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RESUMO
BRAGA, Raquel Rennd. Desenvolvimento e validacio de método analitico para
determinacio de alantoina em formulacdes topicas e lipossomas. Rio de Janeiro. 2010.

Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) - Faculdade de Farmacia, Universidade
Federal do Rio de Janeiro, 2010.

O método potenciométrico ¢ utilizado para determinacdo da alantoina matéria-prima
segundo a Farmacopéia Americana e Britanica, porém nao pode ser aplicado na determinagao
da alantoina em formulagdes topicas por sofrer interferéncia dos componentes da formulagao.
Propde-se neste trabalho, o desenvolvimento e validacdo de metodologia analitica para
determinagdo de alantoina matéria-prima, em lipossomas e outras preparacdes farmacéuticas
de uso tdpico por espectrofotometria derivada. Os parametros estabelecidos para o método
foram: 2* derivada, AX de 8 nm, faixa de varredura 190 a 400 nm, fator de escala de 10 vezes,
leitura em 266,6 nm e solugdo de NaOH 0,1 N em etanol a 70% (v/v). O método foi validado
segundo a RE 899/2003 da ANVISA e o Guia Q2 (R1) do ICH e apresentou-se linear,
preciso, exato e robusto. A especificidade do método foi determinada para preparagdes
farmacéuticas de uso topico como creme, gel e lipossoma. Os resultados da determinagdo de
alantoina em formulagdes topicas e na matéria-prima apresentou variabilidade intra-dia
satisfatoria com DPR < 5%. A solucao de alantoina em NaOH 0,1 N, utilizada nas medidas
espectrofotométricas, foi analisada por cromatografia em camada delgada (CCD),
espectrometria no infravermelho (IV) e espectrometria de massas. Os lipossomas contendo
alantoina foram preparados pelo método de hidratagao do filme lipidico utilizando a relagdo
de 42 mM de fosfolipidio para 12 mM de colesterol. Para avaliar a eficiéncia de inclusao da
alantoina nos lipossomas, variou-se a temperatura de preparo dos lipossomas, tempo de
hidratacdo e a concentragdo de alantoina. No método de agitagdo mecanica utilizou-se 42 mM
de fosfolipidio, variando-se o pH das preparagdes e a concentracdo de alantoina. Os

lipossomas preparados foram filtrados através de membranas de policarbonato (0,4 e 0,2 um).



O material ndo incluso foi eliminado por filtracdo em coluna gel Sephadex® G-50. A
quantidade de alantoina incorporada no lipossoma aumentou quando foi empregado
aquecimento durante a hidratagdo do filme lipidico. O método de hidratacdao do filme lipidico
foi superior ao de agitagdo mecanica, com relacdo a eficiéncia de inclusdo da alantoina,
quando se utilizou solugdo tampao de pH 6,8 nas preparacdes. Os resultados de inclusdo
obtidos foram de 22,3+1,81 e 6,5+1,78 respectivamente. A melhor eficiéncia de inclusao pelo
método de agitagdo mecanica foi de 8,06+2,77%, obtida quando se utilizou solugdo tampao
pH 9.0 na preparacdo e a alantoina foi adicionada na fase aquosa. O lipossoma preparado com
solucao tampao pH 9,0 apresentou tamanho médio (MD) de vesiculas em torno de 119,8+6,1

e polidispersividade de 0,275.

Palavres-chave: alantoina, espectrofotometria derivada, validacao, lipossomas.



ABSTRACT

BRAGA, Raquel Renné. Development and validation of an analytical method for
allantoin determination in topical formulations and liposomes. Rio de Janeiro. 2010.
Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) - Faculdade de Farmacia, Universidade
Federal do Rio de Janeiro, 2010.

A potentiometric titration method is used for determination of allantoin as raw
material in American and British Pharmacopeias. However, this method cannot be applied for
allantoin determination in cosmetic and pharmaceutical samples because of the interference of
other components of these formulations. A new derivative spectrophotometric method was
developed and validated for determination of allantoin as raw material and in topical
formulation such as liposomes, cosmetic cream and gel. The parameters of the developed
method were: second derivative, AA of 8 nm, scanning range between 190 and 400 nm, scale
factor of 10 times, absorbance at 266.6 nm and 0.1 N NaOH ethanol:water solution (70:30).
The developed method was validated according to ANVISA 899 resolution and ICH, and was
found to be linear, precise, accurate and robust. The method was found to be selective for
determination of allantoin in liposomes, gels and creams. The experimental values obtained in
the determination of allantoin in samples and in raw material, indicated a satisfactory intra-
day variability expressed by RDS > 5%. Thin layer chromatography (TLC), infra-red
spectrometry (IR) and mass spectrometry were applied in order obtain the characterization of
the developed method. Liposomes prepared by the thin film hydration method were composed
of phosphatidylcholine/cholesterol in a 42:12 molar ratio. Different allantoin concentrations
(from 5.3 to 2.65 mM), temperatures and hydration times were applied during liposome
preparation. Liposomes were also prepared by the mechanical agitation method with 42 mM
of phospholipids. Different allantoin concentrations (from 2.65 to 1.32 mM) and pH were
applied for liposome preparation. Liposomes were filtered through 0.4 and 0.2 pum

polycarbonate membranes to even the size of the vesicles. After this procedure, liposomes



were filtered through a Sephadex® G-50 column to separate the unentrapped drug. The
percentage of allantoin entrapped in the liposome increased when heating was used to prepare
liposomes by the thin film hydration method. The entrapment yield obtained with liposomes
prepared by the hydration film method was superior to that obtained with the mechanical
agitation method when a pH 6.8 buffer solution was used. The entrapment percentages were
22,3+1,81 e 6,5+1,78%, respectively. The major entrapment efficiency obtained with the
mechanical agitation method was 8.06+2.77%, when allantoin was added to the aqueous fase
and a pH 9.0 buffer solution was used. The average size of vesicles was 119,8¢6,1 and

polidispersivity of 0,275.

Key words: allantoin, derivative spectrophotometry, validation, liposomes.
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1. INTRODUCAO

1.1 ESPECTROFOTOMETRIA
A espectrometria de absor¢dao molecular nas regides espectrais do ultravioleta/visivel
(UV/Vis.) ¢ utilizada para a determinacdo quantitativa de substancias organicas. Esta se
baseia na medida de transmitancia ou absorbancia de solugdes contidas em células
transparentes ¢ a concentragdo do analito esta relacionada linearmente com a absorbancia, de
acordo com a lei de Beer (HOLLER, SKOOG & CROUCH, 2009).

O espectro eletromagnético ¢ o intervalo que contém todas as radiagdes
eletromagnéticas com frequéncias e comprimentos de onda que variam desde o
infravermelho, passando pela radiag¢do visivel até a regido ultravioleta (Figura 1). A radiagdo
infravermelha compreende comprimentos de ondas superiores a 770nm. O comprimento de
onda da radiagdo ultravioleta e visivel esta compreendido entre 200 a 900nm (HOLLER,
SKOOG & CROUCH, 2009).

As formas de interagdo da radiagdo eletromagnética com a matéria sdo: absor¢do da
radiagdo eletromagnética, emissdo, reflexdo ou refracdo, dispersdo e polarizagio (HARRIS,

2006).
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Figura 1: Espectro eletromagnético
http://efisica.if.usp.br/otica/universitario/historico/eletromagnetismo/

A maioria das moléculas organicas e grupos funcionais sdo transparentes na regiao
ultravioleta do espectro eletromagnético. A absorcdo da energia radiante nas regides
ultravioleta depende, primeiramente, do nimero e arranjo dos elétrons nas moléculas ou ions
absorventes (EWING, 1998).

A absor¢do da radiagdo UV causa transferéncia de elétrons para orbitais de maior
energia na molécula. (HARRIS, 2006). A absor¢do de uma dada substancia ¢ afetada pela
presenga de um grupo funcional que tem absor¢do caracteristica na regido do UV/Vis.
(cromoforo) e grupos que deslocam o maximo da absorcdo para comprimentos de onda

maiores ou menores (auxocromos) (VOGEL, 2002).
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1.1.1 Espectrofotometria derivada

Os métodos espectrofotométricos sdo comumente utilizados pela simplicidade do
procedimento, rapidez, economia das analises ¢ maior disponibilidade da instrumentacao
quando comparados a métodos como cromatografia e eletroforese (ROJAS & OJEDA, 2009).

O tratamento dos dados espectrofotométricos tem como objetivo extrair o maximo de
informacdes do espectro. A melhor técnica para esse fim ¢ a derivacdo da curva
espectrofotométrica de absorbancias versus comprimento de onda. Esses graficos revelam
detalhes espectrais que ndo sdo observados em um espectro normal (ROJAS & OJEDA, 2009;
KARPINSKA, 2004).

A espectrofotometria derivada tem sido amplamente aplicada na analise de produtos
farmacéuticos (MARKOVIK et al., 2010; DINC, 2007; KAPOOR, KHANDAVILLI &
PANCHAGNULA, 2006; GARCIA et al., 2005; LASTRA et al., 2003).

Um problema analitico classico ¢ a determinacdo simultdnea de dois ou mais
componentes na mesma amostra, sem separagdo prévia. A espectrofotometria derivada na
regido UV-Vis. ¢ uma técnica eficiente para determinagdo simultidnea, pois melhora a
resolugdo dos espectros com sinais sobrepostos e elimina a interferéncia de outros
componentes presentes na amostra (MARKOVIK ef al., 2010; BENAMOR & AGUERSSIF,
2008; RANGNO et al., 20006).

Outros trabalhos mais recentes utilizam a espectrofotometria derivada para
determinagdo de farmacos, eliminando a interferéncia de outros fairmacos presentes, produtos
de degradagdo e excipientes das formulagoes (DINC et al., 2007; RANGNO et al., 2006;

KAPOOR, KHANDAVILLI & PANCHAGNULA, 2006)
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1.1.2 Validacdo de metodologia analitica

A validacdo de uma metodologia analitica tem como objetivo demonstrar que o
método ¢ adequado para a determinagdo qualitativa, semi-quantitativa e/ou quantitativa de
farmacos e outras substancias em produtos farmacéuticos. (ANVISA, 2003).

O ICH (International Conference on Harmonization) estabelece normas para validacao
de metodologias analiticas internacionalmente (ICH, 2005). No Brasil, a legislacdo em vigor ¢
a Resolugio n°899 de 29 de maio de 2003, a qual estabelece parAmetros para a validacdo de
Métodos Analiticos e Bioanaliticos (ANVISA, 2003).

Segundo a RE 899, os métodos analiticos sdo classificados em quatro categorias, de
acordo com a finalidade, e para cada categoria ¢ exigido um conjunto de testes necessarios
para validagdao do método analitico.

A validacdo deve garantir a confiabilidade dos resultados obtidos pelo método
analitico. Para tanto, o método validado deve apresentar especificidade, linearidade, intervalo,
precisdo, sensibilidade, limite de deteccdo e quantificacdo, exatiddo e robustez. (ANVISA,

2003).

1.2 A PELE
A pele (Figura 2) ¢ constituida pela epiderme e derme subjacente (VERMA et al.,
2003). A camada superior da pele é a epiderme, formada por queratinocitos, melandcitos

(pigmento), células de Langerhans (apresentagdo de antigenos) e células de Merkel

(sensoriais) (HARDMAN et al., 2003).
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Figura 2: Estrutura da pele (adaptado de
http://laguna.fmedic.unam.mx/~adh/sobretiros/Vitaminas_cosmeticos/vitaminas1.jpe, em 01/09/2008).

A epiderme ¢ um epitélio versatil cujas células se multiplicam, diferenciam-se para
cumprir determinadas fung¢des protetoras, como formacdo de queratina e sintese de melanina,
e renovam-se periodicamente (VIGLIOGIA & RUBIN, 1989). As camadas que formam a
epiderme sdo conhecidas como cdrnea, granulosa, espinhosa e basal (RIBEIRO, 2006). Logo
abaixo, existe uma camada formada por tecido adiposo considerada como uma camada
subcutanea, a hipoderme, que conserva a temperatura corporal, amortece traumas e funciona
como depdsito de calorias (RIBEIRO, 2006).

O estrato corneo ou camada cornea protege a pele da perda de agua e evita a absorcao
de agentes nocivos. A regido lipidica do estrato cérneo forma uma estrutura continua,
responsdvel pela fungdo de barreira da pele, composta por ceramidas, acidos graxos e

colesterol (NORLEN et al., 2007; BOUWSTRA et al., 2003; FORSLIND et al., 1997).
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A derme ¢ um tecido fibroso (fibras colagenas, elasticas e reticulina), 20 a 30 vezes
mais grossa que a epiderme. Contém anexos cutdneos que sdo de dois tipos: corneos (pélos e
unhas) e glandulares (glandulas sebéceas e sudoriparas) (VIGLIOGIA & RUBIN, 1989).

Na pele normal, as células epidérmicas se multiplicam e diferenciam-se para cumprir
determinadas fun¢des protetoras, como formagdao de queratina e sintese de melanina, e
renovam-se periodicamente. Os queratindcitos, que sdo a parte proliferativa da epiderme,
amadurecem e diferenciam-se formando o estrato corneo. O estrato corneo ou camada cornea
protege a pele da perda de dgua e evita a absor¢do de agentes nocivos. A barreira de lipidios
do estrato cérneo ¢ composta por ceramidas, acidos graxos e colesterol (BOWSTRA &
PONEC, 2006; HARDMAN et al., 2003).

A dermatite atopica e a psoriase sao doengas cronicas inflamatorias que acometem a
pele. A dermatite atdpica ¢ caracterizada pela pele seca, presenca de prurido e placas
eritematosas (GUPTA et al., 2008; AKDIS et al., 2006). Pacientes portadores de dermatite
atopica apresentam perda de dgua transepidérmica ¢ mudangas no seu conteudo lipidico, o
que compromete a funcao de barreira da epiderme. Este quadro permite a entrada de alérgenos
e propicia o surgimento de reagdes inflamatdrias (CORK et al., 2006; PROKSH, JENSEN &
ELIAS, 2003; AALTO-KORTE, 1995).

A psoriase pode ser classificada, de acordo com o grau de comprometimento da
qualidade de vida do paciente, como leve, moderada e severa. As lesdes apresentam-se como
placas descamativas eritematosas que podem ser dolorosas, acometendo varias regides do
corpo, como face, unhas, planta dos pés e das maos, couro cabeludo, cotovelos e joelhos. A
forma mais severa da doenga atinge mais de 10% da superficie do corpo e causa grande
impacto na qualidade de vida do paciente (KRUEGER et al., 2000).

O desenvolvimento da psoriase estd relacionado a um componente genético

(BOWCOCK & BARKER, 2003). A doencga ¢ caracterizada pela diferenciagdo anormal das
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células epidérmicas e sua patogénese estd ligada a infiltracdo dérmica de linfocitos T, o que
provavelmente contribui para a hiperproliferacdo dos queratinocitos observada nas lesdes

psoriaticas (KRUEGER & ELLIS, 2005).

1.3 TRATAMENTO DE DOENCAS INFLAMATORIAS CRONICAS DE PELE

A terapia da dermatite atopica requer uso de emolientes, anti-inflamatérios e controle
das infeccdes. A alantoina ¢ utilizada pela sua atividade anti-inflamatéria (SUGARMAN,
2008). Outros farmacos usados no tratamento sdo: corticosteroides, ciclosporinas e
tacrolimus, que reduzem a inflamag¢ao ¢ melhoram a funcdo de barreira da epiderme. A
aplica¢do de cremes e emolientes contendo lipidios, 4cidos graxos, colesterol e triglicerideos
estimula o reparo da barreira lipidica e aumenta a hidratagdo do estrato corneo (PROKSCH,
FOLSTER-HOLST & JENSEN, 2006).

O tratamento da psoriase ¢ realizado por periodo prolongado, alternando-se a terapia
topica e sist€émica, a fim de minimizar os efeitos colaterais frequentemente provocados pelos
tratamentos disponiveis. A escolha do tratamento deve ser realizada de acordo com a
necessidade individual de cada paciente, levando em consideragdo a severidade da doenga
(LEBWOHL, 2005).

O tratamento topico ¢ indicado nos casos leves da doenga, em que as lesdes estdo
limitadas a certas regides do corpo (KRUEGER & ELLIS, 2005). Entre os farmacos
disponiveis para o tratamento topico da psoriase estdo os corticosterdides, a antralina, a
vitamina D e analogos, os retindides, o acido salicilico € o 5-fluoracil (CARRASCOSA et al.,
2009). A alantoina é empregada associada a agentes antipsoriaticos em formulagdes topicas
(ASHCROFT et al., 2000).

Os farmacos citados apresentam efeitos adversos e desvantagens particulares que

devem ser consideradas na escolha do tratamento mais apropriado para o paciente portador de
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psoriase (CARRASCOSA et al., 2009; LEBWOHL & ALI, 2001). O calcipotriol causa
irritacdo na pele e a antralina pode provocar sensacao de queimagao, irritagdo nos olhos e
membranas das mucosas, sendo necessaria a associagdo de substancias ativas que possuam
propriedades calmantes e anti-inflamatérias, como a alantoina (ASHCROFT et al., 2000;
PARTIF, 1999).

O uso de emolientes ¢ fundamental para manter a pele do paciente portador de
psoriase hidratada e minimizar o prurido (LEVINE & GOTTLIEB, 2009; BERTH-JONES,

2009).

1.4 LIPOSSOMAS

Sao vesiculas microscopicas de tamanhos variados (em escalas de nm e pm) com uma
ou mais bicamadas fosfolipidicas organizadas de forma concéntrica, separadas por
compartimentos aquosos (NEW, 1990).

A formacdo de micelas ocorre devido a presenca de fosfolipidios que tendem a
arranjar-se em estruturas nas quais as cadeias hidrocarbonadas nao-polares sdo escondidas e
as cabegas polares formam o compartimento aquoso (LEHNINGER, 2006).

As vesiculas lipossomais tém sido estudadas intensamente, pois suas propriedades sdo
muito semelhantes aquelas das membranas naturais (MAGHRABY et al., 2008; LIU & HU,

2007).

1.4.1 Aplicagdes dos lipossomas
Lipossomas tém sido propostos em varios estudos como carreadores de farmacos
capazes de aumentar a eficidcia e reduzir a toxicidade da substancia ativa encapsulada

(CHANG et al., 2008; MURA et al., 2007). Formulagdes lipossomadas sdo empregadas para
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aumentar a eficiéncia da liberagdo e prolongar a acdo de substancias ativas administradas
topicamente (CEVC & VIERL, 2010).

As maiores vantagens de se administrar uma substancia ativa lipossomada topicamente
se devem a propriedade deste tipo de formulacdo em reduzir os efeitos colaterais e as
incompatibilidades que podem surgir com a absor¢do sistémica do firmaco. Além disso, a
formulagdo lipossomada ¢ capaz de aumentar significativamente o acimulo da substancia
ativa no sitio de administracdo, como resultado de sua semelhanca com as membranas
bioldgicas, e pode incorporar uma grande variedade de fdrmacos hidrofilicos e lipofilicos
(CHANG et al., 2008; TORCHILIN, 2005; EGBARIA & WEINER, 1990).

Avangos recentes relacionados a modificagdes na estrutura e na composi¢ao dos
lipossomas aumentaram seu potencial terapéutico como sistemas de liberagdo dérmica e
transdérmica com eficiéncia comparada a administragdo subcutanea das substancias ativas
(MAGHRABY et al., 2008).

