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RESUMO

A qualidade do medicamento se constitui no grau com que se cumpre com todas as
caracteristicas estabelecidas desde a fase de pesquisa da molécula ativa para finalidade
pretendida até a disponibilizagdo do medicamento para o usuério. Os corticoesteroides, devido
a sua intensa atividade imunomoduladora e anti-inflamatoria, sdo os medicamentos mais
amplamente prescritos no mundo. No Brasil, a comercializacdo de corticoesteroides, com
registro na ANVISA, para forma farmacéutica solida via oral, se restringe a forma farmacéutica
comprimido. A forma farmacéutica cépsula é manipulada em farmécias magistrais e ndo ha
descricdo em compéndios oficiais e na literatura, de formulagéo padronizada para manipulagéo
e nem metodologias de analise para os corticoesteroides nessa apresentacdo. Esse trabalho
objetivou desenvolver formulacGes padronizadas para forma farmacéutica capsula e validar
métodos analiticos para estudos biofarmacéuticos de acetato de fludrocortisona, acetato de
cortisona e hidrocortisona base, assim como estudar a esabilidade das capsulas padronizadas e
caracterizar polimorfos em acetato de fludrocortisona. Foram validados os métodos de analise
dos referidos corticoides, assim como as suas aplicacdes no ensaio de dissolugdo, conforme a
RDC 166/2017 — ANVISA/MS, apresentando resultados satisfatorios. Apds o estudo de
compatibilidade do IFA com os excipientes propostos, foi feito um planejamento fatorial a fim
de selecionar uma formulacdo de cépsula de cada corticoide através de seu desempenho nos
testes de doseamento, peso médio, dissolucdo e uniformidade de doses. Foram feitos testes de
estabilidade acelerada e fotoestabilidade das cépsulas selecionadas que revelou uma
estabilidade limitada das formulagdes. A investigacdo de polimorfismo foi feita apenas para o
acetato de fludrocortisona, onde além do ja descrito, foram caracterizados dois novos

polimorfos.

Palavras-chave: Corticosteroides; Composicdo de Medicamentos; Estudos de Validagéo;
Estabilidade de Medicamentos; Cristalizagéo.



ABSTRACT

The quality of the drug is the degree to which it meets all the characteristics established from
the research phase of the active molecule for its intended purpose until the drug is made
available to the user. Corticosteroids, due to their intense immunomodulatory and anti-
inflammatory activity, are the most widely prescribed drugs in the world. In Brazil, the
commercialization of corticosteroids, registered in ANVISA, for oral solid pharmaceutical
form, is restricted to the compressed pharmaceutical form. The capsule pharmaceutical form is
handled in master pharmacies and there is no description in official compendiums and in the
literature of standardized formulation for manipulation and no analysis methodologies for
corticosteroids in this presentation. This work aimed to develop standardized formulations for
pharmaceutical capsule form and to validate analytical methods for biopharmaceutical studies
of fludrocortisone acetate, cortisone acetate and hydrocortisone base, as well as to study the
scapability of standardized capsules and to characterize polymorphs in fludrocortisone acetate.
The methods of analysis of these corticosteroids were validated, as well as their applications in
the dissolution test, according to RDC 166/2017 - ANVISA / MS, presenting satisfactory
results. After the IFA compatibility study with the proposed excipients, a factorial design was
carried out in order to select a capsule formulation of each corticosteroid through its
performance in the dosage tests, mean weight, dissolution and uniformity of doses. Tests for
accelerated stability and photostability of the selected capsules were performed which revealed
limited stability of the formulations. The polymorphism investigation was done only for
fludrocortisone acetate, where in addition to the already described, two new polymorphs were
characterized.

Keywords: Adrenal Cortex Hormones; Drug Compounding; Validation Studies; Drug
Stability; Crystallization.
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1 INTRODUCAO

A gqualidade do medicamento se constitui no grau com que se cumpre com todas as
caracteristicas estabelecidas desde a fase de pesquisa da molécula ativa para finalidade
pretendida, rota sintética atribuida para o ativo farmacéutico em escala industrial,
desenvolvimento da formulacéo, escolha dos excipientes e da forma farmacéutica, processo de
fabricacdo, boa apresentacdo visando a maior confiabilidade e aceitabilidade pelo paciente,
conformidade com os parametros farmacopeicos, biodisponibilidade, eficacia clinica e
seguranca (GASPAROTTO, 2005).

No desenvolvimento e na producdo do medicamento, a evolucgao tecnolégica exige o
cumprimento de requisitos regulatérios de forma a evitar e prevenir os riscos de qualidade e
seguranca do produto. A garantia da qualidade é um importante aspecto a ser considerado desde
0 projeto de obtencdo da molécula ativa até a liberagdo do medicamento para o consumidor.

Os orgdos regulamentadores exigem que as empresas produtoras realizem ensaios de
qualidade em todas as fases do processo de fabricacdo. Estas normas sdo dindmicas e devem
ser sempre atualizadas para acompanhar a evolugdo tecnologica dos processos, de novos
equipamentos e de gestdo da qualidade (BRASIL, 2003; BRASIL, 2007; Brasil, 2010a).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), atraves da Geréncia Geral
de Inspecdo de Medicamentos e Controle de Produtos, vem constatando a escassez no pais de
literatura técnica que sistematize ensaios, processos, € materiais utilizados por Laboratérios de
Controle da Qualidade e Controle da Producédo no sentido de controlar os ativos farmacéuticos
quanto a presenca de polimorfos, padronizar as formulagdes magistrais do mesmo ativo
farmacéutico e desenvolver metodologias de analises validadas para controle da qualidade dos
medicamentos manipulados (BRASIL, 2005a; BRASIL, 2007; SILVA, 2008).

No Brasil, acomercializacdo de corticoesteroides, com registro na ANVISA, para forma
farmacéutica solida via oral, se restringe a forma farmacéutica comprimido. A forma
farmacéutica capsula é manipulada em farmacias magistrais e ndo ha descri¢cdo em compéndios
oficiais e na literatura, de formulagdo padronizada para manipulacdo e nem metodologias de
analise para os corticoesteroides nessa apresentacdo (BRASIL, 2016a).

Cépsula é a forma farmacéutica mais produzida em uma farmacia magistral pois, com
sua infinidade de cores e impress@es e por reduzir o risco de confusdes, tém-se tornado bastante
atraente frente as demais formas farmacéuticas de administragdo oral e, também, oferece boa
adesdo ao tratamento por mascarar gosto desagradavel e por ser de facil degluticdo. Além disso,

permitem a mistura de ativos no mesmo invélucro e reducdo nas etapas de processo o que torna
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sua fabricacdo mais fécil, répida, economicamente vidvel e possivel de ser manipulada em
farmécias magistrais (BERTOLLO, 2008; FERREIRA, 2006; SILVA, 2008).

Os corticoesteroides, devido a sua intensa atividade imunomoduladora e anti-
inflamatdria, sdo os medicamentos mais amplamente prescritos no mundo e, seu mercado
mundial é estimado em mais de 10 bilhGes de ddlares por ano (RAMAMOORTHY, 2016).

Por outro lado, seus usos terapéuticos séo limitados devido a seus efeitos colaterais,
principalmente quando da utilizacao de altas doses e por tempo prolongado.

Considerando as etapas de metabolizacdo e eliminacdo da farmacocinética dos
corticoesteroides, em populacdes especiais como aquelas com problemas renais, hepaticos,
geriatricas e pediatricas, sempre é necessario o ajuste de dose quando da utilizacdo desses
medicamentos por periodos prolongados (GOODMAN; GILMAN, 2012; POLITO, 2016).

As doses usuais de corticoesteroides via oral, para adultos variam de 0,05 a 100,00
mg/dia e, a partir de 0,020 mg/Kg/dia para pacientes pediatricos, considerando-se a poténcia do
glicocorticoide e condicdo clinica do paciente (GOODMAN; GILMAN, 2012; POLITO, 2016).

Dessa forma, a preparacdo magistral desses medicamentos ganha destaque, ja que
permite a individualizacdo e flexibilizacdo das doses através da manipulacdo de capsulas e/ou
suspensdes/solucbes com a dose exata para um determinado paciente.

Os corticoesteroides sdo farmacos com classificagdo biofarmacéutica classe Il (baixa
solubilidade e alta permeabilidade), condicdo em que avaliagdo de polimorfismo nos IFAs,
desenvolvimento tecnoldgico para formulacdo para forma farmacéutica capsula e de testes de
dissolucdo sdo essenciais para garantia da qualidade do medicamento, pois fornecem
informacdes a respeito das caracteristicas biofarmacéuticas do farmaco, de sua liberacdo a partir
da forma farmacéutica e prospecgédo de seu comportamento in vivo (TODESCHINI, 2013).

Considerando a importancia da qualidade de medicamentos para a saude publica, o
acompanhamento dos processos de fabricacdo que envolvem etapas diferenciadas e, também,
excipientes diversificados que sdo empregados na formulacdo, faz-se necessario oferecer
solugdes tecnologicas e opgdes em procedimentos analiticos com o objetivo de otimizar, gerar
economia e, consequentemente, trazer beneficios para os usuarios do medicamento.

Neste contexto, buscamos contribuir com estudos de polimorfismo, estabilidade,
desenvolvimento analitico e de formulacdo padronizada para forma farmacéutica capsula com
avaliacdo da qualidade das mesmas, o0 que vem de encontro com o desenvolvimento cientifico
e tecnoldgico do pais, com o Cdodigo Oficial Brasileiro (Farmacopéia Brasileira) no ambito da

Vigilancia Sanitéria e que, certamente, trard contribuicGes relevantes para area da farmacia e
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impactos positivos para a saude humana quando da utilizacdo do medicamento manipulado,
com formulagBes padronizadas e garantia de seguranca e eficécia clinica.

As formulacGes foram padronizadas através da metodologia de otimizagdo multivariada,
tendo por base tipo de excipiente e respectivas propor¢oes e tempo de mistura. Os excipientes
escolhidos tiveram a compatibilidade com os [FA’s avaliadas através das técnicas térmicas DSC
e TG e também por CLAE. As capsulas manipuladas foram submetidas a peso médio, variagdo
do contetdo tedrico, doseamento, uniformidade de contetdo, perfil de dissolucdo, teste de
estabilidade acelerado e fotoestabilidade.

O método de andlise das capsulas manipuladas foi desenvolvido por CLAE e validado
tanto para o dosemaneto das mesmas quanto para o teste de dissolugéo.

Foram obtidas formas cristalinas de acetato de fludrocortisona e caracterizadas por
DSC, TG/DTG, DRXP e IV-ATR. Foram caracterizados dois novos polimorfos ainda nédo
descritos na literatura.

Este estudo atende & Chamada CNPg/ANVISA n°12/2015, que tem como objetivo
apoiar projetos de pesquisa para elaboracdo de monografias de formulacdes padronizadas de
capsulas para uso magistral assim como as suas metodologias de andlise, visando a ampliacédo
do namero atual de formulagdes do Formulario Nacional, entre outros.

A referida Chamada CNPg/ANVISA demanda estudos para os corticosteroides acetato

de fludrocortisona, acetato de cortisona e hidrocortisona base.



15

2 REVISAO DA LITERATURA

A sequir sera apresentada uma revisdo bibliografica do tema abordado nesse trabalho.

2.1 CORTICOESTEROIDES

Os corticoesteroides constituem uma classe de horménios liberados pelo cértex adrenal,
que inclui os glicocorticoides e os mineralocorticoides (RAMAMOORTHY, 2016).

Bartolomeu Eustaquio, em 1563 foi o primeiro a fazer referéncias as glandulas adrenais
porém, apenas em 1855 Thomas Addison observou evidéncias da importancia fisioldgica
dessas estruturas; importancia essa, confirmada em 1856 pelo pesquisador Brown-Séquard, que
demonstrou que o animal adrenalectomizado evoluia sempre para a morte (BARNES, 2014;
CRUZ-TOPETE; CIDLOWSKI, 2015).

Em meados de 1930 vérias condi¢des patologicas como a Sindrome de Cushing entre
outras, foram descritas observando-se a relacdo entre hipofise e adrenal. Bordley e
colaboradores foram os primeiros a evidenciar que o hormdnio adrenocorticotropico era muito
benéfico no tratamento de doencas alérgicas em 1949, porém o seu uso sistémico foi limitado
devido aos seus efeitos colaterais. Hench, Kendall e Reichstein (1950) ganharam o prémio
Nobel de Medicina por introduzirem a cortisona com grande sucesso no tratamento da artrite
reumatdide, marcando assim, o inicio da corticoterapia (PENILDON, 2010; BARNES, 2014,
CRUZ-TOPETE; CIDLOWSKI, 2015).

A glandula supra-renal, localizada sobre o polo superior dos rins, possui duas camadas
de origem embriolégica diversa e com funcgdes diferentes. A por¢do interna (medula) esta
relacionada com a produgdo dos hormonios adrenalina e noradrenalina. A porgdo externa
(cortex) produz os hormonios glicocorticoides, mineralocorticoides e hormonios sexuais
androgenos e estrogenos (GOODMAN; GILMAN, 2012; QUAX, 2013; PENILDON, 2010).

Os mineralocorticoides atuam predominantemente no equilibrio hidroeletrolitico
retendo sédio e depletando potéssio. A aldosterona € o mais importante mineralocorticoide
enddgeno. Os glicocorticoides possuem importante fun¢do no metabolismo de carboidratos,
proteinas e calcio e potente atividade anti-inflamatdria e imunossupressora. S&o liberados em
resposta a condig¢Oes de stress. A hidrocortisona, também chamada de cortisol é o principal
glicocorticoide enddgeno (CRUZ-TOPETE; CIDLOWSKI, 2015; HANEEF, 2013; QUAX,
2013; PENILDON, 2010).
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A sintese e liberagdo dessas substancias ocorrem naturalmente pelo organismo, de
acordo com sua necessidade, sob influéncia do horménio adrenocorticotréfico (ACTH),
considerando o ritmo circadiano que influencia diretamente na sintese de glicocorticoides pelo
organismo. As concentracdes plasmaticas de glicocorticoides encontram-se elevadas pela
manha e decrescem ao longo do dia e, por outro lado, as concentragdes podem se modificar
quando hé alteragdes no héabito de dormir e por estimulos como excesso de calor ou frio, stress,
lesdes ou infecgbes (BAVARESCO, 2005; QUAX, 2013; RAMAMOORTHY, 2016).

Segundo Ramamoorthy (2016), o termo “corticoesteroides” ¢ comumente utilizado para
se referir aos glicocorticoides, maneira como iremos proceder aqui.

Os corticoesteroides possuem atividade sobre reacGes inflamatorias de qualquer
etiologia, seja ela provocada por invasdo de um patdgeno, por estimulos fisicos ou quimicos,
por reacdes autoimunes ou de hipersensibilidade, cujo usos terapéuticos estao relacionados a
essas condicOes. Sdo usados também para suprimir rejeicGes a enxertos e transplantes, devido
a sua acao imunomoduladora (BAVARESCO, 2005; RAMAMOORTHY, 2016).

Os efeitos colaterais associados aos corticoesteroides podem ser observados nos
diversos 6rgaos e sistemas: sistema nervoso central (ex.: depressdo, insénia, psicose e tentativa
de suicidio), sistema imune (imunodepressdo), aparelho digestorio (ex: Ulcera péptica,
pancreatite), olhos (ex.: glaucoma, catarata), sistema enddcrino e metabolico (ex.: retardo do
crescimento, diabetes, sindrome de Cushing), aparelho cardiovascular (ex.: hipertensdo,
acidente vascular cerebral, infarto), sistema musculo esquelético (ex.: miopatias, osteoporose),
sangue (ex.: leucocitose, tromboembolismo), pele (ex.: atrofia, acne, hirsutismo, equimoses),
agua e eletrélitos (ex.: deplecdo de potassio, hipocalemia e edema). Além disso, pessoas
submetidas a tratamento a longo prazo podem desenvolver resisténcia tecido-especifico aos
glicocorticoides (PENILDON, 2010; RAMAMOORTHY, 2016).

O aparecimento dos efeitos colaterais esta relacionado com o tipo de preparagéo,
horério, dose, duracdo, via e esquema de administracdo, idade e sexo, doenga de base,
associacdo com medicamentos que interferem na sua acéo e o perfil individual de sensibilidade
(ALVES, 2008).

A terapia prolongada (mais de uma semana) e/ou com altas doses de corticoesteroides
pode causar trés tipos de complica¢cfes quando seu uso € interrompido de maneira inadequada:
insuficiéncia adrenal secundaria a supressdo do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal (HHA),
sindrome da retirada dos corticoides e reativacdo da doenca de base. Ndo existe nenhum
consenso, diretriz, ou ensaio clinico controlado orientando sobre como proceder a retirada da

corticoterapia cronica. Na pratica clinica, a maioria dos medicos que prescrevem
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corticoesteroides desenvolve seu préprio esquema empirico de retirada da medicacéo e o que
estabelecem em comum € que a retirada nunca deve ser abrupta (ALVES, 2008).

Os corticoesteroides endogenos sao produzidos a partir do colesterol através de um
processo multi-enzimatico denominado esterodoigénese e pertencem, segundo classificacdo
quimica, a série C21 (horménios esteroides com 21 carbonos). Devido a sua natureza lipofilica,
os glicocorticoides ndo podem ser pré-sintetizados e estocados na glandula adrenal, mas
precisam ser rapidamente sintetizados (através de varias reagdes enzimaticas) sob estimulacéo
do hormdnio adrenocorticotrofico. Uma vez liberado pela adrenal, eles caem na corrente
sanguinea e atingem os tecidos alvo, seus niveis sdo mantidos pela sintese adrenal, mas sua
disponibilizacdo é regulada pelo tecido ou a nivel celular (RAMAMOORTHY, 2016).

Os corticoesteroides agem através da interacao com proteinas receptoras especificas nos
tecidos-alvo para regular a expressdo dos genes responsivos, modificando os niveis e tipos de
proteinas sintetizadas. Esse tipo de acdo constitui a principal via de acdo dos glicocorticoides e
é conhecida como a¢do gendmica que, como depende de sintese proteica, ndo gera um efeito
imediato no tecido alvo. Além dos efeitos gendmicos, alguns poucos efeitos imediatos séo
observados e estdo associados a interacdo fisico-quimica com receptores de membrana para
glicocorticoides, acdo conhecida como ndo-genémica (GOODMAN; GILMAN, 2012;
RAMAMOORTHY, 2016).

A hidrocortisona ((11p)-11,17,21-trihydroxypregn-4-en-3,20-diona) é o protétipo dos
glicocorticoides, possui  estrutura bésica dos esteroides, que €é o0 nucleo
ciclopentanoperidrofenantreno (FIGURA 1). Modifica¢fes quimicas efetuadas na sua molécula
originam derivados sintéticos com maiores poténcias e duracdo de acdo mais prolongadas. Em
nenhum desses derivados observa-se separacdo dos efeitos anti-inflamatorios dos demais
efeitos dos corticoesteroides e observa-se efeitos minimos sobre os eletrolitos. A substituicdo
por CoH302 em R21 (FIGURA 1), contribui com o aumento da solubilidade da molécula.
(CHEMSPIDER, 2017; CHEN, 2011; GOODMAN; GILMAN, 2012; LEWIS, 2016;
PENILDON, 2010).

A atividade dos corticoesteroides sintéticos dependem, em grande parte dos
substituintes ligados ao nucleo, que podem aumentar ambas as atividades glicocorticoide e
mineralocorticoide (HANEEF, 2013; ROMANHOLI; SALGADO, 2007). Se apresentam na
forma de po cristalino geralmente branco e podem ser produzidos sinteticamente, sob a forma
de base livre ou sal, comumente na forma de acetato (CHEMSPIDER, 2018; EUROPEAN
COMISSION PUBLIC HEALTH, 2011; LEWIS, 2016).
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Os corticoesterdides disponiveis comercialmente no Brasil, entre medicamentos de
referéncia e genéricos, incluem a hidrocortisona e seus andlogos sintéticos cortisona,
clobetasol, fluticasona, fludrocortisona, fluormetonolona, fluocinolona, triancinolona,
betametasona, beclometasona, budesonida, desonida, desoximetasona, dexametasona,
deflazacorte, diflorasona, flunisolida, metilprednisolona, mometasona e prednisolona
(BRASIL, 2016a).

No Brasil, além de comprimidos e solugdes / suspensdes para utilizacdo por via oral,
existem preparacdes industrializadas para uso via parenteral (intra-muscular, intra-articular e
venosa), via inalatoria e uso topico (BRASIL, 2016a); ndo existem capsulas de corticoesteroides

industrializadas.

Glicocorticoide Ro Rs Ri11 Ri7 Ris R21
Dexametasona -F -H -OH -OH -H -OH
Betametasona -F -H -OH -OH -CHs -OH
Prednisona -H -H =0 -OH -H -OH
Prednisolona -H -H -OH -OH -H -OH
Metilprednisolona  -H -CHs  -OH -OH -H -OH
Beclometasona -Cl -H -OH -OH -CHs -OH
Hidrocortisona -H -H -OH -OH -H -OH
Fludrocortisona -F -H -OH -OH -H -OH
Cortisona -H -H =0 -OH -H -OH
Figura 1 - Esi'Ergtura quimica da hidrocortisona e seus principais analogos sintéticos utilizados na
clinica.

Fonte: HANEEF, 2013.
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Assim como a hidrocortisona, 0s seus analogos sintéticos sdo, também, bem absorvidos
por via oral, especialmente na forma de acetato. A absorc¢do da hidrocortisona por via oral
acontece por difusdo passiva, com 45 a 80% da dose administrada, ocorrendo o pico plasmatico
em torno de 1 hora apds a administracdo. A ingestdo concomitante com alimentos retarda a
velocidade de absorcdo em torno de 2h, enquanto aumenta a sua absorcao e biodisponibilidade
por volta de 30% (EUROPEAN COMISSION PUBLIC HEALTH, 2011).

Da hidrocortisona plasmatica (5 a 25ug/100mL, concentracéo de producdo enddgena),
80 a 90% se encontram ligadas a proteinas plasmaticas chamadas de Globulinas de Ligacéo aos
Corticoesteroides (CBG) ou transcortina e também, em menor parte, a albumina (5 a 15%).
Somente cerca de 5% dos glicocorticoides plasmaticos estdo livres e bioativos. Na circulacdo
sistémica, os corticoesteroides se distribuem livremente nos espacos intra e extra celulares,
devido a sua natureza lipofilica, exercendo suas acdes nos 6rgaos e tecidos-alvo. Alguns de
seus efeitos podem ser detectados de 30 minutos a 2 horas apds a administracdo e uma vez
iniciados, podem durar horas ou dias ap6s o desaparecimento do composto no sangue, ja que
esses efeitos sdo devidos a alteracdes a nivel de RNA e sintese proteica (GOODMAN;
GILMAN, 2012; RAMAMOORTHY, 2016).

O metabolismo dos corticoesteroides envolve reacdes de reducao ou oxidacao seguidas
de conjugacéo (maioria com glicuronideos) que ocorrem predominantemente no figado, para a
formagdo de derivados mais hidrossolGveis a serem excretados na urina (GOODMAN,;
GILMAN, 2012; RAMAMOORTHY, 2016).

Segundo classificacao biofarmacéutica proposta por Amidon e colaboradores (1995), os
corticoesteroides sdo de natureza lipofilica, com classificacdo biofarmacéutica classe Il (alta
permeabilidade e baixa solubilidade). Dessa forma, quando apresentado em preparacgdes solidas
para uso oral, apresentam baixa velocidade de dissolugdo em meio aquoso, porém com alta
permeabilidade intestinal (EUROPEAN COMISSION PUBLIC HEALTH, 2011).

Encontram-se descritos na literatura diferentes métodos qualitativos e quantitativos de
analise de corticoesteroides empregando na sua maioria, métodos cromatograficos
(cromatografia liquida, cromatografia gasosa), com e sem derivatizacdo (YAMASHITA, 2007,
MARCQOS; POZO, 2015) e utilizacdo de detectores ultra-violeta (ADI-DAKO, 2017;
CISTERNINO, SCHLATER; SAULNIER, 2003; D’HONDT, 2014; GIBAUDI, 2004),
espectrometria de massas (GIACCONE, 2017; FERRABOSCHI, 2008; TAYLOR, GREBE;
SINGH, 2004), fluorimétrico (SUDO, 1988), quimioluminescéncia (TAKEDA, 1990).

As publicagdes de métodos desenvolvidos para esse fim empregando amostras

bioldgicas sdo mais frequentes que aqueles que empregam formas farmacéuticas e outras como
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amostras de &gua. Dentre os métodos que empregam amostras biolégicas Hawley e Keevil
(2016), lonita (2009), MC Whinney (2010), Ribot (2013), Sudo (1988) publicaram métodos
que empregavam soro ou plasma, MC Whinney (2010) e Perogamvros (2009) utilizaram
métodos para saliva, Antignac (2005), MC Whinney (2010), Pujos (2005), Sudo (1988), para
urina, Bévalot (2000) para cabelo, Chen (2011) e Deceuninck (2011) para fragmentos de tecido
(humanos e animais). Muitos métodos possuem a etapa de extracdo: Becue (2011) utilizou
extracdo em fase solida, Ribot (2013) e Saracino (2014) utilizaam microextracdo em fase sélida,
Quin (2013) extracao liquido/liquido e Hawley e Keevil (2016) precipitacdo de proteinas.

PublicagcOes de estudos para deteccdo e dosagem de corticoesteoides a partir de
medicamentos e cosméticos incluem métodos cujas amostras sdo cremes (cosméticos e
medicamentosos), comprimidos, suspensdes e solucdes, utilizando métodos por cromatografia
liquida de alta eficiéncia que empregam colunas cromatogréaficas tipo C18, fase movel e fluxo
variaveis, comprimento de onda de deteccdo, quando UV, entre 240 e 254nm, dependendo do
corticoide em questdo (AST, 1979; CISTERNINO, SCHLATTER; SAULNIER, 2003;
GIACCONNE, 2017; GOLUBOVIC, 2015; JOHANNSONN, 2009).

Dentre os corticoides contemplados nas farmacopeias, na Farmacopeia Americana
(USP) encontram-se as monografias para analise de matérias-primas e comprimidos de acetato
de fludrocortisona, acetato de cortisona e de hidrocortisona; na Farmacopeia Britanica,
encontram-se as monografias para as respectivas matérias-primas dos 3 corticoesteroides
estudados e na Farmacopeia Brasileira apenas a monografia para a hidrocortisona matéria-

prima.

2.2 POLIMORFISMO

Todas as formas farmacéuticas solidas orais estdo sujeitas a apresentar variagdes em
seus perfis de bioequivaléncia, ja que podem ser formuladas com excipientes diversos que
interferem na liberagdo do ingrediente ativo, assim como podem ser produzidas com matérias-
primas sujeitas a apresentar o fendbmeno do polimorfismo, que também interfere no perfil de
dissolucdo do medicamento.

Polimorfismo pode ser definido como a capacidade de um composto solido apresentar-
se em duas ou mais formas cristalinas. Polimorfos sdo compostos com a mesma composi¢ao
guimica, porém com moléculas arranjadas de pelo menos dois diferentes modos no estado
cristalino (ARAUJO, 2012; DESIRAJU, 2008).
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O fendmeno do polimorfismo é conhecido h& mais de dois seculos, sendo observado em
1788 pelo quimico Martin Heinrich Klaprot, com a cristalizacdo do carbonato de calcio. O
termo “polimorfismo” foi criado em 1822 quimico alemdo Eilhard Mitscherlich, porém
somente a partir de 1960 o setor farmacéutico comecou a estudar melhor o assunto (ARAUJO,
2012).

Em 1995 Dunitz ¢ Bernstein’s focalizaram estudos na identificacdo e efeitos dos
polimorfos e, a partir de entdo, varios métodos de obtencdo de polimorfos e controle de
formac&o dos mesmos foram desenvolvidos (LLINAS, 2008).

As propriedades fisico-quimicas e tecnoldgicas que podem ser alteradas com o
fendmeno de polimorfismo de farmacos sdo: compressibilidade, dureza, fluxo de pd,
condutividade, densidade, higroscopicidade, indice de refracdo, cor, morfologia de particulas,
entalpia e entropia, capacidade calorifica, temperaturas de fusdo e ebuli¢do, pressao de vapor,
estabilidade, solubilidade e taxa de dissolu¢cdo (EDDLESTON, 2013).

Qualquer variacdo no padrdo de arranjo das moléculas resulta em formas polimorficas
diferentes e modificacbes de suas propriedades fisicas e quimicas, uma vez que as
caracteristicas dos materiais sélidos estdo intimamente ligadas a sua forma cristalina, podendo
afetar a biodisponibilidade e estabilidade (PUROHIT, 2009).

Em ciéncias farmacéuticas o termo polimorfismo é utilizado para designar uma
variedade de formas sélidas de farmacos e excipientes, incluindo formas amorfas, solvatos,
hidratos, sais e co-cristais (ALTONEN, 2009). A rigor, as formas amorfas ndo sdo consideradas
polimorfos, pois elas ndo sdo sélidos cristalinos, 0s solvatos e hidratos sdo classificados como
pseudopolimorfos pois possuem moléculas de solvente ou agua, respectivamente incluidas em
sua rede cristalina e, os co-cristais diferentemente dos polimorfos consistem de um cristal
formado por dois ou mais componentes sélidos a temperatura ambiente e coexistem em uma
razdo estequiométrica entre um ou mais IFA’s e um ou mais agentes cocristalizantes (SILVA,
2010; ROCHA, 2016).

Diversas técnicas de cristalizacdo para obtencdo de polimorfos estdo descritas na
literatura e mostram que, a interacdo e reconhecimento molecular, termodindmica e cinética
podem ser (teis para obter informagdes sobre a forma cristalina desejada (LLINAS, 2008).

As formas polimdrficas dos IFA’s podem ser obtidas por técnicas bem conhecidas como
moagem (mecanoquimica), aquecimento e cristalizacdo (através de resfriamento de solucdes,
evaporacao de solventes, adicdo de anti-solventes, utilizacdo de fluidos supercriticos e spray-
drying - secagem por pulveriza¢do) (HASA; JONES, 2017; HIGASHI, 2016).
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E na etapa de desenvolvimento de um medicamento que deve ser investigada e escolhida
a forma polimdrfica a ser utilizada. O polimorfo preferido é sempre o mais estavel, ou seja,
aquele que apresenta menor energia. Para que se conheca e reconheca essa forma, uma analise
do estado solido do farmaco deve ser feita criteriosamente a fim de desenvolver um
medicamento estivel cujo comportamento farmacocinético seja previsivel. Neste sentido,
cuidados sdo necessarios para que a forma escolhida ndo se converta para metaestavel durante
0 processo de obtencdo da molécula ativa, fabricacdo e armazenamento (SINGHAL, 2004).

Em alguns casos, a forma metaestavel pode ser a escolhida para o desenvolvimento do
medicamento, e quando isso acontecer, deve-se garantir que a maior alteracdo possivel ndo
compromete a qualidade e a biodisponibilidade do medicamento (SINGHAL, 2004).

Ja foram identificadas algumas formas cristalinas polimorficas em corticoesteroides,
porém apenas alguns dos sais descritos sdo comercializados no Brasil. (CARLESS, 1968;
SUTTON, 1987; YANG, 2008; SUITCHMEZIAN, 2006; KUHNERT-BRANDSTATTER I Il
e 111, 1971; PAULINO, 2013).

Em 1951 houve o primeiro pedido de patente, relativo a descoberta de cinco possiveis
formas polimérficas de acetato de cortisona, revelando os seus respectivos padroes de difracdo
de raios X. Em 1954, Garrat e Marshall fizeram as medidas de absorcdo no infravermelho das
cinco formas polimorficas, porém ndo forneceram detalhes sobre a caracterizacdo das mesmas.
Ja em 1958 houve um novo pedido de patente cujos padres de difracdo de raios X eram
semelhantes aos dados do pedido de patente anterior e os dados de estabilidade das formas
polimorficas assim como informacdes cristalograficas eram diferentes. Beher, Parsons e Baker,
em 1955 1958 também fizeram medidas de difracdo de raios X para algumas formas com
dados cristalograficas ainda mais distintos (CALLOW, 1961)

Em 1961 ocorreu a primeira publicacdo a respeito de polimorfos (hidratos) de acetato
de cortisona, no Journal of Pharmacy and Pharmacology por Callow. Em 1971 Van den Bossche
publicou os dados cristalograficos da cortisona base livre. Em 1972 Declerq, Germain e
Meerssche publicaram a caracterizacdo da cortisona base livre e de outro polimorfo de acetato
de cortisona, assim como Kanters et al, em 1985. Em 1987 Kanters chegou até um solvato de
acetona de acetato de cortisona e a um monohidrato do mesmo composto. Shikii et al, em 2004
registraram os dados cristalograficos da cortisona base livre com pequenas diferencas dos
registros anteriores. Em 2007, Petit et al registraram os dados cristalograficos de um solvato de
metilformamida e um solvato de dimetilsulfoxido de acetato de cortisona (CCDC, 2018).

