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RESUMO

De acordo com o Sistema de Classificagdo Biofarmacéutica,
farmacos classe IV apresentam baixa solubilidade e baixa permeabilidade,
comprometendo sua  biodisponibilidade. ~As ciclodextrinas  séo
oligossacarideos que fornecem uma cavidade hidrofébica capaz de englobar
farmacos na forma de complexos de inclusdo farmaco-hospedeiro,
carreando as moléculas hidrofobicas “hdspedes” em solucdo até as
membranas celulares, melhorando sua solubilidade e facilitando sua
absorgdo. No presente projeto, objetivou-se a avaliagdo da estabilidade
fisico-quimica e microbioldgica de suspensfes pediatricas extemporaneas
contendo anti-hipertensivos (furosemida, espironolactona e
hidroclorotiazida), bem como o desenvolvimento de complexos de incluséo
entre ciclodextrina e farmacos classe IV (hidroclorotiazida e norfloxacino).
Nas suspensdes pediatricas avaliadas, apenas a suspensdo de
hidroclorotiazida apresentou problemas de estabilidade quimica devido a
hidrélise do farmaco. Uma solucdo simples de ajuste de pH para 3,3 foi
proposta como alternativa rapida e viavel em nivel hospitalar. Foram
desenvolvidos complexos de inclusdo entre ciclodextrina e
hidroclorotiazida a fim de aumentar a estabilidade do farmaco, bem como
suas caracteristicas de solubilidade e permeabilidade. Diferentes
metodologias de preparagdo (coevaporacdo, malaxagem, liofilizacdo e
spray-drying) foram aplicadas, sendo que a inclusdo do farmaco na
ciclodextrina, a melhora da solubilidade e permeabilidade foram
comprovadas por diversas técnicas analiticas. Complexos de inclusdo entre
norfloxacino e ciclodextrina foram preparados por diferentes técnicas,
obtendo-se melhora da solubilidade do farmaco e aumento na atividade
microbioldgico in vitro. O presente trabalho fornece um completo estudo de
desenvolvimento, obten¢éo e caracterizacdo de complexos de inclusdo entre
ciclodextrinas e farmacos classe V. Estes complexos surgem como uma
alternativa para o desenvolvimento de novas formulagGes com aumento dos
beneficios terapéuticos da hidroclorotiazida ou norfloxacino. Esta nova
formulacdo podera possibilitar a diminuicdo da dose e, por conseguinte,
reducdo de efeitos colaterais, aumento da adesdo do paciente ao tratamento,
além do beneficio econdmico em longo prazo.

Palavras-chave: suspensdes pediétricas, estabilidade fisico-quimica e
microbioldgica, hidroclorotiazida, norfloxacino; ciclodextrina; complexos
de incluséo; solubilidade, permeabilidade, atividade antimicrobiana.






ABSTRACT
STRATEGIES TO IMPROVE HYDROCHLOROTHIAZIDE AND
NORFLOXACIN BIOPHARMACEUTICAL PROPERTIES:
CYCLODEXTRINS INCLUSION COMPLEXES

According to the Biopharmaceutics Classification System, class 1V
drugs are considered to present low solubility and low permeability, which
will compromise the bioavailability. Cyclodextrins are oligosaccharides that
provide a hydrophobic cavity to encapsulate the drug in the form of a host-
guest complex. They act as carriers by keeping the drug molecules in
solution and delivering them to the surface of the biological membrane,
where the drug will be absorbed. The present study aimed at assessing the
physicochemical and microbiological stability of extemporaneous
antihypertensive pediatric suspensions for hospital use (furosemide,
spironolactone and hydrochlorothiazide) besides the inclusion complexes
development  between  cyclodextrins and class IV drugs
(hydrochlorothiazide and norfloxacin), in an attempt to improve the
biopharmaceuticals properties. At the pharmaceutical suspensions
evaluated, only the hydrochlorothiazide pharmaceutical formulation
demonstrated poor chemical stability due to drug hydrolyses. The
formulation was optimized by adjusting the pH to 3.3, a fast and practicable
solution to the hospital environment. Inclusion complexes between
hydrochlorothiazide and cyclodextrins were, furthermore, developed to
improve the drug stability likewise, solubility and permeability properties.
Different methods (co-evaporation, kneading followed by freeze-drying or
spray-drying) were investigated and guest—host interactions were evaluated
through a complete physicochemical characterization to prove the inclusion
complex formation and the enhanced of solubility and permeability. In the
same way, inclusion complexes between cyclodextrin and norfloxacin were
prepared by different techniques and the solubility and microbiological
activity were enhanced. Pharmaceutical actives well recognized can be
profit by the cyclodextrins technology which the improvement of the
biopharmaceuticals properties. The present work provides a complete study
that encompasses development, production and characterization of
inclusion complexes between cyclodextrins and class IV drugs. These
inclusion complexes arise as an alternative to the novel pharmaceutical
development with the hydrochlorothiazide and norfloxacin therapeutics
benefits. This new pharmaceutical formulation can, therefore, maximize
and facilitate drug oral absorption, reducing the oral dosage required, which
will reduce the side effects and increase the patient compliance, besides
providing a long-term economic benefit.



Keywords:  pediatric ~ suspensions,  physicochemical  and
microbiological stability, hydrochlorothiazide, norfloxacin, cyclodextrins,
inclusion complexes, solubility, permeability, microbiological activity.
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1. INTRODUCAO

Para a efetividade terapéutica de farmacos oralmente
administrados, etapas como dissolu¢gdo no meio aquoso gastrointestinal e
permeacdo através das membranas celulares sdo fatores fundamentais e
inerentes as substancias farmacéuticas ativas. Um modelo de predicdo da
administragdo oral de farmacos foi estabelecido por Amidon e
colaboradores e classifica os farmacos segundo suas caracteristicas de
solubilidade aquosa e permeabilidade intestinal em quatro categorias: classe
I (alta solubilidade e alta permeabilidade), classe Il (baixa solubilidade e
alta permeabilidade), classe Il (alta solubilidade e baixa permeabilidade) e
classe IV (baixa solubilidade e baixa permeabilidade). Os farmacos classe
biofarmacéutica IV poderdo apresentar problemas de biodisponibilidade
devido as suas caracteristicas biofarmacéuticas (AMIDON et al., 1995; YU
etal., 2002; KASIM et al., 2004; CAGNO et al., 2012).

A hidroclorotiazida pertencente a classe IV é um diurético da
classe dos tiazidicos que atua sobre o tlbulo distal ligando-se ao sitio dos
fons cloreto do sistema de cotransporte de sddio, inibindo sua acdo e
causando natriurese com perda de ions de sodio e cloreto. Atualmente é
amplamente utilizada para o tratamento de hipertensdo arterial e ndo
apresenta uma forma farmacéutica pediatrica (KOROLKOVAS; FRANCA;
CUNHA, 2006; RANG; RITTER; DALE, 2012).

Na auséncia comercial de formulacGes pediatricas, formas
farmacéuticas extemporaneas podem ser preparadas para evitar a quebra de
comprimidos que comprometa a administracdo da dose e eficiéncia da
medicacdo. Entretanto, mesmo se tratando de formulages extemporaneas,
estas devem apresentar comprovacgao da estabilidade para que possam ser
administradas com qualidade, seguranca e eficacia (FREED et al., 2005;
KAYUMBA et al., 2007; YOON et al., 2009).

Dadas estas premissas, 0 presente estudo apresenta o controle
fisico-quimico e microbiol6gico de suspensdes pediatricas produzidas no
Hospital da Universidade Federal de Santa Catarina contendo anti-
hipertensivos (furosemida, espironolactona e hidroclorotiazida). Ajuste do
valor de pH foi realizado para garantia da estabilidade da suspenséo de
hidroclorotiazida, uma vez que esta apresentou hidrélise do farmaco no pH
da formulacdo (6,5), sendo alterado para pH de maior estabilidade do
farmaco (3,3) com uma solucéo de acido citrico.

As ciclodextrinas desde a sua introducdo nos anos 50 tém sido
consideradas carreadores eficientes de farmacos para melhora das suas
propriedades como solubilidade, permeabilidade e estabilidade. Este estudo
contempla o desenvolvimento de complexos de inclusdo entre
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ciclodextrinas e a hidroclorotiazida para correcdo das suas propriedades
biofarmacéuticas inapropriadas.

Farmacos classe SCB IV apresentam problemas significantes em
relagdo a administracdo oral eficaz. No caso dos antibiéticos, doses altas e
subsequentes sd0 necessarias e podem propiciar a selecdo de micro-
organismos resistentes diminuindo a aderéncia do paciente ao tratamento. O
norfloxacino é um antimicrobiano classe 1V, que da mesma forma que a
hidroclorotiazida é objeto de estudo desta dissertagdo na formacdo dos
complexos de inclusdo. O norfloxacino é amplamente utilizado para
infeccOes do trato urinario principalmente em mulheres e idosos devido as
suas condicdes anatbmicas mais propicias e a fragilidade do sistema
imunologico, respectivamente. Apresenta baixa biodisponibilidade oral e
altas doses sdo necessarias para o tratamento com este farmaco (VILA et
al., 2006; BOLON, 2009; BREDA et al., 2009).

Considerando o exposto, o presente trabalho tem o intuito de
desenvolver complexos de inclusdo entre ciclodextrinas e farmacos classe
IV, hidroclorotiazida e norfloxacino. Adicionalmente, é demonstrada uma
completa caracterizacdo fisico-quimica dos complexos de inclusdo obtidos
no estado solido, estudos de dissolucdo, permeabilidade e atividade
microbioldgica in vitro. A presente dissertacdo esta dividida em capitulos
organizados da seguinte forma: Capitulo 1 — Revisdo bibliogréfica;
Capitulo 2 — Avaliagdo da estabilidade fisico-quimica e microbiolégica de
suspensdes pediatricas de farmacos anti-hipertensivos produzidas no
Hospital Universitario (HU/UFSC); Capitulo 3 — Desenvolvimento de
complexos de inclusdo de hidroclorotiazida e ciclodextrinas, caracterizacéo
fisico-quimica e avaliagdio da permeabilidade e Capitulo 4 -
Desenvolvimento de complexos de inclusdo de norfloxacino e
ciclodextrinas, caracterizacdo fisico-quimica e avaliagdo da atividade
antimicrobiana. Uma discussdo geral foi elaborada visando a
contextualizacdo da dissertacdo no ambiente cientifico atual bem como a
impactacdo que as alternativas terapéuticas poderdo apresentar. Ao final
como apéndice o suporte para o desenvolvimento dos capitulos: Apéndice
A — Desenvolvimento e validacdo de metodologias analiticas para
quantificagdo da HCTZ e do NFX nos complexos de inclusdo por
cromatografia liquida de alta eficiéncia.
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1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo geral

Avaliacdo da estabilidade de formulacdes pediatricas contendo anti-
hipertensivos e o desenvolvimento de complexos de inclusdo entre
ciclodextrinas e farmacos classe biofarmacéutica 1V, hidroclorotiazida ou
norfloxacino.

1.1.2 Objetivos especificos

e Avaliar a estabilidade fisico-quimica e microbioldgica de suspensdes
pediatricas contendo anti-hipertensivos;

e Otimizar a formulago de modo a garantir sua estabilidade;

e Estudar a formacdo, em solugdo, de complexos de inclusdo de
farmaco-ciclodextrina;

e Avaliar a compatibilidade entre o farmaco e as diferentes
ciclodextrinas;

e Investigar a obtencdo de sistemas sélidos de farmaco-ciclodextrina
por diferentes técnicas;

e Desenvolver e validar metodologia cromatografica para avaliagcdo dos
complexos formados;

e Caracterizar as propriedades fisico-quimicas e morfolégicas dos
sistemas solidos;

e Realizar estudos de dissolu¢do do farmaco puro e nos diferentes
sistemas obtidos;

e Auvaliar a permeabilidade in vitro por meio de cultura de células da
hidroclorotiazida, mistura fisica e complexo de incluséo obtido;

e Analisar a atividade microbiol6gica in vitro no norfloxacino e
complexos de inclusdo obtidos.






CAPITULO 1 — Revisao bibliogréafica
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1. SISTEMA DE CLASSIFICACAO BIOFARMACEUTICA

O Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica (SCB) foi proposto em
1995 por Amidon e colaboradores e baseia-se no reconhecimento da
solubilidade do farmaco e sua permeabilidade gastrointestinal como
parametros fundamentais que regulam a absorcdo do farmaco. Estes
parametros constituem um alicerce cientifico para classificacdo dos
farmacos em quatro classes, de acordo com sua solubilidade aquosa e
permeabilidade intestinal, como representada na figura 1 (AMIDON et al.,
1995; UEDA etal., 2002).

Solubilidade
<€
CLASSE | CLASSE 11
A Alta solubilidade Baixa solubilidade
§ Alta permeabilidade Alta permeabilidade
o . .
= Dissolucéo rapida
3
£
& CLASSE 111 CLASSE IV
Alta solubilidade Baixa solubilidade

Baixa permeabilidade Baixa permeabilidade

Figura 1. Sistema de classificagdo Biofarmacéutica como definido por Amidon e
colaboradores (1995). Fonte: adaptado de Smetanova (2011).

A biodisponibilidade do farmaco é um pré-requisito para sua
absorcdo e consequente resposta clinica da maioria dos farmacos
administrados oralmente. Excecdes, como farmacos que atuam no trato
gastrointestinal (antiacidos, laxantes entre outros), ndo estdo contempladas
nesta classificagdo (AMIDON, GORDON L et al., 1995).

A classificagdo de solubilidade leva em consideracdo a maior
dosagem de uma forma farmacéutica de liberagdo imediata. Um farmaco é
classificado como altamente soltvel quando sua maior dosagem é soltvel
em 250 mL de agua ou menos, numa faixa de pH de 1,0 a 7,5. Do contrario,
a substéncia é considerada pouco soltvel. O volume de 250 mL provém dos
estudos de bioequivaléncia em que a forma farmacéutica é administrada
com um copo de agua a voluntarios humanos em jejum (AMIDON,
GORDON L etal., 1995; UEDA etal., 2002; KASIM et al., 2004).
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A extensdo da quantidade de farmaco permeado através da
membrana intestinal humana classificara a substancia de acordo com sua
permeabilidade. Esta caracteristica pode ser avaliada por diversos modelos
animais ou in vitro, por exemplo, modelos de perfusdo in situ em ratos ou
cultura de células. Para um farmaco ser classificado como altamente
permedvel, a extensdo da absorcdo intestinal deve ser igual ou maior que
90%. Diferentemente disto, o farmaco é considerado pouco permedavel
(AMIDON, GORDON L et al., 1995; SMETANOVA et al., 2011).

Um produto de liberacdo imediata é caracterizado com dissolucéo
rapida quando ndo menos que 85% da quantidade de farmaco dissolve-se
em 30 min com a utilizacdo de aparato Il a 50 rpm em um volume de 900
mL ou menos nos seguintes meios de dissolucdo: meio &cido (0,1 N HCl ou
fluido gastrico simulado sem enzimas), tampédo pH 4,5, tampéao pH 6,8 ou
fluido intestinal simulado sem enzimas. Qualquer outra condigdo
encontrada, o produto é considerado com baixa dissolugdo (AVDEEF;
BERGER; BROWNELL, 2000; UEDA et al., 2002). Nos ultimos anos, o
SCB tem sido aplicado também para formas farmacéuticas orais de
liberagdo controlada, além das formas de liberacdo imediata
(LENNERNAS; ABRAHAMSSON, 2005; BREDA et al., 2009).

Apesar do avanco dos estudos de formas farmacéuticas com rotas
alternativas de administracdo, a via oral continua representando a rota de
escolha para administracdo dos farmacos devido a sua conveniéncia e baixo
custo. Entretanto, para atingir concentracfes terapeuticamente efetivas, o
farmaco deve apresentar propriedades biofarmacéuticas satisfatorias. Apés
a administracdo de uma forma farmacéutica oral, esta deve desintegrar-se
com posterior dissolugdo, consequente solubilizagdo no meio aquoso e
permeabilidade através da membrana gastrointestinal. No caso de farmacos
do SCB 1V, este processo de absorcdo é comprometido, pois suas
caracteristicas biofarmacéuticas representam um obstaculo significativo
para absorcdo eficiente, 0 que pode acarretar em uma baixa
biodisponibilidade e efeitos sub-terapéuticos (LIPINSKI, 2002;
BUCKLEY etal., 2012).

O desenvolvimento de novas entidades quimicas é estimado em
cerca de 670 milhdes de dolares. De igual importancia é o fato deste
processo de desenvolvimento requerer 12 anos em média para ser
completado (GRASS, 1997). A cada 30 mil novos compostos sintetizados,
oito compostos passam por todas as fases de desenvolvimento e
regulamentagdo e apenas um Unico composto é capaz de atingir o0 mercado
(SHILLINGFORD; VOSE, 2001). Neste processo, 40% das falhas devem-
se a problemas de farmacocinética e 30% de falta de eficacia clinica, ou
seja, 0s problemas de absorcéo estdo contemplados nestas etapas e refletem
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em uma grande parte deste fracasso. Neste contexto, a utilizacdo de
farmacos com propriedades bem estabelecidas, atividades e efeitos
colaterais reconhecidos, como 0s pertencentes ao SCB IV, torna-se uma
alternativa frente as dificuldades do descobrimento de novos farmacos e ao
processo dispendioso. Alteracdes farmacotécnicas da formulacdo podem ser
realizadas a fim de modular a liberagdo do farmaco de modo a melhorar as
caracteristicas biofarmacéuticas indesejaveis. Existem técnicas laboratoriais
promissoras que acarretam em um custo muito menor em longo prazo e
mais rapidamente alcancado do que a sintese de novos compostos
(RASHEED; KUMAR; SRAVANTHI, 2008; FLORENCE; ATTWOOD,
2011; WANG, XUE et al., 2012).

2. HIDROCLOROTIAZIDA

A hidroclorotiazida (figura 2, HCTZ) descoberta em 1958 foi o
primeiro farmaco realmente eficaz utilizado no tratamento de hipertensdo
arterial (RICHTERICH, 1958). Classifica-se com baixa solubilidade e baixa
permeabilidade, ou seja, pertencente a classe IV do SCB. Quimicamente,
1,1-diéxido de 6-cloro-3,4-diidro-2H-1,2,4-benzotiadiazina-7-sulfonamida,
caracteriza-se como um pé cristalino branco ou quase branco, inodoro, de
sabor amargo, muito pouco soltivel em agua, soltvel em acetona e metanol
e pouco soltvel em etanol. A faixa de fusdo do farmaco é entre 266 °C e
270 °C, com decomposicdo (USP, 2007; FARMACOPEIA BRASILEIRA,
2010). O féarmaco ¢é obtido pela combinagdo entre 5-cloro-2,4-
disulfamilanilina e formaldeido em solugdo aquosa alcalina. Esta mesma
reacdo é capaz de formar a clorotiazida, por isso é um produto conhecido
como impureza da HCTZ, com atividade semelhante e propriedades
biofarmacéuticas distintas. Ademais, a HCTZ apresenta instabilidade frente
a luz e solucdes aquosas basicas (MOLLICA etal., 1971; REVELLE etal.,
1997; FANG et al., 2001).

Atualmente, existem 98 registros de medicamentos contendo HCTZ
isolada ou em associacfes na Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA). E amplamente utilizada no tratamento de edema, insuficiéncia
cardiaca congestiva, desordens renal e hepética. Pode ser administrada
isolada ou em associacdo para hipertensdo, como por exemplo, com 0s
inibidores da enzima conversora de angiotensina (ECA) e betabloqueadores
(RANG; RITTER; DALE, 2012).
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Figura 2. Estrutura quimica da hidroclorotiazida.

A hipertensdo, ou pressdo sanguinea alta, ¢ um dos riscos primarios
para desenvolvimento de doencgas cardiovasculares e derrame cerebral.
Estas sdo consideradas pela Organiza¢do Mundial de Satide (OMS) como as
principais causas de mortalidade globalmente conhecidas. A hipertensdo é
um importante desafio da salde publica devido a sua alta frequéncia,
concomitante risco de doengas cardiovascular e renal, além do fato de
apresentar-se de forma silenciosa, em que o paciente pode conviver por
anos com a elevada pressao arterial sem ser diagnosticada (KEARNEY et
al., 2005; CHOCKALINGAM; CAMPBELL; FODOR, 2006).

A hipertensdo primaria, definida como elevada pressdo sanguinea
sem etiologia conhecida, é uma condi¢do em ascensdo e sua prevaléncia é
entre criancas e adolescentes. Estudos recentes estimaram uma prevaléncia
de 3,5% nesta populacdo, aproximadamente duas vezes maior que a
estimativa prévia de 1 a 2%. Um dos maiores problemas que afetam esta
populacdo é a falta de suspensfes ou outras formulagGes apropriadas para
as criangas. Atualmente no mercado ndo existe nenhuma forma
farmacéutica liquida de HCTZ, espironolactona ou furosemida no mercado.
Diante deste cenério, a recomendag&o é triturar comprimidos, abrir capsulas
para misturar na alimentacdo da crianga, ou ainda farmacéuticos sdo
solicitados para preparar suspensdes a partir destas formas farmacéuticas.
Entretanto, dados de estabilidade para suspensdes ‘“extemporaneas”
apresentam problemas inerentes & formulacéo, como estabilidade limitada e
uniformidade questiondvel, o que repercute na probleméatica do seu uso
(FLYNN, 2002; KOROLKOVAS; FRANCA; CUNHA, 2006; YOON et
al., 2009).

A HCTZ pertence a classe dos diuréticos tiazidicos que inibem o
transporte de Na* CI" no tubulo coletor distal, e o tdbulo proximal pode ser
considerado com um local de acdo secundario. Fisiologicamente, o
transporte é controlado por uma bomba de ions sodio na membrana
basolateral. A energia livre do gradiente eletroquimico dos ions sodio é
aproveitada pelo simporte Na* Cl" na membrana luminal que move o Cl até
o epitélio celular contra seu gradiente eletroquimico. Os ions cloreto, entdo,
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saem da membrana basolateral passivamente via canal de CI". Os diuréticos
tiazidicos inibem o simporte Na* CI" (figura 3) causando natriurese com
perda destes ions. Porém, em pequena proporgao, pois cerca de 90% da
carga de Na* filtrado é reabsorvido antes de atingir o tbulo contorcido
distal. Os diuréticos tiazidicos foram sintetizados com o intuito de aumentar
a poténcia dos inibidores da anidrase carbdnica, entretanto, esta agdo é
muito pouco observada o que leva a uma maior excregdo de HCO;3; e
fosfato. Ainda, a administracdo aguda destes diuréticos aumenta a excrecao
de &cido drico, reduzindo-se com a administra¢do crbnica. A perda de ions
potéssio e magnésio podem ser importantes, porém reduz a eliminacéo de
fons célcio, o que favorece os tiazidicos em relacdo aos diuréticos de alca
em termos de metabolismo 6sseo em longo prazo. A classe da HCTZ é bem
tolerada e em ensaios clinicos demonstrou reduzir os riscos de acidente
vascular cerebral (AVC) e de infarto do miocardio associado a hipertensédo
(BRUNTON; CHABNER; KNOLLMAN, 2010; SWEETMAN, 2011,
RANG; RITTER; DALE, 2012).

MEMBRANA
BASOLATERAL

Filtrado
hipoosmético Na* Na*
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Figura 3. Transporte de ions no tubulo distal, mostrando o local de a¢éo da
HCTZ, diurético tiazidico. C1 representa o sistema de cotransporte de Na®,
K" e CI. C2 representa o cotransporte eletroneutro de K'/CI. E P
representa a bomba de sédio. Fonte: adaptado de Rang e colaboradores
(2012).



40

As tiazidas precisam ter acesso ao limen tubular para exercer sua
acdo e farmacos como a probenecida competem pelo sitio de acdo das
tiazidas, ou seja, o transporte para o tubulo proximal, e podem atenuar a
resposta diurética. Os tiazidicos podem ainda reduzir os efeitos dos
anticoagulantes, sulfonilureias e insulina reduzindo, portanto a tolerancia a
glicose (SWEETMAN, 2011; RANG; RITTER; DALE, 2012).

A absorcéo da HCTZ no estbmago é minima sendo a maior parte do
farmaco absorvido no duodeno e jejuno superior, com uma ampla variacédo
na biodisponibilidade em torno de 60% e tempo de meia vida de 8 a 10h. O
pico de concentracdo plasmatico é atingido 2 h ap6s administragdo oral e
varia entre 120 a 500 ng/mL, dependendo da dosagem. Apresenta uma
ligagdo preferencial as células sanguineas vermelhas, e o equilibrio entre
estas células, o farmaco e o plasma é alcancado apds 4 h da administracao.
A HCTZ atravessa a barreira placentaria e € distribuida no leite materno.
Seres humanos ndo sdo capazes de metabolizar a HCTZ e esta € eliminada
praticamente inalterada em sua totalidade (BRUNTON; CHABNER,;
KNOLLMAN, 2010; SWEETMAN, 2011; RANG; RITTER; DALE,
2012).

3. NORFLOXACINO

Infeccdo do trato urinario (ITU) é um termo amplo que se refere as
infeccOes predominantemente bacterianas nas vias urinarias, seja na bexiga,
prostata, sistema coletor ou rins. As ITUs estdo entre as mais antigas e
frequentes infecgBes encontradas na comunidade e na prética hospitalar
(MILLER; HEMPHILL, 2001). Nos primeiros trés meses de vida, a ITU
acomete mais 0 sexo masculino por apresentar anormalidades como a
presenga de vélvulas na uretra posterior. Estas valvulas formam um
obstaculo que se opde a eliminacdo da urina e, consequentemente, causa a
retencdo urindria no segmento, fator de predisposicdo a infeccdo
(GONZALEZ-CHAMORRO et al., 2012).

Desta idade em diante, as infeccBes sdo mais comuns no sexo
feminino devido a uma tipica condicdo funcional, o refluxo de urina devido
a incompeténcia da valvula vesico-uretral, 0 que normalmente é corrigida
espontaneamente ao se atingir a puberdade. Uma vez que a infec¢do ndo é
corretamente controlada, a bactéria responsavel pode atingir e desenvolver-
se na pélvis e no interior dos rins, 0 que pode resultar em mdltiplos
episodios de pielonefrite e evoluir para faléncia renal crénica (MILLER;
HEMPHILL, 2001; GONZALEZ-CHAMORRO et al., 2012). Outros
fatores como a uretra feminina mais curta e sua maior proximidade do anus
possibilita a colonizacdo desta por enterobactérias (principalmente
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Escherichia coli) que sdo as maiores causadoras de ITU (KRIEGER, 2002;
WAGENLEHNER; WEIDNER; NABER, 2006). Nos idosos, a
instrumentacdo em homens, anormalidades anatémicas, e acima de tudo a
condi¢do de acamado contribuem para maior incidéncia de ITUs (NEU,
1992; FRANCO, 2005).

Estas infeccBes destacam-se ndo somente pela sua frequéncia, mas
também pela possibilidade de complicagfes graves, como a insuficiéncia
renal e a septicemia (WAGENLEHNER; WEIDNER; NABER, 2006).

A escolha de antimicrobianos para o tratamento de ITU deve ser
baseada no tipo de infeccdo, no padrdo de suscetibilidade das bactérias
causadoras e em possiveis contraindicacdes individuais do paciente. Por ser
constante a prética de iniciar o tratamento empiricamente na maioria dos
pacientes, o conhecimento do padrdo de resisténcia bacteriana local é
fundamental (NORRBY, 1994).

O fendmeno da resisténcia antimicrobiana foi descoberto nos anos
1960 a 1980 e representa a evolucdo continua na luta pela sobrevivéncia
das espécies. Estas estdo relacionadas com infeccbes hospitalares e
também com ITUs com um potencial epidemiolégico significativo. O uso
prolongado de antibidticos condiciona o aumento do risco de colonizagéo
e infeccdo. As manifestacfes clinicas podem ndo ser mais graves, mas
complicam a sua abordagem estreitando o leque de opg¢des terapéuticas. A
prescricdo de doses adequadas, em intervalos corretos e otimizagdo das
condi¢des responsaveis por permitir adequados niveis no local de infeccédo
sdo igualmente variaveis determinantes na eficacia e no resultado final
(PINA et al., 2010; GONZALEZ-CHAMORRO et al., 2012).

Neste sentido, a emergéncia de micro-organismos resistentes aos
referidos antimicrobianos tornou-se um importante problema de salde
publica condicionando manifesto aumento de custos e, sobretudo, risco de
morbimortalidade significativo (PINA et al., 2010; DALHOFF, 2012).

A ANVISA langou recentemente a RDC n° 20, de 5 de maio de
2011, que se trata basicamente do controle de medicamentos & base de
substancias classificadas como antimicrobianos. Com esta resolucéo, a
venda de antimicrobianos somente poderd ser efetuada mediante receita
de controle especial, com a retengdo da segunda via, evitando, portanto o
uso indiscriminado de antibiéticos e consequentemente o surgimento de
micro-organismos resistentes (BRASIL, 2011).

A descoberta do acido nalidixico em 1962, e sua introdugéo para uso
clinico em 1967, marcou o inicio de cinco décadas de desenvolvimento e
utilizacdo de quinolonas. Entretanto, as quinolonas formaram um grupo
negligenciado até o desenvolvimento das fluorquinolonas nos anos de 1970
e 1980. As fluorquinolonas representam um avango terapéutico
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particularmente importante, visto que esses farmacos sao dotados de ampla
atividade antimicrobiana e mostram-se eficazes apds administracdo oral no
tratamento de uma grande variedade de doencas infecciosas. A relagédo
estrutura-atividade farmacoldgica relata o atomo de fllior na posi¢édo 6 o
gue proporciona maior poténcia contra organismos gram-negativos e o
nicleo piperazinico na posicdo 7 é responsavel pela atividade
antipseudomonas (ANDERSSON; MACGOWAN, 2003; VAN
BAMBEKE et al., 2005; CHENG et al., 2013).

O norfloxacino (NFX, Figura 4), comercializado desde 1986, é uma
fluorquinolona de largo espectro, efetivo contra micro-organismos gram-
positivos e gram-negativos. O mecanismo de acdo deste farmaco pode ser
descrito em dois passos, em que o primeiro é a formacdo reversivel de
complexos farmaco-enzima-ADN (agdo bacteriostatica). Este mecanismo
blogueia a replicacdo do ADN bacteriano, induz a resposta bacteriana e
permite a filamentacdo celular (Figura 5) (VAN BAMBEKE et al., 2005;
BOLON, 2009; CHENG etal., 2013).

O segundo passo letal requer altas concentracfes de farmaco, e os
fragmentos de ADN sdo liberados da restricdo por duas vias, uma que
requer sintese de proteina (Figura 5d-e) e outra ndo (Figura 5f). Cada via de
morte celular depende da estrutura da quinolona. Entretanto, o
conhecimento sobre a acdo destas estd longe de estar completamente
entendido e necessita ainda ser explorado. O NFX, por exemplo, representa
uma situacdo intermedidria (Figura 5e), porém como o farmaco intercala no
ADN para impedir a replicagdo ainda ndo é bem compreendido (DRLICA
etal., 2008; WANG, XIUHONG et al., 2010; CHENG et al., 2013).

O o}

OH

Y N
HN\) )
Figura 4. Estrutura quimica do norfloxacino.

O NFX ¢ indicado terapeuticamente em humanos para o tratamento
de uma variedade de infec¢Bes do trato urinario (cistite, pielite, cistopielite,
pielonefrite, prostatite crbnica, epididimite), bem como para o tratamento
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uretrite, faringite, proctite ou cervicite gonocdcicas, febre tiféide e na
profilaxia de infecgdes bacterianas em pacientes neutropénicos acometidos
pelo cancer. O farmaco também ¢é efetivo em infeccBes gastrointestinais,
devido a sua atividade pronuncianda contra patdégenos responsaveis por
doencas diarreicas (Salmonella, Shigella, Campylobacter, Yersinia e E.
Coli). Recomenda-se uma posologia de 400 mg a cada 12 horas em que a
duracdo do tratamento varia de acordo com o diagnéstico (EMMERSON;
JONES, 2003).
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Figura 5. Representagdo esquematica do mecanismo de acdo das quinolonas. (a)
Ligacdo da girasse com o ADN. Formacdo reversivel de complexos farmaco-
enzima-ADN que rapidamente bloqueiam a replicacdo do ADN. (c) Inibicdo da
replicacdo leva a inducdo da resposta bacteriana e filamentacdo celular. (d)
Fragmentacdo letal do cromossomo que requer sintese proteica em condigdes
aerdbias. (e) Fragmentagdo letal do cromossomo que requer sintese proteica, mas
ndo condicOes aerodbias. () Fragmentagdo letal do cromossomo que ndo requer nem
sintese proteica nem condicOes aerdbias. Pontos de interrogacéo indicam incertezas.
Fonte: adaptado de Cheng e colaboradores (2013).

