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RESUMO

Leite, H.D. Métodos indicativos de estabilidade para determinacdo do besilato
de anlodipino, nifedipino, e nimodipino considerados inibidores do canal de
calcio. 104 p. 2014. Tese (Doutorado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas-
Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2014.

A hipertensdo é uma doenca crbénica nao transmissivel e mais freqiente na
populacdo sendo o principal fator de risco para complicagGes cardiovasculares, tais
como acidente vascular cerebral e infarto agudo do miocardio. Na presente pesquisa
estdo sendo estudados os farmacos utilizados no tratamento da hipertensdo mais
especificamente, os bloqueadores do canal de calcio do grupo diidropiridinicos:
besilato de anlodipino, nifedipino e nimodipino. O objetivo desse trabalho foi verificar
a estabilidade intrinseca dos farmacos besilato de anlodipino, nifedipino e
nimodipino, para isto foram utilizadas as seguintes técnicas: testes indicativos de
estabilidade utilizando as técnicas de espectrofotometria na regido do
Ultravioleta/Visivel (UV/VIS) e Cromatografia em fase Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE). Termogravimetria/ Termogravimetria Derivada (TG/DTG), Calorimetria
Exploratoria Diferencial (DSC), Difracdo de Raios X (DRX), Espectroscopia de
absorcdo na regido do Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) e
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV). Para o farmaco besilato de anlodipino
(AB) pelo método de degradacdo forcada, analisado por espectrofotometria no
UV/VIS, as condicBes para a andlise espectrofotométrica foram metanol e agua a
uma proporcado de (5:45 v/v) e a segunda diluicdo com agua. A leitura foi efetuada a
364,4nm. A linearidade foi estabelecida na faixa de 40,0-65,0 ug/mL e o coeficiente
de correlacdo foi (r) 0,9992. O método cromatografico, mostrou o diferente
comportamento das substancias nifedipino e nimodipino diante dos meios basicos,
acido, neutro e oxidativo. As condi¢cdes para a substancia nifedipino foram coluna
LiChrospher®100 RP-18 (5um) Merck® fase mével constituida por metanol e agua
(45:55v/v), fluxo 1.0 mL/min, tempo de retencdo 5,1min, detec¢cdo UV a 234nm e
vazédo de 1.0 mL/min. Foi obtida uma linearidade no intervalo de 5.0-55.0 pg/mL
coeficiente de correlacédo (r) =0,9964. E para a substancia nimodipino foram coluna
LiChrospher®100 RP-18 (5um) Merck® fase mével constituida por acetonitrila e agua
(55:45v/v), fluxo 1.0mL/min, tempo de retencéo 5,8 min, deteccdo UV a 235 nm e
vazédo de 1.0mL/min. Foi obtida uma linearidade no intervalo de 5.0-55.0 pg/mL
coeficiente de correlacdo (r) =0,9964. Os resultados obtidos das curvas TG/DTG e
DSC mostraram o perfil da decomposicéo térmica das substancias estudadas pela
Calorimetria Exploratéria Diferencial. A andlise dos resultados de DRX e DSC
mostraram que ndo ha evidéncias de polimorfismo nessas substancias. No entanto
nas andlises de Espectroscopia de absor¢cdo na regido do infravermelho com
Transformada de Fourier (FTIR) ndo foram encontradas diferengas significativas na
matéria-prima e no padrdo de referéncia. As analises de MEV permitiram observar a
cristalinidade das substancias estudadas.

Palavras-chave: Polimorfismo, analise térmica, degradacao forcada.



ABSTRACT

Leite, H.D. Determination of calcium channel blockers amlodipine besylate,
nifedipine and nimodipine by stability assays. 104 p. 2014. Tese (Doutorado).
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas- Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo,
2014.

Hypertension is the most frequent non-communicable chronic disease in the
population being the main factor of risk for cardiovascular complications, such as
stroke and acute myocardial infarction. In this work, active pharmaceutical
ingredients used to treat hypertension were studied, more specifically the blockers
calcium channel dihydropyridine group: amlodipine besylate, nifedipine and
nimodipine. The aim of this study was to determine the intrinsic stability of amlodipine
besylate, nifedipine and nimodipine. For this purpose the following stability test
techniques were used: UV/VIS spectrophotometry and chromatography Net phase
High Performance. Thermogravimetry/Derivative Thermogravimetry (TG/ DTG),
Differential Scanning Calorimetry (DSC), X-Ray Diffraction (XRD), Fourier
Transformed Infrared absorption (FTIR) and Scanning Electron Microscopy (MEV).
For drug amlodipine besylate (AB) by forced degradation method analyzed by
spectrophotometry UV/VIS spectrophotometric conditions for the analysis were
methanol and water at a ratio (5:45v/v) and the second dilution with water. The
reading was made at 364,4nm. The linearity was established in the range of 40.0 to
65.0 mg/mL and the correlation coefficient was (r) 0.9992. The chromatographic
method showed different behavior of nifedipine and nimodipine substances on the
basic means, acid, neutral and oxidative. The conditions for nifedipine were
LiChrospher®100 RP-18 column (5um) Merck® mobile phase consisting of methanol
and water (45:55v/v), flow 1.0 mL/min, retention time 5,1min, UV detection at 234 nm
and flow of 1.0 mL/min. Linearity was obtained within the range of 5.0-55.0 mg/mL
correlation coefficient (r) = 0.9964. And for nimodipine the parameters were:
LiChrospher®100 RP-18 column (5um) Merck® mobile phase consisted of
acetonitrile: water (55:45v/v), flow 1.0 mL/min, retention time 5,8min, UV detection at
235nm and flow of 1.0 mL/min. The linearity was obtained within the range of 5.0-
55.0 mg/mL correlation coefficient (r) = 0.9964. The results of TG/DTG and DSC
curves presented the profile of the thermal decomposition of the substances studied
by DSC. The results of XRD and DSC presented no evidence of polymorphism in
these analyzes, however, according to analyzes of absorption spectroscopy in the
infrared (FTIR) there were no significant differences in the raw materials and
standard reference. SEM analyzes allowed to observe the crystallinity of the studied
substances.

Key words: polymorphism; thermal analysis; forced field analysis
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1 INTRODUCAO

Os agentes anti-hipertensivos podem ser classificados de acordo com os seus
locais ou mecanismos de acdo (GILMAN, 1996). Os compostos utilizados no
tratamento da hipertensdo pertencem a quatro grandes grupos: farmacos que
alteram a funcao do sistema nervoso simpatico, farmacos que interferem no sistema
renina-angiotensina-aldosterona, farmacos bloqueadores seletivos dos canais de
calcio e farmacos diuréticos (KOROLKOVAS, 2005). Neste trabalho serd estudado
0 grupo dos bloqueadores do canal de calcio.

A realizacao do teste de estresse, assim como o desenvolvimento do método
analitico para a identificacdo e quantificacdo dos produtos de degradacdo é de
extrema importancia para as industrias farmacéuticas, pois no momento do registro,
pbs-registro e renovacao, o estudo de estresse, acompanhado de sua andlise critica
devera sdo necessarios (SILVA, 2009; SILVA, et al, 2014).

O estudo de degradacéao forcada é estudo que permite a geracédo de produtos
de degradacdo através da exposicdo da substancia ativa e produto acabado a
condicbes de estresse, como por exemplo, luz, temperatura, calor, umidade,
hidrélise acida/ béasica e oxidacdo, entre outras. Esse estudo possibilita o
desenvolvimento de métodos indicativos de estabilidade com especificidade e
seletividade adequada, bem como fornecer informacdes acerca das possiveis rotas
de degradacao de um determinado produto (BRASIL, 2013).

O ensaio de estresse € definido como degradacédo forcada que proporciona
informagé&o sobre as rotas da degradacdo e dos produtos que poderiam se originar
durante o armazenamento do produto, tendo como objetivo buscar condigbes para
degradar o principio ativo em cerca de 10%, ndo mais que isto pois condi¢des mais
drasticas poderiam destruir o composto ou conduziriam degradacdes sem relevancia
(REYNOLDS, 2002).

Atualmente ha uma tendéncia das industrias quimicas adotarem, para estudo
de estabilidade de seus produtos, os Guias de Boas Praticas do International
Conference on Harmonisation of Technical Requirements for Registration of
Pharmaceuticals for Human Use, ICH, que foram montados especificamente para
produtos farmacéuticos (ORIQUINI, 2011).
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Testes de estabilidade em produtos farmacéuticos produzem evidéncias
sobre como a qualidade do produto varia com o tempo sob a influéncia destes
fatores permitindo, assim, a determinacéo do prazo de validade e as recomendacdes
de armazenamento (ICH, 2003).

Segundo Singh e colaboradores, 2012, demostraram que a preocupagao com
impurezas e produtos de degradacdo em farmacos e excipientes tem sido constante
no o setor farmacéutico. Desta forma, os estudos acerca destes compostos tém
aumentado significativamente. Ha legislacbes sobre o assunto em varios paises,
assim como o desenvolvimento de instrumentacdo analitica capaz avaliar a
presenca de impurezas.

Os farmacos estudados neste trabalho pertencem ao grupo dos
bloqueadores seletivos do canal de célcio. Sdo assim chamados porque agem
primariamente, embora ndo exclusivamente, inibindo fluxo de célcio extracelular
para o interior das células através dos canais das membranas. Desse bloqueio
resultam a reducdo na concentracdo de calcio intracelular e dilatacdo das artérias,
arteriolas periféricas e dos vasos cerebrais (KOROLKOVAS, 2005).

Blogueadores ou antagonistas dos canais de célcio estdo entre 0os mais
amplamente utilizados na terapéutica no mundo inteiro. Eles exercem seus efeitos
terapéuticos por bloqueio reversivel dos canais, que podem ser do tipo L,T,N, P/Q e
R, no sistema cardiovascular. Nos canais do tipo L a inativacdo ocorre com longa
duracdo, o tipo T possui abertura transitéria, o0 N ou neuronal com abertura
intermediaria, tipo P/Q com inativacdo ausente ou intermediaria e tipo R com

inativacao permanente (LARINI, 2008).
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1 REVISAO DA LITERATURA

1.1 BLOQUEADORES DOS CANAIS DE CALCIO

Das enfermidades cronicas consideradas de risco, a hipertensédo arterial €
uma das que mais acometem a populacdo, sendo considerada como 0 mais
importante problema de saude publica nos paises desenvolvidos (LUI, 2008).

A Metodologia analitica utilizada pelos centros habilitados para fiscalizacao e
monitoracdo dos medicamentos comercializados é a de doseamento do principio
ativo e outras indicadas pelo fabricante ou a constante em farmacopéias. No
entanto, poucas monografias existentes em farmacopéias incluem Metodologias
para andlise de produtos de degradacdo, e poucos fabricantes conhecem e
desenvolvem metodologias validadas para deteccdo e quantificacdo desses
produtos (BRASIL, 2003).

A necessidade de desenvolver Metodologias quantitativas indicadoras de
estabilidade atende as diretrizes da “International Conference on Harmonization”
(ICH) e da FDA (Guidance for industrly, 2010; INTERNACIONAL CONFERENCE ON
HARMONIZATION, 2005). A Farmacopéia dos Estados Unidos da América em seu
capitulo “Estudos de Estabilidade durante a Fabricagdo” preconiza que as amostras
retiradas durante o processo de fabricacdo devem ser analisadas por métodos

quantitativos indicativos de estabilidade (USP, 34).

CLASSIFICACAO DOS BLOQUEADORES DO CANAL DE CALCIO

Os bloqueadores do canal de calcio possuem estruturas quimicas diferentes,
0 que possibilita sua classificagdo em cinco grupos: fenilalquilaminas, diidropiridinas,
benzotiazepinas, difenilpiperazinas, e diarilaminopropilaminas. Nesta pesquisa
apenas o grupo das diidropiridinas, entre eles, os farmacos besilato de anlodipino

nifedipino e nimodipino foram estudados (LARINI, 2008).
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1.2 PROPRIEDADES FARMACOLOGICAS

A despolarizacao das células do musculo liso vascular é dependente do influxo
de calcio. Trés mecanismos distintos sdo responsaveis pela contracdo das células
do musculo liso vascular. Primeiro os canais de calcio sensiveis a voltagem abrem-
se em resposta a despolarizacdo da membrana e o célcio extracelular diminui seu
gradiente eletroquimico para célula. Apés o fechamento dos canais é necesséario um
periodo limitado de tempo antes que 0s canais possam abrir mais uma vez para
responder a um estimulo. Segundo as contracdes induzidas por agonistas liberam
Ca*" intracelular. Terceiro os canais de célcio ligados ao receptor permitem a
entrada de célcio extracelular (GILMAN, 1996)

1.2.1 Mecanismo de agéo

O aumento do calcio citoplasmatico promove aumento da contracdo das

células dos musculos lisos cardiacos e vascular (GILMAN, 1996).

