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RESUMO

Silva, Marcio Robert Mattos. Formulacéao liquida oral do acetato de hidrocortisona
em ciclodextrina: desenvolvimento e validacao da metodologia analitica. Rio de
Janeiro, 2005. Dissertacao (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas)- Faculdade
de Farmacia, Universidade Federal do Rio de Janeiro, 2005.

As ciclodextrinas tém sido utilizadas em formulagdes orais para aumentar a
solubilidade e a estabilidade das substancias em agua.

A hiperplasia adrenal congénita (HAC) é uma doenca autossdmica recessiva
causada pela deficiéncia na sintese do cortisol, auséncia da 21-alfa-hidroxilase, uma
enzima que participa do processo de biossintese do esterbide (cortisol) da supra-
renal. A terapia mais apropriada para a HAC é a hidrocortisona, em doses de 10 a
15 mg/m?/24h. O acetato de hidrocortisona (AH) é um corticdide do grupo dos
glicocorticoides. E insolivel em agua, o que dificulta a sua utilizacdo em forma de
solucgéo.

O objetivo desse trabalho foi desenvolver uma formulagéo liquida oral do AH
incluso em ciclodextrina, para auxiliar no tratamento da hiperplasia adrenal
congénita, facilitando a administracdo desse medicamento em criancas. Desta forma

avaliou-se a inclusdo do AH em gama ciclodextrina e hidroxipropil B-ciclodextrina

(HPBCD).
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RESUMO

Os complexos de inclusdo do AH em ciclodextrinas foram preparados pelo
método de diagrama de solubilidade de fases, segundo Higuchi & Connors, 1965.

Foi definida a condicéo ideal na preparacédo do complexo de inclusdo, sendo o
acetato de hidrocortisona (AH) com hidroxipropil B-cyclodextrina e agua, sob
agitacao a 37°C, por 1 hora, uma técnica simples e rapida.

O complexo que apresentou melhor percentual de inclusao foi o AH/HPRBCD
na proporcao de 5 mM para 134 mM, respectivamente, obtendo-se 91,5%. Foram
empregadas as seguintes técnicas para a caracterizagao do complexo de inclusao
AH/HPBCD: IV, DSC, MEV, RMN de H' e DRX.

As técnicas de IV, RMN de H' e MEV permitiram caracterizar a formagéo do
complexo de inclusdo AH/HPBCD.

A estequiometria obtida para o complexo foi de 1:1 e a constante de
estabilidade calculada foi de 2320 M, demonstrando uma adequada associac&o.

Foi possivel promover a solubilizacdo em agua do AH pela inclusdo em
HPBCD.

O modelo proposto de modelagem molecular estd de acordo com os dados
experimentais, que indicam uma relacao estequiométrica de 1:1.

Foram desenvolvidas trés formulacdes liquidas orais, onde buscou-se um
melhor conservante, e para a sua analise foi desenvolvido e validado um método
analitico por CLAE, que quantifica-se o AH nestas formulagdes, em presenca do

conservante e de possiveis produtos de degradacao.
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ABSTRACT

Silva, Marcio Robert Mattos. Formulacao liquida oral do acetato de hidrocortisona
em ciclodextrina: desenvolvimento e validacao da metodologia analitica. Rio de
Janeiro, 2005. Dissertacao (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas)- Faculdade
de Farmacia, Universidade Federal do Rio de Janeiro, 2005.

The cyclodextrins have been used in oral formulations to increase the
solubility and the stability of substances in water.

The congenital adrenal hyperplasia (CAH) is a recessive autossomic disease
caused by the deficiency in the cortisol synthesis, absence of the 21-alpha-
hydroxylase, an enzyme that participates in the steroid (cortisol) biosynthesis process
of the suprarenal. The most suitable therapy for the CAH is the hydrocortisone in
doses from 10 to 15 mg/m?®/24 hours. The hydrocortisone acetate (HA) is a corticoid
belonging to the glycocorticoids group. It is insoluble in water what makes it difficult to

be used in a solution state.
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ABSTRACT

The aim of this paper was to develop a oral liquid formulation of the HA
inclusion in cyclodextrin to assist in the treatment of congenital adrenal hyperplasia
facilitating the administration of such medicine on children. Thus the inclusion of HA
in gama cyclodextrin and hydroxypropyl B-cyclodextrin (HPBCD) was evaluated.

The HA inclusion complexes in cyclodextrins were prepared by the phase
solubility diagram according to Higuchi & Connors, 1965.

The ideal condition for the preparation of the inclusion complex was defined
and the hydrocortisone acetate (HA) with hydroxypropyl B-cyclodextrin and water
under shaking at 37°C for 1 hour, a simple and quick technique.

The complex that presented the best inclusion rate was the HA/HPBCD in a
proportion of 5 mM to 134 mM, respectively, obtaining 91,5%. The following
techniques were used to reach the characterization of the inclusion complex
HA/HPBCD: IR, DSC, SEM, HMR of H' and XRD.

The IR, NMR of H' and SEM techniques allowed the characterization to form
the HA/HPBCD inclusion complex.

The stoichiometry obtained for the complex was 1:1 and the stability constant
estimated was 2320 M, what demonstrates a suitable association.

It was possible to promote the solubilization of HA in water through its
inclusion in HPBCD.

The molecular modelling model is in accordance with the experimental data

that indicate a stoichiometric relation at 1:1.
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61 Three oral liquid formulations were developed and a better preservative was
62 used and for its analysis an analytical method by HPLC was developed and
63 evaluated where the HA is quantified in such formulations in the presence of
64  preservative and possible degradation products.
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h: hora

HAC: hiperplasia adrenal congénita
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ICH: International Conference on Harmonization ou Conferéncia Internacional de
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M: molar
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NF: National Formulary
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P.A.: pr6 andlise
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PBS: tampao fosfato salino

pH: potencial de hidrogénio ibnico
gsp: quantidade suficiente para

r: coeficiente de correlacao

RE: resolucao

RMN de H': ressonancia magnética nuclear de hidrogénio-1

USP: United States Pharmacopeia

UV/Vis: radiacdes ultravioleta e visivel
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Introducdo 1

I-INTRODUGCAO

A hidrocortisona é um corticdide do grupo dos glicocorticéides naturais, que
sé&o hormonios esteroidais sintetizados e liberados pelo cértex da supra-renal a partir
do colesterol. Vérios trabalhos demonstraram que € a melhor terapia de reposicao
em pacientes com hiperplasia adrenal congénita (FILHO et al., 2001), sendo esta
patologia causada pela deficiéncia na biossintese do cortisol (VILAR, CASTELLAR &
MOLHA, 2000). E um grupo de doencas de heranca autossémica recessiva que
afeta a esteredoigénese supra-renal (FILHO, et al., 2001) e nos dias atuais, a terapia
mais utilizada para o tratamento embora ndo seja a mais adequada € a prednisona
(atividade glicorticoide e mineralocorticéide). Tal fato deve-se a inexisténcia de uma
formulagdo liquida oral de acetato de hidrocortisona estavel no mercado
farmacéutico.

A insolubilidade em agua do acetato de hidrocortisona (AH) torna dificil sua
utilizacdo em solucdo aquosa; dessa forma, suspensdes orais infantis tém sido
utilizadas para auxiliar no tratatamento de criangcas com hiperplasia adrenal
congénita tratadas no Hospital Universitario Clementino Fraga Filho e atendidas pela
Farméacia Universitaria.

O fato de serem administradas na forma de solugcdo aumenta a velocidade de
absorcao no trato gastro intestinal e consequentemente a chegada na circulagao
sistémica quando comparada a forma farmacéutica suspensdo oral (ANSEL,

POPOVICH & ALLEN, 2000).
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Introdugdo 2

Possibilidades de formacdo de complexos de inclusdo da substancia ativa
com ciclodextrina séao citadas na literatura com o objetivo de aumentar a solubilidade
de farmacos insoltveis em agua (KRISTMUNDSTOTTIR, et al., 1996).

Ciclodextrinas sao oligossacarideos ciclicos formados por moléculas de D-
glicose unidas através de ligagdes glicosidicas alfa (1,4), obtidas através da
degradacao enzimatica do amido. As ciclodextrinas mais conhecidas sao: alfa, beta
e gama constituidas por 6, 7 e 8 unidades de glicose, respectivamente, que adotam
a conformacéo de cadeira (BRITTO, JUNIOR & SANTOS, 2004).

Essas moléculas sdo conhecidas pela habilidade de formar complexos de
inclusdo com varios farmacos lipofilicos, modificando as suas propriedades fisico-
quimicas. A complexacao molecular pode ocorrer no estado sélido ou em solugao, e
as caracteristicas fisico-quimicas da molécula héspede podem ser mudadas
(BEKERS et al., 1991). O que ir4 determinar 0 quanto a substancia ativa esta
protegida, no caso, passa a ser a constante de associacdo ou de estabilidade Ks.
Essa constante de equilibrio indica se a molécula esta associada (protegida no
interior da cavidade da ciclodextrina) ou dissociada (livre em solugédo), de acordo
com seu valor numérico, isto €, seu valor € diretamente proporcional a associagcédo
da molécula héspede no interior da ciclodextrina (HARRIS, 1995; LOFTSSON &
BREWSTER, 1996).

As ciclodextrinas s&o utilizadas em formulacao oral e tépica para melhorar a
estabilidade fisica, quimica, biodisponibilidade e reduzir a incidéncia de efeitos
adversos (DUCHENE, VAUTION & GLOMOT, 1986; SZEJTLI, 1990 apud SHEN et
al., 2005). Além disso, ndo sdo téxicas (DUCHENE et al., 1984 apud MATIOLI,

MORES & ZANIN, 2000).
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Introdugcdo 3

Ciclodextrinas sédo capazes de formar complexos de inclusdo com as
substancias ativas de baixa solubilidade, que entdo serdo soluveis em agua, como
os esterobides, pela complexacéo por parte da molécula na cavidade hidrofébica da
ciclodextrina (SZEJTLI, 1988).

Este trabalho de pesquisa destina-se a desenvolver complexos de inclusdo do
acetato de hidrocortisona (AH) em ciclodextrinas, obtendo o melhor percentual de
inclusdo, estequiometria e a constante de estabilidade (Ks) do complexo. O
desenvolvimento de uma formulacao liquida oral de acetato de hidrocortisona, e a
validacdo da metodologia analitica quantitativa, separando os possiveis produtos de

degradacao da substancia ativa, também foram objetivos deste trabalho.
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Revisao da literatura 4

Il- REVISAO DA LITERATURA

2.1- HIPERPLASIA ADRENAL CONGENITA

O termo hiperplasia adrenal congénita (HAC) refere-se a sindrome causada
pela deficiéncia na biossintese do cortisol. O fator liberador da corticotropina (CRF)
do hipotalamo estimula a hipofise que libera o horménio adrenocorticotrdpico
(ACTH), este ira estimular as supra-renais a sintetizar o cortisol, a partir do

colesterol, sob acéo de varias enzimas (WILSON et al., 1999).

HIPOTALAMO

1- CRF

HIPOFISE

2- ACTH

SUPRA-RENAL

O

GLICOCORTICOIDES MINERALOCORTICOIDES
(cortisol)
Figura 1: Representagcdo esquematica da sintese do cortisol. Em 1) fator liberador da

corticotropina, 2) hormdnio adrenocorticotropico. Nota: dados trabalhados pelo autor.
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Revisdo da literatura 5

Em 90% dos casos ocorre a doenca quando ha uma deficiéncia da enzima
21-alfa-hidroxilase, ndo sintetizando o cortisol (VILAR et al., 2000).

A deficiéncia enzimatica (21-alfa-hidroxilase) é causada pela mutacdo do
gene CYP 21 que codifica a sintese dessa enzima, como resultado dessa mutacao
deixa de ocorrer a produgéo de cortisoll (WILSON et al., 1999).

Os sintomas da doenca sdo causados pela auséncia da sintese do cortisol,
deficiéncia de aldosterona, ja4 que essa enzima 21-alfa-hidroxilase € responsavel
pela sintese da aldosterona e acumulo de androgénios: levando ao
pseudohermafroditismo, hiponatremia, hipercalcemia e hipoaldosteroismo, o
aumento de androgénio leva a puberdade precoce (WILSON et al., 1999).

O tratamento baseia-se na reposicdo de glicocorticdide, sendo o mais
recomendado a hidrocortisona na dose de 18 mg/m?/24h (WILSON et al., 1999).

A partir da constatacdo de que a secrecao fisioldégica de cortisol € menor que
os valores considerados normais, doses substitutivas menores que a recomendada
de hidrocortisona foram gradativamente aceitas, sendo aproximadamente 10 ai15
mg/m?/24h a reconhecida como apropriada (SILVA et al., 2005).

A média mundial da doenca é de 1 em cada 10.000 recém-nascidos (VILAR

et al., 2000).
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Revisdo da literatura 6

2.2- CORTICOIDES

Sao horménios esteroidais que sao sintetizados e liberados pelo cértex da
supra-renal a partir do colesterol. O controle dessa liberacdo € determinado pelo
horménio adrenocorticotropico (ACTH) na hipéfise, que estimula as células da zona
reticular e fasciculada do cortex da supra-renal.

A secrecdo de ACTH pela hipéfise é determinada pelo equilibrio entre os
efeitos neurais do sistema nervoso hipotalamico e os efeitos inibidores dos
corticoides: retro-alimentacao negativa.

Os corticéides sao divididos em trés grupos:
- Glicocorticoides :

O mais importante é o cortisol ou hidrocortisona, tém papel importante no

metabolismo de carboidratos.
- Mineralocorticoides:

O mais importante € a aldosterona, regulam a homeostasia de eletrdlitos
-Androgénios e estrogénios.

(DALE, RANG & RITTER, 1997)
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2.2.1- PROPRIEDADES FARMACODINAMICAS DOS GLICOCORTICOIDES

2.2.1.1- MECANISMO DE ACAO

ApGs penetrarem no tecido, os glicocorticéides difundem-se pela membrana

celular ligando-se a seus receptores no citoplasma. O complexo horménio—receptor

€ transportado até o nucleo onde se liga a elementos de respostas aos

glicocorticéides, no DNA. Na auséncia do hormoénio a ligagédo € inibida (GOODMAN

& GILMAN'’S, 1990).

2.2.1.2- EFEITOS FISIOLOGICOS

Reduz a utilizagdo da glicose e aumenta a sua producao pela

gliconeogénese;

Aumenta o0 armazenamento de glicogénio no musculo, porque aumenta a
insulina;

Aumenta o catabolismo das proteinas;

Aumenta a acao dos hormaonios lipoliticos;

Reducéao da inflamagao crbnica e reacdes auto-imunes;
Retro-alimentac&o negativa sobre o hipotalamo e hipéfise, com diminuicdo
do ACTH;

Diminuigédo do equilibrio hidroeletrolitico, diminuicao de calcio, potassio e

sodio (DALE; RANG & RITTER, 1997).
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2.2.1.3- EFEITOS METABOLICOS

Os efeitos ocorrem sobre o metabolismo de carboidratos, proteinas e lipidios.
Essas acdes sao responsaveis por alguns dos efeitos colaterais graves associados
ao uso em doses terapéuticas.

Os glicocorticdides aumentam a captacao de aminoacidos pelo figado e rins,
aumentam a atividade de enzimas que participam da gliconeogénese. Os
glicocorticdides aumentam a deposicado de glicogénio no figado estimulando a
atividade da glicogénio-sintetase aumentando a producao de glicose a partir de
precursores ndo glicideos, como as proteinas. O aumento dos niveis de glicose
estimula a liberagdo de insulina estimulando a lipogénese, levando ao aumento da
deposicao de lipideos. A inibicdo da captagéo periférica de glicose e a estimulacao
da lipélise contribuem para a manutencédo de um suprimento adequado de glicose
para o cérebro, protegendo as fungdes cerebrais dependentes de glicose

(KATZUNG, 1995).

