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"Vim, vi e venci”.

(Julio Cesar)

"A grandeza nao consiste em receber honras, mas em merecé-las".

(Aristoteles)
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RESUMO

O cloridrato de lidocaina € um anestésico local quando destinado a aplicagao
topica. O digluconato de clorexidina € um agente antisséptico e desinfetante de
amplo espectro. Desta maneira, uma formulagdo semissélida com a associacdo da
lidocaina e da clorexidina seria utii como anestésico e antisséptico em
procedimentos clinicos nas cavidades urogenitais, especialmente com a inclusao de
caracteristicas mucoadesivas. Entretanto, essa associagdo apresenta algumas
incompatibilidades conhecidas que foram resolvidas com o uso de ciclodextrinas
(CD). Um método isocratico por CLAE, utilizando coluna de fase reversa e detecgao
por UV, foi desenvolvido e validado para a determinacdo dos farmacos na
formulagdo, na presenca de produtos de degradacgao, e também foi aplicado nos
estudos de liberagao in vitro. Dois solventes, agua e etanol, foram testados para
verificar a compatibilidade entre os farmacos com o excipiente mucoadesivo.
Complexos de inclusdo de lidocaina com B-CD e metil-3-CD foram obtidos para
solucionar a incompatibilidade. Uma nova associacédo de lidocaina e clorexidina em
formulacdo semissolida foi desenvolvida e caracterizada em estudos de liberagéo in
vitro e das propriedades reoldgicas. O estudo de estabilidade quimica dos farmacos
na formulacdo foi determinado em um pediodo de 180 dias A melhor formulacao
obtida com a associacdo do complexo de inclusdo lidocaina-metil-3-CD com a
clorexidina em um gel aquoso composto por hidroxietilcelulose e PEG-15
cocopoliamina. O método analitico desenvolvido por CLAE foi preciso, exato e linear.
Os estudos de liberacao in vitro apresentaram uma liberagdo maxima de lidocaina
de 83% e de clorexidina de 61%. Os estudos reoldgicos revelaram que a formulagao
completa apresentava um comportamento nao-Newtoniano, pseudoplastico, nao-
tixotropico e um gel nédo verdadeiro em fungdo de suas propriedades reologicas. O
complexo de inclusado lidocaina-metil-B-CD permitiu a associagdo com clorexidina
em um gel aquoso mucoadesivo. O método por CLAE foi aplicado com sucesso na
determinacédo dos farmacos na formulagdo na presenca dos produtos de

degradacgéo.



ABSTRACT

Lidocaine hydrochloride when applied topically is a local anesthetic.
Chlorhexidine gluconate is a wide range antiseptic and disinfectant agent. So, a
semisolid formulation with lidocaine and chlorhexidine in association would be useful
as analgesic and antiseptic in medical procedures on urogenital cavities, especially if
the mucoadhesive characteristics are present. However, this association has some
known incompatibilities described that were solved using cyclodextrins (CD). Water
and ethanol, were tested, as solvents, to verify the compatibility between the drugs
and among the drugs and the mucoadhesive excipient. Inclusion complexes of
lidocaine with B-CD and methyl-B-CD were obtained to solve the incompatibility. An
isocratic HPLC method using reverse phase and UV detection was developed and
validated to assay the drugs in the formulation, in the presence of degradation
products and was also applied in the release studies. The development of the new
association of lidocaine and chlorhexidine in a mucoadhesive semisolid formulation
were done and caractherized by the in vitro release studies and rheological
properties. Also, the stability study of this association using the developed and
validated method to determine these drugs in the formulation and was concluded.
The best formulation was lidocaine-methyl-B-CD inclusion complex associated with
chlorhexidine in an aqueous gel composed of hydroxyethylcellulose and PEG-15
cocopolyamine. The developed analytical method was precise, accurate and linear.
The in vitro release studies had a maximum release of 83% for lidocaine and 61% for
chlorhexidine. The rheology studies revealed that the formulation presented a non-
Newtonian behavior, pseudoplastic, non-tixotropic, and a no real gel rheologic
properties. The lidocaine-methyl-B-CD inclusion complex allowed the association of
chlorhexidine and lidocaine in the same mucoadhesive aqueous gel formulation. The
HPLC method was applied successfully to assay the drugs in the formulation in the

presence of the degradation products.
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1. INTRODUCAO

1.1. INDICAGAO CLINICA E DISPONIBILIDADE DA ASSOCIACAO DE
CLOREXIDINA E LIDOCAINA

No mercado brasileiro é vasta a disponibilidade de farmacos e formulagdes
orais que contenham agentes antimicrobianos, nas mais diversas apresentacgoes,
para atender a necessidade de tratamento ou prevencéo de infeccdes especificas e
nao especificas. Esta situacdo permite que o profissional de saude responsavel pela
prescricdo decida por qual medicamento optar para terapia em questio, visto que,
devido a existéncia de inumeros agentes etiolégicos, a especificidade do tratamento
deve ser determinada por um diagnéstico adequado, onde este ultimo € de crucial
importancia. A via oral € a de primeira escolha para tal terapia, mesmo aquelas
caracterizadas como infecgdes superficiais, devido ser a via de maior adesado do
paciente, seja por comodidade na administragdo, pelo menor tempo que deve ser
dedicado a administragdo do medicamento e, finalmente, pela grande

disponibilidade de medicamentos ja mencionada (BRASIL, 2008).

Estes medicamentos administrados por via oral expdem o paciente em
tratamento a possiveis reagdes adversas sistémicas e interagdes na utilizagao
concomitante de outros medicamentos. Por outro lado, uma via que permitisse a
aplicacdo do medicamento diretamente no sitio de agao se tornaria mais vantajosa.
Além disso, o metabolismo hepatico € um fator limitante da biodisponibilidade dos
farmacos absorvidos pela via gastrintestinal. Formulacbes capazes de serem
utilizadas diretamente no local de ocorréncia da infecgcdo sao interessantes por
solucionar problemas de estabilidade e biodisponibilidade. As infecgbes urogenitais
sao exemplos de doencas localizadas e superficiais que podem ser tratadas ou

previnidas, medicamentos de aplicagado e acao local (NEVES e BAHIA, 2006).

Nos Estados Unidos da América esta disponivel um gel mucoadesivo
contendo a clorexidina 0,5 % indicado para tratamento de infecgbes vaginais, o

Clomirex®. O espectro de acdo da formulagdo apresentou bons resultados no
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tratamento de infecgdes de origem bacteriolégica e fungica, sem apresentar efeitos
adversos restritivos ao uso durante um estudo de tolerancia e eficacia que foi
realizado com este produto em 60 mulheres (MOLTENI et al., 2004). Esta
formulacdo demonstra a aplicabilidade da clorexidina como agente antimicrobiano
de largo espectro, onde a concepg¢ao de uma formulagdo que consiga garantir uma
aplicacdo homogénea e que se mantenha aderida a mucosa por tempo suficiente
para permitir a liberagdo do farmaco no local e na quantidade necessaria, atingindo

assim a eficacia de sua acao anti-séptica, € o ponto-chave em questéo.

Além disso, a automedicacdo no tratamento de infeccbes superficiais e
oportunistas, sem a consulta de um profissional da saude capacitado para um
diagndstico mais preciso e adequado, torna necessaria e incessante a busca por
novos farmacos e formulagcdes que permitam contornar a resisténcia microbiana aos
antibiodticos mais utilizados. Esta situacdo foi evidenciada pelo aumento da
ocorréncia de infecgdes fungicas vaginais, causadas por micro-organismos
resistentes devido ao autodiagnéstico e seu consequente tratamento erréneo (DUN,
1999).

As infecgbes superficiais que eventualmente acometem a mucosa vaginal,
sejam por procedimento clinico investigativo, por procedimento operatorio ou pela
pratica sexual, podem ser prevenidas pela utilizagcdo de formulagbées contendo anti-
sépticos locais. Nos casos especificos de procedimento clinico investigativo,
operatério ou mesmo em situagbes de parto espontdneo tem no uso de uma
formulacdo que contenha um anestésico local a chave para reduzir a dor
experimentada pela sensibilizacdo das células do sistema nervoso periférico
localizadas abaixo do epitélio vaginal (BRADSLEY, 2006).

A aplicagcdo de um gel contendo lidocaina € uma opgéao promissora frente a
administragcao de analgésico via parenteral como pode ser visto nos casos que se
seguem. A aplicagdo na vulva de gel de lidocaina a 2% foi associada a um
decréscimo da percepcdo de dor vaginal resultante do pds-parto esponténeo
(COLLINS et al., 1994). Outra aplicacao deste gel de lidocaina a 2% ja foi descrita
na reducao da dor pds-parto apos a intervengao cirurgica pelo corte do perineo para

facilitar o parto, onde os resultados sugerem uma efetiva redu¢do da dor no segundo



25

dia do pdés-parto. Estudos desta utilizagdo s&o importantes, pois a dor no perineo &
uma das complicagdes maternais de maior ocorréncia no periodo imediato do pos-
parto (CORKILL et al., 2001).

A formulacédo contendo os farmacos clorexidina 0,25% e lidocaina 2%
(lignocaina) na forma de gel lubrificante estéril, indicado para o procedimento de
cateterismo em homens e mulheres, esta disponivel no Reino Unido com o nome
comercial de Instillagel®. Sua utilizacdo no diagnostico por cateterismo do
estreitamento anormal que pode ocorrer na uretra é importante quando o paciente
requer uma lubrificagdo extra para a passagem do cateter e o efeito anestésico para
dar maior conforto ao mesmo durante o procedimento. Um efeito antibiético adicional

desta formulagéo se deve a presenca da clorexidina (DOHERTY, 1999).

Uma associacdo destes dois farmacos que possua estabilidade fisica e
quimica adequada em uma formulagao de uso topico que permita a manutengao de
condigdes assépticas, a reducado da dor e acgao lubrificante na mucosa urogenital e
que tenha uma permanéncia no local de aplicacdo suficiente para permitir a agao
dos farmacos de maneira eficaz, permitindo a redugédo da dosagem dos farmacos
utilizados, € um desafio farmacotécnico a ser vencido através da associacdo de

excipientes adequados.

1.2. VIA DE ADMINISTRACAO UROGENITAL

A maior vantagem da administracdo de medicamentos pela via urogenital
sobre a oral é se evitar a absorgcao gastrintestinal e o efeito de primeira passagem
hepatico. Absorgcéo pelo trato gastrintestinal pode ser imprevisivel e comprometida
por vOmito, interacdo medicamentosa ou diminuicdo da capacidade de absorcao
intestinal, embora o lumen gastrintestinal e o figado sejam sitios de eliminacéo para
muitos compostos (ROWLAND e TOWZER, 1995). Minimizar o efeito de primeira
passagem hepatico € particularmente vantajoso para compostos que sofrem um alto
grau de metabolismo hepatico. Por exemplo, estrogénios naturais sdo 95%
metabolizados pelo figado quando administrados por via oral. A via urogenital

oferece algumas vantagens em relagdo a via oral, tais como o uso de dosagem
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reduzida, menor exposi¢ao sistémica, menor incidéncia de efeitos colaterais e a

capacidade de atingir o mesmo efeito farmacodindmico (ALEXANDER et al., 2004).

Evitar as flutuagdes plasmaticas da administracdo diaria de medicamentos
pode também diminuir a incidéncia de efeitos colaterais e aumentar a eficacia.
Diminuir a incidéncia de efeitos colaterais ira aumentar a aceitacdo de um produto e

assim aumentar a adesao do paciente ao tratamento (ALEXANDER et al., 2004).

Durante as ultimas trés décadas, uma atencdo consideravel tem sido
direcionada ao desenvolvimento de novos sistemas de liberacdo de farmacos
fornecendo uma concentragdo de medicamento para uma terapia de longa duracéo,
utilizando uma dose unica (VALENTA, 2005).

Novos sistemas de liberagdo de farmacos, baseados em sistemas de géis
aquosos, ja disponiveis no mercado. Muitos sistemas de liberagdo de farmacos séo
baseados nos chamados polimeros mucoadesivos. Consequentemente, a eficacia
terapéutica de medicamentos de agao local pode ser melhorada pelo aumento da
disponibilidade destes no tecido alvo (RICHARDSON e TREVOR, 1999; GENC,
OGUZLAR e GULER, 2000; ELSON et al., 2000; MANDAL, 2000; VALENTA et al.,
2001; VALENTA et al., 2002; KAST et al., 2002).

A administragcdo de medicamentos pela via urogenital também permite a
realizacdo de terapia seletiva para uma regiao, isto €, produz pouca ou nenhuma
acao sistémica pela exposicdo ao medicamento em nivel local (ROWLAND e
TOWZER, 1995).

1.2.1. Uretra

A uretra masculina mede aproximadamente de 18 a 20 centimetros de
comprimento e, assim como no canal feminino, é revestida por epitélio de transigao
€ em uma pequena area por epitelio escamoso nas proximidades do canal uretral

externo.
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A uretra feminina tem o comprimento aproximado de 4 centimetros e é
revestida principalmente por epitélio de transicao e por epitélio escamoso na regiao
mais proxima ao canal. A lamina prépria estda em contato direto com o epitélio e
contém uma rica rede vascular de vasos sanguineos que € influenciada pelos
estrogénios circulantes, o que faz com que esta camada seja elastica. Esta
elasticidade € a caracteristica que permite que o cateter atravesse a uretra durante o
cateterismo. A Figura 1 apresenta a anatomia da uretra masculina e feminina. A
urina é tranportada via uretra para fora do corpo e apresenta uma variacéo de pH de
4,6 a 8,0, tanto no homem quanto na na mulher (HARRIS et al., 2005).

(a)

Sinfise Pubica —

Bexiga — |

Prastata ——

Mermbrana —
retral

Lretra 7
peniana |
Glande

Orificio uretral Escroto Testiculo

Diafragma
urogenital

(b) Utero _

FPeritdneo —

Bexiga ——]
Sinfise Pdbica —
Saida da Bexiga —

Diafragma _—1
Urogenital

Uretra -

Orificio d.a Uretra

Figura 01: Anatomia do sistema urinario masculino (a) e feminino (b) (BRADSLEY, 2006).
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1.2.2. A vagina

A anatomia da vagina é apresentada na Figura 2. A sua histologia €&
demonstrada através de quatro camadas distintas, onde o epitélio escamoso
estratificado nao-secretor forma a camada superficial. A préxima é a lamina proépria
ou tunica composta por colageno e elastina, o qual contém um suprimento rico de
canais vasculares e linfaticos. A camada muscular é a terceira, com fibras de
musculo liso dispostas nas dire¢des longitudinal e circular. A ultima camada consiste
de tecido conjuntivo areolar e uma extensa rede de vasos sanguineos. O tecido
vaginal ndo possui células adiposas, glandulas ou foliculos capilares. As secreg¢des
da parede da vagina sao transudatos, produzidos pelo conteudo da rede vascular
que circunda a vagina (ALEXANDER et al., 2004). O pH normal em mulheres
saudaveis em idade reprodutiva € de 3,8 a 4,5 (VALENTA, 2005).

Utero e

Semice
£y
uihay Vi ’-"f

' ™~ Entrada da .hf:uacqlq
“agina elevatdrio

do dnus

Figura 02: Anatomia do sistema reprodutor feminino (VALENTA, 2005)

1.3. CLOREXIDINA

A clorexidina (Figura 3) é uma bisbiguanida de acdo antisséptica e
desinfetante. Mais especificamente possui acdo bacteriostatica e bactericida contra
uma vasta gama de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, sendo mais efetiva

contra bactérias Gram-positivas, algumas espécies de Pseudomonas e Proteus,
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onde estas possuem uma baixa susceptibilidade. Entretanto, é ineficaz contra
micobactérias (SWEETMAN, 1999).

MH MH MH MH e

MH MH MH  _MH MH MH
J©/ T
C
Figura 03. Estrutura quimica da clorexidina.

Na compreensao do mecanismo de acdo de uma substancia quimica
antisséptica e desinfetante sobre os micro-organismos deve ser levada em
consideragao a caracteristica do mecanismo de ag¢ao, também chamado de estagio
primario, e a consequéncia do mecanismo de acdo, chamado estagio secundario

(MARIS, 1995). Alguns dos alvos destas moléculas estdo descritos na Figura 4.

As propriedades antimicrobianas da clorexidina sao atribuidas a sua estrutura
bicatibnica (MOSHREFI, 2002). Devido a carga catidnica, esta interage com a
membrana citoplasmatica, (lipopolissacarideos) alterando o potencial de membrana,
e causando assim a sua ruptura (KUYYAKANOND e QUESNEL, 1992).

A interrupcdo de etapas acidas da glicdlise, pela sua interagdo com
metabdlitos intermediarios desta via e a indisponibilizacdo dos mesmos, foi
caracterizada no estudo em cepas de Streptococcus mutans NCIB 11723 (IWAMI,
SCHACHTELE e YAMADA, 1995). A ligagdo da clorexidina a superficie da
membrana externa das bactérias altera a conformacao estrutural desta e reduz a
sua aderéncia as superficies de ancoragem (GRENIER, 1996), prejudicando o
processo de colonizagdo. Estes trés fatos caracterizam o estagio primario do

mecanismo de agao da clorexidina.
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Figura 04. Alvos da ac&o de antimicrobianos nas células bacterianas Gram-
negativas e Gram-positivas (DENYER e STWART, 1998).

Desta maneira, o estagio secundario dos mecanismos de acdo apresentados
consistem na perda de conteudo citoplasmatico, na interrup¢cdo do processo de
obtencao de energia pela via glicolitica e na interrupgao do processo de colonizagéo,

respectivamente.

A carga catibnica desta molécula também € responsavel pela sua
incompatibilidade com compostos e tensoativos anidnicos, que provocam a reducao
de sua atividade em solugdo ou mesmo a sua precipitagdo. Agentes suspensores,
tais como alginatos e a goma adraganta, e compostos insoluveis, como os sais de
calcio, zinco e magnésio, provocam a precipitacdo da clorexidina em meio aquoso
(SWEETMAN, 1999), torna-se assim questionavel a compatibilidade deste

bactericida com o cloridrato de lidocaina, caso do Instillagel®.

A clorexidina esta disponivel comercialmente na forma de acetato, cloridrato e
digluconato que diferem entre si em fungado de sua solubilidade e ponto de fusao,

dentre outras caracteristicas fisico-quimicas (SWEETMAN, 1999).
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O digluconato de clorexidina apresenta as caracteristicas fisico-quimicas que
permitem a sua solubilizagdo na matriz da formulagao pretendida e nos fluidos das
cavidades urogenitais. Este esta disponivel no mercado na forma de uma solugéo
aquosa contendo de 19 a 21% , incolor ou levemente acastanhado e fotossentivel.
Trata-se de um liquido miscivel em agua, etanol (1:5) e acetona (1:3). A clorexidina
€ uma base fraca, possui valor de constante de dissociacéo (pKa) a 25 °C de 10,8 e

seu coeficiente de partigdo octanol/agua (log P) € 0,1 (MOFFAT et al., 2004).

Sendo um tensoativo catibnico, a sua toxicidade esta ligada a interagao desta
molécula com as superficies mucosas alterando a estabilidade das membranas
fosfolipidicas e a interagédo ibnica com os residuos de acido sialico presentes na
maioria das células. Algumas reagdes toxicas foram descritas, tais como na sua
aplicacdo em altas concentragées sobre a conjuntiva e outros tecidos sensiveis, a
partir da ingestdo provocando irritagdo da mucosa gastrica, apdés a administragao
intravenosa acidental ocasionando hemodlise, na aplicagdo topica levando a
ocorréncia de reacdes de hipersensibilidade severas (choque anafilatico) e da

aplicacdo em aerosol alcodlico provocando asma ocupacional (SWEETMAN, 1999).

As indicacdes clinicas da clorexidina demonstram que sua utilizacdo é
baseada em formulagdes topicas, de uso em superficies externas ou em cavidades,
liquidas ou semissdlidas e ja havendo o desenvolvimento de formulagdes solidas de
uso oral para o tratamento de infecgbes bucais (IRWIN, 2003). As formulacdes
liquidas tratam-se de solugcbes aquosas, variando a concentracdo € o uso das
mesmas: 0,01% (p/v) em conservantes de colirios, 0,02 % (p/v) na irrigacdo da
bexiga ou tratamento de infecgdes do trato urinarios, 0,05 % (p/v) na assepsia e
tratamento de desordens cutaneas e a 0,25% (p/v) na desinfeccdo do canal de
parto. No tratamento da placa bacteriana bucal, gengivite e da candidiase oral
existem tanto solugbes aquosas a 0,1 e 0,2%, quanto gel dental a 1,0%. Em
formulagdes semissodlidas, existe a 0,25% associada ao cloridrato de lidocaina no
cateterismo e na cistoscopia e em gel bioadesivo a 0,5% utilizado no tratamento de
infecgbes vaginais (SWEETMAN, 1999; MOLTENI et al., 2004)

Atualmente sdo poucas as formulagdes disponiveis no mercado brasileiro

contendo a clorexidina. O digluconato de clorexidina esta disponivel em dois
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medicamentos de dosagens diferentes de uma solugdo tépica e um sabonete

liquido.

1.4. LIDOCAINA

Anestésicos locais sao agentes que bloqueiam reversivelmente a geragao de
impulsos através da fibra nervosa. S&o utilizados para abolir a sensagao de dor em
regides restritas do corpo. Sua agdo resulta de sua capacidade de deprimir os
impulsos oriundos de nervos aferentes da pele, superficies de mucosas e musculos
ao sistema nervoso central (KOROLKOVAS e BURCKHALTER, 1988).

A lidocaina (Figura 5) € uma amina terciaria ligada a um anel aromatico por
uma cadeia intermediaria, onde esta ultima contém um grupamento amida. Esta é
classificada na categoria terapéutica como anestésico local tipo amida e
antiarritmico classe Ib. Também conhecida como lignocaina, pode ser utilizada em
uma variedade de formulacbes para anestesia superficial. Géis contendo este
farmaco séo utilizados para anestesia do trato urinario e a dose utilizada varia em
diferentes paises (SWEETMAN, 1999).

CHj,
NH
W/\N/\CH3
N
CHj, CHj;
Figura 05: Estrutura quimica da lidocaina.

A acdo da lidocaina como anestésico local ocorre pelo bloqueio da
propagacao do potencial de agao que promove a transmissao do impulso nos nervos

periféricos (nociceptores), conforme a Figura 6.
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Este bloqueio se da pela ligagdo deste farmaco aos canais de Na* (sodio)

quando estao abertos e inativos, 0 que ocorre na despolarizagdo da membrana das

inina Prostaglandinas
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nociceptor (RANG et al., 2003).

células do sistema nervoso (YANAGIDATE e STRICHARTZ, 2007).

Estes canais de Na* sdo proteinas transmembranares responsaveis pela fase
de excitacdo do potencial de acdo nas membranas, conforme a Figura 7 (NAU e
WANG, 2004). A analise da influéncia deste anestésico local na estrutura e na
funcdo dos canais de Na® demonstrou que em determinadas concentragdes este
farmaco na forma nao iénica inibe o transporte ibnico e desestabiliza a estrutura do

canal, efeito este ndo apresentado por sua forma catibnica na mesma situagao

(STEPHEN e PHILIP, 1982).
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Figura 07: Canal de sédio e seus estados durante a propagacgao do impulso
nervoso (CUMMINS, SHEETS e WAXMAN, 2007).

A lidocaina é o mais estavel dos anestésicos locais conhecidos, mostrando-se
extremamente resistente a hidrélise (KOROLKOVAS e BURCKHALTER, 1988).

O cloridrato de lidocaina é o unico sal derivado deste farmaco disponivel
(SWEETMAN, 1999) e apresenta as caracteristicas fisico-quimicas compativeis com
a acao pretendida, devido a sua solubilidade nos fluidos corpéreos e sua capacidade
de penetrar em mucosas para atingir o seu local especifico de agdo no nociceptor.
Este sal trata-se de um po cristalino branco que apresenta faixa de fusédo entre 77 e
78 °C, soluvel em agua (1:0,7), etanol (1:1,5), pouco soluvel em cloroférmio (1:40) e
praticamente insoluvel em éter. Esta base fraca possui valor de constante de
dissociagao (pKa) a 25 °C de 7,9 e seu coeficiente de particdo octanol/agua (log P) é
2,4 (MOFFAT et al., 2004).

A lidocaina apresenta incompatibilidade quando presente em solugcdes
aquosas contendo anfotericina, sulfadiazina sédica, cefalozina sddica, e fenitoina
sddica e clorexidina, culminando na reducio de sua atividade. O armazenamento da
solugcdo aquosa deste farmaco em recipientes compostos por cloreto de polivinila a
temperatura ambiente demonstraram a capacidade deste polimero em absorvé-lo,
provocando a reduc¢ao da atividade do mesmo (SWEETMAN, 1999).
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A toxicidade da lidocaina foi verificada na administragcao de solugbes aquosas
injetaveis em concentragcdes superiores a 6 mg/L e efeitos fatais em concentracdes
superiores a 14 mg/L. Suspeitas de reacgbes psicéticas da administragdo deste
farmaco no tratamento de desordens cardiacas devido ao fato de ser classificado
também como um antiarritmico e a ocorréncia de eritema decorrente da infiltragao

dentaria quando da aplicagao tépica labial ja foram verificadas (SWEETMAN, 1999).

As indicacbes clinicas de lidocaina demonstram que a sua concentragao
percentual de utilizacdo em formulagcbes varia de 0,5 a 2,0% em formulacdes
liguidas ou semissodlidas associada ou ndo a outros farmacos (SWEETMAN, 1999).
Por outro lado, outra referéncia aprensenta o uso da lidocaina ou seu sal derivado
em concentragdes que variam numa faixa mais ampla , de 0,32 a 10%, sendo que
as formulagdes injetaveis estdo disponiveis em uma concentragédo de até 2% e nas
topicas de até 10% (BRASIL, 2009). Estas formulagdes tém como objetivo a
anestesia por via intravenosa ou topica local. A sua utilizacdo sobre algumas
mucosas, tais como a da pele, boca, garganta, trato gastrinestinal e da bexiga,
mostra a sua capacidade anestésica sobre este tipo tecido. Uma formulacédo de uso
similar ao Instillagel®, um gel a 2% tem sido utilizado no cateterismo e na
cistoscopia, ambos os procedimentos executados no trato urinario, e na redugao da
dor vulvar apos parto natural (COLLINS et al., 1994).

