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RESUMO

Morais, M; Estudo da separacdo de glicocorticoides e aplicagcdo em
formulagbes farmacéuticas utilizando eletroforese capilar. 2018. 90p. Tese
(Doutorado) - Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncias. Instituto de Quimica,

Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo.

Estudos envolvendo os glicocorticoides merecem destaque devido a serem
hormoénios responsaveis pela transferéncia de informacdes e instrucdes as células,
desta forma regulando o metabolismo, desenvolvimento, crescimento, fungéo imune
e também auxiliam no controle das fung¢des tanto reprodutivas quanto tecidual. Estes
também sdo sintetizados e amplamente utilizados com finalidade terapéutica —
processos alérgicos, tratamento de doencas autoimunes, em transplantes no pré-
operatorio e/ou pés-operatorio-, devido a sua eficiente agdo como imunossupressores

e anti-inflamatoérios.

Os dois primeiros capitulos deste trabalho exibem uma revisédo da literatura
com foco em consideragcdes gerais sobre os glicocorticoides, metodologias

empregadas na analise destes horménios e fundamentos da eletroforese capilar.

Na sequéncia, o quarto capitulo, mostra a otimizacdo da separagcédo de 17
glicocorticoides utilizando cromatografia eletrocinética micelar devido a alto grau
hidrofébico dos analitos. Para tal, a composicéao do eletrélito consistiu em 20mM de
tetraborato de sédio (pH=9.3) e 30 mM de dodecil sulfato de sédio (como surfactante),
e a interacdo soluto-micela e, portanto, retencédo do soluto, foi manipulada com a
adicdo (volume/volume) de solventes organicos na composicdo de até 20%
acetonitrila (ACN), 20% etanol (EtOH) e 1% tetrahidrofurano (THF), a qual se baseia
num modelo de desenho de misturas (totalizando dez diferentes eletrdlitos), e através
desta abordagem um 6timo de separacao foi obtido (13,3% EtOH, 3,3% ACN e 0,17%
THF). A melhor condicdo de separacéo foi testada qualitativamente numa amostra de

urina de um voluntario que faz uso continuo de prednisona como terapia corticoidal.

As misturas de solventes estudadas neste trabalho afetam a solubilidade dos

hormoénios na fase aquosa e a estrutura micelar também sofre grande impacto,



principalmente na camada de solvatacdo. O quarto capitulo busca racionalizar tais
efeitos através da obtencao de descritores, e as informacgdes contidas nos descritores
hidrofébicos e hidrofilicos sdo sempre relevantes e contribuem nas correlagdes
encontradas. Obteve trés grupos de comportamento distinto, onde a capacidade
doadora e aceptora de prétons para a realizagédo de ligacdes de hidrogénios foram as
interacBes consideradas as mais relevantes para o comportamento observado da

separacao.

E o capitulo final, apresenta possibilidades de aproveitamento no controle de
gualidade na industria farmacéutica, métodos baseados na injecao e tensao inversas
foram propostos a fim de ganho de tempo de analise (maximo de 5 minutos), estes
foram validados seguindo o protocolo preconizado pela ANVISA (Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria) nos parametros: precisdo, exatiddo, seletividade, linearidade,
limites de deteccao e quantificacao e robustez; e aplicados na quantificacdo de quatro
(diferentes formulagGes comerciais contendo glicocorticoides (prednisona 20 mg,
betametasona 4 mg, furoato de mometasona 200 mcg e dipropionato de

beclometasona 200 mcg).

Palavras-chave: esteroides, glicocorticoides, eletroforese capilar,
cromatografia eletrocinética micelar, otimizacdo de separacdo, formulacéo

farmacéutica.



ABSTRACT

Morais, M. Study of the separation of glucocorticoids and application in
pharmaceutical formulations using capillary electrophoresis. 2018. 90p. PhD
Thesis - Graduate Program in Chemistry. Instituto de Quimica, Universidade de Sao

Paulo, Sao Paulo.

Studies involving glucocorticoids deserve to be highlighted because they are
hormones responsible for the transfer of information and instructions to cells, thus
regulating metabolism, development, growth, immune function and also assist in the
control of both reproductive and tissue functions. These are also synthesized and
widely used for therapeutic purposes - allergic processes, treatment of autoimmune
diseases, in preoperative and/or postoperative transplants - due to their efficient action

as immunosuppressants and anti-inflammatories.

The first two chapters of this paper present a review of the literature focusing
on general considerations about glucocorticoids, methodologies used in the analysis
of these hormones and fundamentals of capillary electrophoresis.

Subsequently, the fourth chapter shows the optimization of the separation of
17 glucocorticoids using micellar electrokinetic chromatography due to the high
hydrophobic degree of the analytes. To this end, the electrolyte composition consisted
of 20 mM sodium tetraborate (pH = 9.3) and 30 mM sodium dodecyl sulfate (as a
surfactant), and the solute-micelle interaction and therefore solute retention was
manipulated with organic solvent in the composition of up to 20% acetonitrile (ACN),
20% ethanol (EtOH) and 1% tetrahydrofuran (THF), which is based on a mixture design
model (totaling ten different electrolytes), and through this approach an optimal
separation was obtained (13.3% EtOH, 3.3% ACN and 0.17% THF). The best
separation condition was qualitatively tested in a urine sample from a volunteer who

makes continuous use of prednisone as corticosteroid therapy.

The solvent mixtures studied in this work affect the solubility of the hormones
in the aqueous phase and the micellar structure also has a great impact, especially on

the solvation layer. The fourth chapter seeks to rationalize these effects by obtaining



descriptors, and the information contained in the hydrophobic and hydrophilic
descriptors is always relevant and contributes to the correlations found. It obtained
three groups of distinct behavior, where the donor and acceptor capacity of protons for
the realization of hydrogen bonds were the interactions considered the most relevant
for the observed behavior of the separation.

