
outros dois fornecedores qualificados, pode ndo cumprir esta exigéncia legal. Este fato
compromete a intercambialidade dos medicamentos genéricos e, por conseguinte, sua

pressuposta eficacia e seguranca.

Apesar de inimeros trabalhos na literatura descreverem a influéncia do
polimorfismo na biodisponibilidade de alguns farmacos, ndo se conhece até o
momento a incidéncia do polimorfismo em farmacos comercializados pelos diversos
fornecedores de matérias-primas para a indistria farmacéutica no Brasil. A
comprovacao da ocorréncia de polimorfismo nos farmacos comercializados para
producdo de genéricos e similares no Pais podera ser utilizada para dar suporte a
Anvisa no sentido de tornar mais rigorosa a legislagcdo para registro destes produtos.
Além disso, a defini¢do de critérios claros para a analise de polimorfismo em matérias-
primas podera auxiliar tanto a industria farmacéutica, na montagem do Relatorio de
Producéo, como o corpo técnico da Anvisa, responsavel pela avaliagdo dos pedidos de

registro destes medicamentos.

Entre os fA&rmacos que apresentam polimorfismo na literatura, a carbamazepina
se caracteriza pelo impacto que os diferentes polimorfos causam no seu perfil de
dissolucdo e biodisponiblidade (GIRON, 1995). Por esta razdo, neste trabalho, a
carbamazepina foi escolhida para ilustrar a avaliacdo do polimorfismo em farmaco
empregado para a produ¢do de medicamento no Brasil, estudando seu possivel impacto

sobre seus perfis de dissolugdo.
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2. OBJETIVOS

O presente trabalho tem dois objetivos:

2.1 Revisar a literatura sobre polimorfismo discutindo as metodologias

empregadas para deteccao das formas polimoérficas de farmacos;

2.2 Avaliar o polimorfismo em amostras de carbamazepina utilizadas pela
industria farmacéutica nacional para produ¢do de medicamentos similares e/ou
genéricos obtidos de diferentes fornecedores e seu impacto no perfil de

dissolucao do farmaco.

Os dois objetivos deste trabalho, um de revisdo de literatura e outro
experimental, serdo apresentados em dois capitulos distintos, visando facilitar o
acompanhamento do mesmo. Cada capitulo foi escrito de modo independente, com

referéncias, numeracgdo de tabelas e figuras proprias.






3. AVALIACAO DO POLIMORFISMO DE FARMACOS

3.1 Polimorfismo
3.1.1 Definicéo

Polimorfismo ¢ definido como a existéncia de alteragdes no arranjo cristalino
de uma substancia sem, porém, observar-se modificacao na estrutura das moléculas
(conformagdo molecular e espacial). Vale ressaltar que diferengas morfologicas ou
macroscopicas nos cristais ndo revelam, necessariamente, a ocorréncia de
polimorfismo. Estas alteragdes morfologicas podem ser geradas por diferentes diregdes
no crescimento do cristal durante o processo de cristalizagdo (GIRON, 1995;

BOTTOM, 1999).
3.1.2 Propriedades dos polimorfos

As propriedades quimicas das diferentes formas cristalinas de uma substancia
sdo idénticas, mas o mesmo ndo ocorre com suas propriedades fisicas, que sdo
essenciais para que um principio ativo atinja niveis terapéuticos no organismo. Formas
polimorficas podem apresentar diferengas em propriedades fisicas e fisico-quimicas
como pontos de fusdo e sublimagdo, condutividade, volume, densidade, viscosidade,
dureza do cristal, forma do cristal, cor, indice de refragdo, solubilidade,
higroscopicidade, reacdes no estado solido, estabilidade e perfil de dissolugdo

(GIRON, 1995; BOTTOM, 1999).



3.2 Mecanismos que Envolvem o Aparecimento do Polimorfismo
3.2.1 Ciristaliza¢ao

No processo de sintese de farmacos, em geral, a seqiiéncia de eventos segue a
seguinte ordem: sintese, purificacdo, cristalizacdo, secagem, cisalhamento e estocagem
do farmaco (GIRON, 1998a). Durante estes processos as caracteristicas fisico-
quimicas do fiarmaco serdo determinadas, bem como possiveis contaminantes e
residuos de solvente e de substancias relacionadas a sintese do fairmaco. Dentre as
etapas citadas, ha a possibilidade de ocorréncia de transformagdes polimorficas
durante a fase de cristalizacdo, secagem e estocagem do farmaco (GIRON &

GOLDBRONN, 1997; GIRON, 1998a; TOSCANI, 1998; GIRON et al., 2002).

Muitos compostos organicos ¢ inorganicos de relevancia farmacéutica podem
ocorrer em uma ou mais formas cristalinas. Nos solidos, este conceito implica na
formacgao de cristais ideais em que as unidades estruturais sao repetidas regularmente e
indefinidamente em trés dimensdes no espaco. Estas unidades t€ém uma orientagdo e
forma definida, apresentando um volume definido, que contém os atomos e moléculas

necessarios para a geragao do cristal (WEST, 1984).

A cristalizacio ¢ um processo extensamente utilizado pela industria
farmoquimica para a obtenc¢do de farmacos e excipientes durante estagios iniciais ou
finais da purificagdo e separacdo dos compostos, € € este processo que define o grau de
pureza quimica e as propriedades fisicas da substancia que esta sendo isolada, tais
como tamanho e forma da particula, estrutura cristalina e grau de imperfei¢cdes na
mesma (SHEKUNOV & YORK, 2000; THREFALL, 2000; KITAMURA, 2002, YU
etal., 2004).

Diversas estratégias sdo aplicadas pela industria farmoquimica para que,
durante a cristalizagdo, se obtenha uma determinada substancia com o indice de pureza
especificado, apresentando o maximo de rendimento. Tais estratégias envolvem o uso
de fendmenos e caracteristicas fisicas, termodindmicas e fisico-quimicas intrinsecas ao
farmaco como a nucleacdo, estabilidade termodinamica, solubilidade e dissolucao

(THREFALL, 2000; VIPPAGUNTA et al., 2001; SCHROER, 2003; YU et al., 2004).



A nucleagdo pode ocorrer por dois mecanismos: 0 homogéneo e o heterogéneo.
Na nucleacao homogénea, flutuagdes espontaneas na densidade do liquido permitem a
formacao da forma sélida mais estavel, enquanto a nucleagdo heterogénea ¢
impulsionada por impurezas ou pela superficie de contato com o liquido. A nucleacao
heterogénea ¢ o mecanismo predominante em processos industriais. Tais processos de
nucleacdo dependem basicamente de dois fatores: a supersaturacdo do meio e a tensao
interfacial. A supersaturacdo ¢ tida como a medida de forgas termodindmicas que
levam a formacdo da fase solida, enquanto a tensdo interfacial ¢ uma medida
termodindmica do trabalho reversivel necessario para aumentar a interface entre o
liquido e o soluto. Estes fatores sdo pontos a serem considerados na cristalizagdo, uma
vez que deles depende a taxa de crescimento de um determinado cristal e de seus
diferentes polimorfos (YU et al., 2004). Trés tipos de comportamento podem ser
reconhecidos como dependentes da nucleacdo e da taxa de crescimento cristalino: (a) a
forma mais estével cristaliza preferencialmente em qualquer concentragao; (b) a forma
menos estavel cristaliza preferencialmente somente em altas concentragdes ou (c) a

forma menos estdvel cristaliza em concentragdes intermediarias (THREFALL, 2000).

Os principais pontos de controle do processo de cristalizagdo sdo a taxa de
nucleacdo e de crescimento do cristal. Ambas as razdes contém fatores dependentes
das propriedades do material, tais como tamanho de particula, forma do cristal,
cristalinidade, fluxo, misturabilidade, transferéncia de calor ¢ de massas e
uniformidade do processo. Ressalta-se também a importancia de um estudo detalhado
do papel de cada solvente e impureza presente no processo de cristalizacao pois, como
visto, estes tem influéncia direta na possivel formag¢ao de polimorfos durante a

purificagdo do material (YU et al., 2004).

Dependendo do sistema de solventes a ser utilizado, a diferenga de estabilidade
termodinamica de um composto em relagdo aos outros permite que estes sejam
separados seguindo a Lei de Ostwald, onde a forma mais soluvel e menos estavel se
cristaliza antes (SHEKUNOV & YORK, 2000). Quando diferentes polimorfos podem
ser obtidos em um mesmo sistema de solventes, normalmente o que for menos solivel
no(s) solvente(s) ird cristalizar-se seguindo esta Lei (TOSCANI, 1998; SCHROER,

2003; YU et al, 2004). No entanto, o processo de cristalizagdo ndo obedece
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necessariamente a Lei de Ostwald, especialmente em sistemas onde se apresentam
mais de duas formas polimorficas. O comportamento da cristalizagdo destes sistemas
pode ser justificado pelos principios da termodinamica irreversivel, por semelhancas
estruturais, ou em uma combinacdo da termodindmica estatistica e estrutural

(THREFALL, 2000; THREFALL, 2003).

Devido as diferentes propriedades termodinamicas entre os polimorfos, de um
sistema dimorfico, por exemplo, pode-se controlar a obtengao de uma das formas pela
acdo da temperatura. O resfriamento do sistema pode levar a formacao da forma I,
sendo a II soluvel neste sistema. A separagdao pode ser realizada por filtragdo ou por
um maior abaixamento da temperatura, o que aumentaria a nucleagao do polimorfo I,
lembrando que a transformacao de I para Il ndo se d& rapidamente nestas condigdes

(THREFALL, 2000).

Tendo em vista que a razdo da solubilidade de uma forma polimorfica em um
dado solvente, ou sistema de solventes, ¢ constante, e que a solubilidade entre
diferentes formas polimorficas nos mesmos solventes pode variar, a selecdo de
solventes para a cristalizagdo de polimorfos ¢ freqiientemente explorada como meio de
obtencao do polimorfo desejado ou para a otimizagao da velocidade do processo. Vale
ressaltar que quando da retirada dos solventes do sistema pode-se obter a forma
polimorfica indesejavel, independente da temperatura aplicada, uma vez que ha uma
supersaturacao do meio, possibilitando uma transformag¢do polimérfica (THREFALL,

2000; SCHROER, 2003).

Outras medidas também podem ser adotadas para direcionar o processo de
cristalizagdo de uma determinada forma polimoérfica, como a utilizagdo de um anti-
solvente, que ¢ empregado em escala industrial para a cristalizacdo de farmacos
termolabeis e de alto valor agregado, ou a transforma¢ao mediada por dissolu¢do, que
¢ um processo utilizado para a conversao de uma forma polimorfica em outra. Neste
caso, o meio de dissolugdo solubiliza a forma mais soluvel, enquanto a menos soluvel
se recristaliza. Este processo esta bem descrito na literatura para a obten¢do do acido
glutamico. Este processo pode gerar outros efeitos, como a dissolugdo de cristais, o

crescimento dos cristais, a supersaturagdao relativa do polimorfo ¢ a sedimentagdo
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(SCHROER, 2003).

A previsao da obtencdo de polimorfos ndo pode ser feita até que as curvas de
solubilidade e meta-solubilidade sejam estabelecidas, uma vez que, até entdo, o
comportamento polimorfico do sistema pode nao ter surgido. Também nao ha meio de
se prever se um determinado sistema tem comportamento bi-morfico, tri-mdérfico ou
polimorfico, uma vez que este comportamento poderd ser revelado pela variagdo das
concentragdes utilizadas no sistema de solventes. Outro fator que dificulta a
compreensdo e a previsdo da formacdo de polimorfos em um dado sistema de
solventes ¢ a existéncia da zona de cristalizacdo espontanea, onde tal cristalizagao

pode perdurar por horas ou semanas (THREFALL, 2000).

Alguns sistemas levam a obtencdo de um solido que se apresenta como a
mistura de forma cristalina e forma amorfa. Nestes casos, a quantificagdo da fracao
cristalina da mistura, medi¢do esta chamada de grau de cristalinidade (USP 25, 2002),
¢ um fator importante a ser controlado, especialmente pela possibilidade da ocorréncia
de polimorfismo e pseudo-polimorfismo em um mesmo sistema. O grau de
cristalinidade de um farmaco pode ser estabelecido por métodos como a difratometria
de raio-X e a calorimetria diferencial exploratoria. Estes dois métodos sdo capazes de
detectar alteracoes nas formas cristalinas, apontando a presenga de formas
polimorficas, metaestaveis ou parcelas amorfas do farmaco (BAUER-BRANDL, 1996;
SHEKUNOV & YORK, 2000).

3.3 Impacto do Polimorfismo na Industria Farmacéutica
3.3.1 Desenvolvimento de medicamentos

Para que um medicamento seja racionalmente desenvolvido, o fArmaco deve ser
caracterizado quanto as suas propriedades fisico-quimicas, polimorfismo e
estabilidade, especialmente no que concerne a compatibilidade com excipientes, o
processamento durante a producdo, as especificacdes de qualidade, as condi¢des de

armazenamento e a estabilidade do produto acabado (GIRON, 1998a).

Mais de 90% dos medicamentos sdo utilizados em formas soélidas, como

comprimidos, aerossois, capsulas, suspensdes e supositérios, contém o farmaco
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particulado e, em geral, na forma cristalina (SHEKUNOV & YORK, 2000). Varias
propriedades do farmaco estdo diretamente ligadas a sua estrutura fisica e suas
propriedades quimicas, como sua capacidade de deformagdo, tamanho de particula,
densidades e fluxo dos pos, caracteristicas coesivas, reologia, estabilidade, capacidade
de transpor barreiras bioldgicas, entre outras. Estas propriedades também promoverao
alteracoes das caracteristicas das formas farmacéuticas como a estabilidade, o perfil de
dissolugdo, a biodisponibilidade, a compressibilidade, a uniformidade de distribuigao
da dose, entre outras (BRYN et al., 1995; GIRON, 1995; BAUER-BRANDL, 1996;
GARCIA et al., 1999; SHEKUNOV & YORK, 2000).