1.3 CARACTERISTICAS DOS FARMACOS

1.3.1 Besilato de anlodipino

Figura 1 - Estrutura quimica do besilato de anlodipino* carbono quiralico

H3C N N e O ey NP:
' SO4H
O S ,-‘Mx\‘, |[ g 0 CH, .
HyC ‘T \H " P
o "o [ )
| \ - Cl ‘\\’/;
F

C,oHas CIN,O5  CgH5SOsH  Massa molecular: 567,05 g/mol
Fonte: British, 2005

Sintetizado em 1983, possui 0 nome quimico de: 3 etil 5 metil éster do acido2-
[(2-aminoetOxi)-Metil]-4-(2-clorofenil)-1,4dihidro-6-Metil-3,5-piridinodicarboxilico
(MERCK, 2006). E um po cristalino branco, levemente soltivel em agua, fracamente
solavel em etanol. Possui ponto de fusdo entre 195° a 204°C. Possui quatro formas
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distintas: anidra, amorfa, monohidratada e dihidratada (KORADIA. et al, 2010)
Diversos métodos analiticos sdo desenvolvidos na literatura para analise do besilato
de anlodipino, em fluidos biolégicos, empregando a cromatografia em camada
delgada (PANDYA, 1995), e cromatografia liqguida de alta eficiéncia (ALSARRA,
2009; BAHRAMI, 2004; FENG et. al, 2002; KANG, 2008 et. al; MAY et. al, 2007,
SANTOS et. al, 2005; WEI, et al, 2009); cromatografia liquida com separacao quiral
(JOSEFSSON, 1996, LUKSA et al,1997); cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas Tandem (LC-MS/MS) (SARKAR, et. al, 2008; ZOU, 2009);
cromatografia a gas com detector de massas (GC-MS) (MA Y, 2007). A
determinacdo em formulacdes farmacéuticas pode ser feita por cromatografia em
camada delgada (DHANESHWAR, 2008); cromatografia liquida de alta eficiéncia
(BARMAN, et. al, 2007;CHAUDHARI, 2007; DONGRE, et. al, 2008; JOSHI, et al,
2009, MALESUIK, 2006; SHAH et al, 2008); cromatografia com separacao quiral
(BARANDA et al, 2005); espectrofotometria (RAGNO, 2002; RAHMAN, 2001,
RAHMAN, 2003; RAHMAN, 2004).

1.3.2 Nifedipino

Figura 2 - Estrutura quimica do nifedipino

Ci17H1gN2Os  Massa molecular: 346,33 g/mol
Fonte: MERCK, 2006

Sintetizado em 1968 possui nome quimico: ester dimetilico do acido 1,4
diidro-2,6-dimetil-4-(2-nitrofenil)-3,5-piridinadicarboxilico. E composto por cristais
amarelos e possui faixa de fusdo: 172-174°C. E solGvel em acetona, cloreto de
metileno, cloroférmio, etil acetato, etanol e metanol. Muito sensivel a luz (MERCK,
2006). E utilizado na angina estavel cronica vasoespastica e na hipertensio, é
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também utilizado na enxaqueca, na insuficiéncia cardiaca congestiva e na
miocardiopatia. Sua meia vida € de 4h (GENNARO, 2004).

A literatura apresenta meétodos para determinacdo do nifedipino em
formulacbes farmacéuticas por espectrofotometria (RICHTER, 2006); eletroforese
capilar (EI WALILY, 1997); cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e em
fluidos bioldgicos por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
(BARANOWSKA, 2009; PERROTTI, 2009) e CLAE com separacéo quiral.

1.3.3 Nimodipino

Figura 3 - Estrutura quimica do nimodipino

)
H,C_ _N_ _CH,

B N
(CH,),CHOC COCH,CH,OCH,
NO,

C,1H6N,O;  Massa molecular: 418,44 g/mol
Fonte: GENNARO, 2004

Sintetizado em 1979, apresenta o nome quimico de 2-Metoxietil 1-Metoxietil
éster do &cido 1,4 diidro-2,6 diil-4-(3-nitrofenil)-3,5- piridinodicarboxilico. O
nimodipino devido a sua alta lipossolubilidade foi desenvolvido como um farmaco
para relaxar os vasos cerebrais. E insoltivel em agua e soltvel em alcool, funde a
aproximadamente 125 °C (GENNARO, 2004). E eficaz na inibicdo do vasoespasmo
cerebral sendo basicamente utilizado para tratar os pacientes com defeitos
neurolégicos (GILMAN, et al., 1996). Na literatura sédo descritos métodos de
determinacao para formulagdes farmacéuticas empregando cromatografia liquida de
alta eficiéncia (BARMPALEXIS, KANAZE e GEORGAKIS, 2009), eletroforese
(DENG, et al., 2005), espectroscopia Raman (YANG, et al., 2008) e em fluidos
biolodgicos por cromatografia a gas com detector de massas (GC-MS) (MUCK e
BODE, 1994) cromatografia liquida de alta eficiéncia (BARANDA, et al., 2005), com
eletrospray (LC-ESI-MS) (ZHAO, et al., 2010) e ainda separacao quiral (HONG, et
al., 2009).
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1.4 TECNICAS ANALITICAS UTILIZADAS NA PESQUISA

1.4.1 Espectrofotometria de absorcdo molecular no Ultravioleta/Visivel (UV/Vis)

Espectrofotometria ou espectroscopia de absor¢do molecular € um dos
métodos mais utilizados no mundo em laboratoérios quimicos e clinicos. Em anélise
farmacéutica €é bastante utilizado para identificacdo (andlise qualitativa e
doseamento (analise quantitativa) de farmacos e medicamentos (FERREIRA, 2008).

Esta técnica, continuamente aperfeicoada, ainda permanecera durante longo
periodo sendo um dos mais Gteis instrumentos de medida. Possui como principais
vantagens a facilidade no manuseio ou operacdo, boa sensibilidade (10* a 10~
mol/L); boa exatiddo, seletividade moderada e ampla aplicabilidade (GIL, 2007).

Espectrofotdmetros utilizados na regido do ultravioleta e visivel sdo dotados,
fundamentalmente, de fonte de radiagéo; seletor de comprimento de onda; celas de
absorcdo (cubetas), para insercdo de solucbes de amostras no feixe de luz
monocromatica; detector de radiacdo e uma unidade de leitura e de processamento
de sinal (BRASIL, 2010).

De acordo com a Farmacopeia Brasileira, 2010, a andlise espectrofotométrica
guantitativa por absorcdo tem como principio a relacdo direta existente entre a
guantidade de luz absorvida e a concentracdo da substancia, também conhecida
como lei de Beer. Quando a concentracdo (c) é expressa em mol. L-1 e o caminho
optico (b) em centimetro, a equacao torna-se:

A=¢ebc

gue A = absorvancia, logaritmo do inverso da transmitancia (A = -log T)

¢ = absortividade molar.

T = transmitancia

Sabendo-se que a transmitancia é o0 quociente entre a intensidade da
radiacéo transmitida pela solucéo (lp ) e a intensidade da radiacao incidente (1), tem-
se:

|Og;|_0 (|0/|)=A:8bC
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1.4.2 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A cromatografia em coluna teve o inicio de seu desenvolvimento pelo quimico
D. T. Day em 1900. Em 1906 o Botanico, Mikhail Semenovich Tswett usou as
colunas de adsorcédo nas suas investigacdes de pigmentos das plantas e criou o
termo cromatografia. Até 1930, o método cromatografico ndo foi extensivamente
estudado pelos quimicos (AQUINO, 2003). A partir da década de 30, no século
passado, o estudo da técnica cromatografica cresceu tanto que foi responsavel por
diversos prémios Nobel (SKOOG, 2006).

O nome cromatografia deriva das palavras gregas chrom (cor) e graphe
(escrever), embora o processo ndo dependa da cor, a menos para facilitar a
identificacdo dos componentes separados.

O método cromatografico possibilita a separacdo de varias substancias
presentes em uma mesma amostra desde que 0s componentes presentes sejam
solubilizados em um meio liquido chamado de fase mével. Esse liquido mantido em
movimento faz com que todos os componentes nele solubilizados caminhem em
uma mesma direcdo. Durante seu percurso as substancias entrariam em contato
com uma outra fase, sendo esta imiscivel na fase mével, chamada de fase
estacionaria (GIL, 2007).

A separacdo das substancias solubilizadas em fase mével ocorre de acordo
com suas diferentes velocidades de migracdo em razédo da afinidade relativa a fase
movel (liquido) ou fase fixa ou estacionaria (sélido) (FERREIRA, 2008).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia € uma importante técnica de
separacdo pois consegue separar misturas que contém um grande numero de
compostos similares (COLINS, 2007). A cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) é a técnica predominante no controle de qualidade de produtos formulagdes
farmacéuticas. A CLAE apresenta alta sensibilidade e seletividade na anélise de
métodos analiticos e ainda maior robustez e eficiéncia de separacdo. A
cromatografia liquida quiral € empregada na separacdo de enantibmeros, que sado
estruturas que possuem imagens nao sobreponiveis. Sdo considerados compostos
quirais por possuirem um centro quiral, na maior parte das vezes um atomo de
carbono quiral (carbono assimétrico). A separacdo se faz necessaria pois muitas
vezes apenas um enantibmero tem agéo farmacologica.Neste trabalho, os farmacos

gue apresentam carbono quiral sdo: besilato de anlodipino e nimodipino.
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Na pesquisa foram utilizados solventes de acordo com a solubilidade, grupos
quimicos e o pKa da molécula.

Segundo LANCAS, 2009 a fase mével ideal deveria possuir, pelo menos, o0s
seguintes requisitos: solubilizar completamente todos os componentes da amostra;
apresentar baixa (ou nenhuma) reatividade; possuir baixa viscosidade; baixa ou
(nenhuma) toxicidade; estar disponivel em elevado grau de pureza e, se possivel, ter
baixo custo.

A cromatografia esta baseada na reparticAo dos analitos entre duas fases
uma estaciondria e outra movel. A distribuicdo, exclusdo, particdo ou adsorcado
seletiva dos componentes é um processo de equilibrio dindmico e as moléculas dos
analitos ou estdo retidas na fase estacionaria ou estdo deslocando-se com a fase
mavel (AQUINO, 2003).

1.4.3 Polimorfismo

O termo polimorfismo € usado para designar os sistemas de cristal em que
uma substancia pode existir em estruturas caracterizadas por células unitérias
diferentes, mas em que cada uma das formas consiste exatamente a mesma
composicdo elementar. Durante um longo tempo, o termo pseudopolimorfismo foi
usado para denotar outras variacdes de cristal onde a estrutura cristalina da
substancia € definida por outras células unitarias onde estas células unitarias
diferem na sua composicdo elementar através da inclusdo de uma ou mais
moléculas de solvente. A existéncia de diferentes estruturas cristalinas em
substancias polimorficas evidencia uma diferenca nas propriedades fisicas como:
volume, o volume molar, densidade, indice de refracdo ao longo de um determinado
eixo do cristal, a condutividade térmica, condutividade elétrica, e higroscopicidade,
diferentes pontos de fusdo. Polimorfos decorrem das diferengcas das interagbes
cooperativas das moléculas no estado solido, comparado com o estado liquido.
Também ocorrem diferencas nas propriedades espectroscopicas, propriedades
cinéticas e algumas propriedades da superficie. Diferencas em propriedades de
embalagem e na energia das interagdes intermoleculares (ou seja, propriedades
termodinamicas) entre os polimorfos dao origem a diferengas nas propriedades
mecanicas (BRITTAIN, 2009).

O polimorfismo € comum em compostos farmacéuticos. Oito modificacdes

cristalinas de fenobarbital foram isoladas, mas 11 foram identificadas com pontos de
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fusé@o variando entre 112 e 176 °C. Dentre os barbituratos de uso clinico, cerca de
70% exibem polimorfismo. Sdo exemplos de polimorfismo verdadeiro, e ndo de
pseudopolimorfismo, no qual o solvente é causa (FLORENCE; ATTWOOD, 2011).