And the final chapter presents possibilities of use in quality control in the
pharmaceutical industry, methods based on injection and reverse voltage were
proposed in order to gain analysis time (maximum of 5 minutes), these were validated
following the protocol recommended by ANVISA (Brazilian National Agency of Sanitary
Surveillance) in the parameters: precision, accuracy, selectivity, linearity, limits of
detection and quantification and robustness; and applied in the quantification of four
different commercial formulations containing glucocorticoids (prednisone 20 mg,
betamethasone 4 mg, mometasone furoate 200 mcg and beclomethasone

dipropionate 200 mcg).

Keywords: steroids, glucocorticoids, capillary electrophoresis, micellar

electrokinetic chromatography, separation optimization, pharmaceutical formulation.



LISTA DE FIGURAS E TABELAS

Figura 1.1. BioSSINtESE 00S ESIEIOIUES. ......ccvieeiiiieeeee e e e e e e e e s e reaeaeaeeaeaas 20
Figura 1.2. Estrutura genérica dos EStErOIdES. .........ccocviviriiiie e et e e e e e e e s s re e e e e e e e e 21
Figura 1.3. Glandula suprarrenal € cOrtex adrenal..........cc..eeeveeeeiiiiiiiiiiiiieie e e e e e e e e 23
Figura 2.1. Instrumentacao para eletroforeSe Capilar..........cuuevi i e 35

Figura 2.2. Geracao do fluxo eletrosmético (EOF). (a) Geracédo das cargas negativas nas paredes e
cations hidratados na superficie do capilar. (b) Fluxo gerado pela migracéo proveniente do campo
L1 g oT o TR o] [ Tor= Vo [ TP PPPOUPPPRRR 37

Figura 2.3. Representagdo de um fluxo induzido por campo elétrico (eletrosmético) e de um fluxo
induzido por presséo (laminar) e sua respectiva banda...............ccccviviiiic i, 38

Figura 3.1. Solventes organicos utilizados. (A) média de acidez promovida por ligagdes de Hidrogénio;
(B) média de basicidade promovida por ligacdes de Hidrogénio; (&) constante dielétrica..................... 48

Figura 3.4. Otimizacdo da separacdo. Eletrélito base: 30 mmolL-1 SDS 20 mmolL-1 TBS e uma
porcentagem de solvente orgéanico. Misturas ternarias: Solvente Unico: A) 20% ACN, B) 20% EtOH e
C) 1% THF. Mistura binéria: D) 10% ACN + 10% EtOH, E) 10% EtOH + 0,5% THF e F) 10% ACN +
0,5% THF. Condicdo eletroforéticas: tensdo aplicada: +25kV, temperatura constante: 20°C, detec¢éo
UV direta: 257nm, injecdo da amostra hidroniamica: 0,5 psi. Misturas dos glicocorticoides: concentragédo
de 100 mg.L-1 cada (estoque preparado em meio metanol), diluido em 6 mmolL-1 SDS 4 mmolL-1

Figura 3.5. Otimizacdo da separacéo. Eletrolito base: 30 mmolL-1 SDS 20 mmolL-1 TBS e uma
porcentagem de solvente organico. Misturas ternarias: G) 6,7% ACN + 6,7% EtOH + 0,34% THF, H)
13,3% ACN + 3,3% EtOH + 0,17% THF, 1) 3,3% ACN + 13,3% EtOH + 0,17% THF e J) 3,3% ACN +
3,3% EtOH + 0,67% THF. Condicdo eletroforéticas: tensédo aplicada: +25kV, temperatura constante:
20°C, detecgdo UV direta: 257nm, injecdo da amostra hidronidmica: 0,5 psi. Misturas dos
glicocorticoides: concentragao de 100 mg.L-1 cada (estoque preparado em meio metanol), diluido em 6
MMOIL-1SDS 4 MMOIL-1 TBS...ceeieiieiiieiie it e e e e e e e e r e et e e aeesssa s e e eeeeaeeeeesansrnneenneees 55

Figura 3.6. Eletroferogramas do extrato da urina de um voluntario que faz uso continuo de prednisona
(a) e extrato dopado com 50 mg L-1de padrao (D).......ccuueeiieieeeeie e 58

Figura 5.1. Prednisona: injecdo inlet a +25kV e injecdo outlet a -15kV. Eletrdlito: 30 mmol SDS, 20
MMOl TBS € 10%ELOH + 0,59 THF .....c..oiiiitiiie ettt e et seeeseeenae saneens 75

Figura 5.2. Betametasona: injecéo inlet a +25kV e inje¢do outlet a -17kV. Eletrélito: 30 mmol SDS, 20
MMOI TBS € 10%ELOH + 0,5%0 THF......coiiiiiiiieee e e 76

Figura 5.3. Mometasona: injecao inlet a +25kV e injecdo outlet a -21kV. Eletrdlito: 30 mmol SDS, 20
MMOI TBS € L10%ELOH + 0,500 THE ... ..o e e e e e e e e e e e e e e aees e 76

Figura 5.4. Beclometasona: injecao inlet a +25kV e injecao outlet a -21kV. Eletrélito: 30 mmol SDS, 20
MMOI TBS € L10%ELOH + 0,59 THER ... .ooiiiiiiie et 77

Figura 5.5. Linhas de base das amostras placebo para Prednisona, Betametasona, Furoato de
Mometasona e Dipropionato de BECIOMEIASONA. .........ccccvuriiiiieiiee e e s e 79