A similaridade da estrutura da bicamada das vesiculas lipidicas com as membranas
naturais confere aos lipossomas propriedades de regeneracao da pele. Mesmo sem ingrediente
ativo os lipossomas umidificam a pele melhorando a elasticidade e a fun¢do de barreira do

tecido (BETZ et al., 2005).

1.4.2 Composigao e classificagdo dos lipossomas

Vérias moléculas anfipaticas tém sido estudadas para formar lipossomas (Figura 3)
podendo ser encapsuladas tanto no espaco aquoso, substancias hidrofilicas, quanto
intercaladas na bicamada lipidica, substancias lipofilicas. A localizagcdo exata da substancia
ativa no lipossoma depende das caracteristicas fisico-quimicas e da composi¢do dos lipidios

(MAGHRABY et al., 2005; TORCHILIN, 2005; NEW, 1990).
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Ingrediente lipofilico Ingrediente hidrofilico

Figura 3: Localizagdo da substancia ativa no lipossoma. Ingrediente lipofilico representado em azul,
intercalado na bicamada lipidica. Ingrediente hidrofilico representado em azul, no compartimento
aquoso do lipossoma.

Adaptado de http://www.cosmetic-liposome.com/images/liposome_new.jpg em 13/09/2008.

Os fosfolipidios sdo os principais componentes estruturais das membranas biologicas e
sdo de dois tipos. O fosfolipidio mais comum ¢ a fosfatidilcolina, um fosfoglicerideo que
contém duas moléculas de acido graxo esterificadas ao primeiro e ao segundo grupos
hidroxila do glicerol. O terceiro grupo hidroxila do glicerol forma uma ligagdo éster com o
acido fosforico. Possui um segundo alcool (colina), que também ¢ esterificado a acido
fosforico e esta localizado na cabeca polar da molécula do fosfoglicerideo (VEMURI, 1995;
NEW, 1990).

As fosfatidilcolinas, também conhecidas como lecitinas (presentes no ovo € na soja),
podem derivar de fontes naturais ou sintéticas e sdo usadas, com frequéncia, como principal
constituinte dos lipossomas, por seu baixo custo, por serem quimicamente inertes € nao
possuirem carga (BETZ et al, 2001; NEW, 1990).

Em diferentes temperaturas, membranas constituidas de fosfatidilcolina assumem
diferentes estados e transitam do estado gel ao estado de cristal-liquido de acordo com a
temperatura. A temperatura de transicdo ¢ influenciada pelo tipo de fosfolipidio presente e
este comportamento da membrana determina propriedades importantes do lipossoma, que
afetam diretamente a sua estabilidade ¢ o seu comportamento em sistemas bioldgicos.

Lipossomas na forma liquido-cristalina possuem maior flexibilidade da bicamada e liberdade
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de movimento das moléculas de fosfolipidios (BERGH, VRIES & BOUWSTRA, 1998;
NEW, 1990).

Esterdis sao importantes constituintes da maioria das membranas naturais e sua
incorporagao nos lipossomas pode mudar propriedades da membrana. A adi¢ao do colesterol
na membrana de fosfatidilcolina influencia na temperatura de transi¢ao € o aumento de sua
concentra¢do pode induzir alteracao na fluidez da membrana (VEMURI, 1995; SULKOW SKI
et al., 2005; CODERCH et al., 2000).

Os lipossomas sao classificados quanto ao numero de bicamadas em:

e Vesiculas multilamelares (VMLs) — as vesiculas variam de tamanho entre 100-1000
nm e cada vesicula consiste de cinco ou mais lamelas concéntricas.

e Vesiculas pequenas unilamelares (VUPs) — menor limite de tamanho possivel para
vesiculas fosfolipidicas e formam uma populagdo de vesiculas relativamente
homogéneas em termos de tamanho (15 — 25 nm).

e Vesiculas grandes unilamelares (VUGs) — possuem diametros na ordem de 1000 nm.

e Vesiculas de tamanho intermediario unilamelares (VUIs) — possuem didmetros na

ordem de 100 nm (VEMURI, 1995; NEW, 1990).

1.4.3 Preparagao dos lipossomas

As membranas fosfolipidicas formam-se espontaneamente como resultado da
interagdo entre os fosfolipidios e a 4gua (VEMURI, 1995; NEW, 1990). Para aplicacdo como
sistema de liberagdo de farmacos, as formulagdes lipossomais devem ter alta eficiéncia de
inclusdo, estabilidade em longo prazo e propriedades ideais de liberacdo da substancia ativa
(MOZAFARI, 2005).

Os lipossomas podem ser preparados por diferentes métodos. A sonica¢do, com

posterior congelamento, ¢ um método simples e répido, resultando numa alta propor¢ao de
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vesiculas unilamelares grandes, as quais podem ser utilizadas em estudos de fendmeno de
transporte de membranas (NEW, 1990).

No método de hidratacao do filme lipidico os lipidios formadores da membrana sdo
solubilizados em solvente organico. Os compostos lipossoluveis a serem incorporados sdo
adicionados ao solvente organico, enquanto os compostos a serem incorporados no
compartimento aquoso do lipossoma sdo dissolvidos na solu¢do aquosa inicial. O solvente
organico ¢ evaporado em um suporte solido e, entdo, o filme lipidico formado ¢ disperso com
adi¢do de um meio aquoso, seguido de agitacdo. Através da hidratag¢do, os lipidios incham e
desprendem do suporte em camadas, geralmente para formar vesiculas multilamelares (Figura

4) (NEW, 1990; LASIC, 1988).

+ H;O
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Figura 4: Formacdo de vesiculas multilamelares por hidratagdo de filme lipidico — adaptado de

LASIC, 1988.

A utilizagdo de solventes organicos na preparagdo de lipossomas afeta a estrutura
quimica das substincias encapsuladas, além de serem necessarios alguns passos adicionais
para remover o solvente da formulagdo final: filtracdo em gel, vacuo ou didlise (MOZAFARI,
2005; VEMURI, 1995).

Para substituir o solvente organico, prejudicial ao meio ambiente e ao ser humano,
utilizam-se fluidos ndo condensaveis que sdo altamente densos em temperaturas proximas a

valores criticos. E um método semelhante a evaporacdo em fase reversa convencional,
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existindo uma variagdo melhorada que tem ainda maior eficiéncia de englobamento usando
menos passos no processo (OTAKE et al., 2006).

Ativos podem ser incorporados nas vesiculas lipidicas por métodos convencionais
como: evaporacdo em fase reversa, injecdo de éter/vaporizagdo, congelamento e
descongelamento, os quais geram vesiculas grandes unilamelares ou multilamelares
(SULKOWSKI et al., 2005; MOZAFARI, 2005).

Para obter uma populacdo de vesiculas de tamanho homogéneo aplica-se o método de
extrusdo através de membrana de policarbonato. O tamanho das vesiculas ¢ definido de
acordo com o tamanho do poro da membrana utilizada ((BERGER, 2001; NEW, 1990).

A obtengdo de vesiculas multilamelares (VMLs) por hidratacdo do filme lipidico,
unilamelares pequenas (VUPs) por sonicagcdo e unilamelares grandes (VUGs) por extrusao,

estd representada na figura 5.

filmne lipidico seco solucdo aquosa hidratac3o

{(SANTOS & CASTANHO, 2002, Adaptado)

Figura 5: Formacdo das vesiculas multilamelares, unilamelares pequenas e unilamelares grandes
(Adaptado de SANTOS & CASTANHO, 2002).
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1.5 ALANTOINA

A alantoina ¢ o produto final do catabolismo das purinas em mamiferos onde o acido
urico ¢ degradado a alantoina, pela acdo da enzima urato oxidase. Nos primatas, incluindo os
humanos, que ndo possuem a enzima urato oxidase, a degradacdo das purinas resulta na
formagao do acido trico (MURATSUBAKI, SATAKE & ENOMOTO, 2006; FU, FERNG &
HUANG, 2006; LEHNINGER, 2006). A alantoina ¢ encontrada em vegetais como
Symphytum officinale L. conhecido popularmente como confrey (GAO et al., 2008;
TEIXEIRA & DUARTE, 1985), Zea mays (HAGHI, ARSHI & SAFAEI, 2008) e em espécies
da familia Dioscorea (FU, FERNG & HUANG, 2006). Pode ser sintetizada a partir da
oxidacdo alcalina do acido trico (DRAELOS, 2001).

A alantoina ou 5-ureido-hidantoina (Figura 6) possui propriedade calmante e
cicatrizante, atividade anti-inflamatdria, adstringente, queratolitica e estimula a regeneracao
do tecido. E frequentemente usada topicamente no tratamento da acne, seborréia, Glceras
resistentes, hemorrdidas, psoriase e dermatite atopica sendo largamente empregada na clinica
em vérios paises, como na Polonia (Alantan®, Septalan®™), na Australia (Egopsoryl®) e nos
Estados Unidos (Alphosyl®, Sebical®) (DOI et al, 2009; SUGARMAN, 2008; OLIVEIRA et

al., 2008; PARTIF, 1999; GORDON, 1998; DRAELOS, 1995).
0
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Figura 6: Estrutura da Alantoina.
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Caracteristicas fisico-quimicas da molécula (USP, 2009):
oC,4HN4O5
ePM=158,1¢g
oPF= funde a temperatura em torno de 225°C com decomposi¢ao;
oP¢ cristalino branco, pouco soluvel em agua e muito pouco solivel em alcool;
opKa = 8,96

Estd presente em enxaguatérios bucais (GAGARI & KABANI, 1995), sanitizantes
para maos (DYER, GERENRAICH & WADHAMS, 1998), formulacdes para tratamento de
cicatrizes hipertroficas (KARAGOZ et al., 2009) e dermatite atopica (SUGARMAN, 2008).

No tratamento da psoriase ¢ empregada em formulagdes para aplicagdo tdpica
associada a outros agentes antipsoridticos (ASHCROFT et al, 2000). E também,
frequentemente combinada a adstringentes, queratoliticos, alcatrdo, antissépticos e
antifungicos. A alantoina é empregada na concentracdo de 0,2 a 2% em cremes, logdes e
xampus (VISSCHER, 2009; GENNARO et al., 1995).

A alantoina matéria-prima pode ser quantificada por titulacdo potenciométrica frente
ao hidroxido de sodio segundo a Farmacopéia Americana (USP, 2009) e Britanica (BP, 2004).
Meétodos titulométricos sao utilizados por seu baixo custo e simplicidade de analise, porém
muitas vezes ndo possuem sensibilidade e seletividade, sofrendo interferéncia de produtos de
degradagdo e excipientes presentes nas amostras analisadas (BAKSHI & SINGH, 2002).

A determinacdo titulométrica da alantoina em cremes requer a purificacdo prévia da
amostra para remover substancias interferentes (WILLEMOT & PARRY, 1972; WEBER &
HIGGINS, 1970).

Virios outros métodos tém sido desenvolvidos para andlise da alantoina por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) (JIN et al., 2009; FU, FERNG & HUANG,

2006; SHINGFIELD & OFFER, 1998; CZAUDERNA & KOWALCZYK, 1997),
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cromatografia de interacao hidrofilica (DOI ef al., 2009; DALLET, KUMMER & DUBOST,
2000), eletroforese capilar (KATTYGNARATH et al., 2006; ZHANG, LIU & CHEN, 2004)
e cromatografia acoplada a espectrometro de massas (KIM ef al., 2009; BERTHEMY et al.,
1999) em preparagdes farmacéuticas, cosméticas e amostras biologicas.

Em algumas técnicas que utilizam cromatografia liquida e espectrofotometria, a
alantoina ¢ convertida a um derivado que absorve na regido do UV, eliminando a interferéncia
de outros componentes presentes em amostras biologicas (CZAUDERNA & KOWALKZYC,
1997; VRBASKI, GRUJIC-INJAC & GAIJIC, 1978).

No trabalho de Zaidi, Sena e Basilio (1982) a alantoina foi degradada artificialmente
em presenca de um 4lcali e analisada por CLAE de fase reversa e detector UV a 220 nm. Os
produtos de degradacdo pesquisados nas amostras foram o acido alantdico, acido glioxilico e
uréia, que ndo interferiram na andlise da alantoina pelo método desenvolvido (ZAIDI, SENA
& BASILIO, 1982).

Alguns métodos espectrofotométricos conhecidos baseiam-se na reacdo de Rimini-
Schryver que consiste na condensacdo de derivados de hidrazina com cetoacidos resultando
em produto colorido (CHEN et al., 1996).

No método descrito por Young e Conway (1942), a alantoina é convertida em acido
alantdico por hidrolise alcalina e, posteriormente, a uréia e acido glioxilico por hidrélise acida
(Figura 30). A concentragdo da substancia ¢ determinada colorimetricamente ou
espectrofotometricamente como fenilhidrazona. O acido alantbéico é comumente encontrado
com a alantoina e interfere na estimativa, pois também gera acido glioxilico na degradacao. O
total de alantoina e acido alantdico ¢ medido como ‘“alantoina” incluindo acido alantdico

(YOUNG & CONWAY, 1942).
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Hidrolise Hidrolise
alcalina  NHz )cfH )Nj _icida  JUrdia+ CHO +  COOH
COOH COOH
Alantoina Acido alantdico Acido glioxilico Acido oxlico

Figura 7: Decomposi¢do hidrolitica da alantoina.

Este método ¢ aplicado em amostras biologicas e sua principal desvantagem ¢ a baixa
estabilidade do cromoforo formado. Outros métodos espectrofotométricos foram
desenvolvidos para tentar eliminar a interferéncia de cetoacidos presentes em amostras
bioldgicas (CHEN et al., 1993).

Os métodos espectrofotométricos sdo comumente utilizados pela simplicidade do
procedimento e rapidez das analises. A limitacdo desse método ¢ a dificuldade de
determinagdo simultanea de dois ou mais componentes na mesma amostra sem separagao
prévia. A espectrofotometria derivada na regido UV-Vis. ¢ uma técnica eficiente para
determinagdo simultanea, eliminando a interferéncia de outros farmacos presentes, produtos
de degradagdo e excipientes das formulagdes (DINC et al., 2007; RANGNO et al., 2006;
KAPOOR, KHANDAVILLI & PANCHAGNULA, 2006).

A quantificacao da alantoina como matéria-prima e em produtos farmacéuticos carece
do desenvolvimento e validagdo de um método analitico que possa ser adaptado a rotina de
analises de controle de qualidade da matéria-prima e produto acabado. O método titulométrico
farmacopéico (USP, 2009) ndo pode ser aplicado aos produtos acabados, ficando restrito a
analise da matéria-prima.

Como ja discutido, anteriormente, muitos métodos disponiveis para determinagdo da

alantoina em preparagdes farmacéuticas requerem separagdo prévia dos componentes da
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formulacao para eliminar a interferéncia dos mesmos, o que torna o procedimento demorado e
trabalhoso.

Me¢étodos que utilizam CLAE, cromatografia de interacdo hidrofilica, eletroforese
capilar ou espectrometria de massas sao caros e frequentemente nao ha disponibilidade de tais
equipamentos em farmacias com manipulacao ou industrias farmacéuticas de pequeno porte.

O desenvolvimento de um método analitico através de espectrofotometria no UV ¢ de
grande valia, pois sendo um método simples, rdpido e econdomico, pode ser facilmente
executado no laboratdrio de controle de qualidade de industrias e farmacias com manipulagao.
A espectrofotometria derivada elimina a necessidade da preparacao prévia das amostras de
produtos dermatoldgicos contendo alantoina.

Neste cenario, o objetivo do presente estudo ¢ desenvolver e validar um método
analitico para quantificar a alantoina como matéria-prima e em formas farmacéuticas através

de espectrofotometria derivada.
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2. JUSTIFICATIVA

2.1 DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DO METODO ANALITICO

A alantoina matéria-prima pode ser quantificada por titulacdo potenciométrica frente
ao hidroxido de sédio segundo a USP (2009) e BP (2004), porém o método ndo ¢ adequado
para a determinacao de alantoina em preparagdes de uso topico. Varios outros métodos tém
sido desenvolvidos para a andlise de alantoina por CLAE, cromatografia de interagdo
hidrofilica, eletroforese capilar e cromatografia acoplada a espectrdmetro de massas em
preparagdes farmacéuticas, cosméticas e amostras biologicas. Tais métodos requerem
equipamentos caros que geralmente ndo estdo disponiveis em farmacias de manipulacdo e
pequenas industrias farmacéuticas.

A quantificacao da alantoina como matéria-prima e em produtos farmacéuticos carece
do desenvolvimento e validagdo de um método analitico que possa ser adaptado a rotina de
analises de controle de qualidade da matéria-prima e produto acabado.

O objetivo do presente estudo ¢ o desenvolvimento e validagdo de um método
analitico para quantificagdo da alantoina como matéria-prima e em formas farmacéuticas
através de espectrofotometria derivada. O método desenvolvido foi aplicado no doseamento

da alantoina em creme nao-idnico e lipossomas.

2.2 LIPOSSOMAS E ALANTOINA
A alantoina ¢é utilizada em formulagdes topicas no tratamento de peles sensiveis
devido a suas propriedades calmante e anti-inflamatéria. E utilizada no tratamento tépico da
dermatite atépica e da psoriase. E comumente associada a outros farmacos em formulagdes
topicas para o tratamento de psoriase, pois pode minimizar os efeitos colaterais provocados

pela aplicagdo topica de farmacos como a antralina e calcipotriol.
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A similaridade da estrutura da bicamada das vesiculas lipidicas com as membranas
naturais confere aos lipossomas propriedades de regeneracdo da pele. Mesmo sem ingrediente
ativo os lipossomas umidificam a pele melhorando a elasticidade e a fungdo de barreira do
tecido.

O tratamento de doencas de pele como psoriase e dermatite atopica requer a aplicacdo
de cremes e emolientes contendo lipidios, &cidos graxos, colesterol e triglicerideos que
estimulam o reparo da barreira lipidica e aumentam a hidrata¢do do estrato corneo. O uso de
emolientes ¢ fundamental para manter a pele do paciente portador de psoriase e dermatite
atopica hidratada e minimizar o prurido.

A inclusdo da alantoina em lipossomas pode ser de grande utilidade para o tratamento de tais
doencgas, por combinar as propriedades calmante e anti-inflamatoria da alantoina com as

propriedades reparadora e hidratante do lipossoma.



| 41

3. OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho ¢ desenvolver e validar uma nova metodologia analitica para
a determinacao de alantoina matéria-prima e em preparagdes farmacéuticas de uso topico por
espectrofotometria derivada, bem como propor a inclusao de alantoina em lipossomas para o
tratamento de doengas de pele que requerem as propriedades calmante e anti-inflamatdria da

alantoina e as propriedades reparadora e hidratante do lipossoma.

3.1 Objetivos especificos

v’ Estabelecer pardmetros para o desenvolvimento do método espectrofotométrico
para a determinacdo de alantoina de modo a possibilitar a analise da mesma em
preparagdes de uso topico como creme e lipossoma em gel;

v Validar a metodologia para analise da alantoina;

v Incluir e caracterizar a alantoina nos lipossomas que foram preparados pelo método
de hidratagdo do filme lipidico e agitagdo mecanica,

v" Aplicar o método desenvolvido no creme e lipossomas contendo alantoina.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1.MATERIAIS

4.1.1.Matérias-primas

e Alantoina Padrao (SIGMA);
e Alantoina (DEG);
e Polifenilfosfatidilcolina - Phosal® 75 SA;
e Fosfatidilcolina de soja - Phospholipon® 90 G (PHOSPHOLIPID GmbH);
e Sephadex® G-50 (SIGMA-ALDRICH);
e Colesterol (SIGMA);
e Acido ascorbico (SIGMA);
e Cera auto emulsionante ndo idnica - Polawax® NF CRODA (PHARMANOSTRA);

e Hidroxietilcelulose - Natrosol® (PURIFARMA)).