Estdo disponiveis no mercado brasileiro algumas formulagbes contendo a
lidocaina (base livre) e o cloridrato de lidocaina tanto como unico farmaco quanto em
associagcbes com outros farmacos. Esta presente nas mais diversas formas
farmacéuticas, tais como creme dermatolégico, solugdo tdpica, disco adesivo,
solugdo injetavel, gel, entre outros. Nao esta disponivel nenhuma formulagéo similar

em composicao a que esta sendo proposta neste trabalho.

1.5. ESTABILIDADE E OS PRODUTOS DE DEGRADAGAO DA CLOREXIDINA

A clorexidina € uma molécula susceptivel a hidrélise e gera produtos de
degradacgdo ja conhecidos e determinados por varios métodos de cromatografia

liquida de alta eficiéncia (CLAE). Os produtos de degradagao por hidrélise séo a p-
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cloroanilina e a p-clorofenilbiguanidina, além da fenilbiguainida como o produto de
degradacao fotolitica (HA e CHEUNG, 1996).

O grupamento biguanido é o sitio sensivel a hidrolise na molécula de
clorexidina. Elpern (1968) propds que a biguanida, em solug¢do acida, era hidrolisada
a guaniluréia e uma amina, conforme apresentado na Figura 8. Essa hidrdlise
provavelmente envolve a hidratacdo e a subsequente clivagem da ligacdo dupla
C(2)=N(3) na estrutura B para formar guanidina e uréia (SIDGWICK, 1966).

HM MH MH Hal M MH-
MH MH- MH MH5
A B

biguanida

l

guanidina + uréia

l

amina

Figura 08. Estruturas tautoméricas da biguanida e seu esquema de hidrdlise
proposto (HA e CHEUNG, 1996).

Conforme a figura 9, a hidrélise da clorexidina se da preferencialmente pelas
vias B e C, gerando um total de 12 produtos de hidrélise (Il — Xlll) (HA e CHEU,
1996).
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Figura 09. Vias hidroliticas propostas para a clorexidina em solugao aquosa. (HA e
CHEUNG, 1996).

Solugdes aquosas diluidas sao estaveis a temperatura ambiente. O
cromatograma de uma solugao preparada ha um ano atras apresenta o mesmo perfil

cromatografico de uma solugdo recém preparada (HA e CHEUNG, 1996).
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O produto de degradacado utilizado na determinacdo da estabilidade da
clorexidina em formulagdes é a p-cloroanilina (XU e WONG, 1999;BASRANI et al.,
2007; BRITH. PHARM., 2008; RASIMICK et al., 2008)

1.6. ESTABILIDADE E OS PRODUTOS DE DEGRADAGAO DA LIDOCAINA

Estudos analisando a estabilidade da lidocaina em solugbes parenterais
demonstram a sua estabilidade em solugdo aquosa e a sua alta resisténcia a
hidrolise em temperatura ambiente, mesmo em meio fortemente acido ou basico.
Entretanto, sob altas temperaturas a lidocaina sofre degradacéo lenta para formar
inicialmente 2,6-dimetilanilina e acido N,N-dietilaminoacético (BULLOCK e

GRUNDY, 1955). Na Figura 10 esta apresentada a reagdo de degradagao proposta

da lidocaina.
CH
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Figura 10: Esquema da degradacéo da lidocaina sobre altas temperaturas
(POWELL, 1987).

Varios experimentos demonstraram que a reagcdo de degradacédo segue uma
cinética de primeira ordem e a dependéncia do pH na degradagédo da lidocaina
segue um padréao especifico. Estes experimentos demonstraram que a 80 ou 100 °C
os valores da constante de degradagao, calculada através da equacgéo de primeira
ordem proposta, sdo os menores entre os valores de pH de 2,3 a 5,8. A estabilidade
maxima para lidocaina a temperatura de 25 °C foi observada quando a solugao
estava com valor de pH na faixa de 3 a 6. Sob a temperatura de 145 °C, a

estabilidade da lidocaina demonstrou-se independente do pH, quando variado de 2 a
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12, e apresentou uma estabilidade de prateleira de aproximadamente 12h
(POWELL, 1987).

A adicao de propilenoglicol a solugao aquosa de cloridrato de lidocaina gerou
um leve aumento sobre a degradacdo deste farmaco. Quanto a presenca de ions
metalicos na solucdo, Fe e Cu foram aqueles com os quais se observou o maior
aumento da taxa de degradacao da lidocaina (POWELL, 1987).

A maior estabilidade da lidocaina em solu¢gdo aquosa ocorreu na faixa de pH
de 3 a 6, nas varias temperaturas as quais estas solugcdes foram submetidas. Esse
fato € um indicativo da viabilidade da utilizacdo do farmaco em uma formulacao dlida

mucoadesiva a ser administrada no pH fisioldgico urogenital.

O produto de degradacédo utilizado na determinacdo da estabilidade da
lidocaina em formulagdes € a 2,6-dimetilanilina (POWELL, 1987; F. BRAS. IV,1988;
XU e WONG, 1999; BRITH. PHARM., 2008)

1.7. ALTERNATIVAS FARMACOTECNICAS PARA ESTABILIZACAO DA
CLOREXIDINA ASSOCIADA A LIDOCAINA

A busca por alternativas farmacotécnicas que permitam a associacdo de
farmacos de atividades complementares na terapéutica ou prevencao de doencgas e
que apresentam incompatibilidade nos sistemas de veiculagdo mais comumente

utilizados € de suma importancia na evolugéo da tecnologia farmacéutica.

Diferentes alternativas podem ser propostas para este fim, dentre elas

podemos citar:

1.7.1. Solventes alternativos para a formulagao

A ocorréncia de incompatibilidade em meio aquoso torna esta busca mais
dificil quando se pretende a obtencéo de forma farmacéutica semissolida ou liquida,

principalmente devido ao fato de que a veiculagao de farmacos nesse solvente torna
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maior a sua aplicabilidade pela baixa interferéncia deste nos sistemas fisiolégicos e
pela biodisponibilidade da maioria dos farmacos serem amplamente estudada e
considerada satisfatoria a partir de sistemas que contenham a agua como unico ou
solvente principal (SWEETMAN, 1999; MOFFAT et al., 2004).

A avaliacdo dos solventes ou sistemas de solventes em que ambos os
farmacos apresentam solubilidades adequadas nas concentragcbes que se pretende
utilizar na formulagdo a ser proposta é a primeira alternativa estudada. Dos
solventes descritos por MOFFAT e colaboradores (2004) em que diferentes
farmacos sao soluveis, o etanol se destaca como sendo o mais viavel, pois possui
capacidade de solvatacdo satisfatéria para ambos os farmacos, pela sua
miscibilidade com a agua e pela sua capacidade de permitir a obtencdo de gel
quando utilizado como solvente dispersante com alguns polimeros, o que facilita seu

emprego para preparagao de formulagbes semissolidas.

1.7.2. Processo de encapsulamento de farmacos: inclusao em ciclodextrinas

Uma segunda alternativa estaria na complexagéo por inclusdo de um dos
farmacos através da utilizagdo de moléculas hospedeiras que impegam a interagao
direta entre estes farmacos e assim evitem o fenbmeno de incompatibilidade. Uma

classe de moléculas extensamente estudadas para este propdsito € a das

ciclodextrinas.

O desafio desta segunda alternativa farmacotécnica esta na obtengdo de um
complexo de inclusdo estavel para garantir a ndo precipitacdo do outro farmaco ou
sua degradagdo, mas que ainda permita a liberagédo de forma satisfatéria do farmaco
incluido para que a acado farmacoldgica se torne efetiva e, por ultimo, que este

complexo tenha solubilidade adequada no sistema que este sera veiculado.
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1.7.2.1. As ciclodextrinas

As ciclodextrinas sao obtidas a partir da atuacdo enzimatica de ciclodextrinas
glicotransferases sobre o amido, onde os polissacarideos provenientes deste
servem como precursores de oligossacarideos ciclicos. Apesar de limitada, existe
uma variedade de oligossacarideos ciclicos com cavidades de tamanhos diferentes.
As ciclodextrinas mais importantes de ocorréncia natural sdo a a-CD, B-CD e a y-
CD, que correspondem a anéis de 6, 7 e 8 unidades de glicose, respectivamente, e
algumas de suas caracteristicas estdo apresentadas na Tabela 1. Estudos
realizados através de técnicas de cristalografia de raios-X, no estado sdlido, e de
RMN, em solugdo, permitiram a elucidacdo das caracteristicas estruturais das
mesmas, onde se observava forma assemelhada a um cone e com uma cavidade de
7,9 A de profundidade. O didmetro superior e inferior destas moléculas varia de
forma crescente: a-CD < B-CD < y-CD (CHALLA et al., 2005).

Tabela 01: Parametros fisico-quimicos de algumas ciclodextrinas utilizadas em produtos
farmacéuticos (VALLE, 2003; LOFTSSON e DUNCHENE, 2007)

Ciclodextrinas Peso Molecular Volume da Solubilidade em agua
(CD) (PM) Cavidade (A%) (mg/mL)
a-CD 972 174 145
B-CD 1135 262 18,5
Metil- 3-CD 1312 262 > 500
y-CD 1297 427 232

Moléculas hidrofébicas e com baixa solubilidade em meio aquoso sao
grandes candidatos a inclusdo em ciclodextrinas devido a possibilidade do ganho de
solubilidade e hidrofilicidade por parte destes complexos de inclusdo. Outras

solugbes sao alcancadas através da inclusdo de farmacos em moléculas de
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ciclodextrinas, tais como a prevengao de interacdes entre farmaco-farmaco ou
farmaco-excipiente e a liberagao controlada do farmaco (BREWSTER e LOFTSSON,
2007)

1.8. EXCIPIENTES E FORMULACOES MUCOADESIVOS

O epitélio vaginal € normalmente considerado uma mucosa, conforme
estrutura apresentada na figura 11, entretanto ele ndo possui células globulares e
canais para a liberacéo direta de mucina. Algumas secre¢des provenientes do trato
superior podem atingir a vagina por meio do fluido uterino ou pelo fluido folicular na
ovulacdo. Em organismos superiores, 0 muco € um produto altamente viscoso que
forma uma cobertura protetora sobre a superficie de 6érgdos ocos que tém contato
direto com o ambiente externo. O alvo para a interacdo de excipientes
mucoadesivos € o muco, conforme figura 12, o que se considera de extrema
relevancia para formulagdes intravaginais. O muco € uma mistura de glicoproteinas
(mucinas), agua, eletrolitos, células epiteliais, enzimas, bactérias, produtos do
metabolismo bacteriano e materiais dependendo da fonte e da localizagdo do muco
(JUNGINGER, 1990). Baseados na estrutura da mucina, muitos mecanismos tém
sido propostos para explicar a interacdo de um polimero mucoadesivo e a superficie
bioldgica (CH’'NG et al., 1985; LEHR, 1995). A entdo chamada mucoadesao € uma
outra versao da bioadesao, porque o alvo ainda é o tecido basal, neste caso a

vagina.
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FIGURA 11: O epitélio vaginal (NEVES e BAHIA, 2006)
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FIGURA 12: Interacao do gel mucoadesivo (A) com muco (B) e com o epitélio vaginal (C)
(NEVES e BAHIA, 2006).

A secregdo vaginal é uma mistura de varios componentes, incluindo
transudatos que chegam pelo epitélio, muco cervical, células esfoliadas do epitélio,
secrecao das glandulas de Bartholin, leucdcitos, fluido endometrial e tubal. Um bom
indicador do poder de mucoadesado € a determinagao da forca interacdo de uma
formulagdo mucoadesiva com o epitélico recoberto por muco, como o de uma vagina
extraida de vaca (VALENTA, 2005).
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1.8.1. O muco cervical

O muco cervical contém sais inorganicos e organicos, mucinas, proteinas,

carboidratos, uréia e acidos orgénicos (acido latico e acético) (VALENTA, 2005).

A adicao de polimeros sintéticos com caracteristicas ibnicas ao muco cervical
causa mudangas significativas na estrutura do mesmo quando visualizado por
varredura de microscopia eletrénica (WILLITS e SALTZMAN, 2001). Esta interacao
ocorre pela mucina ser negativamente carregada devido a presenca de residuos de

acido sialico nos carboidratos da macromolécula.

A capacidade de modificar a estrutura do muco pela adicdo de polimeros
sintéticos biocompativeis pode fornecer novas medidas de prevengao para infecgdes
por patdgenos via mucosa e também por novas op¢des de tratamento de doencgas
que afetam a prépria camada de muco (VALENTA, 2005).

A vagina tem sido alvo para administragdo de uma variedade de
medicamentos, e varios sistemas de administracdo tém sido utilizados com esse
proposito. A presenca de muco recobrindo a cérvice nas mulheres fornece uma via
alternativa para administracdo de medicamentos. Uma aplicacdo o6bvia é a
administracdo de medicamentos que destroem espermatozdides ou patdgenos, tais
como virus e bactérias ou servem na recuperacao de disfungdes fisioldgicas. Katz
(1993) relata problemas criticos na compreensao dos mecanismos pelos quais um
farmaco penetra e permeia através do muco cervical. Esse problema somente é
compreendido parcialmente nos dias de hoje e ressalta conceitos biofisicos que

foram apresentadas e irdo ajudar em estudos futuros.

1.8.2. Polimeros mucoadesivos

Muitos polimeros bioadesivos tém sido utilizados para aplicagao em diferentes
mucosas tais como a cavidade bucal, estomacal e intestinal (AHUJA, KHAR e ALI,
1997). Uma lista de polimeros mucoadesivos, com a respectiva forca mucoadesiva

de cada um foi desenvolvida através da aplicacdo de ensaios necessarios in vitro
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(SMART et al., 1984). O sistema de teste in vitro consistia de um muco homogéneo,
o qual foi obtido por raspagem do intestino de cobaia. Foi medida a forga requerida
para remover o polimero teste que ficou em contato com o muco aderido a uma
placa de vidro. Em geral, os polimeros tinham um alto peso molecular e
grupamentos funcionais hidrofilicos. Muitos desses grupos de polimeros tém sido

testados para uso em sistemas de administragao vaginal.

De uma maneira geral, os polimeros podem ser classificados de acordo com
a presenga ou auséncia de carga em condigdes de hidratagdo, podendo ser
classificados como catibnicos, anibnicos e neutros. A carga adquirida por estes
polimeros em solugado permite a interagcao iénica destes com as superficies celulares
(bioades&do) ou mesmo com 0 muco (mucoadesao) que as recobrem. Os polimeros
neutros sdo considerados mucoadesivos menos eficientes devido a nao realizacao
de interagdes idnicas, mas que ainda sdo capazes de interagir de outras formas com
os substratos Dbiolégicos (VALENTA, 2005; SUDHAKAR, KUOTSU e
BANDYOPADHYAY, 2006).

A hidratacdo é um fator muito importante no processo de mucoadesao e é
uma das interagdes conhecidas como participantes deste processo. As interacdes
de Van Der Waal’s, interagdes hidrofébicas, ligagdes de hidrogénio, interagdes
eletrostaticas, interagdes estéricas, ligacdes dissulfeto e ligagdes covalentes s&o
outras interacbes conhecidas e estudadas na elucidagdo dos mecanismos
envolvidos na mucoadeséo (SUDHAKAR, KUOTSU e BANDYOPADHYAY, 2006).

1.8.2.1. Derivados de celulose

Em muitos estudos, os derivados de celulose sdo comparados aos
poliacrilatos e s&o considerados como quase equivalentes a estes. Dentre aqueles
polimeros que aparecem listados, pertencentes ao grupo dos derivados de celulose
que possuem propriedades mucoadesivas, a carboximetilcelulose sodica é
considerada como apresentando excelentes propriedades mucoadesivas (SMART,
KELLAWAY e WORTHINGTON, 1984).
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Esses polimeros mantém o sistema de liberagao de farmacos no trato vaginal
por um tempo prolongado sem qualquer efeito toxico ou modificagao fisioldgica
importante, prolongando a permanéncia do medicamento na mucosa vaginal. Eles
tém sido utilizados na formulacido de contraceptivos espermicidas, comprimidos
vaginais de aciclovir, em comprimidos vaginais de prostaglandina E2 e tampao

vaginal contendo amoxicilina, entre outros (VALENTA, 2005).

Os mucoadesivos derivados de celulose mais comumente citados séo a
metilcelulose, carboximetilcelulose, hidroxietilcelulose (Natrosol®),

hidroxipropilcelulose e hidroxipropilmetilcelulose (VALENTA, 2005).

1.8.2.2. PEG-15 cocopoliamina

Assim como os polimeros catibnicos sdo considerados agentes mucoadesivos
em formulagbes farmacéuticas devido a interacdo de sua carga gerada pela
hidratacdo com aquelas presentes nas células dos tecidos ou mesmo com os fluidos
que os recobre, as resinas pseudo-catibnicas também sdo conhecidos por essa

capacidade de interagao.

Semelhante ao quitosano, o PEG-15 cocopoliamina (comercialmente
conhecido como Polyquart H 81) possui carater catidbnico e é utilizado em
formulagbes cosméticas como a gente antiestatico e emulsificante. Apesar de n&o
ser encontrado em formulagdes farmacéuticas, o PEG-15 n&o apresenta restricdes a
sua utilizacao para tal destinagao ou qualquer referéncia bibliografica que demonstre
toxicidade em algum grau que restrinja seu uso como excipiente em formulagao
destinada a terapia medicamentosa, principalmente, pelo fato da aplicacdo desta
resina em uma formulagdo de uso topico e deste ser classificado com adjuvante

farmacotécnico na Farmacopéia Brasileira (1988).
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1.9. FORMULAGOES UROGENITAIS

Os sistemas de gel sdo redes poliméricas que absorvem grandes quantidades
do solvente se mantendo insoluveis neste meio liquido especifico devido a ligagdes
cruzadas quimicas ou interacdes fisicas de cadeias individuais do polimero. De
acordo com o polimero utilizado, serao diferentes os tipos de solventes capazes de
levar a obtencdo de gel e também a quantidade que cada tipo de polimero sera
capaz de reter (LIN e METTERS, 2006).

Um importante grupo dos géis de utilizacdo farmacéutica sdo os géis
hidrofilicos ou hidrogéis, normalmente preparados com polimeros hidrofilicos, os
quais gelificam sob certas condi¢cdes e concentragdes (CHALUPOVA, MASTEIKOVA
e SAVICKAS, 2005).

A hidrofilicidade caracteristica dos hidrogéis é proveniente e proporcional a

capacidade do referido polimero formador deste adsorver agua em sua estrutura.

Especificamente os hidrogéis apresentam propriedades fisico-quimicas unicas
que os tornam vantajosos em aplicagdes biomédicas, incluindo sistemas de
liberagao de farmacos (LIN e METTERS, 2006).

A formacado de hidrogel normalmente ocorre em temperatura ambiente e
raramente € necessario o uso de solventes organicos. A temperatura em que ocorre
a formagao do gel é relevante, pois deve se levar em consideragédo o seu local de
aplicacdo e sua respectiva temperatura para que estudos de caracterizacdo da

formulagao sejam conduzidos coerentemente (LIN e METTERS, 2006).

Os hidrogéis podem ser preparados a partir de polimeros naturais, semi-

sintéticos e sintéticos.

As vantagens da utilizagdo de polimeros naturais estdo basicamente na sua
biocompatibilidade inerente e biodegradabilidade. Entretanto, as propriedades

mecénicas suficientes e a presenga de patdogenos ou substéncias capazes de
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acionar os mecanismos inflamatorios ou de resposta imunolégica sdao algumas de
suas desvantagens (LIN e METTERS, 2006).

Os derivados de celulose sao polimeros de origem semissintética largamente
utilizados na tecnologia farmacéutica. Os polimeros sintéticos fornecem estruturas
bem definidas, podendo ser modificados para apresentarem degradabilidade e
funcionabilidade toleraveis. Outras vantagens estariam na sua seguranca, facil
disponibilidade e apresentarem um custo de aquisicdo relativamente baixo
(BAJEROVA et al., 2008).

Devido ao fato dos géis serem semissélidos, certas vantagens sao
encontradas. Este tipo de formulacdo pode ser aplicada em uma regiao restrita,
possui elasticidade e viscosidade, que sao fatores que influenciam diretamente na
sua capacidade lubrificante e a capacidade de formar uma matriz que permite a
retencdo de grandes quantidades de solvente em seu interior, podendo assim ser
capaz de liberar os farmacos de forma controlada e/ou prolongada (PEPPAS et al.,
2000; CHALUPOVA, MASTEIKOVA e SAVICKAS, 2005).

O estudo reoldgico permite avaliar se a formulagdo semissolida a base de gel
aquoso ou hidroalcodlico apresentam as caracteristicas de viscosidade,

espalhabilidade e aplicagbes adequadas para administracdo urogenital.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolvimento de uma associacao de clorexidina e lidocaina sob a forma
farmacéutica gel para uso urogenital que atenda os pré-requisitos de seguranca e

eficacia, enfocando a estabilidade fisico-quimica.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Desenvolvimento e validagdo de metodologia analitica capaz de avaliar o teor dos
farmacos veiculados no produto acabado, assim como, os possiveis produtos de
degradacado obtidos nos estudos de estabilidade a ser realizado de maneira a

atender a legislagao vigente;

- Determinagdo da estabilidade dos farmacos em etanol comparados aos

respectivos resultados em agua;

- Inclusédo do cloridrato de lidocaina em B-ciclodextrina e metil-B-ciclodextrina para
obtencao do sistema que garanta maior estabilidade entre os farmacos e com a

formulagao proposta;
- Caracterizacao dos inclusos obtidos através de métodos analiticos adequados;

- Desenvolvimento farmacotécnico desta associagdo no gel ideal contendo agente

mucoadesivo;

- Caracterizacao fisico-quimica das formulagdes quanto ao aspecto, pH, perfil de

liberagdo dos farmacos das formulagdes, estudo da reologia e estabilidade quimica.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. MATERIAL

3.1.1.Excipientes e farmacos
e Agua Purificada;
e Etanol 95% (DEG);

e Solucgao de digluconato de clorexidina 20 % - matéria-prima/padrao de trabalho
(DEG) e padrao (SIGMA);

e BHT (DEG);

e BHA (DEG);

e Cloridrato de lidocaina - matéria-prima/padrao de trabalho (NORTEC QUIMICA);
e Nipagim (DEG);

e PEG 6000 (DEG);

e PEG-15 Cocopoliamina (DEG);

e Natrosol (DEG);

e [-ciclodextrina (WAKER);

e metil-B-ciclodextrina (WAKER)
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3.2. EQUIPAMENTOS

Balancga analitica Gehaka modelo BG 200;

e Cromatografo liquido de alta eficiéncia Shimadzu modelo LC — 10AT;
¢ Difratbmetro de Raios-X Rigaku modelo Miniflex;

¢ Dissolutor VARIAN Vankel VK 7010;

e Espectrofotdmetro de UV-Visivel SHIMADZU UV-2401 PC;

e Espectrofotdbmetro de infravermelho ABB FTLA 2000-1000;

e Ponto de fusdo BUCHI B-540;

e Placa aquecedora com agitagcdo CORNING PC 230;

e Potencidbmetro DIGIMED — DM21;

e Rebmetro Advanced 2000 (TA Instruments);

e Ultrassom UNIQUE modelo USC 1400;

3.3. METODOS

3.3.1. Analise dos farmacos

3.3.1.1. Aspecto

O aspecto fisico dos farmacos deve corresponder ao descrito nos compéndios
oficiais. O cloridrato de lidocaina € um po6 cristalino branco, enquanto o digluconato
de clorexidina trata-se de um liquido quase incolor até amarelo-acastanhado
fotossensivel (MOFFAT et al., 2004; USP, 2008).
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3.3.1.2. Faixa de ponto de fusao

A determinacdo da faixa de ponto de fusdo de amostras de cloridrato de
lidocaina, em ftriplicata, foi realizada utilizando o método capilar (Farmacopéia
Brasileira, 1988). A faixa de fusdo deve estar compreendida entre 74 e 79° C (USP,
2008).

3.3.1.3. Solubilidade

O cloridrato de lidocaina apresenta solubilidade em agua (1:0,7), em etanol
(1:1,5) e em cloroférmio (1:40) (MOFFAT et al., 2004).

O digluconato de clorexidina é miscivel com agua, soluvel em etanol (1:5) e
em acetona (1:3) (MOFFAT et al., 2004).

3.3.1.4. Densidade relativa

A densidade relativa do digluconato de clorexidina deve estar compreendida
entre 1,06 e 1,07 g/mL (BRITISH PHARMACOPEIA, 2008).

3.3.1.5. Espectrofotometria de ultravioleta

Foram preparadas solugbes aquosas a 2,0 e 0,2% (p/v) de cloridrato de
lidocaina e uma solugdo aquosa 0,25% (p/v) de digluconato de clorexidina, as quais
foram levadas ao espectrofotbmetro de ultravioleta, realizando-se varredura do
espectro entre 200 e 400 nm. O espectro de absorcido apresentando pelas amostras

foi comparado com o espetro de referéncia da literatura (MOFFAT et al., 2004).
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3.3.1.6. Espectrofotometria no infravermelho

Foram preparadas pastilhas de KBr contendo 3% (p/p) de cloridrato de
lidocaina e de liofilizado de digluconato de clorexidina, as quais foram levadas ao
espectrofotometro de infravermelho, realizando-se varredura do espectro entre 400 e
4000 cm™. As bandas observadas foram comparadas com o espectro de referéncia
(THE INTERNATIONAL PHARMACOPEIA., 2008), no caso da lidocaina e com o

espectro obtido utilizando padrao de trabalho (p.50), no caso da clorexidina.

3.3.1.7. Quantificagao dos farmacos

Para determinagcdo do teor do cloridrato de lidocaina na matéria-prima
procedeu-se titulacdo em meio nao-aquoso, conforme descrito na Farmacopéia
Brasileira (1998), com a realizacdo das adequacgdes necessarias. Foi pesado,
exatamente, cerca de 0,1 g da amostra em frasco adequado, e foi adicionado 40 mL
de acido aceético glacial e 10 mL da solugédo de acetato de mercurio TS. Foi realizada
a titulacdo com acido perclérico 0,1 M SV e a determinagao potenciométrica do
ponto final. Cada 1 mL de acido perclorico 0,1 M equivale a 28,88 mg de
C14H22N20.HCI.H,O0.