Figura 5.6. Curva analitica para prednisona. Faixa de concentracdo de 25 mgL-1 a 200 mgL-1.
Eletrdlito: 30 mmol SDS, 20 mmol TBS e 10%EtOH + 0,5% THF. Tenséo -15 kV, injecdo pelo outlet:
0,5 PSi € AELECGAD B 257 MMttt e e e e e e et e e e e e s e s e e b e e e e e e e snnreeeeeeeeeaas 80

Figura 5.7. Curva analitica para betametasona. Faixa de concentracdo de 25 mgL-1 a 200 mgL-1.
Eletrdlito: 30 mmol SDS, 20 mmol TBS e 10%EtOH + 0,5% THF. Tensao -15 kV, injecao pelo outlet:
OBl TN (<] C=Tolox= To = WA 4 o o O TSP P P PP VPPPPTO 81



Figura 5.8. Curva analitica para mometasona. Faixa de concentracdo de 25 mgL-1 a 200 mgL-1.
Eletrdlito: 30 mmol SDS, 20 mmol TBS e 10%EtOH + 0,5% THF. Tenséo -15 kV, injecdo pelo outlet:
OB N o SY =Ko (=] (= Tolox: Lo = WA 4 o] 4 O PP PRRR 81

Figura 5.9. Curva analitica para beclometasona. Faixa de concentracdo de 25 mgL-1 a 200 mgL-1.
Eletrdlito: 30 mmol SDS, 20 mmol TBS e 10%EtOH + 0,5% THF. Tenséo -15 kV, injecao pelo outlet:

O oL R No [ (=T ot or= Lo = WA S 4 ¢ ] o TP EER 81
Tabela 1.1. Efeitos colaterais de hormonios eSterOidaiS. .........c.uieeviiiiiee i 22
Tabela 1.2. Uso terap@uticos de gliCOCOIICOIIES. ......ccoiiiiiieiiiiiie et 24
Tabela 3.1. Estrutura molecular dos glicocorticoides em eStUdO. ..........ooeiiiiiiiiiiiiei i 49
Figura 3.2. Tridngulo de MiStura de SOIVENTES.........oouiiiiiiii e e 52
Tabela 3.3. Valores de C.V. para a apliCagao €M UNNA..........oooiieeiiiiiieeiiee et 58

Tabela 4.1: Efeitos do solvente na separacdo baseada na regressao linear multipla do fator de

retenGao, |0g K, VEISUS GESCHITOIES. .. .. .. iiiiiiiieee ettt e e ettt ee e e e e e e s et bbb e e e e e e e e e e s ereeaaeaeaeeaaaan 65
Tabela 5.2. Limite de deteccéo e limite de quantificacdo para glicocorticoides.............ccccuvveeeeernniinnnnee 82
Tabela 5.3. Valores de desvio padréo relativo para a repetibilidade.............cccoooiiiiiie 82
Tabela 5.4. Valores de desvio padréo relativo para precisSao intra-enSaio............oovuvveeeeeereeeeeeiiiiiieenes 83
Tabela 5.5. Método de validagédo referente a exatidao (teste de reCuperacao) ..........ccoeevvvveeeninereeeennnn, 84

Tabela 5.6. Resultados das determinagdes de glicocorticoides em amostras comerciais...................... 84



ACN
ANVISA
AOAC
CE
DM_hybZ
DNA
ELISA
EOF
EtOH
GC
HPLC
INMETRO
LD
LDOS
LOO

LQ
LSER
MaxcH
MC
MEKC
MeOH
MS
NaOH
P/PI

Pl
QSRR
RDC
RelacO
RelaTcO
RelatmO

LISTA DE ABREVIATURAS E SILGLAS

Acetronitrila

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
Association of Official Analytical Chemists
Eletroforese Capilar

Componentes do Dipolo,

Acido desoxirribonucléico

Ensaio de Imunoabsorcdo enzimatica
Fluxo eletroosmoético

Etanol

Cromatografia Gasosa

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia
Limite de Deteccéao

Densidade Local de Estados

Leave one out

Limite de Quantificacéo

Linear Solvation Energy Relationships),
Maxima Carga de Hidrogénio,

Micela

Cromatografia Eletrocinética Micelar
Metanol

Espectrometria de Massas

Hidréxido de Sédio

Razao Padrao/Padréo Interno

Padréo Interno

Quantitative Structure—Retention Relationships
Resolucéo da Diretoria Colegiada

Somatéria de Cargas de Oxigénio Sobre a Area de Oxigénio

Somatéria de Cargas de Oxigénio Sobre a Area Total da Estrutura

Area Relativa de Oxigénio de Maxima Carga Miilliken



RIA
ScH
SD
SDS
SiO
SiOH
SmaH
SmO
SrcH
SrcO
SrmH
SrmO,
TBS
THF
USP
UV/Vis

Radioimunoensaio

Somatéria de Cargas de Hidrogénio

Desvio Padrao das Respostas

Dodecil Sulfato de Sodio

Silanoatos

Silanois

Somatéria de Carga Mulliken Vezes Area de Hidrogénio,
Somatoria de Carga Mulliken de Oxigénio

Somatoria Relativa de Cargas de Hidrogénio
Somatoéria Relativa de Cargas de Oxigénio

Somatoéria Relativa de Cargas Mulliken de Hidrogénio
Somatoria Relativa de Cargas Milliken de Oxigénio,
Tetraborato de Sodio

Tetrahidrofurano

United States Pharmacopeia

Ultravioleta/Visivel



SUMARIO

CAPITULO I: GLICOCORTICOIDES..............oveeeeeceeseeeeseeeeeseeeseeseesseeseseses s s senes s eeenenes 19
1. ESTEROIDES ...ttt ettt ettt h e ekt e e bttt e e sabe e e e aabe e e e asbe e e e sabeeeeanbaeaean 20
1.1. Estrutura e Propriedades ........cccooiiiiiiiiiiie e 21