2.2.1.4- EFEITOS CATABOLICOS

Os glicocorticéides aumentam o catabolismo.
Quantidades suprafisioldgicas de glicocorticdides ocasiona fraqueza e
reducdo de massa muscular levando a osteoporose, sindrome de Cushing e redugéo

no crescimento (GOODMAN & GILMAN’S, 1990).
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2.2.1.5- EFEITOS ANTINFLAMATORIOS E IMUNOSSUPRESSOR

Quando administrados terapéuticamente, o0s glicocorticbides possuem
grandes efeitos antiinflamatérios e imunossupressores através de acbes sobre
células inflamatérias e mediadores das respostas inflamatérias e
imunossupressoras. Essas acbes se devem principalmente pela inibicdo da
fosfolipase A, e da COX levando a uma diminuicdo da sintese de prostaglandinas e
tromboxanos.

Imunossupressor: inibicdo da producdo e dos efeitos de interleucina-2,
diminuicdo da acao das células T, reducao na atividade dos macréfagos, diminuicao

da transcrigdo dos fatores de adeséao celular (GOODMAN & GILMAN'’S, 1990).

2.2.3- PROPRIEDADES FARMACOCINETICAS

O tempo de meia-vida plasmatica do acetato de hidrocortisona ocorre de 60 a
90 minutos.

O acetato de hidrocortisona liga-se 90% a proteinas plasmaticas (albumina).

Um porcento do acetato de hidrocortisona é excretado inalterado na urina

(DALE, RANG & RITTER, 1997).
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2.2.4- USO TERAPEUTICO

2.2.4.1- DOENCAS ENDOCRINAS

- Insuficiéncia crénica da glandula: doenca de Addinson

Ocorre a destruicao das glandulas supra-renais, caracteriza-se por fraqueza,
fadiga, perda de peso, hipotensao e incapacidade de manter o nivel de glicemia em
jejum.

- Hiperfuncao da glandula: hiperplasia adrenal céngenita:

Defeitos especificos na sintese do cortisol, redug¢édo ou auséncia da atividade
da 21-hidroxilase, levando a uma diminui¢cao do cortisol e aumento da secrecao de
ACTH.

Ocorre superproducao de androgénios pelo ACTH estar elevado.

Hipersecrecdo de ACTH, por haver tumores ou hiperplasia nodular da supra-

renal e producao ectépica de ACTH. As manifestagbes sdo associadas ao excesso

de glicocorticéides (VILAR et al., 2000).
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2.2.4.2- TERAPIA DE HIDROCORTISONA

ENDOCRINAS

- Artrite;

- Doencas cuténeas;
- Doencas renais;

- Inflamacao ocular;
- Tumores malignos;
- Asma;

- Doencas autoimunes (KATZUNG, 1995).

2.2.5- TOXICIDADE

A toxicidade ocorre quando da:

A - Suspenséo:

Levando a uma insuficiéncia da supra-renal.

B - Uso prolongado:

EM DOENCAS NAO

Levando a uma suspensdo da funcao hipofise-supra-renal, acarretando os

seguintes sintomas:

Disturbios hidroeletroliticos;

Ulcera péptica;

Parada de crescimento;

Osteoporose — por inibir a atividade dos osteoblastos;

Acbes metabdlicas;
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- Sindrome de Cushing iatrogénica;
- Disordens metabdlicas; hiperglicemia e hipertensdo arterial (GOODMAN &

GILMAN'’S, 1990).

2.3- ACETATO DE HIDROCORTISONA

2.3.1- CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS

Pé cristalino, branco ou praticamente branco, inodoro;

Ponto de fusao 200° C com decomposicao;

Insoluvel em &gua, levemente soluvel em etanol e cloroférmio (USP 27,

2004).
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2.3.2- RELAGAO ESTRUTURA VERSUS ATIVIDADE

Anel A: ligagdo dupla 4,5 e a 3-cetona sdo necessarios para a atividade
adrenocorticosterdide tipica.

Anel C: O oxigénio em C11 é indispensavel para uma poténcia
antiinflamatéria e reguladora dos carboidratos.

Outras modificagdes: irdo aumentar ou diminuir a regulacéo dos eletrélitos

(GOODMAN & GILMAN’S, 1990).

T

|
(legochHg
Co

Figura 2: Estrutura do acetato de hidrocortisona. Em A, B, C e D; nucleo

ciclopentano peridrofenantreno. Fonte: Goodman & Gilman’s, 1990
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1 2.4- METODOLOGIAS ANALITICAS

3 Dentre os compéndios oficialmente aceitos, os que descrevem método de

4 analise para o acetato de hidrocortisona matéria-prima e produto acabado séo:

5 - United States Pharmacopeia (USP 27, 2004);

6 - British Pharmacopeia 2004 (BP, 2004);

7 - European Pharmacopeia 32 edigéo, 1997.

8 Tabela 1: Comparacao de meétodos analiticos para matéria-prima e produto acabado

9 do AH.
Compéndio | UV | CLAE | Coluna | Fluxo Fase movel Deteccao
mL/min nm
USP 27 Nao Sim 30cm X 1 Cloreto de 254
matéria- 5mm ODS butila/cloreto de
prima, logao, butila saturada
pomada e com agua/
creme tetraidrofurano/
Metanol e acido
acetico
(475:475:70:35:30)
BP 2004 Nao Sim 10cm X 2 Metanol/agua 240
(creme e 5mm ODS (50:50)
pomada)
BP 2004 Nao Sim 25cm X 1 Acetonitrila/agua 254
(matéria- 4,6mm (40:55)
prima) ODS
USP 27 Sim - - - - 525
(pomada e
suspensao
oftalmica e
injetavel)
Farmacopéia| Sim - - - - 241.5
Européia 3?
edicao
(matéria-
prima)
BP 2004 Sim - - - - 254
(injetavel)

10 Fonte: USP 27, BP 2004 & Farmacopéia Européia 3% edigdo, 1997.
11 Nota: dados trabalhados pelo autor.
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Tabela 2: Metodologia analitica para B-ciclodextrina.

Compéndio | CLAE | Coluna | Volume Fluxo Fase Tipo de
de (mL/min.) | Mobvel | detector
Injecao
(L)
Farmacopéia | Sim 25mm x 50 1,5 Metanol/ | Indice de
Européia 3?2 4,6mm Agua refracao
edicao ODS (10:90)

Fonte: Farmacopéia Européia 3% edicdo, 1997
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2.5- CICLODEXTRINA

2.5.1- ADJUVANTE DE SOLUBILIZACAO

As ciclodextrinas tém sido reconhecidas como um novo grupo de excipientes
farmacéuticos uteis (LOFTSSON & BREWSTER, 1996). Sao utilizadas em
formulacbes oral e topica para melhorar a estabilidade quimica e fisica, a
biodisponibilidade e reduzir a incidéncia de efeitos adversos de diversas substancias
ativas (SHEN et al., 2005).

Sao oligossacarideos ciclicos com grupos hidroxil na superficie e com uma
cavidade no centro. Sdo derivadas da hidrélise enzimatica do amido, através da
ciclodextrinaglicosil-transferase (CGT), uma enzima sintetizada por varios
microorganismos. Possui grupos hidrofilicos na superficie e grupos lipofilicos no
centro (cavidade). Esses grupos que estdo na cavidade permitem formar complexos
com muitos compostos, insolUveis em agua e a parte hidrofilica forma complexos
soltiveis em agua (LOFTSSON, MATHIASSON & MASSON, 2003)

As ciclodextrinas possuem uma forma de cone truncado (toroidal) com uma
cavidade interior cujo tamanho e forma sdo determinados pelo nimero de unidades
de glicose. Esse interior € relativamente apolar, comparado com a agua, servindo
como local para a entrada de substancias apolares que encontram um sitio
hidrofébico adequado a formacao de complexos de inclusdo molecular (FROMMING

& SZEJTLI, 1994 apud MATIOLI, MORES & ZANIN, 2000).
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Figura 3: Forma e dimensdes moleculares das ciclodextrinas naturais: a, B ey
ciclodextrina. Fonte: CITERNESI & SCIACCHITANO, 1995.

A ciclodextrina promove um “aprisionamento” de compostos sem formacgéao de
ligacdes covalentes. A molécula presa pode estar totalmente ou parcialmente
contida na cavidade. A ligacdo da molécula dentro da cavidade da ciclodextrina nao
é fixa ou permanente e esta submetida a um equilibrio dindmico
(KRISTMUNDSDOTTIR, LOFTSSON & HOLBROOK, 1996).

As ciclodextrinas mais conhecidas sdo alfa, beta e gama (o, B e )
ciclodextrinas, constituidas por 6, 7 e 8 unidades de glicose, respectivamente, que
adotam a conformag&o de cadeira. A dimensdo da cavidade é determinada pelo
numero de unidades de glicose constituintes da ciclodextrina, como demonstrado na

figura 4 (BRITTO, JUNIOR & SANTOS, 2004).
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Figura 4: Estruturas de ciclodextrinas naturais: A- a-ciclodextrina; B- B-ciclodextrina;
C- y- ciclodextrina. Fonte: Vijay et al., 2003.

As ciclodextrinas naturais possuem solubilidade em agua limitada, porém, um
aumento significativo de sua solubilidade em agua é obtida pela alquilacdo de
grupos hidroxil, resultando em derivados hidroxialquil, metil e sulfobutil (VENTURA et
al., 2005).

Derivados hidroxialquilados de ciclodextrina, como a hidroxipropil beta-
ciclodextrina (HPBCD) possuem alta solubilidade em &agua, baixa toxicidade e baixo
custo, conforme mostra a figura 5 (ARCHONTAKI, VERTZONI & MALAKI, 2001;

RUAN et al., 2005).
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Figura 5: Estrutura da HPBCD, visao frontal, grau de substituicao 7. Modelo de linha,

onde os atomos de carbono, hidrogénio e oxigénio estdo representados em cor

cinza, branco e vermelho, respectivamente. Fonte: WebLab ViewerLite 4.0.

Tabela 3: Propriedades fisico-quimicas das ciclodextrinas e seus derivados:

PROPRIEDADES ALFA BETA GAMA HPBCD
Unidades de glicose 6 7 8 7
Massa Molecular 972 1135 1297 1300
Solubilidade em agua 14.5 1.85 23.2 >50
(9/100 mL) 25°C
Diametro interno da cavidade 47.53 60.65 75.83 60
(mm)
Diametro externo da cavidade 146 154 175 -
(mm)
Ponto de Fuséao (°C) 275 280 275 -

Fonte: MATIOLI, MORES & ZANIN, 2000.
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A inclusao de moléculas dentro da cavidade das ciclodextrinas pode protegé-
las do meio externo, podendo ser usadas para aumentar a estabilidade das
moléculas susceptiveis a degradacdo e aumentar a solubilidade em solventes
aquosos (DAVIES; WANG & TUCKER, 1997).

Os complexos de inclusdo sao estabilizados por varias forcas
intermoleculares, tais como: Van der Waals, pontes de hidrogénio e interacbes
dipolo-dipolo.

Os compostos de inclusdo formados pelas ciclodextrinas sédo cristalinos e
apresentam propriedades mais interessantes em relacdo a molécula de origem
(MATIOLI, MORES & ZANIN, 2000).

As principais aplicagdes farmacéuticas das ciclodextrinas séo:

- Aumento da solubilidade do farmaco (RAJEWSKI & STELA, 2001);

- Aumento da estabilidade do farmaco contra hidrélise, oxidacdo e fotdlise
(LOFTSSON & BREWSTER, 1996);

- Aumento na biodisponibilidade do farmaco (SMITH & MAIBACH, 1995);

- Liberacao controlada do farmaco;

- Corregéo do sabor e odor desagradaveis dos farmacos;

- Prevencgéo das interagdes farmaco/farmaco e ou farmaco/excipientes (BEKERS,
UIJTENDAAL & BEIJNEN, 1991).

A dissociagao de substancias ativas de dentro da cavidade de ciclodextrinas
nao deve ser um fator limitante para sua aplicacdo, pois esse fenbmeno ocorre
rapidamente, com tempo de meia-vida da substancia inclusa na faixa entre mili a

micro —segundos (STELLA et al., 1999).
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E reconhecido que as ciclodextrinas atuam como verdadeiros carreadores
mantendo as moléculas do farmaco hidrofébico em solucdo e liberando-os na
membrana bioldégica. A membrana relativamente lipofilica tém baixa afinidade por
moléculas de ciclodextrinas hidrofilicas e por isso elas permanecem no exterior
aquoso das membranas (MASSON et al., 1999).

Substancias com baixa solubilidade em agua como corticoides, podem formar
complexos de inclusdao através de ligacdo nao covalente com ciclodextrinas
(FORGO, VINCZE & KOVER, 2003).

Esteres de corticoides sdo passiveis de hidrélise, representando um problema
na sua estabilidade; um método racional para otimizar esse problema é a formacéao
de complexos de inclusdo em ciclodextrinas (LEMESLE-LAMACHE et al., 1996 apud
ZINGONE & RUBESSA, 2005).

Foram verificados na literatura trabalhos que promoviam o aumento da
solubilidade da hidrocortisona pela complexagdo com a hidroxipropil beta-
ciclodextrina (KRISTMUNDSDOTTIR, LOFTSSON & HOLDBROOK, 1996).

Greié e colaboradores demonstraram a inclusdo do acetato de hidrocortisona
em hidroxipropil B-ciclodextrina utilizando a preparagédo do complexo pelo método de
secagem por pulverizacdo (spray-drying) (GREIE et al., 2000).

Foi recentemente desenvolvido e validado um método de cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) em fase reversa com detector de UV para a
determinacao, na formulagdo creme, da substancia ativa AH e seus produtos de
degradacao (hidrocortisona e acetato de cortisona), assim como conservantes

metilparabeno e propilparabeno, tendo a dexametasona como padréo interno. A fase
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mével otimizada para a separacdo de todos os compostos foi utilizando: metanol,
acetonitrila e 4gua (15:27:58) (HAJKOVA et al., 2003).

A preparacao de uma solucao oftalmica de hidrocortisona 1% preparada pela
adicdo de HPBCD 69,4 mM com agitacao e aquecimento a 30°C estd descrita na

literatura (BARY, TUCKER & DAVIES, 2000).

2.5.2- REQUISITOS PARA A FORMAGAO DOS COMPLEXOS

Antes de estudar a formagao de complexos € bom verificar a sua viabilidade,
pois nem toda substancia pode ser complexada ou ndo se verifica nenhuma
vantagem farmacotécnica no método. Pode-se enumerar assim alguns fatores
limitantes a complexagao de farmacos (LOFTSSON & BREWSTER, 1996):

- Propriedades fisico-quimicas da molécula hospede: para que a complexacao
ocorra, e dela resulte um complexo estavel, o estudo da molécula de ciclodextrina e
de suas propriedades fisico-quimicas somente, nao garantem éxito na obtencao. O
método de obtengdo deve compreender também o estudo da substancia hospede,
esta deve reunir alguns quesitos necessarios a sua inclusao (SZEJTLI, 1988).

- Compatibilidade geométrica: o tamanho e a geometria da molécula a serem
incluidas na ciclodextrina devem ser adequados para a cavidade apolar. Em geral
farmacos com peso molecular entre 200 e 800 g/mol sdo passiveis de inclusdo em
uma das trés cavidades (o, B e y) (WALECZEK et al., 2003 apud ZIGONE &
RUBESSA, 2005).

- Polaridade: em geral moléculas hidrofébicas tem maior afinidade pela cavidade da

ciclodextrina quando em solugdo aquosa, para que ocorrendo a associagao, se
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dissocie em menor extensdo (LOFTSSON & PETERSEN, 1998 ; ZHENMING et al.,
2003 ; MURA MAESTRELLI & CIRRI, 20083).

- Constante de estabilidade do complexo de inclusdo (Ks): essa constante de
equilibrio indica se a molécula esta mais associada (protegida no interior da
cavidade da ciclodextrina) ou dissociada (livre em solugdo). Seu valor numérico é
diretamente proporcional a associacdo da molécula hdéspede no interior da
ciclodextrina (HARRIS, 1995 ; LOFTSSON & BREWSTER, 1996). E um parametro
importante na avaliagdo da afinidade e o grau de ligacdo das moléculas com a
ciclodextrina. Um método frequentemente usado para a determinacdo da Ks é o
método de diagrama de solubilidade de fases segundo Higuchi & Connors, 1965
(UGWU et al., 1999).