Apdbs administracdo oral da dose de 400 mg, aproximadamente 30-
40% ¢é absorvida. A absorcdo do NFX ocorre com maior extensdo no
duodeno e menor no jejuno. Os alimentos podem retardar a absorcéo,
porém a quantidade absorvida ndo € afetada. A absorcdo é rapidamente
seguida por uma concentracdo plasmatica maxima atingida (Cmax) de
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aproximadamente 1,5 pg/mL em humanos. O tempo para atingir este pico
plasmatico € de aproximadamente 1 a 2 horas (tna). A ligagdo as
proteinas plasmaticas é de 10 a 15%. O tempo de meia-vida (t,,) é de 3a 4
horas e sua metabolizagdo origina seis diferentes metabdlitos com uma
atividade antimicrobiana minima quando comparada ao composto
original. NFX é metabolizado e eliminado por excreg¢do biliar e renal. A
area sob a curva da concentracdo plasmatica versus tempo (ASC) é de 6,4
ng.h/mL (TAKACS-NOVAK et al., 1992; AL-RASHOOD et al., 2000;
VAN BAMBEKE et al., 2005; BOLON, 2009). Quimicamente, 0 NFX é
denominado como &cido 1-etil-6-fluor-1,4-diidro-4-oxo-7-(1-piperazinil)-
3-quinolino carboxilico e pertence ao grupo IV do SCB (pouco solavel e
pouco permeével). E um pé cristalino branco a amarelo claro, pouco
sollvel em &gua, metanol, etanol, acetato de etila e acetona, facilmente
solivel em &cido acético, ligeiramente soltvel em cloroférmio e insolGvel
em éter etilico. Tem faixa de fusdo entre 227-228 °C, massa molecular de
319,34 g/mol e formula molecular CigH1sFN3O3 (BREDA et al., 2009;
FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

O NFX ¢é um farmaco que pode ser considerado higroscopico e
fotossensivel. Este sofre degradacdo quando em exposicdo a luz direta ou
fluorescente, originando derivados da fotodecomposi¢do. Ainda em
exposicdo prolongada ao calor e solucdo &cida o farmaco sofre hidrdlise e
resulta em um analogo descarboxilado. Esta forma descarboxilada é de
fundamental importancia comparada com o0s outros produtos de
degradagdo, uma vez que o grupo carboxilico é responsavel pela atividade
farmacoldgica do NFX. Além disso, o andlogo descarboxilado tem sido
identificado como precipitado em formulacdes injetaveis e como
impureza em matérias-primas (EL KHATEEB; ABDEL RAZEK; AMER,
1998; ALNAJJAR; IDRIS; ABUSEADA, 2007).

4. CICLODEXTRINAS
4.1 DEFINICAO E CONTEXTUALIZAGAO DAS CICLODEXTRINAS

As ciclodextrinas (CDs), também conhecidas como cicloamiloses
ou cicloglicoamilose, sdo oligossacarideos ciclicos troncocdnicos
contendo de seis a doze unidades de glicose. Estas moléculas foram
descobertas em 1891 por Villiers, entretanto a primeira descrigdo
detalhada da preparacdo e isolamento foi relatada por Schardinger em
1903. As CDs compreendem uma familia macrociclica obtida do amido
por uma degradacdo enzimatica. As unidades de glicose individuais séo
mantidas em uma conformagéo de cadeira e mantém-se unidas por meio
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de ligagdes o-1,4 glicosidicas para formar uma estrutura ciclica
troncocbnica (Figura 6). Uma das consequéncias mais importantes da
conformacdo destas unidades de glicopiranose é a respeito da distribuicao
dos grupamentos hidrofilicos e hidrofébicos. Uma vez que todas as
glicoses estdo alinhadas na forma cis, a CD apresenta suas hidroxilas
secundarias O2 e O3 e sua hidroxila primaria O6 na parte externa ao cone,
0 que confere a caracteristica de solubilidade em agua. Entretanto, a
cavidade da CD apresenta um carater hidrofébico uma vez que é recoberta
pelos hidrogénios C3-H, C5-H e C6-H, e pelo oxigénio O4 com
comportamento de éter. Consequentemente, a cavidade fornece uma
matriz hidrofobica em solug@o aquosa, o que resulta no termo “ambiente
microheteregéneo”. Esta cavidade hidrofébica pode ser ocupada por uma
grande variedade de moléculas héspedes, formando entdo os complexos
de inclusdo por meio de ligacBes de hidrogénio e preferencialmente com
moléculas anibnicas. Os complexos de inclusdo formados sdo entidades
que compreendem duas ou mais moléculas, em que uma das moléculas, a
hospedeira, inclua totalmente ou em parte, somente por forcas fisicas,
uma molécula héspede (VILLERS, 1891; BREWSTER; LOFTSSON,
2007; RASHEED; KUMAR; SRAVANTHI, 2008; GHOSH; NAU,
2012).

De importancia pratica, as CDs produzidas industrialmente sdo a a,
B, e yCD (Figura 7), que sdo compostas por seis, sete e oito unidades de
D-glicopiranose com ligagdes o-1,4, respectivamente. Suas principais
propriedades estdo sumarizadas na tabela 1. Apresentam-se com ampla
gama de aplicacdo, incluindo produtos farmacéuticos, alimenticios,
cosméticos e quimicos. Adicionalmente, as CDs sdo reconhecidas por
aumentar a solubilidade da molécula incorporada, agir como
potencializadores da permeacdo de macromoléculas e mascarar sabores
(BREWSTER; LOFTSSON, 2007; FIGUEIRAS et al, 2009;
TAFAZZOLI; GHIASI, 2009; MADY et al., 2010; PATHAK et al.,
2010).

As CDs possuem massa molar com distribuicéo entre 1000 a 2000
Da e possuem muitos grupamentos doadores e aceptores de H, em
consequéncia, ndo séo significativamente absorvidas no trato
gastrointestinal. As naturais o ¢ BCD n@o podem ser hidrolisadas pelas
amilases salivares e pancreaticas humanas, ao contrario da yCD. A aCD ¢é
bem tolerada e ndo esta associada com efeitos adversos significantes.
Pequenas por¢des desta CD podem ser absorvidas e é excretada de forma
inalterada na urina ap6s administracdo intravascular. Pode ser encontrada
comercialmente como solugdo parenteral ou na forma de comprimidos
(BREWSTER; LOFTSSON, 2007).
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Figura 6. Representacdo da estrutura quimica da BCD e sua forma troncocdnica da
molécula. Fonte: adaptado de Singh (2010).
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Figura 7. Estrutura representativa das Ciclodextrinas. Fonte: adaptado de Gosh e
Nau (2012).

Tabela 1. Principais propriedades das CDs de origem natural.

Propriedade aCD BCD vCD
Unidades de glicopiranose 6 7 8
Massa molecular (g/mol) 972 1135 1297
Solubilidade em agua (%, m/v) 14,5 1,85 23,2
Diametro externo (A) 14,6 15,4 17,5
Diametro da cavidade (A) 47-53 60-78 75-95
Volume da cavidade (A®) 174 262 427
Preco aproximado ($/kg)* 45 5 80

Fonte: adaptado de Valle (2004) e Brewster (2007).
% Preco aproximado de 1 kg em dolar americano ($). O preco depende da
pureza e grau tecnolégico da CD.

A BCD ¢ a mais produzida, mais utilizada ¢ de menor custo. Possui
uma cavidade com didmetro interno de 6,0 a 7,8 A e uma profundidade de



47

7,9 A. Esta cavidade interna tem uma capacidade excelente em incorporar
moléculas hidrofébicas hdspedes em solu¢do aquosa. Apresenta irritacdo
menor que a aCD apos injecdo intramuscular, pequena quantidade €
absorvida no trato intestinal superior ap6s administracdo oral (1 — 2%) e
ndo apresenta metabolismo no trato gastrointestinal. Pode ocorrer
degradacdo e fermentacdo por bactérias no célon gerando producéo de gas
e eventualmente, diarreia. Ndo pode ser administrada parenteralmente
devido a sua nefrotoxicidade e baixa solubilidade, porém é
essencialmente ndo toxica quando administrada oralmente. Este efeito ndo
toxico da BCD foi determinado em 0,7-0,8 g/kg/dia em ratos e em cerca
de 2g/kg/dia em cdes. Pode ser encontrada ainda em diversas formas
farmacéuticas comerciais topicas, bucais e retais (BELLRINGER et al.,
1995; DEL VALLE, 2004; BREWSTER; LOFTSSON, 2007; RIBEIRO
et al., 2007).

A yCD possui uma cavidade maior que as outras CDs naturais, 0
que torna desfavoravel a inclusdo de substancias muito pequenas. O
metabolismo da yCD assemelha-se como do amido e dextrinas lineares,
em que pequenas quantidades sdo absorvidas da forma inalterada no trato
gastrointestinal e a maior parte é excretada inalterada na urina apds
administragdo intravascular. Existem no mercado formula¢Ges contendo
vCD em sua forma modificada para HPyCD, como solucdo ocular e
solugdo intravenosa. Um trabalho interessante da yCD recente foi o
desenvolvimento de um complexo de inclusdo com a ampicilina, que
devido & sua incluséo na cavidade demonstrou uma reducdo da velocidade
de hidrélise do antibidtico na presenca da B-lactamase, enzima bacteriana
de resisténcia (DEL VALLE, 2004; BREWSTER; LOFTSSON, 2007;
VENTURINI et al., 2008).

As CDs possuem muitos grupamentos hidroxilas externamente, o
que confere a capacidade de serem modificadas seletivamente com varios
reagentes para formar derivados funcionalizados. Estes podem ser
formados por aminacdo, esterificagdo ou eterificacdo dos grupamentos
hidroxilas primarios e secundarios. Os derivados semissintéticos possuem
elevada capacidade de reconhecimento molecular e solubilidade aquosa,
como a hidroxi-propil-B-CD (HPBCD), a hidroxi-propil-y-CD (HPyCD), a
sulfo-butil-éter--CD (SBBCD) e a metil-p-CD randomizada (RMBCD),
ampliando as possibilidades de utilizagdo. Todos os derivados terdo
modificacBes no volume da cavidade hidrofébica o que pode modificar
ainda a estabilidade contra luz ou oxigénio ajudando a controlar a
reatividade quimica das moléculas hdspedes. Existe ainda uma BCD
insoluvel em dgua (BCPD) capaz de remover poluentes organicos e metais
pesados da agua. Outras CDs sdo materiais hidrofilicos insolGveis em
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agua utilizadas como matriz de suporte para separacdo cromatografica
(CRINI, 2005; RIBEIRO et al., 2007; RASHEED; KUMAR,
SRAVANTHI, 2008; ZHAO et al., 2009; GAMSIZ et al., 2010).

A HPBCD é bastante sollvel e mais toxicologicamente benigna que
0 seu derivado natural BCD. Em geral é bem tolerada em humanos e os
principais efeitos adversos sdo fezes moles e diarreia. Existe
comercialmente em formulagGes intravenosas e orais. Apds administragdo
intravenosa, a HPBCD ¢é exclusivamente eliminada via renal e pacientes
com insuficiéncia renal severa devem evitar esta CD (GOULD; SCOTT,
2005; BREWSTER; LOFTSSON, 2007; RASHEED; KUMAR,;
SRAVANTHI, 2008).

As CDs sdo objeto de estudo de quase 1000 artigos de pesquisa e
resumos cientificos a cada ano, e grande parte destes lidam com farmacos
ou produtos farmacéuticos relacionados. Além do mais, muitas invencgdes
descritas tém utilizado as CDs e sdo responsaveis por mais de 1000
patentes e suas aplicagbes nos Ultimos 5 anos. Do ponto de vista
regulatério, ja4 estd atualmente disponivel como monografia na
Farmacopeia Americana e Europeia para a fCD, sendo finalmente depois
de um século da sua descoberta, reconhecidos como verdadeiro excipiente
farmacéutico. Similarmente, a aCD esta listada na Farmacopeia Europeia,
Americana e Japonesa e a yCD apenas na Japonesa, mas serd incluida na
Europeia e ha Americana. Uma monografia para a HPBCD esta disponivel
na Farmacopeia Europeia e um anteprojeto estd circulando na
Farmacopeia Americana. A aCD, BCD e yCD foram também inseridas na
lista de produtos seguros da Food and Drug Administration (FDA) para
utilizagdo como aditivos em alimentos em 2004, 2001 e 2000,
respectivamente (DEL VALLE, 2004; BREWSTER; LOFTSSON,
2007).

O primeiro produto farmacéutico do mundo contendo CD foi
comercializado no Japdo em 1976. Trata-se de um comprimido sublingual
de prostaglandina E2/BCD registrado como Prostarmon E™. O primeiro
produto farmacéutico europeu surgiu 12 anos depois, o piroxicam/BCD
(Brexin® comprimidos), e nos Estados Unidos da América foi uma solucédo
oral de itraconazol com 2-HPBCD em 1997 (Sporanox®). Mundialmente,
35 diferentes formas farmacéuticas sdo comercializadas como sélidos ou
solugdes baseadas em formulagcbes com complexos de CDs. Nestas
formulagdes, as CDs sdo utilizadas como agentes complexantes para
aumentar a solubilidade dos farmacos, biodisponibilidade e estabilidade
(CHALLA et al., 2005; BREWSTER; LOFTSSON, 2007).
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4.2 COMPLEXOS DE INCLUSAO: FORMACAO E
CARACTERIZACAO

Os complexos de inclusdo podem ser formados quando o farmaco e a
CD estdo em solucdo aquosa em que as moléculas de agua inseridas na
cavidade da CD perdem lugar para a molécula hospede por ser
energeticamente mais favoravel, uma vez que as moléculas héspedes sao
menos polares que a agua. Nenhuma ligacdo covalente é formada ou
alterada durante a formacdo do complexo de inclusdo. A estabilidade destes
é provida por ligagdes ndo covalentes, como interacdes hidrofobicas, efeitos
eletrnicos, fatores estéreos e forcas de Vander Walls (LOFTSSON et al.,
2007; RASHEED; KUMAR; SRAVANTHI, 2008).

Existem diversas metodologias de obtencdo dos complexos de
inclusdo no estado sélido, e a producdo do complexo com melhores
caracteristicas esta fortemente relacionada ao farmaco a ser complexado,
ndo existindo métodos melhores pré-definidos. A escolha destes muitas
vezes leva em conta os equipamentos disponiveis, a simplicidade do
método, as caracteristicas do farmaco e a facilidade de transposicdo para
escala industrial. As principais técnicas de obtencdo em fase liquida,
s6lida ou semissolida serdo explanadas a seguir (VEIGA; PECORELLLI;
RIBEIRO, 2006; BREWSTER; LOFTSSON, 2007).

As técnicas de obtencdo em fase liquida sdo a coprecipitagdo, a
coevaporacdo, neutralizacdo e liofilizacdo. A coprecipitacdo consiste em
um dos métodos mais adequados para a preparagdo dos complexos de
inclusdo com CDs, baseada no isolamento do complexo por meio de
solucBes saturadas em meio aquoso. Esta metodologia necessita,
entretanto, que os complexos apresentem solubilidade limitada, ou seja,
diagramas de fase do tipo Bs. Ja a técnica de coevaporacdo consiste na
preparacdo de uma solucdo hidroalcolica da CD e molécula hospede em
quantidades estequiométricas, agitada durante o tempo de equilibrio
determinado na solubilidade de fases e evaporada sob vacuo em
rotaevaporador. Da mesma forma ocorre a liofilizacdo, porém a solucéao
estequiométrica é preparada em agua e posteriormente liofilizada. Este
método é facilmente transposto para escala industrial. A neutralizacdo é
um processo para farmacos com um grupamento funcional &cido ou
basico. A substancia hospede é dissolvida como sal numa solucdo acida
ou hésica de CD, a qual é posteriormente neutralizada, precipitando o
complexo de inclusdo sélido. Este processo esta limitado a fArmacos que
ndo sejam instaveis em meios alcalinos ou acidos. Deve-se ressaltar que a
CD hidrolisa em solugfes fortemente 4cidas originando oligossacarideos
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lineares (CHALLA et al., 2005; VEIGA; PECORELLI; RIBEIRO, 2006;
LOFTSSON et al., 2007).

A metodologia em fase semissélida consiste na malaxagem, técnica
aplicada a farmacos muito pouco sollveis em agua. Baseia-se na adigéo
da substancia hdspede a uma pasta aquosa de CD e posteriormente
prossegue-se com a secagem. E um processo amplamente utilizado, pode
ser transposto para grande escala além de ser simples e rapido. Para a
obtencdo de complexos de inclusdo em fase s6lida podem ser utilizados a
moagem ou o fluido supercritico. A moagem ndo necessita da utilizagdo
de &gua ou outro tipo de solvente, porém ndo é aplicavel a todas as
substancias. Apresenta ainda o inconveniente de o produto final ser
instavel e poder originar uma mistura fisica na presenca de elevados
teores de umidade. A utilizacdo do fluido supercritico tem surgido na
atualidade como um método alternativo aos métodos convencionais e ndo
utiliza solventes aquosos e organicos. Apresenta como desvantagem a
necessidade de conhecimento da solubilizacdo do farmaco e da CD em
dioxido de carbono e a disponibilidade de equipamento (DE MARCO;
REVERCHON, 2008; RASHEED; KUMAR; SRAVANTHI, 2008;
GARNERO; AIASSA; LONGHI, 2012).

As propriedades fisico-quimicas das moléculas de farmaco sdo
diferentes das moléculas de farmaco inclusas na cavidade da CD ap6s a
formagdo do complexo de inclusdo. A estequiometria de formacdo do
complexo e a constante de estabilidade podem ser determinadas pelas
mudancas nas propriedades fisico-quimicas como solubilidade, maxima
absorbancia ultravioleta ou visivel (UV/VIS), mudancas na fluorescéncia,
reatividade quimica, mudanca nos deslocamentos quimicos no estudo de
ressonancia magnética nuclear (RMN), mudanga nas medidas
potenciométricas, mudanga na estabilidade quimica, entre outros
(CHALLA etal., 2005; VEIGA; PECORELLI; RIBEIRO, 2006).

Para avaliacdo da formacdo dos complexos de inclusdo, €
necessario um conjunto de técnicas variadas para a comprovagdo da
inclusdo do farmaco na cavidade hidrofdbica da CD. Atualmente, as
técnicas mais utilizadas para tal sdo o estudo de solubilidade de fases
inicialmente, técnicas fisico-quimicas de caracterizagdo como analise
térmica, difracdo de raios-X, espectroscopia de infravermelho,
espectrofotometria UV/VIS, RMN, além de técnicas morfoldgicas como
microscopia eletrénica de varredura bem como estudos de dissolugdo e
permeabilidade (BREWSTER; LOFTSSON, 2007; LOFTSSON et al.,
2007).

Higuchi e Connors, em 1965, propuseram uma classificacdo dos
complexos baseado no efeito de solubilizagdo da molécula héspede
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(substrato) frente a condices crescentes de CD (ligante), denominando os
perfis de solubilidade de fase. Estes podem ser classificados segundo o
tipo de curva que formam (Figura 8). O perfil de solubilidade de fase tipo
A é obtido quando a solubilidade do farmaco héspede é diretamente
proporcional ao aumento da concentracdo de ligante (CD). Se a formacao
do complexo é de primeira ordem em relacdo ao substrato e ao ligante,
entdo um perfil de solubilidade do tipo A, é obtido. Quando a formagéo
do complexo se da por primeira ordem em relacdo ao substrato, mas
segunda ordem em relacdo ao ligante, um perfil do tipo Ap pode ser
observado. Diagramas do tipo Ay podem ser explicados por mudangas na
solubilizacdo do substrato em concentracGes maiores ou ainda por
agregacdo dos complexos de inclusdo formados. O perfil de solubilidade
de fase tipo B verifica-se a medida que o substrato tem sua solubilidade
aumentada com concentra¢fes maiores do ligante até certo nivel, ou seja,
o complexo de inclusdo formado tem solubilidade limitada no meio
aquoso de complexagdo. Inicialmente, existe um aumento da
concentracdo da molécula hospede e quando o limite de solubilidade é
atingido, uma precipitacdo do complexo ocorre, diminuindo sua
concentracdo. O diagrama do subtipo Bs representa um tipo B em que se
atinge um valor limite de solubilidade da molécula héspede e a adigéo de
mais CD resulta na formacdo e mais complexo com consequente
precipitacdo do complexo insolivel. O perfil de solubilidade do tipo B,
pode ser interpretado de maneira similar ao Bs, com a diferenca do
complexo formado ser de tal maneira insollvel que o aumento inicial da
concentracdo de farmaco ndo é possivel de se detectar (HIGUCHI,
CONNORS, 1965; TAKAHASHI, ANDREA IKEDA; VEIGA,
FRANCISCO JOSE BAPTISTA; FERRAZ, HUMBERTO GOMES,
2012).

O tipo de perfil de solubilidade de fase mais obtido é o tipo A que
fornece uma estequiometria 1:1 entre o farmaco e a CD (Figura 9). Sob
estas condicOes é possivel determinar a constante de estabilidade (Kc) por
meio do coeficiente angular e da solubilidade intrinseca do farmaco.
Outro parametro importante ainda que possa ser retirado deste diagrama é
a eficiéncia de complexacdo (LOFTSSON et al., 2007; TAKAHASHI,
ANDREA IKEDA; VEIGA, FRANCISCO JOSE BAPTISTA; FERRAZ,
HUMBERTO GOMES, 2012).

A maioria dos complexos formados entre CD e farmacos é
considerada complexos de inclusdo. Entretanto, as CDs tem a capacidade
de formar agregados em torno da molécula hoéspede por meio de
estruturas como as micelas. O estudo de solubilidade de fases fornece
informacg0es acerca da melhora da solubilidade do farmaco na presenca do
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ligante, ndo verifica a formagdo de verdadeiros complexos de incluséo,
serve apenas como um indicativo da formacdo. Técnicas mais especificas
que verifiquem os grupamentos organicos e a forma com que estdo
ligados sdo recomendadas (CHALLA et al., 2005; SINGH et al., 2010).

Estequiometria Farmaco:CD 1:>1 Estequiometria

A Farmaco:CD
A ALy

AN
Estequiometria
Farmaco:CD
1:<1

/ Bs

Precipitacao de complexo
7 BI

Concentragdo de ciclodextrina

Concentragdo de farmaco

v

Figura 8. Tipos de diagramas de solubilidade de fase obtidos da formagdo de
complexos de incluséo entre farmacos e CD. Fonte: adaptado de Takahashi (2012).

Farmaco + CD Z———— Farmaco/CD

Figura 9. Equacdo representativa da formacdo do complexo de inclusdo entre
farmaco e CD na propor¢do molar 1:1.

A anélise das propriedades fisico-quimicas do farmaco no estado
puro, sua mistura fisica com o ligante e do complexo de inclusdo formado
é um fator importante na elucidacdo das propriedades bem como nos
processos de desenvolvimento e controle de qualidade em escala
laboratorial ou na transposicdo para a indUstria farmacéutica. Esta
caracterizacdo revela a identidade do complexo formado, dados de
morfologia, tamanho das particulas, solubilidade, pK,, estabilidade, entre
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outras. Para tanto, s&o essenciais 0s métodos analiticos cl&ssicos como o0s
instrumentais (SKOOG et al., 2002).

Por meio dos estudos de analise térmica, em que se utilizam
métodos como a termogravimetria (TG), calorimetria exploratoria
diferencial (DSC) e microscopia com aquecimento, € possivel determinar
compatibilidade entre matérias-primas, estabilidade térmica e,
consequentemente, auxiliar na sele¢do dos ligantes adequados como um
estudo de pré-formulacdo. A DSC ¢ ainda uma andlise fundamental, pois
identifica a formacdo de um complexo de inclusdo verdadeiro, uma vez
que o farmaco inserido na cavidade da CD tem o seu ponto de fusdo
deslocado para uma temperatura diferente, um alargamento ou ainda a
aparicdo de novos eventos endotérmicos (LI et al., 2005; OLIVEIRA,
BERNARDI; MURAKAMI; et al., 2009).

A difracdo de Raios-X de pé de uma substancia permite identifica-
la, bem como possibilita uma analise quantitativa de fases cristalinas
presentes em misturas, sua estrutura espacial e grau de cristalinidade
resultante do método de preparacdo da amostra. A analise do difratograma
pode ser Gtil para determinar 0 modo de interacdo entre o farmaco e a CD.
Outra técnica que se complementa com a difracdo é a microscopia
eletronica de varredura (MEV), pois fornece informagdes visuais acerca
das formas, tamanho e homogeneidade das particulas, ou seja, 0s habitos
das estruturas cristalinas que irdo influenciar nas caracteristicas de
solubilidade, molhabilidade e consequente dissolucdo do complexo
(SHAH, B.; KAKUMANU; BANSAL, 2006; AALTONEN et al., 2009).

A espectroscopia na regido do infravermelho (1V) é utilizada para
estimar o grau de interacdo entre o farmaco e a CD no estado sélido. Por
se tratar de uma pequena quantidade de pd representar o farmaco no
complexo de inclusdo solido, algumas vezes as bandas do farmaco podem
estar mascaradas no espectro da CD. Isto posto, a técnica € mais bem
aplicada para farmacos que apresentem algumas bandas caracteristicas,
como grupamentos carbonilas ou sulfonilas (VEIGA; PECORELLLI;
RIBEIRO, 2006; SINGH etal., 2010).

A ressonancia magnética nuclear (RMN) consiste em submeter um
ndcleo, cujo spin seja diferente de zero, a um campo magnético e detectar
0 seu momento magnético, ou sua ressonancia magnética. Como cada
nlcleo tem um momento diferente, pode-se definir que tipo de ligacdo
quimica aquele nucleo esta realizando. E uma técnica muito utilizada e
constitui-se na evidéncia mais direta da inclusdo de um farmaco na
cavidade da CD (VIPPAGUNTA; BRITTAIN; GRANT, 2001; SKOOG
etal., 2002; VEIGA; PECORELLI; RIBEIRO, 2006).
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As metodologias cromatogréficas sdo muito utilizadas no ambito
da quantificacdo dos farmacos nas mais diversas formulacGes, estudos de
estabilidade, dissolucdo e em matriz bioldgica. Estas envolvem etapas de
avaliacdo e otimizacdo de condicdes, com posterior validacdo, necessaria
para demonstrar, experimentalmente, que o método atende as exigéncias
das aplicacBes analiticas, e assegura a confiabilidade e reprodutibilidade
dos resultados obtidos. Todavia, a utilizacdo de desenvolvimento de
metodologia analitica por cromatografia liquida de alta eficiéncia ainda
ndo é muito aplicada no ambito da quantificacdo do farmaco incluso na
cavidade da CD. Este fato pode ocorrer devido a necessidade de um
processo pré-analitico de extracdo deste farmaco do complexo para sua
posterior quantificacdo. Esforcos j& tém sido aplicados neste contexto de
complexos de inclusdo, gerando desta forma métodos analiticos
confiaveis de alta resolucéo e 6tima deteccdo dos compostos. A validagao
de um método analitico permite a aplicacdo para todos os estudos
posteriores ao desenvolvimento como dissolugdo, estabilidade e
permeabilidade, entre outros (BRASIL, . 2003; HUSSEIN; TURK;
WAHL, 2007).

O ensaio de dissolugdo in vitro dos complexos de incluséo obtidos
revela informag6es importantes acerca da tentativa de aperfeicoamento da
solubilidade e molhabilidade do farmaco por meio da formacdo de um
complexo de inclusdo, uma vez que consiste em uma etapa limitante para
a absorcdo dos farmacos. Desta forma, sua avaliacdo, no decorrer do
processo de desenvolvimento, permite a sele¢do dos melhores produtos
solidos obtidos que provavelmente apresentardo um perfil de liberacdo
mais conveniente e reprodutivel numa forma farmacéutica (MANADAS;
PINA; VEIGA, 2002; MURAKAMI et al., 2008).

Outro problema fundamental que as CDs visam melhorar é a
permeabilidade. Para tanto, testes de permeabilidade in vitro fornecem
uma predicdo do que ocorrera in vivo. Células Caco-2 foram inseridas por
Artursson em 1997 e servem como modelo para permeabilidade intestinal
de farmacos, muito utilizada atualmente devido a sua 6tima correlacdo in
vitro — in vivo. Este modelo é utilizado para a predicdo da absorcédo oral
do farmaco que serd transportado até a célula na forma de complexo de
inclusdo com as CDs (SOUZA; FREITAS; STORPIRTIS, 2007
ARTURSSON; PALM; LUTHMAN, 2012; BUCKLEY et al., 2012).

As metodologias e ferramentas analiticas descritas neste capitulo
podem fornecer informagBes importantes acerca dos complexos de
inclusdo formados. Uma completa caracterizacdo fisico-quimica e
morfoldgica dos complexos tanto em solugdo como no estado sélido séo
fundamentais para a confirmacdo da sua formacéo, o estabelecimento da



55

melhor metodologia de obtencdo, bem como a predicdo do
comportamento in vivo destas moléculas (SINGH et al., 2010;
TAKAHASHI, A. |.; VEIGA, F. J. B.; FERRAZ, H. G., 2012).

4.3 PROPRIEDADES DAS CICLODEXTRINAS E APLICACAO NO
SISTEMA DE CLASSIFICACAO BIOFARMACEUTICA

As CDs ndo permeiam a membrana biol6gica somente devido a sua
estrutura quimica, mas também por sua caracteristica de elevado peso
molecular e coeficiente de particdo octanol/agua muito baixo. Apenas o
farmaco em sua forma livre, o qual estd em equilibrio com a CD na sua
cavidade, é capaz de penetrar as membranas celulares (Figura 10). A CD
confere ao farmaco um aumento em sua permeabilidade sem romper a
camada lipidica da membrana celular. Neste caso, é importante a
utilizacdo de CD suficiente para solubilizar o farmaco no veiculo aquoso
uma vez que seu excesso pode diminuir a biodisponibilidade. Relata-se
ainda que as CDs, por apresentarem a habilidade de raptar o colesterol,
podem aumentar a fluidez da membrana e induzir a invaginagao por meio
da perda de resisténcia celular (CHALLA et al.,, 2005; CARRIER;
MILLER; AHMED, 2007; LOFTSSON et al., 2007).
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Figura 10. Esquema do processo de absorcdo intestinal do farmaco complexado na
CD. Fonte: adaptado de Carrier, Miller e Ahmed (2007).

Outra importante vantagem que deve ser destacada é a capacidade
de melhorar a estabilidade de muitos farmacos labeis, uma vez que a
formacdo de um complexo de inclusdo protege contra processos de
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desidratacdo, hidrdlise, oxidacdo e fotodecomposicdo, prolongando o
prazo de validade do farmaco (KANG et al., 2002; LOFTSSON et al.,
2007).

Ademais, as CDs podem ser utilizadas para prevenir ou reduzir
irritacbes oculares ou gastrointestinais, reduzir ou eliminar sabores e
cheiros desagradaveis bem como converter farmacos oleosos ou liquidos
em pés microcristalinos ou amorfos (BREWSTER; LOFTSSON, 2007).

Uma abordagem interessante em que as CDs possam ser aplicadas
é no contexto do SCB. Os farmacos classe IV, principalmente, sdo 0s que
apresentam maiores problemas de biodisponibilidade. Neste cenario, a
utilizacdo das CDs podem alterar as propriedades destes farmacos e
transforma-los em compostos com comportamento Classe I.