2. GLICOCORTICOIDES ...ttt ettt e et e ettt e sttt e e etae e e s nneeaeaneeaeanteeaeaneeaesnneeeas 23

3. ANALISE DE CORTICOIDES.......cociiitieiiiie ettt sttt st e sbe e e snn e e s snnee s 25

4. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......coiiiiiiiiiietieieisis ettt 27
CAPITULO ll: ELETROFORESE CAPILAR..........ooomieeeeeeeeeeseeseeeseseseeesesesesessess s seeseeenenes 34
1. FUNDAMENTOS ..ttt ettt ettt ettt ettt skt e e skt e ekttt e e sabe e e ek be e e e abbe e e e snbeeaeanbeeaen 35
1.1, FIUXO €letrOSMOLICO ...vviiiiiiie ittt 36

1.2. Mobilidade eletroforétiCa......cccoivieiiii it 38

2. CLASSIFICAGAO ...ttt 40
2.1, 1S0tacofOreSe Capilar.....ccouuuiiiiiiiiiiiieei e 40

2.2. Eletroforese Capilar €M Gel ...t 41

2.3. Eletroforese Capilar de ZONa ...ttt 41

2.4, Eletrocromatografia Capilar.......cccoouuveiiieiiiiiiiiie e 41

2.5. Cromatografia Eletrocinética MiCelar...........coceeiiiiiiiiiiiieiieee e 42

3. REFERENCIAS ..ottt ettt ettt ettt ettt a ettt s ettt n s 43
CAPITULO lll: ESTUDO DA SEPARAGAO DE GLICOCORTICOIDES VIAMEKC .................... 47
1. INTRODUGAO .......ocoiiieeeeieteeeee ettt ettt ettt s e et e et te s ese et aae s etensana 48

2. OBUIETIVO ittt ettt hb e e okt e e et bt e e e b b e e e e b b e e e et b e e e e bne e e earee s 50

3. PARTE EXPERIMENTAL ..ottt ettt 50
3.1, EqQUIPAmMeNt € MELOUO.......uuiiiiiiiiiiiie ettt 50

B 2. REAGENIES ..t 51

TR J - To [ £ L= TSP RPPRRR 51

I S 1= 1 o ] 11 o SO U TSP UU PR PP 52

4. RESULTADOS E DISCUSSOES......ccciiiicieiieiieieeeee ettt 53

4.1. Comportamento Eletroforético e Efeito do Solvente .........ccocveeiiiiiiienn, 56



V237 AN o] [ ox=Tod=To Mo [ B 1 1] o o Lo B RO PPPTPRTPPRRR 57

5. CONCLUSAO ...ttt ettt ettt n et en e 59
B. REFERENCIAS ......ooiititieiieietetee ettt sttt sttt b et bbb sens 60
CAPITULO IV: QSRR - APLICADO A GLICOCORTICOIDES...........cccoeverereeerreeerreererererenene. 61
1.1. QSRR e 0S HOrmonios EStEroidais ....cceeeieeeeiiiiiiiiiiiiiiie e 62

2. OBUIETIVO .ottt ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt 63
3. PARTE EXPERIMENTAL ....oovvieeeeeeeee ettt ettt ettt es e an e st es et an s an e an e 64

4. RESULTADOS E DISCUSSOES......cocuiueteuceeeetcecteeeeeeeeeeeeeeeseeeeeaesessaeaeaeeaeses s s nssennanans 64
5. CONCLUSAO ..ottt ettt ettt bt s st 67
B. REFERENCIAS ..ottt ettt ettt ettt st e s et e e st eneesesessaae s atennaans 68

CAPITULO V: DESENVOLVIMENTO DE METODO PARA ANALISE DE GLICOCORTICOIDES

EM FORMULAGOES FARMACEUTICAS ... eeereveserereresesene 70

[N 270 510 07:X @ TR 71
b @ = N 1 = I Y TR 72
3. PARTE EXPERIMENTAL ....ctitiiite ettt ettt ettt e e s sttt e e e s sttt e e e e s snntnaeeaessnnnsnneeaaeas 72
3.1, CondigBes iNSTTUMENTAIS ...uvvviiiiiiieiiieiee e r e e e e e e e e e e e 72

3.2, SOIUGDES ettt e e 73

1R T 1 1= 1 o] ) (o T PRSP 73

I S = (o [ {0 LY OO P PP PPPPPPRPRPR 73

3.5, CUrva de CaliDraga0 .......uuuueeeiiiiieiiiiiee e 74

4. RESULTADOS E DISCUSSOES.......coictiecteeeteeeeeeee et es s ses s eneaeenaaens 74
4.1. Desenvolvimento dO MELOTO .....uuuuiiiiiiiiiiiiiiicieeeee e 74

4.2, Validag80 A0 MELOUO .. .uuuiiieiiiiiiiiiee ettt e e e e st e e e e e s nabaeeeeeeaane 77

4.3, ANAIISE i a e e eeaeeaane 84

5. CONCLUSAOQ ...ttt ettt 85

B. REFERENCIAS ....coooiivitieeeieeetetee ettt ettt ettt ettt ettt et ss s etesenis 86









CAPITULO I

GLICOCORTICOIDES



1. ESTEROIDES

Hormonios esteroides estdo naturalmente presentes nos animais e sua

biossintese tem o colesterol como seu precursor, podendo este ser consumido na

dieta ou produzido no organismo por reacdes que ocorrem no reticulo endoplasmatico

e nas mitocOndrias; e sendo necessario para a constru¢cdo e manutencdo das

membranas celulares; transporte e sinalizagéo celular; e metabolismo de vitaminas

lipossoluveis (A, D, E e K).