Viérios estudos t€ém demonstrado que a modificacdo da forma cristalina do
farmaco, pela inclusdao de aditivos especificos, aumenta a energia livre do cristal ¢ a
entropia, reduzindo a entalpia de fusdo e aumentando a taxa de dissolugdao da forma
farmacéutica, o que pode interferir fortemente nas propriedades fisico-quimicas e na
cinética de absor¢ao do farmaco a partir do produto acabado (SHEKUNOV & YORK,
2000).

Sabe-se que uma substancia na forma cristalina apresenta menor solubilidade,
enquanto na forma amorfa a mesma apresenta maior solubilidade e menor estabilidade
térmica (TOSCANI, 1998). Formulagdes onde se encontra o farmaco parcialmente
cristalino e amorfo, ou formas metaestaveis, sdo muito mais soliveis que as que
conttm o farmaco altamente cristalino. Esta propriedade pode ser utilizada para
promover um efeito terapéutico mais rdpido do medicamento, aumentando a
velocidade de dissolucdo ¢ a absor¢cdo do farmaco. Porém, formulagdes contendo
formas amorfas e metaestaveis sao menos estaveis que as elaboradas com as formas
cristalinas do farmaco e, geralmente, apresentam risco de cristalizacdo durante o
processo produtivo e a vida do produto em prateleira. Tais produtos sdo em geral
muito reativos e pouco estaveis quando expostos ao estresse mecanico e térmico, €
muito susceptiveis a absor¢do de umidade (BRYN et al., 1995; BAUER-BRANDL,
1996; SHEKUNOV & YORK, 2000).

A caracterizagdo fisico-quimica de todos componentes de um medicamento,

desde o farmaco até os excipientes, ¢ de suma importancia para prevenir que, durante a
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fase de avaliagdo clinica, sejam observados resultados inesperados que possam
comprometer o desenvolvimento do medicamento, tanto em sua seguranca quanto em
sua eficdcia. Neste contexto, a modificagdo no estado fisico do fArmaco pode requerer
estudos de biodisponibilidade comparativa com a forma ja estabelecida previamente

(GIRON, 1998a).

As caracteristicas tecnologicas dos farmacos que apresentam maior interesse
para producdo de medicamentos sdo o perfil de solubilidade (perfil de dissolugdo
intrinseca ¢ solubilidade no equilibrio), estabilidade quimica e fisico-quimica,
morfologia do cristal, comportamento calorimétrico e perfil de higroscopicidade. Do
ponto de vista produtivo, ¢ imperativo que se desenvolvam métodos analiticos de
controle de qualidade que levem a garantia da reprodutibilidade inter e intra-lote

avaliando estas caracteristicas (BRYN et al., 1995).

A possibilidade de ocorrer transformacdes morfologicas do cristal do farmaco
formando outras formas estaveis, metaestaveis, pseudo-polimorficas, amorfas, entre
outras, deve ser levada em consideragio e estudada pelo fabricante do medicamento. E
importante notar que esta transformacgao pode ser de velocidade variavel, ou seja, pode
levar de horas a anos para se concretizar no medicamento acabado e,
conseqiientemente, prejudicar a qualidade do medicamento a ser dispensado, mesmo
dentro de seu prazo de validade comprovado (GIRON, 1995). Tal fato pode ser
observado no caso do ritonavir, que durante sua caracterizagao teve somente um cristal
observado. Como o produto foi formulado em solucdo oral ou em capsula gelatinosa
mole contendo solu¢do do farmaco, ndo houve preocupa¢do com uma investigagao
mais profunda sobre o polimorfismo do mesmo. Porém, com o produto ja no mercado,
observou-se que diversos lotes apresentavam falha de qualidade nos testes de
estabilidade. Investigando tal falha, técnicos da Abbott Laboratories, detentora do
registro do medicamento, observaram a cristalizacdo em solu¢do de uma forma
polimorfica desconhecida do ritonavir, menos soliivel no meio. Tal fato levou a
empresa a retirar o produto do mercado e corrigir a sua formulagdo para evitar a

formac@o deste polimorfo no meio (BAUER et al., 2001).

Em resumo, a existéncia de formas polimorficas do farmaco pode afetar a
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performance da forma farmacéutica através da alteragdo de sua biodisponibilidade ou
estabilidade. Além disso, este fendmeno pode afetar a reprodutibilidade dos lotes
industriais, tanto na producdo do farmaco quanto do medicamento (BRYN et al.,

1995).
3.3.2 Qualidade do medicamento e risco sanitario

Como anteriormente mencionado, o polimorfismo pode ter um impacto direto
sobre diversas caracteristicas do farmaco e, consequentemente do medicamento. Vale
ressaltar que o estado cristalino do farmaco irda determinar sua velocidade de
dissolucdo, refletindo diretamente em sua absor¢ao e biodisponibilidade, além da
estabilidade da molécula. Estas alteragdes podem refletir-se na intensidade do efeito
esperado do medicamento, devido a alteracdo da extensao e velocidade de absor¢ao do
farmaco, podendo resultar em falhas terapéuticas, aumento na toxicidade e no

surgimento eventos adversos (PERRENOT & WIDMANN, 1994; BRYN et al., 1995).

Na Tabela 3.1 encontra-se um resumo dos possiveis problemas advindos da
ocorréncia de polimorfismo no farmaco. Destacam-se, como mais importantes, as
alteragdes que podem impactar na atividade e na toxicidade do farmaco (GIRON,

1999).
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Tabela 3.1 Conseqiiéncias do polimorfismo e do pseudo-polimorfismo para a industria
farmacéutica*.
PROPRIEDADE CONSEQUENCIA
Farmaco Estabilidade quimica Alteragdo do perfil de degradagao
quimica
Purificagdo Rendimento do processo
Processabilidade do medicamento Modifica¢des de caracteristicas
fisicas
Robustez do processo de produgado Alteragdes na variabilidade do
processo
Higroscopicidade Homogeneidade do farmaco
Alteragdes fisicas durante armazenagem | Estabilidade de farmacos e
excipientes
Medicamento | Solubilidade e perfil de dissolucao Atividade; toxicidade;
solubilidade;

Estabilidade quimica

Alteracgao do perfil de degradagao
quimica

Robustez do processo de produgao

Alteracoes na variabilidade do
processo

Higroscopicidade

Alteracgoes na estabilidade do
medicamento

Alteragdes fisicas durante armazenagem

Estabilidade do medicamento

* Adaptado de GIRON, 1999.

Do ponto de vista sanitdrio, a manutencdo da qualidade do medicamento

significa a garantia de que o mesmo apresentar-se-a sempre seguro € eficaz, em

consonancia com as evidéncias constantes da literatura e dos dados apresentados as

autoridades quando de seu registro. Um desvio de qualidade pode significar uma perda

de eficacia ou de seguranga, expondo o paciente a um risco desnecessario. Tendo em

vista as implicagdes que o polimorfismo apresenta, faz-se importante seu controle para

garantir que o medicamento terd suas caracteristicas repetidas de maneira uniforme a

cada lote de producao.
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3.4 Farmacos Registrados Junto a Anvisa Passiveis de

Ocorréncia de Polimorfismo

Sao varios os farmacos que podem apresentar polimorfismo. Acredita-se que
principalmente os barbitlricos, os esterdides e as sulfonamidas apresentem este
fenomeno. Ha relatos na literatura que, dentre os farmacos destas classes, 63%, 65% ¢

40% respectivamente, apresentam polimorfismo (BOTTOM, 1999).

Na literatura ha uma grande quantidade de artigos de revisdo que reinem uma
extensa lista de farmacos que apresentam polimorfismo, sendo a mais atual a

apresentada por GIRON em 1995.

A Tabela 3.2 apresenta, dentre os farmacos registrados no Brasil junto a Anvisa

até dezembro de 2004, aqueles que apresentam polimorfismo cristalino.
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Tabela 3.2
polimorfismo.

Listagem dos farmacos registrados junto a Anvisa até dezembro de 2004 que apresentam

Classe Terapéutica

Farmaco

Amebicida, Giardicida e
Tricomonicida

Metronidazol

Analgésicos ndo opioides e

Lo acido acetilsalicilico paracetamol
antitermicos
Ansioliticos cloridrato de buspirona diazepam
lorazepam
Antiagregantes Plaquetarios cloridrato de ticlopidina
Antialérgicos dicloridrato de cetirizina
. . Nifedipino entoxifilina
Antianginoso e Vasodilatador PeCiph | pentox
Nimodipino
Antiasmaticos / Broncodilatadores | fumarato de cetotifeno
amoxicilina cefalexina
Antibacterianos Ampicilina norfloxacino
. sulfametoxazol +
Cefazolina i .
trimetoprima
Anticonvulsivante Carbamazepina
. s loridrat
: . cloridrato de amitriptilina ¢ orldra' 0 de
Antidepressivos paroxetina
cloridrato de clomipramina | moclobemida
Antidiabéticos cloridrato de metformina glibenclamida
Antieméticos bromoprida
Antifungicos Cetoconazol | nistatina
Anti-Helmintico Mebendazol
captopril lisinopril
captopril + lisinopril+hidroclor
hidroclorotiazida otiazida
cloridrato de propanolol losartan

Anti-hipertensivos

maleato de enalapril

Enalapril ) L
P + hidroclorotiazida
Espironolactona metildopa
Felodipino nitrendipino
Hidroclorotiazida
) L. N o Diclofenaco tenoxicam
Antinflamatorios nao esteroidais ..
Piroxicam
) . .. cloridrato de
Antiulcerosos Cimetidina L.
ranitidina
. cloridrato de amilorida (em )
Diuréticos e ( furosemida
associagao)
Glicocorticoide Sistémico Prednisona

Fonte: Base de dados de medicamentos registrados - Anvisa
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3.5 Técnicas Utilizadas Para Detec¢édo do Polimorfismo

Sao diversas as metodologias que podem ser empregadas na deteccdo de

polimorfos em material s6lido cristalino como os farmacos.

Os métodos envolvem principalmente fendmenos Opticos (difratometria de pos
por raio-X, infravermelho, microscopia de Raman), térmicos (calorimetria diferencial,
termogravimetria, microcalorimetria) e, em alguns casos, a combinag¢do de varias
técnicas em um uUnico método. Ha outras técnicas que podem ser aplicadas, como a
microscopia Optica ¢ a determinagdo do ponto de fusdo que, no entanto, ndo

apresentam a resolucao necessaria para diferenciar polimorfos de diversos farmacos.

Os principais meétodos utilizados para deteccdo e avaliagdo do polimorfismo

estdo descritos a seguir.
2.5.1 Difratometria de pos por raios-X
3.5.1.1 Principio

A difratometria de pos por raios-X baseia-se na propriedade intrinseca de cada
cristal em desviar, em um angulo especifico, a dire¢do dos raios-X emitidos sobre ele.
O angulo de desvio da radiagdo € unico para cada forma do cristal, permitindo assim
caracteriza-lo (WEST, 1984). A denotagdo matematica deste desvio € descrita pela Lei

de Bragg.

A denotacdo matematica que descreve a Lei de Bragg e o principio da
difratometria de pos por raios-X pode ser encontrada em detalhes em WEST (1984) e

SCHIELDS (2002).
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3.2.1.5 Instrumentacio

A instrumentacdo para difratometria de pos por raios-X € variavel de acordo
com a radiacdo a ser utilizada, natureza da amostra e o detector disponivel. A Tabela

3.3 tras um resumo destas variaveis.

Tabela 3.3 Diferentes técnicas para Difracio de raios-X*.
Comprimento de
Amostra Detector Método
Onda
Contador Difratometro
Po _ Debey-Scherrer
Filme _
Guinier
Fixo Rotagao (ocilagdo)
_ Filme Weissenberg
Cristal '
Precisdo (Buerger)
Contador Difratometro automatico
Variavel Peca solida Filme Laue

* Adaptado de WEST, 1984

De acordo com as técnicas mostradas na Tabela 3.3 para avaliagdo de farmacos
na forma de poés cristalinos, os métodos recomendaveis sao os de Debey-Scherrer, de

Guinier (filme) ou uso de um detector movel conectado a um registrador

(difratometro) (WEST, 1984).

Por principio, a amostra deve estar em forma de pé fino e cristalino. Um raio-X
monocromatico atinge a amostra, que estd circundada pelo detector. Esta amostra ird
refletir o raio-X incidentes. O raio refratado serd registrado através da gravacdo em
filme (métodos de Debey-Scherrer ou de Guinier) ou pelo detector moével
(difratometro). O sinal ¢ localizado no filme pelo angulo de Bragg, representado

graficamente como sendo 20 (WEST, 1984).

A Figura 3.1 mostra um modelo esquematico de um difratobmetro de pds por
raio-X. Neste modelo o feixe é obtido através de uma fonte emissora de cobre, ¢ sua

convergencia ¢ obtida pela colocacdo de um filtro de niquel entre a fonte de raio-X e a
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amostra. A orientacdo deste filtro curvado ¢ ajustada para que ocorra a transformacao
do um feixe incidente de divergente para convergente. O detector, um contador de
radiacao de Gieger movel, gera um sinal que, lido por programa de computador

especifico, gera o difratograma (WEST, 1984; WILLARD et al., 1981).

Raio incidente

Amostra
Fonte
(Cu)
Fihlro Detector
(N1) (Contador de Geiger
Movel)
Figura 3.1 Modelo esquematico de um difratometro de pos por raios-X (WILLARD et al., 1981).