O desenvolvimento de um sistema carreador efetivo capaz de
melhorar as caracteristicas fisico-quimicas do farmaco com consequente
aumento da biodisponibilidade tem ganhado atencdo e consiste em um
desafio crucial para a indUstria e academia. Principios ativos reconhecidos
podem explorar os efeitos benéficos destes carreadores, de forma a obter
melhoria nas propriedades biofarmacéuticas e ainda em sua efetividade
terapéutica. Desta forma, problemas terapéuticos importantes como a
resisténcia dos micro-organismos a estes farmacos, seus efeitos adversos e
a ndo aderéncia do paciente ao tratamento poderiam ser minimizados
(RASHEED; KUMAR; SRAVANTHI, 2008).
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1. INTRODUCAO

Suspenses farmacéuticas sdo comumente utilizadas como forma de
administragdo de farmacos, particularmente para criangcas que néo
conseguem ingerir formas farmacéuticas orais solidas como cépsulas e
comprimidos. Quando prescritas em ambito hospitalar e ndo se encontram
disponiveis comercialmente, geralmente comprimidos séo triturados ou
capsulas sdo abertas, comprometendo a administracdo correta da dose e
eficiéncia do tratamento (CONROY, 2003; KAYUMBA et al., 2007). Em
geral, as medicacdes disponiveis comercialmente apresentam-se na forma
farmacéutica de dosagem Unica e sdo significativamente grandes para
populagdo pediatrica, portanto, ndo podem ser facilmente fracionadas para
doses menores, nem de forma reprodutivel (por exemplo, comprimidos
revestidos) (FREED et al., 2005). Usualmente, formas extemporaneas
liquidas orais sdo facilmente preparadas e permitem a flexibilidade da dose.
Entretanto, um problema principal constitui-se da falta de informacéo
quanto a adequacdo da dose e estabilidade (PANDOLFINI; BONATI,
2005).

A maioria dos anti-hipertensivos esta disponivel apenas como forma
farmacéutica solida oral para uso adulto, criando assim, a necessidade de
formulagdes para uso pedidtrico (PANDOLFINI; BONATI, 2005).
Furosemida (FRS, Figura 1A) (Acido 5-(aminossulfonil)-4-cloro-2-[(2-
furanilmetil)amino]-benzoico), é um diurético de alca pertencente a familia
das benzofuranosulfonamidas, utilizada no tratamento de edema associado
a hipertensdo, faléncia congestiva cardiaca, doencas pulmonares e renais
(STRICKLEY et al., 2008; RANG; RITTER; DALE, 2012).
Espironolactona (SPR, Figura 1B) (y-Lactona do &cido (7a,17a)-7-
(acetiltio)-17-hidroxi-3-oxopregn-4-eno-21-carboxilico), diurético
poupador de potassio, antagonista competitivo da aldosterona, é o farmaco
de escolha para o tratamento da hipertensdo, hiperaldosteronismo e
complicagdes cardiovasculares (MOFFAT; OSSELTON; WIDDOP, 2004;
KHAN et al., 2009; RANG; RITTER; DALE, 2012). Hidroclorotiazida
(HCTZ, Figura 1C) (1,1-Diéxido de 6-cloro-3,4-diidro-2H-1,2,4-
benzotiadiazina-7-sulfonamida), pertencente a classe dos benzotiazidicos, é
um farmaco utilizado no tratamento da hipertensdo leve a moderada, em
conjunto com outros hipertensivos (MOFFAT; OSSELTON; WIDDOP,
2004; RANG; RITTER; DALE, 2012).
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Figura 1. Estrutura quimica da furosemida (A), espironolactona (B) e
hidroclorotiazida (C).

Algumas  fundagcBes tem  demonstrado  preocupagdo e,
consequentemente, financiado a pesquisa do desenvolvimento de formas
farmacéuticas liquidas estaveis para pacientes pediatricos. Entretanto, a
necessidade destes estudos permanecera devido a improbabilidade de que
todos os farmacos aprovados para adultos sejam considerados para
utilizacdo em criangas e neonatos. Publicacfes de estudos com formulagdes
gue mantenham a estabilidade do farmaco oferecerdo oportunidades para
pacientes pediatricos de receber farmacos nas doses requeridas de uma
forma mais efetiva e segura. No Hospital Universitario Polydoro Ernani de
Sdo Thiago, da Universidade Federal de Santa Catarina, suspensdes
pediatricas extemporaneas de anti-hipertensivos (contendo FRS, SPR e
HCTZ) séo preparadas de acordo com a necessidade do paciente com um
prazo de validade estimado de 7 dias.

Os excipientes utilizados sdo 0s mesmos nas trés suspensdes:
carboximetilcelulose ~ sodica,  propilenoglicol,  sacarina  sodica,
metilparabeno, propilparabeno, alcool etilico, e agua para inje¢do (Tabela
1). Suspensdes sdo frequentemente utilizadas para formular substancias
com caracteristicas organolépticas inadequadas. Por meio da minimizacéo
de farmaco em solucéo, a palatabilidade da formulacdo pode ser melhorada
(EMEA, 2006). A sacarina sodica foi utilizada para melhorar o sabor. E
considerada mais hidrossolivel que a sacarina, e seu poder adogante é de
aproximadamente 300 a 600 vezes maior que a sacarose. A concentracao
utilizada na suspensdo aquosa foi de 0,024%, de acordo com a faixa
recomendada (ROWE; SHESKEY; QUINN, 2009). Por se tratar de um
ambiente hospitalar, existe ainda o fato de que as formulacdes tém de ser
aceitas pelos pacientes pediatricos. Propilenoglicol (PG) foi utilizada para
melhorar a dispersibilidade do p6. PG é um agente levigante que diminui a
tensdo interfacial entre o liquido e o ar, e desta forma, facilita a penetracéo
do solvente nos aglomerados de po6 dispersos. Igualmente, a
carboximetilcelulose sédica foi empregada como um agente suspensor, uma
vez que este polimero forma uma camada hidrofilica ao redor das particulas
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solidas, promovendo sua molhabilidade (KULSHRESHTHA; SINGH;
WALL, 2010). A concentracdo do polimero utilizada na suspensdo aquosa
(0,18%) esta na faixa usual recomendada de 0,1% a 1%, e sua escolha esta
baseada também no fato de se tratar de um polimero anibnico, pois a
atividade antimicrobiana do propilparabeno é consideravelmente reduzida
na presenca de surfactantes néo idnicos, devido a resultante micelizagao do
propilparabeno (ROWE; SHESKEY; QUINN, 2009). A agua com
qualidade de para injecdo foi utilizada por sua disponibilidade no ambiente
hospitalar, além de contribuir para a qualidade microbiol6gica das
formulagdes pediéatricas preparadas. Na suspensdo aquosa veiculada, 1% de
etanol foi necessario para solubilizar o metilparabeno e propilparabeno
(SELVAM; ANDREWS; MISHRA, 20009).

No desenvolvimento de preparacBes farmacéuticas para uso
pediatrico, algumas recomendacBes da Agéncia Europeia de Medicina
(European Medicine Agency, EMA) devem ser seguidas (EMEA, 2006;
MENDES et al., 2013). As formulages geralmente contém conservantes,
excipientes amplamente considerados como inertes para adultos, entretanto,
podem gerar algum grau de toxicidade em pacientes pediatricos, quando
maltiplas doses de medicacBes com 0 mesmo conservante sdo empregadas.
Este é o caso particular do alcool benzilico e do acido benzoico, 0s quais
devem ser cuidadosamente avaliados e preferencialmente devem ser
evitados (MCRORIE, 1996; EMEA, 2006). Os parabenos sdo efetivos em
uma extensa faixa de pH e apresentam amplo espectro de atividade
antimicrobiana. Neste estudo, a quantidade de parabenos utilizada na
suspensao (total de 0,15%, sendo 0,1% de metilparabeno e 0,05% de
propilparabeno) estd na faixa recomendada de 0,1% a 0,5% (GLASS;
HAYWOOD, 2006; ROWE; SHESKEY; QUINN, 2009). Adicionalmente,
uma acgao na atividade antimicrobiana ja esperada foi obtida com a presenca
de outros excipientes como o propilenoglicol (2%), reduzindo a quantidade
de conservantes necessarios para uma formulacdo pediatrica estavel.

Neste contexto, o objetivo deste capitulo foi avaliar e, se necessario,
melhorar a estabilidade fisico-quimica e microbiol6gica das suspensdes de
anti-hipertensivos utilizadas em criancas hospitalizadas (contendo FRS,
SPR ou HCTZ), aprimorando sua seguranga e eficécia.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 MATERIAIS E REAGENTES

A matéria-prima FRS foi obtida dos Laboratérios IPCA (india), SPR
da Tianjin Tyanuao (China) e HCTZ da Yuncheng Fenglingdu (China). A
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carboximetilcelulose sédica (média viscosidade, 1500 — 2500 mPa.s,
solucdo a 1% m/v) foi adquirida da empresa Denver Cotia Ltda (Brasil).
Metilparabeno foi obtido da Alphaquimica (Brasil), propilenoglicol da
Viafarma Ltda (Brasil), propilparabeno e sacarina sddica da Vetec (Brasil).
Agua ultrapura foi obtida pelo sistema de purificacdo Milli-Q (Millipore,
EUA). Metanol e acetonitrila grau cromatogréafico (CLAE) foram obtidos
da empresa Tedia (EUA). Fosfato de sodio e acido fosférico foram
adquiridos da Nuclear (Brasil), &cido citrico e alcool etilico foram obtidos
da Vetec (Brasil).

2.2 PREPARACAO DAS SUSPENSOES

As suspensdes pediatricas extemporaneas foram preparadas no
Hospital Universitario Polydoro Ernani de S&o Thiago (HU/UFSC) com
prazo de validade estimado em sete dias.

Quantidades suficientes de matéria-prima de FRS, SPR e HCTZ
foram pesadas em balanca analitica e transferidas para calice graduado
contendo propilenoglicol e suspensas por agitacdo (SELVAM;
ANDREWS; MISHRA, 2009; KULSHRESHTHA; SINGH; WALL,
2010). Em seguida, o veiculo da suspensdo aquosa (Tabela 1) foi
adicionado para obtencdo de uma concentracdo final de 5 mg/mL. As
suspensBes foram gentilmente misturadas com um bastdo de vidro de modo
a dispersar uniformemente a fase interna dentro do meio de disperséo.

Para avaliar a influéncia das condi¢cbes de armazenamento, as
suspensBes foram acondicionadas em frasco ambar e armazenadas a
temperatura ambiente (25 °C + 2 °C) e sob refrigeragdo (5 °C + 3 °C)
durante 7 dias.

As suspensdes de FRS, SPR, HCTZ (pH 6,5) e HCTZ otimizada (pH
3,3) foram designadas como FRS-F1, SPR-F1, HCTZ-F1, e HCTZ-F2,
respectivamente.

A solubilidade dos farmacos foi determinada em agua e na
suspensdo. Quantidade equivalente de 5 mg/mL de farmaco foi suspenso
nos solventes selecionados (Agua e solucdo aquosa) e deixados sob agitacdo
magnética durante 24h. Logo apo6s, a suspenséo foi filtrada (0,45 mm) e o
filtrado foi analisado por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
para determinacdo da solubilidade do farmaco. O teste foi realizado em
triplicata.
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2.3 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

As andlises de CLAE foram realizadas em cromatégrafo Shimadzu
LC 10AVP (Kyoto, Japdo) e foi baseada em métodos indicativos de
estabilidade anteriormente validados, presentes na literatura. O volume de
injecdo utilizado foi de 20 pL para todas as amostras. Para a analise de
FRS-F1, a fase movel foi composta de acetonitrila e acido fosforico a 0,1%
(em &gua ultrapura) pH 3,0 (60:40; v/v) e eluida em fase reversa com
coluna Cig Synergi Fusion (150 mm x 4,6 mm, 4 pum) Phenomenex
(Torrance, EUA) a um fluxo de 1,0 mL/min. O comprimento de onda
utilizado foi 233nm (BASAVAIAH; CHANDRASHEKAR, 2005; BOSCH
et al., 2008).

Para andlise da SPR-F1, a coluna empregada foi Phenomenex
Synergi Fusion Cyg (150 mm x 4,6 mm, 4 um) com fase mével constituida
por metanol:4gua ultrapura (60:40; v/v) eluida em sistema isocratico com
fluxo de 1,0 mL/min e deteccdo em 230 nm (HAUSS, 2007). Os
experimentos com HCTZ-F1 e HCTZ-F2 foram realizados em coluna
Phenomenex Synergi Fusion Ci;g (250 mm x 4,6 mm, 4 um) a 40 °C
utilizando como fase mdvel tampéo fosfato 0,1 M em &gua ultrapura (pH
3,0) e acetonitrila (70:30; v/v), eluidos a 1,3 mL/min com deteccdo em 254
nm (TAGLIARI et al., 2008).

Tabela 1. Componentes da suspensdo aquosa.

- x Concentracdo
Excipientes Funcéo (% mAv)
Carboxmje_tllcelulose Agente suspensor 0,18
sédica
Propilenoglicol Dispersante e 2
umectante
Sacarina sodica Edulcorante 0,024
Metilparabeno Conservante 0,1

Propilparabeno Conservante 0,05

Alcool etilico Cossolvente 1

Agua para injecdo Veiculo asp




64

2.4 PREPARACAO DO PADRAO E SOLUCOES DA AMOSTRA

Durante a preparacdo da amostra das suspensdes o conteldo destas
foi dissolvido e analisado em CLAE. Primeiramente, as suspensfes foram
colocadas em agitacdo magnética durante 60 s para garantir a
homogeneidade na hora da amostragem. A densidade relativa (25 °C) entre
as amostras ndo foi estatisticamente diferente das respectivas solucGes
padrdes, portanto a correcdo por peso ndo foi necessaria para analise do
volume requerido. Para a FRS—F1, HCTZ-F1 e HCTZ-F2 uma aliquota de
1 mL foi pipetada da suspenséo e transferida quantitativamente para baldo
volumétrico de 25 mL contendo 2 mL de metanol e colocado sob agitacdo
em banho ultrassénico durante 10 min. O volume foi completado com fase
movel (concentracdo de 200 pg/mL) e a solugdo resultante foi filtrada em
membrana de nylon (0,45 pm).

Para a andlise de SPR-F1, uma aliquota de 1 mL foi transferida
guantitativamente para baldo volumétrico de 100 mL, contendo 2 mL de
metanol, e colocados sob agitacdo em banho ultrassénico durante 10 min.
Completou-se o volume com fase mdvel (concentragdo de 50 pg/mL), e a
solucdo resultante também foi filtrada em membrana de nylon (0,45 pum).

Solugbes padrbes de trabalho foram preparadas conforme descrito
anteriormente para as amostras, utilizando padrdes de referéncia de FRS
(Farmacopeia Brasileira, lote 1002), SPR (Farmacopeia Americana, lote
KOF327) e HCTZ (Farmacopeia Brasileira lote 1003) para a concentracéo
final de 200 pg/mL, 50 pg/mL e 200 pg/mL, respectivamente.

2.5 VOLUME DE SEDIMENTAGCAO

Volume de sedimentagéo (F) foi determinado acondicionando 50 mL
de cada suspensdo, ap6s agitacdo magnética por 5 min, em provetas
mantidas a temperatura ambiente e sem agitacdo. O volume de
sedimentacdo foi medido em intervalos de 2, 4, 6, 8, e 24 h e calculado
utilizando-se a razdo entre o volume final de sedimento em equilibrio e o
volume total de suspensdo antes da sedimentacdo (MARTIN;
BUSTAMANTE; CHUN, 2003).

2.6 REDISPERSIBILIDADE
Volumes fixos de cada suspensdo (50 mL) em seus frascos originais

foram armazenados durante 7 dias a temperatura ambiente (25 + 2 °C) para
a completa sedimentacdo. O tempo necessario para a total redispersdo foi
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determinado ap6s as amostras serem misturadas com agitagdo moderada e 0
sedimento redistribuido, o resultado foi expresso em segundos.

2.7 POTENCIAL ZETA

O potencial zeta foi determinado por anemometria laser-Doppler em
equipamento Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, Reino Unido).
Amostras foram colocadas em cubeta especifica onde o potencial de + 150
mV foi estabelecido e os valores de potencial foram calculados como a
média da mobilidade eletroforética.

2.8 TAMANHO DE PARTICULA

As medidas de tamanho de particulas foram realizadas por difracdo a
laser em equipamento Mastersizer 2000 (Malvern Instruments Ltd,
Malvern, Reino Unido). O laser foi de 632,8 nm (He-Ne) e a faixa de
deteccdo variou entre 0,02 a 2000 um, em temperatura ambiente (25 + 2
°C). Devido as suspensfes apresentarem uma variedade de particulas com
diferentes indices de refracdo, o indice de refracdo do poliestireno de 1,59
foi utilizado (método de Mie). Cada frasco foi agitado e quantidade
suficiente de cada suspensao foi adicionada ao Mastersizer até se obter uma
intensidade de espalhamento de luz adequada (indicada pelo equipamento).
O diametro médio d (4,3), o qual é automaticamente calculado e relatado
pelo equipamento, foi utilizado. O d(4,3) é definido como:

In;xdf

d(4'3) = Inyxd} @
Em que ni é o nimero de particulas por diametro di.

Estas andlises foram realizadas ap6s a manipulacéo e ap6s 7 dias de
armazenamento.

2.9 AVALIACAO MICROBIOLOGICA

A avaliacdo microbioldgica foi realizada pelo teste de micro-
organismos Vviaveis totais e pela pesquisa de patdgenos especificos, segundo
o recomendado pelos compéndios oficiais (HAUSS, 2007; USP, 2007;
FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010). Todos os testes foram realizados
em duplicata utilizando uma primeira diluicdo (10™) em caldo Leethen.
Leethen é um caldo que contém lecitina de soja e polissorbato 80 (Tween
80), agindo como um diluente para inativar o efeito dos conservantes
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presentes na formulagdo (metilparabeno e propilparabeno). O meio
resultante denominado “Leethen” também contém enzima digestiva de
tecido animal e extrato de carne para fornecer nitrogénio, carbono,
vitaminas e minerais no caldo Leethen base. O cloreto de sodio presente
mantém o balango osmético, enquanto que a lecitina neutraliza os
compostos de amodnia quaterndria e, ainda, o polissorbato 80 neutraliza
fendis, hexaclorofenos, formalina e, juntamente com a lecitina, inativam o
etanol. Os parabenos sdo inativados pelas fortes liga¢6es de hidrogénio com
polissorbato (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

O teste para limite bacteriano foi preparado pipetando 1 mL da
primeira diluicdo (10" em fluido Leethen) para placas de petri estéreis
(duplicata). Imediatamente, 20 mL de Agar Caseina Soja (previamente
liquefeito e resfriado a aproximadamente 45 °C) foram adicionados as
placas. As placas de petri foram fechadas e homogeneizadas por rotagdo. O
conteudo foi solidificado a temperatura ambiente e em seguida as placas
foram invertidas e incubadas a 37 °C por 72 h. O mesmo procedimento foi
realizado para o teste de limite de fungos, bolores e leveduras, entretanto o
meio utilizado foi o Agar Sabouraud dextrose e as placas foram incubadas
por 7 dias a 25 °C.

O teste de pesquisa de patogenos especificos foi preparado utilizando
20 mL do Agar Verde Brilhante (Salmonella sp), Agar MacConkey
(Escherichia coli), Agar Cetrimide (Pseudomonas aeruginosa), e Agar
Vogel-Johnson (Staphylococcus aureus). As analises foram realizadas pela
adicdo de 1 mL da diluicdo 10° da cultura de micro-organismos de 24 h
feita na primeira diluicdo (amostras em fluido Leethen) e seguindo o
procedimento do teste. As placas foram incubadas a 37 °C e observadas
apos 24 h.

O teste farmacopeico permite a ocorréncia de ndo mais que 10 e 100
UFC/mL para fungos e bactérias, respectivamente, e requer a auséncia de
patégenos especificos.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES
3.1 ESTABILIDADE QUIMICA

A estabilidade quimica de um farmaco em suspensdo é normalmente
controlada pelo fato de que a degradagdo esta relacionada a concentracao
do farmaco em solugdo, em vez da concentracdo total de farmaco em
suspensao (LIEBERMAN; RIEGER; BANKER, 1996).

No Hospital Universitario as suspensdes extemporaneas sao
preparadas quando prescritas e, entdo, utiliza-se a matéria-prima para
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preparacdo das formulagfes pediatrica, evitando-se assim, a trituracdo de
comprimidos. As formula¢es anti-hipertensivas FRS-F1, SPR-F1 e HCTZ-
F1 foram preparadas para utilizagdo extemporanea, com vida Util estimada
de 7 dias (tempo médio de duragdo do tratamento). Apos a preparacao, as
propriedades fisico-quimicas foram determinadas e estdo demonstradas na
Tabela 2.

Tabela 2. Propriedades da formulacdo de furosemida 1 (FRS-F1), formulagdo de
espironolactonal (SPR-F1), formulacdo de hidroclorotiazida 1 e 2 (HCTZ-F1,
HCTZ-F2, respectivamente).

Formulagdo pH A: Solubilidade do B: Solubilidade do Razao

farmaco na suspenséo farmaco em agua entre

(5 mg/mL) (5 mg/mL) A/B
(ug/mL)  (ug/mL)  (ug/mL) (%)
FRS-F1 54 360 7,20 16,9 0,34 21,4
SPR-F1 6,4 5,81 0,12 26,3 0,53 0,22
HCTZ-F1 65 526 10,5 671 13,4 0,78
HCTZ-F2 3,3 501 10 671 13,4 0,75

Em geral, segundo a Farmacopeia Brasileira, suspensdes orais devem
conter ndo menos que 90% e ndo mais que 110% da quantidade de farmaco
descrito no rétulo. Uma perda superior a 10% da concentragdo inicial de
farmaco é considerado um indicador de instabilidade (HELIN-TANNINEN
etal., 2001; HAUSS, 2007; FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

As quantificacBes dos farmacos foram realizadas de acordo com as
metodologias previamente validadas por CLAE (BASAVAIAH;
CHANDRASHEKAR, 2005; HAUSS, 2007; TAGLIARI et al., 2008), as
quais demonstraram ser especificas para quantificacdo do farmaco sem
interferéncia dos excipientes e produtos de degradagdo. Com o objetivo de
identificar os picos cromatograficos relativos ao metilparabeno e ao
propilparabeno, estes compostos foram preparados em solugdes mais
concentradas e na mesma concentragdo que estdo presentes nas
formulagdes. Cromatogramas representativos da FRS-F1, SPR-F1, HCTZ-
F1, e HCTZ-F2 obtidos ap6s 7 dias de armazenamento sdo mostrados na
Figura 2. A quantificagdo de todas as formulagdes em diferentes condi¢des
de armazenamento (temperatura ambiente e sob refrigeracdo) esta
sumarizada na Tabela 3, os resultados estdo expressos como porcentagem
residual de farmaco (%).



68

10004

FRS
=)
‘é 500 -
SC
0 A A
300 5C SPR
= 200
100 MP
. PP B
1007 HCTZ
% 50 1 Mp
0 A c
100 1
HCTZ
o
'E 50 MP
e A
0 A D

Figura 2. Cromatogramas representativos de (A): formulagdo de furosemida 1
(FRS-F1); (B): formulacdo de espironolactona 1 (SPR-F1); (C): formulacdo de
hidroclorotiazida 1 (HCTZ-F1); (D): formulagdo de hidroclorotiazida 2 (HCTZ-F2)
apés 7 dias. AB: aminoclorobenzenedisulfonamida. MP: metilparabeno; PP:
propilparabeno; SC: sacarina sodica.

No caso de FRS-F1 e SPR-F1 nenhuma alteracdo significante foi
observada no perfil cromatografico. Entretanto, de acordo com a tabela 3, é
notéria a rapida degradacdo da HCTZ-F1, que apds 7 dias ja revela uma
diminuicdo maior que 10% da quantidade inicial de farmaco. HCTZ-F1
demonstra a baixa estabilidade da HCTZ em suspensdo e,
consequentemente, a necessidade de otimizacdo da formulacdo. O
cromatograma da HCTZ-F1 (Figura 2C) evidencia o aparecimento de um
pico adicional, resultado da hidrélise pH-dependente da HCTZ. Esta
instabilidade quimica é comumente observada para as tiazidas em solucdes
aquosas sendo o pH e a temperatura os principais fatores capazes de afetar a
estabilidade da HCTZ (YAMANA et al., 1969; MOLLICA et al., 1971;
ANGEL et al., 2005). Na faixa de pH entre 1,5 a 8,2, a estabilidade quimica
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favorece a HCTZ em meios mais acidos, e em solu¢des mais alcalinas, a
hidrolise completa pode ocorrer (YAMANA et al., 1969; ANGEL et al.,
2005). A literatura relata que a hidrdlise da HCTZ gera irreversivelmente
um produto com anel aberto, denominado
aminoclorobenzenodisulfonamida (AB) (MOLLICA et al., 1971). Apesar
da identificacdo do produto de degradagdo ndo ter sido realizada neste
trabalho, o pico adicional observado foi atribuido a este produto AB, por
estar muito bem descrito na literatura e ser o caminho de degradagdo mais
provavel nas condigBes apresentadas. A reacdo de hidrolise esta
demonstrada na Figura 3.

Tabela 3. Porcentagem residual de fArmaco na Formulacdo de furosemida 1 (FRS-
F1), Formulagdo de espironolactona 1 (SPR-F1), Formulacéo de hidroclorotiazida 1
e 2 (HCTZ-F1, HCTZ-F2).

x Tempo a (o b
Formulacao (dias) Teor® (%) = DPR
Temperatura Temperatura da

ambiente refrigeracéo
(25+2°C) 5x3°C)
FRS - F1 0 105+ 0,22 105+ 0,22
7 101 £ 0,08 100 £ 0,32
SPR _F1 0 101 £ 0,05 101 £ 0,05
7 97,6 £0,13 97,7+ 0,08
HCTZ — F1 0 102 £ 0,10 102 £ 0,10
7 90,8 +0,73 91,2+0,35
HCTZ — F2 0 96,9 = 0,56 96,9 £ 0,56
7 99,2 +£0,22 97,9+0,71

* media de trés determinacdes
® desvio padrao relativo

Neste contexto, visando a otimizacdo da formulacédo, o pH da HCTZ-
F1 foi ajustado de 6,5 para 3,3, por ser relatado como pH de estabilidade
méxima para a HCTZ (MOLLICA et al., 1971). O pH foi alterado com uma
solucdo aquosa de acido citrico a 2%. Este acido foi escolhido por se tratar
de um 4cido bastante utilizado para ajuste de pH além de ser muito
empregado na industria alimenticia para melhorar o sabor, sendo assim,
adequado para ingestdo oral (ROWE; SHESKEY; QUINN, 2009).

A melhora da estabilidade pode ser também atribuida ainda a
mudanga da solubilidade da HCTZ. Apesar da acentuada diminui¢do da
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guantidade de farmaco na forma ionizada de pH 6,5 para pH 3,3 (pk, de
7,9), a solubilidade da HCTZ, determinada experimentalmente, diminui
apenas cerca de 5% (de 526 pg/mL para 501 pg/mL - Tabela 2). Pode-se
notar, portanto, que a redugdo da solubilidade da HCTZ na formulagéo
otimizada pode contribuir para a melhora da estabilidade, porém nédo € o
principal fator.

i
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P 7. ¥ 7 2
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cl N cl NH ?H
HCTZ AB H—(|‘,—H
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Figura 3. Reacéo de hidrélise da hidroclorotiazida (HCTZ) em meio basico gerando
0 produto aminoclorobenzenodisulfonamida (AB). Fonte: adaptado de Mollica e
colaboradores (1971).

No pH 3,3 da HCTZ-F2, a carboximetilcelulose sédica ndo é um
agente promotor da viscosidade. Neste caso, a HCTZ-F2 foi considerada
adequada uma vez que se mostrou fisica e quimicamente estavel pelo
periodo de 7 dias. Caso uma formulacdo mais viscosa for necessaria,
sugere-se a alteracdo do polimero anidnico, carboximetilcelulose sédica,
por um polimero néo iénico, como a hipromelose, por exemplo.

A suspensdo HCTZ-F2 demonstrou o mesmo perfil cromatografico
apo6s 7 dias (Figura 2D), com teor de farmaco entre 96,89% - 99,19%
(Tabela 3), comprovando um periodo de estabilidade maior. Apesar de a
temperatura ser outro fator importante na estabilidade das suspens@es, neste
estudo as condicdes de armazenamento relacionadas a temperatura nao
influenciaram na estabilidade das suspensdes. Pode-se perceber que o teor
de farmaco para as suspensfes armazenadas em ambiente refrigerado ou
ndo refrigerado apresentaram-se muito similares (Tabela 3).

3.2 ESTABILIDADE FiSICA

A estabilidade fisica é de grande preocupacdo em se tratando de
preparacOes de curto prazo de armazenagem. Problemas como mudangas na
morfologia das particulas, agregacdo e sedimentagcdo irdo refletir na
dissolucdo do farmaco e consequentemente, na sua biodisponibilidade
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(YAMANA et al., 1969; HELIN-TANNINEN et al., 2001; LI, G,;
ZHANG, 2007; DEVENTER et al., 2009; ANGEL et al., 2005). Uma
formulagdo de suspensdo com adequado perfil de estabilidade fisica deve
ser livre de separacdo de fases, compactacdo das particulas (fendmeno
conhecido como caking), descoloracdo, entre outros. Se ocorrer
sedimentacdo, a suspensdo deve ser facilmente redispersa com agitacdo
moderada (LI, G.; ZHANG, 2007).

3.2.1 Volume de sedimentacao e redispersibilidade

A FRS-F1 demonstrou um sedimento poroso e floculado, com
valores de F diminuindo com o tempo, apresentando valor final de F = 28%
apos 24 h. O sedimento da suspensdo SPR—F1 foi floculado e consistente (F
= 27,2%, 24 h). Ja a HCTZ-F1 apresentou um sedimento denso com um
sobrenadante limpido (F = 19,6%, 24 h), diferente da HCTZ-F2 que
apresentou sedimento poroso e floculado (F = 29%, 24h). Uma formulacdo
com adequada estabilidade deve ser facilmente redispersa, como descrito
anteriormente. Este fato pdde ser observado para todas as formulacGes, uma
vez que os sedimentos foram redispersos ap6s, no maximo, 22s de agitagdo
leve, resultando em um sistema homogéneo.

3.2.2 Potencial zeta

O potencial zeta é uma propriedade fisica exibida por qualquer
particula em suspensdo como o resultado das cargas presentes, com suas
forgas de atragdo e repulsdo. A magnitude do potencial zeta dara indicacdes
da estabilidade do sistema (GREENWOOD, 2003).

Os valores de potencial zeta encontrados para FRS-F1 e SPR-F1
foram -3,19 mV e -8,15 mV, respectivamente. Estes resultados obtidos
estdo préximos da neutralidade e correspondem a instabilidade das
amostras, caracteristica de suspensfes extemporaneas. Esta carga negativa
em ambos 0s casos € resultante da carga superficial da carboximetilcelulose
sddica (pk, 4,5), uma vez que o pH destas suspensdes € maior que 0 pk, do
polimero.

Por se tratar do pH, fator fundamental para alteracdo do potencial
zeta, as formulagbes de HCTZ foram avaliadas quanto a esta caracteristica.
A suspensdo de HCTZ-F1 apresentou um potencial zeta de -48 mV, e para
formulacdo otimizada, HCTZ-F2, demonstrou um valor de -13,2 mV.
Diferentes valores de potencial zeta puderam ser observados para as
suspensdes de HCTZ-F1 e HCTZ-F2, e estdo relacionadas a quantidade de
farmaco na forma ionizada nos diferentes pHs (MOLLICA et al., 1971). Em
pH 3,3 a molécula de HCTZ praticamente ndo existe na forma ionizada
(CUDINA et al.,, 2005; BAKA; COMER; TAKACS-NOVAK, 2008).
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Portanto, o alto valor negativo do potencial zeta para HCTZ-F1 resulta, em
parte, da carga superficial da porcdo de farmaco ionizada. Além de que,
quando o pH ¢ ajustado para 3,3, 0 polimero (carboximetilcelulose sddica,
pk, 4,5) torna-se ndo ionizado em sua maioria, diminuindo o valor do
potencial zeta (-13,2 mV).