4.1.2.Equipamentos
e Espectrofotometro UV-VIS SHIMADZU CORPORATION mod. UV-2401 PC com
software UVPC;
e Espectrofotometro no infravermelho SHIMADZU FTIR-8300;
e Espectrofotdmetro no infravermelho NICOLET FTIR;
e Aparelho para determinacdo de ponto de fusdo BUCHI B-540;
e Potenciometro METTLER TOLEDO MPC227;
e Polarimetro SCHMIDT HAENSCH NHS;
e Agitador de tubos PHOENIX AP56;
e Rota-evaporador BUCHI R-114;
¢ Balanga analitica METTLER TOLEDO AB204;

e Balanga de precisio METTLER TOLEDO PB3002;
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Aparelho de ultra-som THORNTRON — 14;

Titulador automatico Mettler DL25;

Placa de aquecimento com agitacdo magnética CORNING;

Espectrometro de massas triplo quadrupolo, mod.QUATTRO LC, marca MICROMASS;

Bomba de infusdao KD Scientific.

4.1.3. Outros materiais

Suporte para filtragio SWINEX®™ em polipropileno com 25 mm de didmetro;
Colunas PD-10 vazias PHARMACIA BIOTECH;

Seringas descartaveis de 5,0 ml BECKTON & DICKSON;

Membranas de policarbonato ISOPORE® com poros de 0,4 ym e 0,2 pum;

Placa de Cromatografia em camada delgada (CCD) Silica gel em aluminio 20 x 20 cm

ALDRICH®

4.1.4. Reagentes

Hidroéxido de sédio 0,1 M (PROQUIMIOS);

Acido ascorbico (ROCHE);

Acido sulfarico P.A. (VETEC);

Acido fosfotungstico (SIGMA);

Cloroférmio P.A. (VETEC);

Molibdato de amonio (MERCK);

Per6xido de hidrogénio (VETEC);

Solugao padrao de fosforo (P) a 20 pg de P/mL (SIGMA);
TRIS — Tris[hidroximetil]aminometano (SIGMA);

Solugdo de acetato de amodnio pH 6,9;
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e Butanol P.A. (VETEC);

e Acido acético glacial P.A. (VETEC);

e p-dimetilaminobenzaldeido P.A. (VETEC);
e Acido Cloridrico P.A. (VETEC);

e Acido Oxdlico P.A. (REAGEN);

e Metanol P.A. (VETEC);

e Ureia (VIAFARMA);

e Alcool Etilico Absoluto P.A. (VETEC);

4.2. METODOS
4.2.1. PREPARO DAS SOLUCOES UTILIZADAS NAS ANALISES
4.2.1.1. Preparo da solugdo tampao TRIS pH 6,8
Pesar 2,42 g de Tris[hidroximetilJaminometano, transferir quantitativamente para
baldo volumétrico de 100 mL e completar o volume com agua destilada. Ajustar o pH da
solugdo para 6,8 utilizando HCI concentrado, monitorando com o potencidmetro. A solugdo
deve ser armazenada em frasco de vidro ambar sob refrigeragao.
4.2.1.2. Preparo da solugdo reagente de molibdato de amonio
Pesar 2,20 g de molibdato de amonio, transferir quantitativamente para baldo
volumétrico de 1000 mL, adicionar cerca de 300 mL de dgua destilada. Colocar o baldo em
banho de gelo e adicionar lentamente a solu¢do de H,SO4 preparada (7 mL de H,SO4
concentrado em 400 mL de 4gua destilada). Retirar o baldo volumétrico do gelo, aguardar o
retorno a temperatura ambiente e completar o volume do baldo com agua destilada (MORITA

& ASSUMPCAO, 2001).
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4.2.1.3. Preparo da solugao de H,SO410 N
Em um baldo volumétrico de 100 mL adicionar 50 mL de agua destilada. Colocar o
baldo em banho de gelo e adicionar lentamente 30 mL de H,SO4 concentrado. Retirar o baldo

volumétrico do gelo, aguardar o retorno a temperatura ambiente e completar o volume do

baldo com agua destilada (MORITA & ASSUMPCAO, 2001).

4.2.1.4. Preparo da solugdo de H,0O, a 10% de oxigénio liberado (v/v)
Pipetar 3,4 mL de H,O, P.A., transferir para baldo volumétrico de 10 mL e completar

com 4agua destilada. Esta solucdo deve ser preparada no momento do uso (MORITA &

ASSUMPCAO, 2001).

4.2.1.5. Preparo da solugdo de acido ascorbico 10% (p/v)
Pesar 1,00 g de 4cido ascorbico, transferir quantitativamente para baldo volumétrico
de 10 mL e completar com agua destilada. Esta solu¢do deve ser preparada no momento do

uso (MORITA & ASSUMPCAO, 2001).

4.2.1.6. Preparo da solugdo de fosfotungstato de potassio 2% (p/v)
Pesar 0,57 g de acido fosfotingstico em um bécher de 50 mL, adicionar cerca de 5

mL de agua destilada. Neutralizar até pH 7,0 com solugdo aquosa de KOH 1 M.

4.2.2. CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DA ALANTOINA
A matéria-prima do fornecedor DEG, lote 70804, adquirida pela Farmacia
Universitaria da Faculdade de Farmacia — UFRJ, foi analisada para o trabalho, seguindo as

farmacopéias USP (2009) e BP (2004).
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4.2.2.1. Analise do espectro na regido do infravermelho

A andlise do espectro de absorcdo na regido do infravermelho da alantoina foi
realizada. Os espectros obtidos no aparelho SHIMADZU FTIR-8300 foram comparados com
o espectro existente na literatura (CTFA, 1991). O espectro foi obtido utilizando-se a

alantoina a 0,5% (p/p) em pastilhas de KBr e a varredura foi realizada entre 200 ¢ 4000 cm.

4.2.2.2. Determinagao do teor da matéria-prima e do padrao

A matéria-prima foi analisada por titulagdo potenciométrica com hidroxido de sodio
(NaOH) 0,1 N, segundo monografia descrita na Farmacopéia Americana (USP, 2009).

O padrao de alantoina lote 12808150 foi adquirido da empresa Sigma e analisado

pelo mesmo método para o trabalho.

4.2.2.3. Determinacao do ponto de fusao (PF) da alantoina
Uma pequena quantidade de matéria-prima foi colocada em um capilar de vidro
fechado em uma das pontas o qual foi colocado no suporte de amostra do aparelho Biichi B-

540 para a determinagdo do PF (BP, 2004).

4.2.2.4. Determinagdo da rotagdo Otica da alantoina
Preparou-se uma solucdo de alantoina com concentracdo de 10 mg/mL. O tubo
polarimetro foi preenchido com 25 mL desta solu¢ao para determinagdo da rotagdo Otica no

polarimetro, segundo monografia da USP, 2009.

4.2.2.5. Determinagdo de impurezas na alantoina por CCD
As solugdes abaixo foram preparadas para avaliar a auséncia de produtos resultantes

da decomposi¢do da alantoina ou residuos decorrentes do processo de sintese da matéria-
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prima por CCD (USP, 2009). A fase moével utilizada foi uma mistura 60:25:15 de butanol,
agua e acido acético glacial. O revelador foi uma solucdo de p-dimetilaminobenzaldeido a 5
g/L em uma mistura 3:1 de metanol e acido cloridrico. A placa de CCD foi ativada em estufa
a 50 °C e foram aplicados 10 pL de cada solugao descrita abaixo na placa cromatografica.

A solucdo teste A 1 (STA1) foi preparada a partir de 0,10 g de alantoina lote 70804,
dissolvidos, sob aquecimento leve, em 5 mL de 4gua. Apds esfriamento, a solugdo foi
avolumada para 10 mL com metanol. Para o preparo da solu¢do teste B 1 (STB1) utilizou-se 1
mL de STA1 que foi diluida para 10,0 mL em mistura de metanol:agua (1:1).

As solugoes STA2 e STB2 foram preparadas da mesma forma que STA1 e STBI
utilizando outro lote de alantoina (lote k33552715431), cujo prazo de validade ja havia
expirado, para comparagao dos resultados.

A solugdo referéncia A (SRA) foi preparada pesando-se 0,10 g de alantoina padrao,
posteriormente dissolvidos em 10 mL em uma mistura metanol:dgua (1:1).

A solucao referéncia B (SRB) foi preparada a partir de 0,1 g de uréia, dissolvidos em
10 mL de agua. Uma aliquota de 1 mL desta solucdo foi transferida para baldo volumétrico de
10 mL, sendo o volume completado com metanol.

Para o preparo de solugdo referéncia C (SRC) foi realizada uma mistura em partes

iguais das solucdes referéncia A e B.
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4.2.3 DESENVOLVIMENTO DE METODO POR ESPECTROFOTOMETRIA NO
UV PARA DETERMINACAO DA ALANTOINA EM PREPARACOES
FARMACEUTICAS

4.2.3.1 Analise do espectro de absor¢ao na regido do ultravioleta

Os espectros de absor¢ao das solugdes contendo 10 e 500 pg/mL de alantoina em
agua e solugdo de NaOH 0,01 N foram determinados em espectrofotdometro UV/VIS no
intervalo de 190 a 400 nm, usando cubetas de quartzo de 1 cm.

Com as concentracdes escolhidas (de 25 a 300 pg/mL) foram construidas curvas
analiticas (Absorbancia x Concentracdo) para a alantoina em solu¢do aquosa e em solucao de
NaOH 0,01 N e determinada a faixa de concentragdo de alantoina que possui resposta linear
com a absorbancia. Essa andlise permitiu a constru¢ao das curvas analiticas e o calculo da
equagdao da reta com a determinagdao do coeficiente de correlagdo (r) e coeficiente de
determinagdo (R*) (ANVISA, 2003). Foram calculados os teores de alantoina a partir das duas

curvas para comparacao dos resultados.

4.2.3.2 Parametros estabelecidos para o método desenvolvido

Outros parametros para o desenvolvimento de método espectrofotométrico para a
determinagdo de alantoina foram estabelecidos de modo a possibilitar a analise da mesma em
lipossomas:

1. Solvente;

2. Especificidade;

3. Concentracao de NaOH do solvente.
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4.2.4 COMPARACAO DO METODO FARMACOPEICO E
ESPECTROFOTOMETRIA DERIVADA

O padrao Sigma® de alantoina foi analisado pelo método titulométrico farmacopéico

(USP, 2009) e pelo método desenvolvido no presente trabalho. Os resultados foram

comparados utilizando-se teste ¢ de Student como ferramenta estatistica para avaliar se ha

diferenca estatisticamente significativa entre as médias de dois grupos.

4.2.5 APLICACAO DO METODO DESENVOLVIDO PARA DETERMINACAO
DE ALANTOINA COMO MATERIA PRIMA E EM PREPARACOES
FARMACEUTICAS

O método desenvolvido foi aplicado na determinacdo do teor de alantoina como
matéria-prima e em preparagdes farmacéuticas de uso topico como lipossomas preparados

pelos métodos de hidratacdo do filme lipidico e agitagdo mecanica e creme.

4.2.6 VALIDACAO DA METODOLOGIA DE ANALISE DE ALANTOINA POR
ESPECTROFOTOMETRIA DERIVADA
Para valida¢ao da metodologia de quantificagdo de alantoina por espectrofotometria
derivada foram realizados os testes que comprovassem a especificidade e robustez do método,
a linearidade de resposta e a precisdo nos niveis: repetibilidade e precisdo intermediaria. Os
testes foram realizados para determinacdo da alantoina como matéria-prima € em uma
preparagao de uso topico (creme).
A validagdo foi baseada no Guia para Validagdo de Métodos Analiticos e
Bioanaliticos, RE n°® 899, de 29 de maio de 2003, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

(ANVISA, 2003) e no Guia para Validacdo de Procedimentos Analiticos Q2 (R1) da
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Conferéncia Internacional de Harmoniza¢do dos Requisitos Técnicos para Registro de
Produtos Farmacéuticos para Uso Humano (ICH, 2005).

Para realizar os testes de determinagdo de alantoina em creme preparou-se um creme
de alantoina a 1%. O creme foi preparado com uma cera auto-emulsionante ndo-idnica O/A

(Polawax®) e a alantoina foi incorporada na fase aquosa da emulsao.

4.2.6.1 Especificidade

E a capacidade que o método possui de medir exatamente o composto desejado na
presenca de outros compostos (ANVISA, 2003).

A especificidade foi avaliada a partir da realiza¢ao de varredura entre 190 ¢ 400 nm da
solu¢do amostra e da solu¢do contendo os possiveis produtos de degradacdo da alantoina
(ureia e acido oxalico) com a finalidade de garantir que o método analitico ndo sofrera
interferéncias desses componentes se eles estiverem presentes na amostra.

Foi também realizada a varredura entre 190 ¢ 400 nm de solugdes contendo os
componentes da formulagdo lipossomal de alantoina (Phospholipon® 90G e Phosal® 75SA) e
os excipientes semi-soélidos das preparacgdes topicas (creme nao idnico e gel natrosol), com a
finalidade de garantir que o método analitico podera ser aplicado posteriormente em produtos

acabados para uso topico.

4.2.6.2 Linearidade
E a capacidade de uma metodologia analitica de demonstrar que os resultados obtidos

sdo diretamente proporcionais a concentragao do analito na amostra (ANVISA, 2003).
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4.2.6.2.1 Matéria-prima

A linearidade foi determinada pela realizacdao da curva de calibragdo. A partir da
solubilizacdo da substancia padrao de alantoina em solugdo de NaOH 0,1 N em etanol
(70:30), foram preparadas cinco solugdes subsequentes, utilizando o mesmo solvente, nas

concentragoes de 50; 100; 150; 200; 250 ¢ 300 pug/mL, dentro da faixa de 25-150%.

4.2.6.2.2 Creme nao i6nico de alantoina 1%

A linearidade foi determinada pela realizagdo da curva com diferentes tomadas
de ensaio de creme ndo i6nico de alantoina a 1%. Foram pesadas massas crescentes de 0,125;
0,250; 0,400; 0,500; 0,600 e 0,750 g do creme preparado e diluidas para 25 mL de solucdo de
NaOH 0,1 N em etanol (70:30), resultando em solugdes de concentragoes de 50; 100; 160;

200; 240; 300 pg/mL de alantoina.

4.2.6.3 Precisao
A precisao ¢ a avaliagdo da proximidade dos resultados obtidos em uma série de

medidas de uma amostragem multipla de uma mesma amostra (ANVISA, 2003).

4.2.6.3.1 Matéria-prima

A precisdo do método para determinacdo da matéria-prima foi avaliada nos
niveis: repetibilidade e precisdo intermediaria. A repetibilidade foi realizada utilizando-se 9
determinagdes de solugdes com concentragdes respeitando o intervalo de 75 a 125% da
concentragdo teste de 200 pg/mL (3 concentragdes em triplicata). A mesma analise foi
realizada em dias diferentes por diferentes analistas para determinagdo da precisao

intermediaria.
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4.2.6.3.2 Creme ndo i6nico de alantoina 1%

A precisao foi avaliada nos niveis: repetibilidade e precisdo intermedidria. A
repetibilidade foi realizada utilizando-se 9 determinacdes de solugdes com concentragdes
respeitando o intervalo especificado de 80 a 120% da concentragdo teste de 200 pg/mL (3
concentragdes em triplicata). Foram pesadas aliquotas de 0,4; 0,5 e 0,6 g do creme em baldo
volumétrico de 25 mL e o volume foi completado com solugcdo de NaOH 0,1 N em etanol
(70:30), resultando em solugdes de 160, 200 e 240 pg/mL.

A mesma analise foi realizada em dias diferentes por diferentes analistas para

determinagao da precisao intermediaria.

4.2.6.4 Exatidao
A exatiddo de um método analitico ¢ a proximidade dos resultados obtidos pelo

método em estudo em relagdo ao valor verdadeiro (ANVISA, 2003).

4.2.6.4.1 Matéria-prima

A exatiddo foi avaliada analisando-se alantoina de pureza conhecida (padrao) e
os resultados expressos em percentagem de recuperagdo. A analise foi realizada em triplicata
de amostras de concentra¢do conhecida (150; 200 e 250 pg/mL) equivalentes a 75, 100 e

125%, respectivamente, da concentragdo teorica analisada.

4.2.6.4.2 Creme nao ionico de alantoina 1%

A exatidao foi avaliada pelo método conhecido como adi¢do do padrio.
Transferiu-se para baldo volumétrico de 50 mL uma quantidade de creme equivalente a 2 mg
de alantoina e o volume foi completado com solu¢do de NaOH 0,1 N (40 pg/mL). Aliquotas

de 1 mL dessa solucao foram transferidas para balao volumétrico de 10 mL contendo 0,8; 1,0;
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e 1,2 mL de solu¢do padrdo de alantoina (1 mg/mL) e o volume foi completado com solucdo
de NaOH 0,1 N, resultando em concentragdes finais de 80; 100 e 120 pg/mL respeitando o

intervalo de 80 a 120% da concentragao teste (100 pg/mL) (Figura 8).

—] Creme Alantoina 1%

0,2g creme (40pg/mil)

S0mil

iml iml imil

NN

10ml

0,8 - 1,0ml 1 Solugiopadrao Lmg/m

Figura 8: Esquema representando o método de adicdo do padrdo utilizado para a determinagdo da
exatiddo do método espectrofotométrico desenvolvido.

Todas as solugdes foram preparadas em triplicata e um branco foi feito para cada

pesada de creme. Os resultados foram expressos em percentagem de recuperacao.

4.2.6.5 Robustez
A robustez do método foi avaliada alterando-se o fornecedor do NaOH para VETEC,
o pH da solu¢do de NaOH para 12,8 e a concentra¢do da solugdo para 0,2 N. Os resultados
foram comparados utilizando-se o teste ¢ de Student como ferramenta estatistica para avaliar

se as variagdes dos parametros influenciam a quantificacdo da alantoina.
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4.2.7 CARACTERIZACAO DO METODO
Para possibilitar a caracterizacao do método desenvolvido neste trabalho, as solugdes
de alantoina em NaOH 0,1 N, utilizadas nas medidas espectrofotométricas, foram analisadas
por cromatografia em camada delgada (CCD), espectrometria no infravermelho (IV) e

espectrometria de massas.

4.2.7.1 Andlise por CCD

As solugdes descritas a seguir foram preparadas para avaliar a presenga de produtos
de degradagdo na solucdo de alantoina em NaOH 0,1 N. A fase moével utilizada foi uma
mistura 60:25:15 de butanol, 4gua e acido acético glacial. O revelador foi uma solugao de p-
dimetilaminobenzaldeido a 5 g/L em uma mistura 3:1 de metanol e acido cloridrico. A placa
de CCD foi ativada em estufa a 50 °C por 1 hora e foram aplicados, na placa cromatografica,
10 uL de cada solucdo descrita abaixo.

A solugdo teste A 1 (STALI) foi preparada a partir de 0,10 g de alantoina lote 70804,
dissolvidos sob aquecimento leve em 5 ml de solucdo hidroalcodlica de NaOH 0,1 N. Apos
esfriamento, completou-se o volume para 10 mL com metanol. A solucdo teste A 2 (STA2)
foi preparada a partir de 0,10 g de alantoina lote 70804, dissolvidos a frio em 5 ml de 4gua.