- Toxicidade: quando administradas oralmente as ciclodextrinas mostram-se
inofensivas, devido a insignificante quantidade absorvida (SZATHMARY et al., 1990

apud MATIOLI, MORES & ZANIN, 2000).
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2.5.3- MECANISMO DE COMPLEXAGAO

A cavidade hidrofobica, das ciclodextrinas em solucdo aquosa, esta
preenchida por moléculas de agua. Devido ao microambiente termodinamicamente
desfavoravel (interacdo polar-apolar), essas moléculas de agua tendem a sair e
entrar sem dificuldade. Contudo, uma molécula hdéspede especifica, quando
adicionada a solucédo de ciclodextrina, expulsa as moléculas de agua e ocupa a

cavidade (TABUSHI, 1982 apud MATIOLI, MORES & ZANIN, 2000).

' p-xileno

Figura 6: Representacdo esquematica da formagéao do complexo de inclusao.
O p-xileno é a molécula héspede. Fonte: CITERNESI & SCIACCHITANO, 1995.

A dissociacdo de moléculas da cavidade das ciclodextrinas ocorre
rapidamente, com um tempo de meia-vida das moléculas na cavidade da
ciclodextrina em torno de mili a micro segundos ou menor, independentemente da
molécula e de sua constante de estabilidade. A liberacdo de moléculas da cavidade

da ciclodextrina ndo deve ser um fator limitante (STELLA et al., 1999).
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2.5.4- PREPARACAO DOS COMPLEXOS

Nao existe um método unico que se aplique a todos os procedimentos de
complexacdo. O método de preparacdo deve considerar: o rendimento, a
simplicidade e a rapidez (MURA, MAESTRELLI & CIRRI, 2003).

Os métodos de preparacao podem ser divididos em fase: liquida, semi-solida
e solida. Os métodos que apresentam os melhores resultados sdo os obtidos em
fase liquida (MURA, MAESTRELLI & CIRRI, 2003).

Os métodos em fase liquida sao classificados em:

- Co-precipitacao: baseia-se no diagrama de solubilidade de fases. Se neste estudo
for determinada a formacéo de complexo menos soluvel no meio (tipo Bs ou Bi), é
bem possivel que se possa separa-lo por precipitagdo. Pode demandar dias ou até
semanas para que o equilibrio seja alcancado e o0 complexo precipite
espontaneamente, sob agitacéo (figura 6).

- Neutralizag&o: consiste em obter complexos de moléculas acidas ou basicas em
ciclodextrinas, as quais precipitam com a neutralizacdo. As moléculas héspedes néo
podem ser afetadas com a alteragao de pH.

- Liofilizagdo: com o uso de quantidades estequiométricas, pode-se obter complexos
com solugdes de ciclodextrinas com a molécula héspede e posterior liofilizagao.
Essa técnica é rapida e tem bom rendimento, porém pode haver dificuldade em
caracterizar o complexo formado que se apresenta como um p6 amorfo.

- Secagem por pulverizagdo (spray-drying): esse meéetodo ndo é adequado para

substancias termolabeis.



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19
20
21

22

23

24

25

Revisao da literatura 26

2.5.5- CARACTERIZAGAO DOS COMPLEXOS DE INCLUSAO

A caracterizagdo dos complexos de inclusdo, em solucao baseia-se em
alteragbes fisico-quimicas da molécula incluida (SINGH & AITHAL, 1998). A
deteccao dos complexos de inclusdao em ciclodextrina pode ser realizada conforme
se apresenta o complexo. Para complexos em fase liquida os métodos mais usados

sao:

- Solubilidade de fases: é o método mais comum no estudo de complexagéo e foi
descrito por (HIGUCHI & CONNORS, 1965). Fundamenta-se nas alteragdes da
solubilidade da molécula héspede pela adicao de ciclodextrina. A molécula hdospede
€ adicionada em excesso a varias concentracoes crescentes de ciclodextrina. As
diferentes amostras sao submetidas a agitacao e, apds ter sido alcancado o
equilibrio, s&o filtradas. A concentragdo da molécula hospede é determinada. O
diagrama de solubilidade € construido com a representacao grafica da concentragcéo
da molécula héspede em fungdo das concentragdes de ciclodextrina. Conforme o
grafico obtido classifica-se o complexo formado em A (aumento da solubilidade) e B

(queda da solubilidade).
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Cane.
Substincia
Ativa (mM)

S

Cone. de ciclodexiring (mhI)

Figura 7: Diagrama de solubilidade de fases; Ap- aumento de solubilidade com
desvio positivo; A - aumento de solubilidade linear; An- aumento de solubilidade com
desvio negativo; Bs- reducdo de solubilidade com complexo pouco soluvel; Bi-
redugdo de solubilidade com complexo insoluvel. Fonte: HIGUCHI & CONNORS,
1965.

Esses dados do grafico permitem calcular a estequiometria e a constante de
estabilidade (Ks) do complexo de inclusdo formado (HIGUCHI & CONNORS, 1965).
- Espectroscopia de UV-Visivel: ocorrem alteragbes espectroscépicas durante a
complexagédo, como desvios e ou aumento na absorgcédo (SZEJTLI, 2001).

- Microscopia eletrbnica de varredura: essa técnica € muito usada no estudo da
morfologia dos complexos de inclusdo de soélidos. Como o estado cristalino do
complexo € diferente do obtido de uma simples mistura fisica, pode-se avaliar a
extensado da complexacdo (MURA, MAESTRELLI & CIRRI, 2003).

- Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN): o RMN de H' é uma

técnica muito usada, e € a que apresenta os resultados mais confiaveis.
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O método fundamenta-se nas interagdes dipolares entre os prétons da
molécula héspede e H-3 e H-5 da cavidade da ciclodextrina, provendo informacdes
estruturais mais detalhadas. Os atomos de H-3 e H-5 apresentam desvios quimicos
para niveis mais altos (HARRIS, 1995 ; FORGO & GONDQOS, 2002). Muitas técnicas
tém sido empregadas para elucidar a natureza e o tipo de interacdo, mas somente o
RMN ¢é capaz de diferenciar a parte da molécula do analito envolvida na interacéo
com a cavidade da ciclodextrina (MARTIN et al., 2003).

- Andlise Térmica: € um importante método na investigacdo dos complexos de
inclusdo em ciclodextrinas. A inclusdo da molécula héspede na cavidade da
ciclodextrina faz com que os pontos de fusdo, ebulicdo e sublimacdo ou de
degradacao, sejam deslocados para um maximo dos valores de decomposicao da
ciclodextrina, o que permite diferenciar uma simples mistura fisica de um complexo
de inclusdo. Técnicas como a calorimetria diferencial de varredura (DSC),
termogravimetria (TG) e a termogravimetria diferencial (DTG) sao exemplos de
analises térmicas que podem ser usadas no estudo de complexacao (VIANNA et al.,
1998).

- Difracao de Raios-X: a variagdo na cristalinidade pode ser usada, mediante a
difracédo de raios-X do complexo em pé, para a detec¢ao da formagéao do complexo,
de sua estrutura e as interagdes entre a ciclodextrina e a molécula héspede. E um
otimo método para o estudo da complexacéo, porém algumas vezes essa técnica
apresenta complicagbes, principalmente quando a concentragdo de uma das
moléculas em estudo estiver em uma concentragdo bem superior a outra (BEKERS

et al., 1991).
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- Espectroscopia de Infravermelho (IV): a caracterizacdo dos complexos pode ser
avaliada principalmente nos deslocamentos que ocorrem nas bandas da
ciclodextrina, por efeito de interacbes entre grupos de atomos da molécula da
substancia héspede e da ciclodextrina. Por meio da sobreposicao das bandas faz-se

a caracterizagao ou nao dos complexos (UEKAMA & OTAGIRI, 1987).

2.6- FORMAS FARMACEUTICAS LiQUIDAS

2.6.1- SOLUCAO

E uma preparacéo liquida que contém uma ou mais substancia dissolvida em
um solvente adequado ou em uma mistura de solventes mutuamente misciveis
(DAR, 1981).

A administragdo de farmacos na forma de solu¢do geralmente implica em
absorgcao no trato gastro intestinal e liberagcao para a circulagao sistémica, devendo
este processo ocorrer mais rapidamente em solugdo do que em uma suspensao.

Além do farmaco as solugdes contém outros solutos. Estes geralmente sao
adicionados para corar, aromatizar, edulcorar ou conferir estabilidade.

Ao se formular uma solugéo é preciso ter informacdes sobre a solubilidade e a
estabilidade de cada um dos solutos presentes, em relagdo ao solvente empregado.
Deve-se evitar combinagbes que ocasionem interagdes quimicas ou fisicas que
possam afetar a qualidade terapéutica ou a estabilidade farmacéutica do produto

(ANSEL, POPOVICH & ALLEN, 2000).
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2.6.1.1- XAROPES

Sao preparacdes aquosas concentradas de acgucar ou de substitutos, com ou
sem acréscimo de flavorizantes e principios ativos. Os xaropes sao uma forma
liguida de um farmaco capaz de mascarar um sabor desagradavel de certa
substancia. Sao particularmente eficazes na administracdo de medicamentos em
jovens, pois seu sabor agradavel em geral dissipa relutancias. Além disso, o fato de
0s xaropes conterem pouco ou nenhum alcool aumenta a sua aceitagao por parte
dos pais.

A maioria dos xaropes contém além da agua purificada e dos farmacos os
seguintes componentes: agucar, geralmente sacarose ou seus substitutos, usados
para tornar o produto doce e viscoso, conservantes antimicrobianos, flavorizantes e
corantes. Pode conter ainda solventes especiais, agentes solubilizantes,
espessantes ou estabilizantes.

Entre os conservantes mais usados em xaropes com as concentragoes eficazes
estdo o acido benzdico (0,1 a 0,2%), o benzoato de sédio (0,1 a 0,2%) e varias
combinagées de metil, propil e butilparabeno em um total de 0,1% (ANSEL,
POPOVICH & ALLEN, 2000).

Solugbes aquosas edulcoradas de ciclodextrinas precisam ser preservadas
para previnir contaminacdo com microorganismos, particularmente se eles sao

utilizados em aplicagdes de dose multipla (LEHNER, MULLER & SEYDEL, 1994).
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2.6.1.1.1- PREPARACAO DOS XAROPES

Existem quatro métodos possiveis de preparacdo dos xaropes, dependendo
das caracteristicas fisicas e quimicas dos componentes. Em termos gerais esses
métodos séo:
- Dissolucao dos componentes com ajuda de calor: sdo preparados por esse método
quando se deseja rapidez e quando seus componentes ndao sao prejudicados ou
volatilizados pelo aguecimento. Segundo esse método o agucar é acrescentado a
agua purificada, e aplica-se calor até que se obtenha a solugdo. A seguir, sao
acrescentados outros componentes termoestaveis ao xarope quente; deixa-se a
mistura esfriar e o seu volume é ajustado até o nivel adequado com adicao de agua
purificada. O uso de calor facilita a dissolugdo rapida do acgucar e de outros
componentes dos xaropes; no entanto, ndo se deve usar calor em excesso. A
sacarose, que €é um dissacarideo, pode ser hidrolisada e convertida em
monossacarideos, dextrose (glicose) e frutose (levulose). Essa reagdo hidrolitica é
conhecida como inversdo, e a combinacdo dos dois monossacarideos como acucar
invertido. Quando se aplica calor na preparagdo de um xarope como a sacarose, é
quase certo que ocorra alguma inversdo da sacarose. Quando o xarope €
superaquecido, torna-se ambar, devido a caramelizagdo da sacarose. Os xaropes
assim decompostos sdo mais suceptiveis a fermentagdo e ao desenvolvimento de
microorganismos do que 0s ndo decompostos, que sao mais estaveis.
- Dissolugao por agitacdo sem aquecimento:

Para evitar a inversdo da sacarose induzida pelo aquecimento, o xarope pode

ser preparado apenas por agitagdo. Em pequena escala, a sacarose e outros
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componentes da formula podem ser dissolvidos em agua purificada colocando-se as
matérias-primas num recipiente de maior capacidade que o volume do xarope, 0 que
permite a perfeita agitacdo da mistura. Esse processo é mais demorado, mas o
produto tem maior estabilidade. Sempre que for preciso acrescentar componentes
sblidos a um xarope, € melhor dissolvé-los numa quantidade minima de agua
purificada e depois incorporar a solugcdo resultante ao xarope. Quando
acrescentados diretamente, os componentes sélidos se dissolvem lentamente, visto
que a natureza viscosa do xarope nao permite que se distribuam rapidamente pelo
xarope.

Existe ainda outro método de preparacdo de xarope: acréscimo de sacarose a
um liquido medicinal ja preparado ou a um liquido flavorizado (ANSEL, POPOVICH
& ALLEN, 2000).

O xarope simples € preparado por meio da dissolucado de 85 g de sacarose em

agua purificada suficiente para produzir 100 mL de xarope (USP27, 2004).

2.6.1.1.2- FATORES QUE AFETAM A SOLUBILIDADE DE UMA SUBSTANCIA

E INTERFEREM NA FORMULACAO

Estado fisico do sdlido: a forma cristalina ou amorfa do sélido € importante para a
formulagdo. As substancias polimérficas tém dois ou mais pontos de fusdo e
diferentes coeficientes de solubilidade. Em geral, as substancias polimoérficas sao
mais instaveis, tendem por isso a converterem-se na sua forma estavel, que
geralmente se caracteriza por ter ponto de fusdo mais elevado e menor coeficiente

de solubilidade. Além das formas polimoérficas podem existir as formas amorfas. A
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energia necessaria para que uma molécula do farmaco seja mudada da forma
cristalina é muito maior que a necessaria para que nao seja um pé amorfo. Portanto,
a forma amorfa é sempre mais soluvel que a forma cristalina correspondente
(ANSEL, POPOVICH & ALLEN, 2000).

Estado de divisdo e agitagdo: como o mecanismo da dissolugao implica uma
acao de superficie, € evidente que quanto menores as particulas do soluto, maior
sera a area deste em contato com o solvente, por isso uma substancia em pé sera
mais rapidamente dissolvida em igualdade de condigcdes do que se estiver sob a
forma de grandes cristais. E visto que quanto mais dividido estiver o sélido a
dissolver mais rapidamente se obtera a sua dissolucao. A agitacdo da mistura
soluto-solvente exerce uma influéncia marcante na velocidade de dissolu¢do de um
sélido. A dissolucdo dependera de seu coeficiente de difusdo no solvente, o qual
pode ser aumentado pela agitacdo da mistura. Quanto maior a velocidade, maior o
volume de solvente em contato com o soluto (VOIGT, 1982).

Constante dielétrica do solvente: quanto mais polar for uma substancia maior
sera a constante dielétrica. Pode-se dizer que compostos altamente polares ou
ionizaveis se dissolverdo em liquidos de elevada constante dielétrica, ao passo que
compostos apolares se dissolvem em solventes com baixa constante dielétrica
(ANSEL, POPOVICH & ALLEN, 2000).

pH: Véarios compostos quimicos dotados de importantes propriedades
terapéuticas, pelo fato de se comportarem como acidos ou bases fracas sdo muito
pouco ou quase insoluveis na agua, podendo entao, assumirem dentro de limites
bem definidos de pH a forma de ions, geralmente hidrossoluveis (PRISTA, ALVES &

MORGADO, 1991).
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2.7- CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE)

Para determinar a quantidade de uma substancia em uma formulacao ou para
se determinar o teor de uma matéria-prima, deve-se realizar o doseamento segundo
método farmacopéico ou validado para este fim.

A quantificacdo por CLAE tem sido adotada por ser uma metodologia
bastante versatil e pratica, podendo ser totalmente automatizada. Esta técnica
emprega colunas recheadas de materiais especialmente preparados (fase
estacionaria) e uma fase mével que é eluida sob pressao. A CLAE tem a capacidade
de realizar separagbes de varios compostos presentes em diversos tipos de
amostras, em poucos minutos, com alta resolugdo, eficiéncia e sensibilidade
(GUIMARAES, 1997).

Existe descrito na literatura, ensaio por CLAE para a separagao e
determinacédo do acetato de hidrocortisona em solugdo aquosa, enxaguatério bucal
(KRISTMUNDSDOTTIR, LOFTSSON & HOLBROOK, 1996).

Propriedades como massa molecular, solubilidade, estrutura e pKa devem ser
consideradas ao se escolher a melhor condicdo cromatografica para a separacéo
dos componentes de uma determinada amostra.