Com relacéo ao acetato de fludrocortisona, o primeiro registro de sua forma cristalina

foi relativo a fludrocortisona base livre (9afluorocortisol) em 1972, por Weeks e Duax, no
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American Crystallographic Association, Abstracts Papers (Winter). No mesmo ano, Dupont,
Dideberg e Campstein fizeram o registro da mesma estrutura com pequenas variagdes nos dados
cristalogréaficos. Em 1975, Duax e Norton registraram outra estrutura cristalina do mesmo
composto, porém com posi¢ao diferente do atomo de fltor (6afluorocortisol). Em 1987 Sutton
e Byrn registraram a estrutura cristalina do acetato de fludrocortisona (9afluorocortisol acetato)
no mMesmo ano 0S mesmos pesquisadores publicaram no Journal Pharmaceutical Science o
encontro de um solvato do acetato de fludrocortisona, tendo como solvente o propanol e um
hidrato de acetato de fludrocortisona. Esse Gltimo foi considerado por eles um polimorfo
(CCDC, 2018).

Para a hidrocortisona existem registros a partir de 1955; o primeiro deles é de Shell, que
fez o registro do cristal de acetato de hidrocortisona e seu polimorfo, um solvato de
dimetilformamida. Haner em 1964 registrou os dados cristalograficos da hidrocortisona base
livre. Em 2008 Suitchmezian et al registraram trés cristais da base livre de hidrocortisona,
porém com dados cristalograficos diferentes (CCDC, 2018).

Séo raras informacdes recentes sobre polimorfismo de farmacos pertencentes a essa

classe e sua influéncia nas propriedades passiveis de serem modificadas.

2.3 FORMA FARMACEUTICA CAPSULA

Segundo Hondt (2014), as capsulas sdo pequenos recipientes que se enchem com um ou
mais ingrediente farmacéutico ativo (IFA) e seus adjuvantes técnicos (excipientes), 0s quais
devem ser compativeis com o IFA. As capsulas sdo, na sua grande maioria, a base de gelatina
e foram inventadas no século 19, a fim de mascarar o gosto e odor dos medicamentos. E uma
forma de dosagem popular devido a sua estabilidade, alta preciséo de dosagem, liberacéo rapida
do IFA e facilidade de degluticéo.

A grande vantagem da forma farmacéutica capsula em relacdo as demais formas
farmacéuticas solidas de administracdo oral (comprimidos e drageas, principalmente) é sua
versatilidade por permitir a preparacdo da formulacdo pelo farmacéutico, de maneira
personalizada, o que é muito Util e importante principalmente em geriatria, fugindo, dessa
forma, da estratégia “one size fits all” adotada pela industria farmacéutica (HONDT, 2014).

Em geriatria, a preparacdo de cépsulas é especialmente vantajosa por permitir a
otimizag&o da associagdo de varios IFAs em uma so forma farmacéutica e de suas dosagens, ja
que essa populacdo geralmente estd sob uso de polifarmacia, facilitando assim a adesdo ao
tratamento (HONDT, 2014).
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Algumas desvantagens associadas a forma farmacéutica capsula estdo relacionadas ao
armazenamento e producdo das mesmas, devido a sua sensibilidade a varia¢fes de temperatura
e umidade relativa, sendo as condicGes ideais temperaturas entre 20 e 25°C e umidade relativa
entre 45 e 55%; dificuldade de degluticdo devido as suas dimensdes serem sempre maiores que
a forma farmacéutica comprimido de uma formulacdo equivalente; impossibilidade de ser
administrada a populacdo pediatrica; possivel aderéncia a parede do estbmago; constitui
unidade ndo fracionavel; possui limitacdes de composi¢cdo de conteido como utilizacdo de
farmacos soélidos deliquescentes, eflorescentes e eutéticos (AULTON, 2005; FERREIRA,
2006; FERREIRA, 2008).

A preparacgdo de cépsulas por farméacias magistrais é bastante Util para atender pessoas
que sofrem de “doengas 6rfas”, que sdo aquelas doengas que sdo tdo raras que a indudstria
farmacéutica reluta em desenvolver medicamentos para trata-las por existir um mercado muito
pequeno, que ndo permite o retorno do capital investido no seu desenvolvimento. Esses
Mmedicamentos sdo chamados ‘“medicamentos oOrfaos” e dentre eles, encontram-Se 0S
corticoesteroides dexametasona e hidrocortisona (FRANCE, 2016). Portanto, € necessario que
o farmacéutico tenha amparo técnico para preparar o0 medicamento personalizado que possa ser
entregue ao paciente com seguranca e qualidade garantidas.

Para preparar uma céapsula, sdo utilizados além do(s) IFA(s), adjuvantes
farmacotécnicos conhecidos como excipientes, que sdo substancias farmacologicamente
inativas, com a finalidade de auxiliar na preparacdo da forma farmacéutica, na determinacao da
estabilidade, promover a liberacdo e proteger o IFA da degradacdo, assim como garantir sua
boa administracdo (HANNA, 2016; MATOS, 2013).

Os excipientes podem ser utilizados na formulacao de uma cépsula, isoladamente ou em
associacdo e podem possuir funcbes diferentes como: agente  molhante,
desintegrante/desagregante, regulador de fluxo, diluente solGvel e diluente insollvel,
lubrificante, absorvente, estabilizante entre outros (BONAMICI, 2009; FERREIRA, 2008).

O excipiente escolhido deve ser sempre 0 mais simples possivel, com o nimero de
componentes reduzido ao minimo suficiente para que cumpra as fungdes necessarias dentro da
formulacdo, a fim de se reduzir a possibilidade de incompatibilidades IFA- excipientes e
reacOes indesejaveis no usuario (ABRANTES, 2016; PATEL, 2015).

Os excipientes utilizados interferem nos aspectos relacionados a biodisponibilidade do
farmaco, portanto nesse aspecto seu emprego na formulacdo deve ser criterioso, baseado nas
informacdes de solubilidade e permeabilidade do IFA em questdo (AMIDON, 1995).



25

2.4 ESTUDOS DE PRE-FORMULAGCAO

O estudo do estado solido das matérias-primas (IFA’s e excipientes) ¢ fundamental para
avaliar e garantir o comportamento dos mesmos numa formulacdo. Para isso os estudos de pré-
formulacéo de uma forma farmacéutica contribuem para a obtencéo de um medicamento eficaz
e seguro (MATOQOS, 2013).

O estudo de compatibilidade farmaco-excipiente € uma das etapas mais importantes do
estudo de pré-formulacéo, pois proporcionam o conhecimento das interaces fisicas e quimicas
entre IFA e excipientes que podem influenciar a estabilidade, solubilidade, absor¢éo, seguranca
e eficacia do medicamento (MATOS, 2013).

Esses estudos podem ser feitos através de diversas técnicas, entre elas as mais utilizadas
sdo as técnicas térmicas como a calorimetira diferencial exploratéria e termogravimentria
(ALVES, 2007; MATOQOS, 2013; PATEL, 2015).

A padronizacao dos excipientes utilizados em capsulas em preparacdes magistrais deve
ser feita com base na literatura disponivel levando-se também em conta a classificacdo
biofarmacéutica e a farmacocinética do farmaco, assim como os requisitos farmacotécnicos da
preparacdo farmacéutica e é uma necessidade que confere seguranca no processo de
manipulacdo contribuindo efetivamente para minimizacéo dos erros farmacotécnicos, eficacia,
seguranca e qualidade do produto final (AMIDON, 1995; FERREIRA, 2008; LAMOLHA,
2014).

A Classificacdo Biofarmacéutica, proposta por Amidon na década de 1990, relaciona a
dissolucdo in vitro com a biodisponibilidade in vivo. Estudos de dissolu¢do bem projetados séo
extremamente (teis para se prever a absorcao oral e a bioequivaléncia do farmaco a partir de
uma determinada forma farmacéutica. Além disto, outros fatores interferem nos estudos de
dissolugdo como aqueles relacionados ao farmaco e a formulagdo (solubilidade, tamanho de
particula, natureza quimica, forma farmacéutica, excipientes e tecnologia de fabricacéo);
relacionados ao equipamento (aparato, geometria e vibracdo do sistema, velocidade de
agitacdo, posicdo da haste, posicdo e método de amostragem e dispositivo para formas
farmacéuticas que flutuam); relacionados ao meio de dissolugéo (volume, presenca de gazes/ar,
presenca de bolhas de ar, pH, temperatura, viscosidade, evaporacdo do meio, forga
ibnica/pressdo osmotica, tensoativo); relacionados ao meio ambiente (condi¢cOes de estocagem)
e relacionados ao método analitico (método de filtracdo e método analitico, sendo que o teste a
ser realizado deve considerar todas as varidveis do sistema (AMIDON, 1995; LOBENBERG,
2000; UNITED STATES PHAMACOPEIA, 2015).
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O perfil de dissolugdo de um IFA a partir da capsula, de acordo com a Farmacopeia
Europeia, pode ser representado como a quantidade total da substancia ativa liberada a partir
de uma forma farmacéutica sélida, em funcdo do tempo (POLSKI, 2015).

Para farmacos com baixa solubilidade aquosa, como os farmacos de classificacdo
biofarmacéutica classe 1, varias tecnologias tém sido empregadas para melhorar a velocidade
de dissolugéo e/ou solubilidade aparente no trato gastrointestinal, incluindo reducdo do
tamanho da particula e “nanomilling”, formagao de sal, obtencao de polimorfo de alta energia
ou co-cristal, desenvolvimento de dispersdes solidas e formulagdes a base de lipideos, além da
padronizacdo dos excipientes utilizados em determinada formulacdo e adicdo de agentes
molhantes (FEENEY, 2016).

Para esse tipo de farmaco, o perfil de dissolucdo no trato gastrointestinal pode ser
limitante da absorcéo sistémica, logo os testes de dissolucdo a partir de uma forma farmacéutica
solida requer desenvolvimento e metodologia de validacdo, assegurando que seja
apropriadamente discriminatério e utilizado como ferramenta importante para orientar o
desenvolvimento de novas formulacdes, avaliacdo do processo de fabricacao lote a lote, além
de poder indicar o desempenho da formulacéo in vivo (BRASIL, 2010a).

Estudos mostraram que variacGes na formulacdo ou na técnica de fabricacdo podem
gerar diferencas substanciais na absorcdo e, consequentemente, na resposta terapéutica dos
farmacos (ROUGE, 1996; CONSIGLIERI, STORPIRTIS, 2000). Essas modificagdes podem
ser monitoradas in vitro pelo perfil de dissolucdo e por meio da quantificacdo da fracdo de
farmaco dissolvido e in vivo (pela sua concentracdo plasmatica), ambas em funcéo do tempo.
Os dados in vivo permitem determinar a biodisponibilidade do farmaco (SOUSA, 2007).

A qualidade e seguranca do produto farmacéutico pode ser garantida também araveés de
estudos de estabilidade, quer devem ser projetados para testar e prover evidéncias quanto a
variacdo da qualidade do farmaco em fungdo do tempo, diante da influéncia de diversos fatores
como temperatura, umidade, luz, relacionados as propriedades quimicas e fisicas do farmaco,
excipientes e forma farmacéutica, do processo de fabricacdo, assim como relativos as
propriedades da embalagem de armazenamento (BRASIL, 2016).

Considerando-se que os medicamentos solidos de uso oral sdo aqueles que podem
apresentar maiores problemas em relacdo a biodisponibilidade, torna-se importante avaliar o
impacto dos fatores que interferem na dissolucdo do farmaco a partir da forma farmacéutica,
realizando testes in vitro de liberacdo (CHORILLI, 2010).
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3 OBJETIVOS

Desenvolver estudos de pré-formulacédo, propor formulacGes padronizadas, validar

métodos analiticos para doseamento e dissolucao e avaliar a qualidade de capsulas de acetato

de fludrocortisona, acetato de cortisona e hidrocortisona base, assim como caracterizar

polimorfos em acetato de fludrocortisona.

Obijetivos especificos:

a)
b)

c)

d)

f)

9)
h)

)

Realizar estudo de compatibilidade farmaco-excipiente das formulagdes propostas;
Propor formulacdes para os IFA’s, para forma farmacéutica capsula, por planejamento
fatorial de misturas a fim de selecionar formulagdes promissoras;

Reproduzir e otimizar o procedimento de manipulacdo das formulagdes propostas, em
capsulas;

Avaliar a manipulacdo das capsulas quanto aos parametros preconizados em compéndio
oficial do pais: peso médio, desvio padrao relativo, variacdo do conteudo teorico;

Propor, otimizar e validar metodologia analitica para quantificacdo do ativo farmacéutico
(doseamento) e para o teste de dissolucdo, a partir da forma farmacéutica capsula;
Submeter as capsulas manipuladas ao ensaio de doseamento, uniformidade de contetdo e
perfil de dissolucao;

Selecionar a formula¢do com melhor desempenho nos testes executados;

Realizar estudos de estabilidade preliminar (estabilidade acelerada e fotoestabilidade) para
a formulacgdo da cépsula selecionada;

Obter cristais a partir da matéria-prima acetato de fludrocortisona por técnicas de
recristalizacdo e caracteriza-los utilizando as técnicas de difracdo de Raios X, técnicas de
analises térmicas como a termogravimetria (TG) e calorimetria exploratoria diferencial
(DSC), microscopia Optica e espectrometria na regido do infravermelho (IV-ATR);
Caracterizar forma (s) polimorfa (s) em acetato de fludrocortisona matéria-prima por
difratometria de Raios X por p6 (DRXP), técnicas de andlises térmicas como a
termogravimetria (TG) e calorimetria exploratdria diferencial (DSC), microscopia optica
(habito cristalino) e espectrometria na regido do infravermelho (IV-ATR).
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4 MATERIAL E METODOS

A seqguir estdo descritos todos 0s materiais, equipamentos e metodologia empregadas

neste trabalho.

4.1 MATERIAL

Os materiais utilizados nesse trabalho sao especificados a seguir.

4.1.1 Insumos farmacéuticos, substancia quimica de referéncia e reagentes

b)

b)

Foram analisados os IFA’s abaixo:
Acetato de cortisona micronizado: fornecedor Henrifarma Produtos Quimicos e
Farmacéuticos LTDA,; lote: 14070; validade 02/07/17.

Acetato fludrocortisona: fornecedor: Mase - Produtos Quimicos e Farmacéuticos Ltda;
lote: 36603816; validade 01/12/20.

c¢) Hidrocortisona base: fornecedor Pharma Nostra; lote 16H03-B024-009042; validade
18/04/18.

Foram utilizados reagentes e solventes de grau analitico (PA) e grau UV/HPLC:

Acetona (UV/HPLC): fornecedor Vetec; lote DCBD2154V; validade 16/09/18
Acetonitrila (UV/HPLC): fornecedor Sigma-Aldrich; lote SHBG7762; validade:12/18
Acido cloridrico (PA): fornecedor Synth; lote:197257; validade: 04/19

Alcool etilico (UV/HPLC): fornecedor: Dinaminca; lote 64812; validade 01/18

Alcool isopropilico (UV/HPLC): fornecedor Dinamica; lote 84337; validade 10/20
Alcool metilico (UV/HPLC): fornecedor Dinamica; lote 84340; validade 10/20

Butanol (PA): fornecedor Dindmica; lote 88605; validade 05/21

Cloroférmio (PA): fornecedor Synth; lote 198885; validade 29/06/19

Hidroxido de sodio (PA): fornecedor Neon; lote 35425; validade 04/20

Metiletilcetona (PA): fornecedor Neon; lote 32721; validade 26/03/20

Foram utilizadas as Substancias Quimicas de Referéncia (SQR) dos IFA’s:

Acetato de fludrocortisona Padréo oficial USP, lote n® RO06UO, catalogo n°® 1273003. Teor
declarado de 100%

Acetato de cortisona Padrdo USP, lote JOM362, catalogo n® 1150003. Teor declarado 100%
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Hidrocortisona base Padrdo Oficial EPRS, lote: Y0001482, catdlogo n° 002ROF.Teor
declarado 100%

Foram utilizados os excipientes grau farmacéutico:

Lactose monohidratada: fornecedor Fagron; lote 16F21-B011-007051; validade 02/03/18

Lauril sulfato de sodio: fornecedor Henrifarma; lote 0015282126-039353/16; validade
22/04/18

Dioxido de silicio coloidal M200: fornecedor Henrifarma; lote 156012014-039377/16;
validade 19/01/18

Amido de milho: fornecedor Henrifarma; lote 00000025081 - 039562/16; validade
25/04/17

Celulose microcristalina M102: fornecedor Fagron; lote 15116198-0020572; validade
17/07/18

Talco farmacéutico: fornecedor All Chemistry; lote AlI50556; validade14/02/18.

Foram utilizadas capsulas gelatinosas incolores tamanho 4: fornecedor All Chemistry; lote
ALLO061312; validade 15/02/21.

4.1.2 Equipamentos

f)
9)

h)

)

Foram utilizados os seguintes equipamentos:
Analisador calorimetro DSC3500, Netzsch — Japdo
Aparelho de ultrassom Unique, modelo USC 28002
Balanca analitica KERN, modelo 210.
Bomba de vicuo Nova técnica.
Camara de fotoestabilidade - 100 cm de comprimento, 16 cm de altura e 16 cm de
profundidade, equipada com lampada germicida OSRAM HNS® de 30 W G13 (Fabricada
manualmente).
Coluna cromatografica C18, 150mm x 4,6mm x 5um, Thermo Scientific.
Coluna cromatografica C18, 150mm x 4,6mm X 5um, NST (Nano Scientific
Technologies).
Dissolutor modelo TDT-08L (Electrolab, India).
Difratbmetro de raios X de p0 Rigaku com detector de cintilacdo e radiacdo
monocromatizada.

Encapsulador semi-automatico Color Plus 240 Ideal®.
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k) Espectrofotometro de infravermelho por transformada de Fourier Shimadzu ®, modelo
Affinity-1 (Shimadzu ®, Tokyo, Japan) acoplado a acessério de amostragem por
refletdncia total atenuada Pike Miracle ® com cristais de ZnSe Pike Technologies ®,
Madison, Wisconsin, USA).

I) Espectrofotometros UV/Vis (Shimadzu ®, Tokyo, Japan), modelos 1601PC e 2001PC.

m) Estufa Ethik technology, modelo 400-2 ND (Vargem Grande Paulista, SP Brasil).

n) Medidor de pH digital Del lab, modelo DLA-PH.

0) Microscopio Zeiss Scope Al, com camera acoplada AxioCam ICc3 Zeiss.

p) Sistema de cromatografia a liquido Shimadzu série LC-10 A com sistema de integracdo
CLASS-VP, bomba LC-Advp, degaseificador DGU, injetor manual 7725i, detector UV
spd-10avp/ injetor automatico/ detector DAD modelo spd-M10avp, forno CTO-10Avp e
controlador SCL-10Avp.

q) Sistema de purificacdo de dgua Millipore®, modelo Direct-Q® 5 (S&o Paulo, Séo Paulo,
Brasil)

r) TG/DTA Exstar, modelo 7300.

4.2 METODOS

Os metodos empregados durante o desenvolvimento desse trabalho estdo descritos a

sequir.

4.2.1 Estudos de pré-formulacao

Os estudos de pré-formulagdo foram feitos a partir da caracteriza¢do do estado solido
das Ifa’s e misturas de excipientes utilizadas, determinagdo da granulometria e densidade

aparente e estudo de compatibilidade farmaco-excipiente.

4.2.1.1 Caracterizacao do estado sélido

Para caracterizacdo do estado solido dos IFA’s, uma amostra de cada IFA (acetato de
fludrocortisona, acetato de cortisona e hidrocortisona base) foi submetida ao teste de
determinacdo da granulometria pela técnica de tamizacéo descrita na Farmacopeia Brasileira V
(BRASIL, 2010), assim como a determinacdo da densidade aparente, descrita na mesma

farmacopeia.
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O mesmo foi feito com cada mistura de excipientes proposta.
Foi feito também um levantamento em compéndios oficiais e em bases de dados

disponiveis on line (PubChem, DrugBank, Chemspider), sobre a solubilidade dos IFA’s.

4.2.1.2 Excipientes

Foram propostas e formuladas misturas de excipientes (MIX) com base na aplicacéo
dos mesmos, nas formulacbes das formas farmacéuticas comprimidos e nas formulacdes de
excipientes pré-formulados disponiveis comercialmente (TABELA 1).

Foram produzidos os MIX utilizados para analise, através das misturas de seus

componentes segundo as boas praticas de manipulacdo (BRASIL, 20017).

Tabela 1 - MIX de excipientes propostos para as formulagdes de capsulas.

MIX 1
Lauril sulfato de sodio 2,00%
Didxido de silicio coloidal 0,50%
Talco 19,50%
Celulose microcristalina 78,00%
MIX 2
Lauril sulfato de sodio 2,00%
Diodxido de silicio coloidal 0,50%
Celulose microcristalina 97,50%
MIX 3
Lauril sulfato de sédio 2,00%
Diodxido de silicio coloidal 0,50%
Lactose 97,50%
MIX 4
Lauril sulfato de sédio 2,00%
Didxido de silicio coloidal 0,50%
Amido de milho 97,50%
Excipiente colorido
Corante vermelho liquido 7 gotas
Talco farmacéutico 10,00 g

Fonte: Da autora.
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4.2.1.3 Estudo de compatibilidade farmaco-excipiente

Mesmo diante da evidente importancia e utilidade dos estudos de compatibilidade
farmaco-excipiente, ndo ha um protocolo universal para desenvolvimento desse tipo de estudo
(MANIKANDAN, 2013; PANI, 2012; RAJAN, 2005), portanto para tal foram escolhidas as
técnicas térmicas Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC), Termogravimetria (TG),
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) e Espectroscopia de absor¢do na regido do
infravermelho por refleténcia atenuada (IV-ATR), por serem rapidas, confidveis, utilizarem
pequena quantidade de amostra e conseguirem detectar qualquer interacdo fisico-quimica entre
0s componentes testados (RAJAN, 2005; ALVES, 2007; CHIDAMBARAM,;
KRISHNASAMY, 2014; PETERKA, 2015; MEHTA,; JINDAL, 2015).

4.2.1.3.1 Calorimetria Exploratéria Diferencial

Para o DSC, foi utilizado cerca de 5 mg de cada IFA, de cada componente dos MIX’s
individualmente e das misturas binarias de cada IFA com cada um dos excipientes contidos nos
MIX’s propostos para ele. As condi¢fes do teste foram: cadinho de aluminio hermético;
atmosfera de nitrogénio com fluxo de 50mL/min; razdo de aquecimento de 10°C/min; faixa de
aquecimento 25 a 400°C. Os dados foram analisados pelo software Proteus Analysis.

Todas as analises foram conduzidas em triplicata.

4.2.1.3.2 Termogravimetria

Para o TG, foi utilizado cerca de 5 mg de cada IFA, de cada componente dos MIX’s
individualmente e das misturas binarias de cada IFA com cada um dos excipientes dos MIX’s
propostos para ele. As condicdes do teste foram: cadinho de aluminio aberto; atmosfera de
nitrogénio com fluxo de 50ml/min; razdo de aquecimento de 10°C/min; faixa de aquecimento
40 a 500°C. Os dados foram analisados pelo software Muse Jobs SII NanoTechnology Inc..

Todas as analises foram conduzidas em triplicata.

4.2.1.3.3 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Atraves da cromatografia liquida de alta eficiéncia foi determinado o teor de amostras

dos IFA’s puros ¢ em associag¢do (mistura binaria 1:1) com os excipientes, com 0s quais houve
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indicacdo de haver alguma interacdo nas analises térmicas. As amostras puras e em associa¢do
com excipiente foram mantidas em estufa a 200°C por 30 minutos e ap6s esse tempo,
submetidas ao teste de doseamento por CLAE.

A temperatura de 200°C foi escolhida devido aos IFA’s apresentarem estabilidade
térmica limite proxima a essa temperatura, evidenciado nas anélises de DSC e TG.

Para o doseamento foram utilizadas solugdes dos IFA’s puros e em mistura binaria, nas
concentracdes de acetato de fludrocortisona 5 pg/mL, acetato de cortisona 25 pg/mL e
hidrocortisona base 20 pug/mL.

Todas as analises foram conduzidas em triplicata.

4.2.2 Desenvolvimento da metodologia de anélise

4.2.2.1 Método espectrofotométrico — UV

Para escolha do comprimento de onda realizou-se uma varredura espectral de 200-
400nm dos IFA’s (SQR) na concentragdo de 10 pg/mL. O pico de maxima absor¢do ocorreu no
comprimento de onda de 254nm, que foi utilizado para as andlises posteriores. A escolha do
solvente etanol foi baseada nos dados de solubilidade dos farmacos.

Os excipientes, para avaliacdo da seletividade das capsulas, foram aqueles cujas
formulacGes propostas constam da Tabela 1.

As varreduras foram realizadas utilizando os seguintes solventes:

- Acido cloridrico 0,01M

- Acido cloridrico 0,01M + 5% etanol

- Etanol

- Etanol 50% + agua 50%

- Acetonitrila 5% + agua 95%

- Acetonitrila 45% + 55% agua

- Hidréxido de sédio 0,1M

- Hidréxido de sdédio 0,1M + 5% etanol
- Hidroxido de sodio 0,01M 5% + agua
- Metanol

- Metanol 7% + &cido acetico glacial 3%

4.2.2.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia
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A escolha dos parametros a serem utilizados na condugdo da CLAE, foi baseada nos
métodos de analise de comprimidos, constantes nas farmacopeias americana (UNITED
STATES PHARMACORPEIA, 2015) e britanica (BRITISH PHARMACOPEIA, 2008). Ap6s
otimizacdo, as condigdes para a CLAE ficaram estabelecidas em:

Para acetato de fludrocortisona:

a) Doseamento

Fase movel: acetonitrila:agua (45:55)

Fase solida: C18 — 150 mm x 4,6 mm x 0,5 um
Comprimento de onda: 254 nm

Temperatura: ambiente

Fluxo da fase movel: ImL/min

Volume de injecéo: 20 uL

Tempo de corrida: 8 minutos

b) Ensaio de dissolucéo

Fase modvel acetonitrila:dgua — 45:55

Fase solida: C18 — 150 mm x 4,6 mm x 0,5 um
Comprimento de onda: 254 nm

Temperatura: ambiente

Fluxo da fase movel: ImL/min

Volume de injecdo: 100 pL

Tempo de corrida: 8 minutos

Para acetato de cortisona:

a) Doseamento

Fase modvel: acetonitrila:agua (45:55)

Fase solida: C18 — 150 mm x 4,6 mm x 0,5 um
Comprimento de onda: 254 nm

Temperatura: ambiente

Fluxo da fase movel: ImL/min

Volume de injecéo: 20 uL



Tempo de corrida: 8 minutos

b) Ensaio de dissolucéo

Fase madvel acetonitrila:agua — 45:55

Fase solida: C18 — 150 mm x 4,6 mm x 0,5 um
Comprimento de onda: 254 nm

Temperatura: ambiente

Fluxo da fase movel: ImL/min

Volume de injecdo: 100 uL

Tempo de corrida: 8 minutos

Para hidrocortisona base:

a) Doseamento

Fase mdvel: acetonitrila:agua (35:65)

Fase solida: C18 — 150 mm x 4,6 mm x 0,5 um
Comprimento de onda: 254 nm

Temperatura: ambiente

Fluxo da fase movel: ImL/min

Volume de inje¢do: 20 uL

Tempo de corrida: 6 minutos

b) Ensaio de dissolucédo
Fase movel acetonitrila:dgua — 35:65
Fase solida: C18 — 150 mm x 4,6 mm x 0,5 um
Comprimento de onda: 254 nm
Temperatura: ambiente
Fluxo da fase movel: ImL/min
Volume de injecdo: 100 uL

Tempo de corrida: 6 minutos

35
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4.2.3 Validagdo das metodologias de analise

Foram validados os métodos otimizados para doseamento dos corticoides e o respectivo
ensaio de dissolucéo, através dos parametros de seletividade, linearidade, exatidao, preciséo,
limite de detec¢éo, limite de quantificacdo e robustez.

A determinacdo dos parametros citados foi feita de acordo com o estabelecido na
legislacdo vigente (BRASIL, 2017).

4.2.3.1 Seletividade

O ensaio de seletividade foi feito fazendo-se corridas em CLAE, em triplicatas, nas

mesmas condic¢Bes cormatograficas, das seguintes solucdes apods filtracdo:

Acetato de fludrocotisona: 5pg/mL

MIX 1: 13,995mg/mL

Excipiente colorido: 0,495 mg/mL

Acetato de fludrocortisona 5pg/mL mais MIX 1 13,995mg/mL mais excipiente colorido 0,495
mg/mL.

Para a avaliacdo da seletividade da metodologia analitica de doseamento, o solvente usado foi
acetonitrila. Para aplicacdo ao ensaio de dissolucdo, foi utilizado 5% de acetonitrila e HCL

0,01M (meio de dissolucéo).

Acetato de cortisona: 5ug/mL

MIX 2: 50mg/mL

MIX 3: 50mg/mL

Excipiente colorido: 0,495 mg/mL

Acetato de cortisona 5pg/mL mais MIX 2 50mg/mL mais excipiente colorido 0,495 mg/mL.
Acetato de cortisona 5pg/mL mais MIX 3 50mg/mL mais excipiente colorido 0,495 mg/mL.
Para a avaliacdo da seletividade da metodologia analitica de doseamento, o solvente usado foi
acetonitrila. Para aplicacdo ao ensaio de dissolugéo, foi utilizado 5% de acetonitrila e solucao
de lauril sulfato de sddio 0,75% (meio de dissolucéo).

Hidrocortisona base: 5pug/mL
MIX 2: 50mg/mL
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MIX 4: 50mg/mL

Excipiente colorido: 0,495 mg/mL

Hidrocortisona base 5pg/mL mais MIX 2 50mg/mL mais excipiente colorido 0,495 mg/mL.
Hidrocortisona base 5pug/mL mais MIX 4 50mg/mL mais excipiente colorido 0,495 mg/mL.
Para a avaliacdo da seletividade da metodologia analitica de doseamento, o solvente usado foi
acetonitrila. Para aplicagdo ao ensaio de dissolucdo, foi utilizado 5% de acetonitrila e &gua

(meio de dissolucao).

A pureza espectral dos picos relativos ao IFA foi verificada através de teste de pureza
de pico, em detector DAD (Detector Array Diode).

4.2.3.2 Linearidade

A avaliagdo da linearidade foi realizada a partir da média de trés curvas analiticas
obtidas em trés dias consecutivos, com seis concentracdes do IFA -SQR em triplicatas,
submetidas a CLAE:

a) Acetato de fludrocortisona
Doseamento: 2, 5, 7, 10, 12 e 15,00 ug/mL; acetonitrila como solvente.
Aplicacéo ao teste de dissolucéo: 0,08; 0,10; 0,13; 0,15; 0,18; 0,20 ug/mL; 5% de acetonitrila

e HCI1 0,01M (meio de dissolugédo) como solvente.

b) Acetato de cortisona
Doseamento: 4, 10, 20, 30, 40 e 50 ug/mL; acetonitrila como solvente.
Aplicacgéo ao teste de dissolucdo: 4, 7, 10, 13, 18 e 20 ug/mL; 5% de acetonitrila e Lauril sulfato

de s6dio a 0,75% (meio de dissolugdo) como solvente.

c¢) Hidrocortisona base
Doseamento: 4, 10, 20, 30, 40 e 50 ug/mL; acetonitrila como solvente.
Aplicacéo ao teste de dissolucdo: 2, 6, 10, 14, 18 e 22 ug/mL; 5% de acetonitrila e &gua (meio

de dissolucdo) como solvente.
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A partir das trés curvas analiticas obtidas determinou-se a equacao da reta e o coeficiente
de correlacdo (r) o teste de F e ANOVA de minimos quadrados para analise das variancias e
significancia do coeficiente angular pelo método dos minimos quadrados, teste de Cochran e

estatistica de regressao.

4.2.3.3 Exatiddo

Foram testadas pelo método proposto, trés concentracfes do IFA (baixa, média e alta),
em triplicata, individualmente preparadas, utilizando o método do placebo contaminado. Foram
utilizadas solugdes contendo o IFA na presenga dos respectivos excipientes, nas seguintes

concentragdes:

a) Doseamento:

Acetato de fludrocortisona: 2,00, 10,00 e 15,00 pug/mL de acetato de fludrocortisona
correspondentes a 0,20, 1,00 1,50 mg/mL de acetato de fludrocotisona diluido em excipiente
colorido a 1:100.

MIX 1: 5,40, 27,00 e 40,50 mg/mL (devida proporcdo em relacdo ao peso médio da capsula
com 50pg de acetato de fludrocortisona)

Acetonitrila foi utilizado como solvente.

Acetato de cortisona: 5,00, 20,00 ¢ 30,00 ug/mL

MIX 2: 0,05, 0,22 e 0,33 mg/mL

MIX 3: 0,05, 0,22 e 0,33 mg/mL

Ambos excipientes na devida proporcdo com relagdo ao peso médio da capsula contendo 6,25
mg de acetato de cortisona.

Acetonitrila foi utilizado como solvente.

Hidrocortisona base: 5,00, 20,00 e 30,00 pg/mL

MIX 2: 0,05, 0,22 e 0,33 mg/mL

MIX 4: 0,05, 0,22 e 0,33 mg/mL

Ambos MIX’s na devida propor¢do com relacdo ao peso médio da capsula contendo 10,00 mg
de hidrocortisona base.