A HCTZ-F1 apresentou um valor mais negativo que a HCTZ-F2, ou
seja, as forcas de repulsdo estdo predominando frente as forcas de atracéo
das particulas. Neste caso forma-se um sistema defloculado, pois as
particulas ndo se agregam e continuam preservando seu carater individual.
Este tipo de sistema, em repouso, pode formar um sedimento com
compactagdo progressiva, o que pode dificultar a redispersibilidade da
formulagdo. Estes resultados estdo de acordo com o volume de
sedimentacdo encontrado para esta formulacdo. Este volume é medido com
apenas 24 h, o que pode ser um problema se a formulac&o ficar em repouso
por muitos dias.

No caso da HCTZ-F2 (-13,2 mV), com o ajuste do pH houve a
adicdo de ions de cargas opostas a formulagdo, suficiente para diminuir as
forgas elétricas de repulsdo, em que as particulas podem comecar a formar
flocos. Este fendmeno é conhecido como floculagdo. Nos sistemas
floculados, as particulas formam agregados frouxos, com baixo indice de
compactagdo e facilmente redispersos. Portanto, o menor valor em mddulo
de potencial zeta da HCTZ-F2 demonstra ainda uma melhora da sua
estabilidade fisica.

3.2.3 Distribuic¢io do tamanho de particulas

A difracdo a laser ¢ uma das principais técnicas atualmente
disponiveis para avaliagdo do tamanho de particulas na faixa entre
submicrémetros a micrémetros, amplamente utilizada para estudos de
estabilidade de tamanho de particula de sistemas dispersos (SYROESHKIN
et al., 2005; HAN et al., 2006). A mediana encontrada para as suspensdes
de FRS-F1, SPR-F1, HCTZ-F1 e HCTZ-F2 foi 141,2 um (Span de 2,795),
23,6 pum (Span de 11,974), 128,4 um (Span de 1,935) e 217,9 um (Span de
1,785) apds a preparacdo e cerca de 161,3 um (Span de 2,577), 39,0 um
(Span de 9,282), 119,8 um (Span de 2,051) e 216,1 um (Span de 1,991)
apés 7 dias de armazenamento, respectivamente. Os graficos
representativos da distribuicio do tamanho de particulas podem ser
visualizados na Figura 4. O didmetro médio das particulas ndo mudou
durante o periodo do estudo de estabilidade, indicando que ndo ocorreram
mudancgas como uma grande agregacdo das particulas. A pequena flutuacédo
da curva ndo é um indicativo de alteracdo no didmetro das particulas, e sim
pode ser atribuida a variacdo experimental desta técnica.
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Figura 4. Graficos da distribuicdo do tamanho de particulas dos farmacos na
formulacdo de furosemida 1 (FRS-F1), formulacdo de espironolactona (SPR-F1),
formulacdo de hidroclorotiazida 1 e 2 (HCTZ-F1, HCTZ-F2), realizados apds
preparacéo e apds 7 dias de armazenamento.
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3.3 ANALISE MICROBIOLOGICA

Contaminacao microbiana é outro problema importante relacionado a
qualidade das suspensdes. E fundamental que o ndmero de micro-
organismos presentes nas matérias-primas (biocarga) seja tdo pequeno
guanto possivel, uma vez que, se as condi¢cGes ambientais sdo favoraveis, 0s
micro-organismos podem se multiplicar e subsequentemente causar
mudancas na qualidade organoléptica do produto (odor e gosto
desagradavel, coloracdo estranha), diminuicdo da estabilidade e da
atividade do farmaco e até mesmo producdo de metabdlitos toxicos, como
as micotoxinas. Muitos patdgenos oportunistas que existem normalmente
na natureza, podem provocar doenga em humanos. Aqueles de maior risco
de infeccdo sdo 0s neonatos e criangas, pessoas com imunossupressao, 0s
enfermos e 0s idosos. Ademais, 0 metabolismo microbiano pode resultar
em degradacgdo quimica do farmaco e a ingestdo de micro-organismos pode
levar a uma infeccdo (DE LA ROSA; MEDINA; VIVAR, 1995; WOODS,
1997).

As suspensdes farmacéuticas ndo precisam ser estéreis, porém certas
formas de controle microbiol6gico sdo indispensaveis para garantir que
tanto o consumidor quanto o produto ndo estejam expostos a niveis de risco
inaceitaveis. Quando o meio dispersante da suspensao contém conservantes
antimicrobianos, recomenda-se o0 estudo da estabilidade (ARNDT et al.,
1999; HAN et al., 2006).

E crucial eliminar qualquer atividade residual do conservante na
formulagdo farmacéutica para realizar uma analise precisa dos micro-
organismos cultivaveis e viaveis. O caldo Leethen contem lecitina de soja e
polissorbato 80 (Tween 80) que agem como diluente e inativam o0s
conservantes da formulacdo (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

No presente estudo, apds a analise microbioldgica, nenhuma
contaminacdo de micro-organismos viaveis e cultivaveis pode ser detectada
nas formulagdes, além da auséncia de patdgenos especificos (Salmonella
sp, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus).
As suspensfes pediatricas estdo de acordo com os limites microbiol6gicos
estabelecidos na farmacopeia, que permite a ocorréncia de ndo mais que 10
UFC/mL e 100 UFC/mL para fungos e bactérias, respectivamente. A
administracdo destas suspensdes estudadas ndo acarretara na exposicdo dos
pacientes pediatricos a um risco de infec¢do adicional.

Os resultados apresentados neste capitulo indicam que a qualidade
microbioldgica foi excelente e sugere que as formulacdes contendo FRS,
SPR e HCTZ apresentaram estabilidade fisica, quimica e microbioldgica.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

Atualmente, estudos de suspensdes pediatricas normalmente
apresentam apenas dados da estabilidade quimica. Quando ambas as
estabilidades fisico-quimica e microbioldgica sdo avaliadas, a qualidade da
suspensdo pode ser mais bem garantida. Suspensbes de FRS e SPR
provaram ser estaveis durante o periodo do prazo de validade estimado, de
7 dias. Para a suspensdo contendo HCTZ, um ajuste de pH foi necessario
para atingir o periodo de estabilidade desejado. Desta forma, demonstrou-se
que as suspensdes podem representar uma opg¢ao terapéutica segura para o
tratamento de pacientes pediatricos no hospital.






CAPITULO 3 — Desenvolvimento de complexos de inclusdo de
hidroclorotiazida e ciclodextrinas, caracterizagdo fisico-quimica e
avaliacdo da permeabilidade
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1. INTRODUCAO

A HCTZ é um diurético da classe dos tiazidicos, descoberta em 1958
foi o primeiro farmaco realmente eficaz utilizada no tratamento de
hipertensdo arterial (RICHTERICH, 1958). A acdo farmacoldgica constitui
na atuacdo sobre o tdbulo distal ligando-se ao sitio dos ions cloreto do
sistema de cotransporte de soédio, inibindo sua agdo e causando natriurese
com perda de ions sddio e cloreto (RANG; RITTER; DALE, 2012). A
pouca absorcdo da HCTZ no trato gastrointestinal deve-se as suas
caracteristicas de baixa solubilidade e baixa permeabilidade, sendo
classificada pelo SCB como classe IV (AMIDON, G. L. et al., 1995; YU,
L. X. et al., 2002; KASIM et al., 2004). Apresenta, consequentemente,
baixa biodisponibilidade (60% a 80%), com muita variagdo. O farmaco
apresenta ainda problemas de instabilidade, como a hidrolise em solucéo
aquosa, descrita por Mollica e colaboradores (MOLLICA et al., 1971).

A via oral ¢ a via de escolha para administracdo de farmacos devido
a sua simplicidade, conveniéncia e baixo custo. O comportamento in vivo
de farmacos oralmente administrados dependera das caracteristicas de
solubilidade e permeabilidade (YU, L. X. et al, 2002; ANSEL;
POPOVICH; ALLEN, 2010). Grande percentual de candidatos a farmacos
apresentam falhas em estudos pré-clinicos, devido as propriedades
inadequadas de absor¢do. Farmacos que pertencem a classe 1V sdo os que
apresentam maior dificuldade para a administracéo oral (VASCONCELOS;
SARMENTO; COSTA, 2007).

Alteracdes podem ser feitas na formulagdo do medicamento para
melhorar as caracteristicas biofarmacéuticas sem partir para modificacdes
moleculares, como sintese de sais ou ésteres solUveis em agua. Existem
técnicas laboratoriais promissoras em termos da modulagéo da liberacéo e
absorcdo de farmacos (FLORENCE, A. T; ATTWOOD, 2003). Na area
farmacéutica, a utilizagdo de ciclodextrinas (CD) tem sido explorada
principalmente  no incremento da solubilidade, estabilidade e
biodisponibilidade de medicamentos. As CD constituem uma nova classe
de excipientes farmacéuticos compostas por unidades de D-glucopiranose,
que unidas originam estruturas ciclicas troncoconicas. As CD obtidas com
maior rendimento, conhecidas como naturais, contém seis, sete e oito
unidades de glicose, sendo denominadas de a-ciclodextrina (aCD), -
ciclodextrina (BCD) e y-ciclodextrina (yCD), respectivamente (Figura 1)
(VENTURINI et al., 2008). A estrutura espacial conica e a orientacdo dos
grupos hidroxilicos para o exterior conferem a estes acUcares ciclicos
propriedades fisico-quimicas Unicas, sendo capazes de solubilizar-se em
meio aquoso e ao mesmo tempo encapsular no interior da sua cavidade
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moléculas hidrofébicas. A estabilidade dos complexos de inclusdo pode
ocorrer por ligagdes ndo covalentes, como as interagdes hidrofobicas,
efeitos eletronicos, fatores estéricos e forcas de Vander Walls
(BREWSTER; LOFTSSON, 2007; SA BARRETO; FIGUEIRAS et al.,
2009; MADY et al., 2010; PATHAK et al., 2010).
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Figura 1. Estrutura representativa das ciclodextrinas. Fonte: adaptado de Venturini e
colaboradores (2008).

Diversos estudos e investimentos nos Gltimos anos possibilitaram
importantes reducGes nos custos de producgdo viabilizando sua aplicagio na
indUstria farmacéutica. Além das CDs naturais, surgiram promissores
derivados semissintéticos com elevada capacidade de reconhecimento
molecular e solubilidade aquosa, como a hidroxi-propil-B-CD (HPBCD), a
hidroxi-propil-y-CD (HPyCD), a sulfo-butil-éter--CD (SBBCD) e a metil-
B-CD randomizada (RMBCD), ampliando suas possibilidades de utilizagdo
(RASHEED; KUMAR; SRAVANTHI, 2008; RIBEIRO et al., 2007,
GAMSIZ, 2010).

O aumento da biodisponibilidade de farmacos através da
complexacdo com CDs é obtido devido ao incremento de solubilidade,
dissolu¢do, molhabilidade e permeabilidade que estes complexos
promovem indiretamente ao farmaco “hospede”. De uma maneira geral, as
CDs funcionam como transportadores moleculares, carregando as
moléculas hidrofobicas “hospedes” em solugdo até as membranas celulares
lipofilicas (para qual apresentam maior afinidade), facilitando sua absorcao
(BRITTO; NASCIMENTO; SANTQOS, 2004).

Devido ao problema de estabilidade da HCTZ detectado em
formulagdes pediatricas atualmente utilizadas no HU-UFSC, somado as
caracteristicas de baixa solubilidade e baixa permeabilidade do farmaco, foi
proposto um estudo de complexagdo da HCTZ com diferentes
ciclodextrinas para melhora das suas propriedades biofarmacéuticas. Neste
capitulo serdo apresentados os estudos de desenvolvimento dos complexos
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de inclusdo, uma completa caracterizagdo fisico-quimica, bem como
estudos de dissolucdo, permeabilidade in vitro e estudos de estabilidade em
solucdo aquosa basica.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 MATERIAIS

A HCTZ foi adquirida da Magistrale Farméacia de Manipulacdo
(Floriandpolis, Brasil) e as ciclodextrinas foram gentilmente doadas pela
empresa Labonathus (Campinas - SP), representante nacional da Roquette
Coporate (Lestem, Franca). Os demais reagentes e solventes utilizados
foram de grau de pureza cromatografico.

2.2 ESTUDOS DE SOLUBILIDADE DE FASE

O estudo de solubilidade de fases foi realizado conforme descrito por
Higuchi e Connors (1965), onde excesso da HCTZ (10 mg) foi adicionado
as solucdes de concentracdes crescentes de BCD (B-ciclodextrina 0-16
mM), yCD (y-ciclodextrina 0-123 mM) e HP-BCD (hidroxipropil-B-
ciclodextrina 0 — 46 mM). As suspensBes foram preparadas em diferentes
valores de pH (3,3; 4,5; 5,5) (ajustado com solucéo de &cido citrico a 2%) a
fim de se manter a estabilidade do farmaco durante a complexacdo. A
suspensdo foi submetida & agitagdo a temperatura ambiente (25°C + 2°C)
até atingir o equilibrio (24 h, determinadas experimentalmente).

A quantidade de HCTZ dissolvida foi determinada em
espectrofotébmetro (Cary 50 Bio, Varian, Estados Unidos) a 273 nm em
triplicata e as CDs ndo interferiram na quantificacdo do farmaco. O método
de variacdo continua (método de Job) foi realizado para a confirmacdo da
estequiometria do complexo (JOB, 1928). A variacdo da intensidade de
absorcdo ultravioleta da HCTZ foi plotada versus a fracdo molar (r),
representada na equacdo 1, numa faixa entre O e 1.

A constante de estabilidade aparente (Kc) foi calculada a partir do
diagrama de solubilidade de fases, de acordo com a equagao 2, em que S, é
a solubilidade do farmaco na auséncia da CD.

[HCTZ]
~ [HcTZ]+[BCD] @
Kc _ inclinagao ( )

So(1—inclinagdo)
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2.3 PREPARAGAO DOS SISTEMAS NO ESTADO SOLIDO

Os complexos so6lidos de HCTZ (297,74 g/mol) e BCD (1135,0
g/mol) foram preparados por diferentes processos: coevaporacao,
liofilizacdo, malaxagem seguida de liofilizacdo ou secagem por atomizagado
(spray-drying). A mistura fisica do farmaco e ciclodextrina foi preparada
como controle.

2.3.1 Coevaporacdo. Quantidades estequiométricas de HCTZ e BCD (1:1
M/M) foram solubilizadas em solugéo hidroalcéolica (1:1 v/v), ajustado pH
para 3,3 e colocados sob agitacdo a temperatura ambiente (25°C + 2°C) até
atingir o equilibrio (24 h). A solucéo foi filtrada (0,45 pum) e seca em
rotaevaporador a 50 °C até completa evaporacdo do solvente, e o baldo foi
raspado para recuperacao do solido formado.

2.3.2 Liofilizacdo. Quantidades estequiométricas de HCTZ ¢ BCD (1:1
M/M) foram solubilizadas em agua, ajustado pH para 3,3 e colocados sob
agitacdo a temperatura ambiente (25°C + 2°C) até atingir o equilibrio (24
h). A solucdo foi filtrada (0,45 pm), congelada a -40 °C por 24 h e
liofilizada em liofilizador Terroni LD 1500 (S&o Paulo — SP) por 24 h.

2.3.3 Malaxagem. Quantidades estequiométricas de HCTZ ¢ BCD (1:1
M/M) foram misturadas em gral de porcelana por 20 min, ap6s foi
adicionado 1 mL de agua ao pdé e misturado por mais 5 minutos, esse
procedimento se repete. A pasta formada foi colocada em um recipiente
com 50 mL de agua a 40 °C, ajustou-se o pH da solucdo para 3,3 (com
solucdo de &cido citrico a 2% em &gua ultrapura) e foi colocado sob
agitacdo magnética a esta temperatura por 20 min. Ap6s ser filtrada (0,45
pum), a solugdo foi colocada para secar em liofilizador ou spray-dryer.

2.3.3.1 Liofilizag&o. A solucdo resultante foi congelada a -40 °C durante 24
h e liofilizada em liofilizador Terroni LD 1500 (S&o Paulo — SP) por 24 h.

2.3.3.2 Spray-dryer. A solugéo foi seca em mini spray-dryer B-290 (Buchi,
Suica), temperatura de entrada de 180 °C, temperatura de saida de 62 °C,
fluxo de ar de 30 mL/min e pressdo de 1,5 bar.
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2.4 CAR@CTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DOS COMPLEXOS DE
INCLUSAO NO ESTADO SOLIDO

2.4.1 Calorimetria exploratéria diferencial (DSC), microscopia com
aquecimento e termogravimetria (TG)

As curvas de calorimetria exploratéria diferencial (DSC) foram
obtidas em célula DSC-60 (Shimadzu, Kioto, Japao) com a utilizacdo de
capsulas de aluminio parcialmente fechadas com aproximadamente 2 mg de
amostra sob atmosfera dindmica de nitrogénio (50 mL/min), com razdo de
aquecimento de 10 °C/min, na faixa de temperatura de 30 °C a 300 °C. O
equipamento de DSC foi previamente calibrado com padrdo de referéncia
indio (ponto de fusdo: 156,6 °C, AHsss = -28,54 J/g) e zinco (ponto de
fusdo 419,5 °C).

Ensaios de microscopia com aquecimento foram realizados em
microscopio Olympus BX50 equipado com um Mettler Toledo FP-82
(Barueri — SP). As amostras foram aquecidas em razéo de 10 °C/min até sua
fusdo total. Todo o processo foi filmado (software PVR plus). Todas as
andlises foram conduzidas como amostras secas. A calibracdo do
equipamento foi realizada com padrdo de referéncia cafeina (ponto de
fusdo: 235,6 °C £ 0,2 °C), benzofenona (48,1 °C £ 0,2 °C) e 4cido benzédico
(122,3°C+0,2°C).

A termogravimetria (TG) foi realizada em termobalanca TGA-50
(Shimadzu, Kioto, Japdo) na faixa de temperatura de 30 °C a 600 °C, em
cadinho de platina com aproximadamente 4 mg de amostra, atmosfera
dindmica de nitrogénio e razdo de aquecimento de 10 °C/min. O
equipamento foi previamente calibrado com padréo de referéncia de oxalato
de célcio.

2.4.2 Espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de
Fourier (1V)

Os espectros IV foram obtidos em equipamento FTIR Frontier
(PerkinElmer, Brasil) na faixa entre 4000 e 600 cm™, com uma média de 32
scans, na resolucéo do espectro de 4 cm™.

2.4.3 Difracao de raios-X de p6 (DRX)

Para avaliacdo da cristalinidade, padrfes de difracdo de raios-X
foram obtidos em difratometro modelo X Pert (Philips, Holanda), tubo com
anodo de CuKa, voltagem de 40 kV e corrente de 40 mA, em intervalo de
5° a 40° (20), com tempo de passo de 5 s.
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2.4.4 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

As andlises de microscopia foram realizadas no Laboratério Central
de Microscopia Eletronica da UFSC (LCME). As fotomicrografias da
HCTZ, mistura fisica e os complexos foram obtidas em microscopio
eletronico de varredura JEOL JSM-6390LV (Japdo). As amostras foram
fixadas em base metalica usando fita dupla-face, revestidas a vacuo em
Polaron E 5000 e diretamente analisadas.

2.5 QUANTIFICACAO DO FARMACO NOS COMPLEXOS DE
INCLUSAO NO ESTADO SOLIDO

A técnica de lavagem com solvente organico foi utilizada para
detectar a formacgdo de complexos verdadeiros e para determinar a
quantidade de farmaco livre em estado sélido (HUSSEIN; TURK; WAHL,
2007). Este método baseia-se no fato de que a BCD e seus complexos séo
insollveis em acetona, mas o farmaco livre é sol(vel. Para determinar a
quantidade de farmaco livre, uma aliquota (5 mg) de cada produto seco
obtido foi misturada com acetona (5 mL). O sobrenadante foi separado e
Seco a vacuo na temperatura de 50 °C, reconstituido em fase movel e
analisado por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). O teor de
HCTZ complexado foi determinado dissolvendo o complexo, previamente
lavado, com 400 pL de dimetilsulféxido (DMSO), e 9,6 mL de metanol.
Apo6s 12 horas, a BCD precipita e o sobrenadante foi centrifugado durante
10 minutos a 3000 rpm, removido, diluido em fase movel e analisado em
CLAE. A quantidade de HCTZ foi calculada de acordo com a equagéo 3.

__ [quantidade de HCTZ complexada

HCTZ complexada(%) - (HCTZ livre+HCTZ complexada )] x100 (3)

2.6 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

A quantificagdo da HCTZ foi determinada por metodologia
previamente validada por CLAE em fase reversa (Apéndice A). As analises
foram realizadas em cromatégrafo Shimadzu constituido de bomba LC-
10AD, detector UV-VIS modelo SDP-10AVP gerenciado pelo controlador
SCL-10AVP. Utilizou-se coluna Luna 5u C18 Phenomenex (150 x 4,60mm
e 5 um) mantida a 40 °C e detecgdo UV-VIS a 260 nm e pré-coluna (4.0
mm x 3.0 mm). A fase movel utilizada foi composta por agua (pH 3
ajustado com acido fosfdrico) e acetonitrila (80:20 v/v), eluida em um fluxo
de 1mL/min e volume de injecdo de 50 pL.
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2.7 SOLUBILIDADE DOS COMPLEXOS DE HCTZ:BCD

O teste de solubilidade foi realizado com excesso de farmaco (10
mg), mistura fisica e dos complexos obtidos em 10 mL de agua ou de fluido
intestinal simulado (pH 6,8) e deixados sob agitacdo magnética por 24 h em
temperatura ambiente (25 °C) e temperatura corporal (37 °C). As amostras,
em triplicata, foram filtradas em membrana de celulose 0,45 pm e a
concentracdo de HCTZ solubilizado foi determinada em espectrofotdmetro
(Cary 50 Bio — Varian, Estados Unidos) a 273 nm (ALEEM et al., 2008).

2.8 ESTUDOS DE DISSOLUCAO IN VITRO

O teste de dissolugdo foi realizado em 900 mL de fluido intestinal
simulado sem enzimas (tampdo fosfato de potassio 0,05 M - pH 6.8),
mantidos a 37 °C + 0,5 °C utilizando o aparato | (cesta), com velocidade de
agitacdo de 75 rpm, em sextuplicata. Amostras equivalentes a 50 mg de
HCTZ foram pesadas e acondicionadas em capsula tamanho 0. A
quantidade de HCTZ dissolvida foi determinada em espectrofotdmetro
(Cary 50 Bio — Varian, Estados Unidos) a 273 nm.

Apbs o ensaio, foram avaliados os fatores f1 (fator de diferenga) e
f2 (fator de semelhanca), calculados pelas equagdes 4 e 5 respectivamente:

flz{zn:(Rt—Tt)/Zn: Rt}.lOO
)

i=1 i=1

f2=50.log {1{%)2@ _Tt)Z}_ | ,100}
(5)

Onde Rt e Tt sdo as porcentagens cumulativas dissolvidas a cada
ponto de tempo selecionado do Referéncia e do Teste, respectivamente.

Valores de f1 maior que 15 (0-15) e f2 entre 50 e 100 implicam em
similaridade entre os perfis de liberacdo. Sendo utilizado somente um ponto
acima de 85% de farmaco liberado (MOORE; FLANNER, 1996; AHUJA;
KATARE; SINGH, 2007).

2.9 AVALIACAO DA PERMEABILIDADE INTESTINAL

Nos estudos in vitro de permeabilidade foi empregado o modelo de
permeabilidade intestinal com células Caco-2. Células (ATCC # HTB 37)



86

foram cultivadas conforme recomendacfes de Hubatsch e colaboradores
(2007) e padronizagdo do laboratério (KRATZ et al., 2011). Para os
experimentos de transporte, monocamadas celulares foram cultivadas em
insertos com membranas permeaveis de policarbonato a 37 °C, em uma
atmosfera de 5% de CO,, com uma densidade de 100.000 células por
inserto, por um periodo entre 21 e 25 dias para permitir a diferenciacdo
celular. A integridade da monocamada celular foi avaliada rotineiramente
através da resisténcia elétrica trans-epitelial (TEER) e da permeabilidade ao
Lucifer Yellow (marcador de integridade). Foram utilizadas apenas
monocamadas com valores de TEER acima de 200 Q/cm’ e valores de
permeabilidade < 2,0 x 107 cm/s. Os experimentos de transporte foram
realizados na direcdo apical—basolateral (absortiva) e foi utilizado como
tampdo de transporte o tampdo aquoso HBSS (pH 6,5 e 7,4 nos
compartimentos apical e basolateral, respectivamente, a fim de mimetizar
as condicdes in vivo). Em intervalos apropriados, aliquotas foram retiradas
do compartimento receptor e um volume equivalente de tampao foi reposto.
Ao final do experimento (2 h), aliquotas foram retiradas do compartimento
doador para o calculo do balanco de massa. As amostras foram
guantificadas por CLAE (apéndice A). Os resultados sdo expressos como
coeficiente de permeabilidade aparente (Pqpp), calculados de acordo com a
equacao 6, onde AQ/At representa a taxa de permeabilidade (quantidade de
amostra permeada por segundo); A é a area de difusdo das células (filtro) e
C, é a concentracdo inicial da amostra (TAVELIN et al., 2003):

Paps = (AQ/AY) X 1/AC, (6)
2.10 ESTUDO DE ESTABILIDADE QUIMICA

Estudo comparativo envolvendo a estabilidade da HCTZ livre,
mistura fisica e do complexo de inclusdo foram avaliados. Solugdes foram
preparadas em fluido intestinal simulado sem enzimas (tampdo fosfato de
potassio 0,05 M - pH 6.8) na concentracdo de 1 mg/mL e acondicionadas
protegidas da luz a temperatura ambiente (25 °C). Em cada tempo de
analise, as amostras foram diluidas para uma concentra¢éo de 10 pg/mL em
fase mdvel e analisada por CLAE em metodologia previamente validada
(apéndice A).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 ESTUDOS DE SOLUBILIDADE DE FASES

O método de solubilidade de fases, descrito por Higuchi e Connors
(1956), é a primeira ferramenta para verificacdo do aumento da solubilidade
da HCTZ induzida pela adigdo do agente complexante (CDs) (HIGUCHI,
CONNORS, 1965). O tempo de equilibrio termodindmico, determinado
experimentalmente, foi de 24h, correspondente ao tempo necessario para se
atingir o maximo de solubilidade da HCTZ. As representacdes graficas da
variacdo de solubilidade da HCTZ em funcdo do aumento da concentracdo
de diferentes CDs (BCD, yCD e HPBCD) sdo denominadas diagramas de
fase. Estes diagramas foram obtidos em diferentes valores acidos de pH
(3,3; 4,5; 5,5), uma vez que valores de pH basicos podem levar a hidrolise
da HCTZ, produzida neste ambiente, conforme descrito no capitulo 2.

O diagrama de fase obtido com yCD e HPBCD estdo representados
na Figura 2A, e com BCD a diferentes pHs na Figura 2B. O diagrama de
equilibrio que se estabeleceu durante a formacéo do complexo de incluséo
com a yCD e HPBCD (figura 2A) foram similares e podem ser classificados
como tipo B, ou seja, a formacgédo de complexos é de solubilidade limitada e
inferior a CD. O primeiro segmento da curva, segmento ascendente,
representa a formacdo de um complexo responsavel pelo aumento da
solubilidade da HCTZ, similar ao que ocorre em diagramas do tipo A
(descrito abaixo). Porém, a partir desta curva ascendente nota-se um limite
de solubilidade da HCTZ, isto &, a adi¢cdo de mais yCD ou HPBCD resulta
na formacdo de mais complexo com consequente precipitacdo, e a
concentracdo de HCTZ ndo complexada é mantida constante pela
solubilizacdo de HCTZ s6lida.

O diagrama de fase obtido na presenca de PCD (Figura 2B), nos
diferentes valores de pH, entretanto, revelou um diagrama do tipo A. Este
corresponde a formacdo de complexos solUveis, com aumento da
solubilidade da HCTZ conforme aumento da concentragdo de BCD. Por se
tratar de um diagrama linear, pode-se denominar pelo subtipo de diagrama,
AL

Segundo dados da literatura, a HCTZ apresenta dois valores de pK,
(7,0 € 9,2) (KADAM et al., 2011). Portanto, dependendo do pH da solucéo
aquosa, a HCTZ pode existir na forma neutra ou nas formas ionizadas
(figura 3). O efeito da ionizacdo do farmaco é aparente na formacéo de
complexos de inclusdo, observada na Figura 2B. Com a diminuicdo do pH,
ocorre uma diminui¢do da fracéo ionizada de fArmaco presente em solucéo.
Em pH 3,3 praticamente ndo existe f&rmaco na forma ionizada (calculada
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pela equacdo de Henderson-Hasselbalch — Equacdo 7). Esta condigdo da
presenca de espécie neutra em agua favorece a formacdo de complexos de
inclusdo devido a caracteristica apolar da cavidade da BCD, oferecida para
o0 alojamento da molécula hospede. Este estudo revela que ambas as formas
ionizadas e ndo ionizadas interagem com a BCD, porém a interagdo da
forma ionizada é mais fraca que da forma ndo ionizada. Resultados
similares ja& foram descritos em estudo da complexacdo da tolbutamida
(VEIGA et al., 1996).

Como valores de pH muito acidos sdo capazes de causar hidrdlise da
CD (MIRANDA et al., 2011), o pH de 3,3 foi selecionado para producao
dos complexos no estado sélido.

Diante de um segmento linear do diagrama de fase (A, Figura 1B),
com uma inclinacdo da reta menor que 1, assume-se a formacdo de
complexos de estequiometria 1:1 (M/M). Para confirmar a estequiometria
de formacdo do complexo, o método de variacdo continua, também
conhecida como plotagem de Job, foi verificado (Figura 3). De acordo com
este método, se existe um parametro fisico diretamente relacionado com a
concentracdo de complexo, este pode ser medido, desde que exista uma
variacdo da fracdo molar continua para os seus componentes (equacédo 7)
(JOB, 1928; RAJARAM,; SUNDARARAJALU;
MEENAKSHISUNDARAM, 2011; TABLET; MATEI; HILLEBRAND,
2012). O parédmetro fisico avaliado para este estudo foi a variacdo da
absorbancia a 273 nm (absor¢do maxima da HCTZ). A maxima
concentracdo molar de complexo esta presente na fracdo molar
correspondente a estequiometria de complexagdo, neste caso, exatamente
em 0,5 (Figura 4). Este valor corrobora com o encontrado no estudo de
solubilidade de fase, ou seja, confirma a estequiometria de complexacéo de
1:1 (M/M).

Devido ao tipo de curva obtida para o diagrama, a constante de
estabilidade (Kc) pode ser determinada a partir da inclinacdo da curva e
valor do intercepto (equacdo 2, equacao de Higuchi e Connors) (HIGUCHI,
CONNORS, 1965).

N
PH = pky +logio (fia1) (E4.7)

onde [HA] é a concentragdo molar da forma ndo ionizada e [A] é a
concentracdo molar da fora ionizada (PO; SENOZAN, 2001).
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Figura 2. Diagrama de solubilidade de fases entre HCTZ e yCD ou HPBCD em pH
= 3,3 (A), e HCTZ e BCD em pH 3,3; 45 e 5,5 (B); todos em solugdo aquosa a
temperatura ambiente (25°C).
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Figura 3. Representagdo esquematica da ionizacdo da hidroclorotiazida em
diferentes valores de pK,. Fonte: adaptado de Kadam e colaboradores (2011).

Os valores de K¢ obtidos para a HCTZ:BCD, solubilidade intrinseca
(So), solubilidade maxima (Smax) € eficiéncia de solubilidade (ES, Smax/ So)
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de acordo com os diagramas de solubilidade de fase estdo representados na
tabela 1.

o
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Fracdo molar

Figura 4. Plotagem de variagdo continua (método de Job) para o complexo HCTZ:
BCD (pH 3,3 a25°C, 273 nm).

Tabela 1. Dados do estudo de solubilidade de fases entre HCTZ:BCD 1:1 (M/M).
K¢ (constante de estabilidade), S, (solubilidade intrinseca), Spyax (Solubilidade
maxima), ES (eficiéncia de solubilidade).