A fase mével deve ter alto grau de pureza, dissolver a amostra sem decompor
0s seus componentes, ndo decompor ou dissolver a fase estacionaria, ter baixa
viscosidade, ser compativel com o detector utilizado, ter polaridade adequada para
permitir uma separag¢ao conveniente dos componentes da amostra.

Ha cinco tipos diferentes de CLAE: por adsor¢do, por particdo, com fase

ligada (fase normal ou reversa), por exclusao e por troca ibnica. Essas diferengas
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sdao determinadas pelo tipo de fase estacionaria utilizada. A cromatografia por
adsorcao se baseia na competicao que existe entre as moléculas da amostra e as da
fase moével em ocupar os sitios ativos na superficie da fase estacionaria. A
cromatografia por particdo, também chamada de liquido-liquido, utiliza uma fase
estacionaria de agua em silica e a fase médvel organica. Seu mecanismo de
separacao baseia-se nas diferentes solubilidades dos componentes da amostra na
fase mével e estacionaria. Os componentes com maior afinidade pela fase
estacionaria serdao seletivamente retidos, enquanto os que tiverem menor afinidade
serdo transportados mais rapidamente pela fase mével (GUIMARAES & COLLINS,
1997).

A cromatografia por exclusao efetua a separacao de acordo com o tamanho
das moléculas. O tamanho dos poros da coluna é controlado a fim de que se tenham
moléculas pequenas (de baixo peso molecular) percorrendo um trajeto maior e
apresentando um maior tempo de retencdo, e as moléculas maiores ndo penetram

em todos os poros e sdo eluidas mais rapidamente (CASS & REGANI, 2001).
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2.8- VALIDACAO DA METODOLOGIA ANALITICA QUANTITATIVA

Para se empregar algum dos varios métodos existentes para o ensaio de teor
de qualquer amostra € preciso possuir resultados confidveis e garantidos. Para isto,
realiza-se a validacao do método analitico objetivando-se a producao de resultados
com confiabilidade.

Validar é estabelecer evidéncias documentadas que garantam que um
determinado procedimento ir4 reproduzir resultados de acordo com especificacdes
pré-determinadas (CDER/FDA, 2000).

Algumas caracteristicas da validacao que sao geralmente recomendadas pela
USP variam de acordo com o tipo de teste como estd demonstrado a seguir de

acordo com os parametros da USP 27, ICH , 1997 & RE N° 899 de 29/05/2003.

Tabela 4: Comparagdo dos parametros de validacdo de método analitico

quantitativo categoria | (USP 27, 2004; ICH, 1997 & RE N° 899 de 29/05/2003).

TESTES USP 27 ICH RE 899
EXATIDAO SIM SIM SIM
PRECISAO SIM SIM SIM
ESPECIFICIDADE SIM SIM SIM
LIMITE DE DETECCAO NAO NAO NAO
LIMITE DE QUANTIFICAGCAO SIM NAO NAO
LINEARIDADE SIM SIM SIM

Fonte: SHABIR et al., 2003. Nota: dados trabalhados pelo autor.
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A validagao para métodos cromatograficos de ensaio de teor enquadra-se na
categoria | das diretrizes da ANVISA para guia de validagcdo de métodos analiticos e

bioanaliticos (BRASIL, 2003).

2.8.1- LINEARIDADE

Avaliar se os resultados possuem uma proporcao direta as concentracées das
substancias em estudo dentro de um intervalo. Para o estudo da linearidade, faz-se
necessario a confeccao de uma curva padrao (LEITE, 2002).

A linearidade deve ser determinada por no minimo 5 concentracdes diferentes
(80%-120% da concentracdo teérica) na curva padrdo. A relacdo linear dos
resultados do testes deverdo ser tratados para a determinagdo do coeficiente de
correlacéo (r), da inclinacao da reta (a) do coeficiente angular (b), onde y = ax + b. O

critério minimo aceitavel do (r) deve ser igual a 0,99 (BRASIL, 2003).

2.8.2- PRECISAO

A precis&o € a avaliagdo da proximidade dos resultados obtidos em uma série
de medidas de uma amostragem multipla de uma mesma amostra. Podendo ser
expressa como desvio padrédo ou desvio padrao relativo (DPR) ou coeficiente de
variagdo (CV%) de uma série de medidas. Nao admitisse valores superiores a 5%

(BRASIL, 2003).
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2.8.3- EXATIDAO

A exatiddo de um método analitico é a proximidade dos resultados obtidos
pelo método em estudo em relacdo ao valor verdadeiro. E calculada como
porcentagem de recuperagdo da quantidade conhecida do analito adicionado a
amostra (BRASIL, 2003). Deve ser determinada apds o estabelecimento da

linearidade, do intervalo linear e da especificidade do mesmo.

2.8.4- ESPECIFICIDADE

E a capacidade que o método possui de medir exatamente um composto em
presenca de outros componentes tais como: impurezas, produtos de degradacao e
componentes da matriz. Para analise quantitativa (teor) e analise de impurezas, a
especificidade pode ser determinada pela comparagdo dos resultados obtidos de
amostras (farmaco ou medicamento) contaminadas com quantidades apropriadas de
impurezas ou excipientes e amostras nao contaminadas, para demonstrar que o
resultado do teste ndo é afetado por esses materiais. Quando a impureza ou o
produto de degradagéo nao estiver disponivel, pode-se comparar os resultados do
teste das amostras contendo impurezas ou produtos de degradacdo com os

resultados de um segundo procedimento bem caracterizado (BRASIL, 2003).
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2.8.5- INTERVALO

E o limite de quantificacdo superior e inferior de um método analitico, é

derivado do estudo da linearidade, estabelecido pela confirmacdo da exatidao,

precisao e linearidade do método, quando aplicados as amostras (BRASIL, 2003).

2.8.6- ROBUSTEZ

E a capacidade de um método analitico de resistir a pequenas variagdes dos

parametros analiticos. Indica a sua confianga durante o uso normal.

Tabela 5: Fatores a serem considerados na determinacéao da robustez

Preparo das Amostras

Estabilidade das solugcbes analiticas

Tempo de extracao

Espectrofotometria

Variagado do pH da solugao

Temperatura

Diferentes fabricantes de solventes

Cromatografia liquida

Variagado do pH da fase mével

Variacdo da composicao da fase
mével

Diferentes lotes ou fabricantes de
colunas

Temperatura

Fluxo da fase movel

Cromatografia gasosa

Diferentes lotes ou fabricantes de
colunas

Temperatura

Velocidade do gas de arraste

Fonte: Brasil, 200
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lll- OBJETIVOS

3.1- OBJETIVOS GERAIS

- Desenvolver o complexo de inclusdo do acetato de hidrocortisona (AH) em

ciclodextrinas.

- Propor o desenvolvimento de uma formulacdo liquida oral do acetato de
hidrocortisona .

- Estabelecer e validar a metodologia de andlise quantitativa com dectec¢do dos

produtos de degradacao.

3.2- OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar a estequiometria e a constante de estabilidade (Ks) do complexo de

inclusao formado.

- Aumentar a solubilidade em agua do acetato de hidrocortisona (AH).

- Obter o melhor percentual de inclusédo para a formagédo do complexo de inclusao

com a gama ciclodextrina e com a hidroxipropil beta-ciclodextrina (HPBCD).



70
71
72
73
74
75

76

77
78
79
80

81
82

Objetivo 41

- Caracterizar o complexo de inclusdo formado pelas técnicas de espectrofotometria
UV, Infravermelho (IV), Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV), Ressonancia
Magnética Nuclear de H' (RMN) Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC) e
difracao de raios-X.

- Propor um modelo de modelagem molecular das possibilidades de estruturas do

complexo de inclusao.

- Desenvolver uma formulagdo liquida oral de acetato de hidrocortisona (AH)
complexado com ciclodextrina, para auxiliar no tratamento de hiperplasia adrenal

congénita, facilitando a administracdo desse medicamento em criangas.
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IV- MATERIAIS E METODOS

4.1- PLANEJAMENTO

A dissertacao teve carater multidisciplinar, sendo realizada no Departamento
de Medicamentos da Faculdade de Farmacia, no Nucleo de Pesquisa de Produtos
Naturais (NPPN), Instituto de Quimica (UFRJ), COPPE (UFRJ) e Fundacao Oswaldo

Cruz.

4.1.1- DEPARTAMENTO DE MEDICAMENTOS

4.1.1.1- Laboratério de Controle de Qualidade de Farmacos e Medicamentos-

LabCQ-realizacao dos seguintes testes:

Testes de controle de qualidade fisico-quimico da matéria-prima acetato de
hidrocortisona e produto acabado.

Validacdo da metodologia analitica quantitativa por CLAE para a solugao oral
de acetato hidrocortisona e seus produtos de degradacéo.

Desenvolvimento dos complexos de inclusdo do acetato de hidrocortisona em
ciclodextrinas.

Caracterizacdao dos complexos de inclusdo por espectroscopia de

Infravermelho com transformada de Fourrier.
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4.1.1.2- Instituto de Quimica — Departamento de Quimica Organica —

Laboratério de modelagem molecular (Profa. Magaly Girdo Albuquerque).

Desenvolvimento da prosposta da modelagem molecular para a formacao do

complexo de inclusdo do AH/HPBCD.

4 .1.1.3- Farmécia Universitaria da UFRJ

Desenvolvimento da formulacao liquido oral de acetato de hidrocortisona.

4.1.1.4- PEMM/COPPE/UFRJ — Laboratério de Microscopia Eletronica (Marcia

Soares Saden) e Nucleo de Catalise.

Analise por microscopia eletrdnica de varredura (MEV) e difracao de raios-X.

4.1.1.5- Fundagéao Oswaldo Cruz - Farmanguinhos (Altivo Pitalunga e Rafael

Cardoso Seiceira)

Andlise de calorimetria diferencial de varredura (DSC) das amostras.

4.1.1.6- Nucleo de Pesquisas de Produtos Naturais (NPPN)

Liofilizagdo do complexo de inclusdo do AH/HPBCD e a anadlise de

ressonancia magnética nuclear de H'.
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4.2- MATERIAIS

4.2.1- REAGENTES
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2-Hidroxipropil-B-ciclodextrina (Cargill)

Gama ciclodextrina (American Maize-Products Company)
Acetonitrila para CLAE

Agua Destilada

Metanol para CLAE

Etanol P.A.

Tampao fosfato pH 6,5

Acetato de hidrocortisona padrao (Sigma®)
Acetato de hidrocortisona matéria-prima (Galena®)
Acucar branco

Sorbato de potassio

Metilparabeno

Dimetilsulfoxido (DMSO)
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4.2.2- EQUIPAMENTOS

Balancga analitica Mettler Toledo AG 204
Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia Schimadzu
Destilador Quimis

Potenciémetro Digimed DME CV 4
Espectrofotobmetro Shimadzu UV-2401PC
Espectrofotobmeto infravermelho com transformada de Fourrier Shimadzu-
FTIR8300

Estufa Quimis-Q3178 SE

Polarimetro Schmidt + Haensch NH8

Ponto de fusdo Buchi B-540

Banho-maria com agitacao

Liofilizador Labconco modelo: 603886

Banho termostatico Thornton T14

Placa com aquecimento e agitacao

Calorimetro Diferencial de Varredura

Microscépio Eletrénico de Varredura (MEV)-JEOL JSM 6460 LV 15Kv

Espectrémetro de Ressonancia Magnética Nuclear Bruker — spectrospin modelo:
DRX 400
Difratdbmetro de raios-X Rigaku modelo Miniflex
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4.2.3- VIDRARIAS E OUTROS

- Cubetas de quartzo com capacidade de 3 mL, caminho 6ptico de 1 cm
- Bureta 10,0 mL

- Balbes volumétricos

- Béqueres pyrex

- Frascos erlenmeyer com tampa

- Papel aluminio

- Seringa descartavel de 5 mL

- Barra magnética

- Filtro de membrana 0,45 pm

- Gral e pistilo

- Pipetas automaticas Eppendorf
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4.3- METODOS

4.3.1- ANALISE DA MATERIA-PRIMA

4.3.1.1- ACETATO DE HIDROCORTISONA

Realizou-se a andlise da matéria-prima acetato de hidrocortisona (AH)
segundo as especificacoes preconizadas pela USP XXVII e BP 2004. Foram
avaliadas as caracteristicas organolépticas (aspecto, cor e odor); solubilidade (agua,
alcool etilico e cloroférmio).

A identificacdo por infravermelho foi realizada na faixa entre 500-4000 cm™.
Preparacao do padrédo: pesou-se 4,2 mg de AH padrdo sigma e 298,4 mg de
brometo de potassio, foram trituradas em gral com pistilo por 10 minutos, para o
preparo da pastilha. Preparacdo da amostra: pesou-se 4,4 mg de AH matéria-prima
e 299,1 mg de brometo de potéssio, foram trituradas em gral com pistilo por 10
minutos, para o preparo da pastilha. Perda por secagem até peso constante a 105°
C; ponto de fuséo.

Doseamento do teor do acetato de hidrocortisona: pesou-se as massas
(0,0276 g; 0,0277 g; 0,0275 g) de AH, e procedeu-se a diluicdo de cada uma;
1/50x1/25 baldo volumétrico, usando etanol como diluente. Realizou-se a leitura em
espectrofotdbmetro UV a 241,5 nm. Os calculos foram realizados contra um padrao
de acetato de hidrocortisona da literatura (A'” 1cm), valor tabelado de absortividade
especifica.

Calculos:

% =Aax 10x50x25x100

395 x pesada (mg)
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4.3.2- PREPARACAO DOS COMPLEXOS DE INCLUSAO DO ACETATO DE

HIDROCORTISONA EM CICLODEXTRINAS

A formagédo dos complexos de inclusdo do acetato de hidrocortisona em
ciclodextrinas, (gama ciclodextrina e hidroxipropil beta-ciclodextrina), foi realizado
através do método de diagrama de solubilidade de fase (HIGUCHI & CONNORS,
1965). O acetato de hidrocortisona foi adicionado em excesso a varias
concentragdes crescentes de solugdes de ciclodextrina. As diferentes amostras
foram submetidas a agitacdo e apoés ter sido alcancado o equilibrio foram filtradas. A
concentragdo do acetato de hidrocortisona foi determinada entdo por
espectrofotometria no UV e avaliado o melhor percentual de inclusdo entre as

amostras utilizadas e posterior caracterizagdo do complexo de inclusao.

4.3.2.1- PREPARACAO DO COMPLEXO DE INCLUSAO DO ACETATO DE

HIDROCORTISONA EM GAMA CICLODEXTRINA

Solugbes de diferentes concentragdes de gama ciclodextrina em agua foram
preparadas em frasco erlenmeyer de 125 mL com tampa e juntou-se o acetato de
hidrocortisona na concentragdo fixa em torno de 5,0 mM. As amostras apos
preparadas foram deixadas, sob agitacao, protegidas da luz com papel aluminio e
em seguida foram filtradas através de papel de filtro; do filtrado foi retirada uma
aliquota de 1,0 mL que foi adequadamente diluida em etanol e avolumada para

100,0 mL. Efetuou-se a leitura em espectrofotometro a 241.5 nm.
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Foram testados onze grupos de preparacdes distintas. Em cada grupo foram
variados os seguintes parametros: concentracao de gama ciclodextrina, temperatura
e tempo de agitacdao das preparagdes, ordem de adicao dos componentes, adicao
de etanol para facilitar a solubilizacdo do acetato de hidrocortisona. As amostras
foram mantidas sob e sem refrigeracao, a fim de se determinar a condicao ideal para
a preparagcao do complexo de inclusdo. Todas as amostras continham uma
concentragcao final de 2 mg/mL de acetato de hidrocortisona. A concentracado de
acetato de hidrocortisona das amostras para a leitura no espectrofotémetro foi de 20
ug/mL, as quantidades de ciclodextrinas nas amostras nao interferiram na leitura
espectrofotométrica.

Grupos | e Il: sem adicéo de etanol, alterando o tempo de agitacao (figura 8).
Grupos Il e IV: variando a quantidade de etanol (figura 9).

Grupos V e VI: variando a ordem de adicdo dos componentes do complexo de
inclusao (figura 10).

Grupos VII, VIII e IX: variando o tempo de agitacéo e a temperatura (figura 11).
Grupo X: amostras em temperatura ambiente, sem refrigeracao (figura 12).