Acetonitrila foi utilizado como solvente.
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b) Aplicacdo ao teste de dissolucéo:

Acetato de fludrocortisona: 0,02, 0,10 ¢ 0,12 pg/mL, correspondentes a 2,00, 10,00 e 12 mg de
acetato de fludrocortisona diluido em excipiente colorido a 1:100.

MIX 1: 0,04, 0,20 e 0,24 mg/mL (devida proporcdo com relacdo ao peso médio da capsula
contendo 100 ug de acetato de fludrocortisona)

O solvente utilizado foi 5% de acetonitrila e 95% HCL 0,01M (meio de dissolucao).

Acetato de cortisona: 2,00, 10,00 e 18,00 pg/mL.

MIX 2: 0,04, 0,20 e 0,32 mg/mL

MIX 3: 0,04, 0,20 e 0,32 mg/mL

Ambos MIX’s na devida propor¢do com relagdo ao peso médio da capsula contendo 12,5 mg
de acetato de cortisona.

O solvente utilizado foi 5% de acetonitrila e solucdo de lauril sulfato de sodio a 0,75% (meio

de dissolucdo).

Hidrocortisona base: 4,00, 10,00 e 15,00 pg/mL

MIX 2: 0,04, 0,11 e 0,17 mg/mL

MIX 4: 0,04, 0,11 e 0,17 mg/mL

Ambos MIX’s na devida proporcdo com relacdo ao peso médio da capsula contendo 10,00mg
de hidrocortisona base.

O solvente utilizado foi 5% de acetonitrila e 95% de agua (meio de dissolucéo).

4.2.3.4 Precisao

O teste de preciséo foi realizado em relagéo a repetibilidade ou precisdo intra-dia e
precisdo intermediaria ou inter-dia.

A repetibilidade foi avaliada por analise no mesmo dia de solucbes do IFA em trés
concentragdes na presenca dos respectivos excipientes, preparadas em triplicatas,
individualmente.

A precisdo intermedidria foi avaliada por repeticdo dos ensaios em dois dias diferentes,
por analistas diferentes também em triplicatas.

As solucdes utilizadas foram preparadas conforme descrito no item 4.2.3.3.
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4.2.3.5 Limite de Deteccdo

O limite de deteccéo foi estabelecido através da seguinte formula:

3,3.0
(1) LD = =2

Onde o corresponde ao desvio padrdo do intercepto com o eixo Y, e IC corresponde a

inclinagéo da curva de calibragéo.
4.3.2.6 Limite de Quantificacéo

O limite de quantificacdo tanto para o método de anélise quanto para 0 método aplicado
ao ensaio de dissolugdo, foi estabelecido através da seguinte formula:

10.0

() LQ=——

Onde o corresponde ao desvio padrdo do intercepto com o eixo Y, e IC corresponde a

inclinacdo da curva de calibracéo.
4.2.3.7 Robustez

A robustez foi avaliada pela variacdo na propor¢cdo do modificador organico da fase
movel, estabilidade do ativo apds 6 horas do preparo e utilizacdo de coluna de fabricante
diferente. As analises foram realizadas em triplicatas com o IFA na presenca dos excipientes
correspondentes, na devida propor¢do em que se encontram na capsula de menor dosagem
(50ug para acetato de fludrocortisona, 6,25mg para acetato de cortisona e 10mg para

hidrocortisona base):

a) Acetato de fludrocotisona: 10pg/mL

MIX 1: 0,028 mg/mL

Excipiente colorido: 0,99 mg/mL

Acetato de fludrocortisona a 10ug/mL mais MIX 1 a 27,99mg/mL mais excipiente colorido a
0,99 mg/mL.
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Para a avaliacdo da robustez da metodologia analitica de doseamento, o solvente usado foi
acetonitrila. Para aplicagéo ao ensaio de dissolucdo, foi utilizado 5% de acetonitrila e 95% de
HCL 0,01M (meio de dissolucéo).

Variagdo da propor¢do do modificador organico da fase mével: acetonitrila:agua 40:60 v/v.

b) Acetato de cortisona: 10pg/mL

MIX 2: 100mg/mL

MIX 3: 100mg/mL

Excipiente colorido: 0,99 mg/mL

Acetato de cortisona a 10pug/mL mais MIX 2 a 100mg/mL mais excipiente colorido a 0,99
mg/mL.

Acetato de cortisona a 10pug/mL mais MIX 3 a 100mg/mL mais excipiente colorido a 0,99
mg/mL.

Para a avaliacdo da robustez da metodologia analitica de doseamento, o solvente usado foi
acetonitrila. Para aplicacdo ao ensaio de dissolucdo, foi utilizado 5% de acetonitrila e 95% de
solucdo de lauril sulfato de sddio 0,75% (meio de dissolucéo).

Variacao da proporcao do modificador orgénico da fase mével: acetonitrila:agua 40:60 v/v.

c) Hidrocortisona base: 10pg/mL

MIX 2: 100mg/mL

MIX 4: 100mg/mL

Excipiente colorido: 0,99 mg/mL

Hidrocortisona base a 10pg/mL mais MIX 2 a 100mg/mL mais excipiente colorido a 0,99
mg/mL.

Hidrocortisona base a 10pg/mL mais MIX 4 a 100mg/mL mais excipiente colorido a 0,99
mg/mL.

Para a avaliacdo da robustez da metodologia analitica de doseamento, o solvente usado foi
acetonitrila. Para aplicagéo ao ensaio de dissolucdo, foi utilizado 5% de acetonitrila e 95% de
agua (meio de dissolucéo).

Variagédo da propor¢do do modificador organico da fase mdvel: acetonitrila:agua 45:55 v/v.

4.2.4 Processo Tecnoldgico para capsulas

4.2.4.1 Desenvolvimento das formulagdes
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Para desenvolvimento das formulagBes padronizadas de capsulas de acetato de
fludrocortisona 50,00 pg e 100,00 pg, acetato de cortisona 6,25 mg e 12,5 mg e hidrocortisona
base 10,0 mg, empregou-se a metodologia de otimizacao multivariada para fins de identificacao
dos principais fatores e niveis capazes de influenciar na qualidade do produto final.

Os procedimentos farmacotécnicos e de tecnologia de fabricacéo utilizados tiveram
por base: tipo (S) de excipiente (s) e respectivas proporcoes e tempo de mistura. A matriz de
planejamento foi construida de acordo com o nimero de fatores de interesse, sendo que cada
fator varia com pelo menos dois niveis cada, resultando em diferentes combinagdes; 0s ensaios
foram realizados de maneira aleatéria para evitar erros sistematicos.

Para avaliar simultaneamente o efeito de todas as possiveis combinacdes de todos 0s
niveis das variaveis (fatores), com um nimero reduzido de experimentos nas formulaces, foi
feito um planejamento fatorial inicial que resultou em 16 formulac6es diferentes (Tabelas 2, 3,
4,5,6e7) (AUTON, 2005; BARBIN, 2013; FERREIRA, 2008).

Tabela 2 - ParAmetros do experimento fatorial para capsulas de acetato de fludrocortisona.

Experimento Fatorial 2°(5-1)

Fatores Nivel dos Fatores usados na formulagéo
- ‘ n
X1: Dose de IFA 50,00 ng 100,00 pg
X2: Conc. de Didxido de silicio coloidal  0,10% 0,50%
X3: Conc. Lauril Sulfato de Sédio 1,00% 2,00%
X4: Diluente Celulose Celulose microc.: talco
X5: Tempo de Mistura 2 minutos 5 minutos

Fonte: Da autora.
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Tabela 3 - Planejamento fatorial para obtencdo de formulagdes diferentes de capsulas de acetato de

fludrocortisona.

Planejamento fatorial 2°(5-1)

Formulagbes | IFA Dioxido de Lauril sulfato Diluente Tempo de
(ng) silicio de sodio (asp) mistura

coloidal (minutos)
1 50,00 0,10% 1,00% Celulose microc. 2
2 100,00 0,10% 1,00% Celulose microc. 5
3 50,00 0,50% 1,00% Celulose microc. 5
4 100,00 0,50% 1,00% Celulose microc. 2
5 50,00 0,10% 2,00% Celulose microc. 5
6 100,00 0,10% 2,00% Celulose microc. 2
7 50,00 0,50% 2,00% Celulose microc. 2
8 100,00 0,50% 2,00% Celulose microc. 5
9 50,00 0,10% 1,00% Cel. microc.:talco 2
10 100,00 0,10% 1,00% Cel. microc.:talco 5
11 50,00 0,50% 1,00% Cel. microc.:talco 5
12 100,00 0,50% 1,00% Cel. microc.:talco 2
13 50,00 0,10% 2,00% Cel. microc.:talco 5
14 100,00 0,10% 2,00% Cel. microc.:talco 2
15 50,00 0,50% 2,00% Cel. microc.:talco 2
16 100,00 0,50% 2,00% Cel. microc.:talco 5

Fonte: Da autora.

Tabela 4 - Parametros do experimento fatorial para capsulas de acetato de cortisona.

Experimento Fatorial 2" (5-1)

Fatores Nivel dos Fatores usados na formulacao
- ‘ +

X1: Dose de Ativo 6,25 mg 12,50 mg

X2: Conc. de Dioxido de Silicio coloidal 0,10 % 0,50 %

X3: Conc. Lauril Sulfato de Sodio 1,00 % 2,00 %

X4: Diluente Lactose g.s.p Celulose

X5: Tempo de Mistura 2 minutos 5 minutos

Fonte: Da autora.



Tabela 5 - Planejamento fatorial para obtengdo de formulagdes diferentes de capsulas de acetato de

cortisona.
Planejamento fatorial 2"\(5-1)
Formulacdes | Acetato de | Dioxidode | LSS Diluente Tempo de
Cortisona silicio (gsp) Mistura
coloidal (minutos)
1 6,25mg 0,10% 1,00% Lactose 2
2 12,50mg 0,10% 2,00% Lactose 5)
3 6,25mg 0,50% 1,00% Lactose 5
4 12,50mg 0,50% 2,00% Lactose 2
5 6,25mg 0,10% 1,00% Lactose 5
6 12,50mg 0,10% 2,00% Lactose 2
7 6,25mg 0,50% 1,00% Lactose 2
8 12,50mg 0,50% 2,00% Lactose 5
9 6,25mg 0,10% 1,00% Celulose microc. 2
10 12,50mg 0,10% 2,00% Celulose microc. 5
11 6,25mg 0,50% 1,00% Celulose microc. 5
12 12,50mg 0,50% 2,00% Celulose microc. 2
13 6,25mg 0,10% 2,00% Celulose microc. 5
14 12,50mg 0,10% 1,00% Celulose microc. 2
15 6,25mg 0,50% 2,00% Celulose microc. 2
16 12,50mg 0,50% 1,00% Celulose microc. 5

Fonte: Da autora.

Tabela 6 - Parametros do experimento fatorial para capsulas de hidrocortisona base.

Experimento Fatorial 24

Fatores Nivel dos Fatores usados na formulagéo
- +

X1: Conc. de Dioxido de silicio coloidal 0,10% 0,50%

X2: Conc. Lauril Sulfato de Sodio 1,00% 2,00%

X3: Diluente Amido Celulose microcristalina

X4: Tempo de Mistura 2 minutos 5 minutos

Fonte: Da autora.
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Tabela 7 - Planejamento fatorial para obtengdo de formulacGes diferentes de capsulas de
hidrocortisona base.

Planejamento fatorial 2”4

Formulacdes Dioxido de Lauril Sulfato Diluente Tempo de
silicio coloidal de Saédio (gsp) mistura

(minutos)
1 0,1% 1% Amido 2
2 0,5% 1% Amido 2
3 0,1% 2% Amido 2
4 0,5% 2% Amido 2
5 0,1% 1% Celulose microc. 2
6 0,5% 1% Celulose microc. 2
7 0,1% 2% Celulose microc. 2
8 0,5% 2% Celulose microc. 2
9 0,1% 1% Amido 5
10 0,5% 1% Amido 5
11 0,1% 2% Amido 5
12 0,5% 2% Amido 5
13 0,1% 1% Celulose microc. 5
14 0,5% 1% Celulose microc. 5
15 0,1% 2% Celulose microc. 5
16 0,5% 2% Celulose microc. 5

Fonte: Da autora.

A observacdo dos efeitos de varidveis e interacBes entre elas é de extrema importancia
para entender 0s processos que estdo sendo monitorados em um determinado sistema.
(VILELA, 2013).

Fatores tecnoldgicos como a velocidade e tempo de mistura (influencia o tamanho de
particula), entre outros, podem influenciar a biodisponibilidade de um farmaco. Para uma dada
formulacdo, condi¢bes do processo de manipulacdo sd@o importantes para garantir a
reprodutibilidade na velocidade de dissolucdo do produto durante o seu armazenamento
(STORPIRTIS, 1999). Assim sendo, a variavel tempo de mistura foi incluida no estudo.

As formulag6es das capsulas foram preparadas pelo método volumétrico, utilizando-se
encapsuladoras semiautomaticas (FERREIRA, 2008). Para cada formulacao preparada foi feito
0 célculo do peso médio, coeficiente de variagdo (desvio padrdo relativo) e variacdo do

conteddo teorico, segundo Formulario Nacional da Farmacopéia Brasileira V (BRASIL, 2012).
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Foi incluido tempo de mistura em gral e pistilo como fator, a fim de se avaliar a
influéncia desse procedimento, ja que reflete diretamente na homogeneidade da mistura e
tamanho de particulas dos pos.

Os valores das respostas foram entdo utilizados para calcular os efeitos de cada fator
e o0 erro dos efeitos. Quando valores absolutos de efeitos maiores do que o erro estimado, séo
obtidos, significa que esses valores influenciam na resposta analitica. Além disso, efeitos
positivos indicam que 0 aumento nos seus niveis produz o aumento na resposta analitica e
efeitos negativos indicam que a resposta analitica tende a diminuir com o aumento nos seus
niveis.

Apobs andlise, novo planejamento fatorial foi feito para se chegar as melhores
concentracdes dos constituintes obtendo-se 4 novas formulac@es a fim de se obter a formulacéo
ideal.

As 4 formulagdes obtidas foram submetidas ao perfil de dissolugéo, a partir do qual foi
calculada a eficiéncia da dissolugéo e observado o Q, a fim de se determinar a formulagdo com

melhor desempenho.

4.2.4.2 Manipulacdo das capsulas

Foram manipuladas 60 cépsulas de cada formulacéo proposta pelo planejamento fatorial
para cada IFA, de acordo com os principios de Boas Praticas de Manipulacdo (BRASIL, 2007),
procedendo-se as seguintes etapas:
a) calculo da quantidade de excipiente e tamanho da capsula pela técnica volumétrica
b) pesagem
c) mistura em gral e pistilo através de diluicdo geomeétrica
d) enchimento das capsulas utilizando encapsulador semiautomatico Color Plus 240 Ideal®
O excipiente colorido utilizado nas formulacdes propostas é constituido de talco
adicionado de corante liquido vermelho na propor¢do de 7 gotas para cada 10g de talco. O
corante vermelho utilizado é uma solugéo de corante vermelho 11, adquirida comercialmente,
cujo uso é permitido em formas farmacéuticas para uso oral (BRASIL, 2010). Esse excipiente
é utilizado para diluir o acetato de fludrocortisona na propor¢éo de 1:100 a fim de facilitar as
pesagens desse IFA e corar 0 acetato de cortisona e hidrocortisona base no momento da
manipulacdo das capsulas, j& que a dosagem dos mesmos é baixa. Além disso a utilizagdo de
excipientes coloridos facilita a verificagdo visual da homogeneidade do excipiente com o IFA,
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na etapa de homogeneizagdo dos pods, na preparacao das capsulas, quando 0s mesmos possuem
a mesma coloracgéo, nesse caso, branca (FERREIRA, 2008; TROY, 2012).

4.2.4.3 Controle do processo de manipulacao das capsulas

As céapsulas manipuladas foram analisadas através de trés pardmetros recomendados
pelo Formulario Nacional da Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2012):
a) Peso médio (ensaio ndo destrutivo)

O peso medio (Pmedio) € a média aritmética do peso de dez unidades de cépsulas
manipuladas, em gramas, pesadas individualmente.

Os limites de variacdo tolerados para capsulas duras cujo peso médio esta até 300 mg,
é de £10%.

b) Desvio Padrdo Relativo (DPR)
O Desvio padrao relativo (DPR) nao deve ser maior que 4% e é dado em porcentagem,

calculado conforme as equacfes que se seguem:

DP
Pmédio

(3) DPR = x 100
Em que:
DP = Desvio Padrdo do Pmedio

O Desvio Padrdo do Peso médio foi calculado aplicando-se a seguinte equacao:

n—1

(4) DP = \/z" (Pcaps.i — Pmédio)?
=1
Em que:

Peaps.i = peso de cada unidade de cdpsula manipulada

n = nimero de capsulas manipuladas empregadas na determinacéo do peso médio

c) Variagdo do conteudo teorico das capsulas

A variagdo do contetdo tedrico das capsulas permite obter uma estimativa da variacao
aceitavel de peso das mesmas, supondo que a massa de pds encapsulada esta homogénea e, se
seguidas as boas praticas de manipulacdo, a distribui¢do do farmaco nas mesmas, também esta

homogénea.
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Esse valor deve ser estimado determinando-se a Quantidade tedrica minima de p6
(Qteor.min) € @ Quantidade tedrica méxima de po (Qteor.max), de acordo com os extremos de pesos

obtidos na pesagem das capsulas, conforme equacéo a seguir:

_ Pcépsula malis leve _ Pca’psula mais pesada
(5) Qteor.ml’n - P x100 e (6) Qteor.méx - P x100
tedrico teérico

Em que:
Pcapsula mais leve = € 0 menor peso individual observado na pesagem das capsulas manipuladas
para determinacdo de Peso médio.
Pcapsula mais pesada = € 0 maior peso individual observado na pesagem das capsulas manipuladas
para determinagdo de Peso médio.

As quantidades teoricas, minima e maxima calculadas deverdo estar contidas no
intervalo de 90 a 110%.

4.2.5 Andlise quimico-farmacéutica para capsulas
4.2.5.1 Determinacdo de peso médio (ensaio destrutivo)

A determinacdo do peso médio foi realizada através da pesagem individual de 20
unidades de capsulas do produto manipulado a ser avaliado, segundo o estabelecido na
Farmacopéia Brasileira V, obedecendo aos critérios estabelecidos na mesma, que preconiza um
limite de variacdo de + 10,0 % para forma farmacéutica capsula com peso menor que 300,0 mg
(BRASIL, 2010).

4.2.5.2 Doseamento

O ensaio de doseamento da formula farmacéutica capsula (determinacéo de pureza) foi
feito seguindo-se o preconizado na Farmacopéia Brasileira V, aplicando-se o método por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) aqui desenvolvido e validado, em
conformidade com o guia Q2 (R1) da Conferéncia Internacional de Harmonizacdo (ICH) e a
RE da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria n® 166 de 2017 (ICH, 2005; BRASIL,2017).
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Doseamento das cdpsulas de acetato de fludrocortisona:

Pesou-se individualmente 20 cépsulas de acetato de fludrocortisona e posteriormente seus
involucros, determinando o peso médio do conteddo das capsulas.

Apds homogeneizacdo do contetdo obtido das 20 capsulas, pesou-se o equivalente a 5 pesos
meédios e transferiu-se para baldo volumétrico de 25 mL, avolumou-se com acetonitrila , agitou-
se e filtrou-se em papel de filtro. Do filtrado, retirou-se uma aliquota de 5 mL e transferiu-se
para um baldo volumétrico de 10 mL, obtendo-se uma solugdo a 5 pg/mL, a qual foi submetida

ao doseamento por CLAE.

Doseamento das capsulas de acetato de cortisona:

Pesou-se individualmente 20 capsulas de acetato de cortisona e posteriormente seus involucros,
determinando o peso médio do contetdo das capsulas.

Ap6s homogeneizacdo do contetido obtido das 20 cépsulas, pesou-se o equivalente a 1 peso
médio e transferiu-se para baldo volumétrico de 50 mL, avolumou-se com acetonitrila , agitou-
se e filtrou-se em papel de filtro. Do filtrado, retirou-se uma aliquota de 2 mL e transferiu-se
para um baldo volumétrico de 10 mL, obtendo-se uma solugédo a 25 pg/mL, a qual foi submetida

ao doseamento por CLAE.

Doseamento das capsulas de hidrocortisona base:

Pesou-se individualmente 20 capsulas de hidrocortisona e posteriormente seus invélucros,
determinando o peso médio do conteldo das capsulas.

Ap6s homogeneizacdo do contetido obtido das 20 cépsulas, pesou-se o equivalente a 1 peso
médio e transferiu-se para baldo volumétrico de 50 mL, avolumou-se com acetonitrila, agitou-
se e filtrou-se em papel de filtro. Do filtrado, retirou-se uma aliquota de 1 mL e transferiu-se
para um bal&o volumétrico de 10 mL, obtendo-se uma solucéo a 20 pg/mL, a qual foi submetida

ao doseamento por CLAE.

4.2.5.3 Anélise dos componentes das formulacdes

As formulacdes de capsulas contendo os IFA’s foram otimizadas de forma multivariada.
A abordagem experimental foi realizada de acordo com a literatura (MONTGOMERY, 2000),
para investigar quais os fatores experimentais mais importantes e quais os fatores que néo

afetam a resposta analitica.
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Nesse tipo de experimento, os fatores sdo examinados em dois niveis, o nivel mais alto,
codificado com o sinal positivo (+) e o nivel mais baixo, codificado com o sinal negativo (-).
Inicialmente, a melhor resposta analitica foi definida como o teor mais proximo de 100%.

A resposta analitica foi dimensionada em uma escala de 0 a 1, empregando-se a funcéo
de utilidade, proposta por Derringer e Suich (DERRINGER; SUICH, 1980).

Neste tipo de abordagem, as respostas obtidas em diferentes grandezas yi, (i = 1, 2, ...
m), sdo dimensionadas em uma mesma escala (di), definidas como fung¢des de utilidade parcial.
A escala dessas funcGes de utilidade parcial (di) varia entre 0, para respostas indesejaveis e 1
para as respostas buscadas. A equacdo abaixo descreve a formula utilizada para obtencdo da
funcgéo de utilidade parcial:

(7)di={0,seyi<a; [(yi—a)/(b—a)],sea<yi<b; [(yi-c)/(a—Db)],seb<yi<c; 1,0
seyi >c}

Em que: yi = resposta observada; a = limite inferior, b = valor 6timo e ¢ = limite superior.

O limite inferior (a) foi definido como 95%, o valor 6timo (b) foi definido como 100%
o limite superior (c) como 105%, uma vez que sao limites normalmente preconizados para teor
de medicamentos.

Os valores das respostas foram utilizados para calcular os valores médios e a variancia
das respostas de cada experimento.

As respostas analiticas foram utilizadas também para calcular as estimativas de contraste
de cada fator. A estimativa de contraste de cada fator € a média de todos os valores de um
determinado fator no nivel positivo subtraido da média de todos os valores do fator considerado
em seu nivel negativo. As estimativas de interacdo foram calculadas do mesmo modo, porém a
coluna de interacéo entre dois fatores € igual ao produto das colunas dos fatores principais.

A fim de verificar a significancia estatistica dos fatores e suas interacfes, a variancia
padrdo (Sp2) foi calculada utilizando a equagéo abaixo:

_ (na-1S3+(np—-1)S}

®) Sp2 = = vt

Em que: n é o nimero de vezes que o ensaio foi repetido e s é a variancia obtida em cada

ensaio.

Posteriormente, a variancia das estimativas de contrastes foi estimada partir da equacédo

abaixo:
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(9) V(estimado) = %+i—’2’
Em que: Sp? é a variancia padrdo e n é o nimero de ensaios realizados nos niveis altos (n =8) e
baixos (n = 8).

O erro das estimativas de contraste foi entdo obtido pela raiz quadrada da variancia
estimada. Multiplicando o erro por um valor t tabelado, com 16 graus de liberdade ao nivel de

significancia de 5% (2,12) foi finalmente obtido o erro estimado.
4.2.5.4 Uniformidade de doses

A uniformidade de doses foi avaliada através do ensaio de uniformidade de contetudo
com posterior calculo do valor de aceitacdo, ambos executados conforme descritos na
Farmacopeia Brasileira V (BRASIL, 2010) e em conformidade com o guia Q2 (R1) da
Conferéncia Internacional de Harmonizagdo (ICH) e a RE da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitéaria n° 166 de 2017 (ICH, 2005; BRASIL,2017).

4.2.5.5 Perfil de dissolucédo

Foram estabelecidas as condi¢fes para o ensaio de dissolugdo utilizando-se capsulas de
acetato de fludrocortisona 100 pg, acetato de cortisona 12,5 mg e hidrocortisona base 10,0 mg,

envolvendo as seguintes variaveis (BRASIL, 2010a):

1) meio de dissolucdo. Foi otimizado o meio de dissolucdo para forma farmacéutica

comprimidos que consta das farmacopeias consultadas.

2) o sistema de agitacdo do meio foi otimizado testando-se o aparato cestas e 0 aparato pa com

0 uso de sinker.

3) a velocidade de agitacdo do meio foi otimizada, testando-se as velocidades de 50 rpm, 75
rpm e 100 rpm.

4) tempo de coleta da amostra para o teste de dissolucdo. Ficou estabelecido tempo de coleta
(Q) em 15 minutos para acetato de fludrocortisona e hidrocortisona base e 20 minutos para o

acetato de cortisona.
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5) a coleta das amostras. Foram coletados 15mL de meio de dissolugdo, com reposi¢cdo do
mesmo, nos tempos de 5, 10, 15, 20, 30 e 60 minutos, para definigdo do perfil de dissolucéo e

estabelecimento do tempo de coleta para o teste de dissolucéo.

Condicdes estabelecidas para o teste de dissolucdo das capsulas de acetato de fludrocortisona,
apos otimizag&o:

Meio de dissolucdo: HCL 0,01M

Volume do meio de dissolugdo: 500 mL

Temperatura: 37°C

Aparato: pas

Rotacdo: 75 rpm

Tempo (Q) = 15 minutos

Condicdes estabelecidas para o teste de dissolucdo das capsulas de acetato de cortisona, apos
otimizacao:

Meio de dissolucdo: Lauril Sulfato de Sédio 0,75%

Volume do meio de dissolugédo: 900 mL

Temperatura: 37°C

Aparato: pas

Rotacdo: 100 rpm

Tempo (Q) = 20 minutos

Condicoes estabelecidas para o teste de dissolucdo das capsulas de hidrocortisona base, ap6s
otimizacao:

Meio de dissolucdo: agua

Volume do meio de dissolugédo: 900 mL

Temperatura: 37°C

Aparato: pas

Rotacdo: 75 rpm

Tempo (Q) =15 min

Os perfis de dissolucdo foram construidos analisando-se 6 capsulas de cada um dos dois
lotes de cada IFA manipulados, plotando-se as médias das porcentagens de cedéncia em fungédo

do tempo, em minutos. O desenvolvimento e validacdo dos ensaios de dissolucdo foram
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realizados de acordo com as normas estabelecidas pela USP 34 (UNITED STATES
PHARMACOPEIA, 2015) e Anvisa (BRASIL, 2010a).
A comparacao dos perfis de dissolucdo obtidos foi feita por observacdo do Q e do

calculo da Eficiéncia de Dissolucdo (ED), conforme equacéo 10.

(10) ED = Area sob a curva x 100

Area total da curva

4.2.6 Estabilidade preliminar

A estabilidade das capsulas manipuladas foi verificad através dos testes de estabilidade

acelerada e fotoestabilidade.

4.2.6.1 Estabilidade acelerada

O estudo de estabilidade acelerada foi conduzido de acordo com a Resolucdo RE n° 1
de 29 de julho de 2005 (Brasil, 2005). Amostras das capsulas selecionadas como melhor
formulacdo, foram acondicionadas dentro da embalagem primaria, em dessecadores sob vacuo
e na presenca de solucgdo saturada de cloreto de s6dio para manter o ambiente supersaturado (70
+ 5 % de umidade relativa). Em seguida, foram colocadas sob 40 + 2°C de temperatura pelo
tempo total de trés meses. A temperatura e umidade foram controladas através de
termohigrometro fixado dentro do dessecador.

O periodo de 3 meses foi escolhido devido a finalidade da formulacdo magistral, que é
atender a necessidade terapéutica imediata do paciente, apenas no periodo de tratamento. Sendo
assim, deve ser de usop imediato e o prazo de uso ndo deve, preferencialmente, exceder o
periodo de tratamento estipulado pelo médico no seu receituario (BRASIL, 2007).

As anélises das cépsulas foram realizadas no tempo 0, 1, 2 e 3 meses avaliando
alteracdes nas propriedades fisicas (cor e odor), o teor de principio ativo, dissolugéo e presenca

de produtos de degradacdo pelos métodos desenvolvidos e validados.

4.2.6.2 Fotoestabilidade

O estudo de fotoestabilidade foi conduzido de acordo com a RE n°1 de 29/07/2005 —

Anvisa.
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Amostras das cépsulas selecionadas como a melhor formulagdo foram expostas a luz
por 23 horas em camara de fotoestabilidade, construida no proprio laboratério, validada pelo
sistema actinométrico (ICH, 1996). Parte das capsulas foram expostas diretamente a luz e outra
parte foi exposta acondicionada na embalagem primaria.

Ap0s a exposicao, as capsulas foram submetidas aos testes de alteracéo das propriedades
fisicas (cor e odor), teor de principio ativo, dissolugdo, desintegracdo e detec¢do de produtos de

degradacéo pelos méetodos desenvolvidos e validados.

Tanto para o estudo de estabilidade acelerada quanto para o estudo de fotoestabilidade,
foram utilizadas capsulas de acetato de fludrocortisona 100 pg manipuladas com a formulagéo
2; para o acetato de cortisona foram utilizadas cédpsulas de 12,5mg manipuladas com a
formulacdo 3; para a hidrocortisona base foram utilizadas capsulas de 10,0mg manipuladas com
a formulacdo 2. A embalagem primaria utilizada consistiu de pote plastico de polietileno de alta
densidade branco, opaco, com tampa de rosca.

4.2.7 Obtencéo e caracterizacao de polimorfos

Formas cristalinas de acetato de fludrocortisona foram obtidas por recristalizagdo e

caracterizadas conforme descrito abaixo.

4.2.7.1 Processo de recristalizacdo dos IFAs

Foi utilizada a técnica de recristalizacdo por evaporacdo de solvente, que parte de
solugdes saturadas dos IFAs com diversos solventes com etapas de processo envolvendo
remocdo do liquido por evaporagdo espontanea (FLORENCE; ATTWOOD, 2003; AUTON,
2005).

Os solventes foram escolhidos de acordo com os dados de solubilidade dos IFA’s e
combinados aleatoriamente.

Foram feitas solugdes com 10,00 mg de IFA nos solventes e nas misturas entre eles
(TABELA 8) e apés agitagdo manual e filtracdo, as solugBes ficaram em repouso em

temperatura ambiente para evaporacao espontanea do solvente.
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Tabela 8 - Solventes e combinagdes de solventes utilizados no processo de recristalizagdo do acetato de
fludrocortisona, pela técnica de evaporacdo de solvente.

Identificacdo

Solventes e combinacdes de solventes

© 00 N oo o1 B~ W N e

e o =
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15

3,3 mL metanol + 3,3 mL cloroférmio + 3,3 mL acetona
3,3 mL etanol + 3,3 mL cloroférmio + 3,3 mL metanol

6,0 mL cloroformio + 4,0 mL acetona

10,0 mL dioxano

10,0 mL metil etil cetona

3,0 mL alcool isopropilico + 7,0 mL acetonitrila

5,0 mL metanol + 4,0 mL cloroférmio + 1,0 mL agua

4,0 mL metanol + 5,0 mL acetonitrila + 1,0 mL butanol

4,0 mL metanol + 5,0 mL metil etil cetona + 1,0 mL &gua
3,0 mL metanol + 3,0 mL butanol + 3,0 mL acetonitrila + 1,0 mL &gua
6,0 mL metanol + 3,0 mL cloroférmio + 1,0 mL acetonitrila
5,0 mL metanol + 5,0 mL cloroférmio

10,0 mL acetonitrila

5,0 mL acetonitrila + 5,0 mL agua

10,0 mL acetona

Fonte: Da autora.

4.2.7.2 Microscopia

Os cristais obtidos foram submetidos a microscopia optica a fim de caracterizar o habito

cristalino os mesmos. A observacgéo foi feita com preparacdo direta dos cristais, entre ldamina e

laminula, com objetiva de 10x, aumento de 100x.

4.2.7.3 Analises por DRXP

As andlises para o IFA e seus possiveis polimorfos foram realizadas nas seguintes

condicdes para DRXP: radiagdo monocromatica em tubo selado de grafite por filtro de Cu (Ka

Cu, | = 1,54187 A); varreduras no intervalo de 5 & 40° 20, a temperatura ambiente, com passo

Otico de 0,05 em 260, corrente de 30 mA, tensdo de 40 kV, velocidade de varredura de 1° 20/min.
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4.2.7.4 Anélises por IV

As amostras do IFA e seus possiveis polimorfos foram analisadas por espectrometro de
Transformada de Fourier Shimadzu ®, ATR-FTIR, onde o feixe é focado sobre uma pequena
area da amostra analisada na forma de pd entre 4500-500 cm™. As especificacdes das medidas

foram: modo transmitancia, 32 varreduras por analise e resolucéo de 4,0 cm™.