Sistema pH Kc Sy Shnax ES
(MY (mg/mL) (mg/mL)

HCTZ: BCD 33 177 0,36 0,80 2,2

HCTZ: BCD 4,5 45 0,38 0,65 1,7

HCTZ: BCD 55 36 0,39 0,63 1,6

Pode-se perceber que os valores da constante foram diminuindo a
medida que aumenta o pH, revelando a sua menor interagcdo com o farmaco
conforme este vai sendo ionizado. Consequentemente, um maior grau de
ionizacdo apresenta maior hidrossolubilidade, demonstrado pela
solubilidade intrinseca (Sy).

Com estes estudos foi possivel eleger a BCD como a CD com
resultados mais promissores na solubilizagho da HCTZ, bem como
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estabelecer a propor¢do molar entre a HCTZ:CD de 1:1 (M/M) no pH
mais adequado.

3.2 INTERACOES ENTRE HCTZ E BCD

3.2.1 Analise térmica

A analise térmica é utilizada para estudos de compatibilidade entre
matérias-primas, pois é capaz de definir o ponto de fuséo das substéancias,
assim auxilia na selecdo dos excipientes adequados no estudo de pré-
formulagdo. A figura 5 representa as endotermas obtidas para a HCTZ,
mistura fisica e complexos obtidos por diferentes metodologias. A HCTZ
(Figura 5A) apresenta um evento de fusdo em 265,17 °C (AHg3,=123.38
Jig) e a BCD (Figura 5B) revela um evento endotérmico em 115,58 °C
(AH=163,22 J/g), evento proveniente da desidratacdo, ou seja, a liberacdo
das moléculas de 4gua alojadas na cavidade da CD. Esta liberacdo de agua
foi comprovada submetendo a amostra (CD) a um aquecimento até 200 °C,
para o total desprendimento das moléculas de &gua, e em seguida, apos a
amostra ser resfriada, esta foi submetida ao 2° ciclo de aquecimento até 300
°C. Pode-se notar na Figura 6 que o evento é proveniente das moléculas de
agua, pois ocorre no 1° ciclo apenas, sendo que no 2° ciclo ndo existe outro
evento. A liberacdo de 4gua também € evidenciada por TG, conforme sera
descrito posteriormente.

A curva DSC obtida para a mistura fisica 1:1 (m/m) da HCTZ e
BCD, observada na Figura 5C, é possivel visualizar dois eventos
endotérmicos, um em 114,32 °C e outro em 262,3 °C. Esta pequena
diferenca do ponto de fusdo do farmaco em seu estado puro e na mistura
fisica pode ser consequéncia de uma pequena interacdo entre o fA&rmaco e a
BCD, a solubilizagdo do farmaco na CD com o aquecimento. Para eliminar
a possibilidade de incompatibilidade, a analise de microscopia com estagio
de aquecimento foi realizada.

A figura 7 representa as imagens capturadas durante o estudo, em
que é possivel observar a fusdo do farmaco entre 264 °C e 266 °C (Figura 7
A2-A3) e o0 evento de perda de 4gua da BCD entre 110 °C e 118 °C (Figura
7 B2-B3) em razdo do embagcamento da lamina. Apesar desta técnica ndo
detectar um Unico valor de ponto de fusdo, apenas uma faixa em que €
possivel notar este fendmeno, apresenta-se Util para a caracterizacdo de
interacdo entre o fArmaco e a ciclodextrina. Por exemplo, as fotos C1, C2 e
C3 apresentam 0s mesmos eventos observados para a HCTZ e a BCD
quando estavam separados (Figura 7 A e B), indicando a auséncia de
incompatibilidade entre as amostras.
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Figura 5. Curvas de DSC obtidas para HCTZ (A), BCD (B), mistura fisica (C) e

diferentes métodos de preparacdo: coevaporado (D), liofilizado (E), malaxagem
seguida de liofilizac&o (F) malaxagem seguida de spray-drying (G).
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Figura 6. Curvas de DSC obtida para BCD. 1° aquecimento: 30 a 200 °C, 2°
aquecimento: 30 a 300 °C.

A pequena diferenca de temperatura observada nas curvas de DSC
deve-se, portanto a uma pequena interacdo entre o farmaco e a BCD, ja
observada anteriormente por Li e colaborados e também Delrivo e
colaboradores (LI et al., 2005; DELRIVO; ZOPPI; LONGHI, 2011).
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Figura 7. Ensaio de microscopia com estagio de aquecimento, em que A representa
a hidroclorotiazida e Al é na temperatura de 25 °C, A2 em 264 °C e A3 266 °C. B
representa a CD e B1 é na temperatura de 25 °C, B2 em 109 °C e B3 em 121 °C. C
representa a mistura fisica e C1 é na temperatura de 25 °C, C2 em 120 °C e C3 em
266 °C.

A DSC é um método amplamente utilizado por necessitar de pouca
amostra e prover resultados rapidos na caracterizacdo de sistemas
multicomponentes como os complexos de inclusdo em seu estado soélido
(GIORDANO; NOVAK; MOYANO, 2001). Todas as endotermas obtidas
para os complexos no estado solido produzidos por diferentes metodologias
(Figura 5D-G) demonstram a possivel formagdo de um complexo de
inclusdo entre a BCD e a HCTZ, pois a endoterma de fusdo caracteristica da
HCTZ diminui ou desaparece. Apenas o complexo obtido por liofilizagdo
apresentou um evento endotérmico préximo ao ponto de fusdo da HCTZ, o
que revela uma interacdo fraca entre a BCD e o farmaco complexados por
esta técnica. Podem-se notar na figura 5, ainda, novos eventos endotérmicos
em 166,24 °C (AH=68,35 J/g) para o coevaporado (5D), 123,58 °C
(AH=52,51 J/g) para o liofilizado (5E), 205,1 °C (AH=50,38 J/g) para a
malaxagem seguida de liofilizacdo (5F) e 184,21 °C (AH=129,98 J/g) para a
malaxagem seguida de spray-drying (5G). Estes resultados revelam que a
molécula héspede HCTZ adentrou na cavidade da BCD e algumas
moléculas de agua anteriormente ligadas em seu interior foram perdidas,
manifestando diferentes graus de interagéo entre a HCTZ e a CD de acordo
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com seu método de preparacdo. Este, por sua vez, vai refletir também na
estabilidade térmica do complexo de inclusdo formado, evidenciando maior
estabilidade para os complexos, em ordem crescente: coevaporado (166 °C),
malaxado seguido de spray-drying (184 °C) e malaxado seguido de
liofilizagdo (205 °C).

A termogravimetria (TG) é uma técnica analitica amplamente
empregada em conjunto com a DSC para analise térmica de compostos.
Uma analise sistematica das curvas TG (figura 8) demonstrou que a HCTZ
decompdem em cerca de 366 °C (8A, Am = 58,77%) e a BCD apresenta
decomposigdo em 349,7 °C (8B, Am = 76,55%). A perda de massa constatada
para a BCD em cerca de 105 °C ¢ relativa a perda de agua da cavidade da CD,
cerca de 9% (descrito na laudo da matéria-prima como porcentagem de &gua).
A mistura fisica (Figura 8C) revelou uma interacdo dos compostos, com uma
menor perda de dgua (Am = 7%) e uma degradacdo em cerca de 310 °C,
indicativo de uma pequena interacdo do farmaco com a ciclodextrina devido a
diminuicdo da quantidade de agua liberada da cavidade hidrofébica (de 9%
para 7%). O aquecimento é conhecidamente o responsavel pelo aumento da
interacéo entre molécula hospede e CD, em vista disto é utilizado no método
de malaxagem. Esta pequena interacdo evidencia uma diminuicdo da
temperatura de degradacdo térmica para 310 °C, sinalizando uma diminuicdo
da estabilidade térmica do farmaco na presenga da CD.

Todavia, os complexos de inclusdo exibiram uma estabilidade
térmica maior que a encontrada para a mistura fisica, com excecdo do
produto coevaporado (8D) que apresentou temperatura de degradacdo
similar (309 °C). A metodologia de coevaporacéo foi capaz de gerar um
complexo de inclusdo segundo o indicativo da curva de DSC, porém a
estabilidade térmica observada foi semelhante a da mistura fisica.

O complexo liofilizado exibiu uma perda de massa de 8,04% em 55
°C, que pode ser atribuida as moléculas de agua presentes na cavidade da
BCD que ndo complexou com a HCTZ, como observado no DSC (Figura
5E). Os complexos obtidos por malaxagem seguida de liofilizagdo ou
spray-drying manifestaram um evento de perda de agua, que por se tratar de
temperaturas muito baixas (54 °C e 70 °C, respectivamente) deve-se
provavelmente a moléculas de 4gua remanescentes do processo de secagem.

Para os produtos obtidos por malaxagem seguida de liofilizagéo ou
spray-drying constatou-se, ainda, um aumento da estabilidade térmica do
farmaco quando comparada a mistura fisica, em cerca de 320 °C para
ambos. Estes resultados indicam que as propriedades térmicas usuais
encontradas para a HCTZ foram alteradas ap6s a formacdo do complexo de
inclusdo.
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Figura 8. Curvas TG obtidas para HCTZ (A), BCD (B), mistura fisica (C) e
complexos obtidos por: coevaporacdo (D), liofilizacdo (E), malaxagem seguida de
liofilizacdo (F), malaxagem seguida de spray-drying (G).

3.2.2 Espectroscopia de infravermelho (1V)
A espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier € uma
metodologia analitica que pode ser utilizada na avaliacdo de interacGes entre o
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farmaco e a CD, em especial para farmacos que apresentem bandas de
absorcéo caracteristicas (VEIGA; PECORELLI; RIBEIRO, 2006).

Com a utilizacdo da espectroscopia do infravermelho é possivel
identificar as bandas caracteristicas de absor¢do da HCTZ, figura 9. No
espectro, as bandas visualizadas em 3350 cm™, 3252 cm™ e 3148 cm™ podem
ser atribuidas a vibracGes de deformacgdo axial dos &tomos de nitrogénio
presentes na molécula. A banda em 3350 cm™ corresponde & ligacdo N-H
pertencente ao grupo amina secundaria, enquanto que a banda em 3252 cm™
deve-se as vibragdes simétricas e em 3148 cm™ as vibragdes assimétricas do
grupo N-H da sulfonamida primaria. Adicionalmente, outra banda
caracteristica e intensa em 1602 cm™ pode ser atribuida & sobreposicdo de
bandas das ligagdes C=C do anel aromético e C-N. Ainda em 1333 cm™, 1320
cm® e 1150 cm™ podem ser observadas as bandas correspondente ao
grupamento SO, da sulfonamida e a banda em 1120 cm™ est4 associada ao
SO, do anel heterociclico.

A figura 10 apresenta todos os espectros obtidos para HCTZ, BCD,
mistura fisica e seus complexos. A BCD (10B) na forma ndo complexada,
apresenta moléculas de agua em sua cavidade, como pbde constatado nos
estudos de analise térmica, e estas ligaces O-H sdo capazes de sofrer
deformacéo originando a banda caracteristica em 1644 cm™. Os estiramentos
simétrico e assimétrico dos grupos OH localizados externamente a BCD
podem ser notados em 3300 cm™ e entre 1500 — 1200 cm™ o modo de
deformacéo destes grupos no plano da BCD. A banda de estiramento da
ligagdo C-H esta presente em 2926 cm™ e as bandas em 1146 cm™ e 1023 cm™
representam as bandas de estiramento assimétrico de C-O-C. A mistura fisica
(10C) ¢ a sobreposi¢do das principais bandas da HCTZ e da BCD. Para o
complexo de inclusdo obtido por liofilizagdo (10E) é possivel notar bandas
caracteristicas do farmaco e da BCD diferentemente dos outros complexos de
inclusdo. Este resultado confirma o observado no estudo de analise térmica
que este método nédo foi capaz de incluir a maioria de HCTZ na cavidade da
BCD.

Ja para os outros métodos de obtencdo de complexos de inclusdo
(Figura 10 D, 10F e 10G) pode-se notar uma diminuicdo ou até mesmo o
desaparecimento total da banda em 1643 cm™, indicando que a maior parte das
moléculas de agua da cavidade da BCD deu lugar ao hospede HCTZ. Nao ¢
possivel distinguir as bandas de estiramento das ligacdes N-H devido a
sobreposicdo da banda do grupo O-H da BCD acima de 3000 cm™.

E possivel visualizar ainda nos espectros que s&o pouco perceptiveis as
bandas de 1333 e 1320 cm™ do SO, da sulfonamida, porém a banda em 1150
cm™ continua intensa em todos os complexos de incluséo formados, o que se
pode inferir que o grupamento SO, da sulfonamida ndo esta incluido na
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cavidade da BCD. Ja o SO, do anel heterociclico anteriormente observado em
1120 cm™ ja ndo pode mais ser notado, bem como a acentuada diminuic&o do
sinal do anel aromético da HCTZ em 1602 cm™, revelando a incluséo da
porgao heterociclica e a quase total incluséo do anel aromatico.
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Figura 9. Espectro infravermelho obtido para HCTZ.

Baseado na espectroscopia de IV, uma proposta de como a HCTZ esta
inserida na cavidade hidrofobica da BCD esta demonstrada na Figura 11. Esta
determinacdo esta de acordo com a encontrada por Granero e colaboradores
por meio de determinagdo por modelagem molecular (ONNAINTY et al.,
2012). Contudo, outra analise como a de Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN) é necessaria para confirmacao exata de como a molécula esta alojada

na cavidade.
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Figura 10. Espectros infravermelho obtidos para HCTZ (A), BCD (B), mistura fisica

(C), e complexos obtidos por: coevaporacdo (D), liofilizagdo (E), malaxagem

seguida da liofilizagéo (F) e malaxagem seguida de spray-drying (G).

Figura 11. Representagdo esquematica do complexo de inclusdo HCTZ/BCD,
demonstrando a estrutura da HCTZ parcialmente inserida na cavidade da BCD.
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3.2.3 Estudos de difracéo de raios-X de p6 (DRXP)

DRXP ¢ uma técnica usual para o estudo de complexacao uma vez que
0s padrdes de difragdo dos complexos sdo distintos da superposi¢do dos
componentes separados (SAMI; PHILIP; PATHAK, 2010). A figura 12
apresenta os padrdes de difracdo obtidos para a HCTZ, BCD, mistura fisica e
seus respectivos complexos de inclusdo obtidos. O padrdo de difracdo da
HCTZ (figura 12A) foi caracterizado pela presenca de picos cristalinos em
9,57; 16,63; 17,20; 18,67; 19,07; 20,86; 21,43; 24,6; 28,82; 35,8 e 37,5 (26).
J4 a BCD (12B) exibiu picos cristalinos caracteristicos em 10,52; 12,39; 15,19;
16,91; 18,64; 20,77 e 22,56 (260). A mistura fisica revelou picos cristalinos da
HCTZ e da BCD, porém com intensidades reduzidas (Figura 12C).

Todos os complexos de inclusdo obtidos tiveram os difratogramas
aproximados e ressaltados na parte direita da figura 12. O complexo obtido
por coevaporagdo apresentou alguns picos caracteristicos da BCD, entretanto,
0s picos de maior intensidade do farmaco ndo apareceram no difratograma
12D, e um pico adicional com intensidade alta pode ser evidenciado em 20,69
(26), indicando uma diminuicdo da cristalinidade da amostra e a incluséo do
farmaco na cavidade da CD.

O produto obtido por liofilizagdo (Figura 12E) demonstrou uma
importante redugdo na cristalinidade da amostra, mas com a aproximagcao do
difratograma é possivel observar a manutengdo de um pico cristalino da BCD,
em 12,39 (260). Este resultado vai ao encontro da analise de IV, em que €
possivel identificar bandas caracteristicas da BCD, bem como da analise por
DSC que revelou uma menor interagdo do farmaco com a BCD, resultando na
formacdo de um complexo na presenca de moléculas de HCTZ e BCD na
forma livre. Os complexos obtidos por malaxagem seguida de liofilizagdo ou
spray-drying revelam alto grau de amorfizacdo da amostra, ainda que com a
aproximagdo dos difratogramas ndo seja possivel destacar nenhum pico
caracteristico. O processo de secagem aumenta o grau de amorfizacdo da
amostra, porém o que contribui muito para esta caracteristica foi o processo
prévio de producdo do complexo, a malaxagem. Este fato pode ser
evidenciado comparando o difratograma E e F, em que apenas 0 processo de
liofilizacdo ndo foi o responsavel pelo alto grau de amorfizacdo da amostra F.
Além de alterar as caracteristicas de cristalinidade do complexo formado, a
técnica de malaxagem aumentou o grau de interagdo entre o farmaco e a CD,
resultado que corrobora com a andlise de DSC, e ira interferir diretamente nas
propriedades fisico-quimicas do complexo.
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Figura 12. Difratogramas obtidos para o HCTZ (A), BCD (B), mistura fisica (C) e
das amostras secas por: coevaporagdo (D), liofilizagdo (E), malaxagem seguida da
liofilizag&o (F) e malaxagem seguida de spray-drying (G).

3.2.4 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

O estudo da microestrutura de materiais permite a observacdo dos
aspectos morfolégicos e fornece informagdes das propriedades fisico-quimicas
(PRALHAD; RAJENDRAKUMAR, 2004; YANG et al., 2011). As andlises
da microestrutura da HCTZ, mistura fisica e os complexos de inclusdo foram
realizadas em microscopio eletrdnico de varredura e estdo apresentadas na
figura 13.

A HCTZ apresenta-se na forma de grandes e irregulares cristais (Figura
13A) enquanto que a BCD (Figura 13B) revela uma estrutura na forma de
cristais poliédricos largos, sendo possivel observar ambos os cristais na
fotomicrografia da mistura fisica (13C). Todos os complexos de inclusdo,
observados de 13D a 13G, demonstram a formag&o de estruturas diferentes
das observadas tanto para o farmaco, quanto para a CD e sua mistura. Esta
observacdo mostra a influéncia da técnica de preparagdo na morfologia do
complexo obtido. O produto coevaporado (13D) apresenta-se na forma de
cristais muito pequenos e diferente da mistura fisica, ja observado no
padrdo de DRX e na alteracdo do ponto de fusdo revelada no DSC. Os
complexos de inclusdo obtidos por liofilizacdo (13E) e malaxagem seguida
de liofilizacdo (13F) demonstram morfologias similares, porém a DRX
indica uma leve diferenca, mas ambas com grau de amorfizacdo devido ao
processo de secagem (liofilizacdo), com maior grau para o produto que foi
previamente malaxado. O complexo obtido por malaxagem seguida de
spray-drying (13G) revela uma amostra com alto grau de amorfizacéo,
observada na analise por DRX, sugerindo um formato de esferas, porém
muito pequenas. Esta Ultima forma pode ainda, gerar melhores
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caracteristicas de fluxo para possivel desenvolvimento de uma forma
farmacéutica.

As alteragdes drasticas observadas na forma das particulas, no seu
aspecto e tamanho apontam para a existéncia de novas fases solidas e
corroboram com a formacgdo de verdadeiros complexos de inclusdo, ja
confirmada com as técnicas fisico-quimicas de caracterizacdo, mais
especificamente DSC, IV e DRX.

v
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Figura 13. Fotomicrografia obtida por microscopia eletronica de varredura para o
HCTZ (A), BCD (B), mistura fisica (C), coevaporado (D) liofilizado (E)
malaxagem seguida da liofilizacdo (F) e malaxagem seguida do spray-drying (G),
ordem de magnificacdo de 200x, e malaxagem seguida da liofilizacdo (F) e
malaxagem seguida do spray-drying (G), ordem de magnificacdo de 1000x.

3.4 QUANTIFICACAO DO FARMACO NOS COMPLEXOS OBTIDOS

A quantificagdo da HCTZ nos complexos foi realizada pelo método de
lavagem com solvente. O método constitui na solubilizagdo do farmaco livre
em acetona e ndo solubilizagho do complexo neste mesmo solvente,
permitindo a quantificacdo do farmaco livre. Para a quantificacdo de HCTZ
complexada, utiliza-se 0 DMSO para desestabilizar o complexo e o metanol
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para solubilizar o farmaco no meio, passivel de ser quantificado. Para tanto,
testes de solubilidade do farmaco e dos complexos foram realizados em ambos
os solventes para garantir a solubilidade necesséaria. Os resultados da
solubilidade da HCTZ em acetona revela um valor de 0,7 mg/mL. Este valor é
mais do que o0 necessario encontrado em 5 mg de complexo, uma vez que
devido a sua proporgdo molar de 1:1, em 5 mg de complexo existem apenas
1,04 mg de HCTZ possivel de ser complexada. Esta HCTZ deve ser
solubilizada em 5 mL de acetona (conforme metodologia), em que uma
solubilidade de 0,2 mg/mL ja seriam suficientes para solubilizar a HCTZ se
toda ela estivesse na forma livre. A solubilidade do complexo em acetona é
minima (0,0023 mg/mL), ndo interferindo na quantificacdo do farmaco de
forma significativa.

O farmaco complexado foi quantificado por CLAE conforme método
validado (Apéndice A) e seus resultados sdo expressos em porcentagem
(tabela 2). Da tabela, pode-se perceber grande quantidade de farmaco
incorporado no complexo por todas as técnicas de preparagdo, exceto o
produto obtido apenas por liofilizagao. Este complexo liofilizado apresentou,
nas técnicas fisico-quimicas de caracterizagdo, uma baixa interagdo entre o
farmaco e a HCTZ. Desta forma, foi possivel detectar o ponto de fusdo do
farmaco na curva DSC e bandas carateristicas da HCTZ e da BCD nos
espectros de IV, por conseguinte apresentou baixa quantidade de farmaco
incluido na cavidade da CD, sendo descartado dos estudos posteriores.

As outras técnicas de obtencdo geraram complexos com grande
guantidade de farmaco complexado, sendo um pouco mais efetivo 0 método
de coevaporacao e malaxagem seguida de spray-drying.

3.5 SOLUBILIDADE DOS COMPLEXOS SOLIDOS

A solubilidade dos sistemas binarios entre HCTZ e BCD foi avaliada
em agua e em fluido intestinal simulado pH 6,8 (Tabela 2). O fluido
intestinal foi selecionado devido & baixa absor¢do do farmaco no estdmago,
apresentando maior absor¢do no duodeno e porcdo superior do jejuno
(WELLING, 1986). A HCTZ apresenta baixa solubilidade em agua como
esperado para farmacos classe SCB IV, e como observado anteriormente na
solubilidade intrinseca (So) do diagrama de fase, tabela 1. A presenca da
BCD néo altera significativamente os valores da solubilidade do farmaco,
independente do meio de solubilizagdo utilizado.

Quanto aos complexos de inclusdo, nota-se uma melhora da
solubilidade em geral, pelos diferentes métodos de obtencdo. O complexo
obtido por liofilizacdo foi descartado das analises por baixa quantidade de
farmaco incorporado, o que reflete na solubilidade. O produto malaxado
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seguido de liofilizagdo, apesar de ndo ser o complexo com maior
quantidade de farmaco incluido na cavidade da BCD, apresentou o0s
melhores valores de solubilidade. O aumento de 103% e 129% observados
para este complexo em &gua e fluido intestinal, respectivamente, pode ser
explicado pelo aumento da molhabilidade deste pd, uma vez que se trata de
um complexo com cristalinidade reduzida, constatada por DRXP e MEV. O
produto coevaporado possui a maior quantidade de farmaco incorporado no
complexo, porém apresenta-se na forma de pequenos cristais, observados
no MEV, o que pode ter interferido em sua molhabilidade. O complexo
obtido por malaxagem seguida de spray-drying apresentou quantidade de
farmaco complexado semelhante ao coevaporado, porém com solubilidade
maior, fato que advém da sua estrutura mais amorfa que o produto
coevaporado, e menos que o produto malaxado e liofilizado. Todas as
caracteristicas fisico-quimicas determinadas para os complexos irdo refletir
no comportamento do sélido no estudo de dissolug&o.

Tabela 2. Quantificagdo da HCTZ na mistura fisica (MF) e complexos obtidos por
coevaporagdo (COE), liofilizagdo (LF), malaxagem seguida de liofilizacdo (MLF) e
malaxagem seguida de spray-drying (MSD).

Quantidade de Solubilidade Solubilidade em
HCTZ em agua fluido intestinal
(25 °C) simulado
pH 6.8 (37 °C)
(%) (Hg/mL) (Hg/mL)
HCTZ 100+£0,5 37,2+0,05 60,1 £ 0,05
MF 50+0,9 38,8 +0,08 61,2+0,04
COE 85+2.2 70,7 +£0,01 97,1+0,05
LIO 23+3,1 40,1+0,06 72,9 £0,09
MLF 78+1,1 75,2 £ 0,07 137,9£0,09
MSD 84+12 68,4 + 0,04 105,1 £ 0,03

3.6 AVALIACAO DO PERFIL DE DISSOLUCAO

O estudo do perfil de dissolugdo nos estagios iniciais do
desenvolvimento farmacéutico pode permitir a avaliacdo da qualidade de
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diferentes formulagBes, comparacdo dos produtos obtidos por diferentes
métodos e o grau de influéncia das mudancas relacionadas as formulagdes e a
formagdo correspondente dos complexos (GRAY; ZHENG; SESI, 2009).

A Figura 14 ilustra o perfil de dissolugdo plotado a partir dos valores
experimentais obtidos para HCTZ, mistura fisica, complexos de inclusdo
obtidos por coevaporagdo, malaxagem seguida de liofilizacdo ou spray-drying.
Pode-se observar na figura cerca de 3 tipos de curvas distintas. A HCTZ e a
mistura fisica (Figura 14 A e B) demonstram perfis de liberacdo muito
similares, revelando que a presenca da BCD ndo influencia no perfil de
dissolugdo, da mesma forma que néo interferiu no estudo de solubilidade do
farmaco descrito anteriormente. Outro perfil que pode ser observado é para
0 complexo obtido por coevaporacao (14 C), que se apresentou na forma de
pequenos  cristais com caracteristica cristalina visualizada nas
fotomicrografias e no difratograma. Devido a estas caracteristicas
cristalinas, apresenta um perfil de liberacdo gradual e caracteristico deste
complexo de inclusdo, com uma liberacdo de cerca de 30% ja no primeiro
ponto (5 min), maior que a encontrada para o farmaco de 16%. A liberacédo
do farmaco neste complexo ultrapassa 80% apdés 30 minutos de
experimento, revelando a melhora da dissolu¢do da HCTZ incluido na
cavidade da CD, proporcionado pelas hidroxilas livres presentes na parte
externa da pCD.
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Figura 14. Perfil de dissolucdo obtido para a HCTZ (A), mistura fisica (B),
coevaporado (C) malaxagem seguida da liofilizagdo (D) e malaxagem seguida do

spray-drying (E).
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Diferentemente, os complexos de inclusdo obtidos por malaxagem
seguida de liofilizacdo ou spray-drying foram evidenciados por meio das
técnicas fisico-quimicas com um maior grau de amorfizagdo, o que levou a um
alto grau de molhabilidade deste pé e refletiu no perfil de dissolugdo
observado em 14D e 14E. Nota-se uma liberacdo inicial maior que 50% de
HCTZ para ambos, atingindo-se a proximidade de 100% de liberagdo em
apenas 10 minutos, no caso do complexo malaxado seguido de liofilizagdo. O
produto obtido por malaxagem seguida de spray-drying demonstrou uma
liberacdo de mais de 80% em 30 minutos, semelhante ao coevaporado. Para
comparacao dos perfis de liberagdo dos farmacos com o da HCTZ, fatores de
diferenga e similaridade foram utilizados (f1 e f2), conforme proposto por
Moore e Flanner (MOORE; FLANNER, 1996). Os valores obtidos podem ser
visualizados na Tabela 3.

Tabela 3. Resultado dos valores obtidos nas comparac@es dos perfis de dissolugdo
dos perfis de diferenca (f1) e similaridade (f2) entre a HCTZ e: mistura fisica (MF),
coevaporado (COE), malaxagem seguida de spray-drying (MS).

Comparagéo f1 12

HCTZ x MF 5,60 74,20
HCTZ x COE 51,94 28,15
HCTZ x MS 94,15 14,87

Os fatores de diferenca e similaridade medem a proximidade entre
dois perfis de dissolucéo. Para as curvas serem consideradas similares, a
agéncia internacional Food and Drug Administration (FDA) estabeleceu
uma faixa padrdo para os valores de f2 entre 50 e 100, e para serem
consideradas diferentes o valor de f1 deve ser superior a 15% (MOORE;
FLANNER, 1996; SHAH, V. P. et al., 1998). Desta forma, a HCTZ e
mistura fisica apresentam perfis semelhantes, confirmando o fato de que a
BCD ndo alterou o perfil de liberagdo do farmaco. Pode-se inferir ainda da
Tabela 3, que todos os complexos obtidos apresentam diferenca dos perfis
de liberagdo, comprovando a melhora da dissolugdo do farmaco. Devido a
grande quantidade de farmaco liberada em pouco tempo, é desnecesséria a
correlacdo entre a HCTZ e o complexo obtido por malaxagem seguida de
liofilizacdo.
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3.7 ESTUDO DE PERMEABILIDADE IN VITRO

O complexo obtido por malaxagem seguida de liofilizacdo
apresentou-se como o sistema mais efetivo na melhora das propriedades de
dissolucdo da HCTZ, selecionado, portanto para realizacdo dos estudos de
transporte em células Caco-2 com o objetivo de investigar o possivel efeito
na permeabilidade do farmaco. A HCTZ pura e a mistura fisica também
foram avaliadas com o propoésito de comparacéao.

O modelo de células Caco-2 foi escolhido para este estudo uma vez
gue se mostra adequado para simulagdo do transporte intestinal dos
farmacos através das células, além de ja ter sido utilizado com sucesso para
modelo de permeabilidade de complexos com CDs (AGUEROS et al.,
2009; DAHAN et al., 2010; SZABADOS-NACSA et al., 2011).

Em todos os experimentos, o transporte do farmaco foi linear ao
periodo de tempo estudado. Medidas de TEER foram realizadas antes e
ap6s 0s experimentos para verificar a integridade das jungdes entre as
células e demonstrou que ndo ocorreu nenhum dano celular. Todos os
valores obtidos foram maiores que 200 Q cm? indicativo de integridade da
membrana celular. Adicionalmente, a incubacdo das monocamadas
celulares com a CD isolada, nas mesmas concentragdes presentes no
complexo, ndo afetou a viabilidade e as propriedades de barreira das
células, avaliada pelo marcador fluorescente “lucifer yellow”.

Os resultados estdo sumarizados na Tabela 4 em termos de
permeabilidade aparente (P,p) do lado apical para o basolateral. Nenhuma
variacéo significativa dos valores de Py, (p > 0,05) pbde ser observada
entre a HCTZ, sua mistura fisica e seu complexo de inclusdo. Este resultado
sugere que a CD, nesta concentracdo, agiu somente como um promotor da
solubilidade do farmaco e ndo revelou nenhum efeito significante na
abertura das juncdes intercelulares, ou seja, 0 processo de permeabilidade
intestinal passiva, ja descrito para esse farmaco, ndo foi afetado pelo
processo de complexacdo com CD. Entretanto, a quantidade total de
farmaco permeada em funcdo do tempo foi muito maior para o complexo
do que para a mistura fisica e HCTZ. Como a solubilidade aquosa do
complexo é superior em comparacdo ao farmaco isolado, é possivel teorizar
gue os complexos poderdo apresentar uma biodisponibilidade in vivo
superior devido a uma maior velocidade de solubilizacdo do farmaco nos
fluidos bioldgicos.
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Tabela 4. Valores de permeabilidade aparente (P,,,) através de células Caco-2 a 37
°C da HCTZ pura, mistura fisica (MF) ou na forma de complexo de inclusdo obtido
por malaxagem seguida de liofilizagdo (ML).

Amostras Permeabilidade Quantidade total
aparente (Papp) permeada
10 (cm/s) (Hg/mL)
HCTZ 4,37 0,11
MF 7,61 0,27
ML 5,82 0,37

3.8 ESTUDO PRELIMINAR DE ESTABILIDADE QUIMICA

A quantificacdo das amostras submetidas ao estudo de estabilidade
quimica em fluido intestinal simulado (pH 6,8) estdo demonstradas na
figura 15.
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Figura 15. Grafico representativo da quantidade de HCTZ determinada no estudo de
estabilidade quimica quando as amostras de HCTZ, mistura fisica (MF) e complexo
de inclusdo obtido por malaxagem seguido de liofilizagdo (ML) foram armazenadas
em tampao intestinal simulado (pH 6,8) durante 7 dias.