Partindo do colesterol (Figura 1.1), a formacao dos diferentes tipos de

horménios necessita de diferentes classes de enzimas (redutases, desmolases e

aromatases, por exemplo) e estas rea¢fes bioquimicas ocorrem no coértex adrenal,

nos ovarios, na placenta e nos testiculos -3,

1)z 20-22-desmalase
(2): 3 PHSB A5 somerase

Eugpa reguleda pefo ACTH
(1) fwia ANiPciclics)

COCH, COCH,

1)

Pregnenaloni

]
170H-pregnenaloni HY

]L’I}

SOICH

170H-progesterona

“OCH;OH ""i
AFH

21 B0

Estrona

1-desmxicrtisnl

1 -desoricorticosterona

COCH,0H

OCHOH LoV H

ol DH

1p-0on OCHOH

Cartisal

o o
Corlicosterona

Aldosteronn

1 3B-Des

(5)17 B-HSD
{6): Arpmatise

13017 @-hidrovilase (70 5 Eeredutise
{40z 17-20-desmalase {8): 3 @-H5D
Colesteral DHEAS

ll

15}
DHEA HiY
Andrastenoadial

1
L] l @ UH

4]

Andrastenodion

Testostervna

o ® l OH

Estrmlial

H¥

H
5@ e 5 Poandrostanodial

-
HO

H S5@esBDHT

i H

L4

andresierona
e
elivcolanolona

Figura 1.1. Biossintese dos esteroides.
Fonte: Revista Brasileira de Medicina do Esporte?.

! Disponivel em: http://www.scielo.br/img/revistas/rbome/v9n1/a04f01.gif; acesso em Maio de 2018.
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1.1 Estrutura e Propriedades

Os esteroides apresentam um anel tetraciclico ABCD (Figura 1.2) chamado
de nucleo esteroide (peridro-1,2-ciclopentanofenantreno), ao qual podem existir
grupos funcionais especificos ligados ao centro esteroidal (hidroxi, ceto, aldeido,
halogénio e ainda uma funcéo fendlica no caso dos estr6genos que possuem o anel
“A” sendo aromatico) e de acordo com o numero grupos total de atomos de carbono

na sua estrutura séo divididos em seis grupos 34:
- C17 (Gonanas): Gonana (sendo o nucleo esteroide propriamente dito);
- Cis (Estranas): Estradiol e Estrona,;
- C19 (Androstanas): Androsterona;
- C21 (Pregnanas): Progesterona e Cortisol;
- C24 (Cholanas): Acidos Biliares;
- C27 (Cholestanas): Colesterol.

Sistematicamente os nomes dos esteroides foram definidos pela IUPAC —
Comissao em Nomenclatura de Compostos Organicos e pela IUPAC-IUB - Comissao

Nomenclatura Bioguimica [6-9,

Figura 1.2. Estrutura genérica dos esteroides

Estes compostos merecem destaque devido a serem responsaveis pela
transferéncia de informagcdo e instru¢cdes as células, desta forma regulando o
metabolismo, desenvolvimento e crescimento, e também auxiliam no controle das
fungbes tanto reprodutivas quanto de alguns tecidos 1914, S3o sintetizados e

amplamente utilizados com finalidade terapéutica — processos alérgicos, reposi¢cao
21



hormonal, anticoncepcionais, tratamento de doencgas autoimunes, em transplantes no
pré-operatorio e/ou pos-operatério, devido a sua eficiente acdo como
imunossupressores e anti-inflamatérios 1518 — contudo se ministrados de maneira

incorreta, podem trazer severos efeitos colaterais (Tabela 1.1).

Tabela 1.1. Efeitos colaterais de hormdnios esteroidais 9.

Cardiovasculares Geniturinarios
Alteracdes no perfil lipidico Ginecomastia
Pressao arterial elevada Mudancas de libido
Diminuicéo da fungdo miocardica Homens
Dermatoldgicos Decréscimo de espermatozoides
Acne Diminuicdo do tamanho testicular
Calvice Mulheres
Psicolégicos Clitoromegalia
Depressdo Irregularidades menstruais
Agressividade Masculinizacéo

Mudancas de humor

Os hormoénios esteroidais desempenham biologicamente funcfes essenciais

e de acordo com elas sao classificadas em:

)  Hormoénios sexuais: a) prostagenos, onde se tem a progesterona como
principal esteroide, e este tem papel essencial na gestacdo, onde além de
preparar o Utero para receber o Ovulo fecundado é responsavel pela
manutengdo do mesmo; b) androgenos, tendo como principal representante a
testosterona, denominada como anabolizante natural, e responsavel pelas
caracteristicas masculinas, controle da libido, crescimento de tecidos e
manutencdo do metabolismo de proteinas; e c¢) estrégenos, sendo estradiol,
estriol e estrona o0s principais, e tais hormbnios sdo responsaveis pela
manutencao e desenvolvimento do sistema reprodutor feminino, assim como
sdo os determinantes das caracteristicas sexuais femininas secundarias

(mamas e distribuicdo de gordura, por exemplo) [1-3.6:10-12, 201,
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II)  Mineralocorticoides: aldosterona € o hormdnio que merece destaque, e
estes agem como reguladores eletroliticos, da presséo arterial; da volemia e
pH do sangue [1-3:6:10-12],

[lI) Glicocorticoides: o cortisol é considerado o mais importante, sustentando
e regulando as fungbes metabdlicas, imunolégicas, homeostaticas,
cardiovasculares, anti-inflamatorias, e também regulando os niveis de acucar

sanguineo e glicogénio hepatico [6:10-12.15.16]

GLICOCORTICOIDES

Os glicocorticoides sé@o naturalmente sintetizados pelo cortex adrenal, parte

mais externa da glandula suprarrenal (adrenal), a qual fica localizada sobre os rins

(Fig 1.3); e sdo compostos de enorme importancia fisiolégica e para a manutencgéo de

varios 6rgdos, devido a sua participacdo em mecanismos homeostaticos 1. A

hidrocortisona (cortisol) é o principal glicocorticoide e é produzido por volta de

10mg/dia deste composto, sendo esta metabolizada pelo figado 221,

Carlex E};Sj} Medulla

Cut=secuon of wdrenal gland Lefi adrenal
L2ET BOrSTE

Right adrenal tland

gland

Lefi kidney

Right kidney

Figura 1.3. Glandula suprarrenal e cortex adrenal.
Fonte: Adrenal Fatigue?.