4.2.7.5 Andlises térmicas por DSC e TG

As curvas de varredura por calorimetria exploratoria diferencial (DSC) do IFA e
possiveis polimorfos foram obtidas pesando-se cerca de 5 mg das amostras em cadinhos de
aluminio herméticos, sob atmosfera dinamica de nitrogénio (50 ml.min-1) com razdo de
aquecimento de 10°C.min, faixa de aquecimento de 25 a 400°C.

As medidas de termogravimetria (TG) foram realizadas pesando-se cerca de 5 mg de
amostra em cadinho de aluminio aberto, colocadas sob atmosfera de nitrogénio (50 mL.min)
com razdo de aquecimento de 10°C. min? e faixa de aquecimento de 40°C até temperatura
maxima de 500°C.
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A seguir estdo apresentados os resultados das anélises realizadas e a discussdo dos

mesmaos.

5.1 ESTUDOS DE PRE-FORMULAGAO

5.1.1 Solubilidade

Foram utilizados os dados de solubilidade descritos no Index Merck e informacdes
fornecidas pelos sites Drug Bank, PubChem e ChemSpider (O’NEIL, 2013; DRUGBANK,
2016; CHEMSPIDER, 2018; PUBCHEM, 2016) (TABELA 9).

Tabela 9 - Solubilidade do acetato de fludrocortisona, acetato de cortisona e hidrocortisona base

Acetato de fludrocortisona

Solvente Solubilidade (mg/mL) Fonte
Acetato de Acetato de Hidrocortisona
fludrocortisona cortisona base

Acetona 56,000 - 9,300 Index Merck
- - 9,300 PubChem
Agua 0,040 0,022 0,280 Index Merck
0,140 0,020 15,000 PubChem
0,140 0,028 0,190 DrugBank
- 0,059 <1,000 Chemspider
Cloroférmio 20,000 182,000 1,600 Index Merck
DMSO 45,000 59,000 73,000 Chemspider
Etanol 20,000 - 15,000 Index Merck
- 59,000 9,060 Chemspider
- - 15,000 PubChem
Eter 4,000 - 0,350 Index merck
- - 0,350 PubChem
Metanol - - 6,200 Index Merck
- - 6,200 PubChem
Propilenoglicol - 44,000 12,700 Index Merck
- - 12,700 PubChem

Fonte: Da autora.
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5.1.2 Granulometria e densidade aparente

O estado solido dos IFA’s e dos MIX’s foi caracterizado atraveés da determinacéo da
granulometria (técnica de tamizacéo) e da densidade aparente, segundo procedimentos descritos

na Farmacopeia Brasileira V (Brasil,2010), para fins farmacotécnicos (TABELA 10).

Tabela 10 - Caracterizacdo do estado solido dos IFA’s e MIX’s propostos

Granulometria \ Densidade aparente
Acetato de fludrocortisona P6 moderadamente grosso 0,286 g/mL
Acetato de cortisona P& moderadamente grosso 0,375 g/mL
Hidrocortisona base P& moderadamente grosso 0,357 g/mL
MIX 1 Pé semi-fino 0,550 g/mL
MIX 2 Po fino 0,500 g/mL
MIX 3 Po fino 0,714 g/mL
MIX 4 Po fino 0,710 g/mL
Excipiente colorido Pé semi-fino 0,660 g/mL

Fonte: Da autora.

5.1.3 Excipientes

Os excipientes escolhidos para compor as formulagfes das capsulas de acetato de
fludrocortisona 50,00 pg e 100,00 pg, acetato de cortisona 6,25 mg e 12,50 mg e hidrocortisona

base 10,00mg (doses usuais) constam da Tabela 11.

Tabela 11 - MIX’s propostos para os respectivos IFA’s.

IFA MIX

Acetato de fludrocortisona MIX 1
MIX 2

Excipiente colorido
Acetato de cortisona MIX 2
MIX 3

Excipiente colorido
Hidrocortisona base MIX 2
MIX 4

Excipiente colorido

Fonte: Da autora.
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Os excipientes e suas proporcdes que constam das misturas propostas (MIX) estéo
descritos na tabela 1.

O didxido de silicio coloidal consta nas formulacdes porque possui propriedades
adsorvente, deslizante, desintegrante e estabilizador térmico, que contribuem para a qualidade
final da capsula no que diz respeito a sua conservagao, desintegragdo “in vivo” e a técnica de
preparo. Seu pequeno tamanho de particula (cerca de 15nm) e grande area de superficie
especifica fornecem caracteristicas que melhoram as propriedades de fluxo de pds secos
(ROUE, 2009).

O lauril sulfato de sédio (LSS) também esta presente nas formulages do IFA como
agente molhante, com a finalidade de melhorar a velocidade de dissolucéo, j& que o corticoide
em questdo pertence a classe Il da classificacdo biofarmacéutica (FERREIRA, 2008; ROUE,
2009).

A celulose microcristalina foi utilizada como diluente e apresenta vantagens como nao
ser absorvida pelo trato gastrointestinal, ter elevada compatibilidade com ativos farmacéuticos,
apresentar bom fluxo de po, entre outras (ROUE, 2009; ABRANTES, 2016).

O talco farmacéutico (silicato de magnésio) foi incluido em um dos excipientes para a
formulacdo de acetato de fludrocortisona por ser insolivel em agua e ter a caracteristica de
reduzir ou retardar a dissolugdo de farmacos pouco soltveis (ROUE, 2009). Espera-se que ele
contribua retardando a liberagdo do IFA a partir da capsula.

Para as capsulas de acetato de cortisona foi escolhido para um dos excipientes, a lactose
como diluente, em razdo de evidéncias de menor solubilidade do IFA quando comparado ao
acetato de fludrocortisona. A lactose, por ser um excipiente soltvel, é conhecida por auxiliar
na dissolucdo de farmacos de baixa solubilidade (FERREIRA, 2008; ROUE,2009).

Para as capsulas de hidrocortisona base, o amido foi escolhido como um dos excipientes
(diluente) por estar presente na maioria das formulagdes comercialmente disponiveis.

A escolha dos excipientes se baseou também nas formulacdes de comprimidos
industrializados dos corticoides em questdo, e na composi¢do dos excipientes pré-fabricados

indicados para utilizacdo com farmacos de baixa solubilidade, disponiveis comercialmente.

5.1.4 Estudo de compatibilidade farmaco-excipiente

Os estudos de compatibilidade entre o farmaco (IFA) e os excipientes presentes na

formulacdo sdo essenciais para a garantia de uma formulagéo com estabilidade, seguranca e
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eficacia e sdo considerados o “stepping stone” da formulacdo (PANI, 2011; PETERKA, 2015;
MEHTA,; JINDAL, 2015).

Ha descrito na literatura, varias técnicas para avaliar a compatibilidade entre excipientes
e o0 IFA, entre elas técnicas térmicas e ndo térmicas, que sdo complementares para esse fim.
Essas técnicas contribuem significativamente para predigdo, monitoramento e caracterizacdo
da incompatibilidade entre IFA’s e excipientes, diminuindo custos e tempo nos estudos de pré-
formulacéo, principalmente no caso de formas farmacéuticas sélidas (CHADA; BHANDARI,
2014).

A compatibilidade entre os componentes das formulages propostas para as capsulas
dos corticoides estudados foi avaliada através das técnicas de DSC, TG e doseamento por
CLAE, dos componentes individualmente e das suas misturas fisicas na proporcdo de 1:1
(misturas binarias) (FIGURAS 2 e 3).

5.1.4.1. Calorimetria Exploratoria Diferencial

As Figuras 2 e 3 mostram as curvas DSC obtidas com o acetato de fludrocortisona e
excipientes individualmente e as misturas fisicas (1:1) do IFA com 0s excipientes propostos.

O acetato de fludrocortisona — IFA apresentou, na curva de DSC, estabilidade térmica
até aproximadamente 220,00°C e um evento endotérmico relacionado a sua fusdo na
temperatura de 228,60 °C (Tonset) Seguido de sua decomposi¢do térmica. A celulose
microcristalina mostra transicdo endotérmica entre 80 e 170,00°C correspondente a
desidratacdo, seguido de estabilidade térmica; a curva de DSC obtida com a mistura fisica
acetato de fludrocortisona:celulose microcristalina, representa a soma dos eventos obtidos com
as substancias individualmente.

A curva de DSC obtida com o LSS, evidencia dois eventos endotérmicos entre 80 e
120,00°C, que estdo relacionados a desidratacédo; apds uma faixa de estabilidade térmica entre
120 e 190,00°C, ocorre outro evento endotérmico que corresponde a sua fusdo (Tonset =
191,00°C), seguida da sua decomposicdo térmica. Com a mistura fisica acetato de
fludrocortisona:LSS o evento endotérmico relacionado a fusdo do IFA ndo apareceu na
temperatura esperada, podendo indicar uma interacdo entre esses componentes com algum

efeito negativo.
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Figura 2 - Curvas DSC do acetato de fludrocortisona e dos excipientes das formula¢des propostas (=3).
Fonte: Da autora.
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Figura 3 - Curvas DSC do acetato de fludrocortisona, e das suas misturas fisicas com os excipientes das
formulag@es propostas (n=3).
Fonte: Da autora.
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Tabela 12 - Temperaturas de fusdo do acetato de fludrocortisona e suas misturas fisicas, nas curvas de

DSC.
Temperatura de fusdo
do ac. fludrocortisona AH: (J.g™)*
(Tonset)*

Acetato de fludrocortisona 228,60 °C 99,83 +0,12
Ac. fludrocortisona:celulose 225,40 °C 38,30 £ 0,21
Ac. fludrocortisona:talco 228,36 °C 42,99 + 0,23
Ac. fludrocortisona:LSS -- --
Ac. fludrocortisona:diéx. silicio coloidal 224,15 °C 42,06 £ 0,15

*Meédia de trés determinacdes.
Fonte: Da autora.

O dioxido de silicio coloidal ndo apresentou nenhum evento térmico na faixa de
temperatura analisada; a curva de DSC obtida com a mistura fisica diéxido de silicio coloidal e
acetato de fludrocortisona mostra o evento endotérmico de fuséo do acetato de fludrocortisona
em 224,15°C (Tonset). Comportamento semelhante foi encontrado com o talco farmacéutico e
com a mistura talco: acetato de fludrocortisona (TABELA 12).

Conforme pode ser observado na Tabela 12, pequenas variagdes nos valores de Tonset
podem estar relacionadas ao fato de se tratar de misturas, o que ja foi observado por Manikandan
(2013) e Pani (2012). Portanto os dados obtidos no DSC com o acetato de fludrocortisona e 0s
componentes das formulacbes propostas ndo evidenciaram incompatibilidade entre si, com
excecdo do lauril sulfato de sédio, cuja curva de DSC evidenciou uma interacdao entre eles
devido ao desaparecimento do evento de fusdo do IFA na temperatura esperada.

InteracBes fisico-quimicas entre o IFA e 0 excipiente testado podem ser detectadas
através de variagdes significativas dos valores de entalpia. Nesse estudo os valores de AHs¢
também ndo sofreram variaces significativas, pois se encontraram aproximadamente na
metade do valor obtido com o IFA puro, devido a diluigdo na proporc¢édo de 1:1 (massa/massa)
que foi utilizada nas analises (ALVES, 2007; CHIDAMBARAM; KRISHNASAMY, 2014;
PETERKA, 2015; MEHTA; JINDAL, 2015).
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Figura 4 - Curvas DSC do acetato de cortisona e dos excipientes das formulagdes propostas (n=3).
Fonte: Da autora.

A Figura 4 apresenta as curvas DSC do acetato de cortisona e dos excipientes propostos
individualmente, onde pode-se observar que ndo ha eventos térmicos nas curvas dos excipientes
na temperatura em que ocorre 0 evento de fusdo do IFA. O acetato de cortisona — IFA
apresentou estabilidade térmica de 25 a 185°C, quando em 187°C aparece um pequeno evento
endotérmico que pode estar relacionado a uma transicdo endotérmica ou fusdo de
contaminantes, e outro evento endotérmico relativo a fusdo do IFA com Tonset = 230,40°C. As
curvas obtidas com as misturas fisicas do acetato de cortisona e 0s excipientes evidenciam a
fusdo do IFA nas respectivas temperaturas listadas na Tabela 13. Com excec¢éo do lauril sulfato
de sodio, as pequenas variagdes de temperatura de fusdo do acetato de cortisona puro e as
misturas fisicas com os excipientes (1:1), ndo demonstraram incompatibilidade entre eles
(FIGURA5).
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Figura 5. Curvas DSC do acetato de cortisona e das suas misturas fisicas com os excipientes propostos
(n=3).
Fonte: Da autora.

Tabela 13 - Temperaturas de fusdo do acetato de cortisona e suas misturas fisicas com 0s excipientes
propostos, nas curvas de DSC.

Temperatura de fusdo do
acetato de cortisona AHf (J.g™M)*
(Tonset)*

Acetato de cortisona 230,40 °C 90,45 + 0,10
Ac. cortisona:lactose 231,51 °C 4158 + 0,18
Ac. cortisona:celulose 230,00 °C 38,28 +0,21
Ac. cortisona:talco 231,22 °C 42 67 £ 0,14
Ac. cortisona:LSS -- --
Ac. cortisona:diéx. silicio coloidal 232,24 °C 40,62 + 0,17

*Meédia de trés determinacdes.
Fonte: Da autora.

A hidrocortisona base quando submetida ao DSC apresentou estabilidade térmica até
226,00°C e apenas um evento endotérmico relacionado a sua fuséo, com Tonset €m 227,84°C. O
amido de milho ndo apresentou eventos termicos na temperatura de fusdo de IFA e quando

observada a curva de DSC da mistura fisica hidrocortisona base: amido de milho, verifica-se
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que os eventos ocorridos correspondem a soma dos eventos que apareceram nas curvas do IFA
e excipiente isoladamente, ocorrendo o mesmo com as misturas do IFA com celulose
microcristalina, lactose, talco e dioxido de silicio coloidal. A mistura fisica hidrocortisona
base:LSS também nao evidencia a fusdo do IFA na temperatura esperada (FIGURAS 6 e 7;
TABELA 14).

Hidrocortisona base

mmilho

Celulose microcristalina

Talco

LSS

Diox. silicio coloidal

' T v T T
50 100 150 200 250 300

Temperatura (°C)

Figura 6 - Curvas DSC da hidrocortisona base e excipientes das formulagdes propostas (n=3).
Fonte: Da autora.

Tabela 14. Temperaturas de fusdo da hidrocortisona base e suas misturas fisicas com os excipientes
propostos, nas curvas de DSC.

Temperatura de fusdo
da hidrocortisona AHf (J.g™M)*

base (T onset)*

Hidrocortisona base 224,10 °C 98,76 + 0,11
Hidrocortisona base:amido de 223,23 °C 42,46 + 0,13
Hidrocortisona base:celulose 223,84 °C 46,27 + 0,22
Hidrocortisona base:talco 223,23 °C 56,45+ 0,12
Hidrocortisona base:LSS -- --

Hidrocortisona base:diox. silicio 215,06 °C 40,84 + 0,17

*Média de trés determinacdes.
Fonte: Da autora.
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Figura 7 - Curvas DSC da hidrocortisona base e das suas misturas fisicas com os excipientes propostos
(n=3).
Fonte: Da autora.

5.1.4.2 Termogravimetria

A Figura 8 mostras as curvas TG obtidas com o acetato de fludrocortisona e excipientes
propostos. O acetato de fludrocortisona mostrou estabilidade térmica até 230,00°C, seguida de
uma perda de massa em duas etapas, a primeira em 231,09°C (Tonset) cOm 53,99% de perda de
massa (Am); a segunda etapa ocorreu em 375,16°C com An igual a 23,35%.

O didxido de silicio coloidal mostrou-se estavel na faixa de temperatura analisada e a
sua mistura fisica com o acetato de fludrocortisona apresentou uma maior estabilidade térmica,
guando comparado ao IFA isolado com a primeira perda de massa iniciando em 240,70°C e Am
da primeira etapa igual a 31,89%.

O talco também mostrou-se termicamente estavel na faixa de temperatura analisada e
sua mistura fisica com o acetato de fludrocortisona ndo alterou a estabilidade térmica do IFA,

que iniciou a perda de massa em 232,61°C com Am da primeira etapa igual a 25,23%.
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A curva TG obtida com a mistura fisica acetato de fludrocortisona:celulose
microcristalina apresentou inicio de perda de massa em 235,74°C com o primeiro Am igual a
84,58%.

A mistura acetato de fludrocortisona:lauril sulfato de sédio mostrou diminuigdo da
estabilidade térmica do IFA, com inicio da perda de massa em 190,25°C e Am da primeira etapa
igual 48,01%.

Portanto, podemos dizer que ndo ha evidéncias de incompatibilidade entre os
excipientes e o IFA, com excecao do lauril sulfato de sddio, cuja degradabilidade do IFA sera
investigada através do seu doseamento apds estresse térmico da mistura.

Com relacdo as misturas do IFA com talco e dioxido de silicio coloidal, verificamos que
h& uma interacdo com efeito positivo, pois ocorre aumento da estabilidade térmica do IFA na

mistura, conforme evidenciado nas curvas termogravimétricas.

Ac [udrocortisona
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Didxido de silicio coloidal —— Talco
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&
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Ac. fludrocortisona:celulose microc. Ac. tludrocortisona:LSS
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I'emperatura (°C) Temperatura (°C)

Figura 8 - Curvas TG obtidas com o acetato de fludrocortisona, excipientes propostos e suas misturas

fisicas (n=3).
Fonte: Da autora.
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A curva TG obtida com o acetato de cortisona mostrou perda de massa em duas etapas,

a primeira com Tonset em 261,33°C e Amigual a 38,05%, a segunda etapa apresentou Tonset €M
374,14°C e Amigual a 44,27% (FIGURA 9).
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Figura 9 - Curvas TG obtidas com o acetato de cortisona, excipientes propostos e suas misturas fisicas

(n=3).
Fonte: Da autora.
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A observacéo das curvas obtidas com as misturas fisicas do acetato de cortisona e

excipientes aponta que, com excegdo das misturas com LSS e lactose que tiveram suas T onset

antecipadas, os demais excipientes ndo alteraram a estabilidade térmica do IFA. A antecipacgéo

da temperatura da primeira perda de massa indica que 0s excipientes citados diminuem a
estabilidade térmica do acetato de cortisona (FIGURA 9).
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Figura 10 - Curvas TG obtidas com a hidrocortisona base, excipientes propostos e suas misturas fisicas

(n=3).
Fonte: Da autora.
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A degradabilidade do IFA na sua mistura com lactose e LSS, serd investigada através
do doseamento do mesmo ap0s estresse termico das misturas.

O comportamento da hidrocortisona base na curva TG mostrou perda de massa em trés
etapas que se iniciam em temperaturas (Tonset) de 236,16, 325,84 e 398,07°C e Am iguais a
11,22%, 38,76% e 31,01% respectivamente (FIGURA 10).

Conforme mostra a Figura 10, as misturas fisicas de hidrocortisona base e excipientes,
com excecdo da mistura com LSS que teve sua Tonset antecipada, apresentaram curvas sem
alteracdo da estabilidade térmica do IFA.

Araujo et al (2003) ao analisar a mistura fisica zidovudina: PEG (polietilenoglicol)
observou a antecipacao de evento de fusdo assim como ocorreu com as misturas de LSS e IFA’s
aqui estudadas, e cita 0 mesmo tipo de ocorréncia com outros farmacos como naproxeno,
piroxican e cetoprofeno, atribuindo o fato a dissolucéo dos farmacos nos PEG’s utilizados. Para
que pudéssemos admitir essa explicagdo ao ocorrido aqui com as misturas de IFA’s com LSS,
seria necessario submeter as misturas fisicas de LSS e IFA a analise por DSC fotovisual ou
andlise termo Optica (TOA), ja que o LSS se funde a 196,60° (evidenciada na curva de DSC) e
os IFA’s se fundem na faixa de + 230°C e pode se dissolver no LSS fundido alterando assim a
temperatura de fusdo e de inicio da primeira etapa de perda de massa (OLIVEIRA, YOSHIDA;
GOMES, 2011).

Pequenos deslocamentos das Tonset, COMO demonstrados nos resultados aqui
apresentados podem ocorrer por variagdes nas massas utilizadas para obtencéo das curvas de
TG, fato evidenciado por Pereira (2013) na caracterizacao térmica de hormonios bioidénticos.

Segundo Tita (2011), a determinacdo da temperatura de fusdo pode ser utilizada para
avaliar a pureza de uma substancia, e a diminuicdo da mesma pode ocorrer na presenca de
impurezas. Como a mistura binaria obviamente ndo é um composto puro, a diminui¢do do ponto
de fusdo pode acontecer e ndo indica necessariamente incompatibilidade entre os componentes
(OLIVEIRA; YOSHIDA; GOMES, 2011).

Nao foram encontrados estudos de compatibilidade para os IFA’s analisados.
5.1.4.3 Doseamento por CLAE apds estresse térmico
A escolha de altas temperaturas para incubacao dos IFA’s e das misturas ¢ feita para

promover aceleracdo das possiveis reacdes de degradacdo em curtos periodos de tempo
(MATOS, 2013).



71

As misturas binarias que apresentaram resultados sugestivos de incompatibilidade entre
IFA e excipiente nas anélises térmicas foram submetidas a estresse térmico e posteriormente
analisadas por CLAE. Os resultados estdo demonstrados na Tabela 15.

Os valores de teor apresentados na Tabela 15 correspondem a aos valores de massa ja

corrigidos, no que diz respeito as analises das misturas binarias.

Tabela 15 - Valores de teor ¢ DPR das amostras de IFA’s e suas respectivas misturas binarias,
submetidas a estresse térmico (200°C durante 30 minutos) (n=3).

Acetato de fludrocortisona Teor (%) DPR (%)
IFA 99,69 3,02
Ac. fludrocortisona:LSS (1:1) 14,58 3,66
Acetato de cortisona Teor (%) DPR (%)
IFA 101,79 0,88
Ac. cortisona:lactose (1:1) 40,61 1,90
Ac. cortisona:LSS (1:1) 6,84 1,98
Hidrocortisona base Teor (%) DPR (%)
IFA 96,44 1,68
Hidrocortisona:LSS (1:1) 23,79 1,64

Fonte: Da autora.

As amostras dos IFA’s aquecidas ndo apresentaram nenhum pico adicional nos
cromatogramas, quando em comparagao com amostras dos [FA’s sem aquecimento (preparadas
nas mesmas condi¢Bes) que pudesse indicar degradacdo térmica (dados ndo apresentados),
portanto os IFA’s foram considerados termoestaveis até a temperatura de 200°C (temperatura
de aquecimento no estresse térmico).

A mistura de acetato de cortisona e lactose apresentou resultado de teor diminuido; as
misturas contendo LSS mostraram-se carbonizadas ap0s 0 estresse térmico assim como o0 LSS
puro e, o teor dos IFA’s foram acentuadamente diminuidos.

Esses resultados demonstram que ha interagdo entre 0 LSS e os IFA’s, assim como entre
0 acetato de cortisona e a lactose, porém ndo exclui a necessidade de realizacdo de testes de
estabilidade a longo prazo, por pelo menos 6 meses a temperatura ambiente ou estabilidade
acelerada para verificar se essas interacfes correspondem a incompatibilidades que podem
modificar as propriedades de liberagdo da forma farmacéutica ou reduzir o teor dos IFA’s

a curto prazo, inviabilizando sua utilizacdo em formulacgdes para manipulacéo de cépsulas.
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Tendo em vista que a velocidade de reacdo no estado sélido é lenta e depende de fatores

como a composicao quimica total da mistura (quali e quantitativa), cristalinidade do sélido entre

outros, e que o medicamento manipulado é um medicamento individualizado que atende uma

necessidade particular de um paciente e deve ser de uso imediato, deve-se atribuir a ele uma

data limite de uso (prazo de uso) que pode variar de alguns dias até poucos meses e ndo um
prazo de validade, j& que ndo possui tempo de prateleira (SOARES, 2016; BRASIL, 2007;

BRASIL, 2012).

5.2 PLANEJAMENTO E PREPARO DAS CAPSULAS

Todas as 16 formulagdes manipuladas, obtidas através dos planejamentos fatoriais

(Tabelas 3, 5 e 7) foram submetidas a controle e atenderam aos critérios de aprovacao

estabelecidos no Formulario Nacional, conforme Tabelas 16, 17 e 18.

Tabela 16 - Critérios de aprovacao das capsulas de ac. fludrocortisona manipuladas (n=10).

Formulacédo Peso médio DPR Variacao do contetido
(mg) (%)* teorico (%)**
1 154 1,31 97 -102
2 148 1,00 95-97
3 146 0,92 94 - 96
4 148 1,39 95 -97
5 148 1,73 95-97
6 149 1,71 94 -98
7 147 1,32 94 -99
8 149 0,98 95 - 97
9 147 1,25 94 - 98
10 146 1,10 95 -97
11 149 1,64 95-97
12 149 1,45 95 - 97
13 147 1,50 94 - 98
14 149 1,24 95-97
15 148 1,27 95-97
16 147 1,75 95-97

*Limite = 4,0%; **Limite = 90,0% - 110,0%.
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Tabela 17 - Critérios de aprovacao das capsulas de acetato de cortisona manipuladas (n=10).

Formulacéao Peso médio DPR Variacao do contetido
(mg) (%)* teérico (%)**
1 144 1,88 93- 99
2 147 2,23 94 —102
3 146 1,87 94 -100
4 146 2,19 93-101
5 146 1,18 96— 99
6 146 1,40 94 - 100
7 147 1,01 97 -100
8 146 1,43 94 - 100
9 144 1,42 94 - 99
10 144 1,69 93-100
11 145 1,45 94— 98
12 145 0,95 95— 98
13 146 1,00 95 - 98
14 145 1,72 94 -100
15 147 1,62 95- 99
16 145 1,57 94 - 99

*Limite = 4,0%; **Limite = 90,0 — 110,0%.
Fonte: Da autora.

O Formulario Nacional estabelece que a variagdo de peso das capsulas cujo peso médio
esteja até 300mg, deve ser de até + 10%, o desvio padrao relativo calculado ndo deve ser maior
que 4% e a variacao aceitavel do contetido teorico das capsulas deve estar contida no intervalo
de 90 a 110%. Esse ultimo critério permite obter uma estimativa da variacdo de peso das
capsulas, supondo que a massa de pds encapsulada, assim como a quantidade de farmaco, esta
homogénea desde que seguidas as Boas Préaticas de manipulacéo.
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Tabela 18 - Critérios de aprovacao das capsulas de hidrocortisona base manipuladas (n=10).

Formulacdo | Peso médio DPR Variagdo do conteudo tedrico
(mg) (%0)* (%)**
1 145,00 1,53 95,61 — 100,47
2 147,00 1,55 96,82 — 102,97
3 148,00 1,74 96,49 — 103,45
4 147,00 1,76 95,88 — 102,84
5 146,00 1,34 96,96 — 101,28
6 147,00 2,37 95,54 — 102,77
7 149,00 1,93 97,16 — 103,78
8 148,00 2,52 93,51 -103,78
9 145,00 1,96 93,85 -101,42
10 149,00 1,70 97,64 — 103,58
11 146,00 2,25 94,53 — 105,00
12 140,00 2,59 94,26 — 103,51
13 145,00 1,77 95,00 - 101,69
14 148,00 1,50 96,76 — 103,04
15 144,00 1,71 97,36 — 102,91
16 149,00 1,93 96,15 - 103,85

*Limite = 4,0%; **Limite = 90,00 — 110,00%
Fonte: Da autora.

5.3 DESENVOLVIMENTO DO METODO DE ANALISE DAS CAPSULAS

5.3.1 Método espectrofotométrico — UV

Os métodos espectrofotométricos sdo muito UGteis para determinacBes qualitativas e
guantitativas de compostos organicos e inorganicos; baseiam-se na medida da absorbéancia da
luz por compostos que absorvem na regido espectral do ultravioleta (200 a 400nm) e do visivel
(400 a 800nm) por apresentarem cromaéforos em sua estrutura (KOCHAKIAN, 1988; ROZET,
2013).

Possuem a vantagem de fazer medidas precisas, rapidas e de baixo custo
(ROZET,2013).

5.3.1.1 Escolha do comprimento de onda e solvente adequado
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Foram realizadas comparaces dos resultados de varredura espectral dos IFA’s na
presenca dos excipientes mantendo-se a proporcao em que o IFA se encontra numa cépsula de
50 pg de acetato de fludrocortisona, 6,25mg de acetato de cortisona e 10,00 mg de
hidrocortisona base, em diversos solventes, a fim de confirmar a ndo interferéncia dos
excipientes na deteccdo do IFA, dentro da faixa de 200 a 400 nm.

O método espectrofotométrico ndo se mostrou seletivo ou seja, ndo foi capaz de medir
os IFA’s sem interferéncia dos excipientes presentes nas formulacdes propostas na propor¢édo
em que se encontram nas capsulas nas referidas dosagens. Resultados semelhantes foram
obtidos com todos os solventes utilizados.

Tentou-se também o recurso de espectrofotometria derivada, que consiste numa
alternativa para melhorar a sensibilidade e seletividade na analise de sistemas
multicomponentes, sem tratamento prévio da amostra (DONATO, 2010). Porém, os resultados
também nédo foram satisfatorios (dados ndo apresentados), de modo que este recurso ndo tornou
0 método espectrofotométrico seletivo.

Diante disso foi dado prosseguimento ao desenvolvimento do método cromatogréafico
(cromatografia liquida de alta eficiéncia) por ser um método seletivo, que envolve separacao

dos componentes de uma amostra.

5.3.2 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A cromatografia liquida de alta eficiéncia € um método seletivo, que envolve separacédo
dos componentes de uma amostra.
Os parametros cromatograficos extraidos nas condi¢es otimizadas e 0s cromatogramas

obtidos com os IFA’s — SQR, podem ser observados na Figura 11.
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Figura 11- A - Cromatograma do ac. de fludrocortisona, nas condig¢des otimizadas. Tempo morto = 0,9
minutos; tempo de retencdo = 4,7 minutos; fator de capacidade = 4,22; fator de cauda =
0,538; numero de pratos tedricos = 83525,407; resolugdo = 13,594. B - Cromatograma do
ac. cortisona, nas condicBes otimizadas. Tempo morto = 0,7 minutos; tempo de retengédo
= 4,8 minutos; fator de capacidade = 5,86; fator de cauda = 1,098; nimero de pratos
tedricos = 2651,71; resolugdo = 3,091. C - Cromatograma da hidrocortisona base, nas
condicdes otimizadas. Tempo morto = 0,9 minutos; tempo de retencdo = 4,4 minutos; fator

de cauda = 1,001; resolucédo = 3,83; nUmero de pratos tedricos = 3728,761.
Fonte: Da autora.

5.4 VALIDACAO DA METODOLOGIA DE ANALISE POR CLAE

5.4.1 Seletividade

De acordo com a ANVISA seletividade é a capacidade que o método possui de medir
exatamente um composto em presenca de outros componentes tais como impurezas, produtos
de degradacédo e componentes da matriz (BRASIL, 2003).

Para o acetato de fludrocortisona foi utilizado somente o0 MIX 1 porque ele possui 0s
mesmos constituintes do MIX 2, além do talco farmacéutico. Isso foi feito para todos os
pardmetros da validacdo que necessitam da presenca do excipiente. Para o acetato de cortisona
e para a hidrocortisona base, foram usados os MIX propostos (TABELA 5).

O metodo mostrou-se seletivo para todos os trés IFA’s, como demonstram as Figuras
12,14 e 16. As Figuras 13, 15 e 17 expressam o resultado do teste de pureza de pico em detector

DAD (Detector Diod Array), confirmando assim, a seletividade do método.
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Acetato de fludrocortisona mais
MIX 1 e excipiente colorido

MIX 1

Excipiente colorido

Acetato de fludrocortisona
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Figura 12 - Cromatogramas que expressam a seletividade do método para o acetato de fludrocortisona
e MIX 1 e excipiente colorido, obtidos por CLAE (n=3).
Fonte: Da autora.
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Figura 13 - Gréfico de pureza espectral cromatografica do acetato de fludrocortisona em solvente
acetonitrila. Impurezas: ndo detectadas; indice de pureza de pico: 1,00000; limiar de ponto
nico (single point threshold): 0,998539; indice minimo de pureza do pico:1460.

Fonte: Da autora.
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Figura 14 - Cromatogramas do acetato de cortisona - IFA e excipientes, que expressam a seletividade
do método, obtidos por CLAE (n=3).
Fonte: Da autora.
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Figura 15 - Grafico de pureza espectral cromatogréafica do acetato de cortisona em solvente acetonitrila.

Impurezas: ndo detectadas; indice de pureza de pico: 1,00000; limite de ponto Unico (single
point threshold): 0,999701; indice minimo do pico de pureza:299.
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Figura 16 - Cromatogramas que expressam a seletividade do método desenvolvido para hidrocortisona
base em cépsulas, em solvente acetonitrila, por CLAE (n=3).
Fonte: Da autora.
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Figura 17 - Gréfico de pureza espectral cromatogréafica da hidrocortisona base em solvente acetonitrila.
Impurezas: ndo detectadas; indice de pureza de pico: 1,00000; limiar de ponto Gnico (single
point threshold): 0,999596; indice minimo do pico de pureza:403.