Novamente, a amostra produzida por malaxagem seguida de
liofilizacdo foi eleita para este estudo devido a suas melhores propriedades
observadas. A figura demonstra o efeito do pH na degradacdo da HCTZ
livre, como anteriormente detectado nas suspensfes aquosas de HCTZ
(capitulo 2). Em 7 dias, uma degradagdo acentuada da HCTZ de 15%,
enquanto existiu uma alteragdo minima da quantidade de HCTZ néo
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degradada no complexo de inclusdo (cerca de 3%). A mistura fisica
apresentou uma resposta muito semelhante &8 HCTZ pura. Este resultado
indica que a estabilidade quimica da HCTZ também foi melhorada quando
inserida na cavidade da BCD formando um complexo de inclusdo. Este foi
capaz de proteger o farmaco da reacdo de hidrdlise conhecida nesta faixa de
pH.

4. CONSIDERACOES FINAIS

As habilidades de solubilizagdo e complexacéo da pCD para com a
HCTZ puderam ser detectadas em diferentes técnicas de obtencdo dos
complexos de inclusdo. Baseada na completa caracterizacdo fisico-quimica
descrita neste capitulo, a formacao de complexos de inclusdo entre HCTZ e
BCD, na proporcdo molar 1:1 foi confirmada. O complexo de incluséo
obtido por malaxagem seguida de liofilizacdo demonstrou comportamento
superior no estudo da liberacdo do farmaco em fluido gastrointestinal
simulado. Estudos de permeabilidade in vitro revelaram para este complexo
uma maior quantidade de farmaco permeada em funcdo do tempo,
possibilitando importantes modificacGes biofarmacéuticas da molécula
hospede, como a melhora na biodisponibilidade. Além do fato da formacéo
do complexo manter a integridade do farmaco frente a condi¢Bes em que 0
farmaco puro sofre hidrolise. Desta forma, problemas de instabilidade do
farmaco em solucdo podem ser evitados, 0 que eventualmente pode ter um
potencial farmacéutico a ser explorado, como a sua veiculagdo destes
complexos em formas farmacéuticas aquosas que podem ser administradas
oralmente para pacientes pediatricos.



CAPITULO 4 — Desenvolvimento de complexos de inclusdo de
norfloxacino e ciclodextrinas, caracterizacao fisico-quimica e avaliagéo
da atividade antimicrobiana
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1. INTRODUCAO

Recentemente, muita atencdo tem sido voltada para o
desenvolvimento de estratégias que melhorem a biodisponibilidade oral de
farmacos poucos solUveis em agua (JUG et al., 2012; KAWAKAMI, 2012;
LU; PARK, 2012). As propriedades fisico-quimicas como lipofilicidade e o
pK, sdo criticas na promog¢do da permeabilidade através da membrana
plasméatica e na solubilidade aquosa com o objetivo de obter uma
dissolucdo eficiente e consequentemente, a absorcdo do farmaco
(FLORENCE; ATTWOOD, 2011). A estimativa dos farmacos atualmente
no mercado com caracteristicas de baixa solubilidade aquosa é cerca de
40%. Portanto, existe a real necessidade de estudos de desenvolvimento de
sistemas com a capacidade de aumentar a biodisponibilidade dos farmacos
(FAHR; LIU, 2007).

De acordo com o Sistema de Classificagdo Biofarmacéutica, o NFX
é classificado como classe 1V, ou seja, apresenta baixa solubilidade e baixa
permeabilidade (AMIDON, G. L. et al., 1995; BREDA et al., 2009). De
fato, uma dose usual de 400 mg, apenas cerca de 30-40% do farmaco é
absorvido (AL-RASHOOD et al, 2000). Devido a sua baixa
disponibilidade, altas doses diarias sdo necessarias, o que dificulta a
aderéncia do paciente ao tratamento e aumenta o surgimento de bactérias
resistentes aos antibidticos (PINA et al., 2010).

Para mudar este cenario, a complexacdo com as CDs tem se tornado
uma opgao atrativa, pois apresenta a capacidade de aumentar a solubilidade
da molécula hospede, além do fato de serem oligossacarideos capazes de
transportar as moléculas hidrofébicas através da membrana celular
lipofilica, levando consequentemente ao aumento da biodisponibilidade dos
farmacos (MESSNER et al., 2010; KYZAS; LAZARIDIS; BIKIARIS,
2012; MACHIN; ISASI; VELAZ, 2012). Além disso, as CDs protegem
contra oxidacdo e degradacBes quimicas e térmicas, aumentando sua
estabilidade (BREWSTER; LOFTSSON, 2007; IBRAHIM; EL-ZAIRY,
2009; MADY etal., 2010; PATHAK et al., 2010).

Muitas publicacdes descrevem diferentes técnicas e procedimentos
para formagdo de complexos de inclusdo entre farmacos e diferentes CDs.
A maioria das técnicas resulta em melhora das propriedades fisico-quimicas
quando comparadas ao farmaco puro. Em relacdo aos antibidticos, apesar
do estudo da atividade antimicrobiana ser de extrema importancia, nao é
rotineiramente avaliado em se tratando de complexos de BCD (DONOVA
et al., 2007; ABUO-RAHMA,; SARHAN; GAD, 2009; PATEL; JOSHI,
PATEL, 2012). Estudos preliminares da formagdo de complexos de NFX e
CDs tém sido descritos na literatura (GUYOT et al., 1995; DUA et al.,
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2007; LI; ZHAO; CHAO, 2008). Entretanto, estes ndo incluem um
completo estudo de diferentes métodos de complexacdo e de caracteristicas
fisico-quimicas, ou ainda sua influéncia na solubilidade do farmaco,
dissolucao e atividade antimicrobiana. O objetivo deste capitulo foi analisar
diferentes tecnologias em obter complexos de inclusdo de NFX com -
ciclodextrina (BCD), hidroxipropil-p-ciclodextrina (HPBCD) ou v-
ciclodextrina (yCD) e o estudo do efeito do fenémeno de inclusdo na
atividade antimicrobiana e no perfil de dissolucéo.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 MATERIAIS

O NFX foi obtido da empresa Galena (lote 070560, Sdo Paulo — SP)
e as ciclodextrinas foram gentilmente doadas pela empresa Labonathus
(Campinas - SP), representante nacional da Roquette Coporate (Lestem,
Franca).

2.2 ESTUDOS DE SOLUBILIDADE DE FASE

Conforme descrito no capitulo anterior, o estudo de solubilidade de
fases foi realizado conforme descrito por Higuchi e Connors (1965), com
excesso de NFX (10 mg) em solugfes de concentragdes crescentes de BCD
(0-14 mM), HP-B-CD (0-23 mM) e yCD (0-13 mM). As suspensdes foram
preparadas em diferentes pHs (pH=3,0 a 9,0), ajustadas com acido fosforico
1M ou hidréxido de sddio (NaOH) 1M e a suspensdo submetida a agitacdo
a temperatura ambiente (25°C = 2°C) até atingir o equilibrio (96 horas
determinadas experimentalmente).

A quantidade de NFX dissolvido foi determinada em
espectrofotdmetro (Cary 50 Bio, Varian, Estados Unidos) a 275 nm e em
espectrofluorimetro (Hitachi F4500, Japdo) com A de excitagdo em 330 nm
e A de emissdo em 445 nm. O estudo foi realizado em triplicata e as CDs
ndo interferiram na quantificacdo do farmaco. O método de variacdo
continua (método de Job) foi realizado para a confirmagdo da
estequiometria do complexo (JOB, 1928). A variacdo da intensidade de
emissdo de fluorescéncia do NFX foi plotada versus a fragdo molar (r),
representada na equacéo 1.

A constante de estabilidade aparente (Kc) foi calculada a partir do
diagrama de solubilidade de fases, de acordo com a equacgdo 2, em que Sy é
a solubilidade do farmaco na auséncia da CD.
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_ [NFX]
~ [NFx]+[BCD] @
slope ( )

c= So(1—slope)
2.3 TITULACAO POTENCIOMETRICA

O estudo potenciométrico foi realizado em um titulador automatico
Metrohm, modelo 844 Titrino Plus, em acetonitrila/dgua (1:1 v/v) devido a
baixa solubilidade do composto em agua. Utilizou-se eletrodo indicador de
vidro e eletrodo de referéncia (Ag/AgCl), calibrado com solucdo de HCI
(0,010 mol L) em acetonitrila/agua e uma solucéo padrdo de KOH (0,100
mol L) em 4gua, para leitura direta de pH (p[H] = -log [H*]). As solucdes
foram preparadas com &gua (bidestilada previamente na presenca de
KMnOj, e fervida) e acetonitrila, com a forca idnica ajustada para 0,100 mol
L com KCI. As medidas foram realizadas em célula termostatizada a
25,00 £ 0,05 °C, contendo o composto (0,05 mmol) em 50 mL de solucdo
acetonitrila/dgua (50:50 % V/V), sob fluxo de argdnio para eliminar a
presenca de CO, atmosférico. As solu¢Bes dos compostos tiveram o pH
ajustados para préximo de 3,0 pela adicdo de 100 pL de HCI 1,0 mol L™,
resultando em um volume final aproximado de 50,01 mL e foram tituladas
com solucéo padrdo de KOH 0,100 mol L™ com adic@es sucessivas de 0,05
mL até pH = 12,5 através do dosador automatico do préprio equipamento.
O valor de pK,, da solucéo acetonitrila/dgua utilizado para os célculos, foi
15,40 (HERRADOR; GONZALEZ, 2002). Os calculos foram feitos com
auxilio do programa BEST7 (MARTELL; MOTEKAITIS, 1992).

2.4 PREPARAGCAO DOS SISTEMAS NO ESTADO SOLIDO

Os complexos solidos de NFX (319,34 g/mol) e BCD (1135,0 g/mol)
foram preparados por diferentes processos: em solucdo, coevaporacao,
liofilizacdo, malaxagem seguida de liofilizacdo ou spray-drying. A mistura
fisica do fArmaco e ciclodextrina foi preparada como controle.

2.4.1 Em solucdo. Quantidades estequiométricas de NFX e fCD (1:1 M/M)
foram solubilizadas em &gua, ajustado pH para 3,0 e colocadas sob agitagdo
a temperatura ambiente (25°C £ 2°C) até atingir o equilibrio (96 h). A
solucdo foi filtrada, distribuida em tubos e seca sob vacuo a uma
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temperatura de 80 °C. ApGs a evaporagdo do solvente, os tubos foram
raspados para recuperacao do solido formado.

2.4.2 Coevaporacao. Quantidades estequiométricas de NFX e BCD (1:1
M/M) foram solubilizadas em solucdo hidroalcélica (1:1 v/v), ajustado pH
para 3,0 e colocadas sob agitacdo a temperatura ambiente (25°C + 2°C) até
atingir o equilibrio (96 h). A solucéo foi filtrada e seca em rotaevaporador a
50 °C até completa evaporacdo do solvente, e o baldo foi raspado para
recuperacdo do sélido formado.

2.4.3 Liofilizag&o. Quantidades estequiométricas de NFX e BCD (1:1 M/M)
foram solubilizadas em &gua, ajustado pH para 3,0 e colocados sob agitacdo
a temperatura ambiente (25°C + 2°C) até atingir o equilibrio (96 h). A
solucdo foi filtrada, congelada a -40 °C por 24 h e liofilizada em liofilizador
Terroni LD 1500 (S&o Paulo — SP) por 24 h.

2.4.4 Malaxagem. Quantidades estequiométricas de NFX e BCD (1:1 M/M)
foram misturadas em gral de porcelana por 20 min, ap6s foi adicionado 1
mL de 4gua ao pd e misturado por mais 5 minutos, esse procedimento se
repete. A pasta formada foi colocada em um recipiente com 50 mL de agua
a 40 °C, ajustou-se o pH da solucdo para 3,0 e foi colocado sob agitacéo
magnética a esta temperatura por 20 min. Apds ser filtrada, a solugdo foi
colocada para secar em liofilizador ou spray-dryer.

2.4.4.1 Liofilizagdo. A solucdo resultante foi congelada a -40 °C durante
24h e liofilizada em liofilizador Terroni LD 1500 (S&o Paulo — SP) por 24
h.

2.4.4.2 Spray-dryer. A solucédo foi seca em mini spray-dryer B-290 (Buchi,
Suica), temperatura de entrada de 180 °C, temperatura de saida de 62 °C,
fluxo de ar de 30 mL/min e pressédo de 1,5 bar.

2.5 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DOS COMPLEXOS DE
INCLUSAO NO ESTADO SOLIDO

2.5.1 Calorimetria exploratéria diferencial (DSC), microscopia com
aquecimento e termogravimetria (TG)

As curvas de calorimetria exploratdria diferencial (DSC) foram
obtidas em célula DSC-60 (Shimadzu, Kioto, Japdo) com a utilizacdo de
capsulas de aluminio parcialmente fechadas com aproximadamente 2 mg de
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amostra sob atmosfera dindmica de nitrogénio (50 mL/min), com razdo de
aquecimento de 10 °C/min, na faixa de temperatura de 30 °C a 300 °C.

Ensaios de microscopia com aquecimento foram realizados em
microscépio Olympus BX50 equipado com um Mettler Toledo FP-82
(Barueri — SP). As amostras foram aquecidas em razdo de 10 °C/min até sua
fusdo total. Todo o processo foi filmado, e usou-se para isso o software
PVR plus.

A termogravimetria (TG) foi realizada em termobalanga TGA-50
(Shimadzu, Kioto, Japdo) na faixa de temperatura de 30 °C a 600 °C, em
cadinho de platina com aproximadamente 4 mg de amostra, atmosfera
dindmica de nitrogénio e razdo de aquecimento de 10 °C/min.

2.5.2 Espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de
Fourier (1V)

Os espectros IV foram obtidos em equipamento FTIR Prestige
(Shimadzu, Kioto, Japdo) na faixa entre 4000 e 400 cm™, com uma média
de 32 scans, na resolucio do espectro de 4 cm™ em brometo de potassio
(KBr).

2.5.3 Difracao de raios-X de p6 (DRX)

Para avaliacdo da cristalinidade, padrdes de difracdo de raios-X
foram obtidos em difratometro modelo X’Pert (Philips, Holanda), tubo com
anodo de CuKao, voltagem de 40kV e corrente de 40 mA, em intervalo de 5°
a 40° (20), com tempo de passo de 5 s.

2.5.4 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

As fotomicrografias foram obtidas em microscépio eletrénico de
varredura Phillips modelo XL30 (Estados Unidos). As amostras montadas
em base metalica usando fita dupla-face, revestidas com ouro (350 A°) em
Polaron E 5000 e analisadas em MEV. As analises foram realizadas no
Laboratério de Caracterizacdo Microestrutural (LCM - UFSC), no
Departamento de Engenharia Mecénica — UFSC.

2.6 QUANTIFICACAO DO FARMACO NOS COMPLEXOS DE
INCLUSAO NO ESTADO SOLIDO

A técnica de lavagem com solvente orgénico foi utilizada para
detectar a formacdo de complexos verdadeiros e para determinar a
quantidade de farmaco livre em estado sélido (HUSSEIN; TURK; WAHL,
2007). Este método baseia-se no fato de que a BCD e seus complexos séo
insolveis em n-hexano, mas o farmaco livre é solGvel. Foi utilizado o n-
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hexano com 2% de acido acético para facilitar a solubilizacdo do NFX. Para
determinar a quantidade de farmaco livre, uma aliquota (5 mg) de cada
produto seco obtido foi misturada com n-hexano contendo 2% de écido
acético. O sobrenadante foi separado e seco sob vacuo na temperatura de 50
°C, reconstituido em fase mdvel e analisado por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE). O teor NFX complexado foi determinado
dissolvendo o complexo, previamente lavado com 400 pL de
dimetilsulfoxido, em &gua acidificada (2 % de &cido acético). Apds 12
horas, a BCD precipita e o sobrenadante é centrifugado durante 10 minutos
a 3000 rpm, removido, diluido em fase mével e analisado em CLAE. A
guantidade de NFX foi calculada de acordo com a equacao 3:

quantidade de NFX complexado

NFX complexado(%) = [ ]x100 (3)

(farmaco livre+farmaco complexado )
2.7 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE)

A quantificacdo do farmaco foi determinada por metodologia
previamente validada em CLAE em fase reversa, com deteccdo por
fluorescéncia para doseamento do NFX em complexos de inclusdo
(Apéndice A). As analises foram realizadas em cromatégrafo Shimadzu
constituido de bomba LC-10AD, detector UV-VIS modelo SDP-10AVP
gerenciado pelo controlador SCL-10AVP. Utilizou-se coluna Luna 5u Cyg
Phenomenex (150 x 4,60 mm e 5 um) mantida a 40 °C e detec¢do por
fluorescéncia com 278 nm de excitagdo e 445 nm de emissdo e pré-coluna
(4.0 mm x 3.0 mm). A fase movel utilizada é composta por tampao sodio
hidrogeno fosfato 20 mM (pH 3 ajustado com acido fosfdrico) e acetonitrila
(86:14 v/v), eluida em vazdo de ImL/min e volume de injecdo de 20pL.

2.8 SOLUBILIDADE DOS COMPLEXOS DE NFX:BCD

O teste de solubilidade foi realizado com excesso de farmaco (10
mg) e dos complexos obtidos em 10 mL de &gua ou de fluido intestinal
simulado (pH 6,8) e deixados sob agitacdo magnética por 24 h em
temperatura ambiente (25 °C) e temperatura corporal (37 °C), em triplicata.
As amostras foram filtradas em membrana de acetato de celulose 0,45um e
a concentracdo de NFX solubilizado foi determinada em espectrofotdmetro
(Cary 50 Bio — Varian, Estados Unidos) a 275 nm (ALEEM et al., 2008).
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2.9 ESTUDOS DE DISSOLUGAO IN VITRO

O teste de dissolugdo foi realizado em 900 mL de fluido intestinal
simulado sem enzimas (tampédo fosfato de potassio 0,05 M - pH 6.8),
mantidos a 37 °C £ 0,5 °C com a utilizacdo do aparato | (cesta), com
velocidade de agitagdo de 75 rpm. Amostras equivalentes a 400 mg de NFX
foram pesadas e acondicionadas em capsula tamanho 0, em sextuplicata. A
quantidade de NFX dissolvido foi determinada em espectrofotdmetro (Cary
50 Bio — Varian, Estados Unidos) a 275 nm.

Apbs o ensaio, foram avaliados os fatores f1 (fator de diferenga) e
f2 (fator de semelhanca), calculados pelas equagdes 4 ¢ 5 respectivamente:

flz{zn:(Rt—Tt)/Zn: Rt}.lOO
0

i=1

£2=50.log {[u(%)i(m _Tt)z}_ | _100}
)

Onde Rt e Tt sdo as porcentagens liberadas em cada tempo.

Valores de f1 maior que 15 (0-15) e f2 entre 50 e 100 implicam em
similaridade entre os perfis de liberacdo. Sendo utilizado somente um ponto
acima de 85% de farmaco liberado (MOORE; FLANNER, 1996; AHUJA;
KATARE; SINGH, 2007).

2.10 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A atividade antimicrobiana dos complexos em estudo foi avaliada
pelo método de difusdo em agar, como descrito por Froelich e Schapoval
(1990) (FROEHLICH; SCHAPOVAL, 1990; FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2010). Culturas ativadas de Staphylococcus epidermidis
ATCC 12228, cultivadas em meio antibiético 1 foram suspensos com 0,9%
de salina e a suspenséo obtida foi ajustada para 25 + 2% de transmitancia a
580 nm, com o objetivo de obter o inéculo (1 x 108 UFC/mL). Para formar a
camada base, aliquotas de 20 mL de Meio Antibi6tico 11 foram colocadas
em seis placas de Petri. Apés sua solidificagdo, 5 mL do Meio Antibi6tico
11, inoculados com o micro-organismo (0,7%) foram espalhados em cima
da camada base. Apos a solidificacdo, cilindros de aco foram colocados.
Para cada cilindro, 150 pL de solugdo padrdo de NFX ou proporcional de
solugdo de complexos de inclusdo foram adicionados, nas concentragdes de
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10, 20 e 40 pg/mL. Apos o periodo de incubagédo (32-35 °C por 16-18 h), os
didmetros das zonas de inibicdo foram medidos com o auxilio de um
paquimetro digital (Starret®, Brasil). Os ensaios foram realizados em
duplicata, utilizando 6 placas para cada um. A poténcia antimicrobiana dos
complexos de NFX foi calculada de acordo com a equacdo de Hewitt
(equacdo 6) (HEWITT, 1977). A validade do modelo de linhas paralelas
escolhido foi verificada por ANOVA (P = 0,05).

Poténcia (%) = Antilog C x 100 (6)
Onde C é a concentragdo do farmaco.

2.11 ANALISES DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN)

A formagéo do complexo de inclusdo entre 0 NFX e BCD foi ainda
investigada através de analises espectroscopicas de RMN. Para isso, 0s
experimentos de RMN de 'H e experimentos de Efeito Nuclear Overhauser
foram realizados a 30 °C em D,O em um espectrémetro de RMN Bruker
AVANCE 111 HD 600, operando a 14,1 Teslas, observando o ncleo de *H
a 600.13 MHz. Os espectros de RMN de 'H foram adquiridos com 64K
pontos, janela espectral de ~10,5 ppm, promovendo uma resolucdo digital
de 0,19 Hz, tempo de reciclagem de 1s e acumulando-se 8 varreduras.

Os experimentos de RMN ROESY 1D foram adquiridos através da
excitacdo seletiva dos ndcleos em 3,84 e 3,74 ppm, correspondentes aos H-
3 e H-5 da unidade de BCD, pela aplicacdo de pulsos seletivos de 180°. Os
espectros foram adquiridos com 32K pontos, janela espectral de ~10,5 ppm,
tempo de mistura de 400ms para a transferéncia de magnetizacao, tempo de
reciclagem de 2s e acumulando-se 4k varreduras.

Os espectros de RMN 1H e ROESY 1D foram processados pela
aplicacdo de uma multiplicacdo exponencial dos FIDs por fatores de 0,3 e
de 1 Hz, respectivamente, seguido da transformada de Fourier. Os
deslocamentos quimicos estdo expressos em ppm, em relagdo ao sinal do
TMSP-d4 em 0,00 ppm.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 ESTUDOS DE SOLUBILIDADE DE FASES

Para avaliacdo da solubilidade do NFX em concentra¢Ges crescentes
de BCD, yCD e HPBCD em diferentes valores de pH, os diagramas de

solubilidade de fase foram obtidos, como mostra a Figura 1. Observa-se que
a solubilidade aparente do NFX aumenta linearmente em fungdo da
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concentracdo de BCD, correspondente a uma curva do tipo A_ de acordo
com Higuchi e Connors (1965), enquanto que curvas do tipo Bs foram
obtidas para yCD e HPBCD. Uma curva do tipo B indica que a formagéo do
complexo de inclusdo tem solubilidade aquosa limitada, enquanto que uma
curva do tipo A_ corresponde a formacdo de complexos de inclusdo
soliveis em uma proporgdo molar 1:1 (NFX:BCD). Os valores de pH
influenciam na protonacdo de diferentes grupamentos da molécula, o que
afetard a solubilidade e afinidade pela cavidade da CD. Devido as
divergéncias/inconsisténcia de dados da literatura (ROSS; RILEY, 1990;
YU, X.; ZIPP; DAVIDSON, 1994; MUSA; ERIKSSON, 2009), os valores
de pK, da molécula de NFX foram determinados experimentalmente. De
acordo com a titulagdo potenciométrica, foi possivel identificar quatro
diferentes valores de pK,, representados na Figura 2.
8
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Figura 1. Diagrama de solubilidade de fases de NFX e BCD a diferentes valores de
pH, e com BCD, yCD, e HPBCD em pH = 3,0, todos em solucdo aquosa a
temperatura ambiente (25 °C).

Os estudos de solubilidade de fase foram investigados em quatro
valores diferentes de pH. Os valores de pH de 3 e 4 foram ajustados com
acido acético (0,01M). De acordo com a equacdo de Henderson-
Hasselbalch, em pH 3 existe um equilibrio entre as formas A e B (56:44 %),
e em pH 4 existe 11% de forma A e 89% de forma B. Apos o ajuste de pH
com 4&cido acético, as entidades A e B sdo convertidas em um sal de
triacetato in situ; a forma B, entretanto, continua exibindo uma porcéo
ionizada. Portanto, em pH 4, 90 % de NFX existe na forma ionizada
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enquanto que em pH 3 apenas 44% esta na forma ionizada. Para obter os
valores de pH de 7 e 9, hidroxido de sédio (0,01M) foi utilizado. Em pH 7,
11% da entidade B e 87% da entidade C pode ser encontrada na forma de
sal sddico, ambos existindo na forma ionizada (carga +3 e +2,
respectivamente). Em pH 9, NFX existe em sua maioria na forma C (28%)
e D (71%); estas espécies originam sais sodicos com uma carga resultante
de +2 e +1, respectivamente.

HZN\/ Hye

HZN\/ Hac HzN\/ Hac

W”; kafm

Figura 2. Estrutura do NFX com seus respectlvos valores de pk, determinados
experimentalmente de cada grupamento quimico passivel de protonagéo.

Diante do exposto, em pH 4, 7 e 9 a molécula de NFX demonstra
mais porcdes ionizadas que em pH 3, revelando um maior grau de
hidrofilicidade, o qual ndo é compativel com a inclusdo na cavidade apolar
da CD (LOFTSSON; BREWSTER, 2012). Em pH 3, a molécula apresenta-
se com menor grau de ionizacdo, a qual gera uma melhor afinidade com a
cavidade hidrofébica da BCD. Uma vez que a CD hidrolisa em meio
fortemente acido (MIRANDA et al.,, 2011), pH 3 foi selecionado para
continuar os estudos

A extensdo da complexacdo em meio aquoso é caracterizada pela
constante de estabilidade ou de associagdo (Kc), considerando-se a
formacéo de complexos NFX:BCD 1:1, a Kc f0| calculada de acordo com a
Equacdo 2 e o valor obtido foi de 121,11 M™ para pH 3. Alguns autores
estabelecem faixas ideais para valores de Kc, como entre 200 e 5000 M™
(PITHA; SZENTE; SZEJTLI, 1983), todavia, complexos de inclusdo com
valores entre 7 e 100 M™ ja foram produzidos por muitos autores, tendo
todos eles revelado melhores propriedades fisico-quimicas e
biofarmacéuticas que os respectivos farmacos isolados, portanto ndo sendo
valores para exclusdo do estudo. A solubilidade de fase em agua na
presenga de 12 mM de BCD revelou um aumento de cerca de 4 vezes na
solubilidade quando comparado ao NFX puro.
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3.2 ESTUDOS DE FLUORESCENCIA

O espectro de fluorescéncia do NFX em solucdo aquosa estd
representado na Figura 3.
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Figura 3. Espectro de fluorescéncia do NFX em presenga de BCD (A), yCD (B), e
HPBCD (C) em solucéo aquosa a temperatura ambiente (25 °C, pH =3,0). Aex= 330
nm e Aem= 445 nm.
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Nos espectros de fluorescéncia pode-se notar um aumento da
intensidade de fluorescéncia quando na presenca de qualquer CD. Uma
analise mais critica dos espectros demonstra que 0 maior aumento na
intensidade de fluorescéncia foi obtido com a BCD, resultado que sugere a
formagdo de complexos de inclusdo entre 0 NFX e a BCD. Este polimero
fornece uma cavidade hidrofébica para inclusdo da molécula de NFX, de
modo que a forte interagdo entre os dois resulta em uma maior rigidez da
molécula, consequentemente aumenta a intensidade de fluorescéncia
emitida, como descrito por Li e colaboradores (2008) (LI; ZHAO; CHAO,
2008).

Além do mais, um pequeno deslocamento do comprimento de onda
de emissdo pode ser notado quando se compara o grafico no NFX puro e do
NFX na presenca de BCD, também sugerindo a formagao de complexo.

O método de Job foi realizado com o objetivo de confirmar a
estequiometria do complexo, representada na Figura 4. A plotagem
observada mostra um ponto maximo na fracdo molar a exatamente 0,5,
confirmando a estequiometria do complexo NFX:BCD ¢é de 1:1 (M/M). Os
estudos de fluorescéncia estdo de acordo com os de solubilidade de fase e a
BCD foi selecionada para produzir os complexos de inclusdo no estado
solido.
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Figura 4. Plotagem de variagdo continua (método de Job) para o complexo NFX:
BCD (Aex= 330 nm, xem= 445 nm, Slit ex/em=15 nm).
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3.3 INTERAGOES ENTRE NFX E BCD

3.3.1 Analise térmica

A DSC tem sido proposta como uma rapida ferramenta analitica para
avaliacdo das interacOes fisico-quimicas entre farmacos e CDs por meio da
comparacdo das endotermas obtidas na mistura fisica 1:1 (m/m)
(GIORDANO; NOVAK; MOYANO, 2001; LI etal., 2005).

As curvas DSC obtidas para NFX, BCD, mistura fisica e amostras
obtidas por diferentes métodos de secagem (sob vacuo a 80 °C, liofilizacéo,
coevaporacdo, malaxagem seguida de liofilizagdo ou spray-drying) estdo
demonstradas na Figura 5. A curva DSC para 0 NFX exibe um evento
endotérmico em 217 °C (AH fusdo= -175.42 J/g) correspondente ao ponto de
fusdo do farmaco seguido de um evento exotérmico, caracteristico do NFX. A
degradagéo térmica do fA&rmaco ocorre em dois eventos, um em 350 °C e outro
em 430 °C, demonstrada pela curva TG do farmaco (Figura 7A). A curva DSC
para a BCD contém um evento endotérmico a 99 °C (AH = -244,55 J/g)
associado provavelmente a perca de agua da molécula. Este fato pode ser
confirmado pela TG, em que a perda de massa nesta faixa foi cerca de 9%, o
mesmo valor encontrado no laudo da matéria-prima, comprovando que na
faixa de temperatura até 300 °C € o Unico evento que este polimero sofre. O
mesmo tem sua degradacdo em torno de 350 °C, como pode ser visto na curva
TG (figura 7B).

Ambos o0s eventos endotérmicos evidenciados nas matérias-primas
separadas podem ser observados na mistura fisica (5C), o que demonstra a
auséncia de interacdo entre os dois componentes no estado sélido frente a taxa
de aquecimento. Este fato foi comprovado com a utilizagdo da microscopia
com estagio de aquecimento (Figura 6). Esta técnica ndo tem sido muito
explorada no ambito dos complexos de inclusdo, entretanto, permite a
observacdo do comportamento dos p6s durante o processo de aquecimento,
e os resultados tornam possivel o desenvolvimento dos complexos de
inclusdo. A analise da microscopia com estagio de aquecimento exibiu a
fusdo do NFX entre 215 °C e 221 °C (Figura 6A2 6A3). No caso do polimero,
a condensacdo de agua ocorreu entre 109 °C e 120 °C, visivelmente observada
pelo embacamento da lamina que cobre a amostra (Figura 6B2 e 6B3). A
mistura fisica manifestou 0 mesmo comportamento das amostras
individualmente, com condensacdo de agua em torno dos 100 °C, observada
por um leve embacamento da I&mina, e o evento de fusdo do farmaco entre
215°C — 220 °C, o que exclui a existéncia de incompatibilidade farmacéutica
entre o farmaco e a CD e torna favoravel o desenvolvimento de complexos
de NFX com a CD.
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Em contraste com as endotermas apresentadas para a mistura fisica,
em todas as curvas dos produtos obtidos no estado sélido (5D-H) é possivel
observar um deslocamento, perda de intensidade e/ou desaparecimento da
endoterma de fusdo do NFX, indicativo da possivel formacdo de complexo
de incluséo entre farmaco e a CD. Na curva DSC 5F, 5G e 5H o evento
endotérmico a 217 °C, correspondente a fusdo do NFX, desapareceu, e
coincide com 0 aparecimento de um novo evento endotérmico em cerca de
140 °C, 160 °C e 160 °C, respectivamente, para o produto coevaporado (5F),
malaxagem seguida de liofilizacdo (5G) ou por spray-drying (5H). O NFX,
molécula héspede, entra na cavidade da BCD e altera a energia por meio da
formacdo do complexo de inclusdo, o que explica o deslocamento para
temperaturas maiores (140 °C e 160 °C).

l ENDO

200 300
TEMPERATURA ("C)

Figura 5. Curvas de DSC obtidas para NFX (A), BCD (B), mistura fisica (C) e

diferentes métodos de secagem: véacuo a 80 °C (D), liofilizado (E), coevaporado (F)

malaxagem seguida de liofilizacdo (G) malaxagem seguida de spray-drying (H).