2Disponivel em: https://www.adrenalfatigue.co.nz/adrenal-gland-function/ ; acesso em Maio de 2018.
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Em particular, merece destaque nesse grupo de horménios a sua grande
capacidade anti-inflamatoria, e isso se deve a sua lipossolubilidade, possuindo assim
a aptiddo de permear a membrana celular por difusdo passiva e se ligarem aos
receptores citoplasméaticos, e assim migrar para o nucleo e desta forma sendo
capazes de interagir com o DNA e regular/suprimir/ativar diferentes genes mediadores
do processo inflamatorio, seja pelo envio de citocinas, moléculas de adeséo (as quais
recrutam ceélulas imunologicas para a regido inflamada) ou a sintese de enzimas
induziveis 2223, Devido a esta caracteristica os glicocorticoides sdo amplamente
utilizados para fins medicinais, e a sintese de analogos utilizando o cortisol como base,

gue potencializem essa acdo, sdo comuns na industria farmacéutica 4.

Os glicocorticoides tornaram-se um pilar clinico para o tratamento de numerosas
doencas inflamatérias e autoimunes. E devido a suas profundas acoes
imunomoduladoras, sdo um dos grupos de medicamentos mais prescritos no mundo
e movimenta um mercado de cerca de US$ 10 bilhdes por ano 4. A tabela abaixo

mostra 0s usos mais comuns da terapia glicocorticoide.

Tabela 1.2. Uso terapéuticos de glicocorticoides.

Condicdes Alérgicas Doencgas Imunomediadas
Anafilaxia Anemia Hemolitica
Asma Artrite Reumatica
Dematite Dermatopatia
Rinite Lupus Eritematoso Sistemico

Desordens Metabdlicas
Hipoadrenocorticismo

Miopatia

. . Trombocitopenia
Hipercalcemia

Hiperparatiroidismo

Inflamacéo Transplante
Inflamacéo do Sistema Nervoso Central Imunossupressores

Apesar dos evidentes beneficios da terapia com glicocorticoides, existe a
necessidade de usa-los com cautela, devido aos severos efeitos colaterais que estes
compostos trazer, tanto a curto quanto a longo prazo. A duracao, dosagem, regime de
dosagem, escolha do farmaco apropriado, seu modo de aplicacdo depende da

situagdo clinica e ter em conta a relagao risco-beneficio 40,
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Efeitos colaterais de corticoides 4041l

- Pele: estrias, cicatrizacdo tardia de feridas, dermatite perioral, eritema,

teleangiectasia, hipertricose;
- Osseomuscular: atrofia, miopatia, osteoporose, necrose 0ssea;
- Olhos: glaucoma, catarata;

- Sistema nervoso central: distirbios de humor, comportamento, memoria e

cognicao, psicose, atrofia cerebral;

- Sistema enddcrino: diabetes, atrofia adrenal, retardo de crescimento,

puberdade tardia, retencao de sais;
- Sistema cardiovascular: hipertenséo, trombose, vasculite;

- Sistema imunolégico: maior risco de infec¢des oportunistas, reativacao de virus

latentes;
- Gastrointestinal: Ulcera peptidica, pancreatite, sangramento gastrointestinal;

Os efeitos colaterais ocorrem com diferentes prevaléncias, em diferentes
orgaos, e depois de diferentes duraces da terapia. O grau de severidade pode ser
de aspectos mais estéticos, como inchago, a situacdes até mesmo fatais, como

hemorragia gastrica, por exemplo 10411,

Visto que tais complicagbes podem surgir, existe a necessidade do
desenvolvimento de novas substancias com efeitos colaterais reduzidos, assim como
o desenvolvimento de métodos de analise para controle tanto de qualidade dos
farmacos comercializados, como da dosagem terapéutica em pacientes de uso

continuo.

3. ANALISE DE CORTICOIDES

Os imunoensaios sdo amplamente utilizados na analise de esteroides,
técnicas imunoldgicas sdo atraentes por causa da simplicidade e velocidade. Estes

sdo baseados na revelacédo interacdo antigeno-anticorpo, a reacdao pode ser por
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radiacdo utilizando um isétopo de marcador (radioimunoensario — RIA) ou
imunoenzimatico (enzyme linked immunosorbent assay — ELISA). Em contrapartida
neste tipo de analise se consegue identificar somente um horménio por vez,
aumentando custo e tempo do ensaio, além deste fato, existe a dificuldade de
obtencado dos anticorpos especificos (visto que os esteroides sdo muito similares em
sua estrutura) e pode haver casos de reacdes cruzadas, assim mascarando 0s

resultados #1471,

Para os testes de confirmacdo, técnicas cromatograficas, tais como
Cromatografia Liquida e Cromatografia Gasosa, acopladas a Espectrometria de
Massas s&o requeridas. Tais abordagens requerem operadores qualificados,
instrumentacdo complexa, cuja manutencédo é relativamente cara, e muitas vezes as

amostras necessitam de derivatizacdo antes da injegdo 8-51

A Eletroforese Capilar tornou-se uma alternativa para os métodos de
Cromatografia Liquida e Cromatografia Gasosa devido as suas caracteristicas de
desempenho vantajosas (eficiéncia elevada, elevado poder de resolucéo, e tempo de
andlise curto), baixos custos de funcionamento, e rapido desenvolvimento de método.
Além disso, Eletroforese Capilar requer um pequeno volume de amostra (injecdo é da
ordem de poucos nano litros), e trabalha com eletrdlitos aguosos preferencialmente,
aditivados com uma grande variedade de compostos modificadores de fluxo ou da
mobilidade do analito. A determinacédo de esteroides, no ambito farmacéutico e de
fluidos corporais, representa uma das areas de interesse de aplicacdo da Eletroforese