Para determinacdo do teor do digluconato de clorexidina na matéria-prima
procedeu-se titulagdo em meio nao-aquoso conforme descrito na British
Pharmacopeia (2008). Foi determinada inicialmente a densidade da solugdo de
digluconato de clorexidina 20% (p/v) para que o teor deste farmaco, determinado na

massa da solugéo pesada para titulagao, pudesse ser convertida para g/mL (p/v).

Foi pesado, exatamente, cerca de 1,0 g da amostra no frasco do titulador, e
foram adicionados 50 mL de acido acético glacial. Foi realizada a titulagdo com
acido percldrico 0,1 M SV e a determinagcao potenciométrica do ponto final. Cada 1

mL de acido perclérico 0,1 M equivale a 22,44 mg de C34H54CIo;N19O14.
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3.3.2. Desenvolvimento e validagdao da metodologia analitica por CLAE para
quantificagdao do cloridrato de lidocaina e do digluconato de clorexidina nas

formulagoes

3.3.2.1. Desenvolvimento da metodologia analitica

O desenvolvimento de um método analitico envolve a definicdo das
caracteristicas e requerimentos que um método deve satisfazer e a definicdo dos
parametros de adequabilidade que garantem a boa performance do sistema durante
as analises (USP, 2008).

Para o desenvolvimento da metodologia analitica aplicada neste trabalho
primeiramente foram avaliadas as metodologias descritas nas farmacopéias
mundiais (Brasileira, Norte Americana e Britanica), em suas ultimas edi¢cbes, em
compéndios oficiais e artigos cientificos indexados. Como ndo ha método descrito
para a avaliagdo simultanea destes dois farmacos em associacdo, a analise destas
metodologias visou verificar a possivel convergéncia destes em um unico método
capaz de analisar os dois farmacos em questdo na presenca da matriz do produto

acabado e dos produtos de degradacgéo que possam ser gerados.

A Farmacopéia Britanica (2008) descreve uma monografia para uma
formulagcdo semissolida da associagdo do cloridrato de lidocaina e digluconato de

clorexidina, mas através de metodologias analiticas diferentes para cada farmaco.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia tem permitido a quantificagdo de um
farmaco em uma formulagao ou a determinacgao do teor deste em uma matéria-prima
por ser uma metodologia bastante versatil, pratica e podendo ser totalmente
automatizada. Através desta técnica analitica pode-se realizar a separacéo de varios
compostos presentes em diversos tipos de amostras em poucos minutos, com alta

resolugao, eficiéncia e sensibilidade.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia com detecgdo por arranjo de

fotodiodos foi 0 método escolhido, visto a sua vasta aplicabilidade demonstrada em
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experimentos anteriores na quantificacdo e detecgdo de clorexidina e lidocaina
individualmente ou em formulagdes semissélidas (POWELL, 1978; ZHANG et al.,
1995; ZIVANOVIC et al., 1996; HA e CHEUNG, 1996; XU e YOUNG, 1999; IRWIN,
MCCULLOUGH e JONES , 2003; WIBERG, HAGMAN e JACOBSSON, 2003;
FIJALEK et al., 2005; HAVLIKOVA et al., 2007).

O desenvolvimento da metodologia analitica por CLAE foi realizado através
do ajuste das condi¢cdes cromatograficas como tipo de coluna cromatografica, tipo
de eluicdo, componente da fase movel, fluxo de corrida, tempo de corrida,
comprimento de onda ajustado, volume de injecdo e diluentes utilizados para

obtencao da melhor separagdo dos componentes da formulagao proposta.

As condigbes cromatograficas iniciais foram baseadas em um trabalho
publicado sobre a determinagao simultadnea de lidocaina, clorexidina e triancinolona
em uma suspensao, utilizando CLAE de fase reversa (XU e WONG, 1999). A partir
desta condigdo a concentragdo dos componentes da fase moével e diluente foi
variada, com a fixagdo do comprimento de onda para deteccédo e quantificagcdo dos
farmacos, com o objetivo de verificar as melhores condi¢des cromatograficas de
menor tempo de retencdo e melhor resolugcéo para os picos, conforme descrito na
Tabela 2.

Tabela 02: ParAmetros cromatograficos e as especificacbes gerais avaliadas.

Parametros Cromatograficos Especificagoes

Metanol (60 a 65%) + Agua Purificada (40 a
35%) + Trietilamina (0,4%) pH 3,5
Comprimento de Onda (A) 240 nm
Metanol (60 a 65%) + Agua Purificada (40 a
35%) pH 3,5

Fase Movel

Diluente
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3.3.2.1.1. Preparo das amostras

Foi padronizado que a quantidade dos farmacos que seria utilizada como
referéncia para o desenvolvimento do método seria aquela contida em 1,0 g de
formulacdo completa. Sabendo-se que o cloridrato de lidocaina esta presente na
concentracao de 2,0% e o digluconato de clorexidina na concentragao de 0,25%, em

1.0 g de formulagéao, teriamos 20 mg e 2,5 mg dos farmacos, respectivamente.

Estas quantidades dos farmacos ou suas formulagdes foram solubilizados ou
extraidos, em baldo volumétrico de 50 mL, com aproximadamente 25 mL de diluente
adequado, para que obtivéssemos as concentragdes finais de 400 pg/mL de
cloridrato de lidocaina e 50 ug/mL de digluconato de clorexidina, e levadas ao
ultrassom por 5 min. Apdés a solubilizacdo dos farmacos, o volume final foi

completado com o diluente (Tabela 2) e a mistura homogeneizada.

3.3.2.2. Validacdo da metodologia analitica

O objetivo da validagdo € garantir, através da execugdo de estudos
experimentais, que o método atenda as exigéncias das aplicagbes analiticas,

assegurando a confiabilidade dos resultados (BRASIL, 2003).

Para validacado analitica, foi seguido o Guia para validacdo de metodologia
analitica segundo a RE n° 899 e ICH (BRASIL, 2003; ICH, 2005). A validagao de
uma metodologia analitica unica por CLAE para quantificacdo de ambos os
farmacos em uma formulagdo semissolida permite a obtengcdo de uma ferramenta
util na caracterizacdo das mesmas, principalmente sendo capaz de quantifica-los na

presenca de seus produtos de degradacao descritos nas farmacopéias oficiais.

Os parametros analiticos considerados para a validagdo da metodologia
analitica destinada a quantificacdo do farmaco em matéria-prima ou em produto
acabado utilizados neste trabalho s&o: especificidade, linearidade, precisao,

exatidao, limite de quantificagdo e de detecgao e robustez (BRASIL, 2003).
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3.3.2.2.1. Determinagao da especificidade

Foi determinada pela comparagdo dos cromatogramas obtidos analisando
padrao de trabalho de cloridrato de lidocaina, padréo de trabalho do digluconato de
clorexidina, placebo da formulagdo e placebo contaminado com ambos os padrbes

de trabalho dos farmacos.

3.3.2.2.2. Determinagéo da linearidade

Foi determinada pela analise de cinco concentragdes diferentes
compreendendo 50%, 75%, 100%, 125% e 150% da concentragao de trabalho para
cada farmaco, que correspondem a 200 e 25 ug/mL, 300 e 37,5 ug/mL, 400 e 50
pg/mL, 500 e 62,5 pug/mL e 600 e 75 pg/mL de lidocaina e clorexidina,

respectivamente.

3.3.2.2.3. Determinagao da precisao

A precisdo do método foi considerada em dois niveis: repetibilidade (precisdo

intradia) e preciséo intermediaria (preciséo interdia).

Para verificacdo da repetibilidade foram feitas trés determinagées da amostra
em cada um dos trés niveis de concentragdo, 80, 100 e 120%. A partir de cada
conjunto de dados foi calculado o desvio padrao relativo (DPR) de cada nivel. O
DPR nao devera ser superior a 5% para que o método seja considerado repetitivo
segundo RE n° 899.

Para determinagdo da precisdo intermediaria foram realizadas seis
determinag¢des da amostra em cada um dos trés niveis de concentragdo, 80, 100 e
120%, em dois dias diferentes, com intervalo de 15 dias. As anadlises foram
realizadas no mesmo laboratério, no mesmo equipamento, mas com analistas

diferentes.
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Para determinacao da precisao de injecao foram feitas trés determinacdes
com uma mesma amostra na concentragdo de 80, 100 e 120% e o desvio padrao

relativo calculado, este ndo devera ser superior a 2%.

3.3.2.2.4. Determinacao da exatidao

A exatidao foi determinada a partir da adicdo de quantidade conhecida de
cloridrato de lidocaina e digluconato de clorexidina a partir dos respectivos padroes
a uma mistura dos componentes do medicamento. A analise foi feita em triplicata
para os niveis de 80, 100 e 120%.

E aceito como exato quando a recuperacdo determinada est4 compreendida
entre 98 e 102% da quantidade de farmaco adicionado (ICH, 2005).

3.3.2.2.5. Determinacao do limite de quantificacdo (LQ) e de detecgao (LD)

A estimativa do limite de quantificagcao, no caso de métodos instrumentais tais
como CLAE, pode ser feita com base na relagdo de 10 vezes o ruido da linha de
base, enquanto a estimativa do limite de deteccdo pode ser feita com base na
relacdo de 3 vezes o ruido da linha de base. As equagdes utilizadas para

determinacao destes valores sao apresentadas a seguir:

LQ=DPax 10 LD=DPax 3
IC IC

Onde,

DPa = é do desvio padrao do intercepto com o eixo do Y de, no minimo, 3 curvas de
calibracdo construidas contendo concentracbes do farmaco préximas ao suposto

limite de quantificacao.
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IC = é a inclinagao da curva de calibracao

Para este calculo foram utilizadas 3 curvas padrao obtidas para cada farmaco

em dias diferentes.

3.3.2.2.6. Determinagao da robustez

A robustez do método analitico foi determinada pela medida de sua
capacidade em resistir a pequenas e deliberadas variagcbes dos parametros

analiticos.

Foi escolhido o preparo das amostras, dentre os fatores conhecidos como
capazes de resultar em variagao na resposta do método, especificamente o tipo de

solucao diluente.

Solugdes em ftriplicata contendo 100% da concentracdo dos farmacos foram
preparadas com dois tipos de diluente e submetidas a analise pelo método

desenvolvido.

Foram utilizadas como solugdes diluentes a mistura 63:37 de metanol e agua
com ajuste do pH para 3,5 e solugédo 50:50 com os mesmos solventes sem ajuste do
pH.

O DPR calculado nado devera ser superior a 5% para que o meétodo seja

considerado robusto.

3.3.3. Desenvolvimento da formulagdao com os farmacos associados

3.3.3.1. Determinagdo da compatibilidade de cloridrato de lidocaina com digluconato

de clorexidina em meio aquoso € meio etandlico
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A obtencdo de uma formulagdo onde a associacdo do digluconato de
clorexidina e do cloridrato de lidocaina seja viavel, isto €, mantendo ambos os
farmacos solubilizados na matriz da formulagao proposta, se torna um desafio a ser

superado.

A determinacdo da compatibilidade se baseia no notério evento de
precipitacdo que ocorre entre o digluconato de clorexidina e espécies anibnicas
(SWEETMAN, 1999), de acordo com a concentracdo destas e com o solvente

utilizado.

Nenhum artigo ou compéndio até entdo publicado mencionava alternativas
farmacotécnicas para ganho de estabilidade e compatibilidade do cloridrato de

lidocaina ou do digluconato de clorexidina com outros farmacos ou excipientes.

Por outro lado, estudos publicados referentes a compatibilidade do
digluconato de clorexidina com outros farmacos e adjuvantes farmacotécnicos
demonstraram que a evidenciagdo da precipitacdo se trata de uma técnica util,
rapida e barata em pré-estudos de desenvolvimento de formulagdes farmacéuticas
(BASRANI et al., 2007; RASIMICK et al., 2008).

3.3.3.1.1. Preparo da mistura de solventes com diferentes concentragdes de etanol

Foram preparadas solugdes aquosas contendo etanol nas concentragcbes de
10, 30, 50, 70 e 95%. Estas solucdes foram utilizadas como solventes para avaliar
qual concentragdo que forneceria o ambiente adequado para a melhor
compatibilidade entre os farmacos, isto €, a ndo ocorréncia de turvacdo ou

precipitacao.

3.3.3.1.2. Preparo das solugdes com os farmacos em diferentes meios

A determinagédo da compatibilidade de cloridrato de lidocaina com digluconato

de clorexidina em cada solvente ou sistema de solventes foi realizada através do
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preparo de uma solugdo com volume final de 10,0 mL (baldo volumétrico) contendo
quantidade necessaria para se atingir uma concentragdo de 2,0 % de cloridrato de

lidocaina e de 0,25 % de digluconato de clorexidina.

Para cada meio testado, a massa pesada de cloridrato de lidocaina foi
completamente solubilizada no meio e, posteriormente, adicionou-se o volume
correspondente de solucdo de digluconato de clorexidina, previamente diluida no

mesmo meio em estudo.

Estas solugdes foram transferidas para béqueres de 10 mL e mantidas sob
agitacdo em placa agitadora. As solugbes foram avaliadas quanto ao aparecimento
de turvacgao ou precipitado branco caracteristico nos tempos de 0, 5, 30 e 60 min e
24 h.

3.3.3.2. Obtencdo e caracterizacdo de inclusos de cloridrato de lidocaina em

ciclodextrinas

3.3.3.2.1. Obtencéao de incluso de cloridrato de lidocaina em B-ciclodextrina e metil-

[B-ciclodextrina

Os inclusos foram obtidos pelo procedimento de empastamento (Kneading).
Foi adicionado cloridrato de lidocaina e da ciclodextrina na razdo de 1:1, do peso
molecular correspondente, em um almofariz. Com auxilio do pistilo, os pds foram
misturados por 5 min. Foi adicionada a mistura de pdés uma quantidade minima da
mistura de agua purificada e etanol na proporcéo de 1:1 (v/v) até a obtengao de uma
pasta. A pasta foi mantida em dessecador sob vacuo até completa secagem, com
formacdo de um sodlido proveniente da evaporagcdo do solvente. Este sodlido foi
triturado com pistilo, tamizado em tamiz de malha 100 e estocado em dessecador
(TATAI et al., 2007; PATEL et al., 2007).
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3.3.3.2.2. Caracterizagao do incluso

3.3.3.2.2.1. Determinac&o da constante de estabilidade do incluso em meio aquoso

A caracterizagdo de complexos de inclusdo em solucao pela determinacéo do
diagrama de solubilidade de fases estd baseada na medicdo do efeito da
complexacdo na solubilidade do substrato, permitindo fazer inferéncias sobre a
estequiometria de inclusdo e estimar uma constante relacionada com o grau de
estabilidade do complexo formado. Esta teoria € a mais utilizada para este fim
(CHALLA et al., 2005, BREWSTER e LOFTSSON, 2007).

Esta teoria ja foi aplicada com sucesso no estudo do ganho de solubilidade de
farmacos pouco soluveis em agua (TATAI et al., 2007; PATEL et al., 2007, RAWAT e
JAIN, 2004). Mas devido ao fato deste trabalho se tratar da inclusdo de uma
molécula soluvel em agua, a aplicagao do principio desta teoria foi realizado com o
intuito de permitir inferéncias sobre a estequiometria e a determinacao da constante

de estabilidade do complexo formado.

As amostras foram preparadas com adicdo de cloridrato de lidocaina e
concentragdes crescentes da ciclodextrina em estudo (0, 2, 4, 6, 8 e 10 mM) em
baldes volumétricos de 100 mL, conforme a Tabela 3. As solu¢des preparadas foram
homogeneizadas em ultrassom por 5 min, filtradas em filtro de 0,45 ym e a
concentragdo de cloridrato de lidocaina complexada foi determinada
espectrofotometricamente no comprimento de onda de 240 nm (RAWAT e JAIN,
2004).
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Tabela 03: Tabela do preparo das solugdes para determinacio da estequiometria e a
determinacgao da constante de estabilidade do complexo formado, com a fixacdo da massa

de lidocaina em 1,985 x 10 mg

Concentracao de CD Ciclodextrinas
(mM)

B-CD Metil-B-CD
(mg) (mg)

0 - -

2 227 262

4 454 525

6 681 787

8 908 1050

10 1135 1312

A inferéncia sobre a estequiometria de inclusao do farmaco em ciclodextrina
pode ser feita pela constru¢ao do grafico de absorbancia versus concentragado molar
da ciclodextrina adicionada, onde podemos obter através da regresséao linear da
curva o coeficiente de correlagdo (r). Quanto maior for a linearidade deste
coeficiente, isto €, quanto mais proximo este valor for de 1, maior a probabilidade

desta inclusao obedecer a estequiometria de 1:1.

A constante de estabilidade (K) dos complexos de cloridrato de lidocaina-
ciclodrextrina foi calculada conforme estudo anterior apresentado para moléculas
soluveis em agua (ASHNAGAR et al., 2007). Para tal, foram utilizadas as equacgdes
1,2e3:

Equagéo 1: K =Acomplexo real /Atarmaco livie X Ceiclodextrina livre
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Equagéo 2: Acomplexo real = Acomplexo lida = Afarmaco livre

Eqanéo 3: Cciclodextrina livre = Cciclodextrina adicionada ~ Cciclodextrina complexada

Onde, A é absorcéo no ultravioleta e C a concentragdo da amostra.

3.3.3.2.2.2. Solubilidade do incluso em meio aquoso

A determinacio da solubilidade do complexo de inclusdo em meio aquoso foi
realizada pela adicdo de um excesso do incluso a 15 mL de agua purificada e esta
foi colocada sob agitagao por 12 h. A solugao € entdo centrifugada a 6000 rpm por

15 min. O sobrenadante foi filtrado com filtro de 0,45 um.

Uma aliquota de 1 mL deste sobrenadante foi recolhida e diluida em balédo
volumétrico de maneira a obtermos uma concentragdo aproximada de 40 mg de
incluso em 100 mL de &agua purificada. Esta solugdo de concentragdo final
desconhecida teve a absorgdo determinada em espectrofotdmetro de ultravioleta

com comprimento de onda ajustado em 240 nm.

Uma curva padrao foi construida com solugdes do incluso nas concentragdes
de 20, 30, 40, 50 e 60 mg em 100 mL de agua purificada para quantificacdo da

amostra.

3.3.3.2.2.3. Difratometria de raios X

Amostras de cloridrato de lidocaina, ciclodextrina, mistura fisica de cloridrato
de lidocaina e ciclodextrina e complexo de inclusdo de cloridrato de lidocaina e
ciclodextrina foram pulverizadas, com auxilio de gral e pistilo, e tamizadas em tamiz

de malha 100, separadamente.
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Foram aplicadas quantidades suficientes de amostra sobre a placa de vidro,
as quais foram levadas ao difratdmetro de raios X, realizando-se varredura de 0 e 60

na posi¢caéo do angulo de 26.

Os picos presentes no difratograma do complexo de inclusdo foram
observados e comparados de maneira que o desaparecimento ou reducao de
bandas caracteristicas do cloridrato de lidocaina ou o aparecimento de bandas
caracteristicas da ciclodextrina utilizada seriam considerados indicios da formagao
de complexo de inclusdo. A comparagao entre os picos presentes nos difratogramas
da mistura fisica e do complexo de inclusao permitiria excluir o efeito de diluicdo da

massa de uma substancia na outra.

3.3.3.2.2.4. Espectrofotometria de infravermelho

Amostras de cloridrato de lidocaina, ciclodextrina, mistura fisica de cloridrato
de lidocaina e ciclodextrina e complexo de inclusdo de cloridrato de lidocaina e
ciclodextrina foram pulverizadas, com auxilio de gral e pistilo, e tamizadas em tamiz

de malha 100, separadamente.

Foram preparadas pastilhas de KBr contendo 3% (p/p) de amostra, as quais
foram levadas ao espectrofotdmetro de infravermelho, realizando-se a varredura do

espectro entre 400 e 4000 cm™.

As bandas presentes no espectro de cada complexo inclusdo foram
observadas e comparadas de maneira que o desaparecimento ou reducao de
bandas caracteristicas do cloridrato de lidocaina ou o aparecimento de bandas
caracteristicas da ciclodextrina utilizada seriam considerados indicios da formagao
de complexo de inclusdo. A comparacgao entre as bandas presentes nos espectros
da mistura fisica e do complexo de inclusdo em B-CD e metil- 3-CD permitiria excluir

o efeito de diluicdo da massa de uma substancia na outra.
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3.3.3.2.2.5. Determinagdo do teor do cloridrato de lidocaina no complexo de

inclusao.

A determinacédo do teor do cloridrato de lidocaina no complexo de inclusao foi
realizada através do preparo de uma solugao do mesmo com diluente destinado ao
preparo das amostras para analise pelo método desenvolvido por CLAE. A
determinacado de quantidade do farmaco incluso se da pela comparacgao da area do
pico da amostra com uma solucdo padrao de cloridrato de lidocaina na mesma

concentracao.

3.3.3.3. Determinacgao da compatibilidade do incluso de cloridrato de lidocaina em

metil-B-ciclodextrina (1:1) com digluconato de clorexidina em meio aquoso

3.3.3.3.1. Preparo das solugdes de cloridrato de lidocaina incluso e digluconato de

clorexidina em meio aquoso

A determinacdo da compatibilidade de cloridrato de lidocaina incluso em
ciclodextrina com digluconato de clorexidina em meio aquoso foi realizada através
do preparo de uma solugdo de volume final de 10,0 mL em baldo volumétrico,
contendo quantidade necessaria para se atingir uma concentragdo de 2,0% de
cloridrato de lidocaina e de 0,25% de digluconato de clorexidina. Uma outra solugéo
similar, subtituindo o cloridrato de lidocaina incluso por cloridrato de lidocaina livre,

foi preparada para servir de controle positivo da incompatibilidade.

Para cada teste, a massa pesada de cloridrato de lidocaina ou do incluso foi
completamente solubilizada no meio e posteriormente adicionou-se o volume
correspondente de solugdo de digluconato de clorexidina, previamente diluida no
mesmo meio em estudo. A solugdo preparada com o cloridrato de lidocaina nao

incluso forneceu o controle positivo da formagao de precipitado.
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Estas solugdes foram transferidas para béqueres de 10 mL e mantidas sob
agitagdo em placa agitadora, avaliadas quanto ao aparecimento de turvagdo ou

precipitado branco caracteristico nos tempos de 0, 5, 30 e 60 min e 24 h.

3.3.3.4. Avaliacao de estabilidade da associacao nas solucdes obtidas

A partir da racionalizagdo de alternativas farmacotécnicas viaveis para
solucionar a incompatibilidade detectada entre o cloridrato de lidocaina e o
digluconato de clorexidina em meio aquoso, 0 passo seguinte seria a avaliacdo da
funcionalidade destas alternativas e o quanto de estabilidade foi alcancada em um

determinado periodo de tempo.

Desta maneira, o preparo de uma solugdo aquosa dos farmacos, como
controle positivo da incompatibilidade, de uma solugao etandlica dos farmacos e de
uma solucdo aquosa do cloridrato de lidocaina incluso em ciclodextrina e
digluconato de clorexidina, nas concentragdes estabelecidas para atingir-se a
atividade farmacoldgica planejada para a formulagéo, permitiria 0 acompanhamento
da compatibilidade fisico-quimica alcangada ao longo do periodo avaliado com tais

alternativas farmacotécnicas.

A avaliacdo da estabilidade foi baseada no descrito na Resolugdao n° 1
(BRASIL, 2005). Como o produto se trata de uma forma farmacéutica semissolida,
armazenada em temperatura de 15 — 30° C em embalagem semipermeavel
(condicao mais critica), as condicbes de temperatura e umidade da avaliagdo da
estabilidade sao 30 + 2° C/ 75 + 5% de umidade e as solugbes preparadas deverao

ser mantidas em fracos ambar fechados.

3.3.3.4.1. Preparo das solugoes

Cada solugao contendo os farmacos, inclusos e nao inclusos, em diferentes
solventes foram preparadas em baldes de 50,0 mL e transferidas imediatamente

para frascos de vidro ambar com tampas de rosca.
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As trés solugdes foram preparadas conforme descrito na tabela 4.

Tabela 04: Tabela representativa dos quantitativos e qualitativos de cloridrato de lidocaina

(CL), digluconato de clorexidina (DC) e de solventes utilizados no preparo das solugcbes de

estabilidade
Solugao de CL Incluso de CL DC Solvente
Estabilidade (9) em metil-B-CD (9)
(9)
1 1,00 - 0,125 Agua Purificada
2 1,00 - 0,125 Etanol 95%
3 - 5,542 ° 0,125 Agua Purificada

@ Massa de incluso correspondente a 1,00 g de CL .

3.3.3.4.2. Testes de avaliagao da estabilidade

Os testes realizados nas solugdes foram a avaliacdo da presencga ou auséncia
de turvacdo, presenca ou auséncia de precipitado e determinacdo do teor dos
farmacos. As solugdes contidas em cada frasco eram homogeneizadas antes da

realizacao dos testes.

3.3.3.4.2.1. Teste de presenca ou auséncia de turvagao

Uma aliquota de 5 mL da solugdo de estabilidade homogeneizada foi
transferida para um tubo de ensaio de 15 mL e observada contra uma fonte

luminosa adequada.
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3.3.3.4.2.2. Teste de presenca ou auséncia de precipitagao

Uma aliquota de 5 mL da solugdo de estabilidade homogeneizada foi
transferida para um tubo de falcon de 15 mL, centrifugada a 6000 rpm e observada

contra uma fonte luminosa adequada.

3.3.3.4.2.3. Determinacéao do teor dos farmacos

Uma aliquota de 1,0 mL das solugbes de estabilidade homogeneizadas
(Tabela 4) foi filtrada em filtro 0,45 uym e transferida para um baldo volumétrico de
50,0 mL e avolumado com 50 mL de diluente destinado a analise pelo método

validado por CLAE para quantificacdo destes farmacos associados (Tabela 2).

A amostra diluida foi filtrada e transferida adequadamente para frasco e
submetidas a analise por CLAE nas condigdes pré-estabelecidas e validadas para

quantificacdo dos farmacos.