Fonte: Da autora.

5.4.2 Linearidade

Segundo Anvisa, a linearidade de um procedimento analitico é a sua capacidade de obter
resultados que sejam diretamente proporcionais a concentracao de um analito em uma amostra
(BRASIL, 2003).
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As curvas de calibracdo e os dados do ensaio de linearidade para os IFA’s estdo
expressos na Figura 18 e Tabela 19.

Foram adotados como limites de aceitacdo dos valores percentuais de coeficiente de
variacdo e de recuperacdo do IFA nas analises para capsulas de acetato de fludrocortisona, 5,30
e 95,00 a 105,00 %, respectivamente, de acordo com a concentracdo do IFA na amostra (para
farmacos cuja concentracdo do analito na amostra analisada esteja entre 100 mg/Kg e 1000
mg/Kg), em todas as andlises que validam o método desenvolvido para esse IFA (BRASIL,
2016b — anexo V).

Para o acetato de cortisona foram adotados os valores percentuais de coeficiente de
variacdo e de recuperacdo do IFA de 3,7 e 97,00 a 103,00%, e para a hidrocortisona base, de
2,7 € 98,00 a 102,00% respectivamente, nas analises das capsulas e nos parametros da validacao
(BRASIL, 2016b — anexo V).
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Figura 18 - Curvas analiticas para os métodos de andlise das capsulas de: A - acetato de fludrocortisona
(r=0,9997); B — acetato de cortisona (r = 0,9990); C — hidrocortisona base (r = 0,9992); por
CLAE (n=3).

Fonte: Da autora.
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Tabela 19 - Resultados do ensaio de linearidade para os pardmetros desvio padrédo e coeficiente de
variacdo (DPR%), para 0s métodos de andlise das capsulas dos IFA’s, por CLAE (n=3).
Acetato de fludrocotisona

Concentragdes (ug/mL)

\ 2,00 \ 5,00 7,00 \ 10,00 \ 12,00 | 15,00
Areamédia  60187,00 148723,00 208946,00 301619,00 362074,00 463408,00
DPR (%) 0,14 0,06 0,68 0,42 0,02 0,66

Acetato de cortisona
Concentragdes (ug/mL)

4,00 10,00 20,00 \ 30,00 \ 40,00 50,00
Areamédia  125161,66 323669,00 637907,16 96329,00 129709,83 1616400,67
DPR (%) 1,22 0,72 1,79 1,00 0,69 0,63

Hidrocortisona base

Concentragdes (pg/mL)

4,00 10,00 20,00 ‘ 30,00 ‘ 40,00 50,00
Areamédia  139202,33 462418,67 874181,30 1319021,00 1752126,33 2122633,00
DPR (%) 0,49 0,44 0,84 0,39 0,50 0,48

Fonte: Da autora.

Conforme pode-se observar visualmente, foi obtida uma relacédo linear entre os dados
do ensaio de linearidade e um coeficiente de correlacdo de Pearson (r) maior que 0,990, assim
como valores de desvio padrao relativo das areas em suas respectivas concentragdes, dentro dos
limites estabelecidos, para os trés IFA’s.

A avaliacdo da igualdade das variancias foi feita pelo método de Cochran, que concluiu
que as variancias sdo heterocedasticas para o acetato de fludrocortisona e homocedasticas para
os demais IFA’s (TABELA 20).

Tabela 20 - Teste de Cochran, ao nivel de 5% de significancia, aplicado aos dados do ensaio de
linearidade do método para determinacdo dos IFA’s em capsulas, por CLAE.

Ac. fludrocortisona Ac. cortisona Hidrocortisona
C calculado 0,721 0,244 0,380
C critico 0,616 0,616 0,616

Fonte: Da autora.

Desta forma, foi aplicado, para o acetato de fludrocortisona, 0 método dos Minimos
Quadrados Ponderados para ajustar o0 modelo, conseguindo-se a representacdo grafica com
observacao visual de relacéo linear e r igual a 0,9999, para os dados ajustados conforme Figura
19.
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Figura 19 - Curva analitica obtida com os dados ponderados do ensaio de linearidade do método de
determinag&o de acetato de fludrocortisona, em capsulas, por CLAE (r = 0,9999; n=3).
Fonte: Da autora.

O teste de Cochram aplicado aos dados ponderados revelou homocedasticidade
(TABELA 21).

Tabela 21 - Teste de Cochran, ao nivel de 5% de significancia, aplicado aos dados ponderados do ensaio
de linearidade do método para determinacdo de acetato de fludrocortisona em capsulas, por
CLAE.

C calculado C critico
0,282 0,616

Fonte: Da autora.

Foi aplicado aos dados de linearidade dos trés IFA’s, 0 teste de F e ANOVA de minimos
quadrados para andlise das variancias e significancia do coeficiente angular (TABELAS 22 e
23).
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Tabela 22 - Andlise de variancia (Anova), teste F e teste de Cochram aplicado aos dados do
ensaio de linearidade do método para determinacédo de acetato de fludrocortisona

por CLAE.
GL SQ QM F F de
significacdo
Acetato de fludrocortisona (dados ponderados)
Regresséo 1 4,58E-09 4,58E-09 1463479,24 4,01E-41
Residuo 16 5,01E-14 3,13E-15
Total 17 4,58E-09
Acetato de cortisona
Regresséo 1 7,89E+12 7,89E+12  38148,39 7,57E-33
Residuo 16  3931661418,00 206929548,30
Total 17 7,90E+12
Hidrocortisona base
Regressao 1 8,69E+12 8,68E+12 9693,46 1,07E-23
Residuo 16 1,43E+10 895740937,30
Total 17 8,70E+12

Legenda: GL = graus de liberdade; SQ = soma dos quadrados; QM = Quadrado médio.
Fonte: Da autora.

Tabela 23 - Estatistica de regressdo dos dados do ensaio de linearidade dos métodos para
determinacdo dos IFA’s em cépsulas, por CLAE.

Estatistica de regressdo

Ac fludrocortisona Ac cortisona Hidrocortisona
(dados ponderados) base
R multiplo 0,999 0,999 0,999
R-Quadrado 0,999 0,999 0,998
R-gquadrado 0,999 0,999 0,998
Erro padrdo 5,59E-08 14385,050 29928,930
Observagoes 18 21 18

Fonte: Da autora.

A analise de variancia (Anova) consiste em avaliar se uma determinada reta de regressado
estimada (curva de calibragdo) explica satisfatoriamente a relacdo existente entre a
concentragéo e o sinal (Brasil, 2003).

O teste F na andlise de variancia tem o objetivo de testar a significancia da estimativa
do coeficiente associado a varidvel independente x (concentracdo); se F calculado for maior ou
igual a F de significacdo, conclui-se que o modelo é adequado. E calcular o coeficiente de

determinacéo (R?) tem o objetivo de averiguar o grau de explicacdo do modelo (Brasil, 2003).
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A qualidade do ajuste da curva de calibracdo e a sua linearidade também devem ser
avaliadas por meio da inspecdo visual do gréafico de residuos gerados pela regressao. Os pontos
no grafico de residuos deverdo estar aleatoriamente distribuidos ao redor do eixo X, ndo
apresentando nenhum comportamento ou tendéncia funcional, o que pode ser observado na
Figura 20 (Brasil, 2017).
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Figura 20 - Plotagem dos residuos variavel X 1, gerados pela regressdo aplicada aos dados do ensaio de
linearidade dos métodos para determinagdo dos IFA’s: A - acetato de fludrocortisona (dados
ponderados); B — acetato de cortisona; C — Hidrocortisona base.

Fonte: Da autora.

5.4.3 Exatidao

A exatiddo de um método analitico representa o grau de concordancia entre os resultados
individuais, obtidos pelo método em estudo, em relacdo a um valor de referéncia aceito como
verdadeiro (Brasil, 2003).

Os resultados dos parametros avaliados estdo reunidos na Tabela 24.

Os resultados obtidos com os trés IFA’s obedeceram aos limites pré-estabelecidos,

indicando que o método ¢ exato frente aos MIX’s testados.



Tabela 24 - Pardmetros que expressam a exatiddo dos métodos para analise das capsulas dos IFA’s,

por CLAE (n=3).

Acetato de fludrocortisona

Concentrac6es (ng/mL)

2,00 | 1000 | 1500
MIX 1
DPR (%) 3,10 3,31 3,28
Concentracdo média obtida (ug/mL) 2,04 9,53 14,87
Recuperacéo (%) 102,24 95,33 99,14
Acetato de cortisona
Concentragoes (ug/mL)
5,00 | 2000 | 30,00
MIX 2
DPR (%) 1,48 0,98 0,21
Concentracdo média obtida (ug/mL) 5,07 20,05 30,48
Recuperacéo (%) 101,44 100,63 98,09
| MIX 3
DPR (%) 0,52 0,35 0,05
Concentragdo media obtida (pg/mL) 5,07 20,13 29,43
Recuperacéo (%) 101,44 100,63 98,09

Hidrocortisona base

Concentragdes (ug/mL)
5,00 | 2000 | 30,00
MIX 2
DPR (%) 0,13 0,04 0,80
Concentracdo média obtida (ug/mL) 5,09 20,34 30,24
Recuperacéo (%) 101,78 101,69 100,80
| MIX 4
DPR (%) 0,13 0,21 0,06
Concentracdo meédia obtida (ug/mL) 4,94 19,87 30,42
Recuperacéo (%) 97,97 98,44 100,46

Fonte: Da autora.

5.4.4 Precisao
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O teste de precisdo foi realizado em relagéo a repetibilidade ou preciséo intra-dia e

precisdo intermediaria ou inter-dia.

Os resultados foram expressos como desvio padréo relativo (TABELA 25).
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Tabela 25 - Valores obtidos na determinacdo da precisdo dos métodos para analise das capsulas dos
IFA’s, por CLAE (n=3).
Acetato de fludrocortisona

Concentrac6es (ng/mL)

2,00 | 1000 | 1500
MIX 1
Precisdo intra-dia (DPR%) 3,10 3,31 3,28
Precisdo intermediaria (DPR%) 3,09 1,32 2,17
Acetato de cortisona
ConcentracOes (ug/mL)
5,00 | 2000 | 30,00
MIX 2
Precisdo intra-dia (DPR%) 1,48 0,98 0,21
Precisdo intermediaria (DPR%) 1,97 0,23 0,23
| MIX 3
Preciséo intra-dia (DPR%) 0,52 0,35 0,05
Precisdo intermediaria (DPR%) 0,03 1,37 1,22

Hidrocortisona base

Concentragoes (ug/mL)
5,00 | 2000 | 30,00
MIX 2
Precisdo intra-dia (DPR%) 0,13 0,04 0,80
Precisdo intermediaria (DPR%) 0,02 0,01 0,01
| MIX 4
Precisdo intra-dia (DPR%) 0,13 0,21 0,06
Precisdo intermediaria (DPR%) 0,14 0,81 0,55

Fonte: Da autora.

Todas as analises apresentaram resultados dentro dos limites pré-estabelecidos,

indicando que o método € preciso frente aos MIX’s testados.

5.4.5 Limite de quantificacdo (LQ)

O limite de quantificacdo é a menor quantidade do analito em uma amostra, que pode
ser determinada com precisdo e exatiddao aceitdveis sob as condicdes experimentais
estabelecidas (Brasil, 2003).

Os resultados para 0s métodos propostos estdo na Tabela 26.



Tabela 26 - Valores de limite de quantificagdo para os métodos de analise dos IFA’s (n=3).

Limite de quantificacdo (LQ)

Acetato de fludrocortisona 0,15 pg/mL
Acetato de cortisona 1,03 pg/mL
Hidrocortisona base 0,97 pg/mL

Fonte: Da autora.

5.4.6 Limite de deteccéo (LD)
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Limite de deteccdo € a menor quantidade do analito presente em uma amostra que pode

ser detectado, porém, ndo necessariamente quantificado, sob as condicBes experimentais

estabelecidas (Brasil, 2003).

Os resultados para os métodos propostos estdo na Tabela 27.

Tabela 27 - Valores de limite de detecgdo para os métodos de analise dos IFA’s (n=3).

Limite de deteccdo (LD)

Acetato de fludrocortisona 0,05 pg/mL
Acetato de cortisona 0,34 pg/mL
Hidrocortisona base 0,32 pg/mL

Fonte: Da autora.

5.4.7 Robustez

Os valores obtidos no ensaio de robustez e os parametros avaliados, constam da Tabela

28. A ANOVA foi utilizada para determinar se as variagcbes produziram alteracdes

significativas nos resultados obtidos (p = 0,05) (TABELA 29).

Para os dados de robustez obtidos com o acetato de fludrocortisona, a anédlise de

variancia evidenciou diferencas estatisticamente significativas entre as condi¢des analisadas.

Com os dados obtidos com o acetato de cortisona na presenca do MIX 2, a mesma

analise indicou que todos os dados ndo diferem estatisticamente entre si, ou seja, 0 método é

robusto para as variagdes aplicadas frente ao MIX 2. Frente ao MIX 3, diferencgas significativas

entre as variacdes das condicdes analisadas foram evidenciadas. Para a hidrocortisona base, 0s

resultados das analises de variancia aplicadas aos dados de robustez frente aos MIX 2 e 4 ndo
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evidenciaram diferencas significativas, sendo assim, podemos dizer que o método é robusto

para as variacOes aplicadas.

Tabela 28 - Dados de robustez dos métodos para analise das capsulas dos IFA’s, por CLAE (n=3).

Acetato de fludrocortisona

Condi¢6es normais

Leitura apds 6h do

Coluna Marca B

Fase movel

do método (%)* preparo das (%)* Acetonitrila : agua
solugdes (%)* (40:60) (%)*
MIX 1
99,90 95,01 101,40 100,14
97,51 94,98 106,74 100,02
99,61 94,89 105,26 104,21
Acetato de cortisona
Condicdes normais | Leitura ap6s 6h do Coluna Marca B Fase movel

do método (%)* preparo das (%)* Acetonitrila : agua
solugdes (%)* (40:60) (%)*

MIX 2

99,67 100,65 99,20 102,76

99,66 99,11 97,76 101,34

101,37 99,78 98,47 101,65
MIX 3

100,28 85,12 98,09 103,77

100,63 84,62 101,41 102,61

100,98 84,87 94,77 103,16

Hidrocortisona base
Condicdes normais | Leitura ap6s 6h do Coluna Marca B Fase movel
do método (%)* preparo das (%)* Acetonitrila : agua
solugdes (%)* (45:55) (%)*

MIX 2

98,99 100,31 95,78 99,38

98,71 96,25 97,52 93,58

98,59 104,24 95,40 93,23
MIX 4

98,90 104,50 104,66 107,90

99,54 96,16 96,29 98,12

101,83 92,81 95,00 92,66

* Dados expressos em relacdo a exatiddo do método.

Fonte: Da autora.
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Tabela 29 - Analise de variancia aplicada ao ensaio de robustez do método para determinagao dos IFA’s

em capsulas, por CLAE.

Fonte da variacao SQ GL QM F calculado valor-P F critico
Acetato de fludrocortisona

MIX 1
Entre grupos 145,37 3 48,46 12,93 0,002 4,07
Dentro dos grupos 29,99 8 3,75
Total 175,37 11

Acetato de cortisona

MIX 2
Entre grupos 18,05 3 6,02 9,11 0,006 4,07
Dentro dos grupos 5,28 8 0,67
Total 23,33 11

MIX 3
Entre grupos 597,94 3 199,31 68,93 4,67E-06 4,07
Dentro dos grupos 23,13 8 2,89
Total 621,07 11

Hidrocortisona base

MIX 2
Entre grupos 45,54 3 15,18 2,08 0,18 4,07
Dentro dos grupos 58,41 8 7,30
Total 103,94 11

MIX 4
Entre grupos 8,18 3 2,73 0,09 0,96 4,07
Dentro dos grupos 239,05 8 29,89
Total 247,23 11

Legenda: SQ = soma dos quadrados; GL = graus de liberdade; QM = Quadrado médio.

Fonte: Da autora.

Para o acetato de fludrocortisona, o teste de Tukey mostrou que apenas os dados obtidos
com a utilizagdo da coluna marca B séo estatisticamente diferentes daqueles obtidos com as
condic¢Bes normais do método (coluna marca A), ao nivel de significancia de 0,05 (TABELA

30). Portanto 0 método nédo se mostrou robusto para utilizacdo de colunas de marca diferente

da utilizada nesse estudo.

O teste de Tukey para o acetato de cortisona frente ao MIX 3 mostrou que os dados
obtidos com a leitura das soluc¢des apds 6 horas do seu preparo sdo estatisticamente diferentes
daqueles obtidos com as condi¢cdes normais do método (leitura imediata), ao nivel de

significancia de 0,05, ou seja, 0 método nédo € robusto para leituras apos 6h do preparo, sendo

recomendado leitura imediata quando se trata do uso do MIX 3.
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Tabela 30 - Resultados do teste de Tukey aplicado aos dados do ensaio de robustez dos métodos para 0s
IFA’s em céapsulas, por CLAE.

Acetato de fludrocortisona

MIX 1
Tukey: Diferenca Q ()
Médias (1 a 2)= 4,0467 3,6200 ns
Médias (1 a 3)= 5,4600 4,8844 <0,05
Médias (1 a 4) = 2,4500 2,1917 ns

Acetato de cortisona

MIX 2
Tukey: Diferenca Q (p)
Médias (1 a 2)= 0,16 0,32 ns
Médias (1 a 3)= 1,53 2,98 ns
Médias (1 a4) = 1,91 3,71 ns

MIX 3
Tukey: Diferenca Q (p)
Médias (1 a 2)= 15,76 16,07  <0,01
Médias (1 a 3)= 2,54 2,59 ns
Médias (1 a 4) = 2,55 2,60 ns

Legenda: GL = graus de liberdade; SQ = soma dos quadrados; QM = Quadrado médio; Q = quadrado;
ns = nao significativo.
Fonte: Da autora.

5.5 VALIDACAO DAS METODOLOGIAS DE ANALISE APLICADAS AOS TESTES DE
DISSOLUCAO PARA CAPSULAS DOS IFA’S

O teste de dissolucdo permite determinar a quantidade de substancia ativa dissolvida no
meio de dissolucdo a partir de uma forma farmacéutica sélida, em aparelhagem especifica, sob
condigdes experimentais definidas (BRASIL, 2010).

5.5.1 Seletividade
O método mostrou-se seletivo para todos os trés IFA’s, como demonstram as Figuras

21, 23 e 25. As Figuras 22, 24 e 26 expressam 0s resultados do teste de pureza de pico em

detector DAD (Detector Diode Array), confirmando assim, a seletividade dos métodos.
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Figura 21 - Cromatogramas que expressam a seletividade do método aplicado ao ensaio de dissolug&o,
para acetato de fludrocortisona, MIX 1 e excipiente colorido, obtidos por CLAE (n=3).
Fonte: Da autora.
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Figura 22 - Gréafico de pureza espectral cromatografica do acetato de fludrocortisona em solvente HCI
0,01M. Impurezas: ndo detectadas; indice de pureza de pico: 0,999996; limiar de ponto Gnico
(single point threshold): 0,951348; indice minimo do pico de pureza:48647.

Fonte: Da autora.
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Figura 23 - Cromatogramas que expressam a seletividade do método aplicado ao ensaio de dissolugéo,
para acetato de cortisona, MIX 2, MIX 3 e excipiente colorido, obtidos por CLAE (n=3).

Fonte: Da autora.
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Figura 24 - Gréfico de pureza espectral cromatografica do acetato de cortisona em solvente lauril sulfato
de sddio 0,75%. Impurezas: ndo detectadas; indice de pureza de pico: 1,00000; limiar de
ponto Unico (single point threshold): 0,998923; indice minimo do pico de pureza:1077.

Fonte: Da autora.
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Figura 25 - Cromatogramas que expressam a seletividade do método aplicado ao ensaio de dissolugéo,
desenvolvido para hidrocortisona base, MIX2, MIX4 e excipiente colorido (n=3).
Fonte: Da autora.
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Figura 26 - Grafico de pureza espectral cromatografica da hidrocortisona base, em solvente agua.
Impurezas: ndo detectadas; indice de pureza de pico: 1,00000; limiar de ponto Unico (single
point threshold): 0,999972; indice minimo do pico de pureza:127.

Fonte: Da autora.

5.5.2 Linearidade
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No estudo de linearidade, evidenciou-se que existe correlacdo linear entre as
concentragOes e as areas de pico através da equagdo y = ax + b, com coeficiente de correlacdo
de Pearson (r) maior que 0,990 (FIGURA 27).
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Figura 27 - Curvas analiticas obtidas no ensaio de linearidade dos métodos de analise dos IFA’s, por
CLAE, aplicados aos respectivos ensaios de dissolucdo. A — acetato de fludrocortisona,
meio de dissolugdo = solugdo de HCL 0,01N, r = 0,9993, n = 3; B — acetato de cortisona,
meio de dissolucdo = solucdo de laurel sulfato de sodio 0,75%, r = 0,9999, n = 3; C -
hidrocortisona base, meio de dissolucdo = agua, r = 0,9994, n = 3.

Fonte: Da autora.
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As areas em suas respectivas concentragdes, obedeceram aos limites pré-estabelecidos
de DPR, descritas na Tabela 31.

Tabela 31 - Valores obtidos na analise estatistica para o0s ensaios de linearidade dos métodos para 0s
IFA’s em capsulas, por CLAE, aplicados aos respectivos ensaios de dissolu¢ao (n=3).

Acetato de fludrocortisona

Concentracdes (ug/mL)

\ 0,08 0,10 0,13 \ 0,15 \ 0,18 \ 0,20
Area média 11530,00 14463,00 19098,00 21658,00 26738,00 29335,00
DPR (%) 0,89 0,35 0,83 0,38 0,84 1,01

Acetato de cortisona

Concentra¢des (ug/mL)

4,00 7,00 10,00 \ 13,00 \ 18,00 20,00
Areamédia  324770,67 565877,33 807345,33 1043051,67 1436838,67 1584302,67
DPR (%) 1,40 1,06 0,13 0,33 0,59 0,49

Hidrocortisona base

Concentragoes (ug/mL)

\ 2,00 6,00 10,00 \ 14,00 \ 18,00 22,00
Areamédia  240037,00 628380,33 1058755,67 1502388,67 1923449,33 2396761,00
DPR (%) 1,19 1,00 1,68 1,82 1,33 1,22

Fonte: Da autora.

A avaliacdo da igualdade das variancias foi feita pelo teste de Cochram, que concluiu
que as variancias sao homocedasticas para os métodos aplicados aos trés IFA’s. O teste de F e
ANOVA de minimos quadrados aplicados aos dados para analise das variancias e significancia
do coeficiente angular, revelaram a adequabilidade dos dados ao modelo e a distribuicdo nédo
tendenciosa dos residuos gerados na analise estatistica (TABELAS 32, 33 e 34 e FIGURA 28).

Tabela 32 - Valores obtidos no Teste de Cochran, ao nivel de 5 % de significancia, dos dados da
linearidade dos métodos para os IFA’s em capsulas, por CLAE, aplicados aos respectivos
ensaios de dissolucdo.

Ac. fludrocortisona Ac. cortisona Hidrocortisona base
C calculado 0,478 0,355 0,285
C critico 0,616 0,616 0,616

Fonte: Da autora.
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Tabela 33 - Valores obtidos na anélise de variancia, Anova/teste F, para o ensaio de linearidade dos
métodos para os IFA’s em capsulas, por CLAE, aplicados aos respectivos ensaios de

dissolucao.
GL SQ QM F F de
significacdo
Acetato de fludrocortisona
Regressio 1 7,1E+08 7,1E+08 11576,30 2,6E-24
Residuo 16 982554 61409,60
Total 17 7,1E+08
Acetato de cortisona
Regressao 1 3,62E+12 3,6182E+12 76567,98 7,13E-31
Residuo 16 7,56E+08 47254678
Total 17 3,62E+12
Hidrocortisona base
Regresséo 1 9,79E+12 9,79E+12 13052,15  9,92E-25
Residuo 16 1,20E+10 749914214,60
Total 17 89,80E+12

Legenda: GL = graus de liberdade; SQ = soma dos quadrados; QM = Quadrado médio
Fonte: Da autora.

Tabela 34 - Estatistica de regressao aplicada aos dados dos ensaios de linearidade para os IFA’s em
capsulas, por CLAE, aplicados aos ensaios de dissolucao.

Estatistica de regressao

| Ac fludrocortisona |  Accortisona |  Hidrocortisona base
R multiplo 0,999 0,999 0,999
R-Quadrado 0,999 0,999 0,998
R-quadrado ajustado 0,999 0,999 0,998
Erro padréo 247,810 6874,200 27348,560
Observacdes 18 21 18
Fonte: Da autora.
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Figura 28 - Plotagem dos residuos gerados pela regressao aplicada aos dados dos ensaios de linearidade
para os IFA’s, por CLAE, aplicados aos ensaios de dissolugdo. A — acetato de
fludrocortisona; B —acetato de cortisona; C — hidrocortisona base.

Fonte: Da autora.
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5.5.3 Exatidao

Os resultados obtidos no ensaio de exatiddo dos métodos para determinagdo dos IFA’s

estdo expressos na Tabela 35.

Tabela 35 - Valores obtidos no ensaio de exatiddo dos métodos para determinagdo dos IFA’s, em
capsulas, por CLAE, aplicados aos respectivos ensaios de dissolucdo (n=3).

Acetato de fludrocortisona
Concentragdes (ng/mL)

0,02 | 010 | o012
MIX 1
DPR (%) 0,70 2,73 2,44
Concentragdo media obtida (pg/mL) 0,02 0,10 0,12
Recuperacéo (%) 98,05 98,66 101,67

Acetato de cortisona

Concentrac6es (ug/mL)
2,00 | 1000 | 1800
MIX 2
DPR (%) 0,81 1,17 0,75
Concentracdo média obtida (ug/mL) 2,01 9,84 17,84
Recuperacéo (%) 100,33 98,42 99,11
| MIX 3
DPR (%) 0,19 0,09 1,34
Concentracdo media obtida (pug/mL) 2,02 9,90 18,05
Recuperacéo (%) 101,07 98,99 100,30

Hidrocortisona base

Concentragoes (ug/mL)
4,00 | 1000 | 1500
MIX 2
DPR (%) 0,66 0,34 1,22
Concentracdo meédia obtida (ug/mL) 4,01 10,15 15,11
Recuperacéo (%) 100,26 101,46 100,75
| MIX 4
DPR (%) 0,04 0,05 1,70
Concentragdo meédia obtida (ug/mL) 3,92 10,02 14,99
Recuperacéo (%) 98,05 100,17 99,96

Fonte: Da autora.

5.5.3 Precisao
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A precisdo do ensaio de dissolugéo foi avaliada pela repetibilidade ou preciséao intradia
e precisdo intermediaria ou inter-dia. Os resultados estdo expressos na Tabela 36.

Tabela 36 - Valores obtidos no ensaio de precisio dos métodos para determinagdo dos IFA’s, em
capsulas, por CLAE, aplicados aos respectivos ensaios de dissolucdo (n=3).

Acetato de fludrocortisona
Concentrac6es (ng/mL)

0,02 | 010 | 012

MIX 1
Precisdo intra-dia (DPR%) 0,70 2,73 2,44
Precisdo intermediaria (DPR%) 0,07 0,82 2,28

Acetato de cortisona

Concentragoes (ug/mL)
2,00 | 1000 | 18,00
MIX 2
Preciséo intra-dia (DPR%) 0,82 1,17 0,75
Precisdo intermediaria (DPR%) 1,89 0,98 0,37
| MIX 3
Precisdo intra-dia (DPR%) 0,19 0,09 1,34
Precisdo intermediaria (DPR%) 0,02 0,25 1,58

Hidrocortisona base

Concentragdes (ug/mL)
4,00 | 1000 | 1500
MIX 2
Precisdo intra-dia (DPR%) 0,66 0,34 1,22
Precisdo intermediaria (DPR%) 1,22 0,29 0,45
| MIX 4
Precisdo intra-dia (DPR%) 0,04 0,05 1,70
Precisdo intermediaria (DPR%) 0,51 0,35 0,76

Fonte: Da autora.
5.5.5 Limite de Quantificagédo (LQ)
Os valores dos limites de quantificacdo obtidos nos métodos para determinagdo dos

IFA’s em cépsulas, aplicados aos respectivos ensaios de dissolucao estdo descritos na Tabela
37.
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Tabela 37- Valores de limite de quantificagdo para os métodos de analise dos IFA’s (n=3).

Limite de quantificacdo (LQ)

Acetato de fludrocortisona 0,002 pg/mL
Acetato de cortisona 0,36 pg/mL
Hidrocortisona base 0,69 pg/mL

Fonte: Da autora.

5.5.6 Limite de Deteccéo (LD)

Os valores obtidos para limites de deteccdo dos métodos para determinagdo dos IFA’s

em capsulas, aplicados aos respectivos ensaios de dissolugcdo constam da Tabela 38.

Tabela 38 - Valores de limite de detecgdo para os métodos de analise dos IFA’s (n=3).

Limite de deteccdo (LD)

Acetato de fludrocortisona 0,0007 pg/mL
Acetato de cortisona 0,12 pg/mL
Hidrocortisona base 0,23 pg/mL

Fonte: Da autora.

5.5.7 Robustez

Os valores obtidos no ensaio de robustez e os parametros avaliados, constam da Tabela
39. A ANOVA foi utilizada para determinar se as variacBes produziram alteracGes

significativas nos resultados obtidos (p = 0,05).
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Tabela 39- Dados de robustez dos métodos para analise das capsulas dos IFA’s, por CLAE, aplicados
aos respectivos ensaios de dissolugdo (n=3).

Acetato de fludrocortisona

Condi¢6es normais

Leitura apds 6h do

Coluna Marca B

Fase movel

do método (%)* preparo das (%)* Acetonitrila : agua
solugdes (%)* (40:60) (%)*
MIX 1
98,00 131,49 86,00 130,00
100,00 128,67 84,00 129,00
98,00 129,25 92,00 129,00
Acetato de cortisona
Condicdes normais | Leitura apos 6h do Coluna Marca B Fase movel
do método (%)* preparo das (%)* Acetonitrila : agua
solugdes (%)* (40:60) (%)*
MIX 2
99,08 98,81 98,65 101,78
98,90 101,28 99,44 101,62
99,00 100,05 99,05 101,78
MIX 3
97,09 100,62 95,34 102,03
99,13 100,64 95,95 101,10
99,04 96,26 93,73 102,18
Hidrocortisona base
Condicdes normais | Leitura ap6s 6h do Coluna Marca B Fase movel
do método (%)* preparo das (%)* Acetonitrila : agua
solucdes (%)* (45:55) (%)*
MIX 2
99,04 99,35 102,65 96,51
99,08 99,56 102,81 96,62
99,10 99,35 102,76 96,69
MIX 4
98,99 100,31 95,78 99,38
98,71 96,25 97,52 93,58
98,59 104,24 95,40 93,23

* Dados expressos em relacdo a exatiddo do método.

Fonte: Da autora.

A analise de variancia aplicada aos dados de robustez dos métodos aplicados aos ensaios

de dissolucéo, para a determinacdo de acetato de fludrocortisona, acetato de cortisona (frente
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aos MIX’s 2 e 3) e para a hidrocortisona base apenas frente ao MIX 2, evidenciou diferengas

significativas entre as varia¢oes das condicOes analisadas (TABELA 40).

Tabela 40 - Andlise de varidncia aplicada ao ensaio de robustez dos métodos para determinacdo dos

IFA’s em céapsulas, por CLAE, aplicado aos respectivos ensaios de dissolucéo.

Fontedavariagio | SQ | GL | QM | Fcalculado | valor-P F critico
Acetato de fludrocortisona

MIX 1
Entre grupos 4204,73 3 1401,58 264,23 2,44E-08 4,07
Dentro dos grupos 42,44 8 5,30
Total 4247,16 11

Acetato de cortisona

MIX 2
Entre grupos 76,57 3 25,52 11,32 0,003 4,07
Dentro dos grupos 18,03 8 2,25
Total 94,60 11

MIX 3
Entre grupos 14,69 3 4,90 11,54 0,003 4,07
Dentro dos grupos 3,40 8 0,42
Total 18,09 11

Hidrocortisona base

MIX 2
Entre grupos 57,23 3 19,08 2578,50 2,80E-12 4,07
Dentro dos grupos 0,06 8 0,01
Total 57,29 11

MIX 4
Entre grupos 45,54 3 15,18 2,08 0,18 4,07
Dentro dos grupos 58,41 8 7,30
Total 103,94 11

Legenda: SQ = soma dos quadrados; GL = graus de liberdade; QM = Quadrado médio.

Fonte: Da autora.

O teste de Tukey aplicado aos dados do método para acetato de fludrocortisona mostrou

que todos os parametros variados foram estatisticamente diferentes daqueles obtidos com as

condicBes normais do método ao nivel de significAncia de 0,01 ou seja, 0 método néo e robusto

para as variacOes aplicadas (TABELA 41).