1.4.4 Técnicas empregadas no estudo do polimorfismo

Os polimorfos podem ser caracterizados e diferenciados através de suas
propriedades fisico-quimicas empregando varias técnicas analiticas como a de
difracdo de raios X por policristais (DRXP) ligada ao método de Rietveld. Outras
técnicas também foram utilizadas, como a Calorimetria Exploratéria Diferencial
(DSC), Termogravimetria (TG), Espectroscopia de absorcdo na regido do
Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR), apenas para identificacdo dos

compostos, e Microscopia Eletronica de Varredura (MEV).

1.4.5 Analise Térmica

E descrita como um conjunto de técnicas que permitem avaliar as
propriedades fisico-quimicas das substancias em funcdo da temperatura. As
técnicas mais utilizadas sdo as que avaliam variacdes de energia ou de massa de
uma substancia (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

1.4.5.1 Analise Termogravimétrica (TG)

A TG é utilizada para medir a variacdo de massa em funcdo da temperatura
em uma atmosfera controlada sob um programa de aquecimento. Para fins
farmacéuticos, seu uso € descrito na caracterizacdo, determinacdo de pureza e de
umidade, identificacdo de pseudopolimorfismo, na avaliacdo da estabilidade de
farmacos e medicamentos e em estudos de cinética de degradacdo (OLIVEIRA,
2011).
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1.4.5.2 Termogravimetria derivada (DTG)

1.4.5.3 Calorimetria Exploratoéria Diferencial (DSC)

A DSC é utilizada para medir a diferenca de fluxo de calor entre uma
substancia e um material de referéncia em fungéo de um programa de aquecimento
ou resfriamento. Na &rea farmacéutica é utilizada na caracterizacdo térmica e
determinacdo da pureza de farmacos, estudos de compatibilidade entre os
constituintes da formulacéo e identificacdo de polimorfismo com determinacédo das
entalpias de cada forma cristalina. Como os diferentes polimorfos absorvem e
liberam energia de forma diferenciada, a Calorimetria Exploratoria Diferencial € a
técnica mais utilizada no estudo do polimorfismo (FARMACOPEIA BRASILEIRA,

2010; STORPIRTS, 2009).

1.4.6 Difracdo de Raios X (DRX)

A difratometria de raios X, utilizando método do pé, € uma das técnicas mais
importantes para a caracterizacdo e quantificacdo dos polimorfos. Os materiais
cristalinos em po, ou policristalinos, possuem padrdes caracteristicos de difracdo de
raios X permite a caracterizacdo microestrutural de materiais cristalinos,
possibilitando a quantificacdo e deteccdo de transformacdes polimorficas (SKOOG,
2002).

As distancias interplanares e suas respectivas intensidades relativas sao
caracteristicas e especificas para cada substancia cristalina. Assim, esta técnica é
baseada na propriedade intrinseca que cada cristal possui em difratar os raios X
incidentes num angulo especifico, permitindo sua caracterizacdo. A equacgao
matematica que descreve este fendbmeno € dada pela Lei de Bragg (SKOOG, 2002).

Solidos cristalinos possuem arranjos, regulares e repetidos, de moléculas ou
ions, em uma estrutura chamada rede cristalina.

Os cristais de uma determinada substancia podem variar de tamanho no
desenvolvimento relativo de uma determinada face, bem como no nimero e tipos de
faces ou formas presentes apresentando diferentes habitos cristalinos. O habito
descreve a forma de um cristal, em termos gerais, inclui, por exemplo, os tipos
acicular (em forma de agulha), prismatico, piramidal, tabular, equidimensional

(equant), colunar e lamelar. O habito cristalino pode influenciar a facilidade de
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compressdo de um comprimido, bem como as propriedades de um farmaco no
estado solido.Tem sua importancia também na administracdo dos medicamentos. A
facilidade para injetar uma suspensao contendo um farmaco na forma cristalina sera
influenciada pelo habito cristais placdides sdo mais faceis de injetar do que cristais
aciculares (FLORENCE, ATTWOOD, 2011)

A cristalizacdo ocorre pela precipitacdo do composto, pela sua remocéo de
uma solucdo e constituicdo de uma rede ordenada. Alguns fatores influenciam na
formacdo dessa rede tais como o solvente, a temperatura, a presséo, o padrao de
arranjo cristalino, os sais (MARTIN, 2008). Sete sistemas cristalinos distintos
compdem as formas cristalinas de acordo com a sua simetria, o cubico (cloreto de
sédio), tetragonal (uréia), hexagonal (iodoférmio), rémbico (iodo), monoclinico
(sacarose), triclinico (acido bodrico) e orotorrombico. A estrutura cristalina pode ser
constituida por unidades como atomos, moléculas ou ions. Nos compostos
organicos as moléculas mantém coesas pelas forcas de Van der Waals, forcas
couldbmbicas e ligacdes de hidrogénio sendo desta forma as ligacOes fracas e
consequentemente possuem baixos pontos de fusdo (MARTIN, 2008).

Muitos elementos e compostos existem em mais de uma forma cristalina, em
diferentes condicbes de temperatura e pressdo. Este fenbmeno € designado por
polimorfismo ou alotropia. Polimorfos possuem pontos de fusdo, padrdes cristalinos
de raios X, de refracdo e de solubilidade diferentes embora quimicamente idénticos
(MARTIN, 2008). A solubilidade e os pontos de fusdo sdo muito importantes em
processos farmacéuticos, incluindo dissolucdo e formulagéo por isso a importancia
do estudo de polimorfismo em produtos farmacéuticos. Pode-se classificar o
polimorfismo por meio de dois mecanismos de formacédo de estruturas cristalinas
diferentes. O polimorfismo conformacional (conformacdes diferentes) e o
polimorfismo por empacotamento (organizacdo diferente de moléculas de mesma
conformacao). (STORPIRTIS, 2009). Embora a determinagéo da estrutura cristalina
tenha se tornado rotina através de métodos difratométricos rapidos e de alta
resolucdo sua determinagdo ainda é muito dificil (MARTIN, 2008).

Quando cristais isolados estéo indisponiveis ou inadequados para analise a
substéancia pode ser analisada na forma de p6. O padréo de difracéo de raios X pode
ser considerado a impresséo digital de um cristal. A difracdo de raios X (ondas
eletromagnéticas acompanhadas por um campo elétrico em flutuacdo periddica)
pelos cristais ocorre quando os raios X sao dispersos pelos elétrons dos atomos

sem mudanca de comprimento de onda. Um elétron de um atomo, influenciado
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pelos raios X, é excitado pelo campo elétrico flutuante, tornando-se uma fonte de
ondas eletromagnéticas de mesma frequéncia e comprimento de onda que 0s raios
X incidentes. Assim o elétron dispersa o feixe incidente. As ondas dispersas pelos
diversos elétrons do atomo combinam-se e desta forma o atomo difrata a radiacéo X
(GOMES,1984). Na difracdo de raios X de p6 o padrédo de difracdo apresenta uma
série de reflexdes, as quais sdo identificadas em difratogramas pelo angulo 26
(escala correspondente ao eixo x dos difratogramas) ou pela distancia interplanar.
Essa técnica esta ao alcance da rotina industrial, pois sdo necessarios apenas 50 a
500 mg do insumo necessario para a andlise (STORPIRTS, 2009). A Farmacopeia
Americana define que, para assegurar a identidade entre uma amostra teste e sua
referéncia os valores de 20 para as reflexdes mais intensas na DRX devem ser
reprodutiveis em aproximadamente + 0,10 °, podendo as intensidades relativas

variarem devido ao preparo da amostra e condi¢cdes experimentais (USP, 2011).

1.4.7 Espectroscopia de absor¢céo na regido do Infravermelho com Transformada
de Fourier (FTIR)

Quando uma amostra € exposta a uma radiacdo eletromagnética de
comprimento de onda, na regido do infravermelho, que proporciona transi¢cdes
rotacionais e vibracionais a técnica é chamada de espectroscopia do infravermelho
(STORPIRTIS, 2009).

A forma convencional de se preparar amostras soélidas para analises no
infravermelho é principalmente utilizando o método de pastilhas de KBr. Porém, esse
nao é o melhor método para pesquisa de polimorfos, pois a pressao necessaria para
fazer a pastilha pode promover mudangas no polimorfo. O método mais indicado é
por reflectancia difusa onde ndo é necessario adicionar pressdo a amostra. Neste
método, o feixe de luz infravermelha incide sobre a amostra e sofre absorcéo,
reflexdo e difragcdo. A parte da radiagéo incidente que sofre reflectancia difusa é,
entdo, utilizada para construir o espectro de infravermelho da amostra
(STORPIRTIS, 2009).

A faixa espectral da radiacdo de infravermelho compreende as regides de
infravermelho distante: 10 e 400 cm™ infravermelho médio: 400 e 4000 cm™ e
infravermelho préximo 4000 e 20000 cm™. Os sélidos organicos normalmente n&o
sdo avaliados na regido do infravermelho distante. O infravermelho médio é

largamente utilizado na area farmacéutica. E bastante aplicado na para identificacio
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de insumos farmacéuticos, pois as bandas dos grupos funcionais sao bastante
conhecidas (STORPIRTIS, 2009).

1.4.8 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

O principio de um microscoépio eletrénico de varredura (MEV) consiste em
utilizar um feixe de elétrons de pequeno diametro para explorar a superficie da
amostra, ponto a ponto, por linhas sucessivas e transmitir o sinal do detector a uma
tela catddica cuja varredura esta perfeitamente sincronizada com aquela do feixe
incidente. Por um sistema de bobinas de deflexado, o feixe pode ser guiado de modo
a varrer a superficie da amostra segundo uma malha retangular. A principal funcéo
de qualquer microscopio é tornar visivel ao olho humano o que possui dimensdes
muito pequenas. Um microscopio eletrénico de varredura (MEV) utiliza um feixe de
elétrons no lugar de fotons utilizados em um microscopio optico convencional, o que
permite aumentar a resolu¢cdo em 1000 vezes quando comparado com a fonte de luz
branca.

O MEV é um aparelho que pode fornecer rapidamente informacdes sobre a
morfologia e identificacdo de elementos quimicos de uma amostra sélida. E um
instrumento disponivel para a observacdo e analise de caracteristicas
microestruturais de objetos sélidos. A principal razdo de sua utilidade € a alta
resolucdo que pode ser obtida quando as amostras sdo observadas; valores da
ordem de 2 a 5 nanémetros podendo chegar até 1 nm (DEDAVID, 2007).

1.49 Teste de degradacao forcada

O estudo de degradacéao forcada inclui os efeitos causados pela variacdo da
temperatura, umidade quando apropriado, oxidagdo, fotdlise e suscetibilidade a
hidrélise por extensa variacdo dos valores de pH, que sdo condigbes tipicas de
degradacéo de farmacos. Varios estudos vém sendo realizados para a obtencao de
produtos de degradacdo de muitos farmacos utilizados na terapéutica, utilizando
diferentes métodos de obtencédo e identificacdo (KAPOOR et.al., 2006; KUMAR et
al., 2008; BEDSE et al., 2009).
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O art. 1° da RDC N°58 de 28/12/2013 que estabelece parametros para a
notificacdo, identificacdo e qualificacdo de produtos de degradacdo em
medicamentos com substancias ativas sintéticas e semissintéticas, classificados
como novos, geneéricos e similares institui estudo de degradacéo forcada: estudo
que permite a geragcdo de produtos de degradacado pela da exposicdo do insumo
farmacéutico ativo e produto acabado a condi¢des de estresse, como por exemplo,
luz, temperatura, calor, umidade, hidrolise acida/ basica e oxidacdo, entre outras.
Este estudo permite o desenvolvimento de métodos indicativos de estabilidade com
especificidade e seletividade adequada, bem como fornecer informacdes acerca das
possiveis rotas de degradagéo de um determinado produto (BRASIL, 2013).
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Esse trabalho tem como objetivo principal pesquisar a estabilidade intrinseca
dos farmacos, besilato de anlodipino, nifedipino, nimodipino, frente a condi¢cdes de
degradacédo forcada como termdlise, hidrélise e oxidacéo pelos métodos de difracao
utilizando as seguintes técnicas Espectrofotometria de Absor¢cdo Molecular na regido
do Ultravioleta/Visivel (UV/Vis), Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE),
Termogravimetria (TG), Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC), Difracao de raio
X, Espectroscopia de absor¢do na regido do infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR) e Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV).