3.3.3.4.3. Frequéncia dos testes de avaliagao da estabilidade

A frequéncia dos testes de avaliacdo da estabilidade deve permitir a
constatacdo do aumento de estabilidade em fungcao do tempo, sabendo-se que esta
incompatibilidade € visivelmente evidenciada apos alguns minutos da adigdo dos
farmacos em meio aquoso. Desta forma, definiu-se a realizagdo dos ensaios nos

tempos zero e 10 dias.

3.3.3.5. Desenvolvimento das matrizes compativeis com os farmacos em meio

aquoso e meio etandlico.

3.3.3.5.1. Selecao dos excipientes
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A selecao dos excipientes para composi¢ao das matrizes para veiculagao dos
farmacos em meio aquoso e meio etandlico partiu do principio de quanto maior fosse
a similaridade das matrizes, melhor poderiamos comparar as formulagdes finais que

por ventura fossem obtidas nos dois solventes.

Desta maneira, excipientes que exercessem sua fungcdo de adjuvante
farmacotécnico em ambos solventes, sem causar alteracdo da compatibilidade dos
farmacos com o solvente, de maneira a diminuir sua disponibilidade, seriam aqueles
de primeira escolha. Os excipientes foram selecionados de acordo com as
informacdes compendiais presquisadas e mediante a verificacdo se estes possuiam
alguma incompatibilidade de uso nos tipos de formulagbes contendo um ou ambos

os farmacos em questao.

Estas solugbes foram mantidas sob agitagcdo magnética e avaliadas quanto ao
aparecimento de turvacao ou precipitado branco caracteristico nos tempos de 0, 5,
30, 60 min e 24 h.

3.3.3.5.2. Preparo dos géis placebos

3.3.3.5.2.1. Preparo do gel placebo aquoso

Foi adicionado em um béquer o metilparabeno, o BHA, aproximadamente 40
% do volume de agua total destinado ao preparo do placebo, mantendo a agitagao
até completa dissolucdo dos solidos. Posteriormente, foi adicionado o PEG 6000
neste béquer, mantendo a agitacdo até completa dissolugdo. Em seguida, foi
adicionado o PEG-15 cocopoliamina (mucoadesivo pseudo-catidnico). Apds a
homogeneizagédo, foram adicionados a hidroxietilcelulose (mucoadesivo neutro e

gelificante) e o restante do volume de agua destinado ao preparo do placebo.

Foi mantida a agitagao do sistema até a gelificacdo do polimero e a obtengao
do gel limpido e levemente amarelado, devido a presenga do natrosol e do PEG-15

cocopoliamina.
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3.3.3.5.2.2. Preparo do gel placebo etandlico

O preparo do gel placebo etandlico foi realizado de forma semelhante ao do
gel placebo aquoso, com a substituicdo do BHA e da agua purificada por BHT e

etanol 95%, respectivamente.

3.3.3.5.3. Caracterizagao dos géis placebos

A caracterizagdo dos geéis placebos pela observagdo do aspecto do
semissolidos obtidos, da determinacdo do pH e da viscosidade permitiu verificar se
estes géis apresentavam quaisquer restricdes quanto a estes parametros que
impedisse a incorporagdao dos farmacos nestas matrizes e a sua utilizagdo nas

cavidades urogenitais como agentes lubrificantes.

3.3.3.5.3.1. Aspecto

A observacao da cor, odor e turvagdo das amostras preparadas e mantidas
em frascos de vidro ambar e das alteragdes visiveis do aspecto dos géis quando
aplicados as superficies idénticas foi utilizado para a caracterizacdo quanto ao
aspecto dos geéis placebo. Todas as observagdes foram realizadas a temperatura

ambiente.

3.3.3.5.3.2. Determinacéo do pH

O pH dos placebos obtidos foi determinado a partir da leitura direta utilizando
potencidbmetro com eletrodo tipo escoamento com juncdo dupla DME-CV4,

especifico para esta determinacdo em semissolidos.
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3.3.3.5.3.3. Determinacéao da viscosidade

A determinacao da viscosidade permite correlacionar o padrao de gelificagao
do agente especifico em cada um dos solventes com a capacidade lubrificante do

gel apds aplicagéo.

Foi utilizado um redmetro Advanced (TA Instruments), modelo 2000, que se
trata de um viscosimetro de rotagao tipo cone e placa, com cone de 60 mm e angulo
de 2° para determinacdo das propriedades reologicas. A amostra de 3,0 g foi
colocada na placa com aquecimento de 37 °C e o cone rotatério comega a girar com

velocidades crescente e decrescente ajustaveis.

Para as medidas em cisalhamento continuo, a desorganizagao do sistema foi
promovida pelo giro do sistema de cone a uma taxa de cisalhamento crescente (0,1
— 100 s™) e depois segue a uma taxa de cisalhamento decrescente (100 — 0,1 s™),
reorganizando o sistema. Estas medi¢des permitiram a determinagao da viscosidade

aparente ao longo das variagdes da taxa de cisalhamento.

3.3.3.6. Preparo do gel aquoso de cloridrato de lidocaina incluso em metil-3-

ciclodextrina e digluconato de clorexidina

Ap6s a solubilizagdo do metilparabeno, BHA em aproximadamente 40 % do
volume de agua foi adicionada a solugdo aquosa de digluconato de clorexidina sob
agitagdo para garantir a homogeneizagdo. Em seguida, foi adicionada a massa de

incluso de cloridrato de lidocaina, mantendo a agitagéo até completa dissolugéo.

A adicao do PEG 6000, PEG-15 cocopoliamina e de hidroxietilcelulose seguiu
0 mesmo procedimento descrito para o preparo do gel placebo aquoso.

3.3.4. Caracterizagao da formulagao ideal

A formulacdo ideal é aquela obtida a partir das melhores condi¢cdes de

estabilizagcdo da associagao dos farmacos em fungdo das caracteristicas do incluso
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de lidocaina, excipientes, solvente, e do gel placebo mais adequados para sua

composigao.

A caracterizagdo da formulagao ideal permitiu avaliar o grau de adequacéo
das solucbes propostas para viabilizar a associacdo dos farmacos em questao
através de resultados mensurados com metodologias analiticas devidamente
aplicadas para determinagcao do pH, estabilidade, o perfil de liberacdo destes

farmacos e o estudo reoldgico desta formulagéo.

3.3.4.1. Determinacgao do pH

A determinagdo do pH da formulagdo ideal, sem prévio ajuste, visou
determinar se este parametro estava de acordo com a faixa de pH de maior
estabilidade dos farmacos e a faixa de pH fisioldgico das cavidades urogenitais onde

se pretende aplicar a formulacao.

O pH da formulagdo ideal foi determinado a partir da leitura direta em
potencidbmetro com eletrodo tipo escoamento com jungdo dupla DME-CV4,

especifico para esta determinacdo em semissolidos.

3.3.4.2. Determinagao da estabilidade

A determinagdo da estabilidade da formulagdo ideal foi realizada pela

determinacao do teor dos farmacos em tempo zero e seis meses.

Uma massa de 1,0 g da formulagao foi pesada quantitativamente e transferida
para um baldo volumétrico de 50,0 mL e avolumado com diluente destinado (Tabela
2) a analise pelo método validado por CLAE para quantificacdo destes farmacos

associados.

A amostra foi analisada pelo método analitico desenvolvido e validado por

CLAE para quantificacao dos farmacos na formulagao.
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3.3.4.3. Estudos de liberagao in vitro

Os estudos da liberagao in vitro permitiram avaliar a liberagdo do farmaco a
partir da formulagéo ideal. Tratando-se de formulagdes semissolidas, o modelo da
célula vertical de Franz com membrana sintética tem sido extensamente utilizado.
Esta membrana sintética cria uma barreira fisica capaz de permitir que somente o
farmaco migre, por uma diferenga de concentragao, para uma solugdao que ofereca
condigbes favoraveis de solubilidade e demais necessarias para estabelecer a

condicao sink para o ensaio (ALTON, 2005).

Até o momento, nenhum aparato, procedimento ou requerimento para testes
de liberacao in vitro de formulagées semissolidas estdo descritos em farmacopéias
aceitais oficialmente. No entanto, as diretrizes do FDA descrevem procedimentos e
requerimentos para estudos de liberagao in vitro utilizando células de difusao vertical

de Franz.

Foi utilizado para avaliagao da liberagao dos farmacos no sistema semissolido
considerado ideal neste trabalho um aparato modificado a partir do conceito da
célula de Franz. O uso do referido aparato se baseia na ja reconhecida eficacia
apresentada pela célula de Franz para esta finalidade (A-SASUTJARIT, SIRIVAT e
VAYUMHASUWAN, 2005; ESPOSITO et al., 2005; KIKWAI et al., 2005; HOLLER e
VALENTA, 2006; AKOMEAH, MARTIN e BROWN, 2006; DI MAMBRO e FONSECA,
2006; SARIGULLU OZGUNEY et al., 2006; CROSS et al., 2007; GARNIER et al.,
2007; USP 31, 2008).

3.3.4.3.1. Preparo da membrana sintética de acetato de celulose

Segmentos de aproximadamente 5 cm? de membrana de acetato de celulose
(membrana de dialise) foram cortados. A membrana teve suas laterais cortadas, foi
aberta em agua corrente e fervida em agua destilada por cerca de 5 min, repetindo-
se o procedimento por trés vezes com novo volume de agua destilada, de acordo

com as instrugdes do fabricante.



75

3.3.4.3.2. Escolha e preparo do meio receptor

A escolha do meio receptor precisou atender as limitagbes de estabilidade
quimica do digluconato de clorexidina e da solubilidade do incluso de cloridrato de

lidocaina em solugdes aquosas contendo ions dissolvidos.

Além disso, a agua purificada ja foi utilizada como meio receptor em estudos
anteriores de liberacdo in vitro de digluconato de clorexidina em formulagdes
semissolidas (SENEL, 2000b) e a determinagdo da solubilidade do incluso de
cloridrato de lidocaina em metil-B-ciclodextrina permitiram o uso desta como meio

receptor garantindo a condigao sink ao experimento.

O preparo do meio receptor foi realizado através da filtragdo da agua
purificada em membrana de acetato de celulose 0,45 uym e desgaseificada em

ultrassom.

As aliquotas retiradas em tempos especificos durante o estudo de liberacéo in
vitro foram posteriormente diluidas com metanol de maneira a reproduzirem
condicbes analiticas adequadas para quantificagdo dos farmacos pelo método

analitico por CLAE validado neste trabalho.

3.3.4.3.3. Montagem do sistema modificado da célula de difusdo de Franz

As células de difusdo foram montadas conforme a Figura 13. Béqueres de
250 mL foram utilizados como compartimento receptor e preenchidos com 20,0 mL
de agua purificada, ou seja, a solugdo receptora filtrada e desgaseificada por
ultrassom. A membrana foi disposta no suporte da amostra, evitando a formacao de
bolhas, e presa por um anel de borracha. O compartimento doador apresenta uma
area util de aproximadamente 1,13 cm?, onde a parte inferior do suporte da amostra

permite o contato direto da amostra com a membrana sintética.
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Figura 13: Suporte da amostra: visdo interna da area util (a); visdo da parte inferior da area

util (b) e suporte com membrana disposta e presa com anel de borracha (c).

Através da parte interna do compartimento doador, ja com a membrana

sintética presa, foi adicionada a massa de 200 mg da formulagéo em estudo.

O ensaio foi realizado com a montagem de seis sistemas de liberagdo (n= 6)
com a temperatura de 37 £ 0,5° C mantida durante todo o experimento, conforme

apresentado na figura 14.

Haste

Suporte da Amostra

Meio
receptor a
37 £0,5°C
Membrana
de acetato

de celulose

Figura 14: Esquema representativo da montagem do sistema modificado da célula de

difusdo de Franz.
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3.3.4.3.4. Determinacao da quantidade de farmacos liberados

A retirada da aliquota do meio receptor de cada um dos compartimentos
durante o experimento foi realizada com a reposigdo de igual volume de meio

receptor novo.

As aliquotas foram retiradas nos tempos de 5, 20, 40, 60, 90, 120, 180, 240,
300 e 360 min. A quantidade do farmaco acumulada no meio receptor em cada
tempo foi calculada pela multiplicacdo da massa determinada na aliquota retirada
pelo volume total de meio receptor utilizado e a esta quantidade somada a massa

quantificada no volume retirado no tempo anterior.

3.3.4.3.5. Estudo de cinética e analise do fluxo de liberagao in vitro

A determinagdo da cinética de liberacdo foi feita através da analise de

regressao linear do grafico de dispersao xy, aplicando trés modelos:
- Ordem zero: quantidade liberada por area (ug/cm?) versus tempo (h);
- Higuchi: quantidade liberada por area (ug/cm?) versus raiz do tempo (h);

- Primeira ordem: log da quantidade liberada por area (ug/cm?) versus tempo

(h).

A partir da analise do coeficiente linear (r) obtido para cada um dos modelos,
determinou-se a cinética de liberacdo. O modelo que apresentou maior valor de r foi
o escolhido. O valor do fluxo de liberagao (J) corresponde a inclinagéo (a) da porgéo
linear da curva de liberagao para cada formulagdo. O fluxo foi calculado para cada

cuba (n= 6) e o valor foi expresso pela média + o desvio padrao.
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3.3.4.4. Estudo reolodgico

O conhecimento do comportamento reolégico dos produtos é essencial para
varias aplicagdes, entre as quais podemos citar projetos e avaliagdo de processos,
controle de qualidade, determinacdo do tipo de acondicionamento do produto,
cuidados ao transporta-lo e eficacia na aplicagdo (CHANG, 2002; HOLLER e
VALENTA, 2006).

O estudo reoldgico da formulagdo ideal foi realizado para a obtengdo dos
parametros fisicos de indice de fluxo, indice de consisténcia, viscosidade aparente e

tixotropia. Os trés primerios parametros foram fornecidos diretamente do aparelho.

Foi utilizado um redmetro Advanced (TA Instruments), modelo 2000, que se
trata de um viscosimetro de rotagao tipo cone e placa, com cone de 60 mm e angulo
de 2° para determinacdo das propriedades reoldogicas. A amostra de 3,0 g foi
colocada na placa com aquecimento de 37° C e o cone rotatorio girou sobre

velocidades crescente e decrescente ajustaveis.

Para as medidas em cisalhamento continuo e determinacédo das tensodes de
cisalhamento, a desorganizagcéo do sistema foi promovida pelo giro do sistema de
cone a uma taxa de cisalhamento crescente (0,1 — 100 s™') e depois segue a uma

taxa de cisalhamento decrescente (100 — 0,1 s™), reorganizando o sistema.

Para as medidas em cisalhamento oscilatério e determinagcdo dos médulos G’
(elastico ou de armazenamento) e G” (viscoso ou de perda), os testes foram
realizados em duas condicdes. A primeira, estabeleceu a fixacdo da frequéncia em
1,0 Hertz e variacdo do percentual de deformagdo de 0,1 a 400% e a segunda
condicdo estabeleceu a variagdo da frequéncia de 0,1 a 10 Hertz e percentual de

deformacéo em 5%.

Para a determinacdo da tixotropia através da variacdo da viscosidade, os
testes foram realizados com a fixacdo da taxa de cisalhamento em 10,0 s’ e

percentual de deformacédo em 5%.

Todas as analises foram realizadas em duplicata.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. ANALISE DOS FARMACOS

4.1.1. Cloridrato de lidocaina

4.1.1.1. Aspecto

Na caracterizacdo do aspecto do farmaco, foi encontrado um pé cristalino
branco a temperatura ambiente, aproximadamente 25° C, estando de acordo com o

aspecto descrito na referéncia utilizada.

4.1.1.2. Faixa de ponto de fuséo

A Tabela 05 apresenta os resultados obtidos na determinacdo da faixa de

ponto de fusado do cloridrato de lidocaina.

Tabela 05: Dados da determinagao do ponto de fusao do cloridrato de lidocaina

Amostras Ponto de Fusao Média Conformidade com
a Referéncia
(°C) (°C)
1 76,3
2 76,5 76,5 Conforme

3 76,6
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O valor médio de ponto de fusédo obtido para a amostra da matéria-prima da
clorexidina esta compreendido dentro da faixa descrita no compéndio utilizado com
referéncia (USP, 2008).

4.1.1.3. Solubilidade

A Tabela 06 apresenta os resultados obtidos na determinacéo da solubilidade

do cloridrato de lidocaina.

Tabela 06: Dados da determinagao da solubilidade do cloridrato de lidocaina.

Amostra Massa (g) Solvente (g) Solubilidade
1 1,0 0,7 (agua purificada) Soluvel
2 1,0 1,5 (etanol 95%) Soluvel
3 1,0 40 (cloroférmio PA) Soluvel

As solubilidades em agua e etanol sdo suficientes para o desenvolvimento de
uma formulacao utilizando estes e que permite que a lidocaina seja utilizada na

concentracao de 2,0%.

4.1.1.4. Espectrofotometria de ultravioleta

A Figura 15 apresenta, respectivamente, o espectro de varredura no
ultravioleta da amostra de matéria-prima e da referéncia (MOFFAT et al., 2004) do

cloridrato de lidocaina.

Nas menores concentragbes do farmaco em solugéo nas Figuras 152 e 15b, o
perfil da absorgao foi similar e nas solu¢gdes mais concentradas, apesar do perfil de

absorcao obtido experimentalmente ser somente 20 vezes enquanto o de referéncia
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foi de 50 bezes maior, 0 pico maximo caracteristico do farmaco e descrito na

literatura ficou evidenciado.

1500
o (a)

2000t

1000 1

"00qy g

anoo k00 400.0
Wavelength {nm.)

(b)

Abzsorbance

272 nm

) 30 x

| i | |

I
200 225 250 275 300 325 350 375 400
Wavelangth

Figura 15: Espectro de ultravioleta da solugéo a 2,0% (1) e a 0,2% (2) de cloridrato de
lidocaina obtido experimentalmente (a) e referéncia (b), com maximo em 272 nm (MOFFAT
et al., 2004).
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4.1.1.5. Espectrofotometria no infravermelho

A Figura 16 apresenta, respectivamente, o espectro de varredura no

infravermelho da amostra e da referéncia (compendial) do cloridrato de lidocaina.
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Figura 16: Espectro de infravermelho do cloridrato de lidocaina (matéria-prima) obtido
experimentalmente (a) e do padrao de referéncia (b) (THE INTERNATIONAL
PHARMACOPEIA, 2008).



83

No espectro estdo presentes as bandas principais da lidocaina, conforme
destacado pelos circulos, onde a banda forte em 1662 cm”' refere-se a amida
monossubstituida, a banda forte em 1495 cm™ refere-se ao hidrocloreto, as bandas
médias em 1290 e 1204 cm™' referem-se & amina terciaria e a banda média em 1086

cm™ e em 726 cm™ referem-se ao anel aromatco.

4.1.1.6. Quantificagao do farmaco

A Tabela 07 apresenta os resultados obtidos na determinacdo do teor do

cloridrato de lidocaina na matéria prima.

Tabela 07: Dados da determinacao do teor do cloridrato de lidocaina (n=5)

Massa Vol. Titulado Vol. Branco Vol. Real Teor
(9) (mL) (mL) (mL) (%)
0,1009 6,3889 6,3267 97,79
0,1009 6,4330 6,3708 98,85
0,1004 6,3970 0,0621 6,3348 98,40
0,1011 6,4433 6,3811 98,43
0,1001 6,3373 6,2751 97,78
Média 98,25
DPR (%) 0,66

O teor obtido para a matéria-prima esta compreendido na faixa de 97,5 a
102,5% de cloridrato de lidocaina, conforme especificagao farmacopeica (USP 31,
2008), podendo ser utilizada no desenvolvimento da formulagdo objetivada neste
trabalho e a sua utilizagdo como padréo de trabalho no desenvolvimento e validagao

da metodologia analitica para o mesmo.
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4.1.2. Digluconato de clorexidina

4.1.2.1. Aspecto

Na caracterizagao do aspecto do farmaco, foi encontrado um liquido amarelo-

acastanhado, estando de acordo com o aspecto descrito na referéncia utilizada.

4 .1.2.2. Densidade relativa

A densidade relativa foi determinada com o valor de 1,063 g/mL, estando de

acordo com a densidade descrita na referéncia utilizada.

4.1.2.3. Solubilidade

A tabela 08 apresenta os resultados obtidos na determinacédo da solubilidade

do digluconato de clorexidina.

Tabela 08: Dados da determinacéo da solubilidade do digluconato de clorexidina

Amostra Massa (9) Solvente (g) Solubilidade
1 1,0 5 (etanol 95%) Soluvel
2 1,0 3 (acetona PA) Soluvel

A miscibilidade com agua é obvia pelo fato da matéria-prima se tratar de uma
solugédo aquosa deste farmaco a 20% e garante a sua utilizagdo em uma formulagéo
contndo agua como solvente. A solubilidade em etanol é suficiente para o
desenvolvimento de uma formulagao utilizando este solvente e que permite que este

seja utilizado na concentragéo de 0,25%.
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4.1.2.4. Espectrofotometria de ultravioleta

A Figura 17 apresenta, respectivamente, o espectro de varredura no

ultravioleta da amostra e da referéncia (MOFFAT et al., 2004) do digluconato de

clorexidina.
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Figura 17: Espectro de ultravioleta da matéria-prima (a) obtido experimentalmente e
referencia (b) de digluconato de clorexidina, com maximos em 232 e 253 nm (MOFFAT et
al., 2004).

A varredura em espectrofotometria de ultravioleta do digluconato de
clorexidina (matéria-prima), conforme a figura 17a, apresentou os picos maximos

caracteristicos do farmaco e descritos na literatura e apresentados na figura 17b.
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4.1.2.5. Espectrofotometria no infravermelho

A Figura 18 apresenta, respectivamente, o espectro de varredura no

infravermelho da amostra (a) e do padrdao de trabalho (b) do digluconato de

clorexidina.
60
50
40
o
c
«C
<
- 30 E
7]
&
S
-20 =
(a) - 10
0
o <t (2] ™ [ee] N N~ ~ [{e] o <t » ™ [e0] [9V] N~ ~ O o Yo} (2]
~ (e} Yo 0] o (a2} [To) [o0] o o™ [Te] N~ o N Te) N~ o N Yo} N~ ()]
()] N~ Yo} ™ N o [ee] © [Ye] [s2] ~ (o)} [oe] [(e] <t (V] ~ » N~ [Te] o™
(a2} o™ (a2} (32} (a2} (a2} N N N N N ~ ~ ~ ~ ~ ~
cm
60
- 50
40 o
[&]
c
©
- 30 E
7,
&
1
20 =
(b) - 10
0
o T OO M O AN M~ «— © O < D M O N M~ «— O o 1 O
- M 1 o O M I 0 O ™M w M~ O N IO I~ O 0N N~ O
D M~ 10 ™M N O O O WU o D O O© < N «— O M~ O ™
MO MO MO MO MO O N N N N N v~ v v« v« v«

Figura 18: Espectros de infravermelho do digluconato de clorexidina matéria-prima (a) e do

padrao (b), obtidos experimentalmente.
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No espectro estdo presentes as bandas principais da clorexidina, conforme
destacado na Figura 18, onde as bandas fortes em 1628, 1575 e 1527 cm™’ referem-
se ao grupamento imina, a banda média em 1235 cm” referem-se & amina
secundaria ligada ao anel aromatico e as bandas fracas em 1080 e 820 cm™ refere-

se aos anéis aromatcos (MOFFAT et al., 2004).

4.1.2.6. Quantificagao do farmaco

A Tabela 9 apresenta os resultados obtidos na determinagdao do teor da

solugéo do digluconato de clorexidina a 20% na matéria-prima.

Tabela 09: Dados da determinagao do teor do digluconato de clorexidina (n=5)

Massa (q) Vol. Titulado Vol. Branco Vol. Real Teor
(mL) (mL) (mL) (%)

1,0006 8,823 8,737 20,83

1,0002 8,883 8,797 20,98

1,0003 8,927 0,0863 8,841 21,08
1,0004 8,855 8,769 20,91

1,0001 8,942 8,856 21,12

Média 20,98

DPR (%) 0,46

O teor obtido para a matéria-prima esta compreendido na faixa de 19 a 21%
de digluconato de clorexidina na solugédo, conforme especificagdo farmacopeica
(Brith. Pharm., 2008), garantido assim a sua utilizacdo no desenvolvimento da
formulacao objetivada neste trabalho e a sua utilizagdo como padrao de trabalho no

desenvolvimento e validagdo da metodologia analitica para 0 mesmo.
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4.2. DESENVOLVIMENTO E VALIDAGAO DA METODOLOGIA ANALITICA POR
CLAE PARA QUANTIFCACAO DO CLORIDRATO DE LIDOCAINA E DO
DIGLUCONATO DE CLOREXIDINA NAS FORMULACOES

4.2.1. Desenvolvimento da metodologia analitica

4.2.1.1. Determinacéo das condi¢des 6timas quanto ao percentual dos constituintes

da fase modvel e do diluente

Os cromatogramas na Figura 19 apresentam os diferentes tempos de
retencdo e amplitude obtidos para os componentes presentes na amostra contendo
o placebo contaminado com os farmacos para cada fase movel testada, onde se
utilizou solucéo diluente similar sem trietilamina. A tabela 10 apresenta os tempos de

retencdo dos farmacos em funcdo da composicao da fase mével utilizada.

A variagdo da concentracdo de metanol na fase movel alterou
significativamente o tempo de retenc&o da clorexidina, mas ndo sobre o tempo de
retencdo da lidocaina que ndo apresentou alteragéo significativa. A variagéo de 60 a
65% de metanol da fase mével promoveu a redugdo do tempo de retengcdo da
clorexidina de 14,5 para 6,4 minutos, conforme a Tabela 10. Esta variacdo do tempo
de retencdo da clorexidina decorre do fato de a redu¢édo da concentracdo de metanol
na fase movel reduz a capacidade deste estabelecer interacbes de carater
hidrofébico com esta fase, ocorrendo, assim, o aumento pronunciavel do tempo de
retencdo deste farmaco que encontra na fase estacionaria um microambiente mais

favoravel ao estabelecimento deste tipo de interagao.
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Figura 19: Cromatograma referente a eluicdo de placebo contaminado com farmacos em
fase movel metanol/agualtrietilamina 60:40:0,4 (a), 62:38:0,4 (b), 63:37:0,4 (c) e 65:35:0,4
(d) com pH 3,5 e fluxo de 0,8 ml/min.
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Tabela 10: Tempos de retencéo dos farmacos em fungao da variagao percentual dos

componentes da fase movel

Fase Movel Tempo de Retencdo Tempo de Retengao
Metanol:Agua Purificada:Trietilamina Lidocaina (min) Clorexidina (min)
65:35:0,4 4,0 6,4
63:37:0,4 4,4 10,1
62:38:0,4 4,4 11,2
60:40:0,4 4,6 14,5

A adicao de trietilamina na concentragao estabelecida a fase movel permitiu a
obtengdo de picos cromatograficos de maior simetria para ambos os farmacos,
devido a ja relatada capacidade desta substédncia em recobrir os grupamentos
silandis livre presentes na coluna C18. Este recobrimento minimizou interacdes
mediadas por estes grupamentos livres da coluna com os farmacos e que
normalmente visualizadas pelo surgimento de arrastes ou caldas nos picos. Esta
adicdo nao promoveu a alteracdo na separagao e no tempo de retengcdo dos

farmacos.