Capilar [2-55],

A maioria dos esteroides sdo moléculas neutras, assim, tanto cromatografia
eletrocinética micelar como eletrocromatografia capilar sdo os modos recomendados
de Eletroforese Capilar para iniciativas de desenvolvimento de meétodos. Varios
métodos EKC para esteroides tém sido descritos na literatura e a determinacéo de
esteroides na urina é a mais evidenciada. Geralmente a deteccdo é realizada por
absorcdo no UV-VIS, embora necessidade de derivatizacdo ter sido relatado na
literatura. Os esteroides também tém sido utilizados como compostos modelo em uma
série de outras abordagens que envolvem lipossomas e em estudos fundamentais,

visando a determinacdo de constantes de associag&o [°6-63],
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CAPITULO II;
ELETROFORESE

CAPILAR



1. FUNDAMENTOS

A eletroforese capilar é uma técnica de separacao que se baseia na migracéo
de particulas ou moléculas sob a influéncia de um campo elétrico, para a realizacdo
deste fendmeno € necessaria a presenca de um meio condutor e a capacidade de as
espécies se ionizarem M. Por se tratar de uma técnica com uma simplicidade
instrumental, mecanismos de separa¢ao diferenciados (podendo ser aplicada em
compostos de diferentes classes) através da associagdo de eletrolitos especificos e o
uso de uma unica coluna capilar, a técnica avancou consideravelmente e atraiu a

atencdo de muitos cientistas apés a década de 80 2.

O fenbmeno de separacgdo desta técnica ocorre num tubo capilar (comumente
de silica fundida) com diametros internos microscépicos (10 — 100 um) e o
comprimento variando de acordo com a aplicabilidade, tendo relatado na literatura
comprimentos de 40 a 100 cm. O capilar € preenchido com eletrdlito e conectado a
recipientes que contém o mesmo eletrélito interno do tubo; nestes recipientes sao
conectados os eletrodos responsaveis pela aplicacdo de uma alta diferenca de
potencial (podendo chegar a até 30kV) que é a responsavel pela migracdo dos
constituintes do meio, e estes migram em direcdo contraria a sua carga Bl Existe a
necessidade de manter o capilar em temperatura constante, buscando assim
minimizar os efeitos térmicos, pois estes mudam a viscosidade do meio e alteram os
resultados esperados; para este fim entre as possibilidades de termostatizar o sistema
existem a de circulacio de ar ou de liquido através do cartucho contendo o capilar 1.

Um esquema simplificado é apresentado na Figura 2.1.

FONTE DE ALTA TENSAO CAPILAR JANELA DE DETECGAO

AMBIENTE TERMOSTATIZADO

ELETRODO —
RESERVATORIO PARA SOLUGCAO

Figura 2.1. Instrumentacédo para eletroforese capilar.
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O uso do capilar oferece muitas vantagens, como dissipacdo de calor gerado
pela corrente elétrica devido aos fatores geométricos (relacéo area superficial frente
volume ser elevada), alta resisténcia a elevados campos elétricos, resultando em
separacdes mais eficientes (geralmente superando 10° pratos teéricos), tempos de
andlise curtos, consumo de amostras na faixa de nano litros e minima geracao de

residuos (69,

Apesar de mais comumente ser utilizada a deteccdo via UV/Vis,
preferencialmente com arranjo de diodos, pois este tem a vantagem da analise em
diferentes comprimentos de onda, podem ser utilizados diferentes tipos de detectores
na eletroforese capilar, por exemplo: fluorescéncia, condutividade, amperométrico,

espectrometria de massas, etc. 1%

Podendo ser de forma hidrodindmica ou eletrocinética, a insercdo da amostra
no capilar é geralmente no sentido do anodo. Na sequéncia é aplicada a diferenca de
potencial, o qual gera um campo elétrico que faz com que as espécies se
movimentem, e a velocidade deste movimento depende primariamente da carga do
composto, seguida de deu volume 4. Para melhor elucidagdo do mecanismo de
separacao da eletroforese capilar € necessaria uma compreensdo acerca dos dois
fendbmenos que regem a separacdo; o fluxo eletrosmético e a mobilidade

eletroforética.

1.1. Fluxo eletrosmético

Este fenbmeno tem origem na parede interna do capilar de silica fundida, pois
ocorre a ionizagao dos grupos silandis (SIOH) a silanoato (SiO") quando o pH supera
3; se trata de um fendbmeno eletrocinético provocado pelo campo elétrico e pela carga
da camada de silanoatos. Os silanoatos atraem o0s cations presentes no eletrolito,
formando uma camada pseudo-estacionaria, a qual busca estabilizar a carga negativa

da superficie capilar (2,

Devido ao excesso de carga negativa, uma segunda camada se forma,
denominada camada Stern, composta por uma fase fixa e uma moével, e desta ultima
devido a acdo do campo elétrico ocorre a migracédo destes cations externos a dupla

camada, e sdo atraidos ao cétodo, devido a sua solvatacdo, ocorre o arraste do
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volume total da solucéo 314, além disso, a magnitude do fluxo depende do eletrdlito,

pH e demais condicdes utilizadas nas separacdes 1418, a Figura 2.2. demonstra tal

efeito, o qual gera este fluxo.