Grupo Xl: parametros ja pré-definidos sé variando concentracdo de gama
ciclodextrina (figura 13).

Todos os testes foram realizados em duplicata.
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Agua g.s.p 25,0 mL

Geladeira

Diluicdo 1/100

Figura 9: Preparacdo do complexo de inclusdo do AH em gama ciclodextrina para os
grupos lll e IV.
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Agua g.s.p 25mL

Geladeira

Diluicdo 1/100

Figura 10: Preparacdo do complexo de inclusdo do AH em gama ciclodextrina para
os grupos V e VI.
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Agua g.s.p 25,0 mL

Geladeira

Diluicdo 1/100

Figura 11: Preparagdo do complexo de inclusdo do AH em gama ciclodextrina para
os grupos VII, Vil e IX.
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Agua g.s.p 25,0 mL

Temperatura ambiente

Diluicdo 1/100

Figura 12: Preparagao do complexo de inclusdo do AH em gama ciclodextrina para o

grupo X.
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Agua g.s.p 25,0 mL

Temperatura ambiente

Diluicdo 1/100

Figura 13: Preparagdo do complexo de inclusdo do AH em gama ciclodextrina para o
grupo XI.
]
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4.3.2.2- PREPARACAO DO COMPLEXO DE INCLUSAO DO ACETATO DE
HIDROCORTISONA EM HIDROXIPROPIL pB-CICLODEXTRINA UTILIZANDO
AGUA COMO VEICULO

Foi realizado o teste da inclusdo do acetato de hidrocortisona em hidroxipropil
B-ciclodextrina, por ja ter sido relatado na literatura (GREIE et al., 2000).

Pesou-se diferentes massas de acetato de hidrocortisona em frascos
erlenmeyer de 125 mL, a seguir acrescentou-se diferentes concentracdes da solucao
de hidroxipropil B-ciclodextrina (acetato de hidrocortisona na auséncia e com
hidroxipropil B-ciclodextrina, 20, 50, 70, 75, 80, 85, 134, 135, 140 e 145 mM),
completou-se o volume de 25 mL com agua.

As amostras foram colocadas em banho-maria, a 37°C, sob agitagdo em
frascos erlenmeyer de 125 mL com tampa, protegidas da luz com papel aluminio,
por 1 hora. Logo ap6s as amostras foram filtradas através de papel de filtro, do
filtrado obtido foi retirada uma aliquota de 1,0 mL para b.v. de 100,0 mL; completou-
se 0 volume com etanol e efetuou-se a leitura em espectrofotbmetro a 241,5 nm

(figura 14).
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Agua g.s.p 25,0 mL

Temperatura ambiente

Diluicdo 1/100

Figura 14: Preparacao do complexo de inclusdo do AH em HPBCD, veiculo agua.
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4.3.2.3- PREPARACAO E AVALIACAO DO COMPLEXO DE INCLUSAO DO
ACETATO DE HIDROCORTISONA EM HIDROXIPROPIL B-CICLODEXTRINA,

UTILIZANDO COMO VEICULO TAMPAO FOSFATO SALINO pH 7,4 (PBS) 0,1 M

Foi verificada a influéncia da solugdo PBS 0,1 M pH 7,4 na formacgédo do
complexo de inclusdo, por constar na literatura a inclusdo de hidrocortisona com
hidroxipropil B-ciclodextrina nesta solugdo (DAVIES, WANG & TUCKER, 1997).

Pesaram-se diferentes massas de acetato de hidrocortisona em frascos
erlenmeyer 125 mL, a seguir acrescentou-se diferentes concentra¢des de solucao de
hidroxipropil B-ciclodextrina em PBS 0,1M pH 7,4 (acetato de hidrocortisona na
auséncia de hidroxipropil B-ciclodextrina somente com 25,0 mL de PBS 0,1 M pH
7,4, e com 20, 50, 75, 134 mM de hidroxipropil beta-ciclodextrina), e por fim
completou-se com solugao de PBS 0,1M pH 7,4.

As amostras recém preparadas foram deixadas em banho-maria, a 37°C, sob
agitacao nos frascos erlenmeyer de 125 mL com tampa, protegidas da luz com papel
aluminio, por 1 hora. As amostras foram filtradas através de papel de filtro; do filtrado
obtido foi retirada uma aliquota de 1,0 mL que foi adequadamente diluida com etanol
e completou-se o volume para 100,0 mL. A leitura foi feita em espectrofotometro a

241,5 nm (figura 15).
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PBS 0,1M pH 7,4
g.s.p 25,0 mL

Temperatura ambiente

Nililican 1/100

Figura 15: Preparag¢do do complexo de inclusdao do AH em HPBCD, veiculo PBS pH
7.4 0,1 M.
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4.3.3- IDENTIFICACAO DO PO RETIDO PELA FILTRACAO DURANTE AS
PREPARACOES DO COMPLEXO DE INCLUSAO DO AH EM CICLODEXTRINAS

(GAMA CICLODEXTRINA E HIDROXIPROPIL B-CICLODEXTRINA)

Durante as preparacdes para a formacdo do complexo de inclusdo em
ciclodextrinas foi adicionado o AH e diferentes concentracbes de solucdes de
ciclodextrinas (gama ciclodextrina e hidroxipropil B-ciclodextrina) foram deixadas sob
agitacdo em temperaturas e tempos variados. Em seguida, as amostras foram
filtradas, sendo neste filtrado analisado a concentracdo do AH. O p6 retido no papel
de filtro foi cuidadosamente seco em estufa, a 35 C, por 5 minutos e, posteriormente,
retirado com auxilio de uma espatula de aco. Preparou-se a pastilha com brometo de
potassio, cerca de 1,5 % do pd, para analise de identificacdo por IV de 500 a 4000

cm™.

4.3.4- PREPARACAO E LIOFILIZACAO DO COMPLEXO DE INCLUSAO DO

ACETATO DE HIDROCORTISONA EM HIDROXIPROPIL B-CICLODEXTRINA

Foi realizada a preparacdo do complexo de inclusdo do acetato de
hidrocortisona em hidroxipropil B-ciclodextrina, que obteve um melhor percentual de
inclusdo, em quantidade suficiente para a continuacao do trabalho, visando o ensaio
de uma formulacao oral.

Adicionou-se uma massa de acetato de hidrocortisona de 0.813 g em 375,0
mL de solugdo aquosa de hidroxipropil B-ciclodextrina, a 134 mM, em frasco

erlenmeyer de 500 mL com tampa. A amostra foi colocada em banho-maria, a 37°C
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por 1 hora, sob agitacdo, protegida da luz com papel aluminio. Logo ap6s o
resfriamento, a temperatura ambiente, a amostra foi transferida para frasco individual
cilindrico apropriado para o liofilizador. A amostra foi previamente congelada em
freezer, inclinando-se o frasco de forma a ser obtida uma maior area superficial que
facilitasse o processo de liofilizacao.

O produto resultante foi homogeneizado em gral e avaliado quanto ao
percentual de inclusdo pelo método de espectrofotometria. O rendimento do

complexo de inclusdo obtido foi calculado.

4.3.5- CARACTERIZACAO DO COMPLEXO DE INCLUSAO DO ACETATO DE

HIDROCORTISONA EM HIDROXIPROPIL 3-CICLODEXTRINA LIOFILIZADO

4.3.5.1- DETERMINACAO DA ESTEQUIOMETRIA

Avaliou-se a estequiometria do complexo de inclusdo através do tipo de
grafico obtido pelo diagrama de solubilidade de fase segundo (HIGUCHI &
CONNORS 1965). De acordo com o grafico obtido classifica-se o complexo formado
em; A (aumento na solubilidade) e B (queda da solubilidade). A obtencdo de um
grafico com o aumento da solubilidade com desvio positivo (Ap) indica uma
estequiometria 1:2, quando o aumento da solubilidade ocorrer linearmente, com o
aumento crescente da concentracao de ciclodextrina (AL), indica uma estequiometria

1:1 (HIGUCHI & CONNORS, 1965).
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4.3.5.2- DETERMINAGAO DA CONSTANTE DE ESTABILIDADE (KS)

A determinacdo da constante de estabilidade (Ks) foi realizada segundo a
equagao abaixo, a fim de verificar a estabilidade do complexo formado (GRANT &

HIGUCHI, 1990 apud DAVIES, WANG & TUCKER, 1997).

Ks = Inclinagcdo
So (1-Inclinagdo)

Onde:

So= solubilidade do AH na auséncia da hidroxipropil beta-ciclodextrina

Valores de Ks entre 200 e 5000 M sdo considerados ideais para a formacéo

do complexo (BLANCO et al., 1991).
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4.3.5.3- CARACTERIZAGCAO DO COMPLEXO DE INCLUSAO AH/HPBCD
LIOFILIZADO POR INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE FOURIER

(FTIR)

Foi realizado o espectro de IV para as 4 amostras: AH, HPBCD, mistura fisica
(na mesma razao molar do complexo de inclusao AH/HPBCD 1:24) e complexo de
inclusdo AH/HPBCD liofilizado. A mistura fisica de AH/HPBCD foi obtida através da
intensa trituracdo em gral com pistilo por 5 minutos, obtendo-se pastilhas com
brometo de potassio. Os testes foram realizados em espectrofotdmetro de
infravermelho com transformada de Fourrier (Shimadzu FTIR8300). Todas as

amostras foram preparadas em quantidades descritas na tabela a seguir.

Tabela 6: Propor¢cbdes dos componentes das amostras para obtencao de pastilhas de

brometo de potassio (KBr).

Amostras Quantidades (mg) KBr (mg)
AH 3,2 250
HPBCD 3,1 250
Mistura fisica 3,2 250
Complexo AH/HPBCD 3,2 250

As quantidades das amostras indicadas na tabela acima sdo equivalentes a
cerca de 1,3% em relacao a quantidade de brometo de potassio.

Para minimizar a interferéncia da agua na banda dos espectros de IV as
amostras foram mantidas em dessecador por 1 hora. Posteriormente, foram

preparadas as pastilhas.
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4.3.5.4- CARACTERIZAGCAO DO COMPLEXO DE INCLUSAO AH/HPBCD

LIOFILIZADO POR CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE VARREDURA (DSC)

As anadlises das caracteristicas térmicas do AH, HPBCD, mistura fisica e
complexo de inclusao AH/HPBCD liofilizado foram determinadas por calorimetria
diferencial de varredura. Durante cada varredura, cerca de 1 a 2 mg das amostras
foram colocadas em pequenas panelas de aluminio, hermeticamente seladas, sob
atmosfera de nitrogénio. Todas as amostras foram aquecidas na faixa entre 0 —
320°C com velocidade de aquecimento de 10°C/minuto. Os termogramas foram
realizados em um calorimetro diferencial de varredura.

Segundo a literatura o desaparecimento de eventos termais da molécula
héspede no interior do complexo de inclusdo é geralmente a prova da inclusdo

(SZEJTLI, 1982 & SENEL et al., 1992 apud GINES et al., 1998).

4.3.5.5- CARACTERIZACAO DO COMPLEXO DE INCLUSAO POR

RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE HIDROGENIO (RMN-H")

Foi realizado o RMN-H' do AH, HPBCD, mistura fisica e complexo de inclusdo
AH/HPBCD liofilizado, a fim de verificar possiveis alteragcdes em H-3 e H-5 presentes
na cavidade da HPBCD, pois sdo 0s sensores mais sensiveis na formacao do

complexo de inclusdao (FORGO, VINCZE & KOVER, 2003).
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4.3.5.6- CARACTERIZAGCAO DO COMPLEXO DE INCLUSAO AH/HPBCD

LIOFILIZADO POR MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

As caracteristicas do formato e da superficie do AH, HPBCD, mistura fisica e
do complexo de inclusao AH/HPBCD foram visualizados utilizando-se a microscopia
eletrdnica de varredura. As amostras foram recobertas com uma fina camada de
ouro em um metalizador e distribuidas separadamente, sobre uma fita de carbono.
As fotomicrografias foram realizadas em um microscopio eletrénico de varredura

(MEV)-JEOL JSM 6460 LV, a uma voltagem de 15Kv.

4.3.6- TESTE DE SOLUBILIDADE EM AGUA DO COMPLEXO DE INCLUSAO

AH/HPBCD LIOFILIZADO E DA MISTURA FiSICA

Foi verificada a solubilidade em agua do complexo de inclusao AH/HPBCD
liofilizado e da mistura fisica, a fim de verificar o aumento da solubilidade do AH
incluso na HPBCD. A mistura fisica foi obtida pela trituragdo em gral com pistilo de
0,2 gde AH e 17,1438 g de HPBCD (mesma concentracao do complexo de inclusdo
liofilizado), por 5 minutos.

Os testes foram realizados conforme tabela de solubilidade da USP 27
(Description and Solubility). A solubilidade em agua do complexo AH em HPBCD

liofilizado encontra-se na tabela 7 e a solubilidade da mistura fisica na tabela 8.
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Tabela 7: Solubilidade do complexo AH/HPBCD liofilizado

Massa do complexo de Massa Volume adicionado de
inclusdo AH/HPBCD | correspondente de agua (uL)
liofilizado (g) AH(g)
0,8667 0,01 10
0,8662 0,01 100
0,8658 0,01 300
0,8665 0,01 1000
0,8666 0,01 10000

Tabela 8: Solubilidade da mistura fisica AH/HPBCD

Massa da mistura Massa Volume adicionado de
fisica AH/HPBCD(g) | correspondente de agua (ulL)
AH(g)
0,8673 0,01 10
0,8667 0,01 100
0,8668 0,01 300
0,8664 0,01 1000
0,8667 0,01 10000

Verificou-se para cada amostra a formagéao ou nao de precipitado.

4.3.7- DOSEAMENTO DO AH NO COMPLEXO DE INCLUSAO

O doseamento do AH no complexo de inclusao liofilizado foi realizado em

realizados contra um padrao da literatura (BP, 2004).

% =Aax10x50x25x 100

395 x pesada (mg)

triplicata, com uma concentracao final em torno de 20 ug/mL, usando etanol como

solvente. Realizou-se a leitura em espectrofotémetro a 241 nm. Os calculos foram
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4.3.8- DESENVOLVIMENTO DA FORMULACAO LIQUIDA DO ACETATO DE
HIDROCORTISONA INCLUSO EM HIDROXIPROPIL BETA-CICLODEXTRINA

(SOLUCAO ORAL)

4.3.8.1- PREPARACAO DA FORMULACAO

Foram preparadas trés formulacées de AH, seus componentes basearam-se
na preparacao de AH que vem sendo aviada pela Farmacia Universitaria da UFRJ.
Para aumentar a solubilidade do acetato de hidrocortisona em agua foi utilizado o
complexo de inclusdo AH/HPBCD liofilizado.

As concentragdes das solugcbes foram de 2 mg/mL de acetato de
hidrocortisona, pois essa concentracdo vem sendo prescrita pelo Hospital
Universitario Clementino Fraga Filho (HUCCFF) para o tratamento de criancas com
hiperplasia adrenal congénita (HAC).

Foi preparado o xarope simples com quantidade de agua destilada inferior a
100,0 mL, esta diferenca foi utilizada para dissolver o complexo AH/HPBCD antes de

sua incorporagao no xarope simples, tabela 9.
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Tabela 9: Preparacao do xarope simples, utilizando diferentes concentracoes de

conservantes.
Componentes Quantidade (g)
Acucar branco 84,9 84,8 84,9
Metilparabeno 0,1 0,2 -
Sorbato de potassio - - 0,1
Agua destilada 60,0 60,0 60,0

Preparacao:

Em um bécher dissolveu-se o metilparabeno / sorbato de potassio, em agua

destilada, com aquecimento 65°C. Apés solubilizagdo adicionou-se o aglicar branco

com agitagdo constante até a solubilizacdo, apds o resfriamento, a temperatura

ambiente, filtrou-se a solugdo através de papel de filtro do tipo “chardin™ obtendo-se

0 xarope simples.

Tabela 10: Preparacao da formulagao do AH/HPBCD no xarope simples com

metilparabeno.

Componentes
Xarope simples
Complexo de inclusao
AH/HPBCD liofilizado
Agua destilada

Quantidade (g)
41,10
17,34

28,0

Tabela 11: Preparagao da formulagdo de AH/HPBCD no xarope simples com sorbato

de potassio.