Com relacdo ao método para acetato de cortisona frente ao MIX 2, o teste de Tukey

evidenciou diferencas significativas apenas entre a alteracdo da fase mével e tempo de leitura,

e entre a coluna de marca diferente e a variacdo da fase movel; porém nenhum dado foi
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estatisticamente diferente daqueles obtidos com as condigdes normais do método. Sendo assim,
0 método foi considerado robusto para as alteracGes aplicadas frente ao MIX 2. Frente ao MIX
3, 0 método para acetato de cortisona ndo foi considerado robusto apenas para variacao da fase
movel, ao nivel de significancia de 0,05 (TABELA 41).

Quanto ao método para hidrocortisona base frente ao MIX 2, o teste de Tukey mostrou
que o0 método ndo é robusto para nenhuma das variagdes aplicadas, mas sim frente ao MIX 4
(TABELA 41).
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Tabela 41 - Valores obtidos no teste de Tukey aplicado aos dados do ensaio de robustez do método de
determinagdo dos IFA’s em capsulas, por CLAE, aplicados aos respectivos ensaios de

dissolucao.
Acetato de fludrocortisona

MIX 1
Tukey: Diferenca Q (p)
Médias (1 a 2)= 31,14 23,42 <0,01
Médias (1 a 3)= 11,33 8,52 <0,01
Médias (1 a 4) = 30,67 23,06 <0,01

Acetato de cortisona

MIX 2
Tukey: Diferenca Q ()
Médias (1 a 2)= 0,75 0,87 ns
Médias (1 a 3)= 3,41 3,94 ns
Médias (L a 4) = 3,67 4,24 ns
Médias (2 a 3)= 4,17 4,81 <0,05
Médias (2 a 4)= 2,92 3,37 ns
Médias (3a4) = 7,09 8,17 <0,01

MIX 3
Tukey: Diferenca Q (p)
Médias (1 a 2)= 1,05 2,80 ns
Médias (1 a 3)= 0,05 0,14 ns
Médias (1 a 4) = 2,73 7,27 <0,01

Hidrocortisona base

MIX 2
Médias (1 a 2)= 0,35 6,87 <0,01
Médias (1 a 3)= 3,67 7265  <0,01
Médias (L a4) = 2,47 48,87 <0,01

Legenda: GL = graus de liberdade; SQ = soma dos quadrados; QM = Quadrado médio; Q = quadrado;
ns = ndo significativo.
Fonte: Da autora.
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5.6 ENSAIOS ANALITICOS DAS FORMULACOES DE CAPSULAS DOS IFA’S

Validados os métodos analiticos, as capsulas manipuladas foram submetidas aos testes
de doseamento, perfil de dissolucdo, uniformidade de doses e analises estatisticas para

determinacédo da formulagcdo com melhor desempenho.

5.6.1 Doseamento e analise dos componentes das formulagdes

Foram submetidas, de maneira aleatoria, ao doseamento pela metodologia de CLAE
desenvolvida e validada, as formulagdes de capsulas dos IFA’s, com 0s respectivos resultados

constantes da Tabela 42.

Tabela 42 - Pardmetros do doseamento das formulagdes de capsulas dos IFA’s (n=3).

Ac. fludrocortisona Ac. cortisona Hidrocortisona base

Formulagéo DPR Teor DPR | Teor (%)* DPR Teor
(%) (%)* (%) (%) (%)*

01 1,46 96,13 0,85 96,37 0,81 95,83
02 2,19 99,09 2,36 96,32 1,48 98,55
03 1,90 94,91 6,13 101,35 0,34 91,86
04 2,46 94,67 0,05 97,99 1,83 100,78
05 0,86 96,24 1,49 97,50 0,33 95,35
06 1,40 95,98 1,72 96,78 0,55 93,26
07 2,03 97,07 0,05 97,03 1,68 95,95
08 0,70 106,96 0,63 95,44 0,93 99,06
09 1,71 99,99 2,33 103,90 2,68 95,56
10 1,45 95,46 1,86 99,13 0,83 96,23
11 2,45 100,80 1,00 94,29 0,08 95,15
12 1,77 99,49 2,58 104,63 0,96 96,11
13 3,10 96,47 1,59 100,74 3,18 94,40
14 1,39 104,31 2,79 97,61 1,96 93,12
15 2,79 100,41 1,24 99,70 1,66 96,95
16 1,32 102,62 0,96 97,55 1,76 94,34

*Meédia de trés determinacdes
Fonte: da autora.



106

Os valores obtidos no doseamento foram dimensionados e utilizados para calcular o erro
estimado, conforme Tabelas 43, 44 e 45.

Quando valores absolutos de estimativa de contraste maiores do que o erro estimado,
sdo obtidos, significa que esses valores influenciam na resposta analitica. Além disso,
estimativas de contraste positivas indicam que 0 aumento nos seus niveis produz o aumento na
resposta analitica e estimativas de contraste negativas indicam que a resposta analitica tende a

diminuir com o0 aumento nos seus niveis (TABELA 46).

Tabela 43 - Resultados do planejamento fatorial fracionario 274 para capsulas de acetato de
fludrocortisona.

Formulagbes | Respostal | Resposta Dimens. da Dimens. da Média Variancia

(teor) 2 (teor) resposta 1 resposta 2
1 96,83 96,58 0,37 0,32 0,34 0,0013
2 98,45 100,01 0,69 1,00 0,84 0,0474
3 95,14 93,42 0,03 0,00 0,01 0,0004
4 95,50 96,57 0,10 0,31 0,21 0,0229
5 95,71 95,72 0,14 0,14 0,14 0,0000
6 95,00 96,85 0,00 0,37 0,18 0,0685
7 96,10 98,81 0,22 0,76 0,49 0,1469
8 107,42 106,45 0,00 0,00 0,00 0,0000
9 100,46 100,97 0,91 0,81 0,86 0,0052
10 95,37 96,12 0,07 0,22 0,15 0,0113
11 99,29 100,84 0,86 0,83 0,85 0,0003
12 99,18 98,85 0,84 0,77 0,80 0,0022
13 95,95 95,05 0,19 0,01 0,10 0,0162
14 104,44 103,08 0,11 0,38 0,25 0,0370
15 103,56 93,67 0,29 0,00 0,14 0,0415
16 102,72 103,99 0,46 0,20 0,33 0,0323
Sp?=0,0271

V estimativa de contrastes= 0,0034
S estimativa de contrastes = 0,0582
Erro=0,12

Fonte: Da autora.
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Tabela 44 - Resultados do planejamento fatorial fraciondrio 2°(5-1) para capsulas de acetato de

cortisona.
Formulacdes | Resposta | Resposta Dimens. da Dimens. da Média Variancia
1 (teor) 2 (teor) resposta 1 resposta 2
1 97,10 96,67 0,42 0,33 0,38 0,0038
2 98,80 95,83 0,76 0,17 0,46 0,1762
3 97,98 97,55 0,60 0,51 0,55 0,0038
4 98,04 98,00 0,61 0,60 0,60 0,0000
5 98,84 97,71 0,77 0,54 0,66 0,0257
6 98,68 96,09 0,74 0,22 0,48 0,1348
7 97,03 97,00 0,41 0,40 0,40 0,0000
8 96,12 95,20 0,22 0,04 0,13 0,0173
9 103,13 101,96 0,37 0,61 0,49 0,0272
10 101,17 98,63 0,77 0,73 0,75 0,0008
11 95,15 94,44 0,03 0,00 0,02 0,0005
12 104,93 101,80 0,01 0,64 0,33 0,1958
13 101,96 101,32 0,61 0,74 0,67 0,0082
14 99,57 99,57 0,91 0,00 0,46 0,4184
15 100,46 100,37 0,91 0,93 0,92 0,0001
16 98,50 97,52 0,70 0,50 0,60 0,0190
Sp? = 0,0645

V estimativa de contrastes = 0,0081
S estimativa de contrastes = 0,0898

Erro =0,19

Fonte: Da autora.



Tabela 45 - Resultados do planejamento fracionario 24 para capsulas de hidrocortisona base.
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Formulagbes | Resposta | Resposta Dimens. da Dimens. da | Média | Variancia
1 (teor) 2 (teor) resposta 1 resposta 2

1 96,49 96,01 0,30 0,20 0,25 0,005
2 100,21 97,90 0,96 0,58 0,77 0,071
3 92,20 91,77 0,00 0,00 0,00 0,004
4 102,90 99,82 0,42 0,96 0,69 0,148
5 95,55 95,50 0,11 0,10 0,11 0,000
6 93,83 93,09 0,00 0,00 0,00 0,011
7 97,60 95,85 0,52 0,17 0,34 0,061
8 99,78 99,39 0,96 0,88 0,92 0,003
9 98,49 94,44 0,70 0,11 0,41 0,172
10 96,96 96,36 0,39 0,27 0,33 0,007
11 95,22 95,15 0,04 0,03 0,04 0,000
12 97,17 95,19 0,43 0,04 0,24 0,078
13 97,86 92,73 0,57 0,00 0,29 0,007
14 95,16 92,58 0,03 0,00 0,02 0,102
15 97,92 97,85 0,58 0,57 0,58 0,000
16 96,23 93,66 0,25 0,00 0,12 0,000
Sp? = 0,046

V estimativa de contrastes= 0,006

S estimativa de contrastes = 0,076

Erro = 0,161

Fonte: Da autora
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Tabela 46 - Estimativa de contrastes referente a analise dos resultados obtidos através do doseamento
das 16 formulacGes de capsulas de cada IFA, sugeridas pelo planejamento fatorial.

Estimativas de contraste

Fator Ac. fludrocortisona Ac. cortisona Hidrocortisona base
Dose -0,02 2,77* --

Diox. Silicio col. 0,00 -0,09 0,14

Lauril sulf, sédio - 0,30* -0,03 0,08
Diluente 0,16* 0,07 -0,04
Tempo de mistura -0,11 0,03 -0,02

*Estimativas de contrastes estatisticamente significativas.
Fonte: Da autora

As estimativas de contrastes assinaladas com asterisco na Tabela 46 sdo estatisticamente
significativas, pois seus valores absolutos excedem o erro estimado. Além disso, estimativas de
contraste com valores positivos indicam que o aumento nos seus niveis resulta no aumento
significativo da resposta analitica e estimativas de contraste com valores negativos indicam que
a resposta analitica aumenta com um decréscimo em seus niveis.

Para o acetato de fludrocortisona a observacdo da Tabela 46 leva a conclusao de que a
dose da cépsula ndo influencia a metodologia de doseamento, ou seja, 0 método desenvolvido
pode ser aplicado para o doseamento das capsulas de acetato de fludrocortisona, independente
da dose. O mesmo pode ser dito com relacdo a concentracdo de didxido de silicio coloidal
presente no excipiente utilizado e com relagdo ao tempo de mistura para o preparo das capsulas.

Quanto a concentracao de lauril sulfato de sodio utilizada nos excipientes sugeridos e
testados, observou-se que é o fator de maior impacto no doseamento, apresentando uma
estimativa de contraste negativa, que quer dizer que quanto menor a concentracao utilizada,
maior € o sinal analitico.

O tipo de diluente utilizado apresentou uma estimativa de contraste positiva, 0 que
significa que o diluente celulose microcristalina:talco (referido como +, no planejamento
fatorial) melhora o sinal analitico, em relagéo ao uso do diluente constituido de apenas celulose
microcristalina.

Para 0 acetato de cortisona a observagdo da Tabela 46 leva a conclusdo de que apenas a
dose da capsula influencia a metodologia de doseamento, ou seja, por apresentar uma estimativa
de contraste positiva, o sinal analitico do método desenvolvido aumenta na presenca de doses
maiores, 0 que ja era esperado. Com relacdo aos outros constituintes da formula, as variagdes

aplicadas ndo interferem com o método.
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Para a hidrocortisona base, podemos notar na mesma Tabela 46, que nenhum dos fatores
analisados influencia a metodologia de doseamento, pois nenhuma estimativa de contraste foi
superior ao erro estimado.

Dessa forma, um novo planejamento fatorial foi feito para cada IFA; para o acetato de
fludrocortisona utilizou-se como varidveis otimizadas: porcentagem de dioxido de silicio
coloidal e tempo de mistura, fixou-se a dose em 100ug, concentracao de lauril sulfato de sodio
em 1% e o diluente celulose microcristalina: talco (TABELA 47).

Para o acetato de cortisona e para a hidrocortisona base optou-se por fazer um novo
planejamento fatorial a fim de se otimizar a formulacéo, utilizando como variaveis o diluente e
a porcentagem de lauril sulfato de sodio por serem os constituintes da formulacdo que podem
influenciar na dissolucdo. Fixou-se a dose do acetato de cortisona em 12,50mg e da
hidrocortisona base em 10,00mg, concentracdo de didxido de silicio coloidal em 0,10% e o
tempo de mistura em 2 minutos (TABELA 48).

Tabela 47 - Planejamento fatorial 22, para obtencdo das formulacGes de capsulas de acetato de
fludrocortisona otimizadas.

Formulagbes Dioxido de silicio coloidal Tempo de mistura
1 0,10 2
2 0,50 2
3 0,10 5
4 0,50 5

Fonte: Da autora.

Tabela 48 - Planejamento fatorial 22, para obtencéo das formulagdes de capsulas de acetato de cortisona
e de hidrocortisona base, otimizadas.

Acetato de cortisona Hidrocortisona base
Formulagdes* Lauril sulfato Diluente Lauril sulfato Diluente
de sodio (%) de sodio (%)
1 1,00 Lactose 1,00 Amido
2 2,00 Lactose 2,00 Amido
3 1,00 Celulose microc. 1,00 Celulose microc.
4 2,00 Celulose microc. 2,00 Celulose microc.

Fonte: da autora

Cada formulacdo foi manipulada em dois lotes e os parametros de aceitacdo estdo

descritos na Tabela 49.
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Tabela 49 - Critérios de aprovacdo das capsulas dos IFA’s otimizadas para submissdo ao teste de
dissolucdo (n=20).

Acetato de fludrocortisona

Formulacéo Peso médio DPR(%)* Variagdo do conteudo
(mg) tedrico (%)**
1-lotel 148,00 1,06 93,24 — 95,95
1—lote 2 147,00 0,97 95,27 — 98,65
2—lote 1 148,00 1,39 95,64 — 97,41
2 —lote 2 149,00 1,67 95,32 - 97,89
3—-lotel 148,00 1,00 95,87 — 97,93
3—lote 2 148,00 0,89 95,76 — 97,54
4 —lote 1 147,00 1,63 93,24 — 96,62
4 —lote 2 148,00 1,68 95,59 — 98,65
Acetato de cortisona
Formulacéo Peso médio DPR(%)* Variacao do contetido
(mg) teorico (%)**
1-lotel 147,00 1,88 95,33 — 100,67
1—lote 2 145,00 1,92 94,41 — 99,58
2—lote 1 147,00 2,23 93,87 — 101,80
2 —lote 2 143,00 2,05 94,67 — 99,33
3-lotel 145,00 1,72 93,67 — 100,40
3—lote 2 144,00 1,46 94,67 — 98,67
4 —lote 1 144,00 1,69 92,93 — 100,09
4 —lote 2 146,00 1,77 95,33 - 100,67
Hidrocortisona base
Formulacéo Peso médio DPR(%)* Variacdo do contetido
(mg) teorico (%)**
1-lotel 146,00 1,48 96,62 — 100,68
1-lote 2 142,00 1,92 93,92 - 99,32
2—lote 1 148,00 1,09 100,00 — 103,38
2 —lote 2 146,00 1,89 95,95 - 102,70
3-lotel 144,00 0,93 95,95 - 98,65
3—lote 2 144,00 1,06 95,95 - 98,65
4 —lote 1 147,00 1,87 96,62 — 103,38
4 —lote 2 148,00 2,61 95,95 - 103,38

*Limite = 4,0%; **Limite = 90,0 — 110,0%.
Fonte: Da autora.

Todas as formulagbes manipuladas apresentaram valores de DPR e variagcdo do

conteddo tedrico dentro dos limites estabelecidos.
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5.6.2 Perfis de dissolucgéo das formulag6es otimizadas

De cada formulacao produzida (cada lote) foi feito o perfil de dissolucdo nas condigdes
otimizadas.

Foi possivel utilizar as médias dos valores obtidos individualmente nos perfis dos dois
lotes produzidos para cada formulacdo, a fim de se obter um Unico perfil de uma mesma
formulacéo, ja que que os coeficientes de variacdo nos primeiros tempos de coleta (40% do
total de pontos de coleta) ndo excederam 20% e o restante dos pontos (60%) ndo excederam
10% (BRASIL, 2010a).

Os valores de DPR (%) e os perfis de dissolucdo médios, das formulacfes de cada IFA,

sdo mostrados nas Tabelas 50, 51 e 52 e Figura 32.

Tabela 50 - Valores de DPR (%) e de dissolu¢do média (%) obtidos nos perfis individuais de cada um
dos dois lotes de capsulas de acetato de fludrocortisona (n=6).

Formulacdo | Tempo de | DPR % Formulagdo | Tempo de | DPR %
coleta (%) | dissolugéo coleta (%) | dissolugdo
(minutos) (média) (minutos) (média)
5 8,30 82,95 5 1,82 85,48
10 4,54 86,39 10 3,25 87,35
15 6,48 85,93 15 2,29 87,96
1 20 3,81 85,97 3 20 2,53 86,81
30 3,40 83,40 30 1,20 82,61
60 3,12 85,53 60 3,30 83,70
5 2,66 91,38 5 0,50 84,21
10 1,98 93,32 10 2,15 86,95
15 1,11 90,44 15 0,74 87,52
2 20 1,12 90,80 4 20 1,20 85,80
30 0,53 86,94 30 2,15 84,62
60 4,01 87,73 60 0,20 85,14

Fonte: Da autora.
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Tabela 51 - Valores de DPR (%) e de dissolu¢cdo média (%) obtidos nos perfis individuais de cada um
dos dois lotes de capsulas de acetato de cortisona (n=6).

Formulacdo | Tempo de | DPR % Formulacdo | Tempo de | DPR %
coleta (%) | dissolugéo coleta (%) | dissolugao

(minutos) (média) (minutos) (média)

5 0,11 78,36 5 0,03 95,54

10 0,06 90,98 10 0,06 100,44

15 0,02 90,99 15 0,04 100,33

1 20 0,08 95,20 3 20 0,03 103,54
30 0,11 97,93 30 0,03 104,18

60 0,08 97,18 60 0,03 102,73

5 0,05 77,34 5 0,02 88,94

10 0,02 93,72 10 1,72 93,23

15 0,06 98,96 15 1,47 94,32

2 20 0,03 97,75 4 20 2,33 94,99
30 0,03 98,83 30 0,01 94,79

60 0,03 98,82 60 0,01 94,10

Fonte: Da autora.

Apds analise da Tabela 50, para o acetato de fludrocortisona foi estabelecido Q em 15
minutos com 80% de dissolu¢do minima (UNITED STATES PHARMACOPEIA, 2015).
Para o acetato de cortisona (TABELA 51), foi estabelecido Q em 20 minutos com 70%

de dissolugdo minima, com base nas especificacfes farmacopeicas para acetato de cortisona na
forma farmacéutica comprimidos (UNITED STATES PHARMACOPEIA, 2015).

A partir da analise da Tabela 52, estabeleceu-se Q em15 minutos com 70% de dissolucéo
minima para as capsulas de hidrocortisona base (UNITED STATES PHARMACOPEIA,

2015).
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Tabela 52 - Valores de DPR (%) e de dissolu¢cdo média (%) obtidos nos perfis individuais de cada um
dos dois lotes de cépsulas de hidrocortisona base (n=6).

Formulacdo | Tempo de | DPR % Formulacdo | Tempo de | DPR %
coleta (%) | dissolugéo coleta (%) | dissolugao
(minutos) (média) (minutos) (média)
5 5,24 46,44 5 1,38 93,73
10 0,33 90,10 10 0,66 94,24
15 7,47 103,86 15 0,82 94,34
1 20 2,53 93,46 3 20 0,82 92,28
30 2,22 93,00 30 1,13 90,47
60 2,09 91,32 60 0,74 89,50
5 0,01 80,81 5 1,09 96,25
10 2,28 96,60 10 1,00 98,05
15 0,85 102,84 15 0,33 94,95
2 20 1,27 101,79 4 20 1,31 94,91
30 0,42 99,57 30 0,13 94,52
60 0,99 96,84 60 1,18 91,64

Fonte: Da autora.

Segundo a Resolucdo n° 31 de 2010/Anvisa, a comparacao de perfis de dissolugdo € dtil
guando se deseja conhecer 0 comportamento de dois medicamentos ou de duas formulacdes.
Para tal, avalia-se a curva como um todo, empregando-se o0 Método Modelo Independente
Simples que utiliza o calculo de F1 (fator de diferenca) e F2 (fator de semelhancga). F2
corresponde a uma medida de semelhanca entre as porcentagens dissolvidas de ambos os perfis.
Porém, quando a formulagdo for comprovadamente de libera¢do imediata com dissolugdo muito
répida, o fator F2 perde seu poder discriminativo e o coeficiente de variacdo no ponto de 15
minutos ndo pode exceder 10% (BRASIL, 2010a).

Conforme mostra a Figura 29, a maioria das capsulas testadas mostraram mais de 85%
de dissolucdo no tempo de 10 minutos, configurando assim, forma farmacéutica de liberagdo
imediata. Dessa forma, a comparacéo dos perfis obtidos foi feita atraves do célculo da eficiéncia

da dissolugdo de cada formulagéo.
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Fonte: Da autora.
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De cada perfil médio foi calculada a eficiéncia da dissolucéo e observado o respectivo
Q (TABELA 53). A eficiéncia da dissolucdo (ED) de uma forma farmacéutica é um parametro
utilizado para caracterizar o perfil de liberacdo de um farmaco. E definida como a area sob a
curva de dissolugcdo em um determinado tempo, expressa como uma porcentagem da area do

retdngulo considerada como 100% de dissolu¢do no mesmo tempo (COSTA; LOBO, 2001).

Tabela 53 - Valores de eficiéncia da dissolugdo e Q das formulacdes de capsulas dos IFA’s.

Formulacéo ED | Q (%)
Acetato de fludrocortisona
1 81,20 85,93
2 85,19 90,44
3 81,04 87,96
4 82,24 87,52
Acetato de cortisona
1 90,53 95,20
2 92,37 97,75
3 98,04 103,54
4 90,04 94,99
Hidrocortisona base
1 85,55 103,86
2 93,48 102,84
3 87,59 94,34
4 90,38 94,95

Legenda: ED = Eficiéncia da dissolucdo; Q = porcentagem de dissolu¢do no tempo de coleta 15
minutos par ac. fludrocortisona e hidrocortisona base e 20 minutos para ac. cortisona.
Fonte: Da autora.

Foi aplicada uma analise de variancia (ANOVA) nos dados de ED e Q obtidos com cada
IFA para verificar se ha diferencas estatisticamente significativas entre o desempenho das
formulacgdes nos pardmetros citados, para fins de padronizacao de formulag&o.

Os resultados das analises de variancia constam da Tabela 54.
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Tabela 54 - Valores obtidos na analise de variancia Anova/Teste F (nivel de significancia = 0,05),
aplicados aos dados de eficiéncia de dissolucdo e Q, calculados para as formulagdes dos
IFA’s submetidas ao teste de dissolucdo.

Fontedavariagio | SQ | GL | QM | Fcalculado | valor-P F critico
Acetato de fludrocortisona
Entre grupos 61,49 1 61,49 17,11 0,006 5,99
Dentro dos grupos 21,56 6 3,59
Total 83,06 7
Acetato de cortisona
Entre grupos 52,53 1 52,53 3,58 0,11 5,99
Dentro dos grupos 87,99 6 14,66
Total 140,52 7
Hidrocortisona base
Entre grupos 190,03 1 190,03 10,17 0,019 5,99
Dentro dos grupos 112,10 6 18,68
Total 302,13 7

Fonte: Da autora.

A analise de variancia evidenciou que para as capsulas de acetato de
fludrocortisona, ha diferencas significativas entre os dados analisados. Portanto podemos dizer
que a formulacdo nimero 2 é a que apresentou melhor eficiéncia de dissolugdo e maior Q em
15 minutos (Q > 80% +5), sendo assim escolhida como o melhor formulacdo na forma
farmacéutica capsula para o acetato de fludrocortisona 100 pg e, consequentemente para a dose
de 50 pg.

Para o acetato de cortisona a analise de variancia concluiu que ndo héa diferencas
significativas entre os dados analisados, logo todas as formulagdes submetidas ao ensaio de
dissolucdo apresentaram desempenho equivalentes. Para fins de padronizacao, foi escolhida a
formulacdo 3 para dar prosseguimento as analises, pois foi a formulacdo que apresentou maiores
valores de ED e de Q (Q > 70% +5).

Para a hidrocortisona base a anélise de variancia evidenciou também, que ha diferencas
significativas entre os dados obtidos. Dessa forma, foi escolhida a formulagdo 2 como aquela

que apresentou melhor desempenho nos testes (melhor ED e Q >70% +5).

5.6.3 Uniformidade de doses unitarias das formulagdes escolhidas

O teste de uniformidade de conteddo é feito para verificar a quantidade de IFA em

unidades individuais de um lote e, se essa quantidade existe de forma uniforme nas unidades
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testadas. Segundo a Farmacopeia Brasileira, para capsulas gelatinosas duras com dose menor
que 25mg e proporcdo do farmaco menor que 25%, deve ser empregado o teste de uniformidade
de conteudo, a partir do qual calcula-se o valor de aceitacéo (VA).

As formulagdes escolhidas como aquelas que apresentaram o melhor desempenho no
perfil de dissolucdo foram entdo submetidas ao teste de uniformidade de doses unitérias
(uniformidade de conteudo), cujos resultados estdo demonstrados na Tabela 55.

Tabela 55. Valores obtidos no teste de uniformidade de contedo para as formulages escolhidas (n=10).
Uniformidade de conteudo
Acetato de fludrocortisona - Formulacédo 2

Recuperacdo média (%) 91,56
Valor de aceitagdo 10,77
Acetato de cortisona — Formulagdo 3
Recuperacdo média (%) 95,75
Valor de aceitacdo 10,02
Hidrocortisona base — Formulacao 2
Recuperacdo média (%) 95,69
Valor de aceitagdo 7,79

Fonte: Da autora.

O limite do VA é expresso como L1 (valor maximo permitido para o valor de aceitacéo)
quando as primeiras 10 capsulas testadas sdo aprovadas. O valor maximo de L1 é 15,0 logo as
formulaces testadas estdo de acordo, apresentando VA dentro dos limites, sendo aprovadas no
primeiro critério.

As formulac@es padronizadas na forma farmacéutica capsula, e a otimizagdo do tempo

de mistura para os IFA’s foram estabelecidas como constam na Tabela 56.
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Tabela 56 - Formulagdes padronizadas para capsulas dos IFA’s.

Acetato de Acetato de cortisona Hidrocortisona
fludrocortisona base
Dose
50ug (5mg*) 6,25 mg 10mg
100 pg (10mg*) 12,5mg
Excipientes

Lauril sulfato de 1,00 % 1,00 % 2,00 %
sodio
Didxido de silicio 0,50 % 0,10 % 0,10 %
coloidal
Excipiente colorido 1,00 % 1,00 % 1,00 %
Talco farmacéutico 20,00 % ---
Celulose microc. 78,50 % 97,50 %
Amido de milho - -—- 96,90 %

Tempo de mistura

2 minutos 2 minutos 2 minutos

*Acetato de fludrocortisona diluida a 1:100 em excipiente colorido.
Fonte: Da autora.

5.7 ESTABILIDADE PRELIMINAR DAS CAPSULAS

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude, estabilidade farmacéutica é a capacidade do
produto farmacéutico manter as suas propriedades quimicas, fisicas, microbiolégicas e
biofarmacéuticas dentro de limites especificados durante todo o seu prazo de validade (WHO,
1996).

5.7.1 Estabilidade acelerada

O teste de estabilidade acelerada avaliou a influéncia de fatores extrinsecos como
temperatura e umidade na degradacdo do medicamento.

O efeito do aumento da temperatura de exposi¢cdo do medicamento é proporcional ao
aumento das reacOes de degradagdo do mesmo. A influéncia da temperatura pode ser diminuida

com 0 armazenamento em temperatura correta e controlada (LEITE, 2005).
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A umidade é outro fator que influencia a estabilidade do medicamento, pois pode
promover a aderéncia de moléculas de agua na sua superficie, alterando seu estado fisico e sua
reatividade, provocando reac6es de degradacdo. Esse fato pode ser evitado ou diminuido pela
adicdo de dessecantes no armazenamento ou uso de embalagens impermeaveis. (LEITE, 2005)

As capsulas cujas formulagbes foram padronizadas, foram submetidas ao teste de
estabilidade acelerada, onde foram executados os ensaios de teor, dissolucdo e alteracdo das
propriedades fisicas (aparéncia) nos periodos de 30, 60 e 90 dias de exposicdo, a temperatura
de 40° C + 2 e umidade de 70% + 5 (BRASIL, 2016).

As cépsulas de acetato de fludrocortisona — formulagdo 2 tiveram suas propriedades
fisicas como cor e odor inalteradas em todo o periodo de exposi¢do indicando estabilidade fisica
das cépsulas, os demais resultados constam da Figura 30. O doseamento dessas capsulas
apresentou uma queda apds 30 dias e se manteve estdvel em niveis menores até o final do
periodo de exposicdo. No teste de dissolucdo houve diminuicdo drastica do Q15 ja nos
primeiros 30 dias e diminuiu ainda mais com 60 e 90 dias de exposi¢do. A diminui¢do do Q15
pode ser atribuida a desintegracdo incompleta das céapsulas, que foi observada durante a
execucdo do teste; desintegracdo essa, que foi influenciada e alterada pelas condicdes da
exposicao no teste de estabilidade acelerada, ja que no tempo zero (0 dias de exposic¢éo) ocorreu
desintegracdo total da capsula que apresentou valor de Q15 aceitavel.

Esses resultados mostram que capsulas de acetato de fludrocortisona produzidas por um
processo de manipulacdo magistral devem ser utilizadas em curto periodo de tempo. Para
estimar o tempo exato que deve ser adotado como prazo de uso, deve ser executado o teste de
estabilidade de longo prazo (BRASIL, 2007).

O acetato de fludrocortisona é considerado medicamento padrdo para tratamento de
Insuficiéncia Adrenal Priméria (Doenga de Addison) e outras insuficiéncias adrenais, cuja
reposicdo de corticoide é continua, sem prazo determinado para o tratamento, portanto
recomendamos que a quantidade de capsulas de acetato de fludrocortisona a ser manipulada
seja para 30 dias de tratamento, a fim de garantir a sua seguranca e eficacia, segundo os testes
aqui executados (Brasil, 2007; Ministério da Saude, 2015).
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Figura 30 - Porcentagens de recuperagéo no teste de doseamento (teor, n=10) e dissoluc¢do (Q15, n=6)
das capsulas de acetato de fludrocortisona — formulagdo 2 submetidas ao teste de estabilidade
acelerada.

Fonte: Da autora.

Nesse teste também foi investigada a degradacdo do acetato de fludrocortisona, a qual
foi evidenciada através da deteccdo de picos cromatograficos que indicam os possiveis produtos
de degradacdo formados durante o periodo de exposicao das capsulas as condicdes alteradas de
temperatura e umidade (FIGURA 31).

A diminuicdo evidente da area do pico cromatografico referente ao acetato de
fludrocortisona apds 30, 60 e 90 dias de exposi¢do e o surgimento de outros picos em tempos
de retencéo diferentes, estdo refletidos no teste de doseamento. Esses resultados reforgam as
recomendacdes acerca da quantidade de capsulas a ser manipulada em um processo magistral.

O cromatograma apresentado com 30 dias de exposicao foi diferente daqueles obtidos
com 60 e 90 dias, que sdo equivalentes. Esse comportamento pode ser atribuido a alguma
transicdo entre os primeiros produtos formados com 30 dias.

Cisternino, Schlatter e Saulnier (2003) estudaram a degradacdo de solugdes
hidroalcodlicas de acetato de fludrocortisona preparadas a partir do IFA (pd) e a partir de
comprimidos triturados, encontrando recuperacées, apos 7 dias de exposi¢do a 40°C, de 10,5%
e 32,0% para solucdes preparadas a partir do IFA (pd) e a partir dos comprimidos triturados,
respectivamente. A partir de 14 dias de exposicdo ndo conseguiu recuperacdo, pois as

concentragOes estariam abaixo do limite de deteccdo do método empregado (18 ng/mL).
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Figura 31 - Cromatogramas que expressam a formacdo de produtos de degradacdo durante o teste de
estabilidade acelerada das capsulas de acetato de fludrocortisona — formulagéo 2 (tempo de
retencdo do acetato de fludrocotisona entre 5,0 e 6,0 minutos).

Fonte: Da autora.

Segundo Ast (1979), que desenvolveram um método indicativo de estabilidade para
comprimidos de acetato de fludrocortiosna, podem estar presentes junto ao IFA, algumas
impurezas ou produtos de degradacdo conhecidas como sistema A'* dieno. Alguns analogos
hidroxilados também sdo esperados como produtos hidroliticos do éster da molécula, que
podem surgir no periodo de armazenamento prolongado. Ap6s submissdao de comprimidos de
acetato de fludrocortisona ao teste de stress, esses pesquisadores detectaram a formacao de dois
produtos de degradacdo que eluiam antes do pico relativo ao IFA e os identificaram como
analogos hidroxilados, nenhum sistema A ** dieno foi detectado. Foi possivel recuperar apenas
um dos picos identificados como produtos de degradacéo, e sua analise por espectroscopia por
ressonancia magnética nuclear e espectrometria de massas levou a conclusédo de que se trata de
um acido graxo formado por hidrolise de um excipiente e ndo a partir do acetato de
fludrocortisona.