A variagdo do pH da fase mével de 3,0 a 4,0 ndo gerou alteragdes
significativas no tempo de retencao dos farmacos, mas afetou a qualidade do pico
de clorexidina a medida que o carater basico deste aumentava acima da faixa

mencionada.

A variagcdo da concentracdo de metanol na fase movel ndo promoveu
alteracdo dos parametros de qualificacdo do método cromatografico para a
lidocaina. A reducdo da concentracdo de metanol na fase movel de 63 para 60
partes de metanol gerava, favoravelmente, o aumento da resolugao (28,42) para
clorexidina , mas, desfavoravelmente, reduzia o numero de pratos tedricos (6247) e

aumentava a assimetria (1,50) e o tempo de retencgao (14,5).

Este comportamento dos parametros de qualificacdo do método

cromatografico para a lidocaina e clorexidina foi similar ao descrito antiormente e
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que determinou estes dois farmacos em formulacdo mais complexa (XU e WONG,
1999).

A composicdo da fase movel escolhida para execugdo do método de
quantificacdo dos farmacos na presenca dos componentes da matriz foi a de 63
partes de metanol, 37 partes de agua e 0,4 partes de trietlamina com pH final de
3,5. A assimetria determinada para o método cromatografico com essa fase mével
para lidocaina foi de 1,66 e para clorexidina foi de 1,47, ambos os valores inferiores
a 2. O numero de pratos teoricos para lidocaina foi de 3691 e para clorexidina de
6707, ambos os valores superiores a 2000 (US FDA, 1994).

Os demais parametros cromatograficos definidos para o método analitico sao

apresentados na Tabela 11.

Tabela 11: Paradmetros cromatograficos e as especificagbes gerais definidos para o método

analitico a ser validado

Parametros Cromatograficos Especificagoes
Coluna Cromatografica CLC — ODS 18 Shimi-pack 25 x 4,6 mm
(tamanho da particula de 0,5 pym)
Eluicédo Isocratica
Fase Movel Metanol 63%+ Agua Purificada 37% +
Trietilamina 0,4% pH 3,5
Fluxo de Corrida 0,8 mL/minuto
Tempo de Corrida 15 minutos
Comprimento de Onda (A) 240 nm
Volume de Injecao 20 pl
Diluente Metanol 63% + Agua Purificada 37% pH 3,5
Temperatura Temperatura ambiente
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4.2.2. Validagao da metodologia analitica

4.2.2.1. Determinagéo da especificidade

4.2.2.1.1. Determinacao da especificidade para os farmacos na presenca da matriz

da formulagao

A Figura 20 demonstra a pureza dos farmacos lidocaina (Figura 20a) e
clorexidina (Figura 20b) para o método. Os cromatogramas apresentados na Figura
21 demonstram a especificidade do método para os farmacos na presenca dos

componentes da matriz da formulacgao.
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Figura 20: Determinagao da pureza para lidocaina (a) e clorexidina (b).
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Figura 21: Especificidade do método demonstrada para a formulagdo completa (a); do
cloridrato de lidocaina (b); do digluconato de clorexidina (c), dos componentes da matriz (d)

e varredura da formulagdo completa (e).
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Na determinacao da especificidade do método para os farmacos na presenca
dos componentes da matriz da formulagdo, os cromatogramas individuais obtidos
com cada farmaco e com a amostra da matriz da formulagdo revelaram a nao
ocorréncia de sobreposicdo de quaisquer picos, nem mesmo observando pela
varredura espectroscopica da amostra contendo todos os componentes da
formulacdo. Fica assim estabelecida a especificidade do método para os farmacos

na presencga dos componentes da matriz da formulagao.

4.2.2.1.2. Determinacao da especificidade para os farmacos na presenca da matriz

da formulacao e dos produtos de degradacéao

Os cromatogramas apresentados nas Figuras 22 e 23 demonstram a
especificidade do método para os farmacos na presenga dos componentes da matriz

da formulagao e dos produtos de degradacéo.

A especificidade de um método mostra a capacidade que este possui de
medir exatamente um composto em presenca de outros componentes tais como
impurezas, produtos de degradagdo e componentes da matriz (também chamados
de interferentes), produzindo assim respostas distintas para cada componente da
amostra. A sua comprovagao pode ser realizada pela comparagao analitica entre
uma matriz isenta da substancia de interesse (placebo), uma matriz adicionada de
substancias padrao e uma matriz adicionada de substancias padrao e dos produtos
de degradacgédo, sendo que nenhum interferente deve eluir no mesmo tempo de
retengcdo da substancia em estudo, isto é, o pico cromatografico de resposta deve

ser exclusivamente do composto em estudo.

Na determinagao da especificidade do método para a lidocaina e clorexidina
na presencga dos componentes da matriz da formulagcao e dos principais produtos de
degradacao (USP, 2008), os cromatogramas revelaram a nao ocorréncia de
sobreposi¢ao de picos dos farmacos com os respectivos produtos de degradagéo e
nem com os componentes da matriz, nem mesmo pela observacao da varredura
espectroscopica, mas demonstrou a sobreposicdo dos picos dos produtos de

degradacéo entre si.
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Figura 22: Cromatograma referente a eluicao de placebo contaminado com farmacos e os

produtos de degradagao p-cloroanilina (a) e 2,6-dimetilanilina (b).
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Figura 23: Cromatogramas referente a (a) eluicdo de placebo contaminado com farmacos e

os produtos de degradagao p-cloroanilina e 2,6-dimetilanilina e (b) espectro de varredura.
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Estes resultados suportam a utilizagdo do método de extracdo e
acondicionamento das amostras como adequado, isto é, estas etapas geram
amostras capazes de terem os farmacos separados e detectados na presenga dos
componentes da matriz da formulagédo e dos produtos de degradagao nas condi¢des

cromatograficas definidas para o método por CLAE.

Desta maneira, ficou estabelecida a especificidade do método para os
farmacos na presenca dos componentes da matriz da formulacdo e na presenca e
dos principais produtos de degradagao farmacopéicos, mesmo que este ndo tenha

permitido a quantificagao destes produtos de degradacéao individualmente.

4.2.2.2. Determinacao da linearidade

As curvas padréao médias estdo demonstradas nas Figuras 24 e 25. A Tabela
12 apresenta os valores para o coeficiente angular (a), coeficiente linear (b) e o

coeficiente de correlagao (r) para as curvas padrao medias dos farmacos.

A linearidade € definida como a capacidade do método em fornecer
resultados diretamente proporcionais a concentragcdo da substancia de interesse.
Essa relagdao de proporcionalidade € expressa pela regressao linear da curva
analitica que permite a obtencdo de parametros estatisticos, como coeficiente de

correlagao linear (r), que s&o avaliados a fim de assegurar sua qualidade.
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Figura 24: Curva padrao média de cloridrato de lidocaina no 1° dia (a) e no 2° dia (b)
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Figura 25: Curva padrao média de digluconato de clorexidina no 1° dia (a) e no 2° dia (b)
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Tabela 12: Parametros da linearidade do método analitico

Parametros Lidocaina Clorexidina
avaliados
Inclinacéo (b) 7015394 + 17427 4 54433871 + 617649,2
Intercepto (a) 191754,5 £ 1727,5 -285845 + 4358,6
r 0,99925 + 0,00007 0,9975 + 0,0004

Meédia + DP; n=2.

Estes resultados deram suporte para utilizagcado do fator de diluicao aplicado a
amostra da formulagao contendo os farmacos de maneira que a solucgao final obtida
contenha os farmacos em concentragao capaz de ser medida com sensibilidade e

linearidade para permitir a quantificacdo destes pelo método.

A linearidade foi comprovada face aos valores de inclinagéo significativos e
valores de coeficiente de correlacdo linear superiores a 0,99, para ambos os
farmacos, de acoro com a RE 899 (BRASIL, 2003) que assume como critério
minimo de aceitagdo para comprovacéao de linearidade valores maiores que 0,99 de

coeficiente de correlacédo linear.

4.2.2.3. Determinacao da precisao

A precisao do método é representada pela dispersdo dos resultados entre
ensaios independentes e repetidos de uma mesma amostra e pode ser considerada

em trés niveis distintos: repetibilidade, precisdo intermediaria e reprodutibilidade.

A repetibilidade é o nivel da precisdo de um método que representa a

concordancia entre os resultados de medicbes sucessivas, efetuadas sob as
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mesmas condi¢gdes de medi¢cado, quais sejam: mesmo analista, instrumento, local,

procedimento e repeti¢cdes efetuadas em curto intervalo de tempo.

O efeito das variagdes dentro do laboratério devido a eventos como diferentes
dias, diferentes analistas, diferentes equipamentos ou uma combinacdo destes

fatores € medido pela chamada precisao intermediaria.

A repetibilidade e a precisao intermediaria sdo expressas por meio da

estimativa do desvio padrio relativo (DPR).

A reprodutibilidade é o grau de concordancia entre os resultados das
medicdes de uma mesma amostra, efetuada em diferentes laboratérios, portanto sob
condigdes variadas, tais como diferentes operadores, local, equipamentos, entre

outros.

A precisao de injecdo do cromatdgrafo em operagdo nas condi¢gdes analiticas
estabelecidas para o método de quantificacdo dos farmacos pode revelar a
conformidade dos ajustes realizados durante as manutencbes periddicas e

qualificacdo do aparelho.

A Tabela 13 apresenta os valores de desvio padrdo (DP) e desvio padréao
relativo (DPR) para a determinagdo da precisdo de injecdo para lidocaina e

clorexidina.

A determinacao da precisdo de injegdo do cromatografo para lidocaina e para
clorexidina foi realizada pela avaliagdo do desvio padrao relativo que apresentou
valores inferiores a 2% (Tabela 13), conforme especificado na legislacao utilizada
como referéncia (USP 31, 2008).
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Tabela 13: Precisédo de inje¢do do cromatégrafo para lidocaina e clorexidina

Concentragao Lidocaina Clorexidina

(%) Média = DP DPR (%) Média £ DP DPR (%)
2782233,00 2018904,33

80 1,91 1,87
+53132,63 + 37835,59
2925773,67 2508363,33

100 0,25 0,19
+ 7423,25 + 4696,21
3633650,33 3017698,67

120 0,62 0,61
+22470,12 + 18446,73

n=3

As Tabelas 14 e 15 apresentam os valores de desvio padrao relativo (DPR)
para a determinacao da repetibilidade (intradia) e precisao intermediaria (interdia)

para lidocaina e clorexidina, respectivamente.
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Tabela 14: Repetibilidade e precisao intermediaria do método para lidocaina.

Concentracao Area sob o Precisdo Precisdo
Dia . DP intradia interdia
ico
(%) P DPR (%) DPR (%)
2761547
1 2813985 26219,631 0,94
80 2787451 161
2683619
2 2744241 36740,566 1,35
2749893
3102148
100 3074812 139
3108475
2 3195874 46335,929 1,47
3125489
3708974
1 3694751 45016,335 1,22
120 3624871 1,11
3648719
2 3619875 43555,115 1,19

3705481
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Tabela 15: Repetibilidade e precisao intermediaria do método para clorexidina

-1 - Precisdo Precisdo
Concentragao , Area sob o . . . .
Dia DP intradia interdia

(%) pico DPR (%) DPR (%)

2049852
1 0079847  33747,13 1,65

80 2012487 1.76

1974800

2 2015078  27202,432 1,36
2026612
2493331

1 0518508 12754,312 0,51
2502487

2496134
2 0501924 4753842 0,19

100 0,35

2505560
2981971

1 2993257 13965,845 0,47
2965487

2895748
2 2930154  25612,520 0,88

120 1,22

2945817

A determinacdo da repetibilidade (precisdo intradia) e da preciséo
intermediaria (precisdo interdia) do método para lidocaina e clorexidina foram
realizadas pela avaliacdo dos desvios padrao relativos para cada situagcdo que
apresentaram valores inferiores a 5%, conforme especificado na legislagao utilizada
como referéncia (BRASIL, 2003).
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4.2.2.4. Determinacgao da exatidao

A determinagao da exatidao na validagdo de um método permite estabelecer
a existéncia de concordancia entre os resultados individuais encontrados em um

determinado ensaio e um valor de referéncia aceito como verdadeiro.

Para execucdo de tal determinacdo, o uso de substancias quimicas de
referéncia (SQR), comparagédo de métodos, ensaios de recuperagao e adicédo de
padrao sdo os processos mais utilizados. Neste trabalho foi utilizado o método de
recuperacao, onde quantidades conhecidas dos farmacos foram adicionadas em
diferentes niveis aos componentes da matriz (placebo). A recuperagao é avaliada
por meio da propor¢ao da quantidade dos farmacos que foi extraida e quantificada

em relagdo a quantidade adicionada.

As Tabelas 16 e 17 apresentam os valores percentuais de recuperagao e de
desvio padrao relativo (DPR) para a determinagdo da exatiddo do método para
lidocaina e clorexidina, respectivamente, onde cada concentragao foi determinada

em triplicata.

Tabela 16: Exatiddo do método para lidocaina

Concentragcdo Quantidade Quantidade Recuperagcdo DPR (%)

adicionada recuperada (%)
(%) (mg/mL) (mg/mL)
80 363 364,0 100,4 1,21
100 407 405,1 99,6 0,69
120 481 482,0 100,1 0,31

DPR = Desvio Padrao Relativo
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Tabela 17: Exatiddo do método para clorexidina

Concentragdo Quantidade Quantidade Recuperagcdo DPR (%)

adicionada recuperada (%)
(%) (mg/mL) (mg/mL)
80 42,0 42,2 100,7 1,53
100 52,5 52,5 100,1 1,21
120 62,9 61,7 98,1 0,08

DPR = Desvio Padrao Relativo

O método foi considerado exato para lidocaina e clorexidina, pois os valores
de recuperacao encontrados para ambos os farmacos ficaram entre 98,1 e 100,7,
valores compreendidos entre 98 e 102%, conforme especificado no compéndio

utilizado como referéncia (ICH, 2005).

4.2.2.5. Determinagao do limite de detecgao (LD) e quantificagdo (LQ)

O limite de deteccdo (LD) do método representa a menor concentragao dos
farmacos que o método analitico € capaz de detectar, mas ndo necessariamente
quantificar. A determinacao deste limite permite correlacionar a concentragao das
substancias medidas com o sinal obtido e que estas estdo presentes em

concentragdes maiores do que zero com 95% ou 99% de confianga.

O limite de quantificagdo (LQ) do método representa a menor concentragao
dos farmacos que o método analitico € capaz de quantificar com precisdo e

exatiddo.
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As Tabelas 18 e 19 apresentam o limite de deteccdo (LD) e o limite de
quantificagédo (LQ) do método para a lidocaina e clorexidina, respectivamente. A
faixa de variacdo do percentual de cada farmaco foi de 50 até 150%, isto €, variagao
da concentragdo de 200 a 600 pg/mL para lidocaina e de 25 a 75 pg/mL para

clorexidina.

Tabela 18: Limite de deteccdo (LD) e quantificagcdo (LQ) do método para lidocaina

Variaveis da  Valores das Média da DP do LD LQ
equacgéo da variaveis Inclinagdo (b)  Intercepto (ug/mL) (ug/mL)
reta (y=bx+a) (a)
6950250
Inclinagao
7086095
(b)
7046807
7027717 6303 2,7 9,0
197387
Intercepto
195786
(a)
185756

DP = desvio padrao
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Tabela 19: Limite de deteccao (LD) e quantificagdo (LQ) do método para clorexidina

Variaveis da  Valores das Média da DP do LD LQ
equacgdo da variaveis Inclinagdo (b)  Intercepto (ug/mL) (ug/mL)
reta (y=bx+a) (a)
54339195

Inclinagao 54945977
(b)

55326673
54870615 11681 0,6 2,1
-292317
Intercepto
-286232
(a)
-269740

DP = desvio padrao

O estabelecimento dos valores de limites de deteccao e de quantificagao para
os farmacos por um método analitico € importante quando existe a intengao de
utiliza-los na quantificacdo de quantidades dos farmacos em quantidades menores
que a faixa de linearidade estudada. Estes valores direcionam o delineamento
racional de estudos posteriores com a formulagdo completa que tenham a pretenséao
determinar as interagcdes dos farmacos com a estrutura da matriz da formulacéo ou
destes farmacos em outros microambientes. Os estudos de liberacédo, permeagao e
retencdo in vitro podem ser citados como exemplos de estudos que aplicam
métodos analiticos validados que devem possuir limites de deteccao e de
quantificacdo definidos, pois estes estudos utilizam membranas sintéticas ou
naturais (para os dois ultimos citados) para mimetizar condi¢gdes in vivo onde a
concentracao presente do farmaco, em diferentes microambientes, varia dentro de

uma amplitude desconhecida.
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4.2.2.6. Determinacdo da robustez

A robustez de um método analitico revela o quao sensivel este se apresenta
frente a pequenas variagbes que possam ocorrer quando este esta sendo
executado. O método analitico apresenta etapas cruciais do procedimento para que
a sua finalidade seja alcancada e a influencia de pequenas variagdes neste

procedimento analitico vao depender das caracteristicas fisico-quimicas do farmaco.

A introducédo de pequenas variagdes planejadas para verificagdo da robustez
do método analitico ainda pode revelar a sua aplicabilidade em outros estudos da

formulagao que contenha os farmacos de interesse.

Com intuito de verificar a robustez do método, a etapa de preparo da amostra
foi selecionada como a variagdo planejada e chamada de preparo da amostra
modificado. Este preparo da amostra modificado consistiu no preparo da solugao
analitica dos farmacos utilizando a mistura agua:metanol 50:50 sem corre¢ao de pH
como diluente, permitindo a verificagdo da influencia do meio de solubilizagdo da

amostra na sensibilidade do método analitico.

As referéncias consultadas para determinacdo de um meio receptor para a
realizagdo do estudo de liberagdo dos farmacos a partir da formulagao revelaram
que a agua seria o solvente capaz de solubilizar os farmacos adequadamente
(SENEL, 2000b; RICCI et al., 2005). A adicdo de volume igual de metanol a aliquota
do meio receptor (aquoso) retirado para quantificagdo dos farmacos liberados , sem
a correcao do pH, apresentou as mesmas condi¢des verificadas com o preparo da

amostra modifcado nesta verificacdo da robustez.

A Tabela 20 apresenta os valores de desvios padrao relativos de preciséo dos
resultados de quantificagdo obtidos a partir de amostras com o mesmo diluente

(intradiluente) e com diluentes diferentes (interdiluentes).
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Tabela 20: Robustez para lidocaina e clorexidina em funcao da variagcao do diluente no

preparo da amostra

< p i Precisao Precisdo
Farmaco Diluente Area sob o
. DP intradiluente interdiluente
(100%) MetOH:H,0 pico DPR (%) DPR (%)
3017194
63:37 pH 3,5 3028495 6536,793 0,22
3028537
Lidocaina 2,31
2901182
50:50 2898740 1273,532 0,44
2900588
2487516
63:37 pH 3,5 2498331 5418,751 0,22
o 2493528
Clorexidina 0,90
2462807
50:50 2451332 7923,644 0,32
2447604

A proporcdo dos solventes constituintes do diluente € um fator que pode
alterar a solvatacao dos analitos presentes na amostra e estas alteragdes no meio
de solvatacdo podem alterar perfil de absorcdo de métodos espectroscopicos por
ultravioleta (SKOOG et al, 2002). Além disso, o pH do diluente também se
encontrava alterado e a influéncia deste no perfil de absorgcdo ultravioleta de
farmacos pode ocorrer (MOFFAT et al, 2004).

A solucao diluente composta pelos solventes metanol e agua purificada na
proporcdo 50:50 e apresentava pH 7,35, tendo a propor¢cdo dos solventes
constituintes do diluente e o pH alterados e assim capazes de causar variagdes na

sensibilidade do método analitico.
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Os resultados dos experimentos utilizando os dois solventes demonstraram
que o tempo de eluigdo e o perfil espectroscopico no ultravioleta dos farmacos no

método analitico ndo sofreram alteragdes significativas.

Os valores de desvio padrao relativo das amostras utilizando diferentes
diluentes se mantiveram inferiores a 5% para a lidocaina e para a clorexidina, néo
sendo diferentes significativamente. Ficou demonstrado que a utilizacdo destes
diferentes diluentes ndo alterou a capacidade de solubilizagdo e condicionamento
dos farmacos a partir da formulagcdo completa para determinacdao pelo método

analitico.

4.3. DESENVOLVIMENTO DA FORMULACAO COM OS FARMACOS
ASSOCIADOS

4.3.1. Determinacao da compatibilidade dos farmacos em meio aquoso e meio

etanolico

Inicialmente foi realizada a mistura do digluconato de clorexidina com o
cloridrato de lidocaina em meio aquoso, de acordo com a especificagdo de
concentracao para cada farmaco e do meio, utilizadas para preparo do Instillagel®.

Porém, foi verificada uma incompatibilidade entre os farmacos neste meio.

Apesar desta associagado ser descrita tanto no Formulario Nacional Britanico
(2008) quanto na Farmacopéia Britanica (2008) como sendo um gel aquoso
contendo sais soluveis nesta matriz, ocorreu a incompatibilidade do digluconato de
clorexidina com o cloridrato de lidocaina em solugédo aquosa nas concentracoes

determinadas para a formulagao proposta, sem precedentes na literatura.

A incompatibilidade do digluconato de clorexidina com outros sais utilizados
em formulagdes farmacéuticas esta descrita na literatura, tais como carbonatos,
bicarbonatos, boratos, cloretos e outros (SWEETMAN, 1999).
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Alguns artigos apresentaram estudos referentes a incompatibilidade deste
farmaco com EDTA e com hipoclorito de sédio que em ambos os casos levavam a
formacdo de precipitados, sendo que o primeiro caso leva a formacgao de
quantidades nao significativas de p-cloronanilina e o segundo a formacdo de
quantidades significativas deste produto de degradacdo (BASRANI et al., 2007;
RASIMICK et al., 2008).

A mistura do cloridrato de lidocaina (2,0%) com o digluconato de clorexidina
(0,25%) em meio aquoso levou a formacado de um precipitado branco apds alguns

minutos.

Apesar do digluconato de clorexidina e do cloridrato de lidocaina serem sais
soluveis em meio aquoso nas quantidades estipuladas para preparo da formulacgéao,
a precipitacdo decorrente da mistura destes sais pode ser explicada por
caracterisitcas esespecificas destas moléculas: ambos os farmacos sao sais
organicos compostos por eletrdlitos fracos, isto é bases fracas, e o digluconato de
clorexidina € um sal polivalente, que € em geral menos soluvel que um sal
monovalente (NEWTON, 2009).

A formulagado comercial Instillagel® associa estes dois faramcos em um gel
aquoso e nao existe qualquer informacéao disponivel sobre a ocorréncia de formagéao
de precipitado. Abdelmageed e colaboradores (2008) realizaram a avaliacdo da
estabilidade da associagdo do Instiliagel com sulfato de morfina para uso clinico
utilizando metodo cromatografico por CLAE e detecgdo por ultravioleta e seus
resultados ndo demonstraram a ocorréncia de produtos de degradacdao destes

farmacos ou a formagao de precipitado nas amostras armazenadas a 25°C.

Na figura 26 foi apresentada uma significativa diferenga de estabilidade da
mistura dos farmacos com o aumento da concentragcdo de etanol na solucéo,
principalmente em etanol 95%. Esta ultima solugao foi avaliada por 72 horas e nao

apresentou turvagao ou precipitacao até o término deste periodo.
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FIGURA 26: Percentual de etanol em solucdo versus tempo maximo de auséncia de

precipitacao ou turvagéo de 0-75% (a) e 0-95% (b).

A agua e o etanol sédo largamente utilizados como solventes em formulagdes
farmacéuticas. Estes dois solventes sao capazes de solubilizar satisfatoriamente
ambos os farmacos em questao separadamente, mas os microambientes criados por
cada um deles sdo notoriamente diferentes. Esta diferenga foi evidenciada pela
rapida precipitagdo em meio aquoso quando os farmacos sao associados nas
concentracbes estabelecidas neste trabalho, mas que n&o ocorreu neste mesmo

tempo em meio etandlico.

A diferengca de polaridade entre estes dois solventes € a caracteristica que
permite explicar a capacidade de se contornar tal incompatibilidade. O etanol possui
uma constante dielétrica (24,30) menor que a da agua (78,40), gerando assim um
microambiente menos capaz de solvatar os ions no meio, promovendo um
deslocamento do equilibrio para a formagcdo de um par ibnico pouco solvatado

destes sais (LIDE, 2001). Por outro lado, em meio aquoso prevalece a dissociagéao
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ibnica dos sais por requerer menos energia que a solvatacdo da molécula como um

todo, favorecendo esta incompatibilidade.

O fato do solvente alternativo (etanol) permitir uma estabilizagdo temporaria,
mas superior ao obtido com o solvente inicial (agua), indica que o precipitado seja
um sal idnico de baixa solubilidade em meio aquoso. Ainda que seja temporaria,
esta estabilizacdo forneceu a primeira alternativa para a continuidade do
desenvolvimento farmacotécnico da formulagdo gel mucoadesiva proposta, mas
requereu uma avaliacdo mais criteriosa para a determinacdo da viabilidade desta

alternativa.

Como segunda alternativa para o desenvolvimento farmacotécnico da
formulacdo gel mucoadesiva proposta, a inclusdo de um dos farmacos em
ciclodextrinas pode ser capaz de solucionar a incompatibilidade apresentada na
associacido destes em meio aquoso, levando-se em consideracdo as inumeras
alteracdes de caracteristicas fisico-quimicas decorrentes do processo de inclusao de
moléculas em ciclodextrinas (CHALLA et al., 2005; LOFTSSON e DUNCHENE,
2007).