Componentes
Xarope simples
Complexo de inclusao
AH/HPBCD liofilizado
Agua destilada

Quantidade (g)
41,10
17,34

28,0
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Solubilizou-se o complexo de inclusdo AH/HPBCD liofilizado em agua
destilada, levando-se em banho de ultra-som por 5 minutos; a solugdo obtida foi
incorporada ao xarope simples, obtendo-se uma formulagao limpida.

Foram desenvolvidas 3 formulagdes:

12 - Complexo de inclusdo AH/HPBCD liofilizado com xarope simples e conservante
metilparabeno na concentragdo de 0,1%.

2% - Complexo de inclusdo AH/HPBCD liofilizado com xarope simples e conservante
metilparabeno na concentracao de 0,2%.

3% Complexo de inclusdo AH/HPBCD liofilizado com xarope simples, e conservante
sorbato de potassio na concentragédo de 0,1%.

O pH das formulagdes ficaram em torno de 5,0, pois é o valor de pH em que
0S conservantes se mantém estaveis e com boa atividade (HANDBOOK OF
PHARMACEUTICAL EXCIPIENTS, 1994). O pH foi determinado através de um
potencidmetro com eletrodo indicador de vidro e de referéncia de prata cloreto de

prata.



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

Materiais e Métodos 70

4.3.9- DESENVOLVIMENTO DAS CONDIGCOES CROMATOGRAFICAS PARA A

ANALISE DAS FORMULACOES COM AH EM HPBCD

Foram empregadas varias condigdes cromatograficas para a analise da
substancia ativa (AH) e dos possiveis produtos de degradagdo formados em
solucdo, sob estresse, (40°C por 1 dia) e da preparacéo de complexo de inclusdo AH
em HPBCD na formulacao, a fim de avaliar também, a separagdo do conservante na
formulacéo.

Foi pesado cerca de 0,02 g de AH em 10,0 mL de etanol, essa solucao foi
colocada em estufa, a 40°C, por 1 dia. A amostra foi diluida em uma mistura de
metanol/agua (50:50), obtendo uma concentragéo final em torno de 200 ug/mL.

O complexo de inclusdo formado do AH em HPBCD 134 mM foi pesado e
diluido em uma mistura de metanol/agua (50:50), obtendo uma concentracao final
em torno de 400 pug/mL.

As condi¢Oes cromatogréficas iniciais foram baseadas no trabalho de Hajkova
e colaboradores (HAJKOVA et al., 2003).

Utilizou-se uma pré-coluna com 1 cm x 4 mm de octadecil silano (ODS) e
didmetro de poro de 5 um, uma coluna 15 cm x 4.6 mm ODS e diametro de poro
5um, detector UV de arranjo de fotodiodos.

As concentragbes das amostras foram em torno de 400 pug/mL, tendo sido
variados alguns parametros a fim de verificar o cromatograma com menor tempo de
retencdo e melhor resolugao (R). Os parametros variados para a validagao do
método foram: comprimento de onda de detecc¢ao, fluxo, composi¢do da fase movel

e temperatura da pré-coluna e coluna, validando-se o método posteriormente.
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Tabela 12: Condicdes cromatograficas testadas para a matéria-prima AH sob

estresse
Condicoes Fase mével Fluxo Temperatura | Detector A
cromatograficas MeOH/AcCN/H,O | (mL/minuto) | da pré-coluna nm
v/viv e coluna (C)
1 50/35/15 1.0 25 242
2 50/35/15 1.0 25 238
3 15/45/40 1.0 25 238
4 20/40/40 1.0 25 238
5 25/35/40 1.0 25 238

Tabela 13: Condicdes cromatograficas testadas para o complexo de inclusao AH em

HPBCD na formulacao.

Condigdes Fase movel Fluxo Temperatura | Detector A
cromatograficas MeOH/ACCN/H,O | (mL/minuto) | da pré-coluna nm
V/VIv e coluna (C)
6 28/32/40 1.0 25 238
7 35/25/40 1.0 25 238
8 35/25/40 1.0 30 238
9 35/25/40 1.0 35 238
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4.3.10- VALIDACAO DA METODOLOGIA ANALITICA PARA A FORMULACAO

DE AH

A validagdo estabelece evidéncias documentadas de um sistema,
comparando o0 que consistentemente se produz com o0 que se propde a produzir
(BRASIL, 2003).

Foram avaliados os seguintes parametros de validacdo de metodologia
analitica: linearidade, precisdo, exatiddo e a interferéncia dos excipientes da
formulacéo, pois 0 método enquadra-se na categoria | da classificacdo das normas

da ANVISA (BRASIL, 2003).

4.3.10.1- LINEARIDADE

Foram preparadas duplicatas de solugbes de AH, a partir de uma solugao
mae, padrao sigma, nas concentragbes de 240, 270, 300, 330 e 360 pg/mL, para a
obtencdo da curva padrdo, sendo cada solugdo injetada duas vezes no
cromatografo. Com esses dados construiu-se uma curva de calibragdo com as
concentragdes do AH versus a resposta gerada no ensaio da area. Determinou-se a
equacao da reta (y = ax + b) calculando-se o intercepto (b), a inclinagdo (a) e o
coeficiente de correlagao(r), obtidos das réplicas analisadas. Este procedimento foi

realizado em triplicata.
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4.3.10.2- PRECISAO

Para avaliar a precisdo foi realizada a analise do teor das formulacdes
desenvolvidas. A preparacdo das solugcoes amostras foi realizada conforme o

esquema abaixo:

2" formulagio 3" formulagéo
ml =2,0269 g ml =2,0465 ¢
m2 = 2,0548 g m2 = 2,0398 g
m3=2,0393¢g m3 =2,0568 g

Baldo volumétrico de 10 mL com
metanol/dgua (50:50)

Figura 16: Preparagéo da solugdo amostra para andlise de precisdo do método

Cada solugcao amostra foi preparada em triplicata e injetada duas vezes no
cromatografo. A quantificagéo foi feita em cada injecao e o desvio padrao relativo foi
calculado com seis resultados.

Um DPR menor que 2% € considerado bom (HASWELL, 1992). DPR acima
de 5% o método analitico ndo é considerado preciso (BRASIL, 2003).

Calculo do DPR:

DPR=DP  x 100
CMD

Onde:
DPR= desvio padrao relativo

DP= desvio padréao CMD= concentragdo média determinada
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4.3.10.3- EXATIDAO

Defini-se por exatiddo a proximidade dos resultados obtidos
experimentalmente em relacéo ao valor verdadeiro. E normalmente expressa como o
desvio percentual das concentracdes calculadas em relacdo as concentracoes reais
(KARTAL, 2001).

A exatiddo € calculada como taxa de recuperagdo; adicionando-se
quantidades conhecidas do composto de referéncia em cada formulagcao, em ordem
crescente, para obter trés concentragdes diferentes (BRASIL, 2003).

Os testes de recuperacdo foram realizados da seguinte forma: foram
preparadas formulagdes com concentragdes de AH 80, 100 e 120% da concentracao
declarada.

Calculo da exatidao:

Exatidao = concentracdo média experimental x 100
concentracao teorica

4.3.10.4- INTERFERENCIA DOS EXCIPIENTES DA FORMULACAO

Foram preparadas solu¢des contendo apenas o0s excipientes, nas mesmas
concentragdes que as formulagdes com a substancia ativa, a fim de verificar a

interferéncia dos excipientes na metodologia analitica.
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4.3.11- ANALISE QUANTITATIVA DO ACETATO DE HIDROCORTISONA NAS

FORMULAGCOES DESENVOLVIDAS

A metodologia de andlise para a determinacédo do teor e dos produtos de
degradacdo do AH das trés formulacdes desenvolvidas foi realizada através de
CLAE de fase reversa, com detector de UV e arranjo de fotodiodo, de método
previamente validado.

Analisou-se as matérias-primas AH e HPBCD separadamente que foram
empregadas para a formacdo do complexo de inclusdo AH/HPBCD e dos outros
componentes das formulagées.

A quantificacdo do acetato de hidrocortisona na formulacdo foi baseada na

determinacao da curva padréao.
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4.3.12- ESTUDO DE MODELAGEM MOLECULAR DO COMPLEXO DE INCLUSAO

DO AH EM HPBCD

A partir dos dados obtidos da avaliagdo do complexo de inclusdo do
AH/HPBCD com melhor percentual de incluséo, construimos um modelo hipotético
de uma das possibilidades de estruturas do complexo de inclusao por modelagem
molecular.

O grau de substituicdo da HPBCD pode variar de 4,0-8,0. Este indice indica o
namero médio de grupos hidroxipropila (HP) por unidade de B—ciclodextrina.
Portanto, na construcdo da molécula de HPBCD consideramos, por questdes de
simetria, um grupo HP ligado ao alcool priméario de cada unidade de glicose, o que
corresponde a um grau de substituicdo de 7,0.

O complexo de inclusdo do acetato de hidrocortisona (AH) com a 2-
hidroxipropil p—ciclodextrina (HPBCD) foi obtido por encaixe manual das estruturas
isoladas e previamente minimizadas e submetido a minimizagéo de energia usando
o campo de forca MM+ do programa HyperChem (versao 7.5 para Windows,

Hypercube, Inc.).
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4.3.13- ANALISE DE DIFRACAO DE RAIOS-X DO COMPLEXO DE INCLUSAO

DO AH EM HPBCD LIOFILIZADO

A difracéo de raios-X (DRX) pelo método do pé utiliza um Unico comprimento
de onda oriundo de uma fonte (tubo catddico) constituido por metais leves (Cu, Mo,
Cr, Co, Fe, Ni), cujo catodo € bombardeado por elétrons de energia da ordem de 25
a 50KV. Os raios-X gerados variam numa faixa de 0,7 a 2,3A, sendo faciimente
absorvidos. O espalhamento e a consequente difragdo de raios-X que ocorre devido
as nuvens eletrénicas dos atomos presentes nas amostras permite identificar as
linhas de difracdo correspondentes aos espagcamentos interplanares dos materiais
cristalinos. Se os atomos estiverem arranjados regularmente no espago de rede, o
angulo de espalhamento 26 esta diretamente relacionado a distancia interplanar.

As amostras do AH, HPBCD, mistura fisica e complexo de inclusédo
AH/HPBCD, foram colocadas sobre tiras com dimensées 2 x 2 cm?, e varridas com
angulo de incidéncia dos raios-X (20) na faixa de 0 a 60°. Através do espectro pode-
se identificar as fases cristalinas, por meio da medida da distancia entre os planos
cristalinos, caracteristicos de cada material, através da medida de posi¢cao dos picos
obtidos nos espectros das amostras.

As analises de DRX nas amostras foram feitas nas seguintes condi¢bes
operacionais: radiagdo 30 KV / CuKa. (A = 1,5418 A), angulo de varredura (26): 2 a
60°, velocidade angular: 0,05°.

Os efeitos do tipo, da concentracao e da granulometria do sal foram avaliados

por esta técnica.
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V- RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1- ACETATO DE HIDROCORTISONA

5.1.1- ASPECTO, COR E ODOR

Apresentou-se em forma de p6 branco e inodoro, de acordo com a

especificacdo da Farmacopéia Britanica (BP 2004).

5.1.2- IDENTIFICACAO

Foi realizada a identificagcdo por IV, utilizando-se o padrdao sigma como

referéncia (figura 17), avaliando-se a matéria-prima (AH) (figura 18).
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Figura 17: Espectros de IV do acetato de hidrocortisona padrdo sigma.

Figura 18: Espectro de IV do acetato de hidrocortisona matéria-prima.

5.1.3- SOLUBILIDADE

Foi realizada a solubilidade do AH: sendo insoluvel em &gua, levemente
soluvel em etanol e cloroférmio estando de acordo com a especificacdo da

farmacopéia americana (USP 27, 2004).

5.1.4- PERDA POR SECAGEM

Apoés avaliagdo da secagem em estufa até peso constante a amostra perdeu

0,38%, encontrando-se de acordo com a especificacao da farmacopéia britanica que

preconiza uma perda de ndo mais que 0,5% de seu peso (BP, 2004).
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5.1.5- PONTO DE FUSAO

Foi determinado o ponto de fus&o entre 213.4 e 218.4°C através da média de
trés determinacdes. Os resultados estdo de acordo com a especificacdo da
farmacopéia britanica, que preconiza temperatura de 220°C com decomposicéo (BP,
2004).
5.1.6- TEOR

Foi determinado o teor de 101,9 + 0.74% na matéria-prima, estando aprovado

Segundo a especificacdo da Farmacopéia Britanica, onde deve conter ndo menos

que 97,0% e nao mais que 103,0% calculada sob a base anidra (BP, 2004).

0.800

Figura 19: Espectros de UV do acetato de hidrocortisona matéria-prima
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1 5.2- AVALIACGAO DOS COMPLEXOS DE INCLUSAO DO ACETATO DE

2 HIDROCORTISONA EM CICLODEXTRINAS

4 52.1- AVALIACGAO DO COMPLEXO DE INCLUSAO DO ACETATO DE

5 HIDROCORTISONA EM GAMA CICLODEXTRINA

7 Os percentuais de inclusdo do AH em gama ciclodextrina, calculados pelo
8 método espectrofotométrico para o grupo | (tabela 14) e para o grupo Il (tabela 15),

9  encontram-se a seguir:

10 Tabela 14: Percentual de inclusao do AH em gama ciclodextrina - grupo |
Concentracao da solugao Concentracao de AH Inclusao (%)
de gama ciclodextrina (mM) n=2
(mM)

6,0 4,94 23,56 +0,85
6,5 4,96 33,9+0,78
7,0 4,94 25,0 £0,92
7,5 4,94 27,0+ 1,25
8,0 4,94 29,5 +1,08

11

12 Tabela 15: Percentual de inclusdo do AH em gama ciclodextrina - grupo |l

Concentragao da solugao Concentracao de AH Inclusao (%)
de gama ciclodextrina (mM) n=2

(mM)
6,0 4,85 19,4 + 0,64
6,5 4,86 18,8 + 0,95
7,0 4,94 19,9 + 1,31
7,5 4,94 19,9 + 1,06
8,0 5,34 21,3 +£0,88
9,0 5,08 19,9 + 0,92

13

14 Comparando-se os resultados obtidos entre os grupos | e Il, verificou-se que

15 com tempo de agitacdo de 14 horas, grupo |, obteve-se melhores percentuais de

16  inclusdo do que aqueles obtidos com tempo de agitagdo de 4 dias (grupo II).



o)1

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

Resultados e Discussdo 81

Os percentuais de inclusdo do AH em gama ciclodextrina, calculados pelo
método espectrofotométrico para o grupo Ill e para o grupo IV estéao representados

nas tabelas 16 e 17 a seguir:

Tabela 16: Percentual de inclusdo do AH em gama ciclodextrina — grupo |

Concentragao da solugao Concentracao de AH Inclusao (%)
de gama ciclodextrina (mM) n=2
(mM)
5,0 512 23,5+ 0,62
6,0 5,16 33,9 + 0,81
7,0 5,01 25,0 £ 0,93

Tabela 17: Percentual de inclusdo do AH em Gama ciclodextrina — grupo IV

Concentracao da solucao Concentracao de AH Inclusao (%)
de gama ciclodextrina (mM) n=2
(mM)
5,0 5,04 15,2 + 0,99
6,0 5,18 17,1 +1,19
7,0 5,08 18,1+ 0,74

Comparando-se os resultados obtidos entre os grupos Il e IV, verificou-se
que com uma maior quantidade de etanol (grupo IllI), obteve-se melhores
percentuais de inclusdo do que aqueles obtidos com quantidade de etanol inferior

(grupo V).

Os percentuais de inclusdo do AH em gama ciclodextrina, calculados pelo

método espectrofotométrico para o grupo V (tabela 18) e para o grupo VI (tabela19).
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Tabela 18: Percentual de inclusdo do AH em Gama ciclodextrina — grupo V

Concentracao da

Concentracao de AH

Inclusao (%)

solucdo de gama (mM) n=2
ciclodextrina (mM)
2,5 4,98 59,4 £1,07
3,0 5,04 65,8 £ 1,14

Tabela 19: Percentual de inclusdo do AH em Gama ciclodextrina — grupo VI

Concentracao da solugcao | Concentracao de Inclusao (%)
de gama ciclodextrina AH (mM) n=2
(mM)
2,5 4,96 41,3 +£0,89
3,0 4,94 44,5 + 1,06

Comparando-se os resultados obtidos entre os grupos V e VI, verificou-se que

a ordem de adicdo AH+etanol+gama+agua

(grupo V)

obteve-se melhores

percentuais de inclusdo do que aqueles obtidos com a ordem de adicao

AH+etanol+agua+gama (grupo VI).