Dos métodos citados o mais utilizado ¢ o de Guinier (método focalizado), que
consiste na incidéncia de um feixe de radiacdo convergente e intenso, que propicia
uma melhor resolucao de linhas no filme e a reducao do tempo de exposigdo (de 1 hora

para 10 minutos) (WEST, 1984).
3.3.1.5 Aplicabilidade

A difratometria de pds por raio-X ¢ utilizada, entre outras aplicagdes, para a
deteccdo e quantificacdo de transformagdes polimorficas e determinagdo do estado
cristalino de substancias. Aparentemente, ¢ a mais robusta técnica para diferenciagdo

de duas formas polimoérficas de uma mesma substancia (BRYN et al., 1995).
3.4.1.5 Vantagens e desvantagens

Uma das grandes vantagens da difratometria de pds por raio-X estd na
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possibilidade de uma relagdo linear entre a intensidade dos picos de identificacao da
forma cristalina e sua concentracdo, permitindo a quantificacio de diferentes
polimorfos em misturas com vdrias formas ou o acompanhamento das transformacoes
polimorficas ou em formas amorfas (hidratadas ou ndo). Esta propriedade permite sua
utilizagdo na avaliacdo da estabilidade de fairmacos, podendo estabelecer seu grau de
cristalinidade no decorrer do tempo e em funcdo do estresse aplicado ao mesmo

(BRYN et al., 1995; GIRON et al., 1990; STEPHENSON et al., 2001).

Por se tratar de um método de andlise no estado solido, ha alguns interferentes
que por vezes dificultam o desenvolvimento do método de difratometria de pos por
raio-X, especialmente quanto ao limite de deteccdo. Para a utilizagdo do método
visando quantificacdo de polimorfos € necessario fazer uma validacao criteriosa do
mesmo a fim de garantir que este seja suficientemente sensivel, especifico, robusto e
reprodutivel para as amostras que se pretende analisar (STEPHENSON et al., 2001;
GIRON et al., 1990).

A difratometria de pos por raio-X pode apresentar limite de detec¢ao baixo para
algumas formas polimorficas, como o caso da fenilbutazona, para a qual foi possivel
detectar 2 % do polimorfo B em mistura com A (GIRON et al., 1990). No entanto, ha
relatos na literatura de limites de deteccdo mais elevados, em torno de 15%. A fim de
se alcancar limites de quantificagdo mais baixos, pode-se modificar a forma de
calibracdo do equipamento, de uma curva horizontal, comumente utilizada, para uma
curva ajustada por computador, que pode atingir um limite de detec¢ao de até 0,2%.
No entanto, para se conseguir esta calibracdo de forma eficaz faz-se necessario uma
uniformidade no tamanho de particula do farmaco, o que implica em maior dificuldade

na produgdo industrial do mesmo (BRYN et al., 1995).
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3.5.1.5 Registros tipicos

Para a determinagao da ocorréncia de polimorfismo a partir da difratometria de
pos por raio-X deve-se proceder a comparagao dos difratogramas obtidos da
substancia padrao e da teste. Neste caso valor de 20 onde ocorre o registro do sinal ¢
mais importante que a intensidade do sinal, uma vez que este o valor mostra a
inclinagdo do plano do cristal, enquanto a intensidade do sinal nos mostra a distancia
entre os planos do cristal, desta forma, qualquer sinal diferente em valores de 26 entre
as amostras analisadas pode evidenciar o polimorfismo. Ressalta-se que no estudo de
polimorfismo a informac¢do determinante para sua identificagdo ¢ a forma do cristal,

nao seus espagos interplanares.

A Figura 3.2 mostra o registro de difratrometria de pos por raio-X de dois
estados de hidratacdo da cefipima. Neste caso apresentado por STEPHENSON e
colaboradores (2001), pode-se observar a presenca de um pseudopolimorfismo através
dos picos que surgem em diferentes momentos angulares de 20, ou seja, uma amostra
apresenta registro em determinados momentos angulares que na outra nao se observa
nada. Desta forma, pode-se afirmar se pseudopolimorfismo pela informacao de partida
sobre as amostras de cefipima, porém caso nao houvesse nenhuma mencdo a seu

estado de hidratacdo, poderiamos concluir por um provavel polimorfismo.
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Figura 3.2 Registro de Difratometria de pés por raio-X das fases diidrato e monoidrato de cefipima

2HCI permitindo a quantificacio sobre intervalo o angular de 12 a 15° de 20 (STEPHENSON et al, 2001).

A Figura 3.3 mostra um exemplo de difratometria de pos em raio-X com a
teofinila na forma pura (monoidratada, anidra e nova forma) e numa formulacdo com
adjuvantes antes (mistura seca) e apos a granulagdo por via umida e secagem em leito
fluidizado. Na comparagdo das trés formas puras pode-se observar o surgimento de
diferentes picos provocados pela hidratagdo (monoidratada e anidra) e pela forma
cristalina (anidra e nova forma). Na comparacao entre a forma anidra e a nova forma
cristalina, os picos assinalados evidenciam a diferenca polimérfica entre as duas

formas puras do farmaco.
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Figura 3.3 Registros de difratometria de po6s por raio-X de formas cristalinas puras (monoidrato,

nova forma, forma anidra) e uma formulacéo de teofilina antes (Mistura seca) e depois (granulagiao via
umida) secagem em leito fluidizado (MORRIS et al., 2001).

A difratometria de pds por raios-X também pode ser util para monitoracao do
processo de secagem visando verificar o aparecimento de formas hidratadas ou novas
formas cristalinas no granulado. Tal observacao pode ser feita a partir dos registros

referentes a mistura seca e granulacao apos secagem em leito fluidizado.
2.5.2 Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)
3.5.2.1. Principio

As alteragOes de estado fisico, morfologico ou quimico de uma substincia em
uma determinada faixa de temperatura ocorrem com consumo de energia disponivel no
sistema (alteragdes endotérmicas) ou com liberagdo de energia para o meio (alteragdes
exotérmicas). Baseado nesta propriedade desenvolveu-se o método de calorimetria
diferencial (WEST, 1984; FIFIELD & KEALY, 1995; CLAS et al., 1999). Este
método consiste no aquecimento, em paralelo, de uma amostra ¢ de um padrao de
referéncia inerte, ambos sdo submetidos a uma mesma taxa de aquecimento, registra-

se a quantidade de calor necessaria para manter o aquecimento. Quando ocorrer uma
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variacdo na quantidade de calor fornecida ao sistema em teste (AE) ¢ indicada uma

transformacao térmica na amostra testada (FIFIELD & KEALY, 1995).
3.5.2.2. Instrumentag¢ao

Ha dois tipos de instrumentos de DSC disponiveis no mercado, um que registra
a diferenca de poténcia fornecida ao sistema entre a amostra e a substancia de
referéncia e outro que mede o fluxo de calor a que as amostras sao submetidas (CLAS

etal., 1999).

O equipamento de DSC consiste basicamente de um forno de aquecimento com
atmosfera controlada para a amostra e para a substancia de referéncia, um registrador
que pode medir o fluxo de calor ou a diferenca entre poténcia fornecida aos
aquecedores da amostra e da referéncia e um computador para registro e analise dos

resultados obtidos (FIFIELD & KEALY, 1995; CLAS et al., 1999).

O DSC de poténcia compensada, como mostra a Figura 3.4, apresenta dois
fornos individuais, um para amostra (S), outro para referéncia (R), onde ha o
fornecimento de energia suficiente para a manutencdo da mesma temperatura entre a
amostra e o padrao de referéncia. Este registro ¢ plotado em fun¢do da temperatura da

amostra (FIFIELD & KEALY, 1995; CLAS et al., 1999).
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Figura 3.4 Diagrama esquematico de um DSC de poténcia compensada com duplo forno (CLAS et

al., 1999).

O DSC de fluxo de calor, apresentado na Figura 3.5, € constituido por um forno
unico, ¢ o fluxo de calor na amostra ¢ no material de referéncia ¢ fornecido através de
um disco termoelétrico aquecido de forma constante. O fluxo de calor € proporcional a

diferen¢a em uma saida de duas jungoes do termopar (CLAS et al., 1999).

Camara de atmosfera
controlada

Gas seco

Discos para amostra
e referéncia

Termopar da
referéncia

Termopar da amostra

Resisténcia

Forno de aquecimento
e resfriamento rapido

Liquido de
resfriamento

Figura 3.5 Diagrama esquematico do DSC de fluxo de calor modelo Pyris 6 (PerkinElmer, 2003).
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3.5.2.3. Aplicabilidade

O DSC pode ser utilizado para andlises qualitativas (exo ou endotermas) e
quantitativas das amostras por integragdo da area sob a curva no registro. O DSC pode
ser utilizado para substancias inorganicas, organicas, polimeros, fairmacos, aditivos
alimentares e espécimes bioldgicos. Utilizam-se amostras acima de 1 mg, porém
podendo-se realizar a determinacdo com amostras menores. Pode ser utilizado também
para caracterizacao ou estimagao de pureza da amostra pelo estudo da fusdo da mesma.
Aplica-se também ao estudo de cinética de reagdes pela medicdo das modificagdes de

entalpia das mesmas (FIFIELD & KEALY, 1995).
3.5.24. Vantagens e desvantagens

Consiste em um método consagrado, versatil e que lanca mao de pequenas
quantidades de analito para ser desenvolvido. Sua principal desvantagem estd no fato
de, em alguns momentos, resultar em registros de dificil interpretacdo ou o surgimento

de falsos resultados (positivos ou negativos para polimorfismo) (BRYN et al., 1995).
3.5.2.5. Registros tipicos

O registro do DSC, denominado termograma, ¢ um registro que mostra
fendomenos endo e exotérmicos. Deve-se atentar a orientacao dos registros, que sempre
¢ disposta no termograma através de sinalizacdo de direcionamento de fendmenos

endo e exotérmicos.

A Figura 3.6 mostra um termograma obtido de uma amostra de 15 mg de
sulfapiridina aquecida a velocidade de 5° C/min. Este registro foi obtido em duas
corridas. O tracado superior, referente a primeira corrida, mostra uma modificagao
estavel da sulfapiridina em seu ponto de fusdo, que ¢ de 191° C. Na segunda corrida
podem ser observados varios fendmeno térmicos, conforme indicado no proprio
termograma. Em torno de 60 °C pode-se verificar a transicdo vitrea da amostra,
aproximadamente aos 100 °C hd uma cristalizacdo, seguida de uma transi¢ao

monotropica solido-solido (sem degradacdo). Tais fendmenos sdo caracterizados por
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serem exotérmicos, enquanto a fusdo ou a degradacdo sdo caracterizadas por serem

fenomenos endotérmicos.

Primeira corrida, modificagdo estavel

DSC

€x0 (Fusao

endo

Transi¢éo Cristalizacdo Transi¢do monotrépica ( Fusédo
Vitrea Fria Soélido-sdlido
I I I I I I I I I I "
0 100 200 °C
Figura 3.6 Registro de DSC de 15 mg de sulfapiridina aquecida a velocidade de

5 °C/min. O ponto de fusdo da forma estavel é de 191 °C (Primeira corrida). Segunda corrida: Observa-se
uma transicio monotropica sélido-sélido (PERRENOT & WIDMAN, 1994).

As transicoes solido-solido também podem se apresentar como transigoes
endotérmicas, conforme pode se observar no termograma da sulfa apresentado na
Figura 3.7. Neste termograma podem-se observar outros fendmenos, como uma
polimerizagdo no primeiro aquecimento, uma despolimerizagdo e posterior

recristalizagdo a frio durante o resfriamento (tragado inferior).
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Figura 3.7 Registro de DSC de sulfa em pratos de aluminio. Primeiro aquecimento com velocidade

de 5° C/min, resfriamento até 30° C a velocidade de 1° C/min, e segundo aquecimento a velocidade de 5°
C/min (PERRENOT & WIDMAN, 1994).

No caso de andlise de farmacos onde est4 estabelecida uma forma estavel a ser
utilizada a comparagdo a ser feita ¢ sempre do tracado do termograma teste frente a um
registro padrdo. A ocorréncia de transicoes monotropicas, cristalizagdes,
polimerizagoes, e fusdes diferentes ou em temperaturas diferentes sdo fortes indicios

da ocorréncia de duas diferentes formas polimorficas.
3.5.3. Termogravimetria (TG)
3.5.3.1. Principio

Consiste no estudo da modificacdo da massa diante de uma variacdo de

temperatura em ambiente de atmosfera controlada (FIFIELD & KEALY, 1995).
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3.5.3.2. Instrumentacio

O aparelho consiste de uma balanga sensivel que contém a amostra dentro de
um forno onde a temperatura pode ser precisamente controlada e programada. O forno
deve apresentar a possibilidade de controle da atmosfera onde a amostra sera colocada.
O registro ¢ feito por meio de um registrador eletronico de variagdo de massa, onde
serda possivel proceder a integracdo e derivacdo das curvas obtidas graficamente

(FIFIELD & KEALY, 1995).
3.5.3.3. Aplicabilidade

A termogravimentria pode ser aplicada na andlise qualitativa e quantitativa de
uma grande gama de amostras, especialmente materiais inorganicos e polimeros,
estudos de cinética quando a variagdo de massa pode ser atribuida a uma reagdo
especifica e estudos de reacdes quimicas, volatilizagdo, adsorcdo e dessor¢ao

(FIFIELD & KEALY, 1995).
3.5.34. Vantagens e desvantagens

Esta técnica permite apenas ensaios de amostras onde ha variacdo de massa,
nao sendo possivel estudar fendomenos que envolvam fusdo e modificagdo de fase
cristalina. Registros complexos dificultam a interpretagao dos dados obtidos (FIFIELD
& KEALY, 1995). Este método ¢ bastante util quando se trata da andlise de uma
mistura entre polimorfos ¢ hidratos (BRYN et al., 1995).