A solugdo STA3 foi preparada a partir de 0,10 g de alantoina lote 70804, dissolvidos
sob aquecimento leve em 5 ml de agua.

A solugdo referéncia A (SRA) foi preparada pesando-se 0,10 g de alantoina padrao,
que foram posteriormente dissolvidos em 10 mL em uma mistura metanol:agua (1:1).

A solugdo referéncia B (SRB) foi preparada a partir de 0,1 g de ureia, que foram
dissolvidos em 10 mL de 4gua. Uma aliquota de 1 mL desta solucdo foi transferida para balao

volumétrico de 10 mL e a solucdo foi avolumada com metanol.
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Para o preparo de solugdo referéncia C (SRC) foi realizada uma mistura em partes

iguais das solugdes referéncia A e B.

4.2.7.2 Analise por espectrometria no IV

Foi realizada a analise do espectro de absorcdo na regido do infravermelho da
alantoina em solucdo hidroalcoolica de NaOH 0,1 N liofilizada. O resultado foi comparado
com o espectro da alantoina matéria-prima para verificar mudangas no espectro devido a
solubilizacao da amostra em NaOH.

Para obtengao da amostra liofilizada foi preparada uma solugdo de alantoina 2,5
mg/mL em solu¢do hidroalcoodlica de NaOH 0,1 N. A solucdo foi levada ao evaporador
rotatério por 4 horas para evaporacdo do alcool. Foram adicionados 30 mL de 4gua e a
amostra foi, entdo, congelada a 8 °C e mergulhada em nitrogénio liquido para proceder a
liofilizagao.

O espectro da amostra foi obtido no aparelho NICOLET FTIR por reflectancia total

atenuada (ATR) apos liofilizagdo e a varredura foi realizada entre 500 e 4000 cm'.

4.2.7.3 Analise por espectrometria de massas

Todas as amostras foram diluidas em solugdo tampao acetato 0,01 M, pH 6,9,
ajustado com solugdo de acido formico a 1%, para infusdo direta no espectrometro de massas.

A alantoina foi diluida em agua e em soluc¢ao hidroalcodlica de NaOH 0,1 N na
concentracdo de 1 mg/mL. A partir dessas solu¢des preparou-se as solugdes a 100 pg/mL em
tampao acetato pH 6,9 e foi feita infusdo direta no espectrometro de massas triplo quadrupolo,
modelo Quattro LC, marca Micromass, para elucidar a composi¢ao das solucdes.

O modo de ionizagdo utilizado foi eletrospray negativo, empregando bomba de

infusdo KD Scientific com fluxo de 600 puL/hora. A voltagem do cone foi ajustada para 20
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volts e do capilar para 2,5 kV. A temperatura da fonte foi de 100 °C. O fluxo de gas de
dissolvatagao foi de 600 L/h e a temperatura de dessolvatagao de 250 °C.

Foi feita infusdo direta da solugao tampao acetato 0,01 M pH 6,9 e de amostras de
alantoina padrdo Sigma, ureia e 4cido oxdlico diluidas na solugcdo tampdo acetato, na
concentragdo de 100 pg/mL, para comparagdo dos resultados das amostras.

Posteriormente, foi realizada uma analise MS-MS. A energia de colisao aplicada foi
de 12 para quebrar a molécula de alantoina e possibilitar a visualizagao dos seus ions filhos no

espectro. A pressdo na célula de colisio foi de 3,95 x 10  mbar.

4.2.7.4 Hidrolise alcalina da alantoina

A alantoina foi submetida a hidrdlise alcalina artificial. A alantoina foi dissolvida em
solu¢do de NaOH 0,5 M na concentracao de 2%, sendo levada para refluxo a temperatura de
100 °C por 4 horas. Foram coletadas amostras nos tempos de 2 e 4 horas que foram analisadas

por CCD e espectrometria de massas.

4.2.7.5 Espectro de absorbancia versus tempo

A mudanca nas medidas de absorbancia da solu¢do durante a reagdo entre a alantoina
e o NaOH foram acompanhadas no espectrofotometro.

A solugdo de alantoina solubilizada em NaOH 0,1 N foi analisada no
espectrofotometro no modo 7ime Corse para monitorar as absorbancias da solu¢do ao longo

de 1 hora, sendo os resultados plotados em um grafico de absorbancia versus tempo.

4.2.8 DETERMINACAO DO TEOR DE FOSFOLIPIDIO NO Phospholipon® 90 G
A construgdo da curva analitica de fosforo foi feita sempre que o método de Bartlett,

para determinacdo do teor de fosfolipidios, foi realizado (BARTLETT, 1959; NEW, 1990).
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Para a constru¢do da curva analitica foram pipetados 1,0 mL de agua destilada em
dois tubos de ensaio, que serviram de brancos, e quatro tubos contendo volumes crescentes de
solugdo padrao de fosforo: 50, 100, 150 e 200 puL, nos quais as concentragdes de P em pg
foram de 0,999, 1,998, 2,996 e 3,996 ug, respectivamente. Utilizou-se a solu¢do padrdo de
fosforo Sigma® 20 pg P/mL em HCI 0,05 N.

Foram adicionados nos 6 tubos 400 pL de H,SO4 10 N, com auxilio de pipeta
automatica. Os tubos foram colocados em um bloco de aquecimento por 30 minutos a 180 °C.
Na segunda etapa, quando as amostras ja estavam frias, foram adicionados 100 pL de H,O,
10% em cada tubo. O bloco contendo os tubos foi levado novamente a aquecimento por 30
minutos, a temperatura de 180 °C. Na terceira etapa, foram adicionados 4,6 mL de molibdato
de amodnio em cada tubo e 0,5 mL de solugdo de acido ascorbico a 10%. O bloco foi levado a
aquecimento por 20 minutos a 90 °C e, ao final do ensaio, foi observada a formagao de
coloracdo azul de intensidades diferentes em cada tubo (Figura 9). Os tubos foram levados

para leitura das absorbancias em espectrofotometro a 800 nm.
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C

Padries Brancos
0 4mL H,504 10N 0.1mL H,0, 10% 0.4mL Molibdato de amonio
180° C/ 30min 180° C/ 30min +0.5mL 4cido ascorbico 10%

90° C/ 20 minutos

Figura 9: Determinacdo do teor de fosforo para construcdo da curva analitica. As solugdes padrao
foram compostas por aliquotas de 50, 100, 150 ¢ 200 pL do padrio de fosforo Sigma® 20 pg P/mL em
HCI 0,05 N, nas quais as concentragdes de P em pg foram de 0,999, 1,998, 2,996 ¢ 3,996 ug,
respectivamente. Os brancos foram compostos por 1,0 mL de dgua destilada.

A concentracdo de fosfolipidios foi determinada indiretamente pela quantificagdo do
contetdo de fosforo (P). Por se tratar de um método com muitas varidveis, foi realizada a
constru¢dao de uma curva analitica de fésforo sempre que o método foi realizado.

A seguir, o teor da matéria-prima utilizada na fabrica¢do do lipossoma foi
determinado. As amostras de Phospholipon 90G® foram diluidas, baseando-se na massa
inicial de fosfolipidio presente, para obter as solu¢des finais com concentracdo de

aproximadamente 2 pg de fosforo/mL, ponto central da curva-analitica obtida.

4.2.9. PREPARACAO DOS LIPOSSOMAS
Vérias metodologias sdo descritas na literatura para o preparo de lipossomas. O
método de hidratagdo do filme lipidico ja foi descrito em estudos anteriores com filtros
solares (GARCIA, 1998) ¢ ¢ capaz de garantir uma melhor incorporagdo de substancias

solidas lipofilicas quando comparado com o método de agitacio mecanica (HENRIQUES,
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SANTOS & GARCIA, 2005). A alantoina ¢ uma substancia sélida, pouco solavel em agua,
muito pouco soluvel em alcool e praticamente insoluvel em solventes organicos (cloroférmio,
éter e diclorometano). Desta forma, os dois métodos foram testados para avaliar a

incorporagao da alantoina.

4.2.9.1 PREPARACAO DOS LIPOSSOMAS CONTENDO ALANTOINA
PELO METODO DE HIDRATACAO DO FILME LIPIDICO

Os lipossomas foram preparados pelo método de hidratacdo do filme lipidico
utilizando-se os componentes: fosfolipidios (Phospholipon® 90G); colesterol (Sigma®); e
alantoina (DEG). O método consiste na preparacao inicial de uma solu¢do dos componentes
em solvente organico que €, posteriormente, evaporada em evaporador rotatorio. Apds a
evaporacao ha a formagao de uma pelicula fina do material lipidico no fundo do baldo. Este
filme ¢ disperso com a adi¢do de um meio aquoso (tampao TRIS) por agitagdo (Figura 13).
Através da hidratacdo, os lipidios incham e se desprendem do baldo em camadas, geralmente

formando vesiculas multilamelares (NEW, 1990).
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Figura 10: Esquema representando a preparagdo dos lipossomas pelo método de hidratagdo do filme
lipidico.

O volume final estabelecido de preparacdo lipossdmica foi de 50 mL. A
concentracgdo lipidica usada foi 42 mM (GARCIA, 1998), a concentragdo de colesterol foi 12
mM (GARCIA, 1998) e variou-se a concentragdo da alantoina para definir a melhor relacao
alantoina:fosfolipidio.

Inicialmente a propor¢do de fosfatidilcolina e alantoina utilizada foi de 42:5.3x107
M. A alantoina foi dissolvida na fase aquosa da preparacdo ¢ a hidratagdo foi feita por 96
horas. A fracgdo filtrada dos lipossomas foi aquecida em banho-maria a 55 °C para atingir a
temperatura de transi¢cdo de fase da fosfatidilcolina onde ha maior flexibilidade da bicamada e
liberdade de movimento das moléculas de fosfolipidios, o que permitiria a incorporagao de
maior quantidade de alantoina nas vesiculas.

A segunda preparacao foi realizada com proporcao de fosfatidilcolina e alantoina de

42:2,7x10% M. O tempo de hidratagio pode influenciar as caracteristicas das vesiculas
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produzidas (VEMURI & RHODES, 1995). Por isso, o tempo de hidratagdo foi modificado
para 24 horas para avaliar a interferéncia na quantidade de alantoina incorporada nas
vesiculas.

A alantoina foi adicionada em metade da fase aquosa (25 mL) e procedeu-se a
hidratacdo no rota-evaporador com banho-maria a temperatura de 59 °C, para atingir 55 °C no
lipossoma. Apds resfriamento, adicionou-se o restante da fase aquosa (25 mL). A composi¢ao

dos lipossomas preparados encontra-se na Tabela 1.

Tabela 1: Composi¢ao dos lipossomas obtidos pelo método de hidratagao do filme lipidico.

Composi¢iao dos Quantidade mM
lipossomas Formula¢io A Formula¢io B
Phospholipon 90G 42 42
Colesterol 12 12
Alantoina 5,3 2,7
Tampao Tris pH 6,8 50 mL 50 mL

4.2.9.2 PREPARACAO DOS LIPOSSOMAS CONTENDO ALANTOINA
PELO METODO DE AGITACAO MECANICA

Neste procedimento, o lipossoma ¢ formado a partir de uma mistura comercial de PC

com outros adjuvantes (Phosal®). Foram calculadas as massas de Phosal® e alantoina a serem
utilizadas para obter 25 mL da suspensao lipossomal. O lipossoma final possuia concentracao
de 42 mM. Os dois constituintes foram pesados diretamente em um becher de 100 mL,
misturados por 15 minutos com o auxilio de um bastio de vidro e, por fim, adicionou-se 25
mL do tampao TRIS pH 6,8. A mistura foi deixada sob agitagdo mecanica por 2 horas (Figura

11).
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Phosal + Alantoina n
25 mL tampdo TRIS

pH 6.8
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Figura 11: Preparagdo de lipossoma pelo método de agitacdo mecanica usando um pré-lipossoma.

A propor¢do PC:alantoina foi otimizada para avaliar a eficiéncia de inclusdo da
alantoina pelo método de agitagdo mecanica. Para isso, os lipossomas foram preparados nas
proporgdes de PC:alantoina de 42:2.7x10% M e 42:1.32x102 M. A composicio dos

lipossomas preparados encontra-se na Tabela 2.

Tabela 2: Composi¢ao dos lipossomas obtidos pelo método de agitagdo mecanica.

Composicao dos Quantidade mM
lipossomas Formulacao A Formulacio B
Phospholipon 90G 42 42
Alantoina 2,7 1,32
Tampao Tris
pH 6,8 25 mL 25 mL

Para tentar verificar a influéncia da solubilidade da alantoina na eficiéncia de
inclusdo, foram preparados lipossomas na propor¢do PC:alantoina de 42:2.7x107% M
utilizando-se solug¢des tampodes com diferentes valores de pH.

O Lipossoma 1 foi preparado com solugcdo tampao de pH 6,8 e a alantoina foi

adicionada a fase aquosa, o Lipossoma 2 foi preparado com solugdo tampao de pH 5,5 ¢ a
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alantoina foi adicionada a fase aquosa, o Lipossoma 3 foi preparado com solugdo tampao de
pH 9,0 e a alantoina foi adicionada a fase lipidica, o Lipossoma 4 foi preparado com solugao
tampao de pH 9,0 e a alantoina foi adicionada na fase aquosa. Os lipossomas preparados estao

listados na Tabela 3.

Tabela 3: Lipossomas obtidos pelo método de agitacdo mecanica variando-se o pH das
preparacoes.

Lipossomas pH da
PC:alantoina solucao
42:2,7 mM tampao

Incorporacao
da alantoina

Lipossoma 1 6,8 fase aquosa
Lipossoma 2 5,5 fase aquosa
Lipossoma 3 9,0 fase lipidica
Lipossoma 4 9,0 fase aquosa

4.2.10 NORMALIZACAO DOS LIPOSSOMAS

Os lipossomas preparados pelo método de hidratacdo do filme lipidico e agitagdo
mecanica foram normalizados quanto ao tamanho das vesiculas. Para isso, os lipossomas
foram filtrados utilizando seringas descartaveis de 5,0 mL (Beckton & Dickson) acopladas a
suportes de filtragio Swinex®, em polipropileno com 25 mm de didmetro, contendo as
membranas de policarbonato (Isopore™) com poros de 0,4 pum e de 0,2 um. Foi realizada a
extrusdo da solucdo dos lipossomas por duas vezes pela membrana de 0,4 um e uma vez pela
de 0,2 um. Apods a passagem pela membrana de 0,2 pm, uma fragdo dos lipossomas foi
separada para analise (OLSON et al., 1979; GARCIA, 1998; SANTOS, 2007).

Uma aliquota de 5 mL da fragdo filtrada em membrana de 0,2 um foi separada para
que fossem filtrados em uma coluna PD-10 contendo gel Sephadex® G-50. A elui¢do da
amostra pela coluna foi realizada por meio de solucdo tampao TRIS pH 6,8. As vesiculas

muito grandes sdo excluidas das aberturas da rede do gel Sephadex®, enquanto que as
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vesiculas menores podem entrar no interior das particulas do gel e serem retidas. Desta forma,
todo o material que ndo estava incorporado no lipossoma ficaria retido no gel da coluna, e a

fracdo que passava por toda coluna era recolhida para anélise (Figura 12).

E-%-L_A-"'

D

Figura 12: Esquema do processo de normalizacdo dos lipossomas. A preparagdo lipossomal (A) foi
passada para uma seringa (B) que é acoplada a um suporte filtrante (C) contendo uma membrana de
policarbonato de tamanhos variando entre 0,4 e¢ 0,2 um. A seguir, foi realizada a separacdo dos
lipossomas através de uma coluna PD-10 (D) contendo gel Sephadex® G-50.

As fracdes lipossomais obtidas foram analisadas por espectrofotometria no UV/VIS
quanto ao teor de alantoina e teor de fosfatidilcolina (método de Bartlett). Apods a
determinagdo do melhor método de preparagdo dos lipossomas, estes foram analisados quanto

ao tamanho das vesiculas por espalhamento dinamico da luz.

4.2.11 ANALISE DAS FRACOES LIPOSSOMAIS

4.2.11.1 Determinacao do teor de alantoina e fosfolipidios nas fracées

Utilizando a massa de alantoina inicialmente pesada para o preparo dos lipossomas,
foi calculada a dilui¢do necessaria das amostras para obter solu¢des com concentragdes
proximas a do ponto central da curva analitica.

Para cada fragdo foram preparadas trés diluigdes que foram lidas no
espectrofotometro. A concentracao de alantoina em cada fracao foi determinada pela equagao
da reta obtida da curva analitica correspondente. As determinagdes espectrofotométricas dos
lipossomas preparados por hidratacdo no filme lipidico em proporcdes de PC:alantoina de

42:53x10% M e de 42:2.7x10° M foram realizadas com leituras a 246 nm. A seguir, a
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segunda preparacdo foi analisada pelo método por espectrofotometria derivada de primeira
ordem e leitura a 263,9 nm, desenvolvido neste trabalho. Os lipossomas preparados por
agitacdo mecéanica foram analisados por espectrofotometria derivada de segunda ordem com
leitura a 266,6 nm.

Foi realizada a determinagdo indireta da concentragao de fosfolipidios, avaliando-se
o conteudo de fosforo (P) em cada amostra. Por se tratar de um método com muitas variaveis,
foi realizada a constru¢do de uma curva analitica de fosforo sempre que o método foi
realizado. As amostras foram diluidas, baseando-se na massa inicial de fosfolipidio presente,
para obter as solucdes finais com concentragcdo de aproximadamente 2 pg de fosforo/mL. Foi
pipetado 1,0 mL de cada solugdao diluida para um tubo de ensaio, em dois tubos foram
pipetados 1,0 mL de 4gua destilada que serviram de brancos e quatro tubos contendo volumes

crescentes de solucao padrao de fosforo para constru¢ao da curva analitica.

4.2.11.2 Espalhamento dinAmico da luz laser

Para avaliar a estabilidade da preparacdo obtida com solu¢do tampao pH 9,0 foi
realizada a andlise de distribui¢do do tamanho e polidispersividade das vesiculas. A
formulagdo de lipossomas contendo alantoina foi diluida em 4gua e analisada no equipamento
de espalhamento de luz ZetaPlus Zeta Potential Analyzer - Brookhaven Instruments

Corporation, do CBPF.
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5.RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DA ALANTOINA
A matéria-prima foi adquirida pela Farmdacia Universitaria da Faculdade de Farmacia
— UFRJ, do fornecedor DEG lote 70804, com o respectivo laudo de analise. Foram realizados
ensaios de caracterizagdo fisico-quimica e teor na matéria-prima seguindo as farmacopéias

USP (2009) e BP (2004), e os resultados estdo apresentados a seguir.

5.1.1 Analise do espectro na regiio do infravermelho

Os espectros no infravermelho sdo provocados pelos diferentes modos de interagao
da radiacdo eletromagnética com a molécula. A estrutura da alantoina encontra-se na figura
13. Na figura 14 apresenta-se o espectro na regido do infravermelho obtido com a amostra de
alantoina. A amostra apresentou bandas muito semelhantes ao seu padrdo da literatura (Figura
15), sendo um indicativo da similaridade entre a estrutura quimica da alantoina e seu

respectivo padrao.