Algumas caracteristicas do cloridrato de lidocaina foram levadas em
consideracgao e justificaram a sua escolha como farmaco a ser incluso no lugar do
digluconato de clorexidina. O cloridrato de lidocaina é o menos soluvel dos dois
farmacos em meio aquoso (MOFFAT et al., 2004) e o aumento da solubilidade do
farmaco incluso é um dos indicios de inclusdo em ciclodextrinas mais recorrente na
literatura (LOFTSSON e DUNCHENE, 2007). A molécula de lidocaina ter tamanho
menor que a de clorexidina, aumentando as chances da inclusdo da molécula, como
um todo no interior da cavidade da ciclodextrina e protegendo os sitios desta
envolvidos na incompatibilidade. O cloridrato de lidocaina é um sdélido e isto facilita a
obtencdo da mistura fisica de maneira simplificada, esta ultima importante na
caracterizagao da inclusao por diversos métodos analiticos. Isto se da pelo fato dos
métodos de preparo do incluso de um farmaco em ciclodextrina mais simples e de
rendimento elevado ocorrerem em fase liquida e a mistura fisica do farmaco em
solucdo, caso do digluconado de clorexidina, com a ciclodextrina pode levar a

ocorréncia de inclusdo indesejada. Por ultimo, o cloridrato de lidocaina possui um
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coeficiente de particdo (octanol/agua) maior que o do digluconato de clorexidina. A

incluséo da lidocaina permitiria controlar a sua permeacgao e absorg¢ao sistémica.

4.3.2. Obtencao e caracterizagao de inclusos de cloridrato de lidocaina em

ciclodextrinas

4.3.2.1. Obtengao de incluso de cloridrato de lidocaina em ciclodextrinas — inclus&o

por empastamento (Kneading)

A inclusao do cloridrato de lidocaina em B-ciclodextrina e metil-B-ciclodextrina

foram realizadas pelo método de empastamento.

O estudo da complexacao de lidocaina base com (-ciclodextrina realizado por
Tatai e colaboradores (2007) apresentou indicios consistentes da formagdo de
complexos de inclusao na proporcao de 1:1 (molécula héspede:ciclodextrina)
utilizando o método de empastamento e do aumento de solubilidade do incluso em
meio aquoso quando comparada a forma neutra da lidocaina. Levando em conta
estes resultados obtidos por Tatai e colaboradores (2007) e a existéncia de poucos
trabalhos que apresentem o comportamento de farmacos solUveis em agua
submetidos ao processo de inclusdo, tais como o cloridrato de lidocaina, a -
ciclodextrina e a metil-B-ciclodextrina foram escolhidas por serem as ciclodextrinas
disponiveis com solubilidade em meio aquoso imediatamente inferior e superior,
respectivamente, ao cloridrato de lidocaina e com o volume de cavidade interna

adequada para hospedar a lidocaina.

O procedimento de inclusao de cloridrato de lidocaina em S-ciclodextrina e em
metil-B-ciclodextrina levou a obtencdo de um sdlido levemente amarelado que, apos
a evaporacao do solvente, foi triturado, recuperado e pesado. O rendimento deste

procedimento foi de 92,78% e de 94,51%, respectivamente.
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A obtengdo dos complexos de inclusdo do cloridrato de lidocaina em -
ciclodextrina e metil-B-ciclodextrina apresentaram rendimentos elevados e

confirmaram a sua simplicidade de aplicacdo em escala laboratorial.

4.3.2.2. Caracterizagao dos complexos de incluséo

4.3.2.2.1. Determinacdo da constante de estabilidade da inclusdo de cloridrato de

lidocaina em ciclodextrinas

A Figura 27 apresenta a curva de correlagdo da absorbancia da solugao de
lidocaina em funcao da adicdo de quantidades crescentes de 3-CD e em fungao da
adicdo de quantidades crescentes de metil-B-CD a uma solugao aquosa de cloridrato

de lidocaina, de absorbancia praticamente nula (< 0,001), separadamente.

A analise das curvas de absorcdo demonstra uma menor variagdo das
absorgdes lidas em fungdo do aumento da concentragdo de metil-B-ciclodextrina
comparado ao correspondente com a (-ciclodextrina. A situacao reflete diretamente
nos valores de constante de estabilidade que foram obtidos para a inclusdo de

lidocaina em cada uma das ciclodextrinas utilizadas.

A correlagao entre a variagao da absorbancia lida na solucdo em fungao da
concentracdo de B-CD adicionada ao cloridrato de lidocaina solubilizado no meio foi
linear com um coeficiente de correlacédo (r) igual a 0,9996. A constante de
estabilidade (K) do complexo de cloridrato de lidocaina-B-ciclodextrina foi calculada
em 34954,09 + 9954 M. Para a solucao utilizando a metil-B-CD, esta mesma
correlacdo também foi linear com um coeficiente de correlagéo (r) igual a 0,9955. A
constante de estabilidade (K) do complexo de cloridrato de lidocaina-metil-G3-
ciclodextrina foi calculada em 5565,28 + 819,9 M.
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Figura 27: Curva de correlagao da variagdo absorbancia em fungao da concentragéo de f3-

CD (a) e de metil-B-CD (b) adicionadas ao meio contendo lidocaina.

A obtencéao de curvas absorbancia versus concentragao de -CD e metil-B-CD
com coeficientes de correlagdo superiores a 0,99 sdo indicios que reforcam a

complexacéo do farmaco com estas ciclodextrinas na proporc¢ao de 1:1.

A capacidade das interacbes intermoleculares, estabelecidas entre o
cloridrato de lidocaina e as ciclodextrina, provocarem diferentes absor¢des da

radiacao ultravioleta, comparadas com a da molécula hdéspede isolada, foi
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demonstrada neste experimento. O microambiente mais apolar no interior da
cavidade das ciclodextrinas (LOFTSSON e DUNCHENE, 2007) carreia para o seu
interior uma quantidade diferente do solvente caracteristicamente mais polar. Estes
dois fatores geram condi¢cdes especificas para as interagdes intermoleculares da
lidocaina com o microambiente, propiciando, assim, diferentes absor¢des por parte
das ligagdes quimicas da molécula de lidocaina quando exposta a radiagao

ultravioleta.

A lei de Beer pode fornecer explicacdo para esse comportamento da
absorcao ultravioleta, medida nas solugdes contendo o cloridrato de lidocaina, apés
a adicdo das ciclodextrinas. A existéncia de uma distdncia minima entre as
moléculas em solucdo, responsaveis pela absor¢do da radiagdo, € necessaria a
ponto de que cada molécula ndo afete a distribuigdo de carga da molécula vizinha.
Nestas condicdes, a relacdo entre absorgao e concentracdo do absorvente tende a
permitir uma correlagdo linear. Por outro lado, concentragcbes muito baixas da
molécula absorvente ndo permitem o estabelecimento de uma correlagdo linear

entre a absorcao e a concentracdo do absorvente.

Algumas espécies quimicas sao capazes de alterar a capacidade de absorgao
de um analito, alteracdo esta em funcdo do aumento da concentragdo destas
espécies em particular, permitindo um ganho de linearidade nesta correlagéo
(SKOOG et al, 2006). As ciclodextrinas permitiram um ganho de linearidade (Figura
27), pois o experimento conduzido utilizou uma solugdo de concentragcado baixa de
cloridrato de lidocaina em que a absor¢cao no comprimento de onda de 240 nm era
inferior a resolugédo do aparelho (entre 0 e 0,001). Desta maneira, podemos supor
que as ciclodextrinas podem ter causado alteragdes da concentracdo da lidocaina

em solucao favorecendo o aumento da absorgao de radiagao ultravioleta.

Esta maior absor¢ao da radiagcao por parte do complexo de inclusao formado
pela B-ciclodextrina se reflete na constante de estabilidade de formagao (34954,09 +
9954 M'1) do mesmo, que foi maior que a obtida na inclusdo com a metil-B-
ciclodextrina (5565,28 + 819,9 M'). Quanto maior o valor da constante de
estabilidade para o complexo formado, menor seria ser a quantidade que se espera

encontrar do farmaco em sua forma livre. Por outro lado, o farmaco deve estar na
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forma livre para atingir o seu local de agdo. A faixa de variagcdo considerada
adequada para constante de estabilidade de complexos de inclusdo utilizando
ciclodextrinas varia de 100 a 1000 M™" (MUKNE e NAGARSENKER, 2004), mas esta
faixa é frequentemente utilizada para farmacos pouco soluveis em agua e de carater
lipofilico. Desta maneira, os resultados para a estabilidade dos complexos obtidos
neste trabalho ndo puderam ser interpretados adequadamente, havendo a
necessidade do desenvolvimento de novas ferramentas analiticas e faixas de
adequadas para constante de estabilidade de complexos de inclusdo para farmacos

soluveis em agua e de carater hidrofilicos.

4.3.2.2.2. Solubilidade em meio aquoso do incluso de cloridrato de lidocaina em (-

ciclodextrina e em metil-B-ciclodextrina

A verificacdo da solubilidade do incluso em meio aquoso foi bem sucedida,
mas em meio etandlico (etanol 95%) ambos os inclusos apresentaram solubilidades
inferiores a 0,2 mg/mL, impedindo a sua utilizagdo no preparo da formulagdo neste

solvente de forma que a lidocaina esteja na concentragao proposta.

A Figura 28 apresenta a curva padrdo em meio aquoso do incluso de
cloridrato de lidocaina-gB-ciclodextrina e a do incluso de cloridrato de lidocaina-metil-

B-ciclodextrina, cuja absorbancia foi lida no comprimento de onda de 240 nm.
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Figura 28: Curva padrao em meio aquoso do incluso de cloridrato de lidocaina-3-

ciclodextrina (a) e do de incluso de cloridrato de lidocaina-metil-B-ciclodextrina (b).

As curvas padrao plotadas (Figura 28a e 28b) foram submetidas a regresséao
linear para obtencdo das respectivas equagdes da reta (y= 0,77x + 0,0049, r =
0,9996 e y= 0,694x + 0,0023, r = 0,9999) capazes de correlacionar a absorbancia
lida com a concentragcdo do incluso na solugcdo, permitindo assim determinar a
concentracdo presente no sobrenadante da solucdo supersaturada. A solubilidade

em meio aquoso do incluso de cloridrato de lidocaina-B-ciclodextrina foi de 24,95
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mg/mL e de cloridrato de lidocaina-metil-B-ciclodextrina foi de 131,56 mg/mL a

temperatura ambiente.

A solubilidade em meio aquoso dos complexos de inclusdo sao diferentes
daquelas apresentadas pelo cloridrato de lidocaina (166,44 mg/mL), pela [-
ciclodextrina (18,5 mg/mL) e pela metil-B-ciclodextrina (> 500 mg/mL). A alteracéo da
solubilidade é uma das evidéncias caracteristicas do fendbmeno de formacédo de
complexos de inclusdo, onde o aumento da mesma € o objetivo mais frequente da

inclusdo de moléculas em ciclodextrinas.

Existe um consenso em varios trabalhos publicados com relacédo a alteracao
da solubilidade de moléculas quando inclusas em ciclodextrinas, onde se descreve o
aumento da solubilidade de moléculas inclusas em meio aquoso (CHALLA et al.,
2005; BREWSTER e LOFTOSSON, 2007; TATAIl et al, 2007; CAL e
CENTKOWSKA, 2008). Mas estes trabalhos se referem as moléculas organicas de
baixa solubilidade em meio aquoso, como € o caso da lidocaina base, com
solubilidade de 0,118 mg/mL, que ao ser inclusa em S-ciclodextrina (solubilidade de
18,5 mg/mL) utilizando a técnica de empastamento, gera um incluso com
solubilidade de 0,183 mg/mL (TATAI et al., 2007). Analisando este exemplo, se
observa uma molécula que inclusa apresenta uma solubilidade maior que a sua

forma livre, mas bem inferior a da ciclodextrina pura.

Os resultados apresentam duas situacdes. Na primeria situacéo, o cloridrato
de lidocaina, com solubilidade de 166,4 mg/mL, que ao ser inclusa em (-
ciclodextrina de solubilidade de 18,5 mg/mL utilizando a técnica de empastamento,
gera um incluso com solubilidade de 24,95 mg/mL. Na segunda situagao, o cloridrato
de lidocaina, com solubilidade de 166,4 mg/mL, que ao ser inclusa em metil-G3-
ciclodextrina (solubilidade > 500 mg/mL) utilizando a mesma técnica, gera um
incluso com solubilidade de 131,56 mg/mL. Nestes casos, o0 aumento de solubilidade
ocorre do complexo de inclusdo do sal de lidocaina com [(B-ciclodextrina para o com
metil-B-ciclodextrina, sendo que o primeiro com solubilidade superior a ciclodextrina
utiizada e o segundo com solubilidade inferior, mas ambos complexos de

solubilidade inferior a do farmaco. Outras técnicas analiticas podem ser empregadas
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para elucidar que eventos a nivel molecular sdo respnsaveis por tais

comportamentos diferentes.

A solubilidade do complexo de inclusdo utilizando metil-B-ciclodextrina se
apresentou maior que a do do complexo de inclusao utilizando 3-ciclodextrina devido
ao fato da molécula de metil-B-ciclodextrina possuir alguns de seus grupamentos
hidroxila metilados, o que impede a ocorréncia de interacbes de hidrogénio

intramoleculares frequentes na molécula de 3-ciclodextrina (CHALLA et al., 2005).

No presente trabalho, a solubilidade obtida para os inclusos, mesmo sendo
inferior aos valores correspondentes de solubilidade das moléculas de partida,
demonstrou a alteracdo de uma caracteristica intrinseca da molécula hospede e
assim outro indicio do processo de inclusdo da lidocaina nas ciclodextrinas

utilizadas.

A solubilidade verificada para inclusos obtidos foi o fator limitante para a
continuidade da caracterizacdo dos mesmos. O incluso de cloridrato de lidocaina em
metil-B-ciclodextrina teve sua caracterizagdo prosseguida por apresentar
solubilidade de 131,56 mg/mL. Esta solubilidade foi superior a minima necessaria de
110,84 mg/mL, tornando capaz o alcance do percentual de 2,0% para lidocaina na

formulacao.

4.3.2.2.3. Caracterizacdo do incluso de cloridrato de lidocaina em metil-3-

ciclodextrina por difratometria de raios X

A Figura 29 apresenta o difratograma do cloridrato de lidocaina, da mistura
fisica 1:1, do complexo de inclusdo de lidocaina-metil-B-ciclodextrina e da metil-G-
ciclodextrina obtidos nos ensaios com o aparelho de raios X e a figura 30 regides

especificas destes difratogramas destacadas.



Intensidade

Intensidade

122

10000 10000
9000 1 (@) 9000 (b)
8000 - 8000 -
7000 - 7000 1
6000 S 6000 |
5000 | G 5000 {
4000 - £ 4000
3000 - ~ 3000 1
2000 - 2000 -
1000 | 1000 1
0 0
Ne2T2YKRIBIELRBIS Ne2TSIYRRIZILRIR
20 (°) 28 (°)
10000 10000
9000 - (c) 9000 1 (d)
8000 - 8000 -
7000 - 7000 1
6000 | 2 6000 -
5000 - B 5000
4000 | £ 4000 -
3000 - © 3000 1
2000 - 2000 1
1000 //\/\*\._ 1000 M
0 0
Ne2T2IREIBY LRI Ne2TIARRIBYSLRE R

26 (°) 26 (%)

Figura 29: Difratogramas do cloridrato de lidocaina (a), mistura fisica 1:1 (b), complexo de

inclusdo de lidocaina-metil-B-ciclodextrina (c) e da metil-B-ciclodextrina (d).

A difragdo de raios X revela o estado fisico de uma substéncia a temperatura

ambiente e o seu grau de cristalinidade. Esta cristalinidade é perdida em funcéo da

ocorréncia de interagcdes intermoleculares e esta perda pode ser verificada na

reducdo ou desaparecimento de sinais de intensidade caracteristica.

Os detalhes das regides destacadas dos difratogramas de raio X (Figura 30)

demonstram mais uma evidéncia de que a inclusdo do farmaco na metil--

ciclodextrina. Esta evidéncia estd na perda de cristalinidade do farmaco,

caracterizada pelos altos sinais destacados em 16,7 (Figura 30a), 25,15 e 25,8 ° 20

(Figuras 30f) em comparacédo aos sinais obtidos nos mesmo ° 26 com o incluso
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(Figuras 30c e 30h), tornando o perfil do difratograma e a intensidade dos sinais do
incluso mais semelhante ao da metil-B-ciclodextrina (Figuras 30d e 30i), descartando

a possibilidade de um efeito de diluicdo do farmaco na ciclodextrina (Figuras 30b e

309).
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Figura 30: Regides especificas do difratograma do cloridrato de lidocaina (figuras 30a e
30f), da mistura fisica 1:1 (figuras 30b e 30g), do incluso (figuras 30c e 30h) e da metil-3-CD
(figuras 30d e 30i) em 16,7 ; 25,15 e 25,8 °26.

O perfil de difracdo apresentado pelo complexo de inclusdo n&o era
decorrente do simples efeito de diluicdo do farmaco na ciclodextrina na razao de 1:1
(288 mg de cloridrato de lidocaina para 1312 mg de metil-B-ciclodextrina). Este efeito
de diluicdo pode ser visto nas figuras 30b e 30g, devido a presencga de sinais valor

de °20 caracteristicos do farmaco, mas em intensidade menor.
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Esta técnica analitica permitiu a evidenciagao da formagao de um novo solido
de aspecto amorfo, ao contrario de uma expressiva reducdo de tamanho de
particulas com baixa cristalinidade, como produto do processo de empastamento do

cloridrato de lidocaina com a metil-B-ciclodextrina em solugdo etanol-agua 1:1.

4.3.2.2.4. Caracterizacdo do incluso de cloridrato de lidocaina em metil-G-

ciclodextrina por espectrometria de infravermelho

A Figura 31 apresenta o espectro do cloridrato de lidocaina, da mistura fisica
1:1, do complexo de inclusdao de lidocaina-metil-B-ciclodextrina e da metil-3-
ciclodextrina e a Figura 32 apresenta regides especificas destes espectros obtidos

nos ensaios de espectrometria de infravermelho.

A espectrometria na regido do infravermelho permite caracterizar e identificar
uma substancia em fung¢do do surgimento de bandas geradas pelo estiramento ou
pela deformagao angular das ligagdes entre atomos dos grupamentos funcionais. As
bandas surgem em fungdo de sua abundancia ou intensidade caracteristica de

absorc¢ao por tais grupamentos da radiagéo infravermelha.

Os detalhes dos espectros de absorcdo no infravermelho (Figura 32)
demonstram mais uma evidéncia da a inclusdo do farmaco na metil-B-ciclodextrina.
Esta evidéncia esta no desaparecimento de bandas caracteristicas do cloridrato de
lidocaina ou redugéo significativa da intensidade destas em comparagao as bandas
obtidas nas mesmas regides com o incluso, tornando o perfil do espectro e a
intensidade das bandas dos grupamentos funcionais do incluso mais semelhante ao

da metil-B-ciclodextrina.

Como detalhado na Figura 32, as bandas de intensidade média,
caracteristicas de grupamentos amida monosubstituida, em torno de 3300 cm™ da
lidocaina (Figura 32a) desapareceram e ocorre o surgimento da banda caracteristica
de hidroxila de alcool primario da ciclodextrina nesta regido (Figura 32c). A banda de
intensidade fraca e larga de hidrocloreto de amina na regido de 2500 cm™ (Figura

32a) desaparece no espectro correspondente ao incluso (Figura 32c). As bandas de
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amina de intensidade forte em 1650 cm™ e intensidade média em 1550 cm™ da
lidocaina (Figura 32f) desaparecem e ocorre o surgimento das bandas
caracteristicas de alcool primario da ciclodextrina na regido de 1100 cm™ (Figura
32h). Por ultimo, a banda correspondente ao anel aromatico vicinal trissubstituido na
regido de 780 cm™ de intensidade forte (Figura 32f) que desaparece no espectro do

incluso (Figura 32c).
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Figura 31: Espectros de FTIR do cloridrato de lidocaina (a), mistura fisica 1:1 (b), complexo

de inclusao de lidocaina-metil-B-ciclodextrina (c) e da metil-B-ciclodextrina (d).
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Figura 32: Regides especificas a, b, ¢, d, f, g, h e i dos espectros de FTIR (Figura 31)

evidenciando, em bandas caracteristicas do cloridrato de lidocaina, a variagao de amplitude.

O desaparecimento das bandas relativas ao anel aromatico do cloridrato de
lidocaina no espetro do incluso de lidocaina-metil-B-ciclodextrina poderia ser um
indicio da ocorréncia da inclusdo do farmaco no interior da cavidade da ciclodextrina.
Mas o desaparecimento destas bandas no espectro relativo a mistura fisica do

farmaco e da metil-B-ciclodextrina descartam esse evento como indicio da inclusao.
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As bandas relativas ao anel aromatico da lidocaina merecem destaque, pois este
parte da molécula do farmaco € a mais lipofilica e é descrita na literatura como
aquela alocada no interior da cavidade da ciclodextrina, levando ao
desapareceimento destas bandas do espectro do complexo de inclusdo (MUKNE e
NAGARSENKER, 2004; CHALLA et al., 2005; BREWSTER e LOFTSSON, 2007).

4.3.2.2.5. Determinagéo do teor do cloridrato de lidocaina no complexo de inclusé&o

em metil-B-ciclodextrina

O complexo de inclusdo apresentou um teor de 100,16% de cloridrato de

lidocaina.

O método analitico por CLAE desenvolvido para quantificagao de cloridrato de
lidocaina e digluconato de clorexidina na formulacao foi utilizado satisfatoriamente
na quantificacdo deste primeiro farmaco incluso em metil-B-ciclodextrina. A
solubilizagdo do incluso lidocaina-metil-B-ciclodextrina (quantidade relativa a 2,0%
de lidocaina) no diluente apresentava o mesmo espectro de varredura de absorgéo
na faixa do ultravioleta que uma amostra preparada com a mesma concentragao do
farmaco livre, conforme apresentado os espectros na figura 33, além dos picos

cromatograficos apresentarem o mesmo tempo de rentecao de 4,2 minutos.



128

s T

204, 96
3500 [

3000 (a)
2500
2000
1500 4
1000
500 2388154 30429 32424307 393 46
0 L L 1 1 1
S .
190 200

B I Bl i Bl S Bl i B T
230 240 2530 Ze0 270 280 290 300 310 320 330 340

Rl
350

I

B B il R B
210 220 350 3a0 370 380

(b)

25@'?1-54 0226 32431 083 38931
| | | |

B e —————————

190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 380 370 380 350

nrn

FIGURA 33: Espectros (a) do complexo de inclusao cloridrato de lidocaina—metil-g-
ciclodextrina e (b) do cloridrato de lidocaina ambos no diluente metanol:agua (63:37) pH 3,5

do método analitico desenvolvido por CLAE.

A capacidade do método analitico por CLAE com detecc¢éo por ultravioleta de
quantificar a lidocaina inlcusa ja era esperada, porque a simples detecgdo por
espectrometria de ultravioleta utilizada por Tatai e colaboradores (2007) se

apresentou capaz de realizar esta quantiicagdo em estudos descritos anteriormente.
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4.3.3. Determinagao da compatibilidade do incluso de cloridrato de lidocaina

em metil-B-ciclodextrina (1:1) com digluconato de clorexidina em meio aquoso

A solugdo aquosa do incluso de cloridrato de lidocaina em metil-G-
ciclodextrina na presenca de digluconato de clorexidina néo apresentou turvagao ou

precipitacdo nos tempos de inspegao pre-estabelecidos ao longo de 24 horas.

O controle positivo, composto pela solugao aquosa do cloridrato de lidocaina
na presenga de digluconato de clorexidina, apresentou a turvacéo e precipitagao

caracteristicas em aproximadamente 3 minutos.

A capacidade de alteragao de caracteristicas fisico-quimicas de moléculas
inclusas ja foi apresentada por inumeras publicagdes. O aumento da solubilidade em
meio aquoso de farmacos pouco soluveis € a caracteristica de maior simplicidade de
execucao e é considerado um indicio da formacdo do complexo de inclusdo. Por
outro lado, a nao ocorréncia da precipitagcdo, anteriormente evidenciada pela
associagao de dois farmacos (sais) soluveis em meio aquoso, pela substituicdo de
um deles por sua forma inclusa em ciclodextrina garante outro indicador da
formacdo do complexo de inclusdo de simples execucdo. Blanco-Fuente e
colaboradores (2002) demonstraram o uso de complexacdo de cloridrato de
propranolol em B-ciclodextrina com intuito de previnir a formagdo de um complexo
insoluvel deste farmaco de carater catibnco como carbopol de carater anidnico

utilizado como polimero de gelificagao.

Neste experimento, mais evidéncias da inclusdao do farmaco em ciclodextrina
foram obtidas. A relevancia deste experimento esta na obtencdo da segunda
alternativa para possibilitar a associagao de lidocaina com a clorexidina em meio
aquoso, e assim dar continuidade ao desenvolvimento farmacotécnico da
formulacdo gel mucoadesiva proposta, mas também requer uma avaliagcdo mais

criteriosa para a determinagao de quao viavel seria esta alternativa.
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4.3.4. Avaliagao de estabilidade das solugées em meio aquoso

A Tabela 21 apresenta os resultados obtidos na avaliagado da estabilidade da

associagao de cloridrato de lidocaina e digluconato de clorexidina nas diferentes

condigdes estabelecidas logo apds o preparo destas solugdes e 10 dias depois.

Tabela 21: Parametros e resultados da avaliacdo da estabilidade das solucdes dos

farmacos em meio aquoso (ma) e meio etandlico (me)

Tempo 0 dias Tempo 10 dias
Clorexidina Clorexidina
Parametro Farmacos Farmacos Farmacos Farmacos
+lidocaina- +lidocaina-
livres livres livres livres
incluso incluso
(ma) (me) (ma) (me)
(ma) (ma)
Turvagao Presente’ Ausente Ausente Presente  Ausente Ausente
Precipitacao Presente’ Ausente Ausente Presente Presente Ausente
Teor de
clorexidinax 0,015% 0,241 £ 0,258 £+ D 0,104 + 0,259 £
<
DP (g/ 100 0,0007 0,003 0,001 0,002 0,003
mL)
Teor de
lidocaina + 1,933 = 1,856 * 1,944 + 1,937 £ 1,873 1,970 =
DP (g/100 0,005 0,003 0,01 0,01 0,01 0,02
mL)

Turvacgao e precipitacdo ocorreram na solugao em aproximadamente 5 min.