Os percentuais de inclusdo do AH em gama ciclodextrina, calculados pelo

método espectrofotomeétrico para o grupo VII (tabela 20), grupo VIl (tabela21) e para

o grupo IX (tabela 22), estdo descritos nas respectivas tabelas a seguir.

Tabela 20: Percentual de inclusdo do AH em Gama ciclodextrina — grupo VIl

Concentracao da solucao | Concentracdao de AH (mM) | Inclusao (%)
de gama ciclodextrina n=2
(mM)
3,0 4,98 68,4 + 0,86
3,5 5,46 69,9 £ 0,73
4.0 5.02 71.3+1.02
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Tabela 21: Percentual de inclusdo do AH em Gama ciclodextrina — grupo VIl

Concentracao da solucado | Concentracao de AH (mM) | Incluséo (%)
de gama ciclodextrina n=2
(mM)
3,0 4,98 442 + 0,95
3,5 512 46,6 £ 0,94
4,0 4,96 49,4 + 1,26

Tabela 22: Percentual de inclusdo do AH em Gama ciclodextrina — grupo 1X

Concentracao da solugcao | Concentracao de AH (mM) | Incluséo (%)
de gama ciclodextrina (mM) n=2

3,0 4,96 101,4£1,16

3,5 5,12 104,3 £ 0,74

4,0 4,96 105,0 + 0,68

Comparando os resultados obtidos entre os grupos VIl e VI, verificou-se que
a preparacao realizada a 37°C por 12 horas (grupo VII) apresentou percentuais de
inclusao melhores do que aqueles obtidos com a preparagao a 39°C por 12 horas
(grupo VIII).

Comparando os resultados entre os grupos VII e IX, verificou-se que a
preparacao que foi agitada por 1 hora (grupo 1X) apresentou percentuais de inclusao
melhores do que as amostras agitadas por 12 horas (grupo VII).

Tabela 23: Percentual de inclusdo do AH em Gama ciclodextrina — grupo X

Concentracao da solucao de | Concentracao de AH (mM) | Inclusao (%)
gama ciclodextrina (mM) n=2

2,5 5,46 99,5 £0,95

3,0 5,06 101,4 £ 0,82

3,5 5,24 104,3 £ 0,89

4,0 5,76 105,0 £ 1,01
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Os resultados de inclusdo do AH em gama ciclodextrina apresentados na
tabela 23 confirmaram os resultados descritos na tabela 22, (grupo IX), onde a
ordem de adicédo foi: AH + solucdo de gama + agua, preparados com agitacao
durante 1 hora, a uma temperatura de 37 °C.

Tabela 24: Percentual de inclusdo do AH em Gama ciclodextrina — grupo Xl

Concentracao da solucao | Concentracao de AH (mM) | Incluséo (%)
de gama ciclodextrina (mM) n=23

0 5,06 0,38 £ 0,97

20 5,16 29,6 £0,76

50 5,14 26,9 £ 0,84

Verificou-se através dos resultados obtidos acima que um aumento da

concentragao de gama ciclodextrina diminuiu o percentual de inclusao do AH.
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5.2.2- AVALIACAO DOS COMPLEXOS DE INCLUSAO DO ACETATO DE

HIDROCORTISONA EM HIDROXIPROPIL BETA-CICLODEXTRINA

Foram preparados complexos de inclusdo do acetato de hidrocortisona em
HPBCD segundo metodologia descrita por GREIE e colaboradores (2000), sendo
que o solvente etanol foi substituido ora por agua (tabela 25), ora por PBS 0,1M pH
7,4 (tabela 26), para a preparacao do complexo de inclusdo descrita por DAVIES e
colaboradores (1997).

Tabela 25: Percentual de inclusdo do AH em HPBCD — veiculo 4gua.

Concentragao da solugao Concentracao de AH Inclusao (%)
de HPBCD (mM) (mM) n=3
0 4,96 0,46 + 0,99
20 4,94 18,2 £ 0,82
50 5,08 41,7 £ 0,96
70 4,94 52,3 +1,03
75 4,94 56,9 + 1,54
80 4,98 59,2 +1,32
85 4,94 65,2 + 0,64
134 5,50 91,5+0,98
135 5,75 91,5+0,92
140 5.38 89.5+0.87
145 4.94 72.5+1.09

Tabela 26: Percentual de inclusdo do AH em HPBCD - veiculo PBS 0,1M pH 7,4.

Concentracao da solucao Concentracao de AH Inclusao (%)
de HPBCD (mM) (mM) n=3

0 5,05 0,52 £1,08

50 5,07 27,4 1,45

75 5,29 40,6 £ 1,60

134 5,01 70,0 £ 0,96

12

13

14
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Através dos resultados obtidos da tabela 25, verificou-se que o aumento da
concentragdo de HPBCD houve um aumentou do percentual de inclusdo do AH,
atingindo um limite maximo de 134 mM, com um bom percentual de inclusdo 91,5%.
Entretanto, para concentragbes maiores que 134 mM, detectou-se um decréscimo
do percentual de inclusdo do AH.

O percentual de incluséo (tabela 25), foi maior que o encontrado pelo trabalho
de GREIE e colaboradores, 2000, que foi de 25% a inclusdo, utilizando a técnica de
secagem com pulverizagao.

Verificamos que o percentual de inclusdo do AH em HPBCD, usando agua
como solvente, foi cerca de 34,3%, 28,6% e 23,5% maior, para as concentragdes de
50, 75 e 134 mM, quando comparado ao percentual de inclusdo que usou PBS como
solvente (tabelas 25 e 26).

A comparagdo dos percentuais de inclusdo do AH em gama e HPBCD,
utilizando agua como solvente, também foram diferentes entre si (tabelas 24 e 25),
tendo sido obtidos melhores resultados ao usar a HPBCD na concentracdo de 50
mM e menor na concentracdo de 20 mM.

A melhor condigdo encontrada para a inclusdo do AH em ciclodextrina foi
utilizando a HPBCD na concentracédo de 134 mM, preparada a 37°C com umtempo

de agitacdo de 1 hora.



10

11

Resultados e Discussdao 87

5.3- AVALIACAO DA IDENTIFICACAO DO PO RETIDO PELA FILTRAGCAO
DURANTE AS PREPARACOES DO COMPLEXO DE INCLUSAO DO ACETATO
DE HIDROCORTISONA EM CICLODEXTRINAS (GAMA CICLODEXTRINA E

HIDROXIPROPIL B-CICLODEXTRINA)

O pé retido pela filtracdo de todas as preparacées do complexo de inclusdo

do AH em gama ciclodextrina e HPBCD possuiram o mesmo espectro de IV,

conforme exibido nas figuras abaixo.

Figura 20: Espectro de IV do AH padrdo sigma.

retido pela filitracao

Figura 21: Espectro de IV do pé retido pela filtracdo durante a preparagdo do

complexo de inclusdo do AH em ciclodextrinas.
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O espectro de IV do pd das preparagdes dos complexos de inclusdo do AH
em ciclodextrinas demonstrou possuir todas as bandas caracteristicas do padrédo de
AH. As bandas principais s&o possivelmente; 1745, 1723 cm™ deformacdes axiais
(C=0) de acetato; 3425 e 3334 cm™' deformacao axial de O—H, 1640, 1610 cm™ de
carbonila de aromético; 1232, 1115 e 1042 cm™ deformagdes axiais de C—O de éster

(SILVERSTEIN, BASSLER & MORRIL, 1994).

5.4- OBTENCAO E ISOLAMENTO DO COMPLEXO DE INCLUSAO DO ACETATO

DE HIDROCORTISONA EM HIDROXIPROPIL 3-CICLODEXTRINA

Foi realizada a andlise do complexo de inclusdo AH em HPBCD ap6s sua
liofilizacao.
O liofilizado apresentou-se como um pd amorfo branco, com rendimento de

77,41%.
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5.4.1- TEOR DO COMPLEXO DE INCLUSAO AH EM HPBCD

Foi determinado o teor de 96,8% * 0,86% de AH no complexo de inclusao.

0.800 -

Figura 22: Espectros de UV do complexo liofilizado.

Foi possivel verificar através do espectro de UV da HPBCD pura que nao

houve interferéncia desta na analise do complexo de inclusdo do AH em HPBCD.
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5.5- CARACTERIZAGCAO DO COMPLEXO DE INCLUSAO DO AH EM HPBCD

5.5.1- DETERMINACAO DA ESTEQUIOMETRIA

A estequiometria do complexo de inclusdo do AH em HPBCD foi determinada

em funcdo do tipo de curva obtido no diagrama de solubilidade de fases do

complexo conforme apresentado na figura 23.

6
= 5
£ /
T 4
3 . y = 0,0359x + 0,0769
e R? = 0,9958
2 2 o r=0,9979
Q9
2 /
S 1
O I I
0 50 100 150
Concentragao da HPBCD (mM)

Figura 23: Diagrama de solubilidade de fases do AH em fun¢do da concentragédo da
HPBCD no complexo de inclusdo AH/HPBCD em solugao aquosa, a temperatura de
37°C.

A curva obtida foi do tipo A, i.e., aumento linear da solubilidade da substancia
ativa (AH) com o aumento crescente da concentragdo de HPBCD, atingindo um
limite, apds o qual houve um decréscimo da solubilidade; caracterizando o inicio do

fendbmeno de precipitacdo em solucdes.
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O fendbmeno de precipitacdo em complexos foi observado durante
experimentos de solubilizagcdo de hidrocorbonetos aromaticos policiclicos em
ciclodextrinas (GAO et al., 1998 apud HANNA, BRAUER & GERMAIN, 2004).

A estequiometria encontrada foi de 1:1, pois a curva obtida foi do tipo AL e 0

coeficiente de correlagao obtido foi maior que 0,99 (HIGUCHI & CONNORS, 1965).

5.5.2- DETERMINAGCAO DA CONSTANTE DE ESTABILIDADE (KS)

Usando o diagrama de solubilidade de fases foi possivel determinar também a

constante de estabilidade, Ks, do complexo de inclusédo do AH em HPBCD.

Ks(1:1) = 0.0769
0.0359 (1 — 0.0769)
Ks(:1) = 2320 M

A constante de estabilidade obtida na preparagdo presente foi de 2320 M,
i.e., aproximadamente cinco vezes superior aquela obtida por GREIE e
colaboradores 2000, que foi de 466 M. O valor da Ks obtido em nosso estudo
encontra-se dentro da faixa considerada adequada para a formag¢ao do complexo de

inclusdo, que é de 200-5000 M (BLANCO et al., 1991).
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Este valor elevado indica, entretanto, uma maior associacdo do AH em
HPBCD no complexo de inclusdo obtido. Além disso, valores de Ks elevados
favorecem a passagem do principio ativo através da membrana celular aumentando
a sua biodisponibilidade (DUCHENE & VAUTION, 1986 apud MATIOLI, MORES &
ZANIN, 2000).

Calculo do aumento da solubilidade

Smax = 4,9338 mM/L

So = 0,0359 mM/L

N = Smax/ So

n=137,4

O aumento da solubilidade maxima foi da ordem de 137 vezes.
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5.5.3- CARACTERIZACAO DO COMPLEXO DE INCLUSAO AH EM HPBCD
LIOFILIZADO POR IV COM TRANSFORMADA DE FOURIER (FTRI)
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Figura 24: Espectros de IV; A) AH matéria-prima, B) HPBCD matéria-prima, C)

mistura

fisica e D) complexo de inclusdo do AH em HPBCD liofilizado.
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O espectro de IV do AH matéria-prima A indicou bandas caracteristicas do AH
em 3425, 3334, 1745, 1723 e 1629 cm™".

O espectro de IV da HPBCD matéria-prima B demonstrou possuir bandas
caracteristicas em: 3386, 2970 e 2931 e 1643 cm™.

O espectro de IV da mistura fisica C indica algumas bandas caracteristicas do
AH matéria-prima com comprimentos de onda de 3417, 1743 e 1720 cm™.

No espectro de IV do complexo liofilizado verificamos que as bandas
caracteristicas do AH desapareceram completamente, caracterizando uma possivel

inclusdo do AH na cavidade da HPBCD.

5.5.4- CARACTERIZACAO DO COMPLEXO DE INCLUSAO AH EM HPBCD

LIOFILIZADO POR CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE VARREDURA (DSC)

A figura abaixo exibe o termograma do AH, HPBCD, mistura fisica e complexo

de inclusdo AH em HPBCD.

Aexo HBCD + acetde hidrocortisona 10K-TFG N207.06.2005 14:08:19
Module: DSC822e/700/268/421256/0573, 04.01.2005 16:56:30 Sample Holder: Aluminum Standard 40ul
Method: Dyn25...500@ 10 - N2=80m L
25.0-500.0°C 10.00°C/min N2 80.0 ml/min
S o de ( G
5.E
mple: aceta e (AH) q
Order No: 015.05.E18.0
s d b (HBCD) G
Sample: mistura fisica HBCD + AH ¢c6d.02 - TFG N2,3.2200 mg 10
a1
\&‘R Order No:012.05.E18.02 " 9
Sample: complexo HBCD + AH ¢6d.03 - TFG N2,3.2900 mg
;‘E‘x Order No:013.05.E18.03
40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300
T T L T T T T T T T L
10 12 14 16 18

FIOCRUZ:CTM:CIVA: Rafael STARSW 8.10

Figura 25: Termogramas; AH deg (---); AH galena (---); HPBCD matéria-prima (---);

mistura fisica (---); complexo de inclusdo AH em HPBCD liofilizado (---).
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Os termogramas do AH das duas matérias-primas de fornecedores diferentes
demonstraram a absorcéo de calor (fusdo) em temperaturas ligeiramente diferentes,
demonstrando uma maior pureza para o AH deg. As curvas termais sao tipicas de
substancias cristalinas que é caracterizado pelo formato do efeito endotérmico, em
torno de 220°C com decomposicao (Llet al., 2005).

Os termogramas da HPBCD, mistura fisica e complexo de inclusdo AH em
HPBCD demonstraram possuir as mesmas caracteristicas, isso esta relacionado ao
fato da concentragdo de HPBCD ser bem maior que a do AH, na mistura fisica e no
complexo de inclusdo. Existe provavelmente uma interacao da molécula do AH com

a HPBCD, mesmo sem que esta esteja incluso na cavidade.
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5.5.5-

CARACTERIZACAO DO COMPLEXO DE

INCLUSAO AH/HPBCD

LIOFILIZADO POR RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE HIDROGENIO

(RMN-H")

[A]
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1
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B.0 50 4.0 0 20 1.0
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Figura 26: Espectros de RMN de H'. Em A- HPBCD, 1) metila da HPBCD; 2) DMSO;
3) agua do DMSQO; 4) H-5 da HPBCD; 5) H-3,6 da HPBCD. B- Complexo de inclusdo
AH/HPBCD, 1) metila do AH; 2) DMSO; 3) agua do DMSO; 4) H-5 do complexo de

incluséo; 5) H-3,6 da HPBCD.
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Nos espectros de RMN H' apresentados na figura 26, a HPBCD (A) mostrou
um pico de H-5 em 3,62 ppm, e outro pico de H-3,6 em 3,78 ppm.

O complexo de inclusdao AH/HPBCD (B), mostrou um pico de H-5 em 3,66
ppm, e outro pico de H-3,6 em 3,80 ppm.

Dessa forma, foram observados deslocamentos de valores quimicos para
niveis mais altos nos hidrogénios H-3,6 e H-5 da HPBCD, que sdo 0s responsaveis
pela interagdo molecular do complexo de inclusdo. Comprovando-se a inclusdo do

AH em HPBCD.
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5.5.6- CARACTERIZACAO DO COMPLEXO DE INCLUSAO AH/HPBCD

LIOFILIZADO POR MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

Foram realizadas as fotomicrografias das amostras do AH e HPBCD matéria-
prima com o propésito de serem comparadas com a mistura fisica e o complexo de
inclusdo AH/HPBCD liofilizado, conforme mostra a figura 27, com aumento de 300
vezes, na qual pode-se ver o aspecto das amostras de forma global, com detalhes

da superficie das amostras diferentes entre si, indicando aspectos fisicos tipicos de

cada amostra.