2.2 ESPECIFICOS

(a) Identificar o besilato de anlodipino, nifedipino, nimodipino, pelas técnicas
oficiais ja existentes.

(b) Verificar a estabilidade intrinseca dos farmacos, besilato de anlodipino,
nifedipino, nimodipino, frente a condi¢cdes de degradacdo forcada como
termalise, hidrolise e oxidacgao.

(c) Comparar a estabilidade térmica do besilato de anlodipino, nifedipino,
nimodipino utilizando analise termogravimétrica e analise termogravimeétrica
diferencial.

(d) Pesquisar o polimorfismo do besilato de anlodipino, nifedipino, nimodipino
pela técnica de difracdo de raio X, pelo método do p6, em matéria-prima,

padrao farmacopéico e produto acabado (comprimidos).
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3 JUSTIFICATIVA

A estabilidade é definida como o tempo durante o qual a especialidade
farmacéutica ou mesmo a matéria-prima considerada isoladamente, mantém dentro
dos limites especificados e durante todo o periodo de armazenamento e uso, as
mesmas condicbes e caracteristicas que possuia quando da época de sua
fabricacdo. Pode também ser definida como o periodo de tempo compreendido entre
0 momento no qual o produto esta sendo fabricado aquela que sua poténcia esta
reduzida a ndo mais do que 10%, desde que os produtos de alteragédo estejam todos
seguramente identificados e previamente reconhecidos seus efeitos (TABORIANSKI,
2003; STULZER & SILVA, 2006).

No Brasil, a ANVISA, através do Informe Técnico n°l, esclarece
procedimentos a serem seguidos, uma vez que a identificacdo e quantificacdo dos
produtos de degradacao ja eram exigidas no item 2.2.6 da RE n° 560/2002 e no item
2.8 da RE n° 398/2004 - regulamentacbes especificas sobre estudos de
estabilidade, vigentes a época, além dos estudos de fotoestabilidade exigidos no
item 2.6 da Resolucdo RE n° 398/2004, assim como as recomendacdes para a sua
realizacdo no Anexo Il da mesma. J& no item 2.9 do anexo da RE n° 1, de
29/07/2005 - Guia para Realizacdo dos Estudos de Estabilidade, ja era preconizada
a realizacdo do ensaio de identificacdo e quantificacdo de produtos de degradacéo e
método analitico correspondente no estudo de estabilidade, para todos os produtos
a serem registrados (Brasil, 2005). E recentemente, em de 20 de dezembro de 2013,
foi publicada a - RDC N° 58 que estabelece parametros para a notificagcéo,
identificacdo e qualificagcdo de produtos de degradacdo em medicamentos com
substancias ativas sintéticas e semissintéticas, classificados como novos, genéricos
e similares, e da outras providéncias. Desta forma destaca-se a importancia dos
estudos de degradacéao forgada.

A realizac&o do teste de degradacao forgada, assim como, o desenvolvimento
do método analitico para a identificacdo e quantificacdo dos produtos de degradacéo
sdo de extrema importancia para as industrias farmacéuticas, pois no momento do
registro, pos-registro e renovacao estes testes sdo imprescindiveis. Este estudo

acompanhado de sua andlise critica serd complementado pela pesquisa de
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polimorfos utilizando a técnica de Difracdo de Raio X (DRX) pelo método do po,
espectros Andlise térmica e Microscopia Eletrdnica de Varredura (MEV).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

Os reagentes e solventes que foram utilizados nesse trabalho sdo de grau

analitico.

41.1

Solventes e solucdes

Acetonitrila (Merck®) grau cromatogréfico;
Acido fosforico;

Agua ultrapurificada por meio do sistema Mili-Q® Plus; com resistividade igual

a 18,2 Qcm a 25°C;

4.1.2

Metanol (Merck®) grau cromatografico;
Metanol grau espectrofotométrico;
Solucdes tampao fosfato pH 4,0 e 7,0 (Digimed®);

Trietilamina (TEA);

Substancias quimicas de referéncia

Substéncia quimica de referéncia besilato de anlodipino lote P500185.
Substancia quimica de referéncia nimodipino lote LRAA0583.

Substancia quimica de referéncia nifedipino lote SLBD7789V, teor > = 98 %.

Os farmacos empregados como matéria-prima, neste trabalho, foram

gentilmente cedidos pela FARMAD ORO.
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4.1.3 Amostras comercializadas no Brasil

o besilato de anlodipino: Norvasc® Pfizer 5 mg e 10 mg.
o Nifedipino: Adalat® comprimidos de 10 mg e 20 mg

o Nimodipino: Nimotop® comprimidos de 30 mg

4.2 EQUIPAMENTOS

. Aparelho de ultra-som, Thornton®, modelo T-14;

o Agitador mecanico modelo 103 (Nova Etica®);

o Balanca Analitica — Marca Sartorius®, capacidade 100 g, precisdo + 0,0001;

o Sistema cromatografico HPLC 10 vp marca Shimadzu®: degaseificador DGU-

14A; bomba binaria LC-10ADvp; injetor automético com Loop de 50ugL Sil-10ADvp;
compartimento de coluna CTO-10ACvp; detector de arranjo de diodos UV-Vis SPD-
M10Avp; controlador do sistema SCL-10Avp; software LC Workstation Class-Vp
5.1.2; computador com Windows Millennium;

o Espectrofotdmetro Ultravioleta/Visivel, marca Shimadzu® UV - 1601, munido
de cubetas de quartzo, de 1 cm de caminho Optico e acoplado a computador e

impressora Epson — FX 850;

o Aparelho de eletroforese capilar Beckman and Coulter P/ACE MDQ equipado
com detector UV-VIS com arranjo de diodos, detector fluorimétrico e controle
de temperatura.

. Coluna LiChrospher® 100RP-18 (5 pm) Merck®:
o Medidor de pH Digimed®, modelo TE-91;
o Balanca analitica eletronica BG-2000 Gehaka®;

o Aparelho MiliQ-Plus, Milipore® para obtencédo da agua purificada;
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o Membranas filtrantes HV 0,45 pm de poro e 13 mm de diametro (Milipore®);
o Vidraria usual do laboratorio;

. TA-2950 (TA instruments ©® New Castle, DE EUA)

o Difratdmetro modelo Iris 6, com configuragéao configurado segundo a
geometria Bragg-Brentano e com um motor de passo

o Espectrofotdmetro de absor¢cdo modelo CHN2400 marca Perkin Elmer
. Microscopio eletrénico de varredura marca JEOL, modelo JSM-7401F
4.3 Metodos

O ensaio de estresse serd realizado com solugdes acidas, alcalinas,
oxidantes e neutras para provocar uma degradacdo forcada das amostras dos
inibidores do canal de calcio. Estes produtos de degradacdo séo utilizados como

amostras para desenvolver os métodos indicativos de estabilidade.

As Metodologias analiticas foram desenvolvidas nas instalagdes do
Laboratério de Controle de Qualidade Fisico-Quimico de Medicamentos e
Cosmeéticos da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sé&o
Paulo, no laboratério do Instituto de Geociéncias de Difracdo de Raios X-LDRX, no
laboratério de Farmacotécnica do Departamento de Farméacia da FCF/USP e na

Central Analitica do Instituto de Quimica da USP.

4.3.1 Teste de degradacao forcada do besilato de anlodipino analisado por
espectrofotometria

Foram pesados 12,5 mg de padréo de besilato de anlodipino e transferidos para
4 baldes volumétricos (1,2,3,4) de 25 mL cada. Foram adicionados em cada baldo 5
mL de metanol para solubilizar o besilato de anlodipino e em seguida completou-se

o volume de cada baldo (1,2,3,4) com HCI mol/L, NaOH mol/L, 3% de peroxido de
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hidrogénio e 4gua respectivamente. As amostras foram aquecidas a 80°C durante 4
horas. Em seguida retirou-se uma aliquota de 5 mL de cada baldo e transferiu-se
para os balées (5,6,7,8) respectivamente e completou-se o volume para 50 mL com
agua. O equipamento utilizado foi o espectrofotbmetro UV-1601, em comprimento de

onda de 364.4 nm, a agua foi utilizada como solvente. Figuras 4,5,6 e 7.

4.3.2 Espectrofotometria UV/Visivel

Foram pesados analiticamente 25 mg de nimodipino padréo e transferidos para
baldo volumétrico de 25 mL, dissolvendo-se com cloreto de metileno, uma vez que o
nimodipino solubiliza-se facilmente neste solvente. Na segunda diluic&o foi utilizado

como solvente agua e a concentracao final foi de 40 pg/mL.

Foram realizadas varreduras no espectrofotdmetro ultravioleta/visivel entre os

comprimentos de onda 500 nm e 190 nm. Figura 9

4.3.3 Ensaios preliminares empregando a CLAE

4.3.3.1 Nifedipino

Para a substancia nifedipino foram pesados 2,5 mg e transferidos para baldo de
25 mL chegando-se a uma concentracdo de 100 pg/mL (solucdo estoque). Retirou-
se uma aliquota de 0,5 mL e transferiu-se para baldo de 10 mL, chegando a uma

concentracgéo final de 5 pg/mL.

Da solucéo estoque retirou-se uma aliquota de 2,5 mL e transferiu-se para baléo

de 10 mL. Chegando-se a uma concentragao de 25 pg/mL. Figura 12

4.3.3.2 Nimodipino

Foram pesados analiticamente 25 mg de nimodipino padrao e transferidos para

baldo volumétrico de 25 mL e dissolvidos com metanol. Na segunda diluicdo
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também foi utilizado como solvente o metanol obtendo-se uma concentracéo final de
40 pg/mL.

Acetonitrila e agua foram utilizadas como fase mével com propor¢cdes de 70:30

v/v. com tempo de retencdo de 2,4 min. Figura 14

Outras proporcdes de acetonitrila e agua foram feitas até a obtencdo da
proporcao ideal acetonitrila e agua (55:45 v/v), com tempo de retencdo de 5,1 min,
pH de 6,9 comprimento de onda de 235 nm, vazdo de 1mL/min e injecdo de 60

pg/mL. Figura 15

4.3.4 Teste de degradacéo forcada do nifedipino analisado por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Foram pesados 12,5 mg de padréao de nifedipino e transferidos para 4 baldes
volumétricos (1,2,3,4) de 25 mL cada. Foram adicionados em cada baldo 5 mL de
metanol para solubilizar o nifedipino e em seguida completou-se o volume de cada
baldo (1,2,3,4) com HCI mol/L, NaOH mol/L, 3% H,0, e H,O respectivamente. As
amostras foram aquecidas a 80 °C durante 4 horas. Em seguida retirou-se uma
aliquota de 0,5 mL de cada baldo e transferiu-se para os balées de 10 mL (5,6,7,8)
completou-se o volume com fase movel metanol:agua (55:45 v/v). O equipamento
utilizado foi o CLASS-VP® V 5.03 software (Shimadzu® Corporation, Japan). E a coluna
utilizada LiChrospher® 100 RP-18 Merck® column (125 mm x 4.6 mm, 5um). Vazdo de
1mL/min e detecgéo a 235 nm. Figuras 16,17,18 e 19.

4.3.5 Teste de degradacéo forcada do nimodipino analisado por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Foram pesados 12,5 mg de padrdo de nimodipino e transferidos para 4

balbes volumétricos (1,2,3,4) de 25 mL cada. Foram adicionados em cada baldo 5
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mL de metanol para solubilizar o nimodipino e em seguida completou-se o volume
de cada baldo de 10 mL (1,2,3,4) com HCI 1 mol/L, NaOH 1 mol/L, 3% H,0, e H,O
respectivamente. As amostras foram aquecidas a 80°C durante 4 horas. Em seguida
retirou-se uma aliquota de cada baldo de 0,5 mL e transferiu-se para os balGes
(5,6,7,8) respectivamente e completou-se o volume com fase moével contendo
acetonitrila e dgua (55:45 v/v) e agua. O equipamento utilizado foi o0 CLASS-VP® V
5.03 software (Shimadzu® Corporation, Japan). E a coluna utilizada LiChrospher®
100 RP-18 Merck® column (125 mm x 4.6 mm, 5um).Vazdo de 1mL/min e deteccdo
a 235nm. Figuras 20,21,22 e 23.