3.5.3.5. Registros tipicos

Como ja mencionado anteriormente, o registro da termogravimetria mostra
alteragdes de massa em funcdo da variagdo da temperatura. A Figura 3.8 registra a
distingdo entre duas formas diferentes de hidratagdo da molécula. Seus
comportamentos de perda de massa em fun¢do da temperatura permitem a aplicacao
desta técnica. Na Figura 3.9 observa-se um fenomeno semelhante, que ¢ da perda de
massa do sal malonato quando submetido a aquecimento, enquanto a Figura 3.10

mostra o comportamento de um acetato quando aquecido. Nota-se que a
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termogravimetria ndo se mostra uma técnica util para a detec¢do do polimorfismo
cristalino, porém ¢ bastante Util quando combinada a outras técnicas termoanaliticas
para uma melhor elucidagcdo de seus registros. Nas Figura 3.9 e Figura 3.10 o autor
procedeu em paralelo a termogravimetria outros ensaios para concluir que a perda de
massa apresentada pode ser atribuida a degradagcdo da molécula e ndo a perda de agua
em seus estados de hidratagcdo. Enfatiza-se que este método ¢ util para a diferenciagdo
de pseudo-polimorfos, cujo diferencial ¢ o estado de hidratagdo ou solvatacao.
Portanto, torna-se um método Util para distinguir o polimorfismo do pseudo-

polimorfismo (BRYN et al., 1995; GIRON, 2003).

Temperatura (°C)
50 100 150 200 250
MTTITITIT I TITTITITITRITT]

5,5%

Figura 3.8 Registro de termogravimetria que distingue um solvato (tracado superior) de um hidrato
(tracado inferior) (GIRON, 1998a).
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Figura 3.9 Registro de termogravimetria do sal malonato (GIRON, 2003).
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Figura 3.10 Registro de termogravimetria de um acetato que perde o acido acético por fusio - pKa da

base 7,2 (GIRON, 2003).

3.5.4. Ressonancia Magnética Nuclear no Estado Solido (RMN)
3.54.1. Principio

A ressonancia magnética nuclear baseia-se na absorcao de radiagcdo na regido da
radio freqiiéncia do espectro eletromagnético que resulta em modificacdo na
orientagdo do spin do nucleo quando submetido a um campo magnético (FIFIELD &

KEALY, 1995).

A ressonancia magnética nuclear consiste em submeter um nucleo, cujo spin
seja diferente de zero, a um campo magnético e detectar o seu momento magnético, ou
sua ressonancia magnética. Como cada ndcleo tem um momento diferente, pode-se
definir que tipo de ligacdo quimica aquele nucleo esta realizando. As duas técnicas
mais importantes e mais utilizadas na quimica organica sdo a ressonancia magnética

nuclear de prétons e de carbono 13.
3.5.4.2. Instrumentacao

A Figura 3.11 apresenta um diagrama tipico de um espectrometro de RMN de
onda continua ou de varredura. O campo magnético ¢ estabelecido por um magneto
permanente ou um eletroima cujo campo varia de 1 a 14,1 T. A amostra ¢ colocada em
tubos de vidro longos e delgados (em geral de 5 mm de didmetro) que sdo colocados
em uma camara entre os pélos do magneto. A aparente homogeneidade do campo ¢

dada pela rapida rotagdao do tubo com a amostra obtida por meio de ar soprado por uma
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turbina. Em torno dos pdlos do magneto ha bobinas de varredura que sdo acionadas
por corrente varidvel, o que as permite executar uma varredura no espectro pela
variacao do campo magnético em um pequeno intervalo. Neste caso, o transmissor de
radiofreqliéncia trabalha em freqiiéncia fixa, geralmente em valores entre 60 e 200
MHz. O receptor de radiofreqiiéncia 1€ as variagdes e a transmite para um registrador.
O registro pode ser feito por um osciloscopio ou por meio de programa de computador

apropriado (FIFIELD & KEALY, 1995).
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Figura 3.11 Diagrama esquematico de um espectrometro de RMN de onda continua (FIFIELD &
KEALY, 1995).
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3.54.3. Aplicabilidade

Para a pesquisa de polimorfos, a melhor técnica ¢ a RMN, pois tem capacidade
de diferenciar estruturas solidas, especialmente quando se utilizam espectros de °C. A
resolucdo do espectro, que ¢ em geral duas vezes menor que da RMN em solugao, ¢

suficiente para diferenciagdo de polimorfos (YU et al., 1998).
3.54.4. Vantagens e desvantagens

A RMN ¢ uma técnica absoluta onde a intensidade do sinal ¢ proporcional ao
numero de nucleos, o que prové condi¢des apropriadas para uma boa sensibilidade do
método. A RMN ndo ¢ muito sensivel a alteracdes de superficie, o que a torna uma boa
metodologia para andlise de produtos estocados. No entanto, hd ocorréncia de uma
gama de erros em estudos quantitativos em amostras no estado so6lido (BRYN et al.,

1995).
3.54.5. Registros tipicos

Como em outros métodos analiticos, para utilizar o RMN na determinacao de
uma estrutura cristalina deve-se ter o registro de referéncia para a forma polimorfica
que se deseja para entdo comparar os espectros das amostras teste em busca de

diferencas que mostrem a possibilidade de polimorfismo.

A Figura 3.12 nos mostra espectros em “C da carbamazepina na forma anidra
(1) e diidrato (ii). Pode-se observar a diferenga entre os registros. Em (ii) ndo ocorre

um sinal em torno de 120 ppm que aparece em (i) (STHEPENSON et al., 2001).
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Figura 3.12 Espectro em “C de mistura de carbamazepina anidra (i), diidrato (ii), e glicina (padrao
de referéncia interno) (STHEPENSON et al., 2001).

A Figura 3.13 mostra o espectro de RMN dos polimorfos A e B do farmaco
ORG 13011. Pode-se observar nas faixas destacadas as diferencas de sinais, tanto
quanto a amplitude quanto a intensidade dos sinais. Tais diferengas sdo evidéncias de

polimorfismo.
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Figura 3.13 Espectro de RMN no estado solido dos polimorfos A e B do farmaco ORG 13011 (van
HOOF et al., 2002).
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3.5.5. Calorimetria em Solucao
3.5.5.1. Principio

A calorimetria em solugdo permite investigar processos que envolvem
modificagdes de entalpia através de microcalorimetros, que permitem uma

determinacgao precisa do calor da solucao (GIRON, 1995).

Duas formas cristalinas da mesma substancia apresentam energias latentes
diferentes. Tal diferenca de energia pode ser mensurada se tais formas forem
aquecidas na presenca de um sistema de solventes qualquer, o que sera refletido em
diferentes perfis de aquecimento para cada forma cristalina. A diferenca no
aquecimento da solug¢do sera igual a diferenca da energia latente entre os solidos,

desde que estes sejam comprovadamente a mesma substancia (GIRON, 1995).
3.5.5.2. Instrumentacao

O calorimetro consiste basicamente de uma cuba onde a solucdo serd aquecida,
de um eixo rotor onde sera colocada a amostra, € uma polia que conecta o eixo ao
motor, além de termopares e detectores para controle do aquecimento e registro do
fluxo de calor para a solu¢do. A Figura 3.14 nos mostra o corte do calorimetro de
solu¢do modelo 6755 da marca Parr (PARR, 2004) onde se podem visualizar algumas
das principais partes estruturais do equipamento. A analise de dois diferentes
polimorfos da-se em duas etapas. Cada forma serd aquecida separadamente. Uma vez
determinada a entalpia de cada solucdo, os valores sio comparados. Se diferentes
pode-se concluir que ha diferencia entre as energias latentes dos solidos, portanto ha

diferentes formas cristalinas.

O dado de saida do equipamento ¢ a taxa de aquecimento, dada pelo diferencial
do calor pelo tempo de andlise (dg/dt). Calorimetros em solucao podem ser usados nos

modos adiabatico ou isoperibolico em microcalorimetros com temperatura constante

(GIRON, 2003).
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3.5.5.3. Aplicabilidade

Esta metodologia aplica-se a investigagdo de polimorfismo, pseudo-

plimorfismo e determinagdo do grau de cristalinidade da substancia (GIRON, 2002).
3.5.54. Vantagens e desvantagens

Trata-se de uma técnica complementar ao DSC, podendo detectar fendmenos de

energia muito baixa, imensurdveis no DSC (GIRON, 2002).



3.5.5.5. Registros tipicos

Da mesma forma que o DSC, a microcalorimetria registra diferencas de entalpia
que a substancia sofre com o calor submetido. Na Figura 3.15 a diferenca de entalpia
que pode se observar entre duas formas distintas. Neste caso observa-se que o perfil de
uma substincia cristalina ¢ diferente de uma forma amorfa. O mesmo pode ser
observado quando diante de um registro de microcalorimetria em um caso de

polimorfismo classico.

0,00
o 0’05 T T T T
2000 4000 6000 8000
Tempo (8)
Figura 3.15 Varredura Microcalorimetrica utilizada para comparar a forma amorfa com (registro

superior) e a forma cristalina (registro inferior) de uma substincia (GIRON, 1998b).

3.5.6. Espectroscopia no infravermelho com transformada de

Fourier
3.5.6.1. Principio

A espectroscopia em infravermelho baseia-se na exposicdo do analito a uma
radiacdo eletromagnética de comprimento de onda na regido do infravermelho,
mensurando a absor¢do desta radiagao pela molécula em analise. Esta absorcao resulta
de modificagdes na energia vibracional da molécula em um determinado momento
dipolar, o que permite identificar o tipo de ligacdo presente (FIFIELD & KEALY,
1995). A transformada de Fourrier (FT-IR) utiliza-se do mesmo principio da

espectroscopia em infravermelho, ou seja, diferindo apenas no dominio onde o
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espectro ¢ mensurado. A transformada de Fourrier ¢ uma fun¢do matematica que

converte o dominio do tempo para o dominio da freqliéncia (EVANS, 2004).

A transformada de Fourrier ¢ dada pela seguinte equagao:

2100 -1(0) 1

Var o om

wW(X) = TG(k)eikXdk

3.1)

A intensidade detectada, w(x), como uma func¢ao da movimentagao do espelho,
I(x), pode ser convertida em G(k), ou seja, intensidade do espectro em fungdo da
freqliéncia, pela aplicacdo da transformada de Fourrier. Tal operacdo matematica
permite a conversao de um interferograma simples para um espectro onde se podem
visualizar as alteracdes de absor¢do da radiacdo em um espectro variavel de luz no

infravermelho (MARTIN, 2001).
3.5.6.2. Instrumentacio

A Figura 3.16 apresenta uma representacdo esquemadtica de um espectrometro
de infravermelho simples. O aparelho consiste em um emissor de laser e uma fonte de
luz no infravermelho que produzem a energia eletromagnética na zona do
infravermelho, o interferdmetro que separa os raios por faixa de comprimento de onda,
um jogo de espelhos que conduz a luz para a amostra, e por fim um detector e um
mecanismo computadorizado de registro e tratamento dos sinais. Instrumentalmente o
que difere o espectrometro de infravermelho para um FT-IR ¢ o detector e como ele

trata o sinal recebido.
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Detector Compartimento da amostra

Figura 3.16 Representacio esquematica de um espectrémetro simples (MARTIN, 2001).

3.5.6.3. Aplicabilidade

Esta técnica tem uma vasta aplicabilidade, podendo ser utilizada nas mais
diversas areas da quimica analitica. Dentro do campo das ciéncias farmacéuticas, o
ponto de maior aplicacdo desta ¢ ligado ao controle de qualidade de farmacos, ja que
esta metodologia permite identificar moléculas com uma boa margem de seguranca,
uma vez que o resultado ¢ Unico para cada substincia existente, a exce¢do dos

1sdmeros Opticos, que apresentam os mesmos espectros (USP 25, 2002).
3.5.64. Vantagens e desvantagens

Ao contrario da analise por infravermelho convencional, que ndo apresenta uma
boa capacidade de detec¢do de algumas transformagdes, mostrando registros bem
semelhantes, a espectroscopia em infravermelho com transformada de Fourier pode
diferenciar claramente polimorfos e hidratos em uma mistura ternaria ou com maior
nimero de componentes. No entanto, em alguns casos deve-se considerar outros

métodos, uma vez que os registros podem ser bem parecidos, gerando confusdo
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(BRYN et al., 1995).
3.5.6.5. Registros tipicos

O FT-IR ¢ extensamente utilizado na 4area do controle de qualidade,
especialmente em ensaios de identificacio de matérias primas, pois, para cada
molécula, ha um espectro diferente que a identifica. Tal identidade tnica também
ocorre com relacdo ao polimorfismo e ao estado de hidratagdo da molécula. A Figura
3.17 apresenta trés diferentes espectros para as formas I, II e III do cloridrato de
propranolol. As formas I e II sdo distinguiveis em todas as freqiiéncias do espectro,
enquanto as formas I ¢ III podem ser diferenciadas nas regides de fingerprint da

molécula (BARTOLOMETI, 1998).
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Figura 3.17. Espectro FT-IR da regiiio de identificacio dos polimorfos I, II e III do cloridrato de
propranolol armazenados a temperatura ambiente (BARTOLOMEI, 1998).
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3.5.7. Espectroscopia de Raman em infravermelho
3.5.7.1. Principio

A espectroscopia de Raman estd baseada na deflexdo inelastica de radiacao
monocromatica em meio molecular (LASERNA, 2001). O principio bdsico desta
deflexdo ¢ do efeito de Raman, descoberto pelo cientista Sir C. V. Raman, em 1928,
que consiste em: “Se um ou mais dos modos de vibragdo de uma molécula envolver
modificagdes na sua polarizabilidade, entdo a radia¢dao defletida contém a freqiiéncia

vibracional superposta a freqiiéncia de incidéncia da radia¢ao” (WILLAR et al., 1981).