0T B
{

Fiura 27: Foticrografias feitas em MEV, aumento de 300x. Em A) AH; B)
HPBCD; C) mistura fisica; D) complexo de inclusdo AH/HPBCD.
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Na fotomicrografia do AH matéria-prima (figura 28, foto E), observou-se o
formato de cristais na superficie.

Na fotomicrografia da HPBCD no aumento de 5000x (figura 28, foto F), foram
visualizadas pequenas reentrancias.

Na fotomicrografia da mistura fisica no aumento de 5000x (figura 28, foto G),
foram visualizados cristais do AH presentes na superficie da HPBCD.

Na fotomicrografia do complexo de inclusédo do AH/HPBCD no aumento de
5000x (figura 28, foto H), detectamos apenas as particulas da HPBCD e a auséncia
das particulas do AH, provavelmente devido a inclusdo do AH na cavidade da

HPBCD.
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Na fotomicrografia do complexo de inclusdo do AH/HPBCD no aumento de
2000x (figura 29), verificou-se na morfologia da superficie canaliculos pertencentes a

cavidade da HPBCD e no seu interior a presenca de cristais do AH, caracterizando a

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20

inclusao do AH em HPBCD.

Figura 29: Fotomicrografia feita em

inclusdo do AH em HPBCD.

ME
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5.5.7- SOLUBILIDADE EM AGUA DO COMPLEXO DE INCLUSAO AH/HPBCD

LIOFILIZADO E DA MISTURA FiSICA

As tabelas 27 e 28 apresentam os resultados da solubilidade do complexo de

inclusdo do AH em HPBCD e da mistura fisica.

Tabela 27: Resultados do teste de solubilidade do complexo de inclusdao AH/HPBCD.

Massa do
complexo de
inclusédo
AH/HPBCD
Liofilizado (Q)

0.8667
0.8662
0.8658
0.8665
0.8666

Massa
correspondente
de AH (g)

0.01
0.01
0.01
0.01
0.01

Volume
adicionado de
agua (uL)

10
100
300

1000
10000

Resultados

Formou precipitado
Formou precipitado
Formou precipitado
Formou precipitado
Solubilizou

Tabela 28: Resultados do teste de solubilidade da mistura fisica AH/HPBCD.

Massa da mistura
fisica
AH/HPBCD(q)
0.8673
0.8667
0.8668
0.8664
0.8667

Massa
correspondente
de AH(Q)
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01

Volume
adicionado de
agua(ul)
10
100
300
1000
10000

Resultados

Formou precipitado
Formou precipitado
Formou precipitado
Formou precipitado
Formou precipitado

Através dos resultados do teste de solubilidade para o complexo de inclusdo
(tabela 27), verificou-se que foi possivel solubilizar o acetato de hidrocortisona em

agua, quando incluso em HPBCD. J4 com a mistura fisica nao foi possivel solubilizar

o AH em agua.
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5.6- DESENVOLVIMENTO DAS CONDICOES CROMATOGRAFICAS DA

FORMULACAO LiQUIDA DE ACETATO DE HIDROCORTISONA

Estdo apresentados abaixo os cromatogramas das condi¢cdes cromatograficas
ideais para a analise do AH na formulagdo, em presenca do conservante e dos
possiveis produtos de degradacao.

Na figura 30, temos o cromatograma do padrdao de AH, utilizando como fase
mével MeOH/AcCN/H,0 (25/35/40), temperatura da coluna 30°C e comprimento de
onda 238 nm, nestas condi¢cOes detectou-se 0 AH com um tempo de retengcdo em

torno de 5 minutos.

Figura 30: Cromatograma do padrao de AH . 1) AH.

Na figura 31, temos o cromatograma do AH sob estresse, realizado de acordo
com a condicio 5 descrita na tabela 11, utilizando como fase mdével
MeOH/AcCN/H,O (25/35/40), temperatura da coluna 30°C e comprimento de onda

de 238 nm, nestas condi¢cbes detectou-se os possiveis produtos de degradagcéo do

AH (picos 2 e 3), e a presenga da matéria-prima em 4.
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Figura 31: Cromatograma do AH matéria-prima sob estresse, condigdo 5. Em 2) e 3)

produtos de degradagéo; 4) AH

O cromatograma da preparacao,

condicdo 8 figura 32; fase movel

MeOH/AcCN/H,0 (35:25:40) temperatura da coluna 30°C, apresentou 1) Nipagin, 2

e 3) produtos de degradacao e 4) acetato de hidrocortisona, apresentou uma melhor

separacdo dos picos cromatograficos e com uma melhor resolugcao destes em

relacao as outras condi¢cdes cromatograficas da preparacao, o tempo total de andlise

foi de cerca de 7 minutos, sendo eleita como a condicéo ideal para a validacédo da

metodologia analitica.

]
o
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Figura 32: Crématogra?na
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da preparacao, condigcao 8. Em 1) nipagim; 2) e 3)

produtos de degradacgéao; 4) AH.
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5.7- VALIDACAO DA METODOLOGIA ANALITICA PARA A FORMULACAO

5.7.1- LINEARIDADE

A linearidade do método foi avalidado segundo o coeficiente de correlacao (r)

obtida da curva de calibragdo do AH.

8500000 y= 22?22x - 435847
R“=0,9919

8000000 /‘— r=0,9959
7500000

7000000 /‘/
6500000 /
6000000

5500000 A

5000000 - /

4500000

Area

230 280 330 380
[AH] ug/ml

Figura 33: Curva de calibracdo do AH por CLAE. y= ax+ b, onde: a é

a inclinagédo da reta e b € o intercepto.

O coeficiente de correlagdo (r) encontrado na curva de calibragdo foi de

0,9959, aceitavel pela ANVISA (BRASIL, 2003).

5.7.2- PRECISAO

A precisdo do método foi realizada através de 6 pesadas a 100% da

concentragao da formulacéo 3.
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Tabela 29: Parametros de precisdo do método analitico

Massa das Teor (%) Desvio padrao | Desvio padrao
formulacbes 2 e 3 relativo (%)
(9)
2.0269 100.4
2.0548 98.5
2.0393 101.6 0.7649 0.7629
2.0465 97.7
2.0398 101.8
2.0568 102.2

Um desvio padrao relativo menor que 2.0% é considerado bom (HASWELL,

1992). Um desvio padrao relativo menor que 5.0% é aceitavel (BRASIL, 2003).

5.7.3- EXATIDAO

A exatidao do método foi avaliada através de 3 concentracdes da formulagcéo

3; a 80%, 100% e 120%, 3 pesadas de cada.

Tabela 30: Parametros de exatidao do método analitico

Concentracao | Concentracdo | Concentracao Teor (%)
da formulagao | tedrica (ug/mL) | encontrada Recuperado
(%) (ug/mL)
239.1 243.6 101.8
80 240.6 247.0 102.6
242.2 244.0 100.7
308.4 310.9 100.8
100 306.2 313.0 102.2
310.8 314.2 101.1
361.6 360.3 101.1
120 364.6 368.1 100.9
363.4 360.6 99.06
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5.7.4- ESPECIFICIDADE

A especificidade do método foi avaliada através da interferéncia dos
excipientes das formulagcdes. Abaixo esta ilustrado o cromatograma da base da
formulacdo 1 e 2 com metilparabeno e base da formulagdo 3 com sorbato de
potassio.

Verificou-se que a HPBCD n&o interferiu na analise, pois nédo foi detectada a
presenga de outro pico além do 1.

O cromatograma das formulagbes demonstrou que o tempo de retencao do

metilparabeno ficou em torno de 2,9 minutos.

750 -

Figura 34: Cromatograma da base da 12 e 2% formulagdes, em pico 1) metilparabeno.
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O cromatograma da formulacdo contendo sorbato de potassio como
conservante, indicou que este, assim como o0 outro conservante, ndo interferiu na
metodologia de analise, uma vez que o sorbato de potassio foi detectado com tempo

de retencao de 2,5 minutos.

Figura 35: Cromatograma da base da 3® formulagao, pico 1) sorbato de potassio.
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5.8- ANALISE QUANTITATIVA DO AH NAS FORMULAGOES DESENVOLVIDAS

A figura 36 abaixo, exibe o cromatograma da separacao dos componentes da
formulagéo liquida de AH incluso em HPBCD.

Os picos cromatograficos correspondem a 1: metilparabeno, 2 e 3: produtos
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de degradacao e 4: AH.
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Figura 36: Cromatograma da 12 formulagéo.

A figura 37 abaixo exibe o cromatograma da 22 formulagao.

Os picos cromatograficos correspondem a 1: metilparabeno, 2 e 3: produtos

de degradacao e 4: AH.

i

1835

wll 2078

[

Figura 37: Cromatograma da 22 formulagéo.
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A figura 38 abaixo exibe o cromatograma da 3? formulagao.

Os picos cromatograficos correspondem a 1: sorbato de potassio, 2 e 3:

produtos de degradacéao e 4: AH.

wll zame

Figura 38: Cromatograma da 3% formulagao.

Y

5EGD

Os resultados demonstraram que os percentuais de AH nas trés formulagdes

foram bem préximos, independentemente da concentragéo e do tipo de conservante

utilizado.

Tabela 31: Teor das formulagdes de acetato de hidrocortisona incluso em HPBCD.

Formulacoes
1
2
3

Teor (%) média
101,2+1,25
99,5 +1,63
101,4 £1,74




AW NN =

10

11

12

13

Resultados e Discussédo 111

5.9- ESTUDOS DE MODELAGEM MOLECULAR DO COMPLEXO DE INCLUSAO
DO ACETATO DE HIDROCORTISONA EM HPBCD

No modelo do complexo de inclusao (AH/HPBCD) obtido por modelagem
molecular (figura 39, visdo frontal e lateral), foi possivel verificar que houve a
inclusdo da molécula do AH na cavidade da molécula de HPBCD, e que existe uma
proximidade entre os atomos de carbono ligados aos hidrogénios 3 e 5 das unidades
de glicose da HPBCD na superficie da cavidade com a molécula do AH.

Os tipos de interagdes intermoleculares envolvidas no processo de incluséo
sao forgas de Van der Waals, ndo havendo ligagdes de hidrogénio, ja que os atomos

de oxigénio da molécula de HPBCD estdo mais internalizados, i.e., ndo estao

localizados na superficie da cavidade.

Figura 39: Proposta de modelagem molecular, visdo frontal e lateral,
respectivamente, do complexo de inclusdo do AH em HPBCD, o AH esta
representado em modelo de bastdo onde os atomos de carbono estdo
representados em cor verde e a HPBCD esta representada em modelo de bastao e

bola onde os &tomos de carbono estao representados em cor azul.
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Na figura 40 do modelo do complexo de inclusao proposto por modelagem
molecular (visao lateral) foi possivel visualizar que a parte da molécula do AH que
esta inclusa na cavidade da HPBCD é a regido central, correspondendo aos anéis B,
C e D da unidade ciclopentano-peridrofenantreno e a parte que nao esta inclusa sao
as carbonilas do anel A do grupamento acetato.

No modelo proposto por modelagem molecular foi possivel verificar a inclusao
do AH na cavidade da HPBCD utilizando o encaixe manual, ja que ndo houve quebra
de ligacbes de ambas as moléculas (AH e HPBCD) e as mudancgas conformacionais
observadas nas moléculas antes e apdés o encaixe foram muito pequenas. As
alteragdes conformacionais foram avaliadas pelos valores de desvio da raiz dos
minimos quadrados (RMS) das distancias interatbmicas entre todos os pares de
atomos das moléculas antes e apds o encaixe. O desvio de RMS para a HPRCD
antes e apés o encaixe foi de 1,451 A e para o AH foi de 0,174 A. No caso da
HPBCD o desvio € maior devido a maior liberdade conformacional das cadeias
laterais do grupo hidroxipropil e no caso do AH o desvio é bem pequeno porque a

estrutura é muito rigida.
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Figura 40: Proposta de modelagem molecular, formato 3D, visdo frontal e lateral,

respectivamente, do complexo de inclusao do AH em HPBCD. Representando a
superficie do potencial eletrostatico molecular do AH (superficie transparente) e da

HPBCD (superficie solida).
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5.10- AVALIACAO DA ANALISE DE DIFRACAO DE RAIOS-X DO COMPLEXO

DE INCLUSAO DO AH EM HPBCD LIOFILIZADO

A figura abaixo, mostra a difracao de raios—X das amostras, 1) AH; 2) HPBCD;
3) mistura fisica e 4) complexo de inclusdo AH/HPBCD liofilizado.

A analise de difracao de raios—X referente ao AH demonstrou a presenca de
varios picos com boa resolugdo, indicando ser um cristal.

As outras amostras, s6 possuem ruidos, indicando amostras amorfas, 2)
HPBCD; 3) mistura fisica e 4) complexo de inclusdo AH/HPBCD liofilizado.

N&o houve distingdo entre os sinais de difracdo dos raios-X para essas
amostras. Deve-se ao fato, de que nas amostras 3 e 4, as concentra¢cées de HPRCD
sdo bem superiores as de AH (134 mM e 5 mM), respectivamente, ndo sendo

possivel detectar os sinais de AH nessas amostras.

Figura 41: Difragdo de raios-X, referentes: 1) acetato de hidrocortisona matéria-
prima; 2) HPBCD matéria-prima; 3) mistura fisica e 4) complexo de inclusdo do AH
em HPBCD liofilizado.
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VI- CONCLUSOES

- A técnica de diagrama de solubilidade de fases (HIGUCHI & CONNORS, 1965)
permitiu de maneira rapida, simples e eficiente, o desenvolvimento do complexo de
inclusao do acetato de hidrocortisona (AH) em hidroxipropil B-ciclodextrina (HPBCD),

preparado a 37°C com agitacao por 1 hora, utilizando 4gua como solvente.

- O melhor percentual de inclusao obtido foi na razdo de 5 mM (AH) para 134 mM de

HPBCD e alcangou o percentual maximo a 91,5%.

- O método de solubilidade de fases se mostrou adequado para a determinagéo da

estequiometria do complexo de inclusdo do AH em HPBCD.

- A estequiometria do complexo de inclusdo obtida foi de 1:1. A constante de
estabilidade do complexo formado foi de 2320 M, demonstrando uma adequada

associacao entre o acetato de hidrocortisona e a cavidade da HPBCD.

- Foi possivel quantificar o percentual de incluso do AH em HPBCD pela técnica de

UV e caracteriza-lo por IV, MEV e RMN H'.

- Puderam ser analisadas por MEV as caracteristicas fisicas da superficie das

amostras do AH, HPBCD, mistura fisica e complexo de incluséo.
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- Foi possivel aumentar consideravelmente a solubilidade em agua do AH.

- Um método analitico para a quantificagdo do AH em HPBCD por CLAE em fase
reversa foi desenvolvido e validado, demonstrando linearidade, precisdo
(repetibilidade), exatiddo e sensibilidade de acordo com a Resolugcao 899/2003 do
Ministério da Saude/Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (MS/ANVISA), para

analise da formulacéo levando-se em consideragao os produtos de degradagao.

- A proposta de modelagem molecular comprovou a possibilidade de incluséo e
confirmou a relagédo de 1:1 (AH/HPBCD). Este teste deve ser indicado, sempre que
possivel, para o inicio do trabalho, de forma a poupar tempo e testes com outras

ciclodextrinas.
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Vi- PERSPECTIVAS FUTURAS

- Avaliar a cinética de dissolucdo in vitro do complexo de inclusdo AH em HPBCD

liofilizado.

- Comparar a constante de estabilidade do complexo de inclusédo obtida pelo método

de diagrama de solubilidade de fases com o método de Benesi — Hildebrand.

- Aprimorar, farmacotecnicamente a formulacao liquida de acetato de hidrocortisona.

- Verificar a estabilidade da formulagao de acetato de hidrocortisona desenvolvida

em comparagao com aquela manipulada na Farmacia Universitaria.

- Realizar estudos de biodisponibilidade da formulagdo desenvolvida.
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