4.3.6 Andlise Térmica

A andlise térmica € um conjunto de técnicas que permite medir mudancas de
uma propriedade fisica ou quimica de uma substancia ou material em funcdo da
temperatura ou do tempo, enquanto a substancia € submetida a uma programacao
controlada de temperatura. E a técnica na qual a mudanca da massa de uma
substancia é medida em funcédo da temperatura enquanto esta € submetida a uma

programacao controlada.

4.3.6.1 Termogravimetria (TG)

A Termogravimetria é a técnica de analise térmica que determina a variacao
de massa da amostra (perda ou ganho) € determinada em funcéo da temperatura,
ou tempo de aquecimento, utilizando um programa controlado de temperatura. Desta
forma € possivel conhecer as alteracbes que o aguecimento pode provocar na
massa dos materiais e, assim permite estabelecer a faixa de temperatura em que
eles adquirem composicdo quimica fixa, definida e constante. Permite determinar a
temperatura em que os materiais comecam a se decompor (estabilidade térmica) e,
também acompanhar o andamento das reacfes de desidratacdo, oxidacdo e

combustdo. A Termogravimetria € expressa por isotérmicas (STORPIRTS, 2009).
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Quase isotérmica, em que a amostra € aguecida a uma razao linear enquanto
nao ocorre variagdo de massa. Quando a balanca detecta variagdo de massa a
temperatura € mantida até se obter um novo patamar, caracteristico de massa
constante, e assim sucessivamente. E TG dinamica ou convencional em que a
temperatura da amostra varia de maneira pré-determinada quando o equipamento &

programado para uma razao de aquecimento (STORPIRTS, 2009).

E constituido por uma termobalanga, um porta amostra sob atmosfera
especificada (nitrogénio, ar sintético). E possivel medir e aquecer a amostra
analisada. Pode ser acoplado a um sistema para detectar produtos volateis. As
curvas geradas fornecem informacdes sobre estabilidade térmica da amostra sua
composicdo e a estabilidade dos compostos intermediarios e do produto final. No
método termogravimétrico convencional ou dindmico sdo registradas curvas de
massa da amostra (m), em funcéo da temperatura T (FARMACOPEIA BRASILEIRA,
2010).

m= f(T ou t)
Essas curvas sdo conhecidas como curvas termogravimétricas ou,

simplesmente, curvas de TG.

As andlises Termogravimétricas foram realizadas no equipamento TA-2950
(TA instruments ® New Castle, DE EUA) na faixa de 25 a 600 °C, massa da amostra
de aproximadamente 3,0 mg, razdo de aquecimento 10°C min® e atmosfera

dinAmica de nitrogénio com vazao de 100 mL min™.

4.3.6.2 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

- Para esse estudo foram utilizadas amostras com besilato de anlodipino
padrdo, besilato de anlodipino matéria-prima, nifedipino padréo, nifedipino matéria-
prima, nifedipino comprimidos 10 mg, 20 mg nifedipino referéncia; nimodipino
padrédo farmacopéico. As curvas DSC foram obtidas no equipamento TA-2950 (TA
instruments ® New Castle, DE EUA na faixa de 25 a 350 °C, massa das amostras foi
de aproximadamente 3,0 mg adicionada a cadinho de aluminio fechado e a perda de
massa registrada em funcéo da temperatura. A razdo de aquecimento foi de 10°C
min? e atmosfera dindmica de nitrogénio com vazdo de 50 mL min™ ‘Antes dos

ensaios foram obtidas curvas em branco para avaliar o sistema utilizado. Todas as



45

amostras estavam no prazo de validade e acondicionadas em embalagens

protetoras contra a luminosidade.

4.3.7 Espectroscopia de absorcéo na regiéo do infravermelho com Transformada
de Fourier (FTIR)

Embora o espectro de infravermelho seja caracteristico da molécula, certos
grupos de atomos dao origem a bandas que ocorrem mais ou menos na mesma
frequéncia, independentemente da estrutura da molécula. Nessas bandas que é
possivel identificar, através das caracteristicas dos grupos e auxilio de tabelas para
identificar as estruturas (SILVERSTAIN, 1994). Por ser uma técnica de facil
execucdo, rapida e ndo necessitar de solubilizagdo da amostra € bastante

empregada na industria farmacéutica.

4.3.8 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

s

Esta técnica € muito Gtil para caracterizacdo dos diferentes habitos e
superficie dos polimorfos. Fundamenta-se na irradiacdo de um feixe fino de elétrons.
A interacdo entre o feixe e a superficie da amostra resulta em elétrons secundarios,
elétrons retrodispersados, elétrons Auger, fétons, raios X caracteristicos. Na
Microscopia Eletrénica de Varredura a deteccdo dos elétrons secundarios é
responsavel pela imagem da superficie da amostra analisada (STORPIRTS, 2009).
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5 RESULTADOS

5.1 FORMA DE ANALISE DOS RESULTADOS

Os resultados obtidos, foram analisados com as metodologias validadas
tendo por finalidade comprovar se existe ou nao diferenca significativa entre elas e

estimar as diferentes causas de variagao.

5.1.1 Linearidade do besilato de anlodipino analisado por espectrofotometria

E a capacidade de uma metodologia analitica demonstrar que os resultados
obtidos sdo diretamente proporcionais a concentra¢do do analito na amostra, dentro
de um intervalo especificado (BRASIL, 2003). Foi determinada por meio de curvas
padrdo, obtidas em 6 niveis de concentracdo: 40 pg/mL, 45 pg/mL, 50 pg/mL, 55
pg/mL, 60 pg/mL, 65 pug/mL.

As solucbes foram preparadas em triplicatas e os seguintes resultados foram

encontrados:



Tabela 1- Resultados experimentais da solucéo padréo besilato de anlodipino, utilizados na curva
analitica pelo método espectrofotométrico

Concentracéo de

absorbancia absorbancia absorbancia absorbancia

leitura pg/mL {neaiay
Ho () ®) )
40 0,4723 0,4745 0,4738 0,4735
45 0,5329 0,5313 0,5348 0,533
50 0,5822 0,5852 0,5840 0,5838
55 0,6495 0,6486 0,6460 0,648
60 0,7095 0,7108 0,7112 0,7105
65 0,7712 0,7734 0,7783 0,7743
Linearidade
0,9
y =0,0118x
g 08 R? = 0,9985
<g 017
Ke)
8 0,6
T 05
0,4
30 40 50 60 70
concentragio ug/ml
—9—Sériel ——Linear (Sériel)
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Figura 4- Curva analitica para determinacéo de besilato de anlodipino, nas concentra¢ces de 40, 45,

50, 55, 60 e 65 pug/mL em metanol: 4gua destilada (5:45v/v).Equacéo da reta y= 0,0118x R*=0,999

5.1.2 Preciséo do besilato de anlodipino analisado por espectrofotometria

Foi utilizado o ponto médio da linearidade. Foram pesados 12,5 mg de

besilato de anlodipino transferidos para baldo de 25 mL e solubilizados com metanol

e dgua a uma proporcao de (5:45v/v) e posteriormente retirada uma aliquota de 2,5
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mL transferida para baldo de 25 mL e completado com &gua. Concentragdo final de
50 pg/mL.

Tabela 2 - Resultados experimentais das solu¢des de besilato de anlodipino 50 pg/mL utilizados para
determinacdo da precisdo do método espectrofotométrico metanol e agua (5:95v//v) na primeira
diluicdo e na segunda diluicdo somente agua

Concentragéo de Amostra *

leitura pg/mL

50 0,5859
50 0,5847
50 0,5892
50 0,5875
50 0,5893
50 0,5884
50 0,5891
50 0,5865
50 0,5823
50 0,5890
Média 0,5830

DPR(%)  0,4056

* Média de trés determinacdes para cada concentracao

5.1.3 Teste de degradacao forcada do besilato de anlodipino analisado por
espectrofotometria.

Na Figura 5 o resultado da andlise de espectro de absorcdo, da solucéo

padréo de besilato de anlodipino.
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Figura 5 - Espectro de absorcao, da solugéo padréo de besilato de anlodipino na concentragdo de 50
pg/mL submetida ao teste de degradacgéo forcada com HCI 1 mol/L.

Mostra-se na Figura 5 espectro de absorcao, da solucdo padréo de besilato
de anlodipino na concentracdo de 50 pg/mL submetida ao teste de degradacao

forcada com HCI 1 mol/L.

A Figura 6 mostra o espectro de absorcdo, da solugcédo padrdo de besilato de
anlodipino na concentracdo de 50 pg/mL submetida ao teste de degradacao forcada

com NaOH 1 mol/L.
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Figura 6 - Espectro de absorcéo, da solugcéo padréo de besilato de anlodipino na concentragédo de 50
pg/mL submetida ao teste de degradacgéo forcada com NaOH 1 mol/L.

Pode-se ver na Figura 6 o resultado da analise de espectro de absorcdo da
solucéo padrao de besilato de anlodipino na concentracao de 50 ug/mL submetida

ao teste de degradacéao forcada com 3% H,O-.
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Figura 7 - Espectro de absorcao, da solugéo padréo de besilato de anlodipino na concentragdo de 50
pg/mL submetida ao teste de degradacgéo forcada com 3% H,0,.

Pode-se ver na Figura 7 o espectro de absor¢cdo da solugéo padréo de besilato

de anlodipino na concentracdo de 50 pug/mL dissolvido em metanol e diluido com

agua.
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Absorbancia

0,000 L L ]
1800 2000 4000 &00.0 E00.0

Comprimento de onda (A)

Figura 8 - Espectro de absorcao, da solucao padrao de besilato de anlodipino na concentracéo
de 50 pg/mL dissolvido em metanol e diluido com agua.
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5.1.4 Teste do nimodipino por Espectrofotometria na regido do Ultravioleta/

Visivel
A substancia apresentou melhor absorcdo em 362 nm.

O resultado néao se reproduz, ndo foi possivel estabelecer a linearidade pois a

amostra turva com facilidade.

O preparo das solugcdes somente com metanol apresentou resultado mais

satisfatorio, em comprimento de onda de 364,50 nm.

A Figura 9 mostra o resultado da andlise de espectro de absorcdo, da solucéo

padréo de nimodipino.

0,500

wm =

0,000 1 1 I I .
1800 4550 200.0
comprimento de onda (nrm)

Figura 9 - Espectro de absorcéo, da solugéo padrdo de nimodipino na concentracdo de 40 pg/mL em
metanol e comprimento de onda 362 nm.

5.1.5 Linearidade do nifedipino analisado por CLAE

Foi determinada por meio de curvas padrdo, obtidas em 6 niveis de
concentracdo: 5 pg/mL, 15 pg/mL, 25 pg/mL, 35ug/mL, 45 pg/mL, 55 pg/mL. As
solugbes foram preparadas em triplicata e o0s seguintes resultados foram

encontrados:
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Linearidade

y = 89718x
R2=0,9929

area

concentragao pg/ml

Figura 10 - Curva analitica para determinacao do nifedipino, nas concentracdes de 5, 15, 25, 35, 45 e
55 pg/mL em metanol e 4gua destilada (55:45 v/v).Equacao da reta y=89718x R?=0,992

Tabela 3- Resultados experimentais da solucdo padrao nifedipino, utilizados na curva analitica pelo
método cromatografico. Fase movel metanol e agua destilada (55:45v/v). Coluna LiChrospher® 100
RP-18 (5um) Merck®, UV detecgéo a 235 nm vazdo de 1.0 mL/min

Concentracéo de Area (média)

leitura pg/mL

5 337781
15 921080,7
25 1476385
35 2154858
45 2821832
55 3845155

5.1.6 Precisao do nifedipino analisado por CLAE

Foi utilizado o ponto médio da linearidade 25 pg/mL. Foram pesados 12,5 mg
de nifedipino, transferidos para baldo de 25 mL, solubilizados com metanol. Para um
baldo de 10 mL foi transferida uma aliquota de 0,5 mL e o volume completado com

fase mével metanol e agua (55:45v/v).
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Para a precisao do nifedipino de 10 mg foram pulverizados 20 comprimidos
de nifedipino de 10 mg e uma amostra de 124,6875 mg, equivalente a 12,5 mg, foi
pesada. A amostra foi transferida para um baldo de 25 mL e dissolvida com metanol.
Filtrou-se a amostra e uma aliquota de 0,5 mL, da solugcéo preparada, foi transferida
para um baldo de 10 mL e o volume completado com fase movel metanol e agua
(55:45 viv).