Este fenomeno descrito por Raman pode ser considerado um fendmeno
quantico, uma vez que para que ocorra a deflexdo da radiacao em freqiiéncia diferente
da incidente, ¢ necessario que ocorra deformacdo maior na nuvem eletronica da

molécula em uma extremidade da vibragdo que na outra (WILLAR et al., 1981).

Boa parte das colisdes dos fotons com a molécula polarizada sdo colisdes
elasticas, provocando a deflexdo de Rayleigh, que ocorre na mesma freqiiéncia de
vibracao do feixe incidente. No entanto uma pequena parte das moléculas da amostra
(aproximadamente 10 ou menos) quando excitadas e polarizadas defletem a radiacio
em freqiiéncia diferente e em nivel de energia menor que o emitido. A diferenca na
freqiiéncia ¢ igual a freqiiéncia de vibragdo natural da molécula no estado de repouso.
Muitos destes registros (linhas de Stokes) sdo observados no espectro de Raman,
correspondendo a diferentes vibragdes na molécula. Este efeito prové um detalhado

espectro vibracional da molécula (WILLAR et al., 1981).

Algumas moléculas inicialmente absorvem a radiacdo quando estdo no estado
de excitacdo vibracional e decaem para um nivel energético menor, entdo a freqiiéncia
de Raman ¢ maior que da radiacao incidente. Estas sdo as linhas anti-Stokes. Portanto,
o espectro de Raman ¢ composto pelas linhas Stokes e anti-Stokes. Normalmente sé as

linhas Stokes sdo consideradas para analise quimica (WILLAR et al., 1981).
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3.5.7.2 Instrumentagao

O espectofotdmetro a laser de Raman, mostrado na Figura 3.18, consiste em
duas unidades basicas: a fonte de laser e o espectrometro. O feixe de laser entra pela
parte posterior no espectrometro na unidade autogravadora de despolarizagdo, em
seguida atinge a amostra. A deflexdo de Raman ¢ detectada a 90° do feixe de laser,
focalizada em uma lente focal de 0,5 mm, entdo levada ao detector onde o sinal ¢
recolhido e levado ao computador para registro (WILLAR et al., 1981; LASERNA,
1996).

Local da amostra

1 ;;".‘3
L, B
M, L,L,
Laser Nd-YAG B
1
M,
Q Fonte de
* .« v, infravermelho
Laser He-Ne I . PN
S, ///
F, <
Pivo-20°" " """ """ "~ '
L ' Area de espectro
G“_ T delV .
Fenda dos A
raios . e '
- o ' Detector D,
” : ' 7y
Monitores de ' I
laser He-Ne . J, F, F, .F
D,— D; :
Figura 3.18. Diagrama otico de espectrometro de Raman com transformada de Fourier. M = espelhos,

F =filtros de laser, L= lentes, P= prisma. (LASERNA, 1996).
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3.5.7.3. Aplicabilidade

A literatura quanto a aplicabilidade desta técnica ¢ bem vasta, e constitui-se em

uma técnica difundida para a avaliacdo do polimorfismo de farmacos.
3.5.74. Vantagens e desvantagens

Em comparagdo com o FT-IR, a espectroscopia de Raman apresenta maior
poder para deteccdo de polimorfos e para andlises quantitativas, devido a menor
largura das bandas de leitura. Porém deve haver um rigido controle da homogeneidade
da amostra, devido ao pequeno intervalo de excitagcdo utilizado na espectroscopia de

Raman (STEPHENSON et al., 2001).
3.5.7.5. Registros tipicos

A Figura 3.19 mostra o registro do espectro de Raman das quatro formas
polimorficas encontradas do farmaco Org 13011. As diferencas no registro entre cada
polimorfo pode ser percebida nas regides do espectro em torno de 3000 cm™ e abaixo
de 1500 cm™, conforme assinalado na Figura 3.19. A caracterizagdo de uma forma
polimorfica a partir deste registro da-se pelo aparecimento de sinais diferentes no

mesmo comprimento de onda.
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Figura 3.19 Espectro de Raman (regido espectral de 1400 a 80 cm—1) dos polimorfos A, B, C e D (van
HOOF et al.,2002).

3.5.8. Técnicas combinadas

As técnicas combinadas consistem basicamente da associagao entre os diversos

métodos ja abordados anteriormente.

A associagdo mais comum ¢ da termogravimetria com o DSC, onde ha
disponibilidade de equipamentos que executam as duas medi¢des simultaneamente.
Outros casos de associacdo entre métodos espectrométricos com métodos de

termoanalise também existem, porém com analise seqiiencial.

A vantagem do uso de técnicas combinadas estd na eliminacdo de fatores que
podem confundir o analista e da melhoria na exatiddo da analise. As principais
desvantagens para utilizacdo de técnicas combinadas sdo o alto custo dos
equipamentos, bem como de manutencdo dos mesmos, além da escassez de variedade

de técnicas combinadas disponiveis comercialmente.

46



Tabela 3.4

Comparac¢io dos métodos empregados na deteccio de polimorfismo

Técnica

Aplicabilidade

Vantagem

Desvantagem

Referéncia

Difratometria de pos

por raio-X

Deteccdo e quantificacdo
de transformagoes
polimorficas e
determinacgao do estado

cristalino de substancias.

A possibilidade da
quantificacao de
diferentes polimorfos
em misturas com varias
formas ou o
acompanhamento das
transformacoes
polimorficas ou em
formas amorfas

(hidratadas ou nao).

Limite de detecgao

variavel

BRYN et al., 1995;
GIRON et al., 1990;
STEPHENSON et al.,
2001
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Tabela 3.4

Comparac¢ao dos métodos empregados na deteccio de polimorfismo (Continuaciio)

Técnica Aplicabilidade Vantagem Desvantagem Referéncia
Calorimetria * Analises qualitativas | \jaodo consagrado, Resultar em registros de | BRYN et al., 1995;
exploratoria (exo ou endotermas) | yergatil e que lanca mio | dificil interpretacio ou o | FIFIELD & KEALY,
diferencial (DSC) ¢ quantitativas de pequenas quantidades | surgimento de falsos 1995

e Substancias
inorganicas,
organicas, polimeros,
farmacos, aditivos
alimentares e
espécimes
biologicos.

e Amostras pequenas

e Perfil de pureza

e Estudo de cinética de

reagoes

de analito para ser

desenvolvido.

resultados (positivos ou
negativos para

polimorfismo)
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Tabela 3.4

Comparac¢ao dos métodos empregados na deteccio de polimorfismo (Continuaciio)

Técnica Aplicabilidade Vantagem Desvantagem Referéncia

Termogravimetria Analise qualitativa e Este método ¢ bastante | Esta técnica permite BRYN et al., 1995

(TG) quantitativa util quando se trata da apenas ensaios de FIFIELD & KEALY,
principalmente de analise de uma mistura | amostras onde ha 1995

materiais inorganicos e
polimeros, estudos de
cinética quando a
variagcdo de massa pode
ser atribuida a uma
reacao especifica e
estudos de reacoes
quimicas, volatilizacao,

adsorc¢ao e dessorcao.

entre polimorfos e

hidratos

variagcdo de massa, nao
sendo possivel estudar
fendmenos que
envolvam fusao e
modificacdo de fase
cristalina. Registros
complexos dificultam a
interpretacao dos dados

obtidos.
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Tabela 3.4

Comparac¢ao dos métodos empregados na deteccio de polimorfismo (Continuaciio)

Técnica

Aplicabilidade

Vantagem

Desvantagem

Referéncia

Ressonancia magnética

nuclear no estado

Para a pesquisa de

A RMN ¢ uma técnica

Erros em estudos

BRYN et al., 1995

polimorfos e absoluta. A RMN ndo ¢ | quantitativos em YU etal., 1998
solido (RMN) caracterizagao da muito sensivel a amostras no estado
substancia alteragdes de superficie, | sélido
0 que a torna uma boa
metodologia para analise
de produtos estocados.
Calorimetria em Investigagdo de Trata-se de uma técnica GIRON, 2002

solucao

polimorfismo, pseudo-
plimorfismo e
determinacao do grau de
cristalinidade da

substancia

complementar ao DSC,
podendo detectar
fendmenos de energia
muito baixa,

1mensuraveis no DSC.
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Tabela 3.4

Comparac¢ao dos métodos empregados na deteccio de polimorfismo (Continuaciio)

Técnica

Aplicabilidade

Vantagem

Desvantagem

Referéncia

Espectroscopia no
infravermelho com
transformada de

Fourier

Permite identificar
moléculas com uma boa

margem de seguranga

Pode diferenciar
claramente polimorfos e
hidratos em uma mistura
ternaria ou com maior

numero de componentes.

Registros podem ser
bem parecidos, gerando

confusao

BRYN et al., 1995
USP 25, 2002

Espectroscopia de
Raman em

infravermelho

constitui-se em uma
técnica difundida para a
avaliacdo do
polimorfismo de

farmacos.

Em comparag¢do com o
FT-IR, a espectroscopia
de Raman apresenta
maior poder para
detecgao de polimorfos e
para analises

quantitativas

Deve haver rigido
controle da
homogeneidade da

amostra

STEPHENSON et al.,
2001
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3.6. Regulamentag&o Quanto ao Polimorfismo
3.6.1. Regulamentacio internacional

As autoridades regulatorias Norte Americanas, Japonesas e da Unido Européia,
desde os anos 60, exigem de forma criteriosa, no momento do registro do
medicamento, a elucidacdo de diversas caracteristicas fisicas, quimicas,
farmacolégicas e toxicologicas do fArmaco. Quanto as caracteristicas fisico-quimicas,
exigem a determinacdo da pureza, solubilidade, propriedades cristalinas, morfologia,

tamanho de particula e area superficial (SHEKUNOV & YORK, 2000).

A partir de 1990 as autoridades regulatorias dos Estados Unidos, Canada, Japao
e Unido Européia, além de representantes das industrias farmacéuticas destes paises e
bloco econdmico sob observagdo da Organizagdo Mundial da Saude (OMS) passaram

a harmonizar os regulamentos e exigéncias para o registro de medicamentos.

O guia da International Conference on Harmonization of Technical
Requirements for Registration of Pharmaceuticals for Human Use — ICH que trata de
polimorfismo ¢ o Q6, que define as especificacdes de novos farmacos e medicamentos
— substancias quimicas. O guia Q6A, denominado “Test Procedures and Acceptance
Criteria for New Drug Substances and New Drug Products: Chemical Substances”
define polimorfismo como sendo a ocorréncia de diferentes formas cristalinas de um
mesmo farmaco. Nesta definicao estd incluida a solvatagao ou hidratagao de farmacos

(pseudo-polimorfismo) e as formas amorfas.

O guia Q6A ¢ acompanhado de um algoritmo de decisdes, onde sdo indicados
trés procedimentos a serem tomados quando do surgimento de formas polimdrficas em

um farmaco. O algoritmo esta apresentado nas Figura 3.20, Figura 3.21 e Figura 3.22.
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Pesquisa de
polimorfos com o
novo farmaco

Apresenta NAO Nenhuma
diferentes > agdo a ser
polimorfos? tomada
SIM

Caracterizar as formas por:

o Difratometrida de pds por Raio-X

e DSC/ analise térmica IR PARA 2

® Microscopia

e Espectroscopia

Figura 3.20 Algoritmo de decisdes relativas a polimorfismo constante do Guia Q6, parte 1 (ICH,

1999).
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Os polimorfos

apresentam NAO
diferentes
propriedades?
STM
v
Nenhum outro
teste ou
critério de
aceitagdo para
o farmaco
v 7'}
Afeta a ~
seguranca € a NAO
eficacia do
farmaco?
SIM
\ 4
Estabelecer
critério de
aceitagdo para » IR PARA 3
os polimorfos
do farmaco
Figura 3.21 Algoritmo de decisdes relativas a polimorfismo constante do Guia Q6, parte 2 (ICH,

1999).
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O farmaco encontra-se
dentro dos critérios de

aceitagdo nos ensaios de SIM

Estabelecer critério
de aceitagdo no

qualidade com
modifica¢do na proporcao
dos polimorfos?

NAO

Monitorar o polimorfismo durante
a estabilidade do farmaco

A modificacdo

pode afetar a NAO

ensaio de qualidade

seguranga ou a
eficacia?

SIM

Estabelecer critério de
aceitagdo consistente com a
seguranca e/ou eficacia

Figura 3.22 Algoritmo de decisdes relativas a polimorfismo constante do Guia Q6,

parte 3 (ICH, 1999).

55

A\ 4

Nao ha necessidade de
estabelecimento de critérios de
aceitacdo para polimorfismo do

farmaco




Observa-se na ac¢ao 1 (Figura 3.20) do algoritmo de decisdes que € preconizado
que, primeiramente, estabelegam-se as caracteristicas das possiveis formas cristalinas
do farmaco e suas propriedades fisico-quimicas, conforme o caso, bem como sua

forma de deteccdo pelas metodologias indicadas.

Posteriormente a acdo 2 do algoritmo, mostrada na Figura 3.21, visa estabelecer
o impacto destas formas polimoérficas na seguranca e eficacia do farmaco, auxiliando
na determinacdo de critérios de aceitacdo do farmaco e na avaliacdo do risco sanitario

que representa tal fendmeno em um caso especifico.

Havendo este risco, o ICH estabeleceu, na acdo 3 do algoritmo, vias de

monitoramento das alteragdes, conforme ¢ mostrado na Figura 3.22.

O conjunto destes procedimentos, na 6tica dos paises e bloco econdmico
membros do ICH, sdo hoje suficientes para a minimizagdo dos riscos sanitarios

envolvidos com o polimorfismo.
3.6.2. Legislacao brasileira

A Lei 6.360, de 23 de setembro de 1976, representa um marco no cenario
regulatorio de medicamentos no Brasil. Ela dispde sobre a vigilancia sanitaria a que
ficam sujeitos os medicamentos, as drogas, os insumos farmacéuticos e correlatos,
cosméticos, saneantes e outros produtos, e da outras providéncias (BRASIL, 1976).
Esta Lei prevé a necessidade da comprovacdo de eficdcia e seguranga para
medicamentos a serem comercializados no Brasil, garantindo também a necessidade de

capacidade técnica para a sua produgao.