0
NH
0O Y \_
| H.., %O
Ho N SN NH

Figura 13: Estrutura quimica da alantoina.
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Figura 14: Espectro no infravermelho da alantoina (0,5% em KBr).
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Figura 15: Espectro no infravermelho do padrdo de alantoina (CTFA, 1991).
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5.1.2 Determinacio do teor da matéria-prima e do padrao
A matéria-prima foi analisada pelo método farmacopéico de titulagao
potenciométrica frente ao NaOH 0,1 N. A matéria-prima apresentou teor dentro da

especificagdo farmacopéica (Tabela 4).

Tabela 4: Determinagao do teor de alantoina matéria-prima.

Teor da alantoina matéria-prima

Matéria-prima (n=3) Literatura*
(%) (%)
98,6 £ 0,18 98,5a101,0%

*(USP, 2009)

O padrao de alantoina lote 12808150 foi adquirido da empresa Sigma e analisado. O

padrao se apresentou adequado com teor dentro do descrito na literatura (Tabela 5).

Tabela 5: Determinagdo do teor de alantoina no padrao lote 12808150 (Val.: 09/06/2014).

Teor da alantoina Padrao

Analise em fev/2009 (n=3) Literatura*
(%) (%)
98,97 £ 0,88 98,5 a 101,0%

* (USP, 2009)

5.1.3 Determinacio do ponto de fusdao (PF) da alantoina
A determinagdo do ponto de fusdo da alantoina foi realizada em triplicata e o
resultado médio encontra-se na Tabela 6. A amostra apresentou uma faixa proxima daquela

descrita na literatura.
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Tabela 6: Valores de ponto de fusdo da alantoina.

Ponto de Fusao

Analise (n=3) Literatura*
O O
223,5+0,05-225,5+0,15 cerca de 225
* (BP, 2004)

5.1.4 Determinaciao da rotacio otica da alantoina

A magnitude e a direcdo de rotagdo Otica da radiacdo linearmente polarizada, ao
passar através de uma espessura conhecida de um liquido, sdo usadas para fins de
identificacdo de uma substancia opticamente ativa (GIL, 2007).

O resultado obtido para o desvio do plano da luz polarizada da solucdo de alantoina

no polarimetro encontra-se na Tabela 7 e esta de acordo com a especificagao da literatura.

Tabela 7: Rotagdo angular da alantoina.

Rotacio Otica

Analise Literatura*
-0,01 de-0,1a+0,1

* (USP, 2009)

5.1.5 Determinacio de impurezas na alantoina por CCD

A técnica de cromatografia em camada delgada (CCD) foi utilizada para investigar a
possivel presenga da ureia como impureza organica decorrente do processo de decomposi¢ao
da matéria-prima ou residuo do processo de sintese da mesma (USP, 2009). A solug¢do de
referéncia B (SRB) ¢ constituida de ureia. Na figura 16 apresenta-se a placa cromatografica da
alantoina onde STA1, STBI sdo aplica¢des das solugdes das matérias-primas, lotes 70804 e
k33552715431, respectivamente. A alantoina lote K33552715431, cujo prazo de validade

havia expirado, foi utilizada para comparagdo dos resultados. STA2 e STB2 sao aplicagdes
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das solucdes das mesmas matérias-primas diluidas (1:1). SRA corresponde ao padrao de
alantoina e a solucdo de referéncia B (SRB) ¢ constituida de ureia. SRC ¢ uma mistura em

partes iguais do padrdo de alantoina e ureia.

STA1 STBI SRA SRB SRC STA2 STB2

Figura 16: Cromatografia em camada delgada da Alantoina onde STA1, STB1, STA2 e STB2 sdo
aplicagoes das solugdes das matérias-primas. SRA: alantoina padrdo, SRB: ureia ¢ SRC: mistura de
alantoina padrao e ureia.

Observa-se na figura 16 que as manchas da matéria-prima (STA1, STA2 e STBI)
apresentaram-se na mesma altura da SRA, que corresponde ao padrao de alantoina. STB2 nao
apresentou mancha, o que pode ter sido devido a revelagdao deficiente na extremidade da
placa. Nenhuma mancha correspondente a impureza pesquisada (ureia) foi revelada. A
matéria-prima, cujo prazo de validade ja havia expirado (lote k33552715431), também nao
apresentou mancha referente a impureza pesquisada (ureia).

Apo6s serem concluidas as andlises da matéria-prima, apresentando resultados
satisfatorios, esta foi utilizada para a inclusdo no lipossoma. Durante a preparagao dos

lipossomas de alantoina, empregou-se o método titulométrico farmacopéico para monitorar a
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inclusdo da mesma nos lipossomas. Os resultados de teor de alantoina nas formulagdes com
lipossomas foram acima de 100%, quando se utilizou o método farmacopéico, levando a
concluir que o método nao possui seletividade e, portanto, ¢ especifico apenas para a matéria-
prima, ndo sendo adequado para determinagao de alantoina em presenga de lipossomas.

Desta forma, um novo método foi desenvolvido e wvalidado utilizando a

espectrofotometria no ultravioleta (UV).

5.2 DESENVOLVIMENTO DO METODO POR ESPECTROFOTOMETRIA NO
UV  PARA DETERMINACAO DE ALANTOINA EM PREPARACOES

FARMACKUTICAS

A espectrofotometria na regido ultravioleta ¢ um método usado nas determinacdes
analiticas, aplicada para identificagdo e determinagdo quantitativa de principios ativos, desde
que estes apresentem grupos funcionais com caracteristicas para absorver a radiagdo
ultravioleta. A absor¢do da radiacdo ultravioleta depende, em primeiro lugar, do numero e do
arranjo dos elétrons nas moléculas ou ions absorventes. Como consequéncia, o pico de
absorcao pode ser correlacionado com o tipo de ligagdo que existe na espécie que esta sendo
estudada (HARRIS, 2005).

O método por espectrometria no UV foi escolhido por ser um método rapido para

monitorar o teor de alantoina durante o desenvolvimento dos lipossomas.

5.2.1 Analise do espectro de absor¢ao na regiio do ultravioleta
O espectro de absor¢do obtido a partir de uma solug@o de alantoina a 10 pg/mL em
agua e em NaOH 0,01 N, mostrou que a molécula apresenta baixa absor¢do em agua e

aumento na intensidade de absor¢do quando em NaOH, conforme ilustrado na figura 17.
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Figura 17: Espectro de absor¢do da alantoina 10 pg/ml em solucdo aquosa (linha azul) e em solucdo de
NaOH 0,01 N (linha vermelha).

Aumentando-se a concentragdo da alantoina para 500 pg/mL nos mesmos solventes,
agua e NaOH 0,01 N, verificou-se que a molécula apresentou uma absor¢ao maxima em 210

nm quando em solu¢do aquosa e 246 nm quando em NaOH 0,01 N (Figura 18).

2,5 -

1,5 -

a T T T T
-0,5 1590 240 290 340 390
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Figura 18: Espectro de absor¢do da alantoina 500 pg/mL em solugdo aquosa (linha azul) e em solucao
de NaOH 0,01 N (linha vermelha).

O espectro de absor¢do na regido ultravioleta (UV) ¢ uma forma de estabelecer o

perfil espectrofotométrico e determinar o comprimento de onda maximo (A max) de absorc¢ao
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de um determinado composto. A solubilizacdo da alantoina em NaOH provoca aumento da
intensidade da absor¢ao (efeito hipercromico) e um deslocamento para comprimento de onda
maior (deslocamento batocrdmico) no espectro.

Para iniciar o desenvolvimento do método por espectrofotometria, foram utilizadas
as solucdes da matéria-prima em agua e em NaOH 0,01 N, a fim de possibilitar a comparacao
dos resultados e estabelecer as condi¢des de analise mais adequadas para o método em
desenvolvimento. O primeiro passo foi determinar a faixa de concentracdo de alantoina em
solugdo aquosa e de NaOH que possui uma resposta linear com a absorbancia em 210 e 246
nm, respectivamente.

Foram preparadas solugdes de concentragdes variando de 25 a 300 pug/mL. A faixa
linear determinada ficou entre 50 ¢ 200 pg/ml para a solugdo aquosa e entre 50 e 300 pg/mL
para a solucdo de NaOH. Foi construida uma curva-analitica e foi calculada a equacdo da reta

(Figuras 19 e 20).

A 2,5 s
2 P

1,5 /

1 / y=0,0112x+0,5299

R?=0,9968
0,5 r=0,9984 -

0 T T T T 1

0 50 100 150 200 250
ug/mi

Figura 19: Curva analitica da alantoina em solu¢do aquosa utilizada para determinacdo do teor da
matéria-prima lote 70804.
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Figura 20: Curva analitica da alantoina em solugdo alcalina de NaOH utilizada para determinagdo do
teor da matéria-prima lote 70804.

A curva obtida com solugdes aquosas de alantoina apresentou linearidade, com
coeficiente de correlagdo (r) de 0,9984 ¢ coeficiente de determinacdo (R”) de 0,9968,
indicando um ajuste de 99,68% entre a proposta e os resultados obtidos (Figura 19).

A curva obtida com solugdes de NaOH 0,0IN apresentou linearidade, com
coeficiente de correlagdo (r) de 0,9977 e coeficiente de determinacdo (R*) de 0,9955,
indicando um ajuste de 99,6% entre a proposta e os resultados obtidos (NETO, 2002) (Figura
20).

A seguir foram calculados os teores da alantoina lote 70804 em solugdo aquosa com

leitura em 210 nm e em solugdo alcalina com leitura a 246 nm (Tabela 8).

Tabela 8: Determinacao dos teores de alantoina na matéria-prima com leituras de absorbancia
em 210 e 246 nm.

Amostra A Teor
100 pg/ml (nm) (%)
Alantoina em solug¢do 210 100,37
aquosa

Alantoina em solu¢do 246 101,44
alcalina
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Os resultados mostram que ndo ha diferenca de teores de alantoina quando se
emprega uma solucdo aquosa ou solucdo de NaOH 0,01 N nas leituras espectrofotométricas.
Como a alantoina deve estar presente em baixas concentracdes nas aliquotas dos lipossomas a
serem analisados, optou-se pela solubilizacdo da alantoina em NaOH para melhorar a

intensidade de absor¢dao da mesma.

5.2.2 Parametros estabelecidos para o método desenvolvido
Foram estabelecidos outros parametros para desenvolvimento do método
espectrofotométrico e determinacao da alantoina de modo a possibilitar a analise da mesma
em lipossomas.
5.2.2.1 Solvente
O fosfolipidio do lipossoma ndo se solubiliza em 4gua (Figura 21A). Portanto, foi
necessario adicionar etanol e otimizar a propor¢do de etanol:dgua da solucdo de hidroxido de
sodio a fim de dissolver completamente os componentes lipidicos do lipossoma, eliminando a
turvagdo da solugdo e permitindo a transmissdo da luz UV. A solu¢do com alta concentracao
de etanol provocava precipitagdo da alantoina, que ¢ muito pouco soluvel neste solvente.
Assim, a propor¢do ideal escolhida para preparar a solu¢do de NaOH 0,01 N foi 70:30
(etanol:agua), pois foi capaz de solubilizar os componentes do lipossoma sem provocar

precipitagdo da alantoina (Figura 21B).

Figura 21: Lipossoma em solu¢do de NaOH 0,01 N aquoso (A) ¢ em solugdo etanol:agua (70:30) de
NaOH 0,01 N (B).
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5.2.2.2 Especificidade

Os resultados das andlises dos lipossomas com leitura a 246 nm apresentaram teores
de alantoina acima de 100% (122,46%, 126,32%, 124,41%, 137,82%) indicando possivel
interferéncia do material lipidico.

Para investigar a especificidade do método foi realizada a varredura entre 190 e 400
nm da solucao de alantoina em NaOH alcoodlico e da solucao contendo os componentes da
preparacio lipossomal pelo método de hidratagio do filme lipidico (Phospholipon®
90G+colesterol). Na figura 22 observa-se que as bandas da alantoina e do controle do
lipossoma se sobrepdem, impossibilitando a determinagdo da alantoina em presenga dos
componentes do lipossoma nas amostras. Nao foi encontrado um A nos espectros em que esses

interferentes tivessem absor¢ao desprezivel.

3,5

A
3 -

2,5 4

2 Phospholipon® 90G + colesterol

1,5 +

Allantoin
1 -

190 240 250 340 390

Anm

Figura 22: Espectro de absor¢@o da solugdo de alantoina em NaOH 0,01 N (linha vermelha) e do
controle do lipossoma constituido de Phospholipon® 90G + colesterol (linha verde).

A espectrofotometria derivada na regido do UV-vis. ¢ uma técnica eficiente para
determinagdo simultanea de dois ou mais componentes na mesma amostra, pois melhora a

resolucao dos espectros com sinais sobrepostos e elimina interferéncia de outros componentes
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presentes na amostra (MARKOVIK et al.,, 2010; BENAMOR & AGUERSSIF, 2008;
RANGNO et al., 2006).

Optou-se, portanto, pela derivagdo da curva. Na Figura 23, observa-se a 1* derivada
da curva da alantoina e do Phospholipon® 90G, com A\ de 16 nm, faixa de varredura 190 a

400 nm e fator de escala de 10 vezes.
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-1,5 A . .
Phospholipon® 90G + colesterol 0,0001
_2 i
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Figura 23: Espectros da alantoina (A) e Phospholipon® 90G + colesterol (B) na primeira derivada com
Al de 16 nm, faixa de varredura 190 a 400 nm e fator de escala de 10 vezes. Especificidade do método
para determinacdo de alantoina em lipossomas preparados pelo método de hidratacdo do filme
lipidico. A seta indica o A de 263,9 nm onde a alantoina possui leitura de absorbancia de 0,2501 e
Phospholipon® 90G + colesterol de 0,0001.

O branco do lipossoma ndo apresentou interferéncia no comprimento de onda de
263,9 nm. O teor de alantoina inclusa nos lipossomas foi de 22,3+1,81% pelo método de
hidratagao do filme lipidico.

Uma nova técnica de preparagdo dos lipossomas por agitagdo mecanica foi testada a
fim de obter maior eficiéncia de inclusdo da alantoina. No entanto, a matéria prima utilizada

(Phosal® 75SA) apresentou absorbancia de 0,0244 no A 263,9 nm, impossibilitando a anélise
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da alantoina nos novos lipossomas (Figura 24). Assim, foi necessario estabelecer novos
parametros para que o método pudesse ser aplicado nos lipossomas preparados por hidratagao

do filme lipidico e por agitacdo mecanica.
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17 — Alantoina 0,2501
15 | Phospholipon® 90G + colesterol 0,0001
' Phosal 75 SA 0,0240
_2 |
A {nm)

Figura 24: Espectros da alantoina (A) e Phospholipon® 90G + colesterol (B) e Phosal®75SA (C) na
primeira derivada com A\ de 16 nm, faixa de varredura 190 a 400 nm e fator de escala de 10 vezes.
Especificidade do método para determinagdo de alantoina em lipossomas preparados pelo método de
hidratacdo do filme lipidico e agitacdo mecanica. A seta indica o A de 263,9 nm onde o Phosal
apresentou interferéncia com absorbancia de 0,024.

Na primeira derivada ndo foi possivel encontrar um A adequado em que ndo houvesse
interferéncia dos componentes das formulagdes. Optou-se pela segunda derivada, onde os A de
269,2 nm, 267,2 nm e 266,6 nm foram testados com relagdo a interferéncia dos componentes
dos lipossomas (Phospholipon® 90G + Colesterol ¢ Phosal®) e verificou-se que o A de 267,2
nm apresentou interferéncia do Phosal®.

A seguir variou-se 0 AA das derivadas e foram construidas as curvas de calibragao

com os valores de absorbancia nos A de 269,2 e 266,6 nm, conforme ilustrado na Tabela 9.
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Tabela 9: Variacdo dos AA da 2° derivada das curvas para verificar linearidade das
absorbancias nos A 269,2 ¢ 266,6 nm.

2° derivada/

FS10/ A\ (nm) 269,2 nm 266,6 nm
ndo apresentou
16 linearidade ndo apresentou linearidade
ndo apresentou
8 linearidade apresentou linearidade
ndo apresentou
4 linearidade ndo apresentou linearidade

No comprimento de onda 266,6nm ¢ AA 8 nm foi possivel obter uma curva linear da
absorbancia versus concentracao.

Optou-se entdo, pela 2* derivada com AA de 8 nm, faixa de varredura 190 a 400 nm,
fator de escala de 10 vezes e leitura em 266,6 nm (Figura 25).

Foi realizada a varredura entre 190 ¢ 400 nm da solugdo amostra e das solugdes
contendo os componentes da preparagio lipossomal (Phospholipon® 90G + colesterol e
Phosal® 75SA). Apos derivagdo da curva observou-se que as leituras das absorbancias do

Phosal® 75SA e do Phospholipon® 90G em 266,6nm foram despreziveis.
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Figura 25: Espectros da alantoina, Phosal® 75SA e Phospholipon® 90G + colesterol na segunda
derivada com AX de 8 nm, faixa de varredura 190 a 400 nm e fator de escala de 10 vezes. A seta
indica o A de 266,6 nm onde a alantoina possui leitura de absorbancia de 0,2501, Phosal® 75SA de
0,0003 e Phospholipon® 90G + colesterol de 0,0004 (C).

Os parametros estabelecidos garantem, portanto, que o método analitico nao sofrera

interferéncias desses componentes se estiverem presentes na amostra.

5.2.2.3 Concentraciao de NaOH do solvente

Foi verificada uma variagdo nos resultados de teores de alantoina nos lipossomas
quando se utilizava aliquotas de volumes diferentes. Optou-se entdo, por uma solucido de
NaOH 0,1 N para realizacdo das dilui¢cdes das amostras. Foram pipetadas aliquotas de 0,1;
0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,6; 0,7 e 0,8 mL da preparagao lipossomal e diluidas em 10 mL de
solugdo de NaOH 0,1 N. A curva obtida apresentou boa linearidade, possuindo um
coeficiente de correlagio (r) de 0,9983 e o coeficiente de determinagdo (R?) de 0,9991,
eliminando, portanto, as variagdes ocorridas quando se utilizava solugdo de NaOH 0,01 N

(Figura 26).
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Figura 26: Curva demonstrando a linearidade do método para determinacdo da alantoina nos
lipossomas preparados por agitacdo mecanica.

Os parametros estabelecidos para o método foram: 2° derivada, AA de 8 nm, faixa de
varredura 190 a 400 nm, fator de escala de 10 vezes, leitura em 266,6 nm ¢ solugao

etanol:dgua (70:30) de NaOH 0,1 N.

5.3 COMPARACAO DO  METODO  FARMACOPEICO E
ESPECTROFOTOMETRIA DERIVADA
O método desenvolvido foi aplicado na determinacdo do teor do padrio Sigma® de
alantoina e comparado com o método titulométrico farmacopéico (USP, 2009). Os resultados
obtidos encontram-se na Tabela 10.

Tabela 10: Comparacdo dos métodos farmacopéico e espectrofotometria derivada no UV na
determinagio do teor de alantoina no padrdo Sigma®.

Teor da alantoina Padrao

Método Farmacopéico (n=3) M¢étodo espectrofotométrico (n=3)
(%) (%)
98,97 + 0,88 100,32 + 2,36

O Teste ¢t de Student é uma ferramenta estatistica que permite comparar dois
conjuntos de dados e foi aplicado para avaliar se ha diferenca estatisticamente significativa

entre os resultados obtidos pelos dois métodos (CALLEGARI-JAQUES, 2004). Com 4 graus
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de liberdade, o valor de ¢ tabelado para distribui¢do bicaudal ¢ 2,78 com nivel de significancia
de 5% (p=0,05). O valor de ¢ encontrado foi de -0,9228, sendo menor que o ¢ tabelado e,
portanto, ndo hé diferenca entre as médias. O valor de p encontrado de 0,4083 ¢ maior que
0,05 e, portanto, os grupos avaliados sdo iguais.