ANODO

(a) CAMADA FIXA ____0
CAMADA MOVEL © © [+] ©

(l'.)® ‘0@ 6@ (‘)@ 0@ 0@
(+) © (+]
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(b)
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o]
[0]+]
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¢ © o © ¢ ¢ e o © ¢ © o o
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| |
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Figura 2.2. Geracdo do fluxo eletrosmético (EOF). (a) Geracdo das cargas negativas nas paredes

(SiO") e cations hidratados na superficie do capilar. (b) Fluxo gerado pela migracdo proveniente do

campo elétrico aplicado.

Uma importante caracteristica da eletroforese capilar é que o fluxo

eletrosmotico apresenta um perfil radial linear de velocidade, e isto difere de outros

métodos cromatograficos, os quais apresentam um perfil parabdlico, provenientes do

fluxo laminar, que é induzido exclusivamente pela presséo aplicada para a separacao

e este feito esta diretamente ligado a alargamentos de bandas (Figura 2.3.) gracas a

esta particularidade, a eletroforese capilar adquire uma maior eficiéncia se comparado

as outras técnicas cromatogréaficas 6,
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/\

FLUXO ELETROOSMOTICO FLUXO LAMINAR

Figura 2.3. Representacao de um fluxo induzido por campo elétrico (eletrosmético) e de um fluxo

induzido por pressao (laminar) e sua respectiva banda.

A velocidade do fluxo eletrosmético (v, ) € dado por:

&(E
47N

1)

Vosm =

Onde:

E: campo elétrico

€: constante dielétrica do eletrolito
(: potencial zeta

n: viscosidade do eletrdlito

A mobilidade eletroosmética (U,sm) depende exclusivamente das

caracteristicas do eletrélito e ndo depende do campo elétrico aplicado.

&§

Hosm = E (2)

1.2. Mobilidade eletroforética

Sob a influéncia de um campo elétrico (£), uma forca eletrostatica (#e) faz com

gue o eletrdlito no interior do capilar tenha seus ions atraidos em direcéo aos eletrodos

com cargas opostas (g).

F, =qE (3)
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Conforme o ion vai acelerando, chegando a uma velocidade (v) partindo do
estado de equilibrio, surge a for¢a que tende a retarda-lo, chamada de forca

friccional (£, e esta pode ser expressa por:
Fr = 6mnrv  (4)
Onde:
n: viscosidade da solugéao
r. raio da espécie

v:velocidade do ion na solucao

Chegando no estado de entre as duas for¢as Fe e Fr 0S ions passam a mover-
se com uma velocidade constante, dada por:

Ver = HerE (5)
Onde:
ver. velocidade eletroforética
wer: Mobilidade eletroforética

E: campo elétrico

A constante [.r € analoga a Wy, portanto ao combinar-se as equacdes 3-5,

obtém-se a seguinte relacéo:

pep = ——=-L (8)

é6nnr E

A velocidade do soluto é influenciada pelos parametros de fluxo eletrosmético

e mobilidade eletroosmoética. E a velocidade observada, ou total, € dada por:
Vtot = Ver T Vosm (7)

A mobilidade aparente (u,,) € outro fator importante, e considera a contribui¢ao
da mobilidade do fluxo eletrosmaético (u,s,) € da mobilidade eletroforética (ur) dos

ions. E € dada por:
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Heot = Her + Hosm (8)

Todos os parametros podem ser calculados experimentalmente por:

= Lget Laet _ _ LdetLtot (9)
Viot  Vef+Vosm  (Hef+Hosm)V
Onde:
t. tempo de migracao
Laer: comprimento do capilar até o detector

L. comprimento total do capilar

V: tensdo aplicada

2. CLASSIFICACAO

Sao varios os modos de operacao da eletroforese capilar, e gracas a estes, a
versatilidade da técnica a faz aplicavel em diferentes meios e analitos, cada qual com

sua particularidade.

2.1. Isotacoforese Capilar

A isotacoforese capilar consiste em confinar o soluto entre eletrélitos de
propriedades distintas. O primeiro eletrélito possui a mobilidade mais alta que
gualguer componente da amostra, e este € denominado eletrdlito lider, jA o segundo
eletrélito, denominado terminador, ocupa a outra parte do capilar, e este possui a

mobilidade ibnica menor que qualquer componente da amostra.

Ao aplicar o potencial, cria-se um estado estacionério, onde os solutos formam
zonas, e estas migram com velocidade constante e formam bandas de acordo com os
valores decrescentes de mobilidade. A limitacdo deste modo é que se trata de uma
técnica focada em separacdo de ions com a mesma carga, entdo se subdivide em

isotacoforese anidnica e isotacoforese catidnica para as aplicacdes 71,
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2.2. Eletroforese Capilar em Gel

Pode-se comparar esta abordagem com a classica eletroforese em placas,
mas sendo mais eficiente para quantificacdo, podendo haver automatizagdo do

processo e menor tempo de analise.

Esta técnica se baseia em preencher o capilar com uma matriz polimérica, e
a separacao se da pelo impedimento do percurso dos analitos devido a diferencas de
tamanho relativo, processo denominado peneiramento. Ela se aplica em moléculas
ibnicas de alta massa molecular, tais como fragmentos de DNA, proteinas,

oligonucleotideos, etc. [18]

2.3. Eletroforese Capilar de Zona

Considerada a