Apesar desta Lei ser de 1976, ao longo do tempo a autoridade sanitaria adotou
uma postura burocratica e cartorial, que se modificou apds a criagdo da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitdria - Anvisa, quando critérios técnicos de qualidade

foram melhor especificados em forma de guias, o que em 2003 culminou com a
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reformulagdo de toda a legislagdo de registro de medicamentos novos através da
Resolugdo da Diretoria Colegiada — RDC n°. 136, de 29 de maio de 2003, exigindo
que, além de outras comprovagdes e informagdes técnicas, o relatorio de registro
especifique, além da rota de sintese simplificada, as seguintes caracteristicas do

farmaco:

“(...) férmula estrutural; formula molecular; peso molecular; sinonimia e
referéncia completa; forma fisica do sal; ponto de fusdo; solubilidade; rotacéo
Optica especifica; propriedades organolépticas (cor, odor, textura,...); possiveis
isbmeros (estruturais, geométricos, Opticos,...); polimorfismo, descriminando
as caracteristicas do polimorfo utilizado e de outros relacionados ao principio
ativo; descrever a relacéo sal/base e os excessos utilizados; espectro de
infravermelho da molécula; outras andlises necessarias a correta identificacao
e quantificacdo da(s) molécula(s), apresentadas pelo produtor ou a critério da

Anvisa” (grifo do autor).

Desta forma, € necessario que, durante o desenvolvimento do farmaco, que se
inicia no processo de sintese e pode atingir a fase clinica de estudos, tais informagdes
sejam produzidas pelo pretendente ao registro para apresentagdo as autoridades

regulatorias.

Em 1999 foi publicada a Lei 9.787, de 10 de fevereiro de 1999, que altera a Lei
no 6.360, de 23 de setembro de 1976, e dispde sobre a vigilancia sanitéria, estabelece o
medicamento genérico, dispde sobre a utilizacdo de nomes genéricos em produtos
farmacéuticos e da outras providéncias. Este instrumento legal definiu medicamento
genérico como um “medicamento similar a um produto de referéncia ou inovador, que
se pretende ser com este intercambiavel, geralmente produzido apds a expiracdo ou
rendncia da protecdo patentaria ou de outros direitos de exclusividade, comprovada a
sua eficacia, seguranca e qualidade, e designado pela DCB ou, na sua auséncia, pela

DCI” (BRASIL, 1999b), enquanto medicamentos similares foram definidos como
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“Aquele gue contém 0 mesmo ou 0S mesmos principios ativos, apresenta a mesma
concentracdo, forma farmacéutica, via de administracdo, posologia e indicacéo
terapéutica, preventiva ou diagnostica, do medicamento de referéncia registrado no
orgdo federal responsavel pela vigilancia sanitaria, podendo diferir somente em
caracteristicas relativas ao tamanho e forma do produto, prazo de validade,
embalagem, rotulagem, excipientes e veiculos, devendo sempre ser identificado por

nome comercial ou marca” (BRASIL, 1999b).

Percebe-se que, comparando as definicdes de medicamentos genéricos e
similares, todo o medicamento genérico ¢ um medicamento similar que apresenta
algumas peculiaridades, como exemplo, sdo comercializados pela Denominacao
Comum Brasileira (DCB), sdo intercambidveis a um produto de referéncia e tem sua
seguranca, eficacia e qualidade comprovada. Para tanto, diversos regulamentos
técnicos foram editados pela Anvisa, e o ato legal vigente ¢ a Resolu¢do RDC 135, de
29 de maio de 2003, que instrui todo o processo de registro de medicamentos
genéricos junto a Anvisa, desde as medidas antecedentes ao pedido de registro até as

medidas pos-registro (BRASIL, 2003a).

Especialmente quanto a comprovagao de eficacia, seguranca e qualidade, bem
como da intercambiabilidade com o medicamento de referéncia comercializado no
Pais, ha uma série de medidas que a Anvisa toma antes e durante o processo de
registro do medicamento. Para garantir a intercambiabilidade, o medicamento genérico
deve ser aprovado em ensaios de equivaléncia farmacéutica e de bioequivaléncia.
Sendo este medicamento um similar ao medicamento de referéncia ja aprovado e que
se apresenta bioequivalente a este, pode-se, portanto, assumir que ambos tém o0s

mesmos parametros de segurancga e eficacia e qualidade (BRASIL, 2003a).

No momento do registro de medicamentos genéricos o peticionario pode
apresentar até trés fabricantes do farmaco com o qual pretende produzir o

medicamento. Quando tal fato ocorre, o produtor do medicamento devera apresentar a
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Anvisa a seguinte documentagdao (BRASIL, 2003a):

1. dossié de producédo e controle de qualidade de um lote do medicamento

produzido com o farmaco correspondente a cada fabricante apresentado;

2. resultados e avaliacdo do estudo de estabilidade acelerada de um lote do
medicamento produzido com o farmaco correspondente a cada fabricante
apresentado, conforme os critérios do GUIA PARA A REALIZACAO DE
ESTUDOS DE ESTABILIDADE;

3. perfil de dissolugdo comparativo com o medicamento que foi submetido aos
estudos de bioequivaléncia e de equivaléncia farmacéutica para formas

farmacéuticas solidas;

4. resultado de teste, no caso de suspensdes, de verificacdo do tamanho das
particulas entre um lote do medicamento submetido aos estudos de
bioequivaléncia e de equivaléncia farmacéutica e um lote do medicamento
produzido com o farmaco correspondente a cada fabricante apresentado, para

a maior e menor concentracdo do produto, quando aplicavel.

Vale aqui ressaltar que os estudos de equivaléncia farmacéutica e
bioequivaléncia sdo realizados com o medicamento produzido a partir de apenas um
dos trés lotes-piloto, de um dos fornecedores do farmaco, anteriormente notificados a
Anvisa (BRASIL, 2003a). A necessidade de apresentar perfil de dissolugdo
comparativo das formas farmacé€uticas solidas orais com o farmaco dos outros dois
fabricantes, que nao foram submetidos ao estudo de bioequivaléncia com o referéncia,
visa mostrar que os perfis de dissolugdo in vitro sdo semelhantes ao perfil do biolote,
nao havendo problemas de dissolucdo decorrentes do modo como o farmaco foi
produzido que possam alterar sua dissolug@o in vivo. Este pressuposto, no entanto,
parte da premissa que os testes de dissolucdo apresentados nas monografias oficiais
permitem uma correlagdo dos resultados in vitro com a dissolucdo observada in vivo,

nos paciente, o que na maioria das vezes nao esta adequadamente estabelecido. Deste
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modo, a auséncia de diferencas importantes entre os perfis de dissolucdo atesta,
necessariamente, que os medicamentos produzidos com farmacos dos trés
fornecedores diferentes sdo bioequivalentes entre si, podendo o biolote ser genérico
medicamento referéncia e os outros dois lotes, produzidos com farmacos de

fornecedores diferentes nao.

Especificamente quanto ao polimorfismo, a Resolu¢ao RDC 135 de 29 de maio
de 2003 requer que o fabricante apresente “informacdes e determinacdo dos provaveis
polimorfos e a metodologia analitica para fairmacos que apresentem polimorfismo”.
Tal documentagdo ¢ individual para cada fabricante, ou seja, caso a submissdo tenha
sido feita para trés fabricantes diferentes do farmaco, esta documentacao devera ser
apresentada para cada fabricante individualmente (BRASIL, 2003a). Neste ponto,
tanto na legislagdo de registro de medicamentos novos quanto na de medicamentos
genéricos, a informac¢do completa sobre a ocorréncia do polimorfismo ¢ de total
responsabilidade da empresa produtora do medicamento, bem como as medidas de
controle do mesmo. O 6nus da validacdo da metodologia analitica para identificar e
controlar o polimorfismo ¢ todo da empresa produtora do medicamento. Deste modo,
no plano ideal da legislacdo brasileira, a empresa detentora do registro de um
medicamento genérico deverd garantir que todos os fornecedores do farmaco
autorizados fornecam rigorosamente o mesmo farmaco, controlando inclusive a

ocorréncia do polimorfismo.

As diferengas observadas na legislacdo brasileira em relagdo a legislacao de
outros paises € mesmo o ICH fragilizam a seguranga dos medicamentos registrados no
Pais. Enquanto internacionalmente os cuidados com polimorfismo dos farmacos tém
regras mais claramente estabelecidas e os registros de medicamentos genéricos
permitem apenas um fornecedor do farmaco, no Brasil a possibilidade de alteragdes na
qualidade dos medicamentos genéricos, ¢ mesmo similares, devido a falta de um

controle mais rigido da Anvisa em relagdo ao polimorfismo pode colocar em risco os
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usuarios de medicamentos.
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4. AVALIACAO DA  EXISTENCIA DE POLIMORFISMO DA
CARBAMAZEPINA EM MATERIAS-PRIMAS UTILIZADAS NA
PRODUCAO DE MEDICAMENTOS GENERICOS NO BRASIL

4.1. Introducéo

Polimorfismo ¢ definido como a existéncia de alteragdes no arranjo cristalino de
uma substancia sem, porém modificagdo das estruturas da molécula. As formas
polimoérficas podem apresentar diferencas em propriedades fisicas e fisico-quimicas como
pontos de fusdo e sublimagao, condutividade, volume, densidade, dureza do cristal, forma
do cristal, cor, indice de refragdo, solubilidade, higroscopicidade, reacdes no estado
solido, estabilidade e perfil de dissolugao (GIRON, 1995; BOTTOM, 1999). Desta forma,
a existéncia de formas polimorficas de farmacos pode afetar o desempenho de formas
farmacéuticas solidas alterando seu perfil de dissolucdao, biodisponibilidade e/ou
estabilidade. Além disso, este fenomeno pode afetar a reprodutibilidade dos lotes

industriais, tanto da producdo do farmaco quanto do medicamento (BRYN et al., 1995).

Em outubro de 1999, o International Conference of Harmonization (ICH) publicou
um guia que trata de polimorfismo (Q6), denominado “Test Procedures and Acceptance
Criteria for New Drug Substances and New Drug Products: Chemical Substances”
definindo polimorfismo como sendo a ocorréncia de diferentes formas cristalinas de um
mesmo farmaco. Nesta defini¢dao estdo incluidas a solvatacao ou hidratacao de farmacos
(pseudo-polimorfismo) e as formas amorfas. O guia ¢ acompanhado de um algoritmo de
decisoes, onde sdo indicados trés procedimentos a serem tomados quando do surgimento
de formas polimoérficas em um farmaco. Tais procedimentos tém por finalidade a

avaliacao de sua relevancia e impacto na qualidade do medicamento (ICH, 1999).
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Na legislacdo brasileira de registro de medicamentos novos e de genéricos esta
especificado que, em caso de ocorréncia de polimorfismo, a empresa devera informar a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) sobre a ocorréncia do fendmeno,
indicando a metodologia utilizada para sua detec¢do. Esta documentacdo acompanha o
relatorio sobre o farmaco que inclui, além de outros itens, sua rota de sintese simplificada.
Para medicamentos novos, informacdes sobre solventes residuais e possiveis impurezas

sao também exigidas (BRASIL, 2003a; BRASIL, 2003b).

Para o registro de um medicamento como genérico € necessario que, entre outros
parametros, o fabricante comprove que este ¢ bioequivalente a um medicamento de
referéncia apontado pela Anvisa. Para tanto ¢ realizado um ensaio de bioequivaléncia
onde os parametros farmacocinéticos de extensdo de absorcdo (area sob a curva de
concentracdo plasmatica x tempo — ASC), tempo da maxima concentracdo plasmatica
(Tmax) e concentragdo maxima (Cmax) do farmaco em humanos. Sdo comparados apos
administracdo do medicamento teste e referéncia ao mesmo grupo de voluntarios em
condig¢des padronizadas. Os valores de ASC, Tmax e Cmax devem estar em uma faixa de
80-125% em relagao ao verificado com o medicamento de referéncia, em um intervalo de

confianga (IC) de 90% (BRASIL, 2003a).

O registro de medicamentos genéricos no Brasil apresenta uma peculiaridade com
relacdo ao mesmo tipo de medicamentos em outros paises. A empresa produtora do
genérico tem a possibilidade, na apresentagdo do pedido de registro, de indicar até trés
fornecedores do farmaco, s6 havendo necessidade da utilizagdo de um destes na producao
do lote piloto do medicamento a ser utilizado para realizagdo do ensaio de
bioequivaléncia. A legislagdo exige a apresentacdo de documentacdo completa sobre o
farmaco, para os trés fornecedores, incluindo dados sobre a rota de sintese. Em caso de
polimorfismo, solicita a indicagdo do polimorfo utilizado e metodologia analitica para o

controle desta especificacdo do farmaco (BRASIL, 2003a).

Para o controle do polimorfismo em farmacos sdo diversas as metodologias

aplicadas, sendo que as técnicas mais empregadas sdo as de termoanalise (calorimetria
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diferencial de varredura) espectrométricas (espectroscopia no infravermelho com
transformada de Fourier, espectroscopia de Raman em infravermelho, ressonancia
magnética nuclear) e Opticas (difratometria de pos por raio-X). Dentre os equipamentos
citados, o mais comumente encontrado em laboratorios de controle de qualidade na
industria farmacéutica ¢ a espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier.
Os demais aparelhos tém um alto custo de aquisicdo e manutencdo, sendo menos
empregados pelas empresas de pequeno e médio porte. Vale ressaltar que a falta de
controle do polimorfismo na matéria prima pode acarretar em desvios de qualidade no
produto, especialmente ligados a solubilidade do fAirmaco, impactando principalmente na
dissolu¢do de formas farmacéuticas sélidas de administragdo oral (BRYN et al., 1995;

STEPHENSON et al., 2001; GIRON, 2002).