Tabela 4-Resultados experimentais das solugbes da amostra nifedipino (A), utilizados para
determinacé@o da precisdo do método cromatografico. Fase mével metanol e agua (55:45 v/v).
Coluna LiChrospher® 100 RP-18 (5um) Merck®, UV detecgao a 235 nm vazao de 1.0 mL/min

Concentragao de Amostra A*

leitura pg/mL

25 1472971
25 1479393
25 1476791
25 1471520
25 1476013
25 1478932
25 1473246
25 1478905
25 1478936
25 1478970
25 1478690

DPR(%) 0,42

* Média de trés determinacdes para cada concentracao

A Figura 11 mostra o cromatograma de solugdes contendo 15.0 pg/mL de
nifedipino. Fase moével metanol e agua (50:50 v/v) Coluna LiChrospher® 100 RP-18
(5um) Merck®, UV detecgéo a 235 nm vazéo de 1.0 mL/min.
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Figura 11 - Cromatograma de solu¢des contendo 15.0 pg/mL de nifedipino. Fase movel metanol e
agua (50:50 v/v) Coluna LiChrospher® 100 RP-18 (5um) Merck®, UV detecgédo a 235 nm vazéo de
1.0 mL/min.

A Figura 12 mostra o Cromatograma da solucdo contendo 25 pg/mL de
nifedipino. Fase mével metanol e agua (45:55 v/v). Coluna LiChrospher® 100 RP-18
(5um) Merck®, UV detecgéo a 235 nm vazao de 1.0 mL/min.

o 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
minutos

Figura 12 - Cromatograma da solucédo contendo 25 pug/mL de nifedipino. Fase moével metanol e dgua
(45:55 v/v). Coluna LiChrospher® 100 RP-18 (5um) Merck®, UV detecgdo a 235 nm vazéo de 1.0
mL/min.
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5.1.7 Linearidade do nimodipino analisado por CLAE

Foi determinada por meio de curvas padrdo, obtidas em 6 niveis de
concentracdo: 5 pg/mL, 15 pg/mL, 25 pg/mL, 35 pg/mL, 45 pg/mL, 55 pg/mL.

Foram pesados 12,5 mg de nimodipino transferidos para baldo de 25mL e
solubilizados com metanol e completado o volume posteriormente retirada uma
aliguota de 2,5 mL transferida para baldo de 25 mL e completado com fase
acetonitrila e agua (55:45 v/v).

As solucdes foram preparadas em triplicata e os seguintes resultados foram

encontrados

Linearidade

y = 111274x
R%=0,9951

AREA

Sériel —— Linear (Sériel)

concentragdo ug/mL

Figura 13 - Curva analitica para determinacdo do nimodipino, nas concentracfes de 5, 15, 25, 35, 45,
e 55 pg/mL em fase movel acetonitrila e 4gua (55:45 v/v). Equagédo da reta y= 11127x R?=0,995.

5.1.8 Precisao do nimodipino analisado por CLAE

Para a precisdo do nimodipino de 20 mg foram pulverizados 20 comprimidos
de nimodipino de 20 mg e uma amostra de 70,875 mg, equivalente a 12,5 mg de
nimodipino, foi pesada. A amostra foi transferida para um baldo de 25 mL e
dissolvida com metanol. Filtrou-se a amostra e uma aliquota de 0,5mL, da solucéo
preparada, foi transferida para um baldo de 10 mL e o volume completado com fase
movel metanol e agua (55:45 v/v).



57

Tabela 5 - Resultados experimentais das solu¢cdes da amostra de nimodipino 20 mg (c) utilizados
para determinacéo da precisdo do método cromatografico fase movel acetonitrila e agua (55:45 v/v).
Coluna LiChrospher® 100 RP-18 (5um) Merck®, UV detecg¢do a 235 nm vazio de 1.0 mL/min.

Concentragéo de Amostra C*

leitura pug/mL

25 2619437
25 2616922
25 2607119
25 2602234
25 2623425
25 2604202
25 2610116
25 2619425
25 2624989
25 2621756
DPR(%) 0,083

* Média de trés determinacdes para cada concentracao

Tabela 6 - Resultados experimentais da solugdo padrdo nimodipino, utilizados na curva analitica pelo
meétodo cromatografico. Fase mdvel acetonitrila e 4gua (55:45 v/v). Coluna LiChrospher® 100 RP-18
(5um) Merck®, UV detecgéo a 235 nm vazao de 1.0 mL/min.

Concentragéo de Area (média)

leitura pg/mL

5 411678
15 1909291
25 2607925
35 3897897
45 5017108
55 6136700

A Figura 14 mostra o cromatograma de solugbes contendo 40 pg/mL de
nimodipino. Fase modvel acetonitrila e agua (70:30 v/v). Coluna LiChrospher® 100
RP-18 (5um) Merck®, UV deteccdo a 235 nm vazao de 1.0 mL/min.
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Figura 14 - Cromatograma de solu¢des contendo 40 pg/mL de nimodipino. Fase mével acetonitrila e
agua (70:30 v/v). Coluna LiChrospher® 100 RP-18 (5um) Merck®, UV detecgdo a 235 nm vazéo de
1.0 mL/min.

A Figura 15 mostra cromatograma de soluc¢des contendo 25 pg/mL de
nimodipino. Fase movel acetonitrila e agua (55:45 v/v). Coluna LiChrospher® 100
RP-18 (5um) Merck®, UV deteccdo a 235 nm vazao de 1.0 mL/min.

140
1201
100

&0 4
- |
=
0

404

204

ol A .

] 2 4 e 8 10 12 14 16 1 20 R 20

minutos

Figura 15 - Cromatograma de solucdes contendo 25 pug/mL de nimodipino. Fase movel acetonitrila e
agua (55:45 v/v). Coluna LiChrospher® 100 RP-18 (5um) Merck®, UV detecgao a 235 nm vazao de
1.0 mL/min.
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5.1.9 Teste de degradacao forcada do nifedipino analisado por cromatografia
liguida de alta eficiéncia (CLAE)

A Figura 16 mostra o cromatograma de solugéo contendo 25.0 pg/mL de
nifedipino em condi¢Ges de estresse: hidrdlise acida.
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Figura 16 - Cromatograma de solucéo contendo 25.0 pg/mL de nifedipino em condicdes de estresse:
hidrélise acida. Condi¢des cromatograficas: fase mével: metanol e agua (55:45 v/v). Coluna
LiChrospher® 100 RP-18 (5um) Merck®, UV deteccdo a 235 nm vazéo de 1.0 mL/min.

A Figura 17 mostra o cromatograma de solucdo contendo 25.0 pg/mL de

nifedipino em condigdes de estresse: hidrolise alcalina.
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Figura 17 - Cromatograma de solugéo contendo 25.0 pg/mL de nifedipino em condi¢cfes de estresse:
hidrélise alcalina. Condi¢cBes cromatograficas: fase movel: metanol e agua (55:45 v/v). Coluna
LiChrospher® 100 RP-18 (5um) Merck®, UV detecg¢do a 235 nm vazao de 1.0 mL/min.

A Figura 18 mostra o cromatograma de solucdo contendo 25.0 pg/mL de
nifedipino em condicdes de estresse: oxidagao 3% H,0,.
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Figural8 - Cromatograma de solug&o contendo 25.0 pg/mL de nifedipino em condi¢Bes de estresse:
oxidacdo 3% H,O,. Condi¢Bes cromatogréficas: fase movel: metanol e agua (55:45 v/v). Coluna
LiChrospher® 100 RP-18 (5um) Merck®, UV detecg¢ado a 235 nm vazao de 1.0 mL/min.

A Figura 19 mostra o cromatograma de solucdo contendo 25.0 pg/mL de

nifedipino em condi¢des de estresse: H,O meio neutro.
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Figura 19 - Cromatograma de solucdo contendo 25.0 pg/mL de nifedipino em condi¢des de estresse:
H,O meio neutro. Condi¢des cromatogréficas: fase movel: metanol e dgua (55:45 v/v). Coluna
LiChrospher® 100 RP-18 (5um) Merck®, UV detecgéo a 235 nm vazéo de 1.0 mL/min.

5.1.10 Teste de degradacao forcada do nimodipino analisado por cromatografia
liguida de alta eficiéncia (CLAE)

A Figura 20 mostra o cromatograma de solucéo contendo 25.0 pg/mL de

nimodipino em condi¢Bes de estresse: hidrolise acida.
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Figura 20 - Cromatograma de solucdo contendo 25.0 pg/mL de nimodipino em condi¢cdes de
estresse: hidrolise &cida. Condigdes cromatograficas: fase mdvel: acetonitrila e adgua (55:45 v/v).
Coluna LiChrospher® 100 RP-18 (5um) Merck®, UV detecgdo a 235 nm vazao de 1.0 mL/min.

A Figura 21 mostra o cromatograma de solucéo contendo 25.0 pg/mL de

nimodipino em condicdes de estresse: hidrélise basica.

u_\LL‘_/ut_ﬁ_/\,\
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Figura 21 - Cromatograma de solucdo contendo 25.0 pg/mL de nimodipino em condi¢cbes de
estresse: hidrélise bésica. Condi¢cdes cromatogréaficas: fase mével: acetonitrila e dgua (55:45 v/iv).
Coluna LiChrospher® 100 RP-18 (5um) Merck®, UV detecc¢ado a 235 nm vazéo de 1.0 mL/min.

A Figura 22 mostra o cromatograma de solugéo contendo 25.0 pg/mL de

nimodipino em condicdes de estresse: oxidacao.



63

o 2 4 & 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
minutos

Figura 22 - Cromatograma de solucdo contendo 25.0 pg/mL de nimodipino em condi¢cbes de
estresse: oxidacéo. Condi¢cdes cromatograficas: fase movel: acetonitrila e agua (55:45 v/v). Coluna
LiChrospher® 100 RP-18 (5um) Merck®, UV detecg¢do a 235 nm vazéo de 1.0 mL/min.

A Figura 23 mostra o cromatograma de solugéo contendo 25.0 pug/mL de

nimodipino em condi¢gBes de estresse: hidrolise neutra
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Figura 23 - Cromatograma de solucdo contendo 25.0 pg/mL de nimodipino em condicBes de
estresse: hidrélise neutra. Condigcbes cromatograficas: fase moével: acetonitrila e agua (55:45 v/v).
Coluna LiChrospher® 100 RP-18 (5um) Merck®, UV deteccdo a 235 nm vaz&o de 1.0 mL/min.
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5.2 ANALISE TERMICA

5.2.1 Caracterizagdo das amostras dos farmacos por Termogravimetria (TG)
/Termogravimetria derivada (DTG), Analise Térmica Diferencial (DTA) e Calorimetria

Exploratéria Diferencial (DSC)

5.2.1.1 Besilato de anlodipino

A Figura 24 apresenta a sobreposicao das curvas TG/DTG e DTA da amostra
de besilato de anlodipino matéria-prima. A amostra do farmaco apresentou
estabilidade térmica até aproximadamente 215°C (KORADIA et.al, 2010). A partir
desta temperatura um Unico evento de perda de massa relacionado a decomposi¢ao

térmica do material foi observado e finalizando-se em torno de 500°C.

A curva DTA evidenciou dois picos (endotérmicos) que estdo associados a
fusé@o (em torno de 200°C) e ao processo de decomposi¢édo do farmaco (em torno de

215°C), respectivamente.

A curva DSC apresentou um pico endotérmico que se refere a fusdo do
farmaco, iniciando-se em 194,4°C (Tonser) € finalizando em 214,0°C  (Tofiser) COM Tpico

em 205,8°C, corroborando com os dados de DTA.
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Besilato de anlodipino
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Figura 24 — a) Sobreposicédo das curvas TG/DTG e DTA da amostra de besilato de anlodipino
matéria-prima obtidas na razdo de aquecimento 10°C min-' de 25 a 600°C em atmosfera dinamica de
nitrogénio:100 mL.min™ utilizando-se cadinho de aluminio. b) Curva DSC da amostra de besilato de
anlodipino matéria-prima obtida por uma razdo de aquecimento 10°C min™ entre 25 a 350°C,
atmosfera dinamica de nitrogénio: 50 mL.min™.