104

Na comparagdo dos complexos por meio da TG, ocorre uma diferenca
da temperatura de degradacdo encontrada nos complexos de inclusdo, que
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sugere que as amostras de NFX/BCD obtidas por malaxagem seguida de
liofilizacdo ou spray-drying sdo menos estaveis termicamente que o produto
obtido por coevaporacao.

Figura 6. Microscopia com aquecimento obtida do NFX (A), BCD (B) e mistura
fisica (C).

Representado na figura 7D-F o produto coevaporado (7D) apresenta
sua degradacdo térmica em valores acima de 290 °C (Am = 43,7%), enquanto
gue a malaxagem seguida de liofilizagdo (7E) ou spray-drying (7F) mostra
evento inicial de degradacdo em 284 °C (Am = 33,9%) e 264 °C (Am = 42,2%
de massa), respectivamente. Ainda nesta analise pode-se observar que o
processo de coevaporacdo e o processo de liofilizagdo mantém certa
quantidade de agua nas amostras, cerca de 10% para a coevaporagdo (7D) e
8% para a liofilizacdo (7E), enquanto que a operagdo com o spray-drying
demonstra uma secagem mais eficiente. Pode-se inferir que esta perda de
massa em temperaturas abaixo de 100 °C para ambas as amostras €
provavelmente de agua remanescente do processo de secagem devido ao seu
desprendimento da molécula a baixas temperaturas. Os outros métodos
(Figura 5D e 5E) ndo foram efetivos na complexa¢do da maioria das
moléculas de NFX, pois ainda apresentam o evento de fusdo do farmaco,
sendo excluidas do estudo.
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Figura 7. Curvas TG obtidas para o NFX (A), BCD (B), mistura fisica (C),
coevaporado (D), malaxagem seguida de liofilizacdo (E) e malaxagem seguida de
spray-drying (F).

3.3.2 Espectroscopia de infravermelho (1V)

Os espectros obtidos para as amostras estdo representados na Figura 8.
No espectro 8A, bandas caracteristicas do NFX exibem bandas de vibracdo em
cerca de 1716 cm* (estiramento —COOH) e em 1631 cm ™ (grupamento ceto-
piridina). O espectro da BCD (8B) mostra picos proeminentes em 3398 cm™
(O-H), 2925 cm™ (C—H), 1643 cm™ (estiramento H-O—H), 1157 cm™ (C-O),
e 1028 cm™ (C-O-C). O espectro da mistura fisica (8C) corresponde a
superposicdo dos dois componentes individuais, com uma diminuicdo na
intensidade dos picos. O espectro infravermelho obtido para as amostras
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obtidas por coevaporagdo (8D), malaxagem seguida de liofilizacdo (8E) ou
spray-drying (8F) demonstram entretanto, uma forte reducdo ou ainda a
completa desaparicdo da banda caracteristica do NFX em 1716 cm™
(estiramento —COOH), indicando que o grupamento funcional carboxilico da
molécula hdspede estd dentro da cavidade hidrofébica da molécula
hospedeira. Os diferentes métodos de preparacdo geraram diferentes graus de
interacdo e/ou amorfizagdo, 0 que afeta a intensidade dos picos (Figuras 8D-
F). Este fato deve-se a forca de interacio entre farmaco-CD, sugerindo a
formacdo de um complexo de inclusdo no estado sélido, confirmando os
resultados previamente obtidos pela analise térmica e estudos de solubilidade
de fase.

.u')uu 35qu| _!Illllll Zgllll Zl‘lU[l 1';5u ISImJ IZIS(I lllmﬂ 750 5;»0
Comprimento de onda (em™)
Figura 8. Espectros infravermelho obtidos para NFX (A), BCD (B), mistura fisica
(C), coevaporagdo (D), malaxagem seguida da liofilizacdo (E) malaxagem seguida
do spray-drying (F).

3.3.3 Estudos de difragéo de raios-X de p6 (DRXP)

A andlise de DRXP permite ndo so detectar a formacgéo de complexo
como também conhecer sua estrutura e as interacdes que se estabelecem entre
a molécula hospede e a CD (VEIGA; PECORELLI; RIBEIRO, 2006).
Estudos de DRXP foram realizados para obter maiores evidéncias da
formacdo de complexos de inclusio de NFX/BCD e suas caracteristicas
cristalinas, representados na figura 9. O padrdo de DRXP para o NFX (Figura
9A) revela uma séria de picos intensos em 7,86; 9,90; 10,70; 11,99; 14,92;
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16,09; 18,76; 20,68; 22,76; e 25,02 devido a sua natureza cristalina. Este
estudo juntamente com a analise térmica e o espectro de infravermelho
indicam que o NFX utilizado neste trabalho é a forma A, descrita por Barbas e
colaboradores (BARBAS et al., 2006).

A BCD (9B) exibe picos cristalinos caracteristicos em 10,52; 12,39;
15,19; 16,91; 18,64; 20,77 e 22,56. No caso da mistura fisica (9C) alguns
picos cristalinos da BCD e NFX sdo notados. Entretanto, o espectro obtido
para o complexo por coevaporacao (9D) preserva alguns picos cristalinos da
BCD mas ndo os picos caracteristicos do NFX, sugerindo a formagdo de um
novo cristal com um padrdo de difracdo diferente da mistura fisica. Esta
formacdo pode explicar temperaturas diferentes encontradas na andlise por
DSC quando comparada aos outros complexos, em que este novo cristal de
complexo apresenta uma energia diferente dos outros complexos que sdo mais
amorfizados devido as diferengas nos processos de obtengo.

20°
Figura 9. Difratogramas obtidos para o NFX (A), BCD (B), mistura fisica (C) e das
amostras secas por: coevaporacdo (D), malaxagem seguida da liofilizacdo (E) e
malaxagem seguida do spray-drying (F).

Quando comparado ao padrao de difracdo observado na mistura fisica,
0s complexos de inclusdo (9E-F) mostram diminui¢do na intensidade dos
picos, indicando uma reducéo na cristalinidade. Para o complexo de inclusdo
seco em liofilizador (9E) a cristalinidade do NFX foi bastante reduzida, tanto
pela formagdo de um complexo como pelo préprio processo de secagem



129

(liofilizacdo). No caso dos complexos secos em spray-dryer (9F), uma
completa desaparicdo dos picos intensos do NFX foi evidenciada, o que
demonstra uma estrutura amorfa que vai influenciar, posteriormente, na
solubilidade.

3.3.4 Microscopia eletronica de varredura (MEV)
As fotomicrografias obtidas para o NFX, BCD, mistura fisica e
complexos de inclusdo estdo demonstrados na figura 10.

Figura 10. Fotomicrografia obtida por microscopia eletronica de varredura para o
NFX (A), BCD (B), mistura fisica (C), coevaporado (D) malaxagem seguida da
liofilizacdo (E) e malaxagem seguida do spray-drying (F), ordem de magnificacéo
de 200x, malaxagem seguida da liofilizacio (E) e malaxagem seguida do spray-
drying (F), ordem de magnificacdo de 400x.

Cristais em bloco podem ser observados para o NFX (Figura 10A) e
para PCD observam-se cristais poliédricos largos (Figura 10B). No caso da
mistura fisica (10C) cristais de farmaco e de BCD séo facilmente visualizados,
revelando algumas similaridades com as moléculas livres. Enquanto que para
0 produto coevaporado (10D) forma um cristal diferente, o que confirma a
formacdo de um complexo de inclusdo com um novo evento de fusdo
detectado na analise por DSC e ainda o diferente padréo de difracdo obtido na
DRXP. Os complexos obtidos por liofilizagdo formaram cristais em formato
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de agulha (10E) e os obtidos por spray-drying (10F) mostraram uma
caracteristica amorfa, uma vez que ndo € possivel distinguir entre os dois
componentes.

3.4 QUANTIFICACAO DO FARMACO NOS COMPLEXOS OBTIDOS

A quantificagdo foi baseada no fato de que a BCD e seus complexos
sdo insollveis em n-hexano, mas o NFX livre é solavel. O termo “NFX
livre” foi utilizado para se referir ao NFX na forma ndo complexada. Para
maximizar a solubilidade do NFX em n-hexano, 2% de &cido acético foi
utilizado.

Com o objetivo de determinar a quantidade de NFX livre e de NFX
incluido na cavidade da BCD, o método de “lavagem com n-hexano” foi
utilizado. Uma adaptacdo do método foi necessdria para garantir a
solubilidade do NFX na forma livre em n-hexano. Este ajuste foi feito pela
mistura de acido acético em n-hexano (98:2 v/v). A solubilidade do NFX
livre foi determinada em n-hexano e em n-hexano/acido acético (98:2 v/v) e
encontrou-se cerca de 70 pg/mL e 230 pg/mL, respectivamente. Este
resultado demonstrou que 2% de &cido acético foram suficientes para
aumentar a solubilidade do NFX na forma livre a um nivel necesséario, uma
vez que a maxima quantidade de NFX que pode ser encontrada em 5 mg de
complexo de inclusdo é de 1,1mg (NFX:BCD, 1:1, M/M). Igualmente, a
solubilidade dos complexos de inclusdo e da BCD foram avaliadas em n-
hexano/acido acético. Este teste evidenciou que o &cido acético ndo
interferiu no método, ou seja, PCD e seus complexos permanecem
insolUveis em n-hexano/acido acético (98:2 v/v).

A quantificacdo do farmaco foi determinada por CLAE conforme
método validado (Apéndice A) e seus resultados em porcentagem estdo
demonstrados na tabela 1. Pode-se observar que quantidades significativas de
NFX foram incorporadas a CD, com a maior eficiéncia de complexacdo sendo
obtida para o produto coevaporado e malaxada e seca em spray-drying, e uma
eficiéncia média para as amostras malaxadas e secas em liofilizador.

3.5 SOLUBILIDADE DOS COMPLEXOS SOLIDOS

A solubilidade do NFX foi investigada em agua e sob condi¢des de pH
e temperatura fisioldgicas geralmente encontradas no duodeno (pH 6,8 a 37
°C), onde o farmaco exibe melhor absor¢do. Tabela 1 mostra os valores de
solubilidade estimados para cada solucdo estudada. Uma melhora na
solubilidade pode ser observada quando o farmaco estd na sua forma
complexada. Entretanto, os complexos obtidos por coevaporacao, apesar da
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alta eficiéncia de complexagdo, mostrou 0 menor grau de solubilidade dentre
os complexos obtidos. Este fato deve-se provavelmente as caracteristicas desta
nova forma cristalina formada, como se pode observar na MEV e confirma-se
com a DRXP. Esta estrutura cristalina resultou em uma baixa solubilidade.

Tabela 1. Quantificacdo do NFX e caracteriza¢do fisica, quimica e microbiol4gica
estdo descritas abaixo para mistura fisica (MF) e complexos obtidos por
coevaporagdo (COE), malaxagem seguida de liofilizagdo (MLF) e malaxagem
seguida de spray-drying (MSD).

Quantidade Solubilidade Solubilidade Diametro da Poténcia
de NFX em agua em fluido zona de antimicrobiana”
(25°C) intestinal  inibicdo + DP?
simulado
pH 6.8
(37 °C)
(%) (Hg/mL) (Hg/mL) (mm) (%)
NFX 100+0,9 1606+ 58,94 + 20,92 +0,62" 100,0
0,08 0,02
MF 5007 1598+ 59,01+ 20,73 +1,06" 99,7
0,02 0,04
COE 9708 14184= 62,86 + 18,08+ 4,31" 83,2
0,02 0,04
MLF 73+3,2 378,74t 137,95+ 23,02 + 1,64 123,3
0,03 0,07
MSD 90+3,7 350,92+ 97,56+ 21,65+ 0,86" 110,4
0,04 0,02

diametro da zona de inibicdo (mm) a 40 pg/mL, média de 12 placas.
® crescimento da zona de inibigao é proporcional ao log da concentragdo

Por outro lado, ao se comparar com a solubilidade do NFX na sua
forma ndo complexada, um aumento cerca de 2,4 vezes foi verificado para os
complexos obtidos por malaxagem seguida de liofilizacdo, que a solubilidade
aquosa do farmaco foi cerca de 160 pg/mL. NFX mostrou uma relacdo
proporcional entre os valores de solubilidade obtidos para o farmaco e os
complexos em diferentes valores de pH estudados. A solubilidade em &gua foi
maior que a encontrada no fluido intestinal simulado sem enzimas (pH 6,8).
Este resultado pode ser explicado pelo pH da agua ultrapura utilizada neste
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experimento, de 5,5. Pela figura da distribuicéo das espécies (Figura 2), nota-
se que em pH 5,5 0 NFX existe em maior quantidade na forma B (80%) do
que na forma C (20%), o contrario do que ocorre em pH 6,8 (16% na forma B
e 83% na forma A). A forma B apresenta todos 0s grupos ionizados, sendo a
forma ionizada a de maior solubilidade em &gua, por isso o farmaco exibe
mais solubilidade em agua que em fluido intestinal simulado.

3.6 AVALIACAO DO PERFIL DE DISSOLUCAO

As velocidades de dissolucdo do farmaco nos complexos solidos
BCD:NFX foram comparados com o NFX livre em p6 e estdo exibidos na
figura 11. Em geral, as taxas de dissolugdo obtidas para as formulacGes de
complexo entre BCD:NFX (Figuras 11C-E) foram maiores quando
comparadas tanto com o farmaco livre (13A) como quanto a mistura fisica
(11B). Portanto, a presenca de BCD simplesmente ndo afeta o perfil de
dissolugcdo, mas sim a formacdo verdadeira de um complexo de inclus&o.
Nos complexos obtidos, a BCD diminui a tensdo interfacial entre as
particulas sOlidas de NFX e o meio de dissolucdo, melhorando a
molhabilidade e as velocidades de dissolugéo.

Os complexos preparados pela técnica de coevaporagdo (11C)
revelaram um aumento nas propriedades de dissolugdo do farmaco, com
uma taxa de dissolu¢do maior que 50% NFX em 30 min, enquanto que o
NFX sozinho (11A) exibiu uma taxa de dissolucdo de 40% em 10 min e ndo
mais que 50% em 60 min. De acordo com a caracterizagdo do complexo, o
produto coevaporado mostrou a formagdo de um complexo de inclusdo,
apesar da dissolucdo apresentada ter sido menos que a observada para 0s
outros produtos (11D e 11E). Este fato deve ser ocasionado provavelmente
devido & formacdo de uma nova estrutura altamente cristalina, como
observada nas analises de MEV e na DRXP, com particulas de tamanho
maior, 0 que resulta em uma menor superficie de contato com o meio de
dissolugdo. O complexo obtido por malaxagem seguida de spray-drying
também forneceu um melhor perfil de dissolucédo (11D) quando comparado
a molécula de NFX, com cerca de 62% sendo dissolvida no complexo de
inclusdo em 20 min. Estes resultados confirmam os encontrados para as
anélises de DSC, DRXP e MEV para estes complexos de incluséo.

Apo6s 10 minutos, o complexo preparado aplicando-se o processo de
malaxagem e liofilizacdo mostrou o melhor perfil de dissolucdo para o
NFX. Em especifico, o complexo liofilizado apresentou cerca de 85% de
NFX dissolvido em apenas 10 minutos, em resultado tanto do seu grau de
amorfizagdo atribuido ao processo de obtengdo como a complexacdo do
farmaco na cavidade hidrofébica da BCD. Este novo complexo de incluséo
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aumentou a molhabilidade, promovendo um complexo mais soltvel que o
farmaco sozinho e, consequentemente, um melhor perfil de dissolug&o.

Com o objetivo de analisar a equivaléncia dos dados de dissolucéo,
um modelo independente baseado no céalculo de fator de diferenca (f1) e
similaridade (f2) foi utilizado (MOORE; FLANNER, 1996). Para perfis
diferentes, valores superiores a 15% (f1) devem ser encontrados e para
curvas similares, os valores de f2 devem estar compreendidos entre 50 e 100
(MOORE; FLANNER, 1996; SHAH, V. P. et al., 1998). Os valores
obtidos estdo sumarizados na Tabela 2.
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Figura 11. Perfil de dissolucdo obtido para o NFX (A), mistura fisica (B),
coevaporado (C) malaxagem seguida da liofilizacdo (D) e malaxagem seguida do
spray-drying (E).

Tabela 2. Resultado dos valores obtidos nas comparac¢@es dos perfis de dissolugdo
dos perfis de diferenca (f1) e similaridade (f2) bem como a eficiéncia de dissoluggo.

Comparagéo f1 12

NFX x MF 4,26 83,39
NFX x COE 21,87 47,07
NFX x MS 25,77 42,28

O valor obtido para a mistura fisica indica a similaridade com a
curva do NFX puro, ou seja, a simples presenca da BCD ndo influencia na
solubilidade do NFX, como ja foi constatado anteriormente nos estudos de
solubilidade de fase. Por outro lado, os valores obtidos para os complexos
de inclusdo preparados por coevaporacao e spray-dryer revelaram que as
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curvas ndo sdo similares a obtida para o NFX puro, sugerindo a melhora nas
propriedades de dissolugdo. O produto obtido por malaxagem seguido de
liofilizacdo ndo pOde ser analisado por f1 e¢ f2 devido a sua alta
porcentagem de farmaco dissolvido em pouco tempo, tornando-se
desnecessaria, portanto, uma correlacéo.

3.7 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Os resultados para a atividade antimicrobiana in vitro do NFX e
seus complexos de inclusdo, medidos pela média do crescimento da zona
de inibicdo, estdo descritos na tabela 1, e uma placa para ilustracdo do
método pode ser visualizada na Figura 12.

A mistura fisica apresentou praticamente a mesma atividade que o
NFX puro. O complexo coevaporado, entretanto, demonstrou a pior
poténcia antimicrobiana comparada ao farmaco puro (83,2%). Melhora na
atividade antimicrobiana p6de ser observada para 0os complexos malaxados
seguidos de liofilizagdo ou spray-drying (aumento de 10,4% e 23,3% em
comparagdo com o0 NFX, respectivamente), sendo a atividade
antimicrobiana do complexo malaxado e liofilizado significativamente
superior (p = 0,0015). Estes resultados podem ser relacionados com o maior
grau de solubilizacdo do NFX observada nos complexos de inclusdo obtidos
por malaxagem seguida de liofilizacdo ou spray-drying. Pode-se concluir
que a formagdo do complexo e o estado amorfo promoveram uma difusdo
maior do NFX no agar até a célula bacteriana.

Figura 12. Foto representativa de uma placa do teste de difusdo em &gar com
delineamento 3x3 para comparacdo dos halos do NFX e complexo obtido por
malaxagem seguida de liofilizagdo (ML). Os ndmeros correspondem as trés
concentragdes utilizadas (1-baixa: 10ug/mL, 2-média: 20 pg/mL e 3- alta: 40

pg/mL).
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3.8 ANALISE DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN)

O método de formacdo do complexo de inclusdo com melhores
resultados de perfil de dissolucdo e atividade antimicrobiana foi a
malaxagem seguida da liofilizacdo. Este complexo NFX/BCD foi eleito para
realizagdo do estudo por RMN, para confirmar sua formagéo e caracterizar
0 modo de ligacdo entre a CD e o farmaco.

A formacdo dos complexos de inclusdo p6de ser evidenciada pelas
alteragbes nos deslocamentos quimicos dos sinais de 'H do farmaco,
quando incluido na cavidade lipofilica da pCD, em comparagdo com 0sS
sinais de farmaco sem a presenga da BCD, nas mesmas condicOes
(ASBAHR et al., 2009; GREBOGI et al., 2012). Portanto, a primeira
estratégia foi adquirir espectros de RMN de 'H para o NFX e para o
complexo NFX/BCD em D,0O. Entretanto, apenas o complexo NFX/BCD foi
soltvel em D,O. O espectro de RMN de 'H do complexo mostrou a
presenca dos sinais do NFX, evidenciando a formacdo de um complexo de
inclusdo entre 0 NFX e a BCD. Além disso, o espectro de RMN de ‘H
demonstrou uma relacéo de areas de 7:1 entre os sinais da BCD e os sinais
da NFX, confirmando a estequiometria 1:1 observada nos estudos de
solubilidade de fases. A formacdo do complexo de inclusdo NFX/BCD foi
suportada pelos experimentos de RMN de efeito nuclear Overhauser
(ROESY 1D). Os experimentos RMN ROESY 1D obtidos pela excitagdo
seletiva dos hidrogénios H-3 e H-5 da BCD em 3,84 e 3,74 ppm causaram
uma intensificacdo dos sinais, pelo efeito Overhauser nuclear (NOE), em
8,60; 7,64; 4,37 e 1,42 ppm da NFX (Figura 13). Além disso, foi observada
a intensificacdo dos sinais do NFX quando apenas a frequéncia de
ressonancia dos hidrogénios H-3 em 3,84 ppm foi seletivamente excitada
(Figura 13).

A excitacdo seletiva dos H-5, em 3,74 ppm, causou maior
intensificacdo do sinal do NFX a 8,60 ppm, indicando que este hidrogénio
do NFX est4 mais proximo ao H-5 da BCD que os demais hidrogénios da
BCD. Estes resultados revelaram que o complexo de inclusdo NFX/BCD foi
formado, com a estrutura do NFX parcialmente inserida na cavidade da
BCD, conforme representado na Figura 14.
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Figura 13. Espectro de RMN H' do complexo NFX/BCD (A), espectro 1D ROESY
do complexo NFX/BCD obtido por irradiacdo seletiva em 3,84 ppm (B) e 3,74 ppm
(C) sinais correspondentes ao BCD H-3 e H-5, respectivamente.

Figura 14. Representacdo esquematica do complexo de inclusdo NFX/BCD,
demonstrando a estrutura do NFX parcialmente inserida na cavidade da BCD.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

A preparagdo de complexos de inclusdo com ciclodextrinas
objetivam a melhora na absor¢do do farmaco e foi avaliada para tratar o
problema de baixa solubilidade de farmacos classe BCS IV, como o
norfloxacino. Em geral, os resultados deste estudo sustentam a
possibilidade de obtencdo de complexos de inclusdo NFX e BCD (1:1
M/M). Esta CD foi selecionada devido aos seus bons resultados nos estudos
de diagrama de fase e fluorescéncia, 0 que viabiliza ainda mais a pesquisa,
pois é a CD de menor custo. As interacfes entre o farmaco e a CD foram
bem caracterizadas por todas as técnicas fisico-quimicas empregadas para
verificagdo da formagdo de complexos de inclusdo. Estes complexos foram
obtidos por diferentes métodos que melhoraram a taxa de dissolucdo do
farmaco. Os complexos obtidos por malaxagem seguida de liofilizacéo
forneceram ao NFX hdspede caracteristicas desejaveis do aspecto fisico-
quimico e atividade antimicrobiana. Além do mais, a técnica de liofilizacdo
consiste em uma técnica de facil aplicacdo e potente para obtencdo de
formulagdes no estado solido, podendo ser transposta para escala industrial.
A formagdo destes complexos foi ainda confirmada por RMN e pode-se
obter a forma com que o farmaco esta inserido na cavidade da BCD. Os
complexos de NFX:BCD podem, portanto, maximizar e facilitar a absorcéo
oral, reduzindo assim a dose necesséria devido a sua maior atividade
antimicrobiana, o que podera aumentar os efeitos benéficos do NFX além
de fornecer um material eficiente para o futuro desenvolvimento de
sistemas de liberacdo de farmacos.
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A via oral representa a escolha para administragdo de formas
farmacéuticas por apresentar facilidade e conveniéncia para o paciente,
além do baixo custo. Entretanto, muitos farmacos com atividade e efeitos
colaterais reconhecidos tém apresentado falhas terapéuticas quando
administrados oralmente. Estas falhas possuem diversos precedentes, dos
quais podem ser destacados problemas de estabilidade e biodisponibilidade.

Formulagdes farmacéuticas na forma de suspensdes normalmente sao
destinadas a pacientes pediatricos que apresentam dificuldade em ingerir
formas orais solidas como capsulas e comprimidos. Quando suspensdes
pediatricas sdo prescritas em ambito hospitalar e ndo se encontram
disponiveis comercialmente, geralmente comprimidos sdo triturados ou
capsulas sdo abertas, o que pode comprometer a administracdo correta da
dose e a eficiéncia do tratamento.

A maioria dos anti-hipertensivos estid disponivel comercialmente
apenas como comprimidos para uso adulto, criando assim a necessidade de
formulagdes para uso pediatrico. Geralmente, formas farmacéuticas liquidas
extemporaneas sdo facilmente preparadas com a utilizacdo de matéria-
prima e excipientes adequados. Entretanto, um problema grave que
permanece é a auséncia de informacdes acerca da adequabilidade e
estabilidade destas formulagoes.

O capitulo 2 apresenta a realidade do HU da UFSC de producéo de
suspensdes pediatricas contendo anti-hipertensivos. Estas suspens@es, ndo
sdo controladas rotineiramente para verificacdo da estabilidade. O presente
estudo busca aproximar a academia do ambiente pratico hospitalar a fim de
prestar apoio cientifico para a comunidade. Para tanto, a estabilidade fisico-
quimica e microbiolégica foi verificada pelas técnicas usuais e
recomendadas de avaliagdo. Usualmente, estudos com suspensdes
pediatricas relatam apenas dados de estabilidade quimica. Quando a
estabilidade fisica e microbiol6gica também sdo verificadas, a qualidade
das suspensdes pode ser melhor assegurada.

As suspensOes foram preparadas conforme protocolo do HU/UFSC e
o doseamento dos farmacos foi realizado por cromatografia liquida de alta
eficiéncia por métodos previamente validados. A caracterizacdo fisico-
quimica foi determinada por meio de pardmetros como volume de
sedimentacdo, redispersibilidade, tamanho de particula, pH e potencial zeta
e o controle microbioldgico foi realizado pelo método de contagem de
micro-organismos Vviaveis totais e pesquisa de patgenos especificos. Os
resultados do doseamento revelaram que as suspensdes de SPR e de FRS
podem ser armazenadas e administradas por até sete dias sem
comprometimento da estabilidade e da terapéutica. No caso da HCTZ
houve acentuada degradacdo, o que pode ser explicado devido a sua
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suscetibilidade em sofrer reacdes de hidrélise em funcdo do pH do meio,
sendo sua degradacdo completa em meio muito alcalino.

Pbde-se notar a utilizacdo de uma forma farmacéutica liquida com
problemas de instabilidade da HCTZ. A formulagdo foi otimizada com
sucesso por meio do ajuste com &cido citrico para pH com melhor
estabilidade (3,3), segundo a literatura. Esforgos foram direcionados com o
intuito de propor uma otimizacdo da formulagdo possivel de ser realizada
em ambito hospitalar e que tornasse a suspensao pediatrica segura e eficaz.

A HCTZ é um anti-hipertensivo amplamente utilizado da classe dos
diuréticos tiazidicos tanto para pacientes pediatricos como adultos. A
prescricdo deste farmaco objetiva o tratamento de hipertensdo arterial e
edema associado a insuficiéncia cardiaca congestiva. O problema de
instabilidade verificado para o fArmaco ndo é o Unico desafio de utilizagdo
da HCTZ via oral, uma vez que segundo Amidon e colaboradores,
classifica-se como um farmaco classe 1V.

O comportamento in vivo de farmacos oralmente administrados
depende das caracteristicas de solubilidade e permeabilidade. Compostos
farmacéuticos pertencentes a classe 1V apresentam a sua absor¢do limitada
ndo sé pela baixa dissolucdo aquosa no ambiente gastrointestinal, mas
também pela sua capacidade de permeacdo limitada, de modo que poucos
niveis de farmaco dissolvido levardo a uma baixa biodisponibilidade. Um
dos desafios apresentados no desenvolvimento de formulacBes contendo
farmacos classe 1V situa-se na dificuldade de desenvolver sistemas de
liberacdo capazes de aperfeicoar ambas as propriedades em deficiéncia.
Alguns avancos tecnoldgicos podem ser propostos neste sentido, como a
complexacao dos farmacos com as CDs.

A utilizagdo da CD como tecnologia farmacéutica para o
desenvolvimento de complexos de inclusdo contendo HCTZ foi a proposta
do capitulo 3 e objetivou a melhora das caracteristicas biofarmacéuticas do
farmaco. Diferentes CDs e em diferentes pHs que mantinham a estabilidade
do farmaco foram avaliados e atingiu-se o melhor resultado com a BCD em
pH 3,3 na propor¢do molar 1:1. Para obtencdo dos complexos de inclusdo
no estado sélido, diferentes técnicas foram empregadas, como a
coevaporagdo, a malaxagem, a liofilizacdo e o spray-drying. Todos 0s
complexos solidos obtidos foram caracterizados para comprovacdo da
inclusdo do farmaco e sugeriu-se a forma com que a HCTZ esta alojada na
cavidade da BCD. A apresentacdo do completo estudo fisico-quimico
realizado por meio das técnicas analiticas mais empregadas nesta area foi
fundamental para garantir a confiabilidade dos resultados obtidos.

Das metodologias de obtengdo, destaca-se a malaxagem seguida de
liofilizagdo ou spray-drying. Ambas as técnicas de secagem envolvem
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geracdo rapida e eficiente de particulas sélidas em uma Unica etapa de
processo continuo, adaptavel a controle automatico e passivel de
transposicdo para escala industrial. Entre estas técnicas, a malaxagem
seguida de liofilizacdo forneceu o produto sélido com melhores
caracteristicas de solubilidade e perfil de dissolucdo. Este complexo
apresentou sua completa dissolugdo em fluido intestinal simulado em um
tempo muito curto, parametro fundamental que ira refletir diretamente na
absorc¢do do farmaco.

A caracteristica de permeabilidade também foi averiguada por meio
de um estudo in vitro simples, intermediario para teste da formulacéo,
evitando-se assim a realizacdo direta de um estudo in vivo, pratica que
acarreta na utilizacdo de mais animais além de ser economicamente mais
dispendiosa. O experimento de cultura de células revelou uma quantidade
maior de farmaco permeada do complexo de inclusdo malaxado seguido de
liofilizagdo quando comparado ao farmaco isolado ou em sua mistura fisica.
Esta metodologia revelou ainda uma protecdo do farmaco frente a hidrolise
em condicGes basicas.

Dadas estas premissas, foi possivel obter um complexo de incluséo
com a HCTZ que atende ao objetivo proposto de melhora da solubilidade,
permeabilidade e estabilidade do farmaco. Este estudo é um indicativo de
que estes complexos poderdo apresentar  caracteristicas de
biodisponibilidade mais adequadas se veiculados em alguma formulagéo
farmacéutica.

Com o mesmo intuito, 0 NFX, farmaco classe biofarmacéutica IV,
foi utilizado para o desenvolvimento de complexos de inclusdo com as CDs
no capitulo 4. Nesta oportunidade, por se tratar de um farmaco
antimicrobiano, ndo sé as caracteristicas biofarmacéuticas foram focadas
como a agdo microbiolégica do farmaco visando o contexto de resisténcia
bacteriana como problema de salde publica atual.

A obtencdo de complexos de inclusdo com o NFX foi possivel em
pH 3 na presenca da BCD, em proporcdo molar 1:1. Da mesma forma que
para a HCTZ, os complexos s6lidos foram obtidos por diferentes técnicas e
uma completa caracterizacao fisico-quimica e morfolégica foi demonstrada.
O estudo de RMN foi capaz de determinar a forma com que o fArmaco esta
incluido na cavidade da BCD.

A técnica de obtencdo do complexo de inclusdo sélido de NFX: BCD
foi a malaxagem seguida de liofilizagdo, a mesma encontrada para 0s
complexos com HCTZ. Né&o coincidentemente que ambos os farmacos
apresentaram melhores resultados com a malaxagem, pois ambos possuem
estruturas organicas com peso molecular aproximado e caracteristica de
baixa solubilidade. A malaxagem é um método aplicado para a
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complexacdo de substancias muito pouco solGveis em agua, demonstrando
neste estudo a sua efetividade.