Sdo varios os farmacos que podem apresentar polimorfismo. Acredita-se que
principalmente os barbituricos, os esteréides e as sulfonamidas apresentem este
fenomeno. Ha relatos na literatura que dentre os farmacos destas classes,
63%, 65% e 40% respectivamente, apresentam polimorfismo (GIRON, 1995; BOTTOM,
1999). Virias revisoes publicadas trazem extensas listas de medicamentos que apresentam
tal fenomeno ja descrito, dentre os quais se pode destacar a carbamazepina
(carbamazepina) (KOBAYASHI et al, 2000; RUSTICHELLI et al, 2000; NAIR et al,
2002; GRZESIAK et al, 2003; GOSSELIN et al, 2003).

A carbamazepina ¢ um anticonvulsivante comumente utilizado na terapéutica,
sendo classificada biofarmaceuticamente como classe II, apresentando alta
permeabilidade intestinal e baixa solubilidade em 4gua, desta forma sua
biodisponibilidade ¢ limitada pela sua solubilidade. Sua estrutura quimica ¢ mostrada na

Figura 4.1 (NAIR et al., 2002).
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Figura4.1  Estrutura quimica da carbamazepina.

A carbamazepina apresenta quatro tipos diferentes de formas cristalinas: triclinica
(forma I), trigonal (forma II), célula monoclinica (forma III) e monoclinica de carbono
central (forma IV). Sua descricdo na literatura ¢ vasta e sua caracterizagdo vem sendo
desenvolvida desde 1968 (GRZESIAK et al., 2003). O polimorfo padronizado pela
Farmacopéia Americana ¢ o correspondente a forma III, que ¢ o mais estavel em

temperatura ambiente (USP 25, 2002)

Considerando o exposto e sabendo-se que as matérias-primas para a produgdo de
medicamentos no Brasil s3o de origens diversas, este trabalho objetivou investigar a
existéncia dos diferentes polimorfos da carbamazepina em lotes de farmacos provenientes
de diferentes fornecedores em comparagdo com o farmaco utilizado na produgdo do

medicamento de referéncia estabelecido pela Anvisa.
4.2. Materiais e Métodos
4.2.1. Amostras de carbamazepina

As amostras de carbamazepina utilizadas neste trabalho foram gentilmente doadas

por laboratorios farmacéuticos localizados no Pais e correspondem a diferentes
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fornecedores de matéria-prima. Todas as amostras foram recebidas com o laudo dos
fornecedores, que certificava a identidade e doseamento das mesmas. As amostras foram
identificadas como A, B, C e R. A amostra de carbamazepina fornecida pelo laboratdrio
produtor do medicamento referéncia estabelecido pela Anvisa foi identificada como

amostra R, sendo considerada como padrdo para todas as analises.

Para a determinacao e identificacdo de possiveis polimorfos foram realizadas, com
todas as amostras provenientes dos citados laboratorios, fixa de fusdo, espectrometria no
infravermelho com transformada de Fourier (FT-1V), calorimetria exploratoria diferencial

(DSC), difratometria de pos por raio-X e perfil de dissolucao.

4.2.2. Faixa de fusao

A medicao das faixas de fusdo foi realizada em um aparelho Kofler anotando-se as

temperaturas de inicio e fim da fusdo do material.

4.2.3. Infravermelho com transformada de Fourier

Os espectros foram obtidos em espectrometro de infravermelho com transformada
de Fourier (FTIR-8101, Schimadzu®), utilizando-se pastilha contendo 150 mg de KBr e
1,5 mg do farmaco, a faixa de detecg¢ao foi de 400 cm™ a 4600 cm™, com velocidade de

deteccdo de 2,8 mm/s e resolucdo de 4,1 cm™.

4.2.4. Calorimetria exploratoria diferencial

Os termogramas foram obtidos a partir de amostras condicionadas em panelas de
aluminio seladas, em um equipamento de fluxo de calor (DSC-60, Shimadzu®) calibrado
com litio, em intervalo de aquecimento de 30 a 250 °C e de resfriamento de 250 a 40 °C,

sob atmosfera de nitrogénio a 50 mL/min. A velocidade de aquecimento e resfriamento

foi de 20 °C/min.
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4.2.5. Difratometria de pos por raio-X

Os difratogramas foram obtidos em Difratometro de Raio-X, (D5000, Siemens-
BRUKER-AXS). A varredura foi realizada no intervalo de 2,000° a 72,000° de 20, a
velocidade de 0,020 °/s, temperatura de 25 °C, com uma fonte de raios-X de cobre e filtro

de niquel.

4.2.6. Perfil de dissolucéo

Para avaliar a dissolu¢do da carbamazepina, foram preparadas, individualmente,
capsulas de gelatina dura contendo apenas 200 mg do farmaco de cada amostra. O perfil
de dissolugdo foi obtido em aparelho de dissolugdao (VK 7000, Vankel®) acoplado a um
espectrofotometro UV/VIS (VANKEL 50 UV/VIS, Varian®). O meio de dissolucdo
utilizado foi laurilsulfato de sddio a 1% (LSS 1%) a 37,5 £ 0.5 °C, aparato de agita¢do de
pas a 75 rpm, seguindo as especificagdes da Farmacopéia Brasileira (FARM. BRAS. 1V,
2000). Foram coletadas nos tempos 5, 10, 15, 30, 45, 60, 120, 240, 360 e 480 min apos o

inicio do teste (n = 6 capsulas/amostra).

A concentracdo de carbamazepina no meio foi determinada por espectrofotometria
no ultravioleta em comprimento de onda de 285 nm utilizando-se LSS 1% como branco.
Para quantificacdo das amostras utilizou-se curva padrao na faixa de concentracao de 1 a
22 pg/mL. A metodologia analitica foi previamente validada apresentando precisdo e
exatidao dentro dos limites estabelecidos pela Farmacopéia Brasileira (FARM. BRAS. 1V,
2000). Os resultados da valida¢ao encontra-se no Anexo 1.

A partir dos resultados obtidos estabeleceram-se os perfis de dissolugdo, a
eficiéncia de dissolucao (ED%) (KHAN & RHODES, 1975), fator de diferenga (f1) e
fator de semelhanca (f2) (BRASIL, 2004) de acordo com as equagdes abaixo,

respectivamente:
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x 100 % (4.1)

%100 (4.2)

f2- 50xlog{ ( j > (Rt-Tt) r «100 43)

onde ED ¢ a eficiéncia de dissolucdo, y ¢ a area sob a curva, Rt ¢ a porcentagem
dissolvida no tempo t obtido com a amostra de referéncia, Tt € a porcentagem dissolvida

da amostra teste, no tempo t € n € o nimero de tempos de coleta.

Os dados de ED% das amostras foram comparados aos do referéncia aplicando-se

teste “t” de Student (o = 0,05).
4.3. Resultados e Discussao

4.3.1. Faixa de fuséo
A Tabela 4.1 mostra os resultados da faixa fusdo obtidos para as amostras de

carbamazepina testadas. Pode-se observar que as faixas de fusdo foram muito semelhantes

nao permitindo diferenciacao entre as quatro amostras.
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Tabela 4.1 Faixa de fusdo das amostras de carbamazepina determinadas em Kofler

Amostra Faixa de ponto de fusdo (°C)
A 188 — 191
B 189 — 193
C 189 — 192
R 187 — 190

4.3.2. Infravermelho com transformada de Fourier

Os espectros de infravermelho obtidos foram consistentes em identificar as quatro
amostras utilizadas como carbamazepina, porém nado apresentaram diferencas substanciais
que pudessem sugerir alguma alteracao de forma polimorfica. Nas Figura 4.5 a 4.5 pode-
se observar os espectros de infravermelho das amostra A a R, onde se identificam as
bandas caracteristicas que diferenciam os polimorfos da carbamazepina, que estao
localizados em 3500-3392, 1731-1629 e 1427-1313 c¢m™'. Conforme relatado previamente
para o farmaco, a identificacdo dos diferentes polimorfos por infravermelho ¢ dificil e
somente podera ser feita com andlise muito cuidadosa de amostras puras (GRZESIAR et

al., 2003).
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Figura4.2  Espectro de infravermelho obtido para amostra A de carbamazepina.
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Figura4.3  Espectro de infravermelho obtido para amostra B de carbamazepina.
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Figura4.4  Espectro de infravermelho obtido para amostra C de carbamazepina.
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Figura4.5 Espectro de infravermelho obtido para amostra R de carbamazepina.

74



4.3.3. Calorimetria exploratoria diferencial

Os termogramas da analise por DSC das amostras de carbamazepina estdo
apresentados na Figura 4.6. Pode-se observar que a andlise por calorimetria diferencial
exploratoria mostrou que todas as amostras apresentam termogramas semelhantes, com
dois picos endotérmicos. De acordo com a literatura, os termogramas poderiam
corresponder a forma polimorfica III (P-monoclinica), que exibe duas endotermas e uma
exoterma. Para as amostras avaliadas, a primeira endoterma apresentou pico entre 176,7
179,6 °C, seguida de uma exoterma e um segundo pico endotérmico entre 194,6 e 196,7
°C. Estes valores coincidem com os dados de GRZESIAR e colaboradores (2003) que
mostraram primeiro pico endotérmico entre 168 e 174 °C e segundo pico entre 191,2 e
195,2 °C. De acordo com esses autores, o primeiro pico endotérmico relaciona-se com a
fusdo do polimorfo III, o pico exotérmico seguinte mostra a cristalizacdo a forma I

(triclinica) e a segunda endotérmica coincide com a fusdo da forma .

A amostra A apresentou um pico exotérmico em torno de 150 °C, que nao foi
observado nas outras amostras, podendo-se supor a presenga de certa quantidade de

material amorfo.
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Figura4.6 Termogramas de DSC das amostras de carbamazepina A, B, C e R,
aquecimento a 20 °C/min, intervalo de 10 a 250 °C, atmosfera gasosa de nitrogénio a 50
mL/min.
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4.3.4. Difratometria de p6s em raio-X

Os difratogramas obtidos para as diferentes amostras estdo apresentados na

Figura 4.7, onde pode-se observar a semelhanca entre as amostras A, C ¢ B a

presenca de dois picos diferentes na amostra R (marcados com setas), que ndo foram

observados nas outras amostras.
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Figura4.7 Difratograma das amostras A, B, C e R de carbamazepina, inicio: 2,000°,

final: 72,000°, passo: 0,020°, tempo de passo: 1,0 s, temperatura: 25 °C, Tempo de inicio:

2 s, 20: 2,000°, 10: 1,000, : 0. As setas indicam picos observados na amostra R e nao

observados nas demais amostras.

Quando os difratogramas foram avaliados comparativamente com os dados

relatados por GRZESLAK e colaboradores (2003), pode-se identificar a amostra R como

sendo o polimorfo III. As demais amostras também sdo consistentes com esta forma

polimorfica, apesar da auséncia dos picos marcados no grafico. As diferencas de

intensidade dos picos observados para a amostra R poderiam indicar uma maior pureza

desta em relacdo as demais amostras.
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4.3.5. Perfil de dissolucéo

Os perfis de dissolugdo médios obtidos para as céapsulas contendo somente
carbamazepina, das diferentes amostras avaliadas, sio mostrados na Figura 4.8. Os dados
utilizados para construir os perfis médios encontram-se no Anexo 2. Observa-se que as
amostras R e C apresentam dissolu¢do mais lenta que as outras duas (A e B),
principalmente no inicio do teste, apesar de todas chegarem a dissolugdo completa no

final do tempo investigado (480 min).

120.0 -

—— A
—a—R

——C

% dissolvidc

——B

0 100 200 300 400 500 600
Tempo (min)

Figura4.8 Perfis de dissolugao médio das amostras de carbamazepina em meio LSS
1%, a 37£5 °C, agitag@o por pas a 75 rpm (n = 6/amostra).

Observou-se na Figura 4.88 que, no tempo 120 minutos, a amostra A atingiu
percentual dissolugdo proximo a 100%, enquanto no mesmo tempo as amostras B, C e R
apresentaram, respectivamente, 90,0%, 73,0% e 74,4% de dissolugdo. Pode-se observar,

também, que a amostra A atingiu valores acima de 80% da dose dissolvida em 15 min,
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enquanto a amostra B teve tal montante dissolvido em 30 min e as amostras C ¢ R
necessitaram de tempos superiores a 120 min para uma dissolu¢do maior ou igual a 80%
da dose.

Para possibilitar a comparagdo numérica dos perfis de dissolugdo obtidos, os
fatores de diferenca (fl1) e de semelhanga (f2), bem como a eficiéncia de dissolucdo
(ED%), foram determinados e estdo apresentadas nas Tabela , Tabela e Tabela ,

respectivamente.

Tabela 4.2  Valores calculados do fator de diferenga (f1*) para os perfis de dissolucao
das amostras de carbamazepina em relacao a amostra R.

Amostra f1
A 49
C 6*
B 37

*semelhante: valor de f1 entre 0 e 15.

Tabela 4.3  Valores calculados do fator de semelhanca (f2*) para os perfis de dissolu¢do
das amostras de carbamazepina em relagdo a amostra R.

Amostra 2
A 17,0
B 24,1
C 65,8%

* semelhante: valor de 2 entre 50 e 100.

Pode-se observar nas Tabela e Tabela que a amostra C ¢ a tnica cujo perfil de
dissolu¢ao atende aos critérios de diferenca e semelhanga em relagao a amostra referéncia
(R). As amostras A e B se apresentam, por esses critérios, diferentes da amostra

referéncia.