5.2.1.2 Nifedipino

A Figura 25 apresenta a sobreposicao das curvas TG/DTG e DTA da amostra
de nifedipino matéria-prima. A partir dos resultados de TG/DTG, observou-se que a
amostra apresentou-se estavel termicamente até préximo a 200°C, onde se iniciou
um unico evento de decomposicéo térmica, finalizando em torno de 350°C. A curva
DTA indicou trés eventos endotérmicos: o primeiro em torno de 172°C, relacionado a
fusdo e o segundo e o terceiro estdo relacionados ao processo de decomposicéo
térmica do material, pois podem ser observados na curva TG/DTG com perda de

massa.
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A curva DSC apresentou um pico endotérmico que se refere a fusdo do

farmaco, iniciando-se em 164,6 °C (Tonset) € finalizando em 178,9 °C  (Tofset) COM

Tpico €m 172,8 °C, corroborando com os dados de DTA.
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Figura 245 - a) Sobreposicdo das curvas TG/DTG e DTA da amostra de nifedipino matéria-prima

obtidas na raz&o de aquecimento 10°C.min™ entre 25 a 600°C, atmosfera de nitrogénio: 100 mL.min™

utilizando-se cadinho de aluminio. b) Curva DSC da amostra de nifedipino matéria-prima obtida por

uma razdo de agquecimento 10°C.min™ entre 25 a 350°C, atmosfera dinamica de nitrogénio: 50

mL.min™.

A Figura 26 apresenta a sobreposicao das curvas TG/DTG e DTA da amostra
de comprimido de nifedipino 10mg. As curvas TG/DTG indicaram que a amostra se
decompds em cinco etapas de perda de massa: a primeira ocorreu desde a

temperatura ambiente (25°C), indicando a presenca de agua em sua composi¢cao e

as outras relacionadas a decomposicéo térmica do farmaco e de seus excipientes.
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A curva DTA evidenciou sete eventos endotérmicos sendo que, como pode
ser observado nas curvas TG/DTG, ou seja estdo relacionados com a energia

envolvida na decomposicao térmica dos excipientes do comprimido.

A curva DSC apresentou um pico endotérmico caracteristico de fusdo

iniciando-se em 153 °C (Tonset) € finalizando em165,2 °C (T oftset)-
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Figura 25 - a) Curvas TG/DTG e DTA da amostra de comprimido de nifedipino de 10 mg, obtida na
razdo de aquecimento 10°C.min™ entre 25 a 600°C, atmosfera dinamica de nitrogénio: 100 mL.min™
utilizando-se cadinho de aluminio. b) Curva DSC da amostra de comprimido de nifedipino 10mg
obtida por lfma razdo de aquecimento 10°C.min™ entre 25 a 350°C, atmosfera dinamica de nitrogénio:
50 mL.min™.

A Figura 27 apresenta a sobreposicao das curvas TG/DTG e DTA da amostra
de comprimido de nifedipino 20mg. O perfil térmico foi semelhante a amostra de
comprimido de nifedipino 10mg. A curva DSC apresentou dois picos bem definidos

de fusdo: o primeiro iniciando em 154,4 °C (Tonset) € finalizando em 167,3 °C (Tofiset)
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com Tpico €em 164,2 °C e o segundo iniciando em 167,3 °C (Tonser), finalizando em
174,7 °C (Toftset) COM Tpico em 169,7 °C.
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Figura 26 — a) Sobreposicdo das curvas TG/DTG e DTA da amostra de nifedipino em comprimido de
20 mg, obtida na razdo de aqguecimento 10°C.min™ entre 25 a 600°C, atmosfera dinamica de
nitrogénio: 100 mL.min™" utilizando-se cadinho de aluminio. b) obtida por uma razédo de aquecimento
10°C.min™ entre 25 a 350°C, atmosfera dinamica de nitrogénio: 50 mL.min™.

5.2.1.3 Nimodipino

A Figura 25 apresenta a sobreposicao das curvas TG/DTG e DTA da amostra
de nimodipino matéria-prima. As curvas TG/DTG indicaram que a amostra se
decompds em uma Unica etapa acentuada, iniciando-se em 230°C e finalizando em

aproximadamente 360°C.

A curva DTA indicou 2 eventos endotérmicos: o primeiro em torno de 120°C,
relacionado a fusdo (GENARO, 2004) e o segundo em torno de 290°C, relacionado

a decomposicéo térmica da amostra.



69

Os dados de DSC corroboram com os dados extraidos da curva DTA. Aquela
apresentou um pico de fuséo iniciando em 118,0°C e finalizando em 132,5°C com
Tpico em 124,7°C.
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Figura 27 — a) Sobreposi¢do das curvas TG/DTG e DTA da amostra de nimodipino matéria-prima,
obtida na razdo de aguecimento 10°C.min™" entre 25 a 600°C, atmosfera dinamica de nitrogénio: 100
mL.min™ utilizando-se cadinho de aluminio. b) Curva DSC da amostra padrdo de nimodipino obtida
por uma} razdo de aquecimento 10°C.min™" entre 25 a 350°C, atmosfera dinamica de nitrogénio: 50
mL.min™.

5.3 ANALISE DE DIFRACAO DE RAIO X

As analises de fases por difragdo de raios X a temperatura ambiente foram
realizadas no Instituto de Geociéncias, Departamento de Mineralogia e Petrologia da
USP. Utilizou-se um difratdmetro modelo D8, com configuragéo configurado segundo
a geometria Bragg-Brentano e com um motor de passo. O motor de passo permite a
aquisicdo de dados na forma digital (leitura por computador) ou na forma analdgica
(registrador grafico). A técnica digital consiste na leitura dos dados em

TG %



70

espacamentos fixos de angulos 2© por um tempo determinado, isto €, o detector
permanece estacionado, contando a radiagéo recebida em um tempo determinado
(usualmente 0,05 a 20 segundos), e enviando o resultado da contagem para o
computador, conjuntamente com a leitura do angulo. No final desta operacédo, o
detector move-se com um passo (normalmente de 0,01 a 0,05 a 20 e repete-se a
operacao de leitura deste ponto até o angulo final). As amostras analisadas foram de
besilato de anlodipino padrdo farmacopéico, besilato de anlodipino matéria- prima,
besilato de anlodipino marca (a), nifedipino padrédo farmacopéico, nifedipino matéria-
prima, nifedipino marca (a) e nimodipino padrdo farmacopéico, nimodipino

nimodipino matéria-prima e nimodipino comprimidos marca (b).

Cada andlise foi realizada inserindo separadamente o material no porta-

amostra até perfeito enchimento e em seguida colocado no equipamento.

5.3.1 Besilato de anlodipino
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Figura 28 - Difratogramas de raios X do besilato de anlodipino padrdo temperatura de (2.000°-
40.000° passo de 0,010°), da celulose (4.020°- 40.000° passo de 0.020°), do comprimido de besilato
de anlodipino marca A (2.000°- 100.004° passo de 0,020°) e do estearato de magnésio (2.020°-
40.000° passo de 0,020°).
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Quando comparados padrao e amostra ndo observamos presenca de
polimorfos do padréo em relagdo ao comprimido analisado.

5.3.2 Nifedipino

e Nifedipina padrido

— nifedipina matéria-prima

_

T T I T I T
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°(26)

Figura 29 - Difratogramas de raios X do nifedipino padréo temperatura de (2.000°- 40.000° passo de
0,010°) e nifedipino matéria-prima (2.000°- 40.000° passo de 0,010°).

Em relacdo ao padréo e a matéria-prima analisados néo existem diferencas

significativas.
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Figura 30 - Difratogramas de raios X do nifedipino padrdo temperatura de (2.000°- 40.000° passo de
0,010°), da celulose (4.020°- 40.000° passo de 0.020°), do comprimido de nifedipino 20 mg marca A
(2.000°- 100.004° passo de 0,020°) do estearato de magnésio (1854°- 39.844° passo de 0,020°) e do

manitol.

Em relacdo ao padrdo e comprimido analisado aparentemente apresentam o

mesmo polimorfo.
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e= estearato
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Figura 31 - Difratogramas de raios X do nifedipino padréo temperatura de (2.000°- 40.000° passo de

0,010°), da celulose (4.020°- 40.000° passo de 0.020°), do comprimido de nifedipino 20 mg marca A

(2.000°- 100.004° passo de 0,020°) do estearato de magnésio (1854°- 39.844° passo de 0,020°) e da

lactose.
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Em relacéo ao padrdo e comprimido analisado néo existe polimorfos.

5.3.3 Nimodipino

==t=talco
n=nimodipino

i nimodipino comprimidos 30mg
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Figura 32 - Difratogramas de raios X do nimodipino padrao temperatura de (2.000°- 40.000° passo de
0,010°), da celulose (4.020°- 40.000° passo de 0.020°), do comprimido de nimodipino 30mg marca A
(2.000°- 100.004° passo de 0,020°) e talco.

Em relagcédo ao padrdo e comprimido analisado ndo existe polimorfos.

5.4 Espectroscopia de Absorcao na regido do Infravermelho com Transformada De
Fourier (FTIR)

Os espectros de absorcdo na regido do infravermelho das amostras de,
besilato de anlodipino padrdo, besilato de anlodipino matéria-prima, besilato de
anlodipino comprimido; nifedipino padrdo, nifedipino matéria-prima e nifedipino
comprimido; nimodipino padrdo, nimodipino matéra-prima e nimodipino comprimido

foram obtidos em equipamento Perkin Elmer na regido de 4000 a 400 cm-1. Foram
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preparadas pastilhas de KBr contendo amostras. A analise de espectroscopia foi
realizada para caracterizacdo do material e ndo para identificar polimorfismo. Os
ensaios foram realizados nos laboratorios da Central Analitica do Instituto de
Quimica da USP.

5.4.1 Besilato de anlodipino
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Figura 33 - Espectro de absorcéo na regido do infravermelho do besilato de anlodipino padréo.

A tabela 8 apresenta as principais bandas caracteristicas atribuidas ao

besilato de anlodipino.

Tabela 7- Atribuicbes das principais bandas caracteristicas do besilato de anlodipino

Comprimento de onda cm-1 atribuicbes

2983 banda de deformacéo axial simétrica
referente a CH;

2948 bandas de deformacéo axial e
assimétrica de CH>

1697 deformacéo axial das ligacdes c=0

755 deformacgéo angular de CH2
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Com base na analise das principais bandas do espectro e dos resultados
obtidos empregando-se as demais técnicas analiticas, pode-se concluir a substancia
€ 0 besilato de anlodipino padrao.

A Figura 34 representa uma ampliacdo na faixa de 1972 a 386 cm™ . A banda
de 1220 -1190 cm™ proveniente de uma deformagcéo axial de carbonila representa a
impresséo digital & especifica da substancia.
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Figura 34 - Espectro de absorcdo na regido do infravermelho do besilato de anlodipino padréo.

A Figura 35 representa o espectro de absorcdo da substancia besilato de
anlodipino matéria-prima. A vibragdo simétrica absorve fortemente em 1300 -1255

cm™ caracteristico dos grupos nitratos especificos para essa molécula.
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Figura 35 - Espectro de absorcao na regiao do infravermelho do besilato de anlodipino matéria-prima

Na Figura 36 a quantidade de ativo € pouco expressiva uma vez que 0 peso

médio foi de 200,7mg para comprimidos de 10 mg.
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Figura 36 - Espectro de absorcao na regido do infravermelho do besilato de anlodipino comprimidos

5.4.2 Nifedipino

A Figura 37 representa a substancia nifedipino padrdo. Na regido de 3332.13
cm™ observa-se uma banda que representa uma amina secundaria, caracteristico
da substancia.