Igualmente, a BCD possui uma cavidade relativamente hidrofébica,
capaz de englobar substancias mais apolares, como os farmacos em estudo,
além de possuir um didmetro interno da cavidade compativel com as
dimens6es destes farmacos. A BCD é a CD mais comercialmente atrativa
por sua simplicidade de sintese, preco e, consequentemente,
disponibilidade.

O complexo de inclusdo de NFX produzido por malaxagem seguida
de liofilizag&o ou de spray-drying demonstrou uma liberacdo de 100% do
farmaco em poucos minutos quando em fluido intestinal simulado e, ainda,
uma maior poténcia antimicrobiana in vitro. Estes resultados revelam o
potencial deste agente antimicrobiano quando na forma de complexo de
inclusdo provendo um eficiente material para o futuro desenvolvimento de
formulagdes com aumento dos beneficios terapéuticos do NFX.

A despeito do grande progresso cientifico, tecnolégico e de inovacao
decorrente do avanco das ciéncias farmacéuticas e médicas, o
desenvolvimento de sistemas ainda apresenta varias dificuldades em termos
de estratégia terapéutica e de obtencdo de novas formulagdes. Desta forma,
é imperativa a busca constante de novas alternativas terapéuticas que
possam modificar este panorama adverso. Dentro deste contexto, foi
possivel observar que mesmo os principios ativos amplamente reconhecidos
podem explorar os efeitos benéficos dos carreadores chamados de CDs. A
presente dissertacdo fornece um completo estudo contendo o
desenvolvimento, producéo e caracterizacdo de complexos de inclusdo com
dois importantes farmacos classe IV, HCTZ e NFX, visando o aumento da
eficacia terapéutica que possibilite a adesdo do paciente ao tratamento por
meio da utilizacdo desta alternativa tecnoldgica e f&rmaco-econémica.



145

CONCLUSOES

e As suspensdes pediatricas de furosemida e espironolactona
demonstraram sua estabilidade fisico-quimica e microbioldgica
durante o periodo de 7 dias;

e A suspensdo de hidroclorotiazida sem controle de pH apresentou
baixa estabilidade quimica com hidrolise do farmaco;

e Uma otimizacdo da suspensdo de hidroclorotiazida por meio de um
ajuste simples de pH, passivel de ser realizado em nivel hospitalar,
preservou a estabilidade da formulacéo;

e O desenvolvimento de complexos de inclusdo contendo a
hidroclorotiazida ou o norfloxacino utilizou a [B-ciclodextrina em
proporcéo molar 1:1;

e Todas as técnicas de preparacdo dos complexos de inclusdo entre os
farmacos e as ciclodextrinas manifestaram melhora nas caracteristicas
guando comparados a substancia isolada ou na mistura fisica;

e As técnicas que exibiram complexos com as melhores caracteristicas
foram a malaxagem seguida de liofilizacdo ou spray-drying, com
destaque para a primeira;

e A completa caracterizacdo fisico-quimica e morfologica comprovou a
formagéo de complexos de incluséo verdadeiros;

e O estudo por meio das técnicas espectroscopicas sugeriu a forma com
que os farmacos estdo inseridos na cavidade hidrofoébica da -
ciclodextrina;

e O estudo de dissolucdo confirmou a melhora acentuada na liberacéo
do farmaco dos complexos de inclusdo em fluido intestinal simulado;

e O complexo de inclusdo entre hidroclorotiazida e B-ciclodextrina
demonstrou ainda uma maior quantidade de farmaco permeado em
estudo de permeabilidade por cultura de células bem como a protecéo
do farmaco frente a hidrdlise em condic6es bésicas;

e O complexo de inclusdo entre norfloxacino e [-ciclodextrina
evidenciou um aumento da poténcia antibacteriana em estudo da
atividade microbioldgica in vitro;

e Os métodos desenvolvidos por cromatografia liquida de alta
eficiéncia apresentaram-se especificos, exatos, precisos e robustos
para quantificagdo tanto da hidroclorotiazida como do norfloxacino
nos complexos de inclusdo desenvolvidos.
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APENDICE A — Desenvolvimento e validagdo de metodologias
analiticas para quantificacdo da HCTZ e do NFX nos complexos de
incluséo por cromatografia liquida de alta eficiéncia
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1. INTRODUCAO

A quantificacdo do farmaco é uma analise essencial em estudos de
estabilidade e de formulagBGes farmacéuticas, desde o desenvolvimento
inicial até o controle de qualidade de rotina do produto acabado. Para tanto,
um processo definido e documentado que fornega evidéncias de que o
método é adequado para o uso pretendido, € de fundamental importancia
(SHABIR, 2003; ANSEL; POPOVICH; ALLEN, 2010).

A cromatografia liquida tem a capacidade de realizar separagdes e
andlises quantitativas de uma grande variedade de componentes presentes
em varios tipos de amostras, como em uma formulacdo farmacéutica. Por
meio da escolha adequada dos parametros do sistema como colunas, fase
moével e método de deteccdo podem-se analisar amostras em escala de
tempo de poucos minutos, com alta resolucdo e sensibilidade (SHABIR et
al., 2007).

O objetivo dos experimentos de validacao € justamente determinar se
0 método é adequado para o propo6sito pela execucdo pratica do método e
analise dos resultados com critérios pré-determinados como preciséo,
exatiddo, linearidade, especificidade, intervalo e robustez. Desta forma, a
validacdo de uma metodologia é definida como o ato documentado que
atesta todos estes procedimentos (ANSEL; POPOVICH; ALLEN, 2010).
Os experimentos de validagdo sdo periodicamente sugeridos pelas
autoridades reguladoras como a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), Food and Drug Administration (FDA),
The International Conference on Harmonisation of Technical Requirements
for Registration of Pharmaceuticals for Human Use (ICH) e os Compéndios
Oficiais (BRASIL, . 2003; ICH, 2005; USP, 2007; FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2010).

Na literatura, a quantificagdo por CLAE de complexos de incluséo
ainda ndo é metodologia muito aplicada, apesar de se tratar de uma das
técnicas mais populares e confidveis para a quantificagdo de farmacos.
Alguns esforcos ja foram feitos no sentido de desenvolver complexos de
inclusdo de CD e HCTZ ou NFX, entretanto ndo existem relatos de
quantificacdo destes farmacos nos complexos de inclusao.

Dado o exposto, o presente apéndice tem como objetivo descrever o
desenvolvimento e a validacdo das metodologias analiticas para a
quantificacdo da HCTZ e do NFX em seus respectivos complexos de
inclusdo com CDs.
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2. MATERIAIS E METODOS
2.1 MATERIAIS

Os complexos de inclusdo foram obtidos por coevaporagdo,
malaxagem seguida de liofilizacdo ou spray-dryer. Os farmacos foram
extraidos dos complexos pelo método de lavagem com solvente. Todos 0s
reagentes utilizados sdo de grau analitico. Para as analises, agua ultrapura
foi obtida por sistema gradiente Milli-Q (Millipore, Estados Unidos).

2.2 DESENVOLVIVELTO E VALIDAGAO DE METODOLOGIAS
ANALITICAS POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA
EFICIENCIA

Um cromatdgrafo Shimadzu LC 10A (Kyoto, Japdo) foi utilizado,
equipado com bombas LC-10AD, detector UV/VIS SPD-10AV, detector de
fluorescéncia RF-10A e auto injetor Jasco AS-2055 Plus. As areas foram
integradas automaticamente pelo software Shimadzu Class VP® versdo
6.12.

2.2.1 Desenvolvimento do método para quantificacdo da
hidroclorotiazida

Para a quantificacdo da HCTZ o experimento foi realizado em fase
reversa utilizando-se coluna analitica Phenomenex (Torrance, Estados
Unidos) Synergi fusion Cg (150 mm x 4,6 mm, 4 um) na temperatura de 40
°C isocraticamente, e uma pré-coluna (4,0mm x 3,0 mm) para protecéo da
coluna analitica. A fase movel constituiu numa mistura de agua pH 3,0
(ajustado com &cido fosforico) e acetonitrila (80:20 v/v), deteccdo foi
realizada em UV a 260 nm, volume de injecdo de 50 pL e fluxo de 1
mL/min. A solucédo estoque foi armazenada em temperaturas de 2 °C — 8 °C
protegidos da luz. SolugBes padrdes de trabalho foram preparadas
diariamente.

A solucdo estoque de HCTZ foi preparada pesando-se 25 mg em
baldo volumétrico de 25 mL e diluido ao volume com acetonitrila, para
obtencdo de uma concentragéo estoque de 1mg/mL.

A amostra foi preparada por meio da extracdo da HCTZ do
complexo de inclusdo pelo método de lavagem com solvente (HUSSEIN;
TURK; WAHL, 2007). Para determinar a quantidade de farmaco livre, uma
aliquota (5 mg) de cada produto seco obtido foi misturada com acetona (5
mL). O sobrenadante foi separado e seco sob vacuo na temperatura de 50
°C, reconstituido em fase mdvel e analisado por CLAE. O teor de HCTZ
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complexado foi determinado dissolvendo-se o complexo, previamente
lavado, com 400 pL de dimetilsulfoxido (DMSO), e 9,6 mL de metanol.
Apo6s 12 horas, a BCD precipita e o sobrenadante foi centrifugado durante
10 minutos a 3000 rpm, removido, diluido em fase mdvel e analisado por
CLAE.

2.2.2 Desenvolvimento do método de quantificacéo do norfloxacino

Para a quantificacdo do NFX a deteccéo foi feita em comprimento de
onda fluorescente com 278 nm de excitacdo e 445 nm de emissdo. O
sistema foi operado isocraticamente a 40 °C com fase mdvel composta de
tampao fosfato (25 mM, pH 3,0 ajustado com acido fosforico)/acetonitrila
(87:13 v/v). Esta foi filtrada em membrana de 0,45 pm. Uma pré-coluna
(4,0mm x 3,0 mm) foi utilizada para proteger a coluna. Os experimentos
foram realizados em fase reversa utilizando-se coluna analitica
Phenomenex (Torrance, Estados Unidos) Synergi fusion C.g (150 mmx4,6
mm, 4 um) e fluxo de 1 m:/min. O volume de inje¢do foi de 20 uL para o
padrdo e as amostras.

A solucdo estoque de NFX foi preparada pesando-se 25 mg,
transferindo-se para baldo de 25 mL, dissolvendo-se com 0,1 mL de acido
acético e diluindo-se ao volume com metanol para obtencdo de
concentracdo final de 1 mg/mL. A solucdo estoque foi armazenada em
temperatura ambiente (25 °C) e protegida da luz. Solugbes padrfes de
trabalho foram preparadas diariamente.

A amostra foi preparada por meio da extragdo do NFX dos
complexos pelo método da lavagem com n-hexano (HUSSEIN; TURK;
WAHL, 2007). Para determinar a quantidade de farmaco livre, uma
aliquota (5mg) de cada produto seco obtido foi misturada com n-hexano
contendo 2% de acido acético. O sobrenadante foi separado e seco sob
vacuo na temperatura de 50 °C, reconstituido em fase mével e analisado por
CLAE. Para quantificacdo do NFX complexado foi dissolvido o complexo,
previamente lavado com 400 uL de dimetilsulféxido, em agua acidificada
(2 % de &cido acético). Apos 12 horas, a BCD precipita e o sobrenadante foi
centrifugado durante 10 min a 3000 rpm, removido, diluido em fase movel
e analisado em CLAE.

2.3 VALIDACAO DO METODO
O desenvolvimento e validacdo do método analitico foram realizados

de acordo com o preconizado pela ICH (ICH, 2005). O método foi validado
para quantificagdo do NFX nos complexos de inclusdo com a BCD nos
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seguintes parametros: especificidade, linearidade, precisdo, exatiddo, limite
de deteccdo e limite de quantificacdo, e robustez.

2.3.1 Especificidade

A especificidade de um método baseia-se na habilidade em
determinar o analito na presenca de seus produtos de degradacéo,
excipientes e impurezas. A interferéncia da pCD, Unico excipiente utilizado
no complexo de incluséo, foi avaliada por meio da injecdo de uma solucdo
de BCD em concentracdo equivalente a utilizada na preparacdo dos
complexos.

A capacidade de o método ser indicador de estabilidade foi
determinada, ainda, submetendo-se as solucGes estoque de farmacos (1
mg/mL) a degradacédo acelerada como condices acidas, basicas, oxidativas
e fotoliticas. Acido cloridrico 1M foi utilizado para verificar a hidrolise
acida. A adicdo de hidroxido de sdédio 0,1M ou 1M foi realizada para
avaliar a hidrdlise basica. Ambas as hidrélises foram feitas em refluxo a
100 °C por 24 h, e neutralizadas com seu respectivo acido ou base. A
degradagdo oxidativa foi induzida pela armazenagem da solugdo de amostra
em perdxido de hidrogénio a 20% em temperatura ambiente. Estudos de
fotodegradacédo foram realizados expondo a matéria-prima a luz, em camara
de fotoestabilidade, com emissdo de 200 watt/h m* de radiagio UV e
radiagdo de 1.200.000 lux.h na regido do visivel. Depois destes
procedimentos, as amostras foram diluidas em fase moével até a
concentracdo tedrica de 10 pg/mL paraa HCTZ e 15 pg/mL para o NFX.

2.4.2 Linearidade e faixa de variacéo

Linearidade foi determinada por meio da construcdo de trés curvas
analiticas independentes, em seis concentra¢cBes na faixa de 0,25 a 50
pg/mL paraa HCTZ (0,25; 1; 5; 10; 25; 50 pug/mL) e em sete concentracfes
na faixa de 1 a 30 pg/mL para o NFX (1; 5; 10; 15; 20; 25; 30 pg/mL),
todas preparadas em fase movel. Antes do inicio das analises, a coluna foi
equilibrada com pelo menos 20 minutos de fluxo de fase movel pelo
sistema. A area do pico encontrada nos cromatogramas foi plotada contra as
concentracdes tedricas para obter a curva analitica. O método dos minimos
quadrados foi empregado para obter a equacéo de calibragdo e o coeficiente
de correlacdo, ainda foi realizada a verificacdo da regressao.

2.4.3 Precisdo e exatidédo

A precisdo do método foi determinada por meio da precisao
intermediaria e da repetibilidade. A precisao intermediaria foi realizada pela
andlise intradia e interdias, enquanto que a repetibilidade foi avaliada pela
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determinacdo de seis analises da mesma concentra¢do, no mesmo dia e sob
as mesmas condicBes. A exatiddo foi definida pela recuperacdo de
quantidades conhecidas da substancia referéncia adicionada a amostra
contendo 5 pug/mL de HCTZ e 7,5 ug/mL de NFX. Os niveis adicionados
foram 3 pg/mL, 5 ug/mL, e 7 pg/mL paraa HCTZ e 4,5; 7,5 e 10,5 pg/mL
correspondendo a 80%, 100% e 120% da concentracdo escolhida,
respectivamente. Cada solucdo foi preparada em triplicata e injetada trés
vezes. A exatiddo foi calculada como porcentagem de recuperacéo.

2.4.4 Limite de detec¢do e quantificacdo

Parametros como limite de deteccdo (LD) e limite de quantificacdo
(LQ) ndo sdo exigidos para a quantificacdo do farmaco, entretanto, é
sempre (til demonstrar a sensibilidade do método e da analise. Os LD e LQ
foram calculados pela curva analitica levando-se em conta o desvio padrdo
do intercepto e a média da inclinacdo das 3 curvas obtidas, conforme
preconizado pelo ICH (ICH, 2005). Os valores de LD e LQ foram preditos
utilizando as equacgdes 1 e 2. Os mesmos foram confirmados em analise
experimental.

100 30
Le=— (1) LD == (2
2.4.5 Robustez
A robustez do método analitico foi avaliada por meio da variagéo
nas seguintes condi¢Bes cromatogréficas: fluxo, temperatura do forno e
composicao da fase movel.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 DESENVOLVIMENTO DO METODO DE QUANTIFICAGAO DA
HCTZ

3.1.1 Selecao e otimizacdo das condicdes cromatograficas

O método para determinacdo da HCTZ nos complexos de inclusdo
com BCD foi desenvolvido em fase reversa por se tratar de compostos
organicos. A HCTZ é uma base fraca e apresenta dois valores de pK, (pKaz
7,0 e pKy 9,2) (KADAM et al., 2011). Compostos ionizados tendem a
formar caudas pronunciadas além de ndo ser recomendavel sua utilizacéo
em fase reversa, uma vez que a ionizagdo tem maior afinidade pela fase
mével (polar). Desta forma, varios pHs acidos na faixa de 2 a 5 foram
avaliados de modo a obter as melhores condi¢Bes cromatogréficas. Outras
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variagdes como colunas cromatogréaficas, temperatura e solventes organicos
(acetonitrila, metanol e etanol) também foram avaliadas, sempre levando
em consideracao a preservacdo da estabilidade da HCTZ. A fase movel que
forneceu as melhores condigdes cromatogréaficas foi agua pH 3,0 e
acetonitrila na proporc¢édo de 80:20 v/v, eluida em coluna Phenomenex Cyg
proporcionando picos com boa simetria e resolucdo além de um tempo de
retencdo rapido e reprodutivel de 4,5 minutos.

3.1.2 Selecdo do comprimento de onda de absor¢ao

A selecdo do comprimento de onda foi realizada em
espectrofotdbmetro por meio da diluicdo da solucdo estoque de HCTZ a uma
concentracdo de 5 pg/mL em fase movel previamente definida. O espectro
revelou uma maior absor¢do no comprimento de onda de 260 nm e foi,
portanto selecionado. Um cromatograma tipico obtido pelo método pode ser
observado na Figura 1.
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Figura 1. Cromatograma padrdo da HCTZ (A) e HCTZ extraida do complexo de
inclusdo obtido por malaxagem seguida de liofilizagéo.

3.2 VALIDACAO DO METODO DE QUANTIFICACAO DA HCTZ

3.2.1 Especificidade

A especificidade do método é a habilidade de medir o analito na
presenga de suas potenciais impurezas, produtos de degradagdo ou
excipientes da formulacdo (ICH, 2005). Uma solucdo de BCD pura, na
mesma concentracdo utilizada nas formulacdes foi avaliada no método
desenvolvido para a HCTZ e ndo apresentou absor¢cdo neste comprimento
de onda. A capacidade indicadora de estabilidade do método foi testada
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submetendo-se uma solugéo concentrada de HCTZ a condic6es de hidrolise
acida, bésica, neutra, oxidativa e fotolitica e os cromatogramas obtidos
estdo demonstrados na Figura 2.

6 1 2 3 4 5 ‘ |6

ﬁ Tempo (minutos)
Figura 2. Cromatograma de degradacdo obtido para a HCTZ em: (A) HCI 1M, (B)
NaOH 0,1M, (C) Agua, (D) H,0, 20%, (E) exposicao a luz UV, (F) exposicao a luz
VIS.
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Os cromatogramas obtidos revelam picos dos produtos de
degradacéo bem separados do pico principal da HCTZ. Assim, demonstrou-
se a especificidade do método proposto para a andlise da HCTZ no
complexo de incluséo.

3.2.2 Linearidade

Para definir a linearidade da resposta do detector do instrumento a
concentracdo conhecida de HCTZ, solugfes foram preparadas na faixa entre
0,25 e 50 pg/mL. A equacdo obtida a partir da reta média foi y = 86578 +
29478 com coeficiente de correlacdo de 0,9994, conforme figura 3. A
analise de variancia aplicada e a plotagem dos residuos revelam a
linearidade do método (Feaicutado 3012 > Feritico 6,6 X 107 € p < 0,05).

3.2.3 Limite de deteccao e limite de quantificacao

Com a linearidade estabelecida, esta foi utilizada para determinacgéo
do limite de deteccédo (LD) e de quantificagdo (LQ) da HCTZ.

O valor encontrado para LD foi de 0,02 pg/mL e LQ 0,06 pg/mL.
Valores baixos de LD e LQ sdo importantes para a quantificacdo dos
estudos de permeabilidade, uma vez que a HCTZ é um farmaco classe BCS
IV e apresenta baixa permeabilidade.
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Figura 3. Representagdo grafica da curva de calibragdo média da HCTZ obtida por
CLAE com sua respectiva equacéo da reta e coeficiente de determinaco (R?).

3.2.4 Precisdo

A precisdo do método foi determinada de acordo com o
recomendado pela resolugcdo e pelos padrées do ICH (BRASIL, . 2003;
ICH, 2005) pelo calculo do desvio padrdo relativo (DPR). Foram
considerados como limite aceitavel valores menores que 2%. Para tanto, foi
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realizada a repetibilidade de seis determinagdes da mesma concentragéo de
uma solugdo de complexo de HCTZ (10 pg/mL) sob as mesmas condicGes
e a precisdo intradia e interdias de 3 concentragdes diferentes (5, 10 e 25
pHg/mL) no mesmo dia e em dias seguidos, respectivamente. Os resultados
estdo sumarizados na tabela 1 e pode-se observar a precisdo do método uma
vez que os valores de DPR estdo dentro do critério de aceitacéo.

3.2.5 Exatidao

A exatiddo foi calculada a partir da determinacdo da HCTZ nas
solucbes preparadas de complexo de inclusdo pelo método de adicdo de
padrdo e expressa em termos de porcentagem de recuperacdo. Volumes
variaveis de solucéo padrdo foram adicionados a uma solucéo de complexo
para obter valores de 80%, 100% e 120% da concentracdo de trabalho da
HCTZ, correspondente a concentracdo final de 8 pg/mL, 10 pg/mL e 12
pg/mL respectivamente. Os resultados estdo expressos na tabela 2.

3.2.6 Robustez

A avaliacdo da robustez foi verificada por meio de alteragBes
pequenas nos parametros do método, como fluxo, pH e proporcdo da fase
mével. Os resultados estdo sumarizados na Tabela 3. Na execucdo das
analises de quantificacdo do farmaco nos complexos de incluséo, os teores
obtidos ndo apresentaram diferenga significativa e os valores de DPR
encontram-se dentro do preconizado, comprovando a robustez do método
para os parametros utilizados.

Tabela 1. Dados da repetibilidade e da precisdo intradia e interdias para HCTZ nos
complexos de inclusdo.

Amostra Precisdo intradias Preciséo interdias
Média (%) DPR (%) Média (%) DPR (%)
1 (n=3) 99,25 99,47
101,29 1,02 101,09 0,81
100,35 100,16
Repetibilidade
2 (n=6) 100,21 100,98
101,45 99,07 0,95

99,38 99,49
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Tabela 2. Resultado do ensaio de exatiddo paraa HCTZ.

Quantidade Concentragdo Concentracdo Recuperacio DPR

adicionada®  final te6rica® média média
encontrada
(ug/mL) (Hg/mL) (Hg/mL) (%) (%)
3,0 (80%) 8 8,17 104,37 0,33
5,0 (100%) 10 10,26 103,72 0,13
7,0 (120%) 12 11,87 100,24 0,25

# Concentragéo de padrdo adicionado

Tabela 3. Parametros da avaliacdo da robustez do método analitico para analise da
HCTZ por CLAE.

Variavel Faixa Teor DPR
investigada (%) (%)

Fluxo (mL/min) 0,9 100,01 0,12
1,0 99,85 0,23

11 99,92 0,16

pH do tampéo 2,9 99,51 0,27
3,0 99,62 0,17

31 99,82 0,25

Proporgdo da fase 78:22 100,12 0,32
movel 80:20 100,72 0,12

(agua:acetonitrila)
82:18 99,78 0,35

3.3 DESENVOLVIMENTO DO METODO DE QUANTIFICACAO DO
NFX

3.3.1 Selecéo e otimizacéo das condigdes cromatogréficas

O método por CLAE em fase reversa foi desenvolvido para fornecer
uma determinacdo eficiente e segura do NFX nos complexos de inclusdo
obtidos. Para obter as melhores condi¢fes cromatograficas, variagdes na
composicdo da fase movel e diferentes tipos de colunas foram empregados.
Estas condicBes levaram em conta os parametros fisico-quimicos do
farmaco, garantindo sua estabilidade. Como condigdes cromatogréficas
foram avaliadas a resposta de distintos solventes organicos (acetonitrila e
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metanol) e 4gua, em diferentes valores de pH para a fase aquosa. Os valores
de pH devem ser cuidadosamente avaliados, pois no caso do NFX, apenas
valores extremos de pH conferem a ndo ionizacdo da molécula, em sua
maioria (figura 2, capitulo 4). Portanto, fase mével com pH 3, por exemplo,
é uma condicdo aceitavel para utilizacdo no equipamento bem como para o
farmaco. A coluna, fluxo e proporcéo da fase moével foram ajustados para
garantir um método de quantificagdo com adequada simetria de pico em
tempo razodvel de retengdo do farmaco na coluna. A utilizacdo do tampéo
fosfato (25 mM, pH 3) em combinagdo com acetonitrila (87:13 v/v) a 40 °C,
fase movel simples e muito utilizada na area, resultou em tempo de
retencdo relativamente curto de 6,5 minutos, como pode ser observado no
cromatogramas tipicos (figura 4). As condic¢bes otimizadas do método
foram validadas para a analise do NFX nos complexos de inclusdo
preparados com BCD.
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Figura 4. Cromatograma padrdo de NFX (A) e NFX extraido do complexo
malaxagem seguido de liofilizacéo (B).

3.3.2 Selecdo do comprimento de onda de excitacao e emissdo

Os comprimentos de onda de excitagdo e de emissdo foram
estabelecidos, fixando-se 0 comprimento de excitagdo (278 nm) e fazendo a
varredura do comprimento de emissdo na regido entre 400 a 500 nm. Desta
forma, foi observado um méaximo de emissdo em 445 nm. Estes foram
escolhidos para deteccdo 6tima para quantificacdo do NFX, minimizando a
interferéncia da fase mével.
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3.4 VALIDACAO DO METODO DE QUANTIFICACAO DO NFX

3.4.1 Especificidade

O farmaco foi submetido a condicbes de estresse para verificar a
degradacdo forcada da molécula. Amostras foram submetidas a HCI de
diferentes molaridades para analisar a hidrolise acida que o farmaco pode
sofrer. O cromatograma obtido (1A) revela uma diminui¢do da area do pico
para 0 NFX com a presenca de um pico adicional bem descrito como o
derivado descarboxilado, preparado posteriormente segundo método
descrito por Oliveira e colaboradores (OLIVEIRA; BERNARDI,
MENDES,; et al., 2009) e representado na Figura 5.

Estes resultados indicam que o método proposto € especifico e
indicador de estabilidade para a analise de NFX nos complexos de inclusdo
sob as condi¢des em estudo.

3.4.2 Linearidade

A linearidade da resposta do detector frente a variacdo da
concentracdo do analito foi avaliada pela anélise de solugdes padrdes a sete
diferentes concentracdes na faixa de 1 pg/mL até 30 pg/mL. Coeficientes
de correlacdo e as inclinacdes foram obtidos plotando-se a area do
cromatogramas obtida versus concentracdo tedrica do farmaco, e cada curva
de linearidade foi submetida a analise de regressao.

A curva de linearidade média obtida esta representada na Figura 6 (y
= 278941x - 887,76) com um coeficiente de correlacdo de 0,9996. A andlise
de variancia aplicada demonstrou que ndo houve desvio da linearidade
(Fealcutado > Feritico)- Além disso, a plotagem dos residuos exibiu padrdes de
distribuicdo normais com os residuos passando pelo teste de distribuicdo (p
< 0,05), em que tudo evidencia que o método é linear nesta faixa.

3.4.3 Limite de deteccao e limite de quantificacéo

Com a linearidade estabelecida, os limites de deteccdo (LD) e de
guantificacdo (LQ) do NFX foram determinados. O método do desvio
padrdo residual foi aplicado e os valores de LD e LQ foram preditos
utilizando as equagdes 1 e 2. Os valores encontrados foram de 0,79 pg/mL
para LQ e de 0,26 pg/mL para LD.

3.4.4 Precisao

A precisdo do método foi avaliada pelo DPR. A repetibilidade foi
obtida pela determinacdo da concentracdo de trabalho do NFX em seis
amostras de complexo independentes (15 pg/mL), no mesmo dia, sob as
mesmas condigBes experimentais. A precisdo intermediéria do método foi
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avaliada pela determinacéo de trés amostras a concentracdes diferentes no
mesmo dia (intradia) e em trés diferentes dias (interdias). Os valores
obtidos estdo expressos na tabela 4. Observa-se que 0 método apresentou-se
preciso, pois cada repeticdo apresentou valores de DPR menor que 2%.

0 1 2 3 4 5 6 7 8
Tempo (minutos)

Figura 5. Cromatograma de degradacao obtido para o NFX em: (A) HCI 1M, (B)
NFX descarboxilado, (C) NaOH 1M, (D) Agua, (E) H,0, 20%, (F) luz UV, (G) luz
VIS.
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Figura 6. Representacdo gréafica da curva de calibracdo média do NFX obtida por
CLAE com sua respectiva equacéo da reta e coeficiente de determinacéo (R?).

Tabela 4. Dados da repetibilidade e da precisdo intradia e interdias para NFX nos
complexos de incluséo.

Amostra Precisdo intradias Precisdo interdias
Média (%) DPR (%) Média (%) DPR (%)
1 (n=3) 101,7 98,73
99,94 1,05 99,34 0,83
99,82 100,37
Repetibilidade
2 (n=6) 100,67 101,22
100,93 99,94 1,13
98,72 98,58

3.4.5 Exatidao

A exatiddo foi avaliada pela determinacdo do analito nas soluctes
preparadas pelo método de adicdo de padrdo e expressada em termos de
porcentagem de recuperacgdo. Volumes varidveis de solucdo padrdo foram
adicionados a uma solucdo de complexo para obter valores de 80%, 100% e
120% da concentracdo de trabalho do NFX, correspondente a 12 pg/mL, 15
pug/mL e 18 pg/mL respectivamente. Os resultados estdo expressos na
tabela 5.
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Tabela 5. Resultado do ensaio de exatiddo para o NFX.

Quantidade Concentragdo” Concentragdo Recuperagao DPR

adicionada® média média
encontrada
(ug/mL) (Hg/mL) (Hg/mL) (%) (%)
4,5 (80%) 12 12,07 101,26 0,03
7,5 (100%) 15 14,04 99,24 1,36
10,5 (120%) 18 17,96 99,54 1,08

% Concentragéo de padrdo adicionado
® Concentracdo média da triplicata

3.4.6 Robustez

Para demonstrar a robustez do método, modificacfes nos parametros
do sistema foram realizadas fazendo mudancas nas condicOes
cromatograficas como: alteracdo no fluxo de fase mével em cerca de = 0,1
mL/min, mudanga da temperatura do forno da coluna em % 2 °C e ainda na
proporcdo da fase mével em + 2% da sua composicdo orgéanica. Os
resultados estdo sumarizados na tabela 6. A estabilidade da solucédo
analitica também foi avaliada, garantindo-se estavel por pelo menos 48 h
guando armazenada a temperatura ambiente.

Tabela 6. Parametros da avaliagdo da robustez do método analitico para analise do
NFX por CLAE.

Variavel Faixa Teor DPR
investigada (%) (%)

Fluxo (mL/min) 0,9 100,40 0,97
1,0 99,80 0,36

1,1 100,18 0,42

Temperatura 38 100,92 1,26

40 99,54 0,36

42 100,68 1,07

Proporcao da fase 82:18 100,12 0,32
movel 84:16 100,72 0,88

(tampéo:acetonitrila)
86:14 99,86 0,74
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Como resultado, ndo ocorreram mudangas significativas nos padrdes
cromatogréaficos levando em consideracdo a porcentagem de farmaco nas
condi¢des experimentais testadas, assegurando a robustez do método.

4. CONCLUSAO

Os resultados discutidos neste apéndice demonstram que o método
desenvolvido para a quantificacdo da HCTZ e do NFX nos complexos de
CD ¢ exato, robusto e apresenta linearidade e precisdo satisfatoria, sem
interferéncia da CD utilizada na formulacdo bem como dos produtos de
degradacdo. Os meétodos desenvolvidos e validados por CLAE revelam
resultados muito confidveis na quantificacdo da quantidade de farmaco
complexada, tornando-se uma ferramenta fundamental no desenvolvimento
deste trabalho.
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