DP = Desvio Padrao; LD = Limite de Deteccao
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Os parametros utilizados para determinagao da estabilidade da associagao
nas diferentes condigcbes estabelecidas revelaram um ganho de estabilidade quando
utilizou-se o sistema que continha a lidocaina inclusa associada a clorexidina em
meio aquoso em relagcdo ao sistema obtido pela associacdo da lidocaina livre em

meio etandlico.

A espectativa em torno deste ensaio de estabilidade estava em se alcangar
pelo menos uma alternativa para viabilizar a associacdo dos farmacos sem a
ocorréncia de precipitacdo e reducdo do teor de nenhum destes. A mudanca do
solvente forneceu uma solugdo para o problema da incompatibilidade limitada.
Apesar nao ter ocorrido precipitagao ou turvagao ao final de trés dias de ensaio de
estabilidade, a utilizacdo de etanol demonstrou ser somente capaz de retardar a
formacéo de precipitado. Isto ocorreu porque houve uma alteracdo temporaria na
solvatagcdo dos ions presentes no meio, mas a precipitacdo foi constatada ao
término do ensaio. Ja a inclusao disponibiliza um microambiente para hospedar o
cloridrato de lidocaina como um todo que, em fungdo da constante de estabilidade
deste incluso, liberaria o sal para o solvente, que por sua vez estaria disponivel para
ser solvatado e poder levar a formacado de precipitado pela interagdo com outros

ions.

A solucdo preparada com a associagao dos farmacos em meio etandlico
apresentou um decréscimo da concentracao de clorexidina em solugdo um pouco
inferior @ metade da determinada inicialmente, enquanto a concentracido de
lidocaina nao variou significativamente (DPR de 0,60%). O surgimento de
precipitado foi detectado e, devido a redugao do teor de clorexidina e a manutencao
do teor de lidocaina, revelou indicios de que o precipitado provém da clorexidina, em
uma forma mais soluvel em meio etandlico do que em meio aquoso, sem a presenca

de lidocaina.

A Figura 34 apresenta a analise de uma amostra de solugdo aquosa da
clorexidina com a lidocaina antes e depois da formacdo do precipitado
desconhecido, utilizando o método analitico desenvolvido por CLAE neste trabalho
(solugao A da Tabela 21).
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Figura 34: Cromatogramas da solugao aquosa dos farmacos (solucdo A) antes da formacao
de precipitado (a), do sobrenadante apds a formacao do precipitado (b) e seus respectivos

espectros de varredura (c) e (d).
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As Figuras 34a e 34c sao referentes ao cromatograma em 240 nm e o
cromatograma em varredura, respectivamente, provenientes da analise da solugao A
imediatamente apés o seu preparo. As Figuras 34b e 34d sao referentes ao
cromatograma em 240 nm e o cromatograma em varredura, respectivamente,
provenientes da analise do sobrenadante da suspensao formada pelo sugirmento do
precipitado na solugao mencionada anteriormente apos 5 minutos. Notou-se que a
concentragdo de lidocaina ndo sofreu alterag&o significativa, diferente da redugéo
drastica na concentracdo da clorexidina no sobrenadante a uma concentragao

inferior ao limite de deteccdo do método analitico.

As informagdes obtidas através do estudo realizado com a mistura dos
farmacos em meio aquoso mencionadas acima, fornecem indicios de que o
precipitado branco proveniente desta mistura, seja uma outra forma salina da
clorexidina, menos soluvel em meio aquoso que o digluconato de clorexidina. O
precipitado foi identificado como cloridrato de clorexidina, pois apresentou ponto de
fusdo de 259,7°C com decomposi¢cdo proximo a faixa de fusdo do cloridrato de
clorexidina (260 e 262°C com decomposi¢ao). Além disso, resultado positivo para o
teste qualitativo de ions cloreto e perfil espectrométrico no infravermelho
apresentando as bandas caracteristicas em 1628, 1575, 1527, 1235, 1080 e 820 cm”
' (MOFFAT et al., 2004; USP, 2008), conforme destacado pelos circulos na Figura

35, corroborou para a identificagéo.
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Figura 35: Espectro de infravermelho do precipitado (CI” + clorexidina).
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Assim, estes resultados também permitiram descartar a possibilidade deste
precipitado ser um produto de degradacdo da clorexidina de caracteristicas e de
toxicidade desconhecidas, que seria um fator limitante para o desenvolvimento da

formulacdo destes farmacos associados.

4.3.5. Idealizagao das novas formulagoes gel da associagao lidocaina e

clorexidina

4.3.5.1. Selecao dos excipientes

Os excipientes utilizados para este estudo foram selecionados baseando-se
nas suas propriedades descritas em compéndios especializados quanto a sua
solubilidade nos meios em estudo, propriedades fisico-quimicas e quanto a
possiveis incompatibilidades com os farmacos utilizados neste trabalho
(SWEETMAN, 1999; MOFFAT et al., 2004; ALTON, 2005).

Além das informagdes compendiais, a incompatibilidade do digluconato de
clorexidina com anions e aquela evidenciada com anions cloreto neste trabalho,
tornou-se importante a verificacdo do limite de anions presentes nos excipientes

pesquisados e a exclusdo dos sais como opgdes para a composi¢cao dos placebos.

Os excipientes descritos na Tabela 22 foram avaliados individualmente
quanto a sua compatibilidade com os farmacos em solucdo aquosa e solugao
etandlica nos percentuais definidos. Estes se apresentaram soluveis ou misciveis
nos dois meios testados e ndo houve turvagdo ou precipitagdo nas solugdes teste

nos tempos determinados para verificagdo da compatibilidade.
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Tabela 22: Propriedade e teor na formulacéo dos excipientes selecionados

Excipiente Fungdo Farmacotécnica/ Caracteristicas

Teor na Formulagao (%)

BHA Anti-oxidante/ 0,05 Soluvel em meio aquoso /

compativel com os farmacos.

BHT Anti-oxidante/ 0,05 Soluvel em meio etandlico /

compativel com os farmacos.

Metilparabeno Conservante/ 0,1 Soluvel em meio aquoso e
etandlico / compativel com os

farmacos.

PEG 6000 Espessante/ 2,0 Soluvel em meio aquoso e

etandlico / compativel com os

farmacos.
PEG-15 Mucoadesivo/ 2,0 Soluvel em meio aquoso e
cocopoliamina etandlico / compativel com os
farmacos.
Hidroxietilcelulose Gelificante/ 4,0 Formacao de gel em meio aquoso

e etandlico / compativel com os

farmacos.

4.3.5.3. Caracterizagao dos geéis placebos

O preparo do gel aquoso ndo apresentou dificuldades, formando um gel com
baixa interpolacdo de ar e de rendimento elevado (> 95%). O preparo do gel
etandlico também levou a formacao de um gel com baixa interpolagao de ar, porém
precisou do acompanhamento do peso da totalidade dos excipientes adicionados
constantemente durante o periodo de agitacdo, necessaria para gelificagdo do

polimero, devido a perda de etanol por evaporacdo ter sido aumentada pela
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agitagdo. A adicao de etanol 95% foi realizada de maneira a garantir um rendimento

aceitavel para preparo do gel.

4.3.5.3.1. Aspecto

A Tabela 23 apresenta os resultados obtidos da avaliagdo do aspecto dos
géis placebo aquoso e etandlico preparados conforme especificado nos itens
3.3.3.5.2.1 € 3.3.3.5.2.2, respectivamente.

Tabela 23: Caracterizagdo do aspecto dos géis placebo aquoso e etandlico.

Aspecto Gel placebo aquoso Gel placebo etandlico
Cor Levemente amarelado Levemente amarelado
Odor Caracteristico Caracteristico,

intensificado pela

presenca do alcool

Turvagao Ausente Presente (levemente)

Durante a realizagdo dos ensaios de reologia, foi notada uma diferenga entre
o aspecto inicial e final dos géis aquoso e etandlico quando submetidos ao
cisalhamento continuo ou oscilatorio. Nestes experimentos, a amostra de gel foi
colocada no centro da placa lisa e seca de acgo inox aquecida a temperatura de 37°
C. O cone era baixado em diregcdo a placa de maneira a comprimir levemente o gel
até o ponto que este pudesse ser visualizado nas bordas do mesmo. Os

experimentos duraram no maximo 8 min.

Ao término do experimento utilizando o gel placebo aquoso, este era

removido da placa sem alteragdes de aspecto constataveis ao olho nu.
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Por outro lado, ao término do experimento utilizando o gel placebo etandlico,
este se encontrava nas regides de contato com o0 cone com pequenos grumos
brancos e nas regides de contato direto com a placa, aparentemente ocorreu
evaporagao do solvente e o gel havia se tornado um filme. A formac&o de grumos ou
de filme, pela evaporagdo do solvente revelou a fragilidade da concepcédo da
formulacao utilizando o etanol, pois a formacao destes pontos de concentracao de
excipientes levaria a possivel retengdo dos farmacos ou a concentragdo dos
farmacos nas regides de maior superficie de contato. Além disso, a caracteristica
lubrificante da formulacéo se perderia, o atrito aumentaria a evaporacao do solvente
da formulagdo aumentando a formacado deste filme e a iminente diminuicdo da

viscosidade.

Este fato ocorreu devido ao menor ponto de ebulicdo do etanol em
comparagao com a agua e revelou a limitagcdo do uso deste na composigdo da

formulacao farmacéutica lubrificante.

O Formulario Nacional (BRASIL, 2005b) apresenta a monografia da
formulacdo do alcool gel, que possui 70% de alcool etilico e se trata da formulagéo
semissolida disponivel no Brasil com a maior concentragcdo deste alcool. Esta
formulacdo é indicada para assepsia de superficies e materiais. Alguns géis
alcodlicos comerciais sdo preparados com etanol , tais como o de eritromicina 2,0%,
utilizado no tratamento da acne vulgar; o de tretinoina 0,01, 0,025 e 0,05%, utilizado
para tratamento de linhas de expressdo, manchas e aspereza da pele facial; e o de
isotretinoina 0,05% e eritromicina 2,0%, também utilizado no tratamento da acne
vulgar com ou sem inflamag&o. O percentual de alcool etilico nestas formulagdes
nao esta disponivel, mas todas estas formulacdes s&o de uso sobre a pele e ndo ha
nenhuma disponivel para uso na mucosa ou indicada como agente lubrificante
(BRASIL, 2009).

4.3.5.3.2. Determinacao do pH

A Tabela 24 apresenta os resultados obtidos da determinacédo do pH dos géis

placebo aquoso e etandlico.
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Tabela 24: Valores de pH obtidos a partir dos géis placebo aquoso e etandlico

Gel placebo pH
Aquoso 5,00
Etanolico 6,14

A determinacédo do pH revelou um maior carater acido pelo placebo aquoso
em relagdo ao etandlico. Levando-se em consideragéo as faixas de pH da vagina e
da uretra (HARRIS et al., 2005, VALENTA, 2005) e o pH das formulagdes
farmacopéicas de aplicagao similar (USP, 2008; BRITISH PHARMACOPEIA, 2008),
o placebo teoricamente deveria possuir um pH variando na faixa de 4,0 a 6,0, tendo

um pH étimo em 5,0.

Considerando o pH ¢étimo de 5,0 , o placebo aquoso seria aquele que nao
exigiria a adicdo de solugéo acidulante ou alcalinizante para corregao do pH, mesmo
levando em consideracao efeito sobre o pH que seria exercido pela adicdo dos
farmacos nos dois meios e a estabilidade da clorexidina. A utilizagcdo de nenhuma ou
da menor quantidade de solug&o para correcdo do pH da formulagdo é de grande
importancia na manutencdo da estabilidade dos farmacos, principalmente do
digluconato de clorexidina que demonstrou capacidade de precipitar com diferentes

anions em solugéo.

4.3.5.3.3. Determinacao da viscosidade

A Figura 36 apresenta os reogramas indicando a variagdo da viscosidade
aparente nos ensaios de cisalhamento continuo dos géis placebo aquoso e

etandlico.
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Figura 36: Reograma de viscosidade aparente versus taxa de cisalhamento (0,1 a 100 s™)

do gel placebo aquoso (a) e do gel placebo etandlico (b).

Os resultados de viscosidade aparente obtidos das analises reoldgicas do
placebo aquoso e do etandlico a 37° C mostraram um perfil de redugdo da
viscosidade com o aumento da taxa de cisalhamento. A comparacdo das

viscosidades aparentes medidas na taxa de cisalhamento de 0,1 s'1, a diferencga do
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valor deste parametro apresentada pela formulagao etandlica foi aproximadamente
cinco vezes menor que a correspondente do placebo aquoso, conforme a Tabela 25.
Esta diferenca de valores de viscosidade aparente entre os geéis placebos se

manteve ao longo da variagao da taxa de cisalhamento aplicada no ensaio.

A friccao é a forga de resisténcia ao deslizamento de uma superficie sélida
sobre a outra e é causada por forgcas de atragao entre estas superficies em contato,
que possuem irregularidades, mesmo em niveis microscépicos. O termo lubrificante
vem do latim “lubricare” que significa “faz deslizar’. A proposta de um lubrificante é
reduzir a friccdo e este objetivo € atingido pela formacdo de uma camada de
lubrificante entre as duas superficies envolvidas no deslizamento (AUGSBURGER e
HOAG, 2008).

A viscosidade € a propriedade reologica especifica a ser observada na

caracterizagao de uma formulacéao utilizada como lubrificante (BRIANT et al., 1989).

Tabela 25: Viscosidade aparente do gel placebo aquoso e etandlico em taxas de

cisalhamento especificas

Taxa de Cisalhamento Viscosidade aparente (Pa.s)
(s™) Gel placebo aquoso Gel placebo etandlico
0,1° 375 56,63
1,02 147,2 18,2
10° 33,38 8,086
100° 5,399 2,312

@ Referente ao primeiro superior mais proximo deste valor.
® Referente ao primeiro inferior mais préximo deste valor.
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Ambos os placebos apresentaram um indice de fluxo menor que 1, conforme
apresentado na Tabela 26, demonstrando, assim, uma substancial caracteristica de
fluidos ndo Newtonianos pesudoplasticos (ALMEIDA e BAHIA, 2003).

Tabela 26: Valores do indice de consisténcia (K) e indice de fluxo (n), obtidos a partir da

aplicagdo do modelo da Lei das Potencias (Power Law), para o gel placebo aquoso e

etandlico
Gel Placebo K n
Aquoso 143,15 0,3501
Etandlico 19,94 0,5683

Além disso, deve ser considerada a consisténcia que a formulacado apresenta
devido ao fato que esta se destina a aplicacdo em cavidades naturalmente recoberta
por fluidos biologicos. Esta consisténcia € diretamente proporcional a estrutura
tridimensional gerada pela gelificagdo caracteristica do polimero em um solvente
especifico. Quanto maior for a consisténcia que uma formulagdo puder apresentar,
conservando a sua espalhabilidade, maior o efeito de retencdo da formulacdo no
local de aplicagao por estar menos susceptivel a remoc¢ao e diluicao pelos fluidos
biolégicos (OWEN et al, 1999). O indice de consisténcia dos placebos foi
determinado no mesmo ensaio e o placebo aquoso obteve o maior valor, que é
aproximadamente sete vezes maior que o obtido para o placebo etandlico, como

apresentado na tabela 26.

Os solventes foram considerados determinantes principais das caracteristicas
reologicas dos géis placebos em fungdo da sua participagao direta no processo de
gelificacdo. A agua foi um solvente mais adequado que o etanol em fungédo dos
valores de viscosidade, indice de consisténcia e do indice de fluxo obtidos para os
geéis placebos testados. O placebo aquoso foi escolhido como a matriz ideal para a
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incorporacao dos farmacos e por ser capaz de atender ao propdsito para qual a

formulacao foi desenvolvida.

4.4. CARACTERIZACAO DA FORMULAGAO IDEAL

A formulagao ideal caracterizada corresponde ao gel aquoso da associagao
do incluso cloridrato de lidocaina em metil-B-ciclodextrina e digluconato de
clorexidina com os excipientes selecionados. Este gel apresentou rendimento de

95,3%, coloracao levemente amarelado, odor caracteristico e auséncia de turvacgao.

4.4.1. Determinagao do pH

O pH da formulagao ideal obtida foi 5,08. Este valor de pH demonstra que a
adicdo dos farmacos ndo gerou uma alteragdo pronunciada deste parametro em
comparacgao com o valor de pH 5,0 obtido na determinagao utilizando o gel placebo

aquoso.

A determinacdo da magnitude da alteragdo do pH em fungdo da adigdo dos
farmacos ao gel placebo € importante na eleicdo do agente acidulante ou
alcalinizante e da quantidade que este deve ser adicionado, considerando a
incompatibilidade da clorexidina com alguns anions em meio aquoso. Esta correcéo
de pH deve atender a necessidade de adequar a formulacdo as condi¢cdes de uso

clinico, sendo assim podemos analisa-la segundo alguns critérios relevantes.

O pH da formulagcdo deve se enquadrar dentro da faixa fisiologicamente
aceitavel para o local de aplicagado. Apesar do pH vaginal (3,5 a 4,5) ser aquele que
mais restringiria a faixa de adequagao, a utilizacdo de formulagdes comerciais com
pH de 6 a 7, tal como o gel de cloridrato de lidocaina (USP, 2008; SWEETMAN,

1999), nédo apresentaram restricdes ao uso clinico.

O pKa dos farmacos presentes determina os diferentes graus de ionizagao

dos mesmos em funcio da variacido do pH, influenciando assim a sua capacidade



143

de difusdo nas membranas. Para lidocaina, a ionizacdo adequada representa a
capacidade de difusdo nas membranas e a garantia da agao farmacolégica nos
nociceptores (COLUMB, 2004). No caso da clorexidina, a sua ionizag&o reduz a sua
difusdo na membrana mucosa, garantindo a sua maior disponibilidade na luz da
cavidade e agao antimicrobiana local (MOFFAT et al., 2004). A lidocaina apresenta
pKa de 7,9 e a clorexidina de 10,8 (SWEETMAN, 1999).

A faixa de pH de maior estabilidade dos farmacos garante a ndo degradacgéo
quimica da molécula e a reducdo do surgimento de possiveis produtos téxicos. A
estabilidade maxima para lidocaina a temperatura de 25 °C foi observada quando a
solucéo estava com valor de pH na faixa de 3 a 6 (POWELL, 1987) e a clorexidina
em pH levemente acido (SWEETMAN, 1999).

O valor de pH da formulacéo final foi considerado satisfatério nestes trés
critérios, porque garantiu uma condigdo aceitavel para o local de aplicagao, a
ionizagdo dos farmacos por estar compreendido abaixo dos valores de pKa e

condigbes de estabilidade adequada.

4.4.2. Determinagao da estabilidade

A Tabela 27 apresenta os resultados da determinagao do teor de cloridrato de
lidocaina e digluconato de clorexidina na formulagdo ideal no tempo zero e apods seis

meses em temperatura ambiente.
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Tabela 27: Determinagao do teor dos farmacos na formulagao ideal no tempo zero e

apos seis meses

Tempo Teor de Teor de
(meses) Lidocaina Clorexidina
(X% £ DP) (X% £ DP)
0 98,8 + 0,04 99,6 + 0,002
6 98,6 + 0,04 99,3 + 0,001

X% + DP (percentual médio + desvio padrao), n=2

A formulagcdo completa preparada foi submetida a analise pelo método
desenvolvido e validado, revelando os teores dos farmacos dentro na faixa de
aceitacdo de 98 a 102% no tempo 0 e seis meses depois (BARROS e HIRATA,
2004).

Estes resultados obtidos para os teores dos farmacos no periodo de 6 meses
tornaram promissora a formulacao ideal proposta. O desvio padrdo baixo entre os
resutados do tempo 0 e seis meses depois para cada farmaco torna esta variagcao

nao significativa.

4.4.3. Estudos de liberagao in vitro

4.4.3.1. Avaliacao da liberacgéo in vitro dos farmacos

A realizacdo dos estudos de liberagao in vitro depende da capacidade do
sistema utilizado de mimetizar a condigdo fisioldgica, isto €, a manutengdo da
temperatura a 37 °C, de utilizar um meio biorelevante e obedecer a condicdo sink
(VALENTA, 2005). Quanto a condigdo do pH, considerando que a formulagao
destina-se a uso urogenital, o valor de 5,0 foi adotado como condigéo fisiologica.
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Para que o sistema atinja a condigdo sink adequadamente, é importante a avaliagao
da solugao receptora a ser utilizada. A solubilidade do farmaco deve ser maior ou
igual a dez vezes a concentragdo maxima do farmaco alcangada no meio receptor,

ou seja, no caso de 100% de liberagéo.

Além das referéncias que suportam a escolha da agua purificada como meio
receptor de solubilidade adequada (RICCI et al., 2005; SENEL, 2000b, HUANG,
2000), as demais referencias que suportam a concepg¢ado da formulagdo em meio
aquoso permitem a realizacdo deste estudo com este solvente, tais como a solugao
comercial de digluconato de clorexidina a 20% (p/v), que significa apresentar uma
solubilidade minima de 200 mg/mL, e a solubilidade do cloridrato de lidocaina 166,4
mg/mL em meio aquoso. Estes valores de solubilidade dos farmacos apresentados e
utilizados como referéncia s&o superiores aos valores necessarios para manutencao
das condi¢gdes sink considerando a quantidade de amostra e o volume do meio
receptor utilizados, isto €, igual ou superior 200 ug/mL para o cloridrato de lidocaina
e 25 pg/mL para o digluconato de clorexidina. Padronizou-se a utilizagdo de 20 mL
como volume de meio receptor de forma a se aumentar a concentragdo dos

farmacos liberados, mantendo a condicao sink.

A isotonicidade do meio receptor atingida através da utilizacdo de uma
solucao receptora composta por solucdo aquosa de tampdes salinos € uma das
caracteristicas importantes na mimetizacdo da condicdo fisioldégica para realizagéo
dos estudos de liberagdo. Além da adequacgao do pH as condigdes especificas que
podem ser favoraveis ou nao a ionizagdo dos farmacos, a forga idnica promovida
pela presenga de ions do tampao garante a reprodugdo de uma forga motriz que
pode ser favoravel ou nao a liberagdo dos farmacos da formulacdo em direcédo a

solucao receptora.

A possibilidade de utilizagdo de uma solugdo tampao pH 5,0 como meio
receptor foi excluida, pois foi observado, nos testes preliminares de determinacéo de
solubilidade dos farmacos nos meios receptores, a precipitacdo da clorexidina. Ainda
que sem a utilizacdo de sistema tampao, a agua purificada utilizada como meio
receptor apresentava pH 5,35 e foi considerado valor adequado frente a faixa de pH

aceito para a formulagao.
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Os resultados dos estudos de liberacao in vitro de cloridrato de lidocaina e
digluconato de clorexidina, a partir da formulagdo completa utilizando agua

purificada como meio receptor, estdo demonstrados na Tabela 28.

Tabela 28: Quantidades cumulativas de cloridrato de lidocaina e digluconato de clorexidina,
liberados para a solucéo receptora em funcédo do tempo nos estudos de liberagao in vitro da

formulagao ideal

Quantidades cumulativas liberadas (ug/cm?) + DP

Tempo (min)

Lidocaina Clorexidina

5 35,7+6,5 0,24 £ 0,13
20 81,2+6,2 2,31+0,20
40 111,9+5,9 5,22 + 0,27
60 123,8 £ 6,3 6,11+ 0,38
90 137,3+5,9 7,29 + 0,36
120 144,7 + 5,9 8,99 + 0,44
180 157,+4,8 11,31 £ 0,29
240 164,8 + 5,0 13,28 + 0,45
300 168,4 + 4,1 14,54 + 0,28
360 165,5+ 4,4 15,33 £ 0,36

Devido ao fato da membrana de acetato de celulose utilizada no estudo nao
representar uma barreira e da exclusdo da forca motriz promovida pela adicdo de
ions provenientes do uso de uma solugcéo tampao como solucio receptora, a difusao
dos farmacos em diregcao a solugao receptora refletiu unicamente a capacidade de
saida destes da matriz da formulacdo. Esta capacidade de saida dos farmacos da

formulacdo ocorre segundo a influéncia das interagdes quimicas dos farmacos com
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a matriz complexa formadora do gel. Considerando o fato de que os excipientes da
formulacado foram selecionados em fungcdo das suas caracteristicas nao idnicas e
solubilidades em meio aquoso, as interagdes quimicas existentes entre os farmacos
e a matriz da formulagdo envolveriam, basicamente, interagcdes de Van der Waals,

forcas eletrostaticas, forgas estéricas, interacdes hidrofébicas, entre outras.

A Figura 37 apresenta os graficos dos perfis de liberagao da lidocaina e da
clorexidina na solugao receptora com as quantidades liberadas em funcdo do tempo

de experimento.
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Figura 37: Quantidade de lidocaina (a) e de clorexidina (b) liberadas (ug/cm?) em fung&o do

tempo (h) da formulagao completa.
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Em cinco horas de experimento, a lidocaina alcangou a sua liberagdo maxima
representada por 165,5 pg/cm?, isto &, aproximadamente 82,8 % da quantidade
deste farmaco contida na amostra da formulagdo introduzida no compartimento
doador submetido ao ensaio. Por outro lado, a clorexidina ao final do experimento,
apos seis horas, alcancou a sua liberagdo maxima representada por 15,33 pg/cm?,

isto é, aproximadamente 61,3 % da quantidade deste farmaco contida na amostra.

A concentracdo oito vezes superior da lidocaina em relagcédo a clorexidina na
formulacdo € um dos fatores que podem justificar esta diferenca de quantidade

liberada no meio receptor.