Transmitancia (%)

78

SEEZ. Yacm=1

50

404

Bl

¥
sl
——

3 I3 4 B |

A py
20 33
1486.72 9
1!4!,

1']_ --:L_- e N

[a]
o -G i

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 400

Comprimento de onda/cm™

Figura 37 - Espectro de absorcéo na regido do infravermelho do nifedipino padréo

Tabela 8- Atribui¢cdes das principais bandas caracteristicas do Nifedipino

Comprimento de onda cm-1 atribuicbes
2952.74 Acido carboxilico
1380-1300 NO,

Figura 38 representa uma ampliacdo na regido 2000 cm™ a 400 cm™ para
melhor identificar as bandas que representam o composto. Em 1688 cm™ regido
caracteristica para carbonila, bandas de 1100 cm™ que representam OCHjs, bandas
aromaticas 1450 cm™ , bandas de CH3; regido de 2950 cm™ regido de 3100 cm™

hidrogénio ligado a carbono de anel aromatico (SILVERSTAIN, 2004).
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Figura 38 - Espectro de absor

¢ao na regido do infravermelho do nifedipino padrao
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A Figura 37 mostra 0 espectro e absorcdo da substancia nifedipino matéria-

prima. Ndo sdo observadas diferencas significativas entre nifedipino padrédo e

nifedipino matéria- prima.
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A Figura 40 representa uma ampliacdo na regido 1996 cm™ a 400 cm™ para

melhor identificar as bandas que representam o composto.
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Figura 40 - Espectro de absor¢ao na regiao do infravermelno do nifedipino matéria- prima

A Figura 40 representa o espectro e absorcao da substancia nifedipino comprimidos
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Figura 41 - Espectro de absorcédo na regido do infravermelho do nifedipino comprimidos
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Figura 42 mostra o espectro de absorcdo da substancia nifedipino
comprimidos. Observa-se bandas pouco concentradas.
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5.4.3 Nimodipino
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Figura 43 - Espectro de absorcédo na regido do infravermelho do nimodipino padréo

Tabela 9- Atribuigdes das principais bandas caracteristicas do Nimodipino

82

Comprimento de onda cm™ atribuicbes
3200-2500 Acido carboxilico
1300-1100 éter

A Figura 44 mostra o espectro de

absorcdo na regido do infravermelho do

nimodipino padrdo. Ampliacdo da regido 1960 — 400 cm™ para melhor identificacdo

dos grupos funcionais. 1694 cm™ carbonila. 3.350-3310 cm™ amina secundaria

(SILVERSTEIN, 2004).
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Figura 45 mostra o espectro de absor¢do da substancia nimodipino matéria- prima.
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Figura 45 - Espectro de absorc¢ao na regido do infravermelho do nimodipino matéria-prima

A Figura 46 mostra o espectro de absorcdo da substancia nimodipino
matéria- prima. Ampliacdo realizada na faixa de 1960-400 cm™. N&o foram
identificadas diferencas signifcativas entre o padrdo e a matéria- prima da
substancia nimodipino.
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Figura 45 mostra o espectro de absorcao da substancia nimodipino comprimidos.
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A Figura 48 mostra 0 espectro de absorcdo na regido do infravermelho do
nimodipino comprimidos observa-se a interferéncia dos excipientes pois ocorre
sobreposicdo de bandas em 1110 cm™.
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5.5 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

As andlises foram realizadas utilizando-se microscépio eletrbnico de
varredura JEOL, modelo JSM-7401F. As amostras foram produzidas em suportes de
aluminio (“stubs”) em fita adesiva dupla face de carbono e n&do foram previamente
metalizadas com ouro, pois a metalizacdo nao interfere nesse tipo de amostra. A
metalizacdo é destinada a compostos ndo condutores. Mas ndo houve necessidade
pois a analise foi realizada a uma tensdo de aceleracdo mais baixa. As micrografias
foram obtidas utilizando uma voltagem de 1kv e aumentos de 1000 a 15000 vezes.
Os ensaios foram realizados pela Central Analitica do Instituto de Quimica da

Universidade de Sao Paulo.

Nas Figuras besilato de anlodipino matéria-prima, nifedipino padréo,

nifedipino matéria-prima, nimodipino padrédo e nimodipino matéria-prima.



5.5.1 Besilato de anlodipino

E visto na Figura 49 a morfologia do p6 do padréo de besilato de

anlodipino bastonetes de tamanhos variados.

LEI 1.0kV X250 100um WD 8.0mm

Figura 49 - Micrografia (MEV) com aumento de 250x para o padréo besilato de anlodipino.

E visto na Figura 50 a morfologia do p6 do padr&o de besilato de anlodipino

bastonetes de tamanhos variados.
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LEI 1.0kV X250 100um WD 8.0mm

Figura 50 - Micrografia (MEV) com aumento de 250x para a matéria- prima besilato de anlodipino.

5.5.2 Nifedipino

A Figura 51 mostra detalhes da estrutura dos bastonetes de padréo de

nifedipino

LEI 1.0kvV  X15,000 1um WD 8.0mm

Figura 51 - Micrografia (MEV) com aumento de 15000 vezes para o padrao nifedipino
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A Figura 52 mostra detalhes da estrutura dos bastonetes de matéria-prima
Nifeipino

1.0kVY  X15,000 1um WD 8.0mm

Figura 52 - Micrografia (MEV) com aumento de 15000 vezes para matéria- prima nifedipino

5.5.3 Nimodipino

A Figura 53 mostra detalhes da estrutura dos bastonetes de padréo de

nimodipino



LEI 1.0kv¥  X15,000 Tum WD 8.0mm

Figura 53 - Micrografia (MEV) com aumento de 15000 vezes para o padrdo nimodipino

A Figura 54 mostra detalhes da estrutura dos bastonetes de matéria-

prima nimodipino

LEI 1.0kVY X15,000 1um WD 8.0mm

Figura 54 - Micrografia (MEV) com aumento de 15000 vezes para matéria- prima nimodipino
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6 DISCUSSAO

Nas técnicas instrumentais empregadas, os métodos foram desenvolvidos
de acordo com as diretrizes da ANVISA, ICH e da Farmacopéia dos Estados Unidos
da América (ANVISA, 2010; FDA, 2010; USP, 34). Vérias diretrizes de estabilidade
foram publicadas ao longo dos ultimos 5 anos descrevendo os tipos de estudos e
tipos de dados necessarios para satisfazer as agéncias internacionais. Atualmente,
as diretrizes promulgadas pelo Internacional Conference Harmonization (ICH) sé&o as
mais comumente aceitas. Os Estados Unidos, Japdo e Unido Europeia (UE)
estabeleceram o principio de que os dados de estabilidade gerados em qualquer dos
trés paises sejam mutuamente aceitos pelos outros dois. Nos Estados Unidos,
atualmente Food and Drug Administration (FDA) e a Farmacopéia America seguem
as diretrizes do ICH. No Brasil a Agéncia Nacional de vigilancia Sanitaria (ANVISA)
também recomenda estas diretrizes. A Resolucdo da diretoria colegiada - RDC n°
58, de 20 de Dezembro de 2013 define o estudo de degradacéo forcada e a sua
importancia. Os outros paises sdo geralmente cobertos pelos requisitos de

estabilidade estabelecidas pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS).

A andlise espectrofotométrica mostrou a completa degradacdo do besilato de
anlodipino (AB) quando exposto aos meios &cido e basico como pode ser visto
Figuras 4 e 5 respectivamente. O meio oxidativo produziu uma variacado de 6,75% e
uma concentracdo de 46,62 ug/mL como pode ser visto na Figura 6 e a 4gua uma
variacdo de 6% para uma concentracdo de 46,62 pg/mL, como pode ser visto na
Figura 7.

O nifedipino submetido a degradacéo for¢cada e analisado por HPLC, mostrou
completa degradag¢do nos meios basico e oxidativo, peréxido a 3%, como pode ser
visto nas Figuras 17 e 18 respectivamente. No meio acido ocorreu uma variagao de
76,17% portanto uma concentracdo de 44,04 pg/mL como pode ser visto na Figura
16. No meio neutro ocorreu uma variacdo de 3,61% portanto uma concentragao de

24,09 pug/ mL como pode ser visto na Figura 19.

O farmaco nimodipino submetido ao método de degradacao forcada e analisado

por HPLC, mostrou em meio acido, HCI 1 mol/L, uma variacdo de 36,43% embora
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uma concentracdo de 15,89% (Figura 20). Para o meio béasico e oxidativo verificou-
se uma completa degradacdo como pode ser visto nas Figuras 21 e 22
respectivamente. Para o meio neutro, Figura 23, uma variacdo de 0,03% portanto

uma concentracdo de 24,99 ug/mL.

Pode-se verificar com o teste de degradacdo forcada para as substancias
besilato de anlodipino, nifedipino e nimodipino, o diferente comportamento nos

meios acido HCI 1 mol/L, basico NaOH 1 mol/L, neutro (agua) e oxidativo (peroxido).

Essas analises tém sido utilizadas na area farmacéutica como ferramenta util
para avaliar rapidamente uma possivel interacdo entre os componentes ativos e 0s
excipientes em estudos de compatibilidade na pré-formulacdo, além de avaliar a
existéncia de polimorfismo, determinacdo de pureza quimica e analise de formas

farmacéuticas soélidas.

Embora n&o substituam os estudos convencionais de estabilidade, que
requerem longos periodos de armazenamento das amostras, sob condi¢cfes
controladas de temperatura e umidade o teste de degradacéo forcada € necessario,
pois estes estudos de degradacdo forcada fornecem as diretrizes para o
desenvolvimento de metodologia indicativa de estabilidade que atualmente é exigida
pelas agéncias reguladoras. Esses estudos de estabilidade, possibilitam a escolha

das formulagdes mais estaveis com extrema rapidez.

Em relacdo a andlise térmica foi possivel constatar que as curvas de
Termogravimetria dos farmaco mostram diferencas nas faixas de temperaturas e
termodecomposicdo. Nas curvas de DTA, realizada com as formulacdes
farmacéuticas ficou evidente que os excipientes interferem na decomposicdo da

amostra.

Foram realizadas derivadas de TG e DSC para encontrar o valor da temperatura

que ocorreu o evento.

Para um melhor estudo do comportamento térmico dos excipientes sera
realizado um planejamento experimental, ou seja a analise térmica deverd ser

realizada ha uma razéo de temperatura muito baixa.
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As analises de infravermelho foram de grande importancia pois foi possivel
identificar as amostras uma vez que bandas de absorcdo caracteristicas dos
compostos estudados foram encontradas. N&o foram encontradas diferencas
significativas entre os padrdes farmacopéicos, besilato de anlodipino e nifedipino e
nimodipino quando comparados com as matérias primas das respectivas
substancias. Nos comprimidos analisados foi possivel notar nos espectros
interferéncia dos excipientes pois ocorreu sobreposicdo de bandas. Foram
realizadas ampliacdes na faixa de comprimento de onda entre 1972— 386 cm™
para melhor identificar as bandas que representam as substancias analisadas. As
andlises de Espectroscopia de absor¢cdo na regido do infravermelho com
Transformada de Fourier (FTIR) ndo podem ser utilizadas para pesquisa de
polimorfismo, pois quando incidimos pressédo sobre o material altera a forma como o
material se rearranja no espaco, desta maneira a forma como se empacota a fase
cristalina poderad ser alterada. A técnica de espectroscopia foi utilizada para

caracterizacdo do material.

O objetivo das analises de difracdo de raios x foi a pesquisa de polimorfismo,
técnica indicada para esta finalidade. Entretanto, os difratogramas dos padrdes
farmacéuticos de besilato de anlodino, nifedipino e nimodipino apresentaram mesma

posicdo nos difratogramas.

N&do foram encontrados polimorfos na matéria- prima analisada nem nos

produtos acabados, comprimidos.

Nas analises de Microscopia Eletronica de Varredura ndo podemos afirmar que

as substancias apresentam estrutura cristalina.



95

7 CONSIDERACOES FINAIS

v" De acordo com as técnicas de Espectroscopia de absor¢cdo na regido do
infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) pode-se constatar que
as substancias estudadas nesse trabalho tratam-se das substancias
besilato de anlodipino padrdo e matéria-prima, nifedipino padrdo e matéria-
prima e nimodipino padrdo e matéria-prima.

v' Para o teste de degradacao forcada, por analise espectrofotométrica, para o
besilato de anlodipino ocorreu completa degradacédo do farmaco nos meios
acido e basico.

v' A substancia nifedipino ao ser submetida ao teste de degradacao forcada
pelo método de andlise por CLAE foi observada completa degradacdo no
meio oxidativo.

v' Para a substancia nimodipino ao ser submetida ao teste de degradacao
forcada pelo método de analise por CLAE ocorreu completa degradacédo em
meio basico.

v' As curvas TG/DTG e DSC comprovaram o ponto de fusao desses materiais,
nao foram encontradas diferencas significativas entre os padrbes
farmacopéicos e suas respectivas matérias-primas

v" N&o foram encontrados polimorfos nas andlises de difracéo de raio X.
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9 PERSPECTIVAS FUTURAS
De acordo com os achados deste trabalho, como perspectiva futura tem-se a
oportunidade de elucidar os seguintes pontos:
v" Pesquisar polimormos nas amostras que foram submetidas nos meios acido,
bésico, neutro e oxidativo.
v Realizar os testes de exposicao fotolitica para as substancias besilato de
anlodipino, nifedipino e nimodipino.

v Identificar e quantificar os produtos de degradacao
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