O teste de CLAE aqui desenvolvido e validado, quando aplicado ao teste de estabilidade
acelerada detectou a formacdo de trés picos que eluiram antes do pico relativo ao IFA; dessa
forma o método pode ser considerado indicativo de estabilidade para esta formulagdo de
capsulas padronizada, ja& que os dados de pureza do pico cromatografico do acetato de
fludrocortisona mostram que ndo héa coeluigdo de substancias no tempo de reten¢do do mesmo
(FIGURA 32).
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Figura 32 - Representacéo grafica da pureza dos picos do acetato de fludrocortisona (tempo de retencdo
entre 5,0 e 6,0 minutos) nos cromatogramas que expressam a presenca de produtos de
degradacdo. 30 dias: impurezas nao detectadas; indice de pureza do pico = 1,000000; limite
de ponto Unico (single point threshold) = 0,983630; indice minimo de pureza do pico =
16369. 60 dias: impurezas ndo detectadas; indice de pureza do pico = 1,000000; limite de
ponto Unico (single point threshold) = 0,983626; indice minimo de pureza do pico = 16373.
90 dias: impurezas ndo detectadas; indice de pureza do pico = 1,000000; limite de ponto
Unico (single point threshold) = 0,983508; indice minimo de pureza do pico = 16492,

Fonte: Da autora.

As cépsulas de acetato de cortisona — formulacdo 3 mostraram estabilidade fisica até o
final do periodo de exposicdo. Os demais parametros analisados constam das Figuras 33 e 34

Os dados relativos ao Q20 se mostraram compativeis com os resultados de teor em 30 e
60 dias de exposicdo. Com 90 dias de exposicao praticamente ndo houve recuperacao do acetato
de cortisona no teste de dissolucdo, o que pode ser devido & auséncia de desintegracdo das
mesmas nesse teste (FIGURA 33).

Os cromatogramas obtidos durante o tempo de exposi¢cdo, mostraram pequenas
alteracdes em relagdo ao tempo zero. Houve formacao de pequenos picos no tempo de retencédo
entre 2,5 e 4,0 com 30 e 60 dias de exposi¢éo. Esses picos podem indicar a formacéo de produtos
de degradacdo. Com 90 dias de exposicao esse pico ndo se formou, mas sim um outro, em 2,0
minutos (FIGURAS 34 e 35).
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Figura 33 - Porcentagem de recuperagdo nos testes de doseamento (teor, n=10) e dissolugdo (n=6) das
capsulas de acetato de cortisona — formulacdo 3, submetidas ao teste de estabilidade
acelerada.

Fonte: Da autora.
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Figura 34 - A - Cromatogramas gue expressam a formacdo de produtos de degradacdo durante o teste
de estabilidade acelerada das capsulas de acetato de cortisona — formulagéo 3 (tempo de
retencdo do acetato de cortisona entre 5 e 6,0 minutos). B — Aumento da regido de formacao
dos picos com 30 e 60 dias de exposicao, nos tempos de retencdo entre 2,5 e 4,0 minutos.

Fonte: Da autora.

Podemos inferir também que os picos formados com 30 e 60 dias entre 2,5 e 4,0 minutos
podem ser andlogos hidroxilados (formados por hidrolise do éster, ja que no ambiente do teste
existe + 70% de umidade) ou formados por oxidacdo da cortisona que eluem antes do pico do
IFA, conforme observado também por Zheng et al (2015) e Ast (1979). Na sequéncia (90 dias
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de exposicdo) esses produtos ndo foram mais detectados e ndo eluiram junto ao acetato de
cortisona, pois o pico apresenta pureza (FIGURA 38).

Zheng et al (2015) detectaram um produto de oxidagdo da cortisona chamado de 6[3-
hidroxicortisona formado in vivo, por CLAE, com tempo de retencdo em torno de 5,0 minutos,
quando esse tempo para a cortisona foi em torno de 18 minutos.

Geller e Silberman (1967) estudaram os efeitos de impurezas na estabilidade de
corticoides e verificaram que quando a cortisona estava livre de impurezas, apresentava o
mesmo padrdo de decomposicdo. Verificaram também que as impurezas poderiam ser
provenientes dos solventes utilizados nos processos cromatograficos empregados.

Acofarma (2018) relata na ficha de seguranga do produto acetato de cortisona — IFA, no
item estabilidade e reatividade, a formacdo de vapores de monoxido de carbono e dioxido de

carbono a partir do mesmo.
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Figura 35 - Representacgdo gréfica da pureza dos picos do acetato de cortisona (tempo de retencdo entre
5,0 e 6,0 minutos) nos cromatogramas que expressam a presenca de produtos de degradacéo.
30 dias: impurezas ndo detectadas; indice de pureza do pico = 1,000000; limite de ponto
nico (single point threshold) = 0,999663; indice de pureza minimo do pico = 336. 60 dias:
impurezas nao detectadas; indice de pureza do pico = 1,000000; limite de ponto Unico (single
point threshold) = 0,99672; indice de pureza minimo do pico = 327. 90 dias: impurezas ndo
detectadas; indice de pureza do pico = 1,000000; limite de ponto Unico (single point
threshold) = 0,999666; indice de pureza minimo do pico = 334.

Fonte: Da autora.

N&o foram encontrados estudos de identificacdo e quantificacdo de produtos de

degradacéo de acetato de cortisona a partir de formas farmacéuticas.
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As cépsulas de hidrocortisona 10,00 mg - formulagdo 2 tiveram suas propriedades
fisicas inalteradas durante o periodo de exposi¢do. Os demais resultados obtidos constam das
Figuras 36 e 37.
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Figura 36 - Porcentagem de recuperacao das capsulas de hidrocortisona base — formulagdo 2, nos testes
de doseamento (teor, n=10) e dissolucdo (n=6) submetidas ao teste de estabilidade acelerada.

Fonte: Da autora.

Os valores obtidos no doseamento durante o periodo de exposi¢do foram nulos, o
mesmo aconteceu com os valores de Q15, além disso foi observado a auséncia de dissolugdo
das capsulas no tempo 90 dias de exposicao (FIGURAS36).

O comportamento das capsulas de hidrocortisona base na CLAE, evidencia ja nos
primeiros 30 dias de exposicdo, o desaparecimento do pico cromatografico relativo ao IFA
(tempo de retencdo em 3,8 minutos) e o aparecimento de outros dois picos com tempos de
retencdo em 1,3 e 5,4 minutos, indicando a formacé&o de produtos com maior e menor polaridade
respectivamente. Com 60 dias de exposi¢do, o0 comportamento foi 0 mesmo de 30 dias. Com
90 dias de exposicdo houve alteragéo nos tempos de retencéo dos picos referentes a produtos
de degradacdo, no entanto, todos esses eventos demonstram a intensa degradacdo da

hidrocortisona base em céapsulas (formulagéo 2) nas condi¢des do ensaio (FIGURA 37).
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Figura 37 - Cromatogramas que expressam a formacdo de produtos de degradacdo durante o teste de
estabilidade acelerada das capsulas de hidrocortisona base — férmula 2.
Fonte: Da autora.

Os resultados obtidos com as formulagdes de capsulas dos trés IFA’s no teste de
estabilidade acelerada pode ser reflexo da presenca do LSS nas formulagdes, ja que ficou
constatado no estudo de compatibilidade farmaco-excipinete que existe uma interacdo com
efeito negativo entre eles. Porém para se ter certeza disso seria necessario submeter capsulas
cujas formulacOes sejam isentas de LSS ao mesmo teste para fins de comparacao.

Informacdes a respeito da cinética de degradacdo dos corticoesteroides e testes de
estabilidade em diferentes temperaturas de armazenamento (temperatura ambiente e
temperatura de geladeira) também seriam bastante Uteis para o estabelecimento do prazo de uso
de capsulas de corticoesteoides manipulados em farmacias magistrais.

Visto que o LSS estd presente na grande maioria das formulagdes pré-fabricadas de
excipientes e também naquelas sugeridas na literatura para utilizacdo especifica com farmacos
classe Il (classificacdo biofarmacéutica) (AULTON, 2005; CELLULOMAX, 2016;
FERREIRA, 2006; LAMOLHA, 2014), fica o alerta da possivel interacdo negativa entre esse
excipiente e farmacos, principalmente corticoesteroides, contraindicando o seu uso de maneira
generalizada para farmacos de baixa solubilidade e alta permeabilidade, devendo dessa forma,

serem utilizados mais criteriosamente.
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Outra recomendacéo seria a substituicdo do LSS, na auséncia de informacdes sobre sua
compatibilidade ou suspeita de incompatibilidade, por outras substancias molhantes como por
exemplo o docussato sodico ou os polissorbatos 20, 60 ou 80 (tweens) (FERREIRA, 2008).

5.7.2. Fotoestabilidade

As capsulas padronizadas dos IFA’s foram submetidas ao teste de fotoestabilidade e
analisadas quanto a alteracdo das propriedades fisicas, teor, dissolucdo, desintegracdo e
presenca de produtos de degradacdo (BRASIL, 2005).

As propriedades fisicas das capsulas de acetato de fludrocortisona ndo apresentaram
alteracdo de odor, mas sim de coloracgdo, passando de rosa claro no tempo zero para alaranjado
ao final de 23 horas na exposicdo direta a luz. A exposi¢do na embalagem primaria ndo sofreu
alteracdo de nenhuma das propriedades fisicas. Tanto a exposicdo direta a luz quanto a
exposicdo na embalagem priméaria causaram diminuicdo significativa do teor e do Q15 das
capsulas (FIGURA 38). A diminuicdo dos valores de Q15 se devem a degradacéo pela luz e
ndo pela auséncia de desintegracdo, como mostram os dados da Tabela 57.

Os resultados obtidos no teste de fotoestabilidade confirmam os dados de
fotossensibilidade do IFA constantes do laudo de analise técnica do fornecedor (MASE
PRODUTOS FARMACEUTICOS, 2016) utilizado para a manipulacio das capsulas, ou seja,

a presenca dos excipientes na formulacdo nédo protegeu o IFA dos efeitos degradativos da luz.

120

99,49
100 91,38

75,75

[0}
o

34,84

I
o

% de recuperacgdo
D
o

N
o

8,08 7,55

o

Teor Q15

m0 horas ®m23h exp. direta ®23h exp. Emb. Primaria

Figura 38 - Porcentagem de recuperagdo das capsulas de acetato de fludrocortisona — formulagéo 2
submetidas ao teste de fotoestabilidade, nos testes de doseamento (teor, n=10) e dissolucao
(n=6).

Fonte: Da autora.
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Tabela 57 - Tempo de desintegracdo das capsulas de acetato de fludrocortisona — formulagdo 2
submetidas ao teste de fotoestabilidade (n=6).

Periodo de exposicao Desintegracao

0 horas 4 min 00 seg

Exposicao direta

23 horas 4 min 30 seg

Exposicdo na embalagem primaria

23 horas 4 min 00 seg

Fonte: Da autora.

Na investigacdo da formacdo de produtos de degradacdo durante a exposi¢cdo a luz
notou-se a intensificacdo de um pico com fator de retencdo entre 1 e 2 minutos e a diminuicao
significativa do pico correspondente ao acetato de fludrocortisona (fator de retencédo entre 4 e
6 minutos) (FIGURA 39). Esse primeiro pico do cromatograma pode ser atribuido ao mesmo
produto de degradagé@o que apareceu no cromatograma do teste de estabilidade acelerada, no

mesmo tempo de retencdo, em 30 e 90 dias de exposicao.
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Figura 39 - Cromatogramas que expressam a presenca de produtos de degradacao nas capsulas de acetato
de fludrocortisona — formulagéo 2, submetidas ao teste de fotoestabilidade.
Fonte: Da autora.
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Os padr6es cromatograficos diferentes encontrados nos testes de estabilidade acelerada
e fotoestabilidade, levam a crer que as rotas de degradacdo do acetato de fludrocortisona nas
condicdes testadas sdo diferentes, com formacdo de produtos intermediarios de degradacdo
também diferentes, ja que os produtos gerados no primeiro teste podem ser atribuidos a
hidrélise, pois as condicGes de estresse incluem ambiente umido (supersaturado) e, no segundo
teste, ha apenas a umidade do ambiente (AST; ABDOU,1978).

Arsand, 2010 investigou a fotodegradacdo da dexametasona, corticoide com estrutura
quimica bastante similar a fludrocortisona, e revelou que a fotodegradacdo da dexametasona
origina produtos organicos intermediarios que ndo absorvem na regido do UV e do visivel, logo
ndo séo detectados por CLAE com detector UV, utilizado aqui. Isso pode explicar a auséncia
de picos adicionais nos cromatogramas do teste de fotoestabilidade, reforcando a diferenca dos
produtos de degradacdo gerados no teste de estabilidade acelerada, detectaveis por UV.

As capsulas de acetato de cortisona apresentaram estabilidade fisica tanto na exposicao
direta a luz, quanto na exposicdo na embalagem primaria. Na exposicdo direta a luz, houve
diminuicdo significativa do Q20 mas nao do teor, 0 que pode ser atribuido a desintegracdo mais
lenta das capsulas, conforme pode ser observado na Tabela 58. Na exposicao na embalagem

primaria, os valores de teor e Q20 foram considerados satisfatorios (FIGURA 40).
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Figura 40 - Porcentagem de recuperacdo das capsulas de acetato de cortisona — formulagdo 3 obtidas
nos testes de doseamento (teor, n=10) e dissolugdo, (n=6), submetidas ao teste de
fotoestabilidade.

Fonte: Da autora.



131

Tabela 58 - Tempo de desintegragdo analisado no teste de fotoestabilidade para as capsulas de acetato
de cortisona — formulacdo 3 (n=6).

Periodo de exposi¢do | Desintegracdo
0 horas 5 min 00 seg

Exposicao direta

23 horas 7 min 58 seg

Exposicdo na embalagem primaria

23 horas 3 min 59 seg

Fonte: Da autora.
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Figura 41 - Cromatogramas que expressam a presenca de produtos de degradacao nas capsulas de acetato
de cortisona — formulacdo 3, submetidas ao teste de fotoestabilidade.
Fonte: Da autora.

Os cromatogramas obtidos com as capsulas de acetato de cortisona submetidas ao teste
de fotoestabilidade mostraram a formacéo de picos cromatograficos em tempos de retencdo em
torno de 3 minutos e alteragdes no primeiro pico das corridas cromatograficas, com indicios de
coeluicdo de substancias (FIGURA41).

Roméo et al (2015) estudaram a degradacgdo fotocatalitica do acetato de cortisona e da
hidrocortisona em solucéo aquosa na presenca e auséncia de catalisadores, constatando que nao
houve decomposicéo fotocatalitica em sistema fotolitico puro. Porém na presenca de TiO2 como

fotocatalisador (0,25 g.L %) e luz, a decomposicdo foi intensa.
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As céapsulas manipuladas nesse estudo, contém didxido de silicio, um composto
inorganico insolvel assim como o didxido de titanio na concentracdo de 0,10%, portanto a
pequena degradacdo observada nas capsulas pode ter sido influenciada pela presenca desse
composto. Como o dioxido de silicio coloidal ndo deve ser excluido da formulacdo devido a
sua acdo dessecante e anti-aderente, recomenda-se proteger as capsulas manipuladas da
exposicédo direta da luz.

Né&o foi encontrado na literatura estudos de identificacéo e quantificacdo de produtos de
degradacéo fotolitica do acetato de cortisona.

As capsulas de hidrocortisona base — formulacdo 2 submetidas ao teste de
fotoestabilidade mostraram alteracdo na coloracdo ap6s a exposicdo direta e na embalagem
primaria, porém apenas as capsulas expostas diretamente a luz tiveram o tempo de
desintegracdo bastante aumentado (TABELA 59). Na determinacdo do teor das capsulas, a
mesma diminui¢do nos valores foi observada nos dois tipos de exposi¢cdo. O Q15 diminuiu
acentuadamente nas capsulas expostas diretamente a luz, mas ndo na exposi¢do dentro da
embalagem primaria (FIGURA 42).
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Figura 42 - Porcentagem de recuperacao das capsulas de hidrocortisona base nos testes de doseamento
(teor, n=10) e dissolugdo (n=6), submetidas ao teste de fotoestabilidade.
Fonte: Da autora.

A Figura 43 mostra que houve diminui¢do acentuada do pico cromatogréfico relativo a
hidrocortisona base exposta a luz na embalagem primaria e o desaparecimento do pico na

exposicdo direta, assim como houve a formacdo de outros picos em tempos de retencdo
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anteriores e posterior ao do IFA, nas duas condigdes de exposi¢do. Esses produtos podem ser
considerados derivados da fotodegradacdo da hidrocortisona base, o que reflete a diminuigéo
do teor e do Q15 encontrado nessas capsulas.

Esse fato € reflete reacdes de fotodegradacdo que podem ser iniciadas ou aceleradas por
energias radiantes de fontes luminosas naturais ou artificiais, contribuindo para a formacao de
produtos derivados de um principio ativo ou mesmo de um excipiente presente no produto

farmacéutico, comprometendo dessa forma, a sua eficécia e seguranca (ALVES, 2008).

Tabela 59 - Tempo de desintegracdo e propriedades fisicas (cor e odor) analisados no teste de
fotoestabilidade para as capsulas hidrocortisona base 10,0 mg (n=6).

Periodo de exposicao Propriedades fisicas Desintegracao

0 horas Cor branca, inodoro 5 min 17 seg

Exposicao direta

23 horas Cor amarelada, inodoro 16 min 40 seg

Exposicdo na embalagem primaria

23 horas Cor amarelada, inodoro 4 min 49 seg

Fonte: Da autora.
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Figura 43 - Cromatogramas que expressam a presenca de produtos de degradagdo nas cépsulas de
hidrocortisona base — formulagéo 2 submetidas ao teste de fotoestabilidade.
Fonte: Da autora.
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Os resultados obtidos nesse estudo indicam a recomendacdo do acondicionamento das
capsulas manipuladas, em frascos que permitam de 10 a 25% de transmissao de luz entre 290 e
450 nm, que sdo os frascos indicados para acondicionamento de medicamentos, segundo a
Farmacopeia Americana (USP, 2015), pois ficou demonstrado o efeito negativo da luz direta e
indireta sobre a hidrocortisona base.

Alves (2008a) efetuou a caracterizacdo da transmissdo de luz em embalagens plésticas
e de vidros utilizadas no acondicionamento de produtos farmacéuticos e, segundo seus
resultados, nenhum dos frascos testados sem coloracdo apresentaram a barreira necessaria a
protecdo do medicamento fotossensivel. O melhor desempenho para barreira da luz foram os
frascos de vidro &mbar e os frascos de politereftalato de etileno (PET) até 350 nm e o de
polietileno de baixa densidade (PEBD) no restante do espectro. Os frascos PET ambar, verde e
branco apresentaram a melhor barreira a luz dentre os frascos PET coloridos. Com relacédo a
espessura dos materiais, essa ndo deve ser inferior a 0,6 mm.

Assim sendo, ap6s a manipulacdo ndo somente da hidrocortisona base, mas dos trés
corticoesteroides aqui estudados, o acondicionamento das capsulas deve obedecer
criteriosamente, o recomendado pela USP, observando-se o desempenho dos frascos utilizados

quanto a barreira de protecdo a luz.

5.8 INVESTIGACAO DE POLIMORFISMO

Foi investigada a presenca de polimorfismo em acetato de fludrocortisona.

5.8.1 Recristalizacao dos IFA’s

Foi dado prosseguimento aos estudos somente com o acetato de fludrocortisona por
apresentar na literatura um namero muito pequeno de polimorfos descritos e caracterizados e
também por ser, entre os corticoides estudados, aquele utilizado em doses menores
(microgramas), o que implica que pequenas alteragdes nas propriedades biofarmacéuticas de
uma forma farmacéutica que o contenha, poder levar a ineficacia do tratamento. Além disso, o
acetato de fludrocortisona apresentou sensibilidade a luz e instabilidade no ensaio de
estabilidade acelerada. Assim sendo, a possivel existéncia de polimorfos mais estaveis, pode
ser muito Util para o desenvolvimento de novas formulagdes orais de acetato de fludrocortisona.

A recristalizacdo do acetato de fludrocortisona foi feita pela técnica de cristalizagéo por

evaporacéo de solvente.
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Foram obtidos cristais a partir das solucdes listadas na Tabela 2. As solucbes 9, 10 e 14

n&o originaram cristais.
5.8.2 Caracterizacao dos cristais de acetato de fludrocortisona candidatos a polimorfos
5.8.2.1. Anélise por DRXP

A andlise por difracdo de raios X por policristais (DRXP) é uma técnica na qual um
feixe de raios X incide sobre uma amostra solida, com variagdes no angulo de incidéncia (0).
O equipamento detecta o espalhamento dos raios por acdo dos elétrons da amostra (SALVI,
2015).

As Figuras 44, 45, 46 e 47 mostram os resultados obtidos na DRPX com o acetato de

fludrocortisona e com os candidatos a polimorfos obtidos por recristalizacao.
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Figura 44 - Difratogramas do acetato de fludrocortisona — IFA e dos cristais candidatos a polimorfos
F1,F2eF3.
Fonte: Da autora.
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Figura 45 - Difratogramas do acetato de fludrocortisona — IFA e dos cristais candidatos a polimorfos
F4, F5 e F6.
Fonte: Da autora.

F11
g | F8
=3
=)
:
=
F7
IFA
I v | J | p I L | ' I * I
5 10 15 20 25 30 35

Graus 26KaCu

Figura 46 - Difratogramas do acetato de fludrocortisona — IFA e dos cristais candidatos a polimorfos
F7,F8 e F11.
Fonte: Da autora.
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Figura 47 - Difratogramas do acetato de fludrocortisona — IFA e dos cristais candidatos a polimorfos
F12, F13 e F15.
Fonte: Da autora.

Considerando uma variancia de £ 0,2 Graus 26 para cada pico dos difratogramas obtidos
dos candidatos a polimorfos, observou-se que F3, F7, F11, F12, F13 e F15 apresentam
diferengas em relagéo ao acetato de fludrocortisona — IFA. Todos os demais cristais obtidos sao
iguais ao IFA.

Na andlise dos difratogramas, F3 se mostrou idéntico a F13, apesar da diferenca
microscopica de seus cristais.

O padrao de picos de Bragg de F11, F12 e F15 mostra que se trata de uma mistura entre
as formas cristalinas do IFA e de F3/F13.

Por esse motivo, foi dada sequéncia as analises apenas para trés candidatos a polimorfos:
F3, F7 e F13 (FIGURA 48)
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Figura 48 - Difratogramas de raios X por policristais: A- acetato de fludrocortisona — IFA e cristais
candidatos a polimorfos F3 e F13. B- acetato de fludrocortisona — IFA e cristal candidato
a polimorfo F7.

Fonte: Da autora.

Através de pesquisa realizada na base de dados CCDC — Conquest (Cambridge
Crystallogragrafic Data Centre) e na literatura, foram encontradas duas estruturas cristalinas de
fludrocortisona ja identificadas: acetato de fludrocortisona e acetato de fludrocortisona -
solvato de propanol, descritas por Sutton e Byrn em 1987 (CCDC, 2018).

Foi encontrado também acetato de fludrocortisona — hidrato descrito por Sutton e Byrn
em 1987 e outras duas bases livres de fludrocortisona com dados de parametros de cela
diferentes, descritas por Weeks e Duax, 1971 e Bossche, 1971, todas sem identificacdo de
estrutura (CCDC, 2018).

A Figura 49 mostra os padrdes de difracdo de raios X das estruturas cristalinas de
fludrocortisona ja identificadas citadas acima e dos candidatos a polimorfos F3/F13 e F7, assim
como do acetato de fludrocortisona — IFA.

Apo6s comparacdo dos difratogramas apresentados por cada estrutura cristalina,
concluiu-se que o padrdo de difracdo apresentado pelo IFA é o mesmo do acetato de
fludrocortisona obtido por Sutton e Byrn, 1987, apesar da intensidade dos picos serem
diferentes. Essas diferencas de intensidade de difracdes, segundo Carini (2009) séo decorrentes
de maior ou menor ordenamento ou espagamento atdmico na rede cristalina.

Os padrées de difracdo de F3/F13 e F7 ndo coincidem com nenhum dos padrfes
apresentados pelas estruturas cristalinas ja identificadas até o0 momento, o que é forte evidéncia

de que se tratam de duas novas formas cristalinas de acetato de fludrocortisona (polimorfos).
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Figura 49 - Difratogramas de raios X por policristais de acetato de fludrocortisona — IFA, cristais
candidatos a polimorfos F3, F7 e F13 e formas cristalinas ja identificadas.
Fonte: Da autora.

5.8.2.2 Microscopia

A microscopia foi utilizada para descrever o habito cristalino do acetato de
fludrocortisona — IFA e os candidatos a polimorfos.

O habito de um cristal (estrutura morfolégia externa) sofre influéncia da velocidade de
precipitacdo (na sua obtengéo), temperatura, presenca de impurezas ou “venenos” na solugdo e
da velocidade de crescimento das faces do cristal (ARAUJO, 2012; CAPUCHO, 2008;
FLORENCE; ATTWOOD, 2003).

Segundo Maghsoodi (2015) o solvente de cristalizacdo exerce grande influéncia no
habito cristalino, que pode ser devido a interacdo soluto-solvente nas interfaces do cristal,
alterando-as, provocando mudancas na cinética de crescimento e aumentando ou inibindo o
crescimento de certas faces. Propriedades dos solventes como polaridade, peso molecular e
interacdo com o farmaco dissolvido sdo fatores que influenciam a direcdo na qual o cristal
cresce.

Uma mesma substancia pode apresentar diferentes habitos cristalinos, o que nao
necessariamente se refere a polimorfos diferentes, pois o polimorfismo é relativo a diferencas
na estrutura interna do cristal (ARAUJO, 2012; FLORENCE; ATTWOOD, 2003). Por outro
lado, Carini (2009) relata a influéncia do habito cristalino de talidomida nos eventos térmicos

apresentados por esse IFA nas curvas de DSC.
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Na &rea farmacéutica o habito cristalino de uma substancia quimica é importante por
influenciar e modificar caracteristicas de um p6 como fluidez, compressibilidade,
seringabilidade, estabilidade em suspenséo e dissolucdo. Esses fendmenos foram descritos em
1963 por Shell e foram documentadas as ocorréncias com a tolbutamida e ibuprofeno nas
décadas de 60 e 70 (ARAUJO, 2012; CAPUCHO, 2008).

A Figura 50 mostra a o habito cristalino dos candidatos a polimorfos F3, F7 e F13 e

acetato de fludrocortisona - IFA, obtidos por recristalizagéo.
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Figura 50 - Fotomicrografia 6tica, aumento de 20X dos cristais candidatos a polimorfos e do IFA acetato
de fludrocortisona.
Fonte: Da autora.

O candidato a polimorfo F3 apresenta-se, na sua maioria, em forma de pequenos cristais
aciculares, F7 apresenta forma colunar, F13 apresenta forma acicular e o IFA apresenta-se na
forma granular.

Segundo Aradjo (2012), cristais em forma de agulhas alongadas ndo apresentam boa
compressibilidade em fungéo da baixa fluidez. Cristais equidimensionais apresentam melhores
propriedades de fluidez e compressibilidade. Assim sendo, podemos dizer que 0s cristais
apresentados pelo IFA e F3 sdo aqueles que apresentam caracteristicas favordveis a producao
de capsulas, pelo ponto de vista farmacotécnico.
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A forma cristalina de F7 e F13, teriam necessidade de trituracdo antes da encapsulagéo,
0 que contribui para a perda de material durante o procedimento farmacotécnico, constituindo,
assim, uma desvantagem desse tipo de cristal considerando que gral de porcelana é o
equipamento mais utilizado para trituracdo e homogeneizacdo de pOs para preparacdo de
capsulas em farmacias de manipulagdo. D’Hondt (2014) avaliou 0 uso de gral de diferentes
materiais na preparagdo de capsulas gelatinosas duras com relacéo a perda de po e, constatou
que o gral de porcelana foi aquele que originou maior perda. Esse fato pode ser devido ao
desgaste da superficie do referido gral.

Conforme foi comentado acima, F3 e F13 apesar de apresentarem mesmo perfil de
difracdo de raios X confirmando a identidade de empacotamento (estrutura interna) dos cristais,

apresentam-se com habitos cristalinos diferentes.

5.8.2.3 Analises térmicas

Segundo a Confederacdo Internacional de Analise Térmica e Calorimetria (ICTAC),
analise térmica € o estudo das relacGes entre as propriedades de uma amostra e sua temperatura,
quando essa amostra é aquecida ou resfriada em um programa controlado de temperatura
(PANI, 2011).

O acetato de fludrocortisona e as formas cristalinas F3, F7 e F13 foram submetidas as

técnicas térmicas Termogravimetria (TG/DTG) e Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC).

5.8.2.3.1 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

A andlise por Calorimetria Exploratéria Diferencial visa confirmar a estrutura cristalina
predominante por meio da estabilidade térmica do composto. A diferenca de energia da
substancia testada e um material de referéncia, € medida em funcdo da temperatura, sob
programacéo rigorosamente controlada de temperatura e atmosfera (PANI, 2011).

A Figura 51 mostra as curvas de DSC que foram obtidas utilizando como amostra o
acetato de fludrocortisona — IFA e as formas cristalinas F3, F7 e F13.

As curvas apresentadas por F3 e F13 s&o idénticas, apresentando um evento exotérmico
anterior ao evento endotérmico relativo as suas fusdes. As temperaturas do evento exotérmico
correspondem a Tonset = 185,18 °C e Tpeak = 195,00 °C.

Os eventos exotérmicos em curvas de DSC, em atmosfera de nitrogénio, podem ser

relativos a processos de cristalizacéo, cura, polimerizacao, adsorcéo, entre outros (PANI,2011).
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No caso em questdo, associado aos resultados de termogravimetria de F3/F13, onde ndo ha
evidéncias de perda de massa nessa temperatura, excluindo-se a possibilidade de um solvato,
sugere-se que esse evento indica transicdo solido-sélido, ou seja, transicdo de uma forma
cristalina metaestavel para a fase estavel do acetato de fludrocortisona (mesma em que se
encontra o IFA), e que se funde em seguida.

Para F3, F13 e IFA, 0 Tonset para os eventos endotérmicos ocorreram em 232,4 °C, 232,6
°C e 232,60 °C, enquanto a temperaturas de fusdo foram 235,30 °C, 234,60 °C e 235,30 °C,

respectivamente.
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Figura 51 - Curvas de DSC: A- acetato de fludrocortisona - IFA e candidatos a polimorfos F3 e F13. B-
acetato de fludrocortisona — IFA e F7.
Fonte: Da autora.
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Todas essas informacGes reforcam a suspeita de que F3/F13 se trata de uma nova forma
cristalina, ou seja, um polimorfo de acetato de fludrocortisona.
A curva apresentada pelo candidato a polimorfo F7 mostrou apenas o0 evento

endotérmico referente ao seu pico de fusdo, em 234,70 °C e Tonset €m 230,60 °C, assim como

na curva do IFA.

5.8.2.3.2 Termogravimetria

Na termogravimentria (TG) a variagdo de massa da substancia testada € determinada em
funcdo da temperatura ou do tempo, enquanto ela é submetida a um programa controlado de

temperatura (PANI, 2011).
Foram obtidas curvas por TG dinamica, do acetato de fludrocortisona e as formas

cristalinas F3, F7 e F13 (FIGURA 52).
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Figura 52 - Curvas de TG e DTG obtidas na faixa de 40 a 500°C, obtidas com o acetato de
fludrocortisona — IFA e candidatos a polimorfos F3, F7 e F13.

Fonte: Da autora.
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As quatro formas cristalinas de acetato de fludrocortisona submetidas a TG/DTG
apresentaram comportamento semelhante entre si, com perda de massa em duas etapas.

A primeira etapa de perda de massa das formas cristalinas acetato de fludrocortisona -
IFA, F3, F7 e F13 apresentou valores de 240,00 + 10 °C, 290,00 £ 10 °C e de 45,00 + 6,00 %
para Tonset, Tpeak € Am, respectivamente. A segunda etapa, em torno de 345,00 + 4°C, 480,00 £
0,5°C e 31,00 + 0,4% para Tonset, Tpeak € Am, apenas para acetato de fludrocortisona — IFA, F3 e
F13respectivamente.

A forma cristalina F7 mostrou valores diferentes das outras trés formas na segunda etapa
de perda de massa, nas curvas de TG/DTG. Os valores foram: Tonset = 371,86°C, Tpeak =
424,10°C e Am = 37,30%. Esses dados reforcam a suspeita de que F7 se trata de uma forma
cristalina diferente do IFA e de F3/13, ou seja, um segundo polimorfo de acetato de

fludrocortisona.