Como mencionado anteriormente, a clorexidina possui uma solubilidade muito
superior a da lidocaina (MOFFAT et al., 2004) de maneira que esta caracteristica
ndo justifica a sua menor liberacdo em fungdo do tempo, mas a condigdo desta
ultima formar um gradiente de concentracédo entre a formulagédo e o meio receptor
superior aquele formado pela clorexidina pode ter influenciado a liberacdo deste
farmaco em fungao do tempo. Por outro lado, se considerarmos o tamanho das duas
moléculas, a clorexidina apresentaria uma menor mobilidade dentro da rede

polimérica do gel, isto €, a sua liberagao estava em fungéo da dissolugao do gel.

A capacidade superior de interagdes hidrofobicas da molécula de clorexidina
em relagdo a de lidocaina ja foi verificado durante o desenvolvimento da
metodologia analitica por CLAE utilizada neste trabalho. Com ambos os farmacos
condicionados em pH abaixo de seu pKa, isto significou uma maior presenca de
formas ionizadas devido ao fato das duas apresentarem um carater basico.
Entretanto o tempo de retenc&o da clorexidina na coluna de octadecilsilica (C18) foi
superior ao da lidocaina revelando uma maior capacidade desta em estabelecer
interagbes hidrofébicas quando em condi¢gbes de pH acido (XU e WONG, 1999).
Esta mesma condicdo pode ter ocorrido com estes dois farmacos no pH da
formulacdo ideal, provocando uma maior interagdo da clorexidina em relagdo a

lidocaina com a matriz da formulagao, retardando a sua liberacao.

Senel e colaboradores (1999) demonstraram que uma liberagdo de

clorexidina a partir de um gel de quitosano variava em fungao da concentracao deste
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farmaco na formulagao e do polimero. No gel contendo 1% de quitosano, a liberagao
da clorexidina diminuiu de aproximadamente 88 para 77% quando a concentragéo
de clorexidina aumentou de 0,1 para 0,2%. Entretanto, no gel contendo 2% de
quitosano, a liberagdo da clorexidina diminuiu de aproximadamente 93 para 92%
quando a concentragcdo de clorexidina aumentou de 0,1 para 0,2%. Estas
quantidades maximas de clorexidina liberada ocorrem ap6s uma hora e meia.
Estatisticamente, eles apresentaram que estes resultados revelaram que o aumento
do quitosano de 1 para 2% resultava no aumento da liberagao de clorexidina, mas o
aumento da concentracéo da clorexidina de 0,1 para 0,2% n&o gerou o aumento da
liberacédo destes nos géis com 1 e 2% de quitosano. Este resultado pode ser
explicado pela forga eletrostatica de repulsdo para fora da matriz que a carga

positiva do quitosano (cation) exerce sobre a molécula de clorexidina (cation).

O gel formulado neste trabalho possui PEG-15 cocopoliamina a 4% que,
apesar de se tratar de um polimero pesudocatidnico, ndo demonstrou capacidade
similar de garantir uma liberacdo alta da clorexidina conforme os resultados
apresentados por Senel e colaboradores (1999). A presenga do natrosol a 4% nesta
formulagcdo também nao exerceu agcdo promotora sobre a liberagao de clorexidina

devido a sua carga neutra.

Ricci e colaboradores (2005) demonstraram uma liberacdo de
aproximadamente 80% de lidocaina a partir de um gel com 20% de poloxamer 407 e
este gel sendo aquele que contém o percentual de polimero onde se observou o
maximo de liberagdo deste farmaco. O gel formulado neste trabalho demonstrou
uma liberagdo de aproximadamente 83% de lidocaina a partir de um gel com 4% de

natrosol.

Os resultados obtidos neste estudo de liberagdo in vitro sdo promissores e
demonstram que os farmacos sao capazes de sair da formulacdo, mas podem ser

diferentes daqueles obtidos em estudos de permeacéao através de mucosa in vitro.
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4.4.3.2 Estudo de cinética e analise do fluxo de liberagao in vitro

A determinacdo do modelo de cinética de liberacdo que os farmacos
obedecem na formulagdo desenvolvida permite a obteng¢ao de informacdes sobre a
dependéncia do processo de liberacdo destes farmacos em fungdo das
caracteristicas da formulagéo (COSTA e LOBO, 2001).

A partir do perfil de liberacdo pode-se determinar a cinética obedecida pela
formulacao. Para isso, foi escolhida a por¢gao mais linear de cada perfil. Aplicados os
trés modelos cinéticos (item 3.3.4.3.5) para determinacdo da equacéo da reta de
regressao linear (y = ax + b), o modelo que apresentou maior valor de correlagao
linear r (mais proximo de 1) foi escolhido como modelo cinético do estudo. O valor
de fluxo (J) corresponde ao valor de inclinagéo (a) da equacao da reta de regresséo
linear (tabela 29).

As Figuras 38 e 39 apresentam os graficos obtidos, as equacgbes da reta de
regressao linear e os coeficientes de correlagdo correspondentes a aplicacédo de
cada um dos modelos cinéticos aos perfis de liberacdo da lidocaina e da clorexidina,

respectivamente.
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Tabela 29: Determinagao do fluxo (J) e cinética de liberagao da lidocaina e clorexidina da

formulagao completa

Farmacos Fluxo (J) Correlagao Modelo cinético
linear (r)
(ug/cm?/min) + DP

Lidocaina 6,196 £ 0,49 0,9884 Higuchi

Clorexidina 1,0 £0,06 0,9974 Higuchi

A determinagdo do fluxo de liberagcdo dos farmacos demonstrou que a
lidocaina era liberada no meio receptor em uma quantidade seis vezes maior que a

clorexidina por minuto.

A liberagao dos farmacos presentes na formulagdo seguiu 0 modelo cinético
de Higuchi, porque os valores do coeficiente de correlacdo neste modelo foram os
maiores obtidos dentre aqueles decorrentes da aplicagao dos trés modelos cinéticos.
Segundo este modelo, foi verificado que a concentracdo dos farmacos liberados
aumentava com a raiz quadrada do tempo. Ficou estabelecido, entdo, que o

processo de liberacdo dos farmacos depende das caracteristicas da formulacao.

Nas formulagbes semissolidas do tipo gel, a viscosidade € considerada a
caracteristica da formulacado que influencia diretamente na capacidade de liberagao
dos farmacos da formulacdo. Os ensaios de liberacdo para este tipo de formulacoes
permitiram estabelecer esta correlagdo, onde se verificou que quanto maior for a
viscosidade de uma formulagdo, maior € o tempo de liberacdo desta formulagéo e

menor é o coeficiente de difusao dos farmacos.

Senel e colaboradores (1999) ndo mencionaram o modelo de cinética de
liberacdo seguido pela clorexidina no gel de quitosano desenvolvido em seu
trabalho. Por outro lado, Ricci e colaboradores (2005) demonstraram que a liberagao
da lidocaina a partir de seu gel de poloxamer 407 a 20% seguia o0 modelo de cinética
de Higichi (COSTA e LOBO, 2001).
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Com base nestes conceitos e objetivando alcancar uma formulagdo de
liberacdo controlada mais adequada, o uso da matriz que permita a obtencao de
uma formulagdo final com uma maior viscosidade seria a melhor escolha. Esta
condigdo permitiu maior suporte a escolha da matriz utilizando o solvente aquoso

que apresentou viscosidade superior a matriz contendo o solvente etandlico.

4.4.4. Estudo Reolégico

A avaliagdo das propriedades reologicas das formas de administragdo do tipo
gel foram importantes para predi¢gao de suas caracteristicas quando da aplicagao in
vivo. As propriedades de fluxo de formulagdes semissélidas de uso vaginal podem
ser utilizadas para se ter o conhecimento prévio de sua capacidade de

espalhamento e recobrimento destas sobre o epitélio vaginal (CHANG, 2002).

A partir dos resultados obtidos na analise das amostras em diferentes
condigcdes de cisalhamento, as propriedades reolégicas da formulacdo foram

determinadas.

As Figuras de 40 a 45 representam os reogramas obtidos no estudo reolégico

da formulagao ideal.

700

600 - . . ® me ue
500 -
400 | oF qum
300

de cisalhamento (Pa)
A 3
’0
[ ]
[ |
[ |
[ |
[ ]

200
100

ensao

T
o

0 20 40 60 80 100

Taxa de cisalhamento (s™)

Figura 40: Reograma de tenséo de cisalhamento versus taxa de cisalhamento ascendente
de 0,1 a 100 s™ (losango) e descendente de 100 a 0,1 s™' (quadrado) da formulagéo

completa.
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FIGURA 41: Reograma de viscosidade aparente versus taxa de cisalhamento (0,1 a 100 s™)

da formulagdo completa.

Os reogramas apresentados nas Figuras 40 e 41 permitiram a classificagcao
da formulacdo como sendo um fluido nao-Newtoniano pseudoplastico. O perfil dos
reogramas apresentado demonstrou um aumento da tensdo de cisalhamento em
funcdo do aumento da taxa de cisalhamento apresentada (0,1 a 100 s™') e uma
reducdo da tensdo mediante a reducéo desta taxa (100 a 0,1 s™') ndo linearmente,
além do perfil de decrescimento da viscosidade aparente da formulagdo em fungao

do aumento da taxa de cisalhamento.

A classificagdo da formulagdo como um fluido n&o-Newtoniano determinou
que as interacdes entre os componentes desta afetam a velocidade de deformagao
causada por forgas externas, resultado na néo proporcionalidade entre a taxa (y) e a
tensdo de cisalhamento (1), conforme apresentado na figura 40 (GALLEGOS e
FRANCO, 2000).

Os fluidos nédo-Newtonianos podem ser independentes ou dependentes do
tempo. Para aqueles denominados independentes do tempo, a viscosidade nao é
uma constante a temperatura e composicdo fixas, sendo entdo denominada
viscosidade aparente (nsp), @ qual depende da relagéo entre a tensdo e a taxa de
cisalhamento, conforme apresentado na figura 41 (ALMEIDA e BAHIA, 2003).
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Os fluidos nao-Newtonianos denominados independentes do tempo que
apresentam uma queda drastica na viscosidade aparente quando € aumentada a
taxa de deformacdo sdo denominados pseusdoplastico. O reograma resultante da
tensdo de cisalhamento em fungdo da taxa de cisalhamento nao se trata de uma
linha reta, mas sim de uma curva convexa devido a velocidade de deformacao
aumentar em proporgdes maiores que a tensao tangencial. Durante o ensaio em
cisalhamento continuo, estes fluidos se diluem com o aumento da taxa de
cisalhamento. Esta situacédo pode ser verificada na Figura 41 (ALMEIDA e BAHIA,
2003).

Este efeito de diluicdo se da pela reducao da viscosidade aparente. A redugao
da viscosidade aparente do fluido é consequéncia do aumento da ordenagao das
moléculas na dire¢do da forga aplicada, forga esta gerada quando é submetido a
uma tensdo de cisalhamento, diferente do estado desordenado apresentando pelas

moléculas deste fluido quando esta em repouso (BRIANT et al, 1989).

No estudo de Owen e colaboradores (2000), alguns géis contraceptivos
vaginais comerciais foram submetidos a estudos reolégicos e todos se
caracterizaram como fluidos ndo-Newtonianos pseudoplasticos, devido a redugao da

viscosidade aparente frente ao aumento da taxa de cisalhamento.

N&o somente com base nos perfis dos reogramas de variagado da tensdo em
funcdo da taxa de cisalhamento pode ser realizada a descrigdo do comportamento
reoldgico de um fluido ndo-Newtoniano. A utilizacdo de modelos empiricos capazes
de relacionar os dados de tensdo de cisalhamento e taxa de cisalhamento é uma
outra ferramenta disponivel para agregar mais indicios que comprovem a descrigéo
realizada do fluido com base na analise do perfil dos reogramas (GALLEGOS e
FRANCO, 2000).

Os modelos freqlientemente utilizados para descrever o comportamento nao-
Newtoniano s&o: Ostwald-de-Waelle (Lei de Poténcias), Herschel-Bulkley, Bingham,
Casson e Mizrahi-Berk. Estes modelos reoldgicos utilizam equagdes constitutivas
que permitem interpretar a variagdo da tensao de cisalhamento de um fluido

mediante a variagao da taxa de cisalhamento e calcular constantes que permitem,
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através de sua magnitude, a corregao com propriedades reolégicas (CHANG et al.,
2002).

Dentre os modelos reologicos apresentados e que descrevem o
comportamento n&o-Newtoniano de fluidos, o modelo de Ostwald-de-Waelle,
também conhecido como modelo da Lei de Poténcias, € aquele mais aplicado para
descrever o comportamento de fluidos pseudoplasticos (OWEN et al., 2000; CHANG
et al., 2002). Este modelo estabelece que a tens&o de cisalhamento (1) varia com a
taxa de cisalhamento (y) em fungdo de duas constantes: o indice de consisténcia (K)
e o indice de fluxo ou de comportamento de fluido (n). A equacado apresentada

abaixo demonstra esta relagao:
T=K.y"

Desta maneira, o indice de consisténcia (K) e o indice de fluxo ou de
comportamento de fluido (n) sdo paradmetros do modelo de Ostwald-de-Waelle
utilizados na caracterizacdo de fluidos, isto €, como ferramentas comparativas e
classificatérias. O indice de fluxo ou comportamento dos fluidos (n) define os fluidos
como sendo pseudoplasticos ou dilatantes. Quando n assume valores entre um e
zero € classificado como pseudoplastico, mas quando n é maior que um ¢é
denominado dilatante. O valor de o indice de consisténcia (K) indica o grau de
resisténcia do fluido durante o escoamento (ALMEIDA e BAHIA, 2003).

Conforme a Tabela 30, o indice de fluxo (n) de 0,4084 obtido para a
formulagdo completa classifica esta como pseudoplastica, classificacdo esperada
para a formulacdo devido ao valor de 0,3501 encontrado na avaliagcdo do gel
placebo aquoso. O indice de consisténcia obtido foi 151,39 e se manteve préximo ao
valor de 143,15 obtido para o gel placebo aquoso. Estes valores de indice de fluxo e
indice de consisténcia estdo coerentes com aqueles encontrados para alguns géis

contraceptivos comerciais (OWEN et al., 2000).
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Tabela 30: Valores do indice de consisténcia (K), indice de fluxo (n) e viscosidade aparente,
medida no maior ponto de taxa de cisalhamento (cisalhamento continuo de 0,1 a 100 s™),

obtidos a partir da aplicagao do modelo da Lei das Potencias (Power Law)

Viscosidade
K n
aparente
151,39 0,4084 6,571

Nos ensaios em regime de cisalhamento oscilatério, o primeiro ensaio visa a
verificacdo do comportamento do moédulo elastico (G’) e mdédulo viscosidade (G”),
onde a frequéncia foi fixada, permitindo o acompanhamento da variacdo do
percentual de deformacéo e a determinagéo da regido de viscoelasticidade linear. A
regido de viscoelasticidade linear é caracterizada pela constancia do valor dos

modulos obtidos frente a variacdo da taxa de deformacao.

Os reogramas da Figura 42 apresentam a variagdo da deformagao de 0,1 a
400% com a frequéncia fixada em 1,0 Hertz no primeiro ensaio em regime de

cisalhamento oscilatério.

Nesta regido de linearidade, se encontra um percentual elegivel de
deformacgéao para a realizagdo de outro ensaio em regime de cisalhamento oscilatério
onde se verifica o comportamento e a contribuicdo dos mddulos mediante a variagao
da frequéncia (BONACUCINA et al., 2004). A taxa de deformagao eleita, conforme a
tabela 31, foi aquela que o valor inteiro do médulo elastico ou viscoso (Pa) tenha
ocorrido com maior frequéncia e apresentou um desvio padrao relativo inferior a 2%,

isto €, uma variagédo n&o significativa.

Na segunda determinagao em regime de cisalhamento oscilatério permite que
o fluido seja classificado ou ndo como um gel, segundo as suas propriedades

reoldgicas.
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Figura 42: Reograma do médulo elastico G’ (losango) e modulo viscosidade G” (quadrado)
versus tempo com freqiéncia fixada em 1,0 Hz e com variagao do percentual de

deformacao de 0,1 a 400 % (a) e com variacao do percentual de deformacéo de 0,1 a 20 %

(b).

O gel verdadeiro, segundo suas propriedades reoldgicas, € aquele que
apresenta o0 modulo elastico com valores praticamente constantes e
significativamente superiores ao obtidos para o modulo viscoso, que também deve

apresentar valores praticamente constantes, em um ensaio sob regime de
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cisalhamento oscilatério com a frequiéncia variando em uma faixa pré-estabelecida
(BURCHARD e ROSS-MURPHY apud BONACUCINA et al., 2004). Isto significa que
0os modulos G’ e G” em um gel verdadeiro sdo independentes da frequéncia e a
tangente & (G’/G’), também denominada angulo de fase, apresenta um valor
pequeno, enquanto em solugdes viscosas os modulos G’ e G” sao dependentes da
freqiéncia e a tangente & (G”/G’) apresenta um valor variavel. A tangente &
representa taxa do médulo G” (viscoso ou de perda) em fungdo do modulo de G’
(elastico ou de acondicionamento) e permite a obtengcdo de informagdes sobre a
estrutura do sistema polimérico envolvido. Quando o valor da tangente & (G”/G’) se
aproxima de zero, ha a predominancia da caracteristica elastica do sistema,

enquanto este valor excede a unidade, o sistema polimérico é considerado viscoso.

Tabela 31: Valores do modulo G’ (Pa) na regido de visoelasticidade linear de maior
ocorréncia utilizados na eleigdo do percentual de deformacgao para o segundo ensaio em

regime de cisalhamento oscilatério

Percentual de G’ (Pa) Média DPR
Deformacgéo (%) (%)

4,65 356,1
5,42 356,3
6,29 356,9
8.58 256.5 356,3 0,09
10,01 356,2
11,66 356

O reograma apresentado na Figura 43 demonstra o comportamento de
dependéncia do moddulo elastico (G’) e mddulo viscosidade (G”) em relagdo a
freqUéncia , variando de 0,1 a 10,0 Hertz e com percentual de deformacgao fixado em

5%, caracterizado a formulagdo como gel ndo verdadeiro.
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Figura 43: Reograma do modulo elastico G’ (losango) e modulo viscosidade G” (quadrado)

versus freqiéncia de 0,1 a 10,0 Hz, com percentual de deformacao fixado em 5%.

No reograma da Figura 44, a tangente & (G”/G’) apresentou valores variaveis
no regime de execugao do ensaio, fato que também caracteriza estrutura de gel ndo
verdadeiro. A caracterizagdo como gel ndo verdadeiro esta no fato de que os valores
obtidos para esta tangente foram significativamente diferentes, apresentando um
desvio padrédo relativo de 30%. Esta variacdo da tangente & (G’/G’) permitiu a
obtencdo de duas regides distintas do reograma: uma pequena regido onde ha a
predominancia da caracteristica viscosa (tangente & > 1), quando o sistema
polimérico € submetido a freqiiéncias menores que 0,2 Hz, e a regiao mais extensa
com predominancia da caracteristica elastica (tangente & < 1), quando o sistema

polimérico é submetido a frequéncias maiores que 0,2 Hz.
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Figura 44: Reograma da tangente & (G"/G’) versus frequéncia de 0,1 a 10,0 Hz, com

percentual de deformacéo fixado em 5%.

O tixotropismo é uma propriedade reologica presente em alguns sistemas
poliméricos e pode representar uma vantagem quando estes sistemas sao
desenvolvidos para aplicagcdo farmacéutica. Compreende-se que formulacdes
farmacéuticas objetivam a liberacdo de farmacos em um local de aplicagcdo de
maneira que estes possam atingir seus locais de agao especifica (RANG et al.,
2003). Em formulagbes semissolidas, a liberacdo dos farmacos depende da
capacidade de difusdo destes através da matriz em que estes estdo embebidos. A
tixotropia demonstra a existéncia de uma menor velocidade de reorganizagédo do
sistema polimérico que compde a matriz semissolida onde estdo presentes os
farmacos apds ter sido aplicada uma forgca, tal qual aquela aplicada para o
espalhamento de uma formulagdo sobre a superficie desejada. Esta menor
velocidade de reorganizacdo do sistema propicia uma maior difusdo dos farmacos
para fora da matriz polimérica, desta maneira aumentando a capacidade dos

farmacos sairem da formulagéo (LEE et al., 2009).

Em termos reoldgicos, este fendmeno é caracterizado quando um sistema,

submetido a uma tensdo de cisalhamento, com taxa de cisalhamento constante,
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sofre uma reducao gradativa da sua viscosidade ao longo do tempo em que esta
tensdo é aplicada (LEE et al., 2009). Com o desenvolvimento de equipamentos
capazes de oferecer mais recursos para o estudo reoldgico de sistemas, tais como
os redmetros, a tixotropia pode ser determinada em ensaio de configuragéo

especifica que melhora a correlagao dos resultados obtidos com a teoria.

Alternativamente, os ensaios de cisalhamento continuo permitem a
verificagdo da tixotropia de um sistema através do surgimento de uma area presente
entre a curva de tensao de cisalhamento quando submetida a taxa de cisalhamento
crescente em fungao da curva de tensao de cisalhamento quando submetida a taxa
de cisalhamento decrescente. Esta area € denominada histerese e surge em fungao
dos diferentes valores de tenséo de cisalhamento medidos no mesmo valor de taxa
de cisalhamento, mas obtidos quando as moléculas do sistema polimérico da matriz

partem de diferentes padrdes de organizagao.

Como foi observado na Figura 40, ocorreu o surgimento de uma area entre as
curvas ascendente e descendente pela variagdo dos valores de tensao de
cisalhamento medidos em alguns pontos de taxa de cisalhamento especificos, mas
esta area nao pode ser classificada como histerese devido ao fato de ter ocorrido a
sobreposi¢cao dos valores de tensao de cisalhamento em taxas de cisalhamento
mais baixas. Esta sobreposicdo demonstrou que a diferenga dos valores de tensao
de cisalhamento obtidos no regime de aumento da taxa de cisalhamento e no de
reducdo nao foram suficientes para caracterizar um perfil reografico tixotrdpico.
Desta maneira, o resultado deste ensaio forneceu indicios que a formulagéo nao é
tixotrépica (ALMEIDA e BAHIA, 2003).

Devido a extensa capacidade de configuragbes que o rebmetro utilizado
suportava, outro ensaio reoldgico mais especifico foi realizado para gerar mais
informacdes que permitissem dar suporte as observagdes obtidas no reograma de

tensao versus taxa de cisalhamento que foi apresentado anteriormente na Figura 50.

O reograma da Figura 45 descreveu o comportamento da viscosidade
aparente da formulagéo ao longo do tempo quando a taxa de cisalhamento foi fixada

em 10,0 s™. A queda significativa da viscosidade até os trinta segundo iniciais, com
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um desvio padrao relativo de 4,52%, e o perfil constante desta a partir dos trinta
segundos de ensaio, com desvio padrao relativo de 1,18%, forneceram mais indicios

para caracterizar a formulagdo como nao-tixotropica.
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Figura 45: Reograma de viscosidade aparente versus tempo com taxa de cisalhamento

fixada em 10,0 s™.

O estudo da reologia da formulagcédo revelou que esta se trata de um fluido
nao-Newtoniano, pseudoplastico, um gel ndo verdadeiro e n&o tixotropico. Em
estudos reoldgicos anteriores (OWEN et al., 1999), formulacbes de uso urogenital
comerciais foram classificadas como fluidos n&o-Newtonianos pseudoplasticos,

assim como a formulacao obtida neste trabalho.

Quanto ao fato de ndo se tratar de um gel verdadeiro, em termos reoldgicos, e
nao tixotropico significou que a formulagdo obtida foi uma solugdo viscosa do
polimero em meio aquoso e que esta ndo apresentaria um fluxo de liberacdo dos
farmacos da formulagdo maior durante a reducao da taxa de cisalhamento apés a
aplicacado de uma forga, devido a menor velocidade de reorganizagao do sistema da

matriz polimérica apos a interrupcéo da aplicagao desta forga.
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Em outras palavras, significa que se tratando de uma solugédo viscosa, a
aplicacao de uma forga geradora de atrito sobre uma mucosa recoberta por esta
formulagcdo ndo teria uma menor resposta lubrificante na reincidéncia quase que
imediata desta forca, que seria obtida com um gel verdadeiro e tixotrépico, devido a

este Ultimo apresentar uma menor velocidade de reorganizacdo do sistema.
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5. CONCLUSOES

e A validacdo da metodologia analitica desenvolvida comprovou linearidade,
seletividade, precisao, exatiddo e sensibilidade demonstrando ser adequada
para a utilizacdo na quantificacdo da associagao do cloridrato de lidocaina e do

digluconato de clorexidina na formulacéo e nos estudos de liberagao in vitro;

e A associagdo do cloridrato de lidocaina com o digluconato de clorexidina
apresenta uma incompatibilidade em meio aquoso que leva a formagao de um
precipitado (produto de incompatibilidade) que reduz o teor de clorexidina
disponivel em solugéo. A substituicdo da agua por etanol 95% aumenta o tempo

de estabilidade da associacdo dos farmacos em solucéo;

e A aplicagdo de métodos espectroscopicos e difratométricos forneceram indicios
da ocorréncia de inclusdo de lidocaina em metil-B-ciclodextrina por malaxagem
em escala laboratorial. O método cromatografico desenvolvido permitiu a
evidenciacao da conservagao da estrutura quimica da molécula de lidocaina a

partir da sua extragcdo do complexo de inclusao obtido;

e O incluso de lidocaina em metil-B-ciclodextrina permitiu a associagdo com a
clorexidina em meio aquoso e possibilitou a obtengdo de um gel contendo dois
agentes mucoadesivos, hidroxietilcelulose e o PEG-15 cocopoliamina, e capaz

de ser aplicado nas condigdes fisioldgicas das cavidades urogenitais;

e Os estudos de liberacdo dos farmacos in vitro permitiram a caracterizacdo da
formulagdo como sendo de liberagao controlada e a cinética de liberagao destes
farmacos segue o modelo de Higuchi. A formulagdo €& promissora, mas o0s
estudos de permeagdao com mucosa in vitro sdo necesarios para melhor

caracterizar a formulacéo;

e O estudo reoldgico permitiu caracterizar a formulagcdo como sendo um gel nao
verdadeiro, segundo as propriedades reoldgicas apresentadas, um fluido n&o-
Newtoniano, pseudoplastico e n&o tixotropico. Estes resultados sustentam a
afirmacao deste gel ser um bom candidato a agente lubrificante de aplicagao util

nas cavidades urogenitais.
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