Observa-se, pela comparagdo dos resultados de teores de alantoina obtidos pelos dois
métodos, que o método desenvolvido no presente trabalho ¢ adequado para determinagao da
alantoina uma vez que ndo ha diferenca estatisticamente significativa entre os teores obtidos

pelo método desenvolvido e pelo método farmacopéico.

5.4 APLICACAO DO METODO DESENVOLVIDO PARA DETERMINACAO

DE ALANTOINA COMO MATERIA PRIMA E EM PREPARACOES
FARMACEUTICAS

O método desenvolvido foi aplicado na determinacdo do teor de alantoina como

matéria-prima e em preparagdes farmacéuticas para uso topico, como lipossomas preparados

pelos métodos de hidratagdo do filme lipidico e agitacdo mecanica e creme. Os resultados

obtidos encontram-se na Tabela 11.
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Tabela 11: Teores de alantoina obtidos pelo método desenvolvido na matéria-prima e em
preparacdes farmacéuticas contendo alantoina.

Média (%) * DPR (%)
Lipossoma A ** 97,15+1,22 1,25
Liposoma B *** 102,02+1,76 1,73
Creme 1% 99,18+2,17 2,18
Matéria-prima 98,81+1,62 1,64

*n=6
**]ipossoma preparado pelo método de hidratacdo do filme lipidico
***|ipossoma preparado pelo método de agitagdo mecanica

Foi observado que os valores de DPR calculados para cada série de determinagdes se

apresentaram abaixo de 5%, indicando variabilidade intra-dia satisfatoria.

5.5 VALIDACAO DA METODOLOGIA DE ANALISE DA ALANTOINA POR
ESPECTROFOTOMETRIA DERIVADA

O método desenvolvido (item 5.2) foi validado para anélise da alantoina matéria-
prima, segundo a Resolugdo 899 (ANVISA, 2003) ¢ o Guia Q2 (R1) (ICH, 2005). O método
também foi validado para uma preparagdo topica. A preparacdo selecionada para realizacao
dos testes de validagdo foi o creme nao-idnico, por apresentar maior facilidade de preparacao
em comparag¢do com os lipossomas, cuja técnica precisa ser aperfeicoada para melhorar a
inclusdo da alantoina nas vesiculas.

Segundo a RE 899 da ANVISA e o Guia Q2 (R1) do ICH, testes quantitativos para a
determinagdo do principio ativo em produtos farmacéuticos ou matérias—primas se enquadram
na categoria I ¢ os parametros avaliados para validacdo sdo: especificidade, linearidade,
intervalo, precisdo (repetibilidade e precisdo intermediaria), exatidao e robustez (ANVISA,

2003; ICH, 2005).
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5.5.1 Especificidade

A especificidade foi avaliada a partir da realizacao de varredura entre 190 ¢ 400 nm
da solugdo amostra e da solugdo contendo as possiveis impurezas da alantoina (ureia e acido
oxalico), com a finalidade de garantir que o método analitico ndo sofrerd interferéncias desses
componentes se eles estiverem presentes na amostra (Figura 27A).

Foi também realizada a varredura entre 190 ¢ 400 nm das solugdes contendo os
excipientes semi-solidos das preparagdes topicas (creme nao io6nico e gel) (Figura 27B) e os
componentes da formulagio lipossomal de alantoina (Phospholipon® + colesterol ¢ Phosal®)
(Figura 27C).

Observa-se que leituras realizadas no comprimento de onda de 266,6 nm na segunda
derivada ndo sofrerdo interferéncia dos possiveis produtos de degrada¢do da alantoina, nem
dos excipientes de formulagdes topicas, garantindo que o método analitico podera ser aplicado

posteriormente em produtos acabados para uso topico.
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Figura 27: Espectros da alantoina, ureia e acido oxalico (A) alantoina, natrosol® e polawax® (B)
alantoina, Phosal® 75SA e Phospholipon® 90G + Colesterol (C) na segunda derivada com A\ de 8 nm,
faixa de varredura 190 a 400 nm e fator de escala de 10 vezes. Especificidade do método para
determinacdo de alantoina sem interferéncias dos produtos de degradacao (A), dos excipientes das
preparagdes topicas (B) e dos componentes dos lipossomas (C). A seta indica o A de 266,6 nm onde a
alantoina possui leitura de absorbancia de 0,2501 e uréia e acido oxalico de 0,0001 (A), natrosol de
0,0002 e polawax® de 0,0000 (B), Phosal® 75SA de 0,0003 e Phospholipon® 90G + colesterol de
0,0004 (O).
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5.5.2 Linearidade

5.5.2.1 Matéria-prima

A linearidade foi determinada pela realizagdo da curva de calibragdo. O critério
minimo aceitavel do coeficiente de correlacao (r) foi de 0,99 (ANVISA, 2003). Foi construida

uma curva-analitica e foi calculada a equagdo da reta (Figura 28).

A 0,03
0,025
0,02
0,015 r=0.9958

0,01

0.005 ./.' v = (0,00008x + 0,00037

0 R?2=0,99074
I I I 1
0 100 200 300 400
ug/ml

Figura 28: Curva analitica da alantoina demonstrando a linearidade do método para determinacao da
alantoina.

A curva obtida com solugdes de alantoina apresentou linearidade, com coeficiente de
correlagdo (r) de 0,9958 e coeficiente de determinacio (R?) de 0,99074, indicando um ajuste

de 99,07% entre a proposta e os resultados obtidos (NETO et al., 2002)..

5.5.2.2 Creme nao ionico de alantoina 1%

A linearidade foi determinada pela realizagdo da curva com diferentes pesadas de
creme de alantoina a 1%. O critério minimo aceitavel do coeficiente de correlagdo (r) foi de
0,99 (ANVISA, 2003). Foi construida uma curva-analitica e foi calculada a equacdo da reta

(Figura 29).
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Figura 29: Curva analitica da alantoina demonstrando a linearidade do método para determinacao da
alantoina em creme ndo i6nico.

A curva obtida com solu¢des de alantoina apresentou linearidade, com coeficiente de
correlagdo (r) de 0,9961 e coeficiente de determinacdo (R?) de 0,9922, indicando um ajuste de

99,22% entre a proposta e os resultados obtidos (NETO et al., 2002).

5.5.3 Precisao

5.5.3.1 Matéria-prima

A precisdo do método para determinagdo da matéria-prima foi avaliada nos niveis:
repetibilidade e precisdo intermedidria. A mesma andlise foi realizada em dias diferentes por

diferentes analistas para determinacdo da precisdo intermediaria (Tabela 12).
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Tabela 12: Resultados de repetibilidade e precisao intermediaria do método.

Repetibilidade
Niveis DPR (%) Precisao
Alantoina (%) Média (%) dia 1 dia2 intermediaria
dial dia2 dia 1 dia2 (n=6) (n=6) DPR (%)
97,5 100,5
75% 97,4 97,23 96,5+1,7 98,95+1,6 1,7 1,6 2,04
946 99,12
97,0 100,67
100% 98,6 100,81 97,6+0,8 99,99+1,3 0,9 1,3 1,63
97,3 98,51
98,2 101,04
125% 102,6 99,54 100£3,8 100,21+0,7 3,8 0,7 1,91
97,3 100,04

Valores de DPR menores que 2% sdo excelentes e valores menores que 5% sao
aceitaveis (HASWELL, 1992). Os resultados de repetibilidade e precisdo intermediaria do
método para matéria-prima apresentaram-se abaixo de 5%.

O Teste ¢ de Student foi aplicado para avaliar se ha diferenca estatisticamente
significativa entre os resultados obtidos no primeiro e segundo dia de andlise. Com 4 graus de
liberdade, o valor de ¢ tabelado para distribui¢cdo bicaudal ¢ 2,78 com nivel de significancia de
5% (p=0,05). O valor de ¢ encontrado foi de -1,5248, sendo menor que o ¢ tabelado e,
portanto, ndo hé diferenca entre as médias. O valor de p encontrado de 0,2020 ¢ maior que

0,05 e, portanto, os grupos avaliados sdo iguais.

5.5.3.2 Creme nao ionico de alantoina 1%

Para determinacdo da precisdo do método preparou-se um creme nio idnico de
alantoina a 1%. A precisao foi avaliada nos niveis: repetibilidade e precisao intermedidria. A
mesma analise foi realizada em dias diferentes por diferentes analistas para determinacdo da

precisao intermediaria (Tabela 13).
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Tabela 13: Resultados de precisao e precisao intermediaria do método aplicado em creme de

alantoina 1%.

Repetibilidade
Niveis DPR (%) Precisao
Alantoina (%) Média (%) dia 1 dia 2 intermediaria
dial dia2 dial dia2 (n=6) (n=6) RSD (%)
99,66 96,87
80% 99,43 99 99,2 98,05 0,68 1,11 1,02
98,4 98,28
98,59 98,89
100% 96,61 99,9 97,8 100,59 1,07 2,12 2,16
98,2 102,98
97,12 95,06
120% 96,06 95,61 97,5 96,27 1,63 1,71 1,64
99,19 98,14

Valores de DPR menores que 2% sdo excelentes e valores menores que 5% sao
aceitaveis (HASWELL, 1992). Os resultados de repetibilidade e precisdo intermediaria do
método para o creme de alantoina apresentaram-se abaixo de 5%.

O Teste ¢ de Student foi aplicado para avaliar se ha diferenca estatisticamente
significativa entre os resultados obtidos no primeiro e segundo dia de andlise. Com 4 graus de
liberdade, o valor de ¢ tabelado para distribui¢cdo bicaudal ¢ 2,78 com nivel de significancia de
5% (p=0,05). O valor de ¢ encontrado foi de -0,1006, sendo menor que o ¢ tabelado e,
portanto, ndo hé diferenca entre as médias. O valor de p encontrado de 0,9247 ¢ maior que

0,05 e, portanto, os grupos avaliados sdo iguais.

5.5.4 Exatidao
5.5.4.1 Matéria-prima
A exatidao foi avaliada analisando-se alantoina de pureza conhecida (padrao) e os

resultados expressos em percentagem de recuperagdo (Tabela 14).
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Tabela 14: Resultados de exatiddo do método.

, . Conc.real Recuperacio Exatido

Niveis DPR
(llg/ml) (0/0) (0/0)
148,56

75% 146,37 103,21+1,24 1,2
146,37
194,36

100% 198,72 100,32+2,36 2,4
195,44
253,25

125% 257,60 100,09+3,39 3.4
246,70

Os valores de recuperacdo do método aplicado a matéria-prima apresentaram-se
dentro da faixa de 98 e 102%. Valores de DPR menores que 2% sdo excelentes e valores

menores que 5% sdo aceitaveis (HASWELL, 1992).

5.5.4.2 Creme nio ionico de alantoina a 1%

A exatidao foi avaliada pelo método conhecido como adigao do padrao (Tabela 15).

Tabela 15: Resultados de exatiddo do método aplicado em creme de alantoina 1%.

- Conc. Real Recuperacio Exatidao
Niveis . DPR
(ng/ml) (%) %)
82,00
80% 79,50 99,52+1,63 1,6
80,00
101,87
100% 100,13 100,68+1,61 1,6
103,37
119,25
0,3

120% 119,50 98,25+0,26
118,87
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Os valores de recuperagdo do método aplicado ao creme de alantoina apresentaram-
se dentro da faixa de 98 e 102%. Valores de DPR menores que 2% sdo excelentes

(HASWELL, 1992).

5.5.5 Robustez
A robustez do método foi avaliada alterando-se a concentragdao da solugao de NaOH

para 0,2 N, o pH da solucdo para 12,8 e o fornecedor do NaOH para VETEC (Tabela 16).

Tabela 16: Resultados da comparagdo dos teores de alantoina obtidos pelo método apos
variacoes no pH, concentragdo e fornecedor da solugdo de NaOH.

Teor da alantoina
Meétodo Espectrofotométrico* (n=3)  Variagdes de pardmetros** (n=3)
(%) (%)
100,32 £ 2,36 98,72 +£2,29

*solugdo de NaOH 0,1N pH 12,8 fornecedor Proquimios
**solugdo de NaOH 0,2N pH 13,25 fornecedor Vetec

De acordo com o teste ¢ de Student ndo ha diferenga estatisticamente significativa
entre os resultados obtidos, quando alterou-se o pH, a concentracdo da solugdo e a fonte
fornecedora do NaOH durante as anélises realizadas. Com 4 graus de liberdade, o valor de ¢
tabelado para distribui¢do bicaudal ¢ 2,78 com nivel de significancia de 5% (p=0,05). O valor
de ¢ encontrado de 1,2095 ¢ menor que o ¢ tabelado e, portanto, ndo héa diferencga entre as
médias. O valor de p encontrado de 0,2931 ¢ maior que 0,05 e, portanto, os grupos avaliados
sdo iguais, ou seja, as variagdes dos parametros analisados ndo influenciam a quantificacdo da
alantoina, indicando a robustez do método.

O método espectrofotométrico na segunda derivada com AA de 8 nm, faixa de

varredura 190 a 400 nm e fator de escala de 10 vezes apresentou-se, portanto, robusto, linear,
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preciso e exato. O método apresentou-se, ainda, especifico para determinagdo da alantoina em

preparagdes farmacéuticas de uso topico como creme, gel e lipossoma.

5.6 CARACTERIZACAO DO METODO
Para possibilitar a caracterizagdo do método desenvolvido neste trabalho, a solugao
de alantoina em NaOH 0,1 N, utilizada nas medidas espectrofotométricas, foi analisada por
cromatografia em camada delgada (CCD), espectrometria no infravermelho (IV) e

espectrometria de massas.

5.6.1 Analise por CCD

A técnica de CCD foi utilizada para investigar a presenca de produtos de degradagdo
da alantoina na solu¢do de NaOH 0,1 N (STA1) utilizada nas leituras espectrofotométricas.

Na Figura 30 apresenta-se a placa cromatografica da alantoina onde STA1, STA2,
STA3 sao aplicagdes das solugdes da matéria-prima solubilizada em NaOH 0,1 N, em agua
sem aquecimento € em agua com leve aquecimento, respectivamente. SRA ¢ a alantoina
padrdo, SRB ¢ a ureia ¢ SRC uma mistura de alantoina padrao e ureia.

A solucdo de alantoina em NaOH 0,1 N (STA1) apresentou uma mancha na altura do
padrdo de alantoina (SRA) e uma segunda mancha abaixo. As solu¢des aquosas de alantoina
(STA2 e STA3) apresentaram manchas apenas na altura da SRA correspondente ao padrdo de
alantoina. A solucdo de referéncia B (SRB) ¢ constituida de ureia, que é um dos produtos de
degradagdo da alantoina. Nenhuma mancha correspondente a impureza pesquisada foi
revelada. Observa-se que SRC, constituida de ureia e alantoina padrdo, ndo apresentou a

separagdo adequada na placa cromatografica.
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Figura 30: Cromatografia em camada delgada da Alantoina onde STA1, STA2 e STA3 sao aplicagdes
das solugdes das matérias-primas solubilizadas em NaOH 0,1 N, em 4gua sem aquecimento, e em agua
com leve aquecimento, respectivamente. SRA: alantoina padrdo, SRB: ureia ¢ SRC: mistura de
alantoina padrdo e ureia.

A ureia pode estar presente na matéria-prima como impureza proveniente do
processo de sintese da alantoina. A segunda mancha em STAIl, abaixo da mancha
correspondente a alantoina na placa de CCD, nao corresponde a ureia (SRB).

Observa-se que a segunda mancha ndo ocorre quando a alantoina ¢ solubilizada em
agua a temperatura ambiente (STA2) ou com leve aquecimento (STA3). Os resultados indicam
que STA1 apresenta composic¢ao diferente de STA2 e STA3. Essa diferenga ¢ evidenciada
pela separacdo de duas substancias na placa cromatografica em STA1. Pode-se propor que a
segunda mancha presente na CCD em STA1 seja um produto da reagdo entre alantoina e o

NaOH ou, ainda, uma impureza solivel em NaOH, presente na matéria-prima.
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5.6.2 Analise por espectrometria no infravermelho
A mesma solugdo testada na CCD foi liofilizada e analisada por espectrometria no
infravermelho. Os espectros obtidos para a matéria-prima e para a amostra de alantoina

tratada por solugdo de NaOH 0,1 N e liofilizada estdo representados na Figura 31.

Espectrono |V da matéria-prima e do liofilizado

104
102
100
98
96
84
92
80

% Transmittance

88
86

84 .
liofilizado
5.000 4.000 2000 2.000 1.000 a MP

Wavenumbers (cm-1)

Figura 31: Espectro no infravermelho da matéria-prima lote 70804 (linha vermelha) e da solucao de
alantoina em NaOH liofilizada (linha azul).

O espectro no infravermelho da amostra de alantoina que havia sido previamente
solubilizada em NaOH 0,1 N apresentou-se diferente da matéria-prima. No espectro da
alantoina temos bandas das aminas primarias em 3439,08; 1184,29 ¢ 817,82 cm'l, bandas da
amida em 3342,64 ¢ C=0 da amida secundaria em 1715,60 ¢ 1654,92 cm’. No espectro da
solucao de alantoina em NaOH liofilizada, observamos a auséncia das bandas das aminas
primarias em 3439,08 ¢ 1184,29 cm™. A identificacdo exata do composto presente na solugdo

de alantoina em NaOH ndo ¢ possivel, porém mudancas significativas na distribui¢cdo dos
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maximos de absor¢ao no espectro da matéria-prima e da solugao liofilizada de alantoina em
NaOH foram observadas.

A regido de impressdo digital do espectro (1200 a 1600 cm™) ¢ util para identificar
compostos com base em comparagdes espectrais. Para verificar a semelhan¢a com algum dos
produtos de degradagdo da alantoina, buscou-se na literatura o espectro dessas substancias. Na
Figura 32 observam-se os espectros no infravermelho do acido alantdico, da ureia, do acido

oxalico e do 4acido glioxilico que sdo os possiveis produtos de degradacao da alantoina.
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Figura 32: Espectros no infravermelho do acido alantdico (A), da ureia (B), do acido glioxilico (C) e
do acido oxalico (D). http://riodb01.ibase.aist.go.jp/sdbs/cgi-bin/cre_index.cgi?lang=eng acessado em
01 de setembro de 2009.
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A comparacdo dos espectros desses produtos de degradagdo da alantoina com o
resultado obtido no presente trabalho, ndo permite concluir se a mudanga ocorrida no espectro
se deve a presenca desses produtos de degradacao.

As técnicas utilizadas (CCD e 1V) sugerem a presenca de uma substancia diferente
da alantoina na solu¢do analisada (alantoina em NaOH). Pode-se atribuir a mudanga no
espectro vibracional da alantoina quando a mesma ¢ solubilizada em NaOH ao surgimento de
um produto resultante da reacdo entre a alantoina e o NaOH. No entanto, ¢ necessario utilizar

outra técnica que forneca mais informagdes sobre a identidade desta substancia.

5.6.3 Analise por espectrometria de massas

A técnica ¢ usada para o estudo das massas de 4&tomos, moléculas ou fragmentos de
moléculas e pode quantificar e elucidar as propriedades quimicas e estruturais das moléculas.
Envolve geracdo de ions que sdo depois detectados. Para se obter um espectro de massa, as
moléculas no estado gasoso ou as espécies dessorvidas a partir de fases condensadas sdao
ionizadas. Os ions obtidos sdo acelerados por um campo elétrico e separados de acordo com a
razdo entre sua massa e sua carga elétrica, m/z (HARRIS, 2005 & HOLLER, SKOOG &
CROUCH, 2009). A técnica foi utilizada, pois pode fornecer informagdes mais precisas sobre
a composic¢do da solugdo de alantoina em NaOH 0,1 N.