A Tabela apresenta os valores calculados para eficiéncia da dissolug¢do (ED %) de
todas as amostras. Os valores de ED% determinados para a amostra A e B, quando

comparados estatisticamente com o valor obtido para a amostra referéncia (R), foram
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considerados estatisticamente diferentes, o que significa dizer essas amostras possuem
maior eficiéncia de dissolu¢do que a referéncia. A amostra C, por outro lado, possui

eficiéncia de dissolucao semelhante a referéncia.

Tabela 4.4 Valores de ED% calculados para os perfis de dissolu¢ao das amostras de

carbamazepina.
Amostra ED %
Padrdo (R) 80,2+ 11,5
A 99,2 + 3,3*
B 93,2 +7,0*
C 83,8+29

* Diferenca significativa em relacao a amostra R (o = 0,05)

Os resultados de dissolucdo obtidos ndo eram esperados, uma vez que as
avaliacoes de DSC e raio-X indicaram que as quatro amostras tratavam-se do mesmo
polimorfo. Estes perfis de dissolugdo, no entanto, podem indicar que as amostras R e C
apresentam maior indice de cristalinidade que as outras duas que poderiam possuir maior
quantidade de material amorfo, levando a uma dissolu¢ao mais rapida.

Avaliando os perfis de dissolugdo in vitro de formulagdes contendo carbamazepina
¢ a biodisponibilidade das mesmas quando administradas in vivo, LAKE e colaboradores
(1999) mostram que diferengas no perfil de dissolucao entre 15 e 40 min utilizando LSS
1% como meio de dissolug@o e equipamento de pas a 75 rpm causam impacto direto na
biodisponibilidade dos produtos. Extrapolando esses dados para as amostras de
carbamazepina avaliadas neste trabalho, pode-se esperar que as amostras A e B resultem
em produtos bio-inequivalentes aos produtos preparados com as amostras C e R
(referéncia). Neste contexto, os resultados obtidos reforcam a importancia da qualificagao
das matérias-primas empregadas na producdo de medicamentos genéricos de
carbamazepina visando garantir a bioequivaléncia de todos os lotes produzidos, mesmo
quando sdo utilizadas matérias-primas de diferentes fornecedores.

A caracterizagdo das amostras quantoa granulometira, ndo realizada neste estudo,

também pode ser apontada como uma fonte das diferencas observadas nos perfis de
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dissolucdo. A granulometria diferente ndo mostraria resultados distintos no infravermelho,

raio-X e DSC, podendo explicar os resultados obtidos.
4.4. Concluséo

Pela comparagdao com os dados de literatura, pode-se concluir que as quatro
amostras avaliadas provavelmente correspondem ao poliformo III da carbamazepina. Os
perfis de dissolugdo em LSS 1%, no entanto, mostraram que duas amostras (R e C)
dissolvem mais lentamente que as demais, levando a concluir que outros fatores, € nao o
polimorfismo, estdo causando um impacto significativo na dissolucdo. A presenca de
grandes quantidades de material amorfo nas amostras A e B poderia explicar a dissolugdo
mais rapida observada para as mesmas em compara¢dao com as amostras C e R (LAKE et

al, 1999).
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O polimorfismo ¢ um fendomeno que tem diversos impactos na qualidade do
produto farmacéutico, tanto do ponto de vista fisico-quimico quanto clinico. Percebe-
se, pelo exposto neste trabalho, que um rigoroso controle do processo de sintese,
origem do farmaco, estado cristalino e conformagdo cristalina do mesmo podem
minimizar tais problemas.

O polimorfismo cristalino com possivel impacto em medicamentos vem sendo
estudado desde meados dos anos 60. No entanto seu estudo foi aprofundado nos anos
90, culminando com a adocdo deste parametro pelas autoridades regulatdrias e
algumas farmacopéias, como a americana. O ICH estabeleceu em 1999 uma arvore de
decisdo para a pesquisa do polimorfismo que leva em consideragdo suas possiveis
repercussoes em casos bem especificos (ICH, 1999).

No Brasil a primeira men¢do da legislagdo sobre este parametro veio na
Resolucao 391 de 09 de agosto de 1999, que aprovou o primeiro regulamento técnico
para medicamentos genéricos (BRASIL, 1999). Até maio de 2003 somente o
regulamento técnico para medicamentos genéricos continha alguma determinagao
sobre o polimorfismo. Em maio de 2003 foi publicada a Resolugdo RDC 136/2003
onde dados sobre o polimorfismo passa a ser informac¢do obrigatdria para o registro de
medicamentos novos (BRASIL, 2003).

A literatura traz iniimeros exemplos de polimorfos que apresentam alteragdes
significativas nas propriedades biofarmacéuticas do medicamento, podendo resultar
em falha terapé€utica (caso ritonavir) ou em promog¢ao da absor¢ao (MORISSETTE,
2003). Ha também casos onde hé a utilizacdo de uma determinada forma polimorfica
para melhorias na producdo do medicamento, como no caso do paracetamol, onde o
polimorfo utilizado possibilita a obtencdo do comprimido por compressao direta (Di
MARTINO, 1996).

Com o conhecimento ora estabelecido pode-se considerar que uma alteragao na
rota de sintese, especialmente na purificacdo do farmaco, ou a adog¢do de um novo
fabricante para o farmaco podera resultar na utiliza¢do de diferentes polimorfos. Tal

fato pode repercutir nas propriedades biofarmacéuticas, fisicas, fisico-quimicas,
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tecnologicas e de conservacdo do medicamento. Tantas possibilidades de alteragdo
podem significar um alto risco sanitdrio a que a populacao estd exposta.

O fato de a legislacdo brasileira de registro de medicamentos genéricos e
similares permitirem o uso de até trés fabricantes para o farmaco, e que os ensaios de
bioequivaléncia/biodisponibilidade relativa serem realizados somente com um dos
fabricantes aponta para a relevante possibilidade de perda de qualidade, seguranga e
eficacia dos medicamentos genéricos e similares em situagdes onde tanto a Agéncia
regulatoria quanto o setor regulado nio apresentariam o devido controle de fator de
risco (BRASIL, 2003).

Por outro lado, h4 no pais 18 laboratorios publicos, cujas compras sao regidas
pela Lei 8.666/93 (Lei de Licitagdo), pela qual, entre outros parametros, deverd o
comprador permitir a livre concorréncia entre fornecedores, ndo se restringindo a um
unico fornecedor e ndo direcionar o processo de compra a um Unico fornecedor. Tal
fato, por si so, justifica a permissdo para a utilizacdo de mais de um fornecedor do
farmaco. Porém, a mesma Lei permite que padrdes de qualidade sejam estabelecidos, o
que dd margem a que os fornecedores sejam qualificados e tenham que atender a
critérios especificos de qualidade impostos pelo comprador (BRASIL, 1993). Neste
contexto apresenta-se um impasse entre a técnica, que orienta a evitar alteragdes de
fornecedores de farmacos e a Lei, que ndo permite a restricdo a apenas um fornecedor,
no caso dos laboratorios estatais. Diante dos fatos expostos e dados recolhidos,
percebe-se que ha de se aperfeigoar os mecanismos de regulacdao por parte da Anvisa,
a fim de que o risco de utilizacdo de diferentes polimorfos de um farmaco em um
unico medicamento genérico ou similar sem que se firam os principios das Licitagdes,
fundamentados em dispositivo constitucional.

No marco regulatério, faz-se necessario que a Anvisa apresente maior rigor
com relagdo a matérias-primas utilizadas na fabricagdo de medicamentos. A
qualificacdo dos fornecedores por parte do fabricante ¢ uma medida de Boas Praticas
de Fabricacdo (BPF) que pode em muito contribuir para que este problema seja
minimizado, mas nao totalmente. Um regulamento de BPF para fornecedores de
matéria-prima, aliado a inspe¢des de BPF por parte da Agéncia podem contribuir para

uma redu¢@o maior no risco de ocorréncia de polimorfismo.
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No que concerne o registro, percebeu-se que ha diferencas fisico-quimicas
relevantes num mesmo farmaco que apresenta mais de uma origem (fabricante), o que
se faz pensar que ndo somente a qualificacdo dos fornecedores assegura que um
mesmo produto, cuja formulagdo nao ¢ ajustada pelo fornecedor, mantém suas
caracteristicas biofarmacéuticas inalteradas. Desta forma o polimorfismo pode
contribuir para que medicamentos genéricos percam seu aspecto de bioequivaléncia
pela simples alteragdo do fornecedor do farmaco. Apesar de todos os rigores do
registro de medicamentos genéricos e similares, a possibilidade de se utilizar no lote
industrial um farmaco de fabricante diferente daquele utilizado no biolote pode vir a

constituir um risco sanitario quando da possibilidade de ocorréncia de polimorfismo.
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Tabela 1. Curva de calibracao por ultravioleta a 285 nm da carbamazepina em solugdo
aquosa de lauril sulfato de so6dio a 1%

Concentracao teorica Concentragao média Faixa de Precisao
(ng/mL) calculada concentragao (%)
0
(ug/mL)
5 5,2 4,5-5,7 103,7
10 9,9 9,5-10,5 99,0
15 14,8 14,2 — 14,5 99,0
17,5 17,3 17,0-17,6 98,9
22 22,3 20,8 — 23,1 101,2
1 _
0,9 A
0,8 A
0,7
2061
8
£ 05
S y =0,0397-x+ 0,0224
3 04 - _
2 r=0,9995
<
0,3 A
0,2 A
0,1~
O T T T 1
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Figura 1. Curva de calibragdo média da carbamazepina por ultravioleta a 285 nm em
solu¢do aquosa de laurilsulfato de s6lido a 1% (n = 9/ponto)
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Tabela 1. Perfis de dissolucao em laurilsulfato de sodio 1% da amostra carbamazepina de referéncia (R) (n = 6)

Tempo (min) Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Amostra 4 Amostra 5 Amostra 6 Média DP
30 46,62 35,88 43,72 35,28 44,81 37,69 40,67 4,95
60 56,27 43,12 53,74 50,00 55,55 47,46 51,02 5,13
90 66,29 50,60 58,81 62,43 59,65 53,62 58,56 5,72
120 69,79 56,39 65,56 67,37 65,68 60,01 64,14 4,98
150 78,11 64,24 71,35 74,01 74,13 63,75 70,93 5,79
180 79,92 71,48 77,03 81,13 82,70 70,27 77,09 5,17
240 94,63 81,47 84,10 91,12 94,85 76,43 87,10 7,59
360 104,95 101,00 84,76 108,24 110,43 88,71 99,68 10,59
480 127,76 115,70 105,38 110,21 115,26 99,46 112,29 9,76
600 129,08 117,45 114,16 116,13 132,59 101,00 118,40 11,33
Tabela 2. Perfis de dissolu¢do em laurilsulfato de sddio 1% da amostra carbamazepina A (n = 6)
Tempo (min) | Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Amostra 4 Amostra 5 Amostra 6 Média DP
30 83,01 90,91 92,66 82,79 80,81 91,12 86,88 5,22
60 95,51 93,32 100,78 91,78 93,10 101,87 96,06 4,26
90 96,39 98,36 108,68 93,98 96,39 107,36 100,19 6,23
120 97,05 102,97 109,99 105,82 98,14 111,31 104,21 5,93
150 105,38 105,60 112,19 104,07 111,31 110,65 108,20 3,56
180 107,80 106,70 113,94 108,02 115,48 113,06 110,83 3,75
240 104,29 108,68 114,38 108,46 115,26 115,91 111,16 4,70
360 109,55 110,87 114,60 110,21 118,33 117,67 113,54 3,88
480 110,43 110,21 114,16 109,77 117,89 119,64 113,68 4,28
600 110,65 119,21 110,87 110,65 115,70 121,18 114,71 4,71
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Tabela 3. Perfis de dissolu¢do em laurilsulfato de s6dio 1% da amostra carbamazepina B (n = 6)

Tempo (min) | Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Amostra 4 Amostra 5 Amostra 6 Média DP
5 66,99 4,12 39,77 3,74 40,74 10,88 27,71 25,58
10 43,76 66,03 38,99 52,92 60,41 50,61 52,12 10,07
15 84,79 82,18 83,15 68,82 68,88 69,04 76,14 7,97
30 86,69 91,48 83,68 73,03 71,18 76,30 80,39 8,12
45 92,40 97,46 87,90 75,79 74,13 77,72 84,23 9,70
60 97,90 100,92 90,94 78,46 78,76 82,47 88,24 9,80
120 98,34 101,70 92,26 82,52 82,52 82,91 90,04 8,65
240 105,21 104,02 96,56 89,69 90,25 88,86 95,77 7,39
360 106,27 104,58 100,96 94,07 96,53 92,40 99,13 5,69
480 110,51 105,81 107,06 99,25 104,00 95,39 103,67 5,50
Tabela 4. Perfis de dissolu¢ao em laurilsulfato de s6dio 1% da amostra carbamazepina C (n = 6)
Tempo (min) | Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Amostra 4 AmostraS | Amostra 6 Média DP
5 15,26 17,32 18,85 17,56 15,63 25,05 18,28 3,57
10 24,74 25,51 27,88 24,32 25,24 25,55 25,54 1,24
15 29,01 31,99 34,08 29,14 28,63 28,40 30,21 2,30
30 37,51 45,66 46,50 38,92 37,65 38,24 40,75 4,17
45 42,30 54,36 54,38 44,06 46,33 47,71 48,19 5,13
60 48,80 62,11 61,76 51,31 53,97 54,82 55,46 5,44
120 64,57 82,48 79,90 67,00 69,02 75,03 73,00 7,28
240 94,44 98,99 100,41 90,48 85,93 96,46 94,45 5,45
360 101,15 99,57 99,22 101,73 102,37 97,36 100,23 1,86
480 102,81 100,92 108,84 111,10 104,58 102,31 105,09 4,02
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