5.8.2.3.3 Andlise por IV-ATR

A absorcéo de frequéncias de radiacao eletromagnética ocorre pela grande maioria dos
compostos organicos e inorganicos. A absorcdo dessas frequéncias na regido do infravermelho,
por determinada molécula sdo selecionadas e, correspondem a frequéncias vibracionais naturais
dessa molécula, desse modo, o espectro de infravermelho de duas moléculas nunca serdo
idénticos. Assim, os espectros de infravermelho possuem duas aplicacBes principais,
identificacdo de compostos e fornecimento de informacdes estruturais do mesmo (PAIVA,
2011).

Os espectros obtidos com o acetato de fludrocortisona - IFA e os possiveis polimorfos
F3, F7 e F13 apresentaram bandas caracteristicas das ligagdes quimicas presentes na estrutura
do acetato de fludrocortisona, mostrando que todos os cristais analisados se tratam da mesma
substancia (FIGURA 53).

Ao analisar o espectro do IFA encontramos bandas intensas na regido 1000-1300 cm™
especificamente em 1271 cm™, correspondente a ligagdo C—F. S&o evidentes bandas na regio
entre 1375 e 1465 cm™, correspondentes a dobramentos CHs e CHa, respectivamente. As
ligagdes C=0 séo evidenciadas nas bandas em 1715 e 1734 cm™. E possivel observar uma
banda no nimero de onda de 1650 cm™, correspondente & ligagdo C=C. As bandas em 2360 e
2341 cm™ sdo correspondentes ao CO2 do ambiente e devem ser desconsideradas na avaliago
dos espectros. Nota-se, também na regido entre 2870 e 3015 algumas bandas equivalentes a
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estiramentos C-H. As duas bandas encontradas em 3346 e 3435 cm™ sdo correspondentes as
hidroxilas (-OH) presentes na estrutura.

Os candidatos a polimorfos F3 e 13 possuem um deslocamento de banda que ocorre
especificamente em 1759 cm™, que os diferencia de F7 e do IFA. Essa banda pode equivaler a
diferencas de interagdes intermoleculares existentes nos cristais.

Em F7, um segundo candidato a polimorfo, existem duas bandas: em 1647 e 1635 cm”
! ao invés de uma Unica banda observada no espectro de IV do IFA. Estas duas bandas podem

ser Uteis no reconhecimento dessa forma cristalina.
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Figura 53 - Espectros de Infravermelho do acetato de fludrocortisona — IFA e candidatos a polimorfos
F3, F7 e F13.
Fonte: Da autora.
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6 CONCLUSOES

Foram desenvolvidas e testadas 16 formulacGes de cada IFA e desse total, foi otimizada
a formulacdo que apresentou melhor desempenho nos testes preconizados pela Farmacopeia
Brasileira para formas farmacéuticas capsulas.

Com base no dosemaneto das cépsulas, foi evidenciado o melhor desempenho do
excipiente que contém celulose microcristalina: talco farmacéutico para as capsulas de acetato
de fludrocortiosna, como diluente.

O excipiente que contém celulose microcristalina foi testado para os trés corticoides
estudados, porém ele apresentou melhor desempenho somente para o acetato de cortisona,
quando foi superior a lactose. Sendo assim, excipiente lactose deve sempre ser substituido pela
celulose microcristalina em formulagbes de capsulas de acetato de cortisona diante de
evidéncias de incompatibilidade entre os dois componentes e do melhor desempenho da
celulose microcristalina nos ensaios realizados, a fim de garantir uma formulagdo com melhor
seguranca e eficacia.

Para capsulas de hidrocortisona base o diluente amido mostrou desempenho superior ao
da celulose microcristalina nos testes realizados.

Ficou estabelecido como 6timo o tempo de mistura de 2 minutos, utilizando gral e
pistilo, para a homogeneizagdo dos IFA’s com os excipientes, evidenciado que um tempo maior
de mistura ndo melhorou o desempenho das capsulas nos testes realizados.

O estudo de compatibilidade para os excipientes utilizados nas capsulas de acetato de
fludrocortisona, acetato de cortisona e hidrocortisona base revelou que existem interagdes entre
o lauril sulfato de sddio € os IFA’s, assim como entre a lactose e o acetato de cortisona. Porém
com base nos dados obtidos nos estudos de estabilidade acelerada, podemos afirmar que as
capsulas dos corticoides estudados, nas formulagdes padronizadas, devem seguir o principio da
concepcao de um medicamento manipulado, ou seja, devem ser manipuladas para consumo
imediato com prazo de uso curto, especialmente para a hidrocortisona base.

O estudo de fotoestabilidade associado ao estudo de estabilidade acelerado, concluiu
que o procedimento de manipulacdo de capsulas desses corticoesteroides deve ser feito em
ambiente protegido da luz e, deve sempre constar no rétulo da embalagem de acondicionamento
do medicamento manipulado a inscri¢do: “manter em temperatura ambiente (15°C a 30°C) e
proteger da umidade e luz direta”, conforme RE 1/2005 (BRASIL, 2005), pois foram
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encontrados resultados que confirmam a influéncia da elevagédo da temperatura e umidade no
armazenamento, assim como da exposigdo a luz, na degradagao dos IFA’s (exceto para acetato
de cortisona).

O estudo de estabilidade acelerada revelou a formacdo de produtos de degradacéo na
forma farmacéutica capsula para os trés corticoesteroides estudados. Com relagdo ao acetato de
fludrocortisona, os resultados obtidos foram de acordo com estudos constantes na literatura para
a forma farmacéutica comprimido, dessa forma, esses produtos devem ser melhor elucidados a
fim de encontrar meios de evitar ou diminuir a sua formacdo para melhor estabilidade do
produto farmacéutico. Nao ha informacdes na literatura a respeito de produtos de degradacédo
dos corticoides estudados na forma farmacéutica capsula.

As capsulas de acetato de cortisona mostraram maior estabilidade que o acetato de
fludrocortisona, porém tiveram seu desempenho prejudicado no teste de dissolucdo, quando
submetidas as condigdes do teste de estabilidade acelerada.

N&o foram encontradas evidéncias de fotossensibilidade quando testadas as capsulas de
acetato de cortisona.

As capsulas de hidrocortisona base mostraram baixa estabilidade nas condi¢des do teste
de estabilidade acelerada. No teste de fotoestabilidade, ndo houve alteragé@o significativa do
teor, mas a dissolucdo das capsulas foi extremamente prejudicada, o que remete a ineficacia do
medicamento quando utilizado nessas condi¢fes, portanto mesmo sem evidéncias de
degradacdo do IFA, o medicamento (capsula) deve ser protegido da luz durante o
armazenamento.

Devido aos resultados obtidos nos testes de compatibilidade e estabilidade das
formulacdes com os trés [FA’s, o emprego de LSS em formulacdes de corticoesteroides deve
ser bastante criterioso, pois ha fortes indicios de interacGes com efeito negativo entre eles.

Os resultados do teste de fotoestabilidade indicam o acondicionamento das capsulas dos
corticoesteroides em frascos que oferecam barreira de protecdo a luz, segundo o recomendado
pela farmacopeia americana.

Os métodos desenvolvidos (metodologia para doseamento e aplicacdo ao método de
dissolu¢do) foram validados para os IFA’s e respectivos excipientes testados, com resultados
satisfatorios, em concordancia com a legislagéo vigente.

Foram obtidos cristais de acetato de fludrocortisona a partir de 14 misturas de solventes.

A caracterizagdo dos cristais obtidos de acetato de fludrocortisona, apresentou
resultados positivos para dois possiveis novos polimorfos ainda ndo descritos na literatura, os

quais poderdo ser mais criteriosamente analisados numa perspectiva futura a fim de determinar
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0 seu comportamento no teste de solubilidade e dissolug&o, cujo resultado ser4 comparado ao
do IFA utilizado.
As duas novas formas cristalinas (possiveis polimorfos) de acetato de fludrocortisona

serdo estudadas para fins de identificacdo e descricdo de suas estruturas cristalinas.
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Apéndice A

Proposta de formulagdo

ACETATO DE
FLUDROCORTISONA
50 g e 100 pg, CAPSULA

FORMA FARMACEUTICA
Cépsula.

Excipiente colorido
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Componentes Quantidade
Talco farmacéutico 10,0 g
Corante vermelho 709
liquido

Adicionar o corante vermelho gota a gota ao
talco farmacéutico em gral de vidro. Apds
total homogeneizagéo, secar em estufa.

Diluicéo de acetato de fludrocortisona

1:100
Componentes Quantidade
Acetato de 0,59
fludrocortisona
Excipiente colorido 49,59

Excipiente 2
Componentes Quantidade
Lauril sulfato de sédio 1.0%
Dioxido de silicio 0,1 %
coloidal
Talco farmacéutico 20%
Celulose 78.5%
microcristalina
DOSE 50 ug
FORMULA 1
Componentes Quantidade
Acetato de 5,0 mg
fludrocortisona 1:100
Excipiente 1 100,0 mg
Tempo de mistura 2 minutos

Pesar o acetato de fludrocortisona, verter no
gral e adicionar o excipiente colorido por
progressdo geomeétrica, homogeneizando

com pistilo.

Excipiente 1
Componentes Quantidade

Lauril sulfato de sddio 1,0 %
Diéxido de silicio 0.5 %
coloidal
Talco farmacéutico 20%
Celulose 78,5 %
microcristalina

*Quantidade por capsula numero 4.

FORMULA 2
Componentes Quantidade
Acetato de 5,0 mg
fludrocortisona 1:100
Excipiente 1 100,0 mg
Tempo de mistura 5 minutos

*Quantidade por capsula numero 4.

FORMULA 3
Componentes Quantidade
Acetato de 5,0 mg
fludrocortisona 1:100
Excipiente 1 100,0 mg
Tempo de mistura 5 minutos

*Quantidade por capsula nimero 4.

DOSE 100 ug
FORMULA 4
Componentes Quantidade
Acetato de 10,0 mg
fludrocortisona 1:100
Excipiente 1 100,0 mg
Tempo de mistura 2 minutos

*Quantidade por capsula numero 4.



FORMULA 5
Componentes Quantidade
Acetato de 10,0 mg
fludrocortisona 1:100
Excipiente 1 100,0 mg
Tempo de mistura 5 minutos

*Quantidade por capsula nimero 4.

FORMULA 6
Componentes Quantidade
Acetato de 10,0 mg
fludrocortisona 1:100
Excipiente 1 100,0 mg
Tempo de mistura 5 minutos

*Quantidade por capsula nimero 4.

Nota: Teor do farmaco 100,42%

ORIENTACOES DE PREPARO

Antes da pesagem do acetato de
fludrocortisona, realizar a correcdo do peso
de acordo com o teor da matéria-prima na
etapade diluicao.

Realizar ~ pesagem individual  dos
componentes da formula a ser manipulada
em balanca. Homogeneizar por progressao
geométricaem gral e pistilo os componentes
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em po, iniciando com om acetato de
fludrocortisona e excipiente colorido.
Tamizar a mistura final em tamis nimero 30
(600 pm) e encapsular em capsula nimero
4.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Conservar em recipiente opaco adicionado
de capsula de silica, fechado, ao abrigo da
luz e da umidade e a temperatura ambiente.

ADVERTENCIAS

Suspender o uso se houver mudanca de
aspecto ou odor. Manter fora do alcance de
criancas.

INDICACOES

Tratamento de insuficiéncia adrenocortical
e na primeira linha de tratamento da
hipertensao ortostatica idiopatica.

MODO DE USAR
Uso interno.
A critério médico.



Apéndice B

Proposta de formulagdo

ACETATO DE CORTISONA
6,25 mg e 12,5 mg, CAPSULA

FORMA FARMACEUTICA

Cépsula.

Excipiente colorido

Componentes Quantidade
Talco farmacéutico 10,0 g
Corante vermelho 709

liquido

Adicionar o corante vermelho gota a gota ao
talco farmacéutico em gral de vidro. Apos
total homogeneizacdo, secar em estufa.

Excipiente 1
Componentes Quantidade
Lauril sulfato de sédio 1.0%
Dioxido de silicio 0,5 %
coloidal
Celulose 97.5 %
microcristalina
Excipiente 2
Componentes Quantidade
Lauril sulfato de sédio 2,0%
Dioxido de silicio 0,1 %
coloidal
Lactose 97,9 %
Excipiente 3
Componentes Quantidade
Lauril sulfato de sédio 10%
Dioxido de silicio 0,1 %
coloidal
Lactose 98,9 %
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DOSE 6,25 mg
FORMULA 1
Componentes Quantidade
Acetato de cortisona 6,25mg
Excipiente colorido 1,0 mg
Excipiente 1 102,75mg
Tempo de mistura 2 minutos

*Quantidade por capsula numero 4.

FORMULA 2
Componentes Quantidade
Acetato de cortisona 6,25mg
Excipiente colorido 1,0 mg
Excipiente 2 102,75 mg
Tempo de mistura 2 minutos

*Quantidade por capsula nimero 4.

FORMULA 3
Componentes Quantidade
Acetato de cortisona 6,25mg
Excipiente colorido 1,0 mg
Excipiente 3 102,75 mg
Tempo de mistura 2 minutos

*Quantidade por capsula nimero 4.

DOSE 12,5 mg
FORMULA 4
Componentes Quantidade
Acetato de cortisona 12,5mg
Excipiente colorido 1,0 mg
Excipiente 1 96,5mg
Tempo de mistura 2 minutos

*Quantidade por capsula numero 4.

FORMULA 5
Componentes Quantidade
Acetato de cortisona 12,5mg
Excipiente colorido 1,0 mg
Excipiente 2 96,5 mg
Tempo de mistura 2 minutos

*Quantidade por capsula numero 4.



FORMULA 6
Componentes Quantidade
Acetato de cortisona 12,5mg
Excipiente colorido 1,0 mg
Excipiente 3 96,5 mg
Tempo de mistura 2 minutos

*Quantidade por capsula nimero 4.

ORIENTACOES DE PREPARO

Antes da pesagem do acetato de cortisona,
realizar a correcdo do peso de acordo com o
teor da matéria-prima.

Realizar  pesagem  individual  dos
componentes da formula a ser manipulada
em balanca.Homogeneizar por progressao
geométricaem gral e pistilo os componentes
em po, iniciando com om acetato de
cortisona e excipiente colorido.Tamizar a
mistura final em tamis namero 50 (300 pum)
e encapsular em capsula nimero 4.
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Nota: Teor do acetato de cortisona
101,01%

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Conservar em recipiente opaco adicionado
de cépsula de silica, fechado, ao abrigo da
luz e da umidade e a temperatura ambiente.

ADVERTENCIAS

Suspender 0 uso se houver mudanca de
aspecto ou odor. Manter fora do alcance de
criangas.

INDICACOES
Para tratamento de reacGes inflamatdrias,
alérgicas e como imunossupressor.

MODO DE USAR
Uso interno.
A critério médico.



Apéndice C

Proposta de formulagdo

HIDROCORTISONA BASE
10 mg, CAPSULA

FORMA FARMACEUTICA

Cépsula.

Excipiente colorido

Componentes Quantidade
Talco farmacéutico 10,0 g
Corante vermelho 709

liquido

Adicionar o corante vermelho gota a gota ao
talco farmacéutico em gral de vidro. Apos
total homogeneizacdo, secar em estufa.

Excipiente 1
Componentes Quantidade
Lauril sulfato de sodio 2,0%
Dioxido de silicio 0,1 %
coloidal
Amido de milho 97,9 %
Excipiente 2
Componentes Quantidade
Lauril sulfato de sodio 1,0%
Dioxido de silicio 0,1 %
coloidal
Amido de milho 89,9%
Excipiente 2
Componentes Quantidade
Lauril sulfato de sodio 1,0%
Dioxido de silicio 0,1 %
coloidal
Celulose 89.9%

microcristalina
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FORMULA 1
Componentes Quantidade
Hidrocortisona base 10,0 mg
Excipiente colorido 1,0 mg
Excipiente 1 99,0 mg
Tempo de mistura 2 minutos

*Quantidade por capsula numero 4.

FORMULA 2
Componentes Quantidade
Hidrocortisona base 10,0 mg
Excipiente colorido 1,0 mg
Excipiente 1 99,0 mg
Tempo de mistura 2 minutos

*Quantidade por capsula numero 4.

FORMULA 3
Componentes Quantidade
Hidrocortisona base 10,0 mg
Excipiente colorido 1,0 mg
Excipiente 1 99,0 mg
Tempo de mistura 2 minutos

*Quantidade por capsula numero 4.

ORIENTACOES DE PREPARO

Antes da pesagem da hidrocortisona base,
realizar a correcdo do peso de acordo com o
teor da matéria-prima.

Realizar  pesagem  individual  dos
componentes da formula a ser manipulada
em balanca. Homogeneizar por progressao
geométrica em gral e pistilo os
componentes em pd, iniciando com a
hidrocortisona base e excipiente colorido.
Tamizar a mistura final em tamis nimero 50
(300 um) e encapsular em cépsula nimero
4.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Conservar em recipiente opaco adicionado
de capsula de silica, fechado, ao abrigo da
luz e da umidade e a temperatura ambiente.

ADVERTENCIAS



Suspender o uso se houver mudanca de
aspecto ou odor. Manter fora do alcance de
criancas.

INDICACOES

Tratamento de insuficiéncia adrenocortical,
doencas antiinflamatérias, reunmaticas e
dermatoldgicas assim como em estados
alérgicos.

MODO DE USAR
Uso interno.
A critério médico.
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APENDICE D
Proposta de monografia analitica

ACETATO DE FLUDROCORTISONA
CAPSULAS

Contém, no minimo, 90,0% e, no maximo,
110,0% da quantidade declarada de
C23H31FOe.

Realizar todas as analise utilizando vidraria

ambar, em ambiente protegido da luz.
IDENTIFICACAO

Procedimento: Proceder conforme
Cromatografia a liquida de alta eficiéncia
(5.2.17.4) utilizando como solvente
acetonitrila. Utilizar cromatdgrafo provido
de detector ultravioleta a 254 nm, coluna
C18 com especificacdo de 150 mm de
comprimento e 4,6 mm de diametro interno,
empacotada com silica quimicamente
ligada a grupo octadecilsilano (0,5 pm),
mantida & temperatura de 25 °C. Fluxo da
fase movel de 1,0 mL/minuto. O tempo de
retencdo €& de aproximadamente 5,0

minutos.

Fase movel: Preparar mistura de
acetonitrila : 4gua na proporgdo de 45:55,

filtrar e desgaseificar.
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Solucdo amostra (1): Pesar 10 cépsulas,
remover o conteldo e pesa-las novamente.
A partir do peso médio, pesar a quantidade
de p6 equivalente a 250 pg de acetato de
fludrocortisona e transferir para baldo
volumeétrico de 25 mL. Completar o volume
com acetonitrila agitar e filtrar. Diluir o
filtrado com o mesmo solvente, para a

concentragéo final de 5 pg/mL.

Solugdo padrao (2): Pesar 250 pg de
acetato de fludrocortisona SQR e transferir
para baldo volumétrico de 25 mL.
Completar o volume com acetonitrila, agitar
e filtrar. Diluir o filtrado comk o mesmo
solvente para a concentracdo final de 5

pg/mL.

A eficiéncia da coluna nao deve ser menor
do que 1000 pratos teodricos. O fator de
cauda ndo deve ser superior a 2,0. O desvio
padrao relativo das areas de réplicas do pico

registrado ndo deve ser maior que 2 %.

Procedimento: Injetar separadamente 25uL
das Solucoes (1) e (2), registrar 0s
cromatogramas. O tempo de retencdo do
pico do cromatograma da Solugdo (1)
obtido no Doseamento corresponde aquele
da Solucéo (2).

CARACTERISTICAS

Determinacéo de peso (5.1.1). Cumpre o
teste.



Teste de desintegracéo (5.1.4). Cumpre o
teste.

Uniformidade de doses unitarias (5.1.6).

Cumpre o teste.

TESTE DE DISSOLUCAO (5.1.5)

Meio de dissolugdo: HCI 0,01 M; 500 mL.
Aparelhagem: p4, 75 rpm

Tempo: 15 minutos

Proceder conforme descrito em
Cromatografia a liquido de alta eficiéncia

(5.2.17.4).

Fase mével: mistura de acetonitrila : agua
na propor¢do de 4555, filtrar e

desgaseificar.

Solucdo amostra: apos realizacéo do teste,
utilizar aliquotas filtradas do meio de

dissolucdo.

Solucgéo padréo: preparar solucdo padréo na
mesma concentracdo, utilizando 5% de
acetonitrila para dissolver o acetato de
fludrocortisona SQR, e HCL 0,01M como

solvente e filtrar.

Procedimento: injetar volumes iguais
separadamente (100 pL) no cromatdgrafo
de solucdo padrdo e amostras, conforme
descrito para identificagdo. Calcular a
guantidade de aceato de fludrocortisona

167

dissolvida no meio a partir das respostas
obtidas com as solucGes padréo e amostra.

Tolerancia: Ndo menos que 85% (Q=85%)
da quantidade declarada de Ca23H3z1FOs

dissolvem-se em 15 minutos.

DOSEAMENTO

Proceder conforme descrito em
Cromatografia a liquido de alta eficiéncia
(5.2.17.4) utilizando acetonitrila como
solvente. Utilizar cromatografo provido de
detector ultravioleta a 254 nm, coluna C18
com especificacdo de 150 mm de
comprimento e 4,6 mm de diametro interno,
empacotada com silica quimicamente
ligada a grupo octadecilsilano (0,5 pm),
mantida a temperatura de 25 °C. Fluxo da
fase movel de 1,0 mL/minuto. O tempo de

retencdo € de aproximadamente 5,0

minutos.
Fase mobvel: Preparar mistura de
acetonitrila agua (45:55). Filtrar e

desgaseificar.

Solugéo (1): Pesar 10 capsulas, remover o
contedido e pesa-las novamente. A partir do
peso médio, pesar a quantidade de po
equivalente a 250 pg de acetato de
fludrocortisona e transferir para baldo
volumétrico de 25 mL. Completar o volume

com acetonitrila agitar e filtrar. Diluir o



filtrado com o mesmo solvente, para a

concentragéo final de 5 pg/mL.

Solugdo (2): Pesar 250 pg de acetato de
fludrocortisona SQR e transferir para baldo
volumeétrico de 25 mL. Completar o volume
com acetonitrila, agitar e filtrar. Diluir o
filtrado com o mesmo solvente para a

concentragéo final de 5 pg/mL.

Procedimento: Injetar separadamente 25uL
das Solucoes (1) e (2), registrar 0s
cromatogramas e medir as areas dos picos.
Calcular quantidade de Ca23H31FOs partir
das respostas obtidas com a Solucéo (1) e

Solucéo (2).
EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Em recipiente bem fechado, ao abrigo da

luz e a temperatura ambiente.
ROTULAGEM

Observar a legislacdo vigente.
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APENDICE E
Proposta de monografia analitica

ACETATO DE CORTISONA
CAPSULAS

Contém, no minimo, 90,0% e, no maximo,
110,0% da quantidade declarada de
C23H300e.

Realizar todas as analise utilizando vidraria

ambar, em ambiente protegido da luz.
IDENTIFICACAO

Procedimento: Proceder conforme
Cromatografia a liquida de alta eficiéncia
(5.2.17.4) utilizando como  solvente
acetonitrila. Utilizar cromatégrafo provido
de detector ultravioleta a 254 nm, coluna
C18 com especificacdo de 150 mm de
comprimento e 4,6 mm de diametro interno,
empacotada com silica quimicamente
ligada a grupo octadecilsilano (0,5 pm),
mantida a temperatura de 25 °C. Fluxo da
fase movel de 1,0 mL/minuto. O tempo de
retencdo €& de aproximadamente 5,0

minutos.

Fase movel: Preparar mistura de
acetonitrila : 4gua na proporgdo de 45:55,

filtrar e desgaseificar.

Solugcdo amostra (1): Pesar 10 cépsulas,
remover o contelido e pesa-las novamente.

A partir do peso medio, pesar a quantidade
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de pd equivalente a 6,25 mg de acetato de
cortisona e transferir para baldo
volumétrico de 50 mL. Completar o volume
com acetonitrila agitar e filtrar. Diluir o
filtrado com o mesmo solvente para a

concentracgéo final de 25 pg/mL.

Solugdo padrédo (2): Pesar 6,25 mg de
acetato de cortisona SQR e transferir para
baldo volumétrico de 50 mL. Completar o
volume com acetonitrila, agitar e filtrar.
Diluir o filtrado com 0 mesmo solvente para

a concentracao final de 25 pg/mL.

A eficiéncia da coluna ndo deve ser menor
do que 1000 pratos teodricos. O fator de
cauda ndo deve ser superior a 2,0. O desvio
padrao relativo das areas de réplicas do pico

registrado ndo deve ser maior que 2 %.

Procedimento: Injetar separadamente 25
puL das Solugoes (1) e (2), registrar 0s
cromatogramas. O tempo de retencdo do
pico do cromatograma da Solucdo (1)
obtido no Doseamento corresponde aquele
da Solucéo (2).

CARACTERISTICAS

Determinacéo de peso (5.1.1). Cumpre o

teste.

Teste de desintegracgdo (5.1.4). Cumpre o

teste.



Uniformidade de doses unitérias (5.1.6).
Cumpre o teste.

TESTE DE DISSOLUCAO (5.1.5)

Meio de dissolucdo: solucdo aquosa de
Lauril Sulfato de Sodio (LSS) 0,75%; 900

mL.
Aparelhagem: pa, 100 rpm
Tempo: 15 minutos

Proceder conforme descrito em
Cromatografia a liquido de alta eficiéncia

(5.2.17.4).

Fase movel: mistura de acetonitrila : agua
na propor¢do de 4555, filtrar e
desgaseificar.

Solucdo amostra: apos realizacdo do teste,
utilizar aliquotas filtradas do meio de

dissolugéo.

Solucgéo padréo: preparar solucdo padrdo na
mesma concentracdo do teste, utilizando
5% de acetonitrila para dissolver o acetato
de cortisona SQR, e LSS 0,75% como

solvente e filtrar.

Procedimento: injetar volumes iguais
separadamente (100 pL) no cromatdgrafo
de solugdo padrdo e amostras, conforme
descrito para identificacdo. Calcular a

quantidade de acetato de cortisona
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dissolvida no meio a partir das respostas
obtidas com as solucGes padréo e amostra.

Tolerancia: Ndo menos que 85% (Q=85%)
da quantidade declarada de Ca23H3z1FOs

dissolvem-se em 15 minutos.

DOSEAMENTO

Proceder conforme descrito em
Cromatografia a liquido de alta eficiéncia
(5.2.17.4) utilizando acetonitrila como
solvente. Utilizar cromatografo provido de
detector ultravioleta a 254 nm, coluna C18
com especificacdo de 150 mm de
comprimento e 4,6 mm de diametro interno,
empacotada com silica quimicamente
ligada a grupo octadecilsilano (0,5 pm),
mantida a temperatura de 25 °C. Fluxo da
fase movel de 1,0 mL/minuto. O tempo de

retencdo € de aproximadamente 5,0

minutos.
Fase mobvel: Preparar mistura de
acetonitrila agua (45:55). Filtrar e

desgaseificar.

Solugéo (1): Pesar 10 capsulas, remover o
contedido e pesa-las novamente. A partir do
peso médio, pesar a quantidade de po
equivalente a 6,25 mg de acetato de
cortisona e transferir para baldo
volumétrico de 50mL. Completar o volume

com acetonitrila agitar e filtrar. Diluir o



filtrado com o mesmo solvente para a

concentragéo final de 25 pg/mL.

Solugdo (2): Pesar 6,25 mg de acetato de
cortisona SQR e transferir para baldo
volumeétrico de 50 mL. Completar o volume
com acetonitrila, agitar e filtrar. Diluir o
filtrado com o mesmo solvente para a

concentragéo final de 25 pg/mL.

Procedimento: Injetar separadamente 25
puL das Solugoes (1) e (2), registrar 0s
cromatogramas e medir as areas dos picos.
Calcular quantidade de C23H300e partir das
respostas obtidas com a Solucdo (1) e

Solucéo (2).
EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Em recipiente bem fechado, ao abrigo da

luz e a temperatura ambiente.
ROTULAGEM

Observar a legislacdo vigente.
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APENDICE F

Proposta de monografia analitica

HIDROCORTISONA BASE, CAPSULAS

Contém, no minimo, 90,0% e, no maximo,
110,0% da quantidade declarada de
C21H300s.

Realizar todas as analise utilizando vidraria

ambar, em ambiente protegido da luz.
IDENTIFICACAO

Procedimento: Proceder conforme
Cromatografia a liquida de alta eficiéncia
(5.2.17.4) utilizando como  solvente
acetonitrila. Utilizar cromatdgrafo provido
de detector ultravioleta a 254 nm, coluna
C18 com especificacdo de 150 mm de
comprimento e 4,6 mm de diametro interno,
empacotada com silica quimicamente
ligada a grupo octadecilsilano (0,5 pm),
mantida a temperatura de 25 °C. Fluxo da
fase mével de 1,0 mL/minuto. O tempo de
retencdo é de aproximadamente 3,0

minutos.

Fase mobvel: Preparar mistura de
acetonitrila : dgua na proporcéo de 35:65,
filtrar e desgaseificar.
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Solucdo amostra (1): Pesar 10 cépsulas,
remover o conteldo e pesa-las novamente.
A partir do peso meédio, pesar a quantidade
de p6é equivalente a 10,0 mg de
hidrocortisona base e transferir para baldo
volumeétrico de 50mL. Completar o volume
com acetonitrila agitar e filtrar. Diluir o
filtrado com o mesmo solvente para a

concentragéo final de 20 pg/mL.

Solugdo padrdo (2): Pesar 10,0 mg
hidrocortisona base SQR e transferir para
baldo volumétrico de 50 mL. Completar o
volume com acetonitrila, agitar e filtrar.
Diluir o filtrado com 0 mesmo solvente para

a concentracao final de 20 pug/mL.

A eficiéncia da coluna ndo deve ser menor
do que 1000 pratos teodricos. O fator de
cauda nao deve ser superior a 2,0. O desvio
padrao relativo das areas de réplicas do pico

registrado n&o deve ser maior que 2 %.

Procedimento: Injetar separadamente 25uL
das Solucoes (1) e (2), registrar 0s
cromatogramas. O tempo de retencdo do
pico do cromatograma da Solucdo (1)
obtido no Doseamento corresponde aquele
da Solucéo (2).

CARACTERISTICAS

Determinacéo de peso (5.1.1). Cumpre o

teste.



Teste de desintegracéo (5.1.4). Cumpre o
teste.

Uniformidade de doses unitarias (5.1.6).

Cumpre o teste.
TESTE DE DISSOLUCAO (5.1.5)

Meio de dissolucdo: agua purificada; 900

mL.
Aparelhagem: pa, 100 rpm
Tempo: 15 minutos

Proceder conforme descrito em
Cromatografia a liquido de alta eficiéncia

(5.2.17.4).

Fase mével: mistura de acetonitrila : agua
na propor¢cdo de 35:65, filtrar e

desgaseificar.

Solugcdo amostra: apds realizacdo do teste,
utilizar aliquotas filtradas do meio de

dissolucdo.

Solucgéo padréo: preparar solucdo padréo na
mesma concentragdo do teste, utilizando
5% de acetonitrila para dissolver a
hidrocortisona base SQR, e agua purificada

como solvente e filtrar.

Procedimento: injetar volumes iguais
separadamente (100 pL) no cromatdgrafo
de solugdo padrdo e amostras, conforme
descrito para identificagdo. Calcular a
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quantidade de  hidrocortisona  base
dissolvida no meio a partir das respostas

obtidas com as solucGes padrédo e amostra.

Tolerancia: N&o menos que 85% (Q=85%)
da quantidade declarada de Cz1H31FOs

dissolvem-se em 15 minutos.

DOSEAMENTO

Proceder conforme descrito em
Cromatografia a liquido de alta eficiéncia
(5.2.17.4) utilizando acetonitrila como
solvente. Utilizar cromatografo provido de
detector ultravioleta a 254 nm, coluna C18
com especificagdo de 150 mm de
comprimento e 4,6 mm de diametro interno,
empacotada com silica quimicamente
ligada a grupo octadecilsilano (0,5 pm),
mantida a temperatura de 25 °C. Fluxo da
fase movel de 1,0 mL/minuto. O tempo de

retencdo € de aproximadamente 3,0

minutos.
Fase mobvel: Preparar mistura de
acetonitrila agua (35:65). Filtrar e

desgaseificar.

Solucéo (1): Pesar 10 capsulas, remover o
conteudo e pesa-las novamente. A partir do
peso médio, pesar a quantidade de po
equivalente a 10,0 mg de hidrocortisona
base e transferir para baldo volumétrico de
50mL. Completar o volume com

acetonitrila agitar e filtrar. Diluir o filtrado



com o mesmo solvente para a concentragao
final de 20 pg/mL.

Solugdo (2): Pesar 10,0 mg de
hidrocortisona base SQR e transferir para
baldo volumétrico de 50 mL. Completar o
volume com acetonitrila, agitar e filtrar.
Diluir o filtrado com 0 mesmo solvente para

a concentracdo final de 20 pg/mL.

Procedimento: Injetar separadamente 25uL
das Solucoes (1) e (2), registrar 0s
cromatogramas e medir as areas dos picos.
Calcular quantidade de C21H300s partir das
respostas obtidas com a Solucdo (1) e

Solucéo (2).

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Em recipiente bem fechado, ao abrigo da

luz e a temperatura ambiente.
ROTULAGEM

Observar a legislacdo vigente.
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