As andlises foram realizadas em espectrometro de massas triplo quadrupolo, modelo
Quattro LC, marca Micromass, com fonte de ioniza¢do, operado no modo de ionizagdo
(eletrospray) negativo e equipado com bomba de infusdo KD Scientific que infunde 600 uL
da solu¢do a ser analisada por hora. Na técnica de eletrospray negativo, um elétron da
molécula ¢ removido e o que se vé no espectro ¢ a massa da molécula menos 1 elétron.

A alantoina foi diluida em 4gua e em solug¢do hidroalcodlica de NaOH 0,1 N na

concentracdo de 1 mg/mL. A partir dessas solu¢des preparou-se as solugdes a 100 pg/ml em
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tampao acetato pH 6,9 e foi feita infusao direta no espectrometro de massas triplo quadrupolo
através da bomba de infusdo KD Scientific.

Os espectros apresentados relacionam as intensidades relativas dos picos de massa as
suas razdes massa/carga. Em cada espectro, ao pico maior ¢ atribuido um valor de 100. As
alturas dos picos remanescentes sdo calculadas como porcentagens da altura do pico maior.

Na figura 33A e B observa-se o espectro obtido a partir da infusdo direta da solugdo
da alantoina matéria-prima (lote 70804) e alantoina padrao sigma (lote 12808150) em tampao

acetato 0,01 molar, pH 6,9.
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Figura 33: Espectros obtidos das solu¢des aquosa de alantoina matéria-prima (A) e padrdo sigma (B)
(1 mg/mL), diluidas no tampao acetato pH 6,9 na concentra¢ao de 100 pg/ml.

A alantoina (C4HeN4O3) tem massa 158. Na técnica de eletrospray negativo, um
elétron da molécula ¢ removido e o que se v€ no espectro ¢ a massa da molécula (158) menos
1 elétron (157). Nos espectros obtidos no presente trabalho, a alantoina matéria-prima e

padrao Sigma® aparecem como 156,838 e 156,803, respectivamente. Observa-se um
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deslocamento das massas, tanto no padrao de alantoina como na matéria-prima. Esse padrao
de deslocamento se repete em todos os experimentos realizados no presente trabalho, ndo
comprometendo a interpretacdo dos resultados. A comparagao dos espectros da matéria-prima
e do padrao confirma a identidade do composto e a adequagao da técnica para visualizacao da
molécula analisada.

Além da massa correspondente a alantoina, foram verificadas as massas 59,1; 60,1;
90,8 e 211,8 no espectro. A infusdo direta do tampao acetato demonstrou que essas massas ja

estavam presentes na solugdo tampao utilizada (Figura 34).
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Figura 34: Espectro obtido pela infusdo direta da solug@o tampao acetato.

Ap6s identificagdo da alantoina no espectro da matéria-prima e do padrio, a técnica
foi utilizada para obter informagdes sobre a composi¢do da solu¢dao de alantoina em NaOH
0,1 N. Os espectros obtidos com a alantoina dissolvida em agua (1 mg/mL) e em solugdo de
NaOH 0,1 N (1 mg/mL), diluidas em solu¢do tampao acetato pH 6,9 (100 pg/mL) foram

comparados (Figuras 35A e B).
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Figura 35: Espectros das solucdes da matéria-prima em agua (1 mg/mL) (A) e em NaOH (1 mg/mL)
(B), diluidas em tampao acetato na concentra¢ao de 100 pg/mL.

O espectro da alantoina dissolvida em agua apresentou massa mais abundante
correspondente a alantoina, que foi identificada pela sua massa menos 1 elétron (156,838)

(Figura 35A). O espectro obtido da alantoina dissolvida em solugdo de NaOH 0,1 N
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apresentou massa mais abundante correspondente a 112,786 e a massa correspondente a
alantoina (156,838) aparece menos abundante em relacdo ao novo composto presente (Figura
35B).

As massas presentes no espectro nao correspondem a massa dos conhecidos produtos
de degradacdo da alantoina, que seriam identificados pela massa de cada produto menos 1

elétron (Tabela 17).

Tabela 17: Massa da alantoina e de seus produtos de degradacao.

Massa que seria vista

Massa da molécula
no espectro

Alantoina 158.1 157
Acido alantéico 176,1 175
Acido oxilico 90 89
Acido glioxilico 74 73
Ureia 60,07 59

Foi realizada a infusdo direta no espectrometro de massas das solugdes contendo
alguns dos provaveis produtos de degradacdo da alantoina. Os produtos disponiveis para

analise foram a ureia e o acido oxalico (Figuras 36 e 37).
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Figura 36: Espectro obtido pela infusdo direta de solucdo aquosa de ureia (I mg/mL) diluida em
tampao acetato pH 6,9 na concentragdo de 100 pg/mL.
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Figura 37: Espectro obtido pela infusdo direta de solucdo aquosa de acido oxalico (1 mg/mL) diluida
em tampao acetato na concentragdo de 100 pug/mL.

As massas presentes nos espectros da ureia e do acido oxalico correspondem a suas

respectivas massas menos 1 elétron (59,1 e 88,89) (Tabela 17). A massa correspondente a
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ureia aparece no espectro da alantoina (em dgua e em NaOH) porém, como discutido
anteriormente, a massa 59,1 corresponde ao tampao acetato utilizado na analise. Além disso,
nenhuma mancha correspondente a uréia foi verificada na placa de CCD, como demonstrado
na figura 31. A massa correspondente ao 4cido oxalico (88,89) ndo foi observada nos
espectros da alantoina.

Observa-se na Figura 35B que o pico mais abundante no espectro corresponde a um
composto de massa 114 que € visto no espectro como massa 113 (112,786). A solubilizagao
da alantoina em NaOH poderia favorecer a fragmentacdo da alantoina no espectrometro de
massas resultando em composto de massa 112,8. Os resultados obtidos na CCD sugerem,
porém, que a composicdo da solucdo de alantoina em NaOH ¢ diferente da solucdo de
alantoina em 4gua. Portanto, hd presenca de um produto resultante da reag¢do entre a alantoina
e o NaOH na solug¢do, antes da infusdo da mesma no espectrometro de massas.

Pode-se propor que a massa vista no espectro corresponda ao acido parabanico,
proveniente da quebra oxidativa da alantoina em solugdo de NaOH. A alantoina e o acido
parabanico sdo produtos da oxidagdo do acido urico (HICKS, 1993). A decomposicio
oxidativa do urato leva a formacao inicialmente da alantoina e prossegue gerando o acido
alantoinico, acido cianurico, acido parabanico, acido oxalico e 4cido glioxilico (BARREIROS
& DAVID, 2006).

Nesse contexto, pode-se propor a quebra oxidativa da alantoina em solu¢do de
NaOH, gerando o acido parabanico (C;H;N,O;) de massa 112,8, conforme esquema a seguir

(Figura 38).
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Figura 38: Representacdo da quebra oxidativa da alantoina em solugdo de NaOH gerando acido
parabanico (composto de massa 112,8).

O resultado obtido pela andlise no IV da solugdo de alantoina em NaOH liofilizada,
corrobora a hipotese da presenga do acido parabanico na mesma. A auséncia das bandas
correspondentes & amina primaria em 3439,08 e 1184,29 cm™ ocorre devido 4 mudanga na

estrutura da alantoina, que em solucdo de NaOH, gerou o 4cido parabanico.

A técnica utilizada no presente trabalho ndo seguiu uma metodologia padronizada e
os parametros do método foram estabelecidos durante a analise. Para verificar a pertinéncia
dos parametros estabelecidos e confirmar que a massa vista no espectro (156,8) corresponde,
de fato, a alantoina, foi realizada uma andlise por MS-MS seguindo a metodologia
padronizada por Berthemy e cols. (1999).

No trabalho de Berthemy e cols. (1999) a andlise foi realizada por monitoracdo de
reacdo simples. O ion pai, correspondente a alantoina, foi admitido no primeiro quadrupolo e
o ion filho (114) foi monitorado apds colisao.

Na figura 39A observa-se o espectro obtido pelos pesquisadores, onde 157
corresponde a massa da alantoina. Os ions filhos foram identificados no espectro como

massas 114,1; 97,3; 71,1; 139,9 conforme a figura 39B (BERTHEMY et al., 1999).
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Figura 39: Alantoina m/z 157 (A) e ions filhos m/z 114,1; 97,3; 71,1; 139,9 (B) (BERTHEMY et al.,

1999).

No presente trabalho, utilizou-se o método “daughter scan”, em que foi aplicada

uma energia de colisdo para quebrar a molécula de alantoina e possibilitar a visualizagao dos

seus ions filhos no espectro, confirmando a identidade da matéria-prima utilizada nas analises

por espectrometria de massas. Na figura 40 observam-se os ions filhos da alantoina: 113,6;

96,67; 139,6 € 70,8.
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Figura 40: Espectro obtido dos ions filhos da alantoina apds a colisdo da molécula de alantoina por
MS-MS.

Os resultados confirmaram que a massa vista no espectro corresponde, de fato, a
alantoina. Ap6s quebra, a alantoina gerou os mesmos ions filhos demonstrados no trabalho de
Berthemy e cols (1999). Os parametros estabelecidos no presente trabalho estdo, portanto,

adequados para a analise da alantoina por espectrometria de massas.

5.6.4 Hidrdlise alcalina da alantoina

Segundo Young e Conway (1942), a alantoina pode ser completamente convertida a
acido alantdico em 6 minutos quando aquecida a 100 °C em solugdo alcalina de pH 12.

A matéria-prima foi, entdo, solubilizada em uma solugdo mais concentrada de NaOH
(0,5 M) e sua hidrdlise alcalina foi forcada utilizando altas temperaturas (de 100 a 150 °C),
sob refluxo durante 4 horas. Foram coletadas amostras nos tempos de 2 e 4 horas, que foram

analisadas por CCD e espectrometria de massas.
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5.6.4.1 CCD
Na placa cromatografica (Figura 41) STA1 e STA2 correspondem a aplicacdo das
solucdes de alantoina em agua e em NaOH 0,1 N, respectivamente. As aplicagdes seguintes

sdo das amostras coletadas da hidrélise da alantoina nos tempos 2 e 4 horas.

Figura 41: Cromatografia em camada delgada da alantoina em que STA1, STA2 sdo aplica¢des das
solugdes das matérias-primas em agua ¢ em NaOH 0,1 N. As aplica¢des seguintes sdo da alantoina
hidrolisada durante 2 e 4 horas.

Observa-se na Figura 42, que a presen¢a da segunda mancha na placa cromatografica
(STA2) também ocorre nas amostras coletadas do refluxo nos tempos de 2 ¢ 4 horas. Assim
como observado no experimento da Figura 30, a segunda mancha nido ocorre quando a
alantoina ¢ solubilizada em agua (STAL).

A substancia presente na solu¢do de alantoina em NaOH 0,1 N, observada pela
segunda mancha na placa de CCD, corresponde com a substancia gerada na hidrolise artificial

da alantoina.
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5.6.4.2 Espectrometria de massas
Na figura 42 observa-se a massa 112,793 no espectro de massas da amostra coletada

apods 2 horas de hidrolise. O espectro da amostra de 4 horas (Figura 43) apresentou a mesma

massa (112,739).
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Figura 42: Espectro das amostras de alantoina hidrolisadas apds 2 horas e diluidas em tampao acetato
na concentragdo de 100 pg/mL.
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Figura 43: Espectro das amostras de alantoina hidrolisadas apds 4 horas e diluidas em tampao acetato
na concentragdo de 100 pg/mL.
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O pico mais abundante no espectro corresponde a um composto de massa 114 que ¢
visto no espectro como massa 113 (112,787). A mesma massa se apresenta no espectro da
solugdo de alantoina em NaOH observada nos resultados anteriores (Figura 35B).

A massa de 112,8, presente nos espectros, nao corresponde com a massa do acido
alantoico que, segundo Young e Conway, ¢ o produto da hidrolise alcalina da mesma. Pode-se
propor que a massa vista no espectro corresponda ao acido parabanico, proveniente da quebra
oxidativa da alantoina em solu¢do de NaOH, como discutido anteriormente.

Os resultados das andlises por CCD e espectrometria de massas indicam que o
produto gerado na solug@o usada nas medidas espectrofotométricas do método desenvolvido

neste trabalho corresponde ao produto gerado na hidrélise artificial da mesma.

5.6.5 Absorbancia versus tempo

A mudanca nas medidas de absorbancia da solucdo durante a reagdo entre a
alantoina e o NaOH foi acompanhada no espectrofotometro. A absorbancia da solucdo foi
monitorada por um periodo de 60 minutos.

A solugdo de alantoina solubilizada em NaOH 0,1 N foi analisada no
espectrofotometro no modo Time Course para monitorar as absorbancias da mesma ao longo

de 1 hora (Figura 44).
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Figura 44: Acompanhamento da absorbancia da solugao de alantoina em NaOH 0,1 N ao longo de 1

hora (3600 segundos).

O teor calculado da solugdo analisada no tempo zero foi de 100% e no tempo de 60
minutos de 98,4%, representando uma queda de 1,6% no teor de alantoina na solucdo
analisada apds 1 hora que pode ter ocorrido devido a degradagdo do cromoforo. As analises

realizadas no presente trabalho levavam em média de 5 a 10 minutos.

5.7 IMPORTANCIA DO METODO DESENVOLVIDO
O método analitico desenvolvido, utilizando espectrofotometria derivada, elimina a
necessidade da preparagcdo prévia das amostras de produtos dermatologicos contendo
alantoina, tornando a analise simples, rapida e facilmente executavel no laboratério de
controle de qualidade de industrias de pequeno porte e farmacias com manipulagao.
O Brasil ja ¢ o maior mercado mundial de farmacias com manipulagdo. De acordo
com dados da Associagdo Nacional de Farmacéuticos Magistrais (ANFARMAG), existem

mais de 7 mil farmdacias magistrais no pais, correspondendo a um crescimento de 40% sobre
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2002. O faturamento do segmento é da ordem de R$ 1,3 bilhdo por ano, o que representa 9%
do mercado de medicamentos (LANDI, 2010).

A expansdo do setor magistral levou a uma heterogeneidade muito grande entre os
estabelecimentos. A tradicional farmacia magistral executa formulas individualizadas, porém
alguns desses estabelecimentos podem ser considerados industrias de médio porte. O Instituto
Nacional de Controle de Qualidade em Satde (INCQS), pertencente a Fundacdo Oswaldo
Cruz, constata com freqiiéncia, erros importantes em produtos manipulados. Laudos da
instituicdo mostram resultados em que as concentragdes encontradas nos produtos
manipulados chegam a mais de 30.000% da dose prescrita
(http://www.anvisa.gov.br/divulga/artigos/subsidios.pdf).

A qualidade do produto manipulado tem sido objeto de intimeras discussdes e
debates, sendo o tema mais frequente nos ultimos anos, em funcdo das novas regulamentagdes
que buscam a padronizagdo dos processos e rotinas da manipula¢do magistral. O controle de
qualidade ¢ ferramenta indispensavel para garantir um produto final com qualidade e que
possa ser reproduzido com os mesmos parametros de qualidade (FERREIRA, 2002).

Assim, o desenvolvimento de um método analitico que possa ser adaptado a rotina de

analises de controle de qualidade ¢ de grande valia especialmente para o setor magistral.

5.8 DETERMINACAO DO TEOR DE FOSFOLIPIDIO Phospholipon 90 G®

O teor da matéria-prima utilizada na fabricacdo do lipossoma foi determinado
indiretamente avaliando-se o contetido de fosforo (P) pelo método de Bartlett (BARTLETT,
1959). Foi realizada a construgdo de uma curva-analitica de fosforo e um branco sempre que o
método foi realizado, devido aos estagios criticos de aquecimento e aos contaminantes nos

reagentes.
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As amostras de Phospholipon® 90G foram diluidas, baseando-se na massa inicial de
fosfolipidio presente, para obter as solugdes finais com concentragao de aproximadamente 2
pg de fosforo/mL, ponto central da curva-analitica obtida. O resultado de teor do
Phospholipon® 90G é apresentado na Tabela 18. A matéria-prima apresentou teor dentro da

especificagdo presente no laudo do fornecedor.

Tabela 18: Teor da matéria-prima utilizada para preparagao do lipossoma.

Teor do Phospholipon 90G” lote 228154

Analise (n=3) Laudo do fornecedor
(%) (%)
99,92 + 6,94 97,7

5.9 PREPARACAO DOS LIPOSSOMAS
Virias metodologias sdo descritas na literatura para o preparo de lipossomas. O
método de hidratagdo do filme lipidico ja foi relatado em estudos anteriores com filtros
solares (GARCIA, 1998), e foi capaz de garantir uma melhor incorporagdo de substincias
solidas lipofilicas quando comparado com o método de agitacio mecanica (HENRIQUES,
SANTOS & GARCIA, 2005). A alantoina ¢ uma substancia sélida, pouco soluvel em agua,
muito pouco soluvel em alcool e praticamente insoliivel em solventes organicos. Desta forma,

os dois métodos foram testados para avaliar a incorporagdo da alantoina.

59.1 ANALISE DOS LIPOSSOMAS CONTENDO ALANTOINA
PREPARADOS PELO METODO DE HIDRATACAO DO FILME LIPIDICO

O lipossoma foi preparado pelo método de hidratagcdo do filme lipidico utilizando-se
proporcio de fosfatidilcolina e alantoina de 42:5,3x102 M, no qual a alantoina foi dissolvida

na fase aquosa da preparagdo. O tempo de hidratacdo de 96 horas foi escolhido por ter se
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mostrado mais eficiente na incorporagao de filtros solares nos lipossomas em trabalhos
anteriores (SANTOS, 2007).

Para tentar aumentar a incorporacao da alantoina, a fragdo filtrada dos lipossomas foi
aquecida em banho-maria a 55 °C para atingir a temperatura de transicdo de fase da
fosfatidilcolina, na qual ha maior flexibilidade da bicamada e liberdade de movimento das
moléculas de fosfolipidios, o que permitiria a incorporagdo de maior quantidade de alantoina
nas vesiculas.

O tempo de hidratacdo pode influenciar as caracteristicas das vesiculas produzidas
(VEMURI & RHODES, 1995). Por isso, o segundo lipossoma foi preparado utilizando-se
propor¢io de fosfatidilcolina e alantoina de 42:2,65x10* M e tempo de hidratagio de 24
horas. A alantoina foi adicionada em metade da fase aquosa (25 mL) e procedeu-se a
hidratacdo no rota-evaporador com banho-maria a temperatura de 59 °C, para atingir 55 °C no
lipossoma. Apds resfriamento, adicionou-se o restante da fase aquosa (25 mL).

Cabe salientar que o método espectrofotométrico para determinag¢dao de alantoina
estava sendo desenvolvido concomitantemente a esta etapa do desenvolvimento da
formulagdo. Deste modo, nas fragdes dos primeiros lipossomas preparados neste trabalho a
determinagdo da alantoina foi realizada pelo método espectrofotométrico com leitura em 246
nm, pois ainda ndo havia sido verificada a interferéncia do material lipidico do lipossoma.

O teor de fosfatidilcolina nas fragdes dos lipossomas foi determinado indiretamente,
avaliando-se o conteudo de fosforo (P) pelo método de Bartlett (BARTLETT, 1959).

Na figura 45 apresenta-se a curva-analitica de fosforo com quatro pontos de

concentracgdo entre 0,999 e 3,996 pg/mL.
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Figura 45: Curva-analitica de fosforo.

A curva obtida apresentou linearidade possuindo um coeficiente de correlacao (r) de

0,9988. O coeficiente de determinagdo (Rz) foi proximo de 1 (0,9977), indicando um ajuste de
99,77% entre o modelo e as respostas observadas (NETO et al., 2002).

Neste método, primeiro as amostras sofrem uma hidrolise 4cida, no qual os
fosfolipidios passam a fosfato inorganico. A solu¢do de molibdato de amdnio reage com o
fosfato inorganico formando o 4cido fosfomolibdico. Este por sua vez forma um complexo
azul, na presenga de acido ascorbico como agente redutor. A intensidade da cor azul ¢
diretamente  proporcional a quantidade de fosforo presente e ¢ medida
espectrofotometricamente (BARTLETT, 1959; GARCIA, 1998). A quantidade de fosforo
encontrada ¢ diretamente proporcional a quantidade de PC presente na amostra (1,0 mg de P
corresponde a 25,0 mg de PC).

Os resultados obtidos dos teores de alantoina e fosfolipidios nos lipossomas sdo

apresentados na tabela 19.



1116

Tabela 19: Resultados dos teores de alantoina e fosfolipidios nos lipossomas determinados
por espectrofotometria, leitura a 246 nm.

Fracdes Alantoina (%) Fosfolipidio  sjangoina (%) ~ Fosfolipidio
separadas 42:53x10-2 M (%) 42:2,65x107 M (%)
Sem filtrar 112,72+3,40 86,77+3,86 137,8247,77  115,981,40

Apods membrana

0,2 um 112,66+1,99 70,82+1,57 96,65+9,86 105,19+£8,38
Apds G-50 22,76+0,29 57,2¢1,03 e 57,87+1,94
G-50 com

aquecimento 53,4544,84 = - 98,62+0,59 -

*96 horas de hidratacdo **24 horas de hidratacao

Ap6s a separagdo do material ndo incorporado do lipossoma preparado pelo método
de hidratagdo do filme lipidico, utilizando-se propor¢do de fosfatidilcolina e alantoina de
42:5,3x10% M com tempo de hidratagdo de 96 horas, observou-se que apenas 22,76% da
alantoina inicial foi incorporada as vesiculas. O aquecimento da preparacdo provocou um
aumento de 30,69% de alantoina incorporada nas vesiculas. Esse resultado pode ser devido ao
aumento da flexibilidade da bicamada e da liberdade de movimento das moléculas de
fosfolipidios que ocorre na temperatura de transicao de fase da fosfatidilcolina (NEW, 1990).

Quando a quantidade de alantoina foi alterada para a razdo de PC:alantoina
42:2,65x107 M ¢ o tempo de hidrata¢io para 24 horas, o teor encontrado apds passagem por
coluna P-10 contendo gel SEPHADEX® G-50 foi de 98,62%, indicando um aumento na
quantidade de alantoina incorporada nas vesiculas. Porém, como os dois parametros (tempo
de hidratacdo e propor¢ao de PC:alantoina) foram alterados ao mesmo tempo, nao ¢ possivel
afirmar qual deles foi responsavel pelo aumento na eficiéncia de inclusdo da alantoina nos

lipossomas.
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Durante o desenvolvimento do método para determinacdo de alantoina em
lipossoma, verificou-se a interferéncia do material lipidico nas leituras de absorbancia. A
especificidade do método foi determinada a partir da realizagdo de varredura entre 190 e 400
nm da solu¢do amostra e da solugdo contendo os componentes da preparagao lipossomal
(Phospholipon® 90G + Colesterol), com a finalidade de garantir que o método analitico ndo
sofreria interferéncias desses componentes se estivessem presentes na amostra.

O teor de alantoina nas fracdes dos lipossomas foi determinado novamente utilizando
a espectrofotometria derivada de 1* ordem, com leitura em 263,9 nm, e a comparagdao dos

resultados obtidos pelos dois métodos espectrofotométricos encontra-se na Tabela 20.

Tabela 20: Resultados de teores de alantoina nos lipossomas preparados por hidratagao do
filme lipidico.

Fracoes Alantoina (%) Alantoina (%)
lipossomas 42:2,65x10°M = 42:2,65x10° M
(n=3)** (n=3)**
SF 137,82+7,77 102,46+1,44
Apo6s memb.
0,2 pm 96,65+9,86 100,23+0,96
G-50 com
aquecimento 98,62+0,59 22,3+1,81
**24h hidratagao

Determinacdo da alantoina no lipossoma por espectrofotometria a 246 nm.
Determinacdo da alantoina no lipossoma por espectrofotometria derivada de primeira ordem a
263,9 nm.

Observou-se uma queda do teor de alantoina e de fosfolipidios nos lipossomas apds a
passagem por coluna P-10 contendo gel Sephadex®™ G50. A diminuigdo do teor de fosfolipidio
pode ter ocorrido devido a concentragdao da solucao lipossomal apos a passagem pela coluna
e, desta forma, parte da alantoina pode ter sido perdida (Tabela 19). Depois de estabelecida a
especificidade do método, verificou-se que o rendimento real de inclusdo de alantoina nos

lipossomas pelo método de hidratag@o do filme lipidico foi de 22,3%.
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59.2 ANALISE DOS LIPOSSOMAS CONTENDO ALANTOINA
PREPARADOS PELO METODO DE AGITACAO MECANICA

O método de hidratagdo do filme lipidico mostrou-se eficiente em estudos anteriores
para substincias solidas e lipofilicas (HENRIQUES, SANTOS e GARCIA, 2005). No
presente trabalho, verificou-se que este método apresentou baixa eficiéncia de inclusao para a
alantoina. O método de agitacdo mecanica foi, entdo, testado a fim de se obter maior
eficiéncia de inclusdo da alantoina.

A propor¢cdo PC:alantoina foi otimizada para avaliar a eficiéncia de inclusdo da
alantoina pelo método de agitacdo mecanica. O primeiro lipossoma foi preparado com
propor¢io de PC:alantoina de 42:2,65x10% M ¢ o segundo lipossoma na propor¢do
42:1,32x10”° M.

Para proceder a analise do teor de alantoina no lipossoma preparado pelo método de
agitacdo mecanica foi necessario determinar outro A no qual ndo houvesse interferéncia da
nova preparagdo lipossdmica. As fracdes dos lipossomas preparados por agitacdo mecanica
foram analisadas quanto ao teor de alantoina por espectrofotometria derivada de 2* ordem e

leitura em 266,6nm. Os resultados obtidos sdo apresentados na Tabela 21.

Tabela 21: Resultados dos teores de alantoina e fosfolipidios nos lipossomas preparados por
agitacdo mecanica.

Fracoes Alantoina (%) Fosfo(l}ipl'dios Alantoina (%) Fosfo(l}ipl'dios
Lipossomas 42:2,7x10? M (%) 42:1,32x10°M (%0)
@=3) (n=3) (n=3) (n=3)
SF 76,35+1,87 95,63+2,76 94,1142,63 108,59+0,81
Apoés membrana
0,2 pm 45,73+£1,33 67,38+0,98 23,85+0,81 113,8+1,09
G50 6,5+1,78 29,05+1,46 4,015+0,4 100,63+3,47

Observou-se uma queda acentuada do teor de alantoina e de fosfolipidios nos

lipossomas preparados na propor¢do de 42:2,7x102 M apos passagem por coluna contendo
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gel SEPHADEX® G-50. Esta diminuic¢io do teor de fosfolipidios pode ter ocorrido devido a
concentra¢do da solugdo lipossomal durante a passagem da formulacdo pela coluna contendo
gel SEPHADEX" G-50. Desta forma, parte da alantoina pode ter sido perdida.

Verificou-se uma queda do teor de alantoina nos lipossomas preparados na propor¢ao
de 42:1,32x10 M ap0s passagem através da coluna contendo gel SEPHADEX"™ G-50, porém
o teor de fosfolipidios permaneceu inalterado. Os lipossomas preparados por agitacdao
mecénica utilizando-se as proporcdes 42:2,7x102 M e 42:1,32x10> M apresentaram
rendimento de inclusdo insatisfatoria.

A alantoina pode ser considerada um 4cido fraco (OLIVEIRA et al., 2008), cujo pKa
¢ 8,96. Portanto, em pH alcalino, a alantoina se encontrara mais ionizada e, por consequéncia,
mais hidrossoltiivel. Para tentar verificar a influéncia da solubilidade da alantoina na eficiéncia
de inclusdo, os lipossomas foram preparados na proporgdo PC:alantoina de 42:2,7x107 M
utilizando-se solugdes tampdes com diferentes valores de pH. Todos os lipossomas foram
preparados adicionando-se a alantoina na fase aquosa, com exce¢do do Lipossoma 3, em que
a alantoina foi adicionada na fase lipidica da preparacao.

Os resultados dos teores de alantoina nas quatro formulagdes encontram-se na Tabela

22.

Tabela 22: Resultados dos teores de alantoina nos lipossomas preparados por agitacdo
mecanica utilizando-se solu¢des tampdes com diferentes valores de pH.

Lipossoma 1*  Lipossoma 2**  Ljpossoma 3*** Lipossoma 4****

Fracbes Alantoina Alalltoina Alantoina Alal})toina
lipossomas (%) (%) (%) (%)
42:2,7x10°M  42:2,7x10-2 M 42:2,7x10°M 42:2,7x10-2 M
(n=3) (n=3) (n=3) (n=3)
SF 100,04+1,21 99,73+5,28 102,36+2,19 90,64+1,93
Apoés memb.
0,2 pm 58,96+0,96 65,37£1,69 101,67+1,61 90,62+3,52
G50 3,27+0,99 4,23+0,73 5,49+1,17 8,06+2,77

*pHO6,8 ** pH 5,5 ***pH 9,0 (fase lipidica) ****pH 9,0 (fase aquosa)
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O lipossoma preparado com tampao pH 9,0 e com adi¢@o da alantoina na fase aquosa
(Lipossoma 4) apresentou o melhor resultado de eficiéncia de inclusdo da alantoina (8,06%
+2,77). No entanto, todos os lipossomas testados apresentaram inclusdo insatisfatéria e a

variacao do pH na preparacao nao melhorou a inclusao da alantoina nas vesiculas (Tabela 22).

5.10 AVALIACAO DA DISTRIBUICAO DE TAMANHO DAS VESICULAS
LIPOSSOMALIS E POLIDISPERSIVIDADE

Ottiger ¢ Wunderli-Allenspach avaliaram a estabilidade de preparagdes lipossomais
em fun¢do do pH (OTTIGER & WUNDERLI-ALLENSPACH, 1997). Lipossomas foram
incubados a 37 °C em solugdes com pH 2,0; 6,7 ¢ 12,2. At¢ 8 h de incubagdo, nenhum
lipossoma apresentou alteracdo nos resultados de polidispersividade. Em pH 12,2 a
desintegracdo do lipossoma ocorreu entre 8 e 24 h. Nos meios, acido e neutro nenhuma
alteracao foi observada.

Para avaliar a estabilidade da preparagdo obtida por agitacdo mecanica com solugdo
tampao pH 9,0 (Lipossoma 4) foi realizada analise da distribuigdo do tamanho e
polidispersividade das vesiculas.

A determinagao do diametro médio das vesiculas da fracdo dos lipossomas
preparados filtrada em membranas de policarbonato 0,2 um foi realizada pela técnica de
espalhamento da luz laser. Os valores sdo obtidos em funcdo da média de tamanho das
vesiculas. Os valores de dispersdo indicam a homogeneidade dos resultados que variam de 0,0
(dispersao completamente homogénea) a 1,0 (sistema completamente heterogéneo).

A figura 46 corresponde ao grafico de distribuicdo e a média do tamanho da

preparagao dos lipossomas estudada.
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Figura 46: Distribuicdo de tamanho dos lipossomas preparados por agitacdo mecanica — fracao
filtrada, MD= 119,816,1.

A preparacdo avaliada (Lipossoma 4) apresentou tamanho médio (MD) de vesiculas
em torno de 119,8 nm. O resultado de polidispersividade de 0,275 indica que a preparagdo
tem vesiculas de tamanho homogéneo.

Os resultados demonstram que a utilizacdo de solugao tampao pH 9,0 na preparagdo

ndo comprometeu a estabilidade das vesiculas dos lipossomas.

5.11 LIPOSSOMAS E ALANTOINA
Os resultados do presente trabalho demonstram que a alantoina pode ser inclusa com
baixa eficiéncia nas vesiculas lipossomais pelos métodos de hidratagao do filme lipidico e
agitacdo mecanica.
Virios fatores podem afetar a eficiéncia de inclusdo de farmacos em lipossomas.

Casals, Gallardo e Estelrich (1996) estudaram os fatores que afetam a eficiéncia de inclusdao
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da tioguanina, substincia anfifilica que tende a escapar da membrana lipossomica. Os
parametros avaliados foram pH, conteido de colesterol, carga dos lipidios e tempo de
sonica¢do. Os melhores rendimentos de inclusdo foram obtidos com lipossomas de carga
positiva, 50% de colesterol, pH 7,4 preparados com 120 segundos de sonicag¢do. O pior
rendimento foi obtido com lipossomas de carga negativa, 50% de colesterol, pH 4,7
preparados com 30 segundos de sonicag@o. A andlise estatistica dos resultados mostrou que o
tempo de sonicacdo foi o Unico parametro que afetou significativamente a eficiéncia de
inclusdo da tioguanina nas vesiculas. O aumento do tempo de sonicacdo resultou em vesiculas
de tamanho menor e mais homogéneo. Os autores atribuem a melhor distribui¢do da
substancia ativa nessas vesiculas, a capacidade da energia de sonicacdo de superar as forcas
repulsivas entre as moléculas lipidicas e a substancia ativa (CASALS, GALLARDO &
ESTELRICH, 1996).

No presente trabalho, alguns fatores como elevag¢do da temperatura e propor¢do de
fosfolipidio e alantoina foram testados para avaliar a influéncia na eficiéncia de inclusao da
alantoina nos lipossomas preparados por hidratagdo do filme lipidico. No método de agitacao
mecanica, os fatores avaliados foram: proporcao de fosfolipidio e alantoina e variagdo do pH
das preparacdes.

Nenhuma das preparagdes testadas apresentou eficiéncia de inclusdo proxima de
100%. O melhor resultado (22,3%) foi obtido pelo método de hidratagdo do filme lipidico,
quando se utilizou a razdo de PC:alantoina 42:2,65x10 ¢ tempo de hidratacdo de 24 horas.

Pesquisadores tém demonstrado que a polaridade da substancia a ser incorporada e a
composicao dos lipossomas podem afetar a eficiéncia de inclus@o no lipossoma (SUN et al.,
2008; NII & ISHII, 2005; IMMORDINO et al., 2004; GULATI et al., 1998; KULKARNI &

VARGHA-BUTLER, 1995).
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Substancias como o 5-fluoracil e gencitabina sdo moléculas hidrofilicas que tendem a
difundir das vesiculas lipossomais limitando a utilidade clinica desses lipossomas. Derivados
lipofilicos desses farmacos possuem melhor eficiéncia de inclusdo nos lipossomas (SUN et
al., 2008; IMMORDINO et al., 2004).

Kulkarni e Vargha-Butler avaliaram a influéncia da hidrofobicidade de varios
esterdides na eficiéncia de inclusdo em vesiculas multilamelares. A substidncia mais
hidrofébica e menos soluvel em 4gua teve maior eficiéncia de inclusdo do que as outras. Os
pesquisadores demonstraram que a eficiéncia de inclusdo aumenta com o aumento da
caracteristica hidrofobica da substancia inclusa nas vesiculas multilamelares (KULKARNI &
VARGHA-BUTLER, 1995).

De acordo com a solubilidade, as moléculas podem ser divididas em muito
hidrofilicas, muito lipofilicas, substancias que exibem boa solubilidade biféasica ou anfifilicas
e substincias que exibem insolubilidade bifasica (GULATI et al., 1998).

A baixa eficiéncia de inclusdo da alantoina nos lipossomas obtida no presente
trabalho pode ser devida a sua baixa solubilidade bifasica. A alantoina ¢ pouco soluvel em
agua, muito pouco solivel em alcool e praticamente insoluvel em solventes organicos. Tais
caracteristicas dificultam a inclusdo da alantoina tanto no compartimento aquoso quanto na
bicamada lipidica do lipossoma.

A produgao de vesiculas unilamelares grandes (VUGs) pode ser testada futuramente
a fim de se obter maior quantidade de alantoina inclusa nas vesiculas. Nas VUGs, hd maior
volume de 4gua no compartimento aquoso comparado com as vesiculas multilamelares
(VMLs) produzidas neste trabalho. A solubilidade da alantoina em agua € critica quando a
mesma estd presente em altas concentracdes. Neste contexto, vesiculas, cujo compartimento

aquoso ¢ maior, poderiam facilitar a permanéncia da alantoina dentro das mesmas.
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As formulagdes lipossdmicas sdo empregadas para aumentar a eficiéncia da liberagdo
de substancia ativa por meio de varias vias de administracdo. Segundo Verma e cols. (2003)
lipossomas preparados com fosfolipidios podem carrear substancias hidrofilicas inclusas e
ndo inclusas nas vesiculas para a epiderme. O estudo demonstrou que a presenga da
substancia hidrofilica dentro e fora das vesiculas fosfolipidicas sdo capazes de carrear para o
estrato corneo, nao apenas farmacos hidrofilicos inclusos nas mesmas, mas também aqueles
presentes na formulagao, que nao estao inclusos nas vesiculas (VERMA et al., 2003).

Neste contexto, lipossomas contendo alantoina podem ser preparados mesmo com
baixa eficiéncia de inclusdo da substancia ativa uma vez que a presenca de lipossomas poderia
aumentar o acimulo da substancia ativa no sitio de administragdo mesmo estando fora das

vesiculas.
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6. CONCLUSOES

No presente trabalho, foi desenvolvido e validado um método analitico para
determinagdo da alantoina por espectrofotometria derivada em presenga de produtos de
degradacdo e excipientes de formulagdes topicas, que se mostrou linear, especifico, exato,
preciso e robusto. Foi demonstrado que o método proposto, além de dispensar a necessidade
de separagdo prévia da amostra, pode ser aplicado no controle de qualidade de rotina para
determinagdo quantitativa da alantoina em preparagdes farmacéuticas de uso topico como
creme, gel e lipossomas preparados por hidratacao do filme lipidico e agitagdo mecanica.

Quanto a obtengao dos lipossomas, o0 método de hidratacdo do filme lipidico foi
superior ao de agitacdo mecanica, com relacdo a eficiéncia de inclusdo da alantoina, quando
se utilizou solug¢do tampao de pH 6,8 nas preparacdes. Os resultados de inclusdo obtidos
foram de 22,3+1,81 e 6,5+1,78%, respectivamente. A quantidade de alantoina incorporada no
lipossoma aumentou quando foi empregado aquecimento durante a hidratacdo do filme
lipidico. A maior eficiéncia de inclusdo da alantoina nas vesiculas lipossomais pelo método de
agitacdo mecanica foi de 8,06+2,77, quando se utilizou solugdo tampao de pH 9,0 na

preparacado e a alantoina foi adicionada a fase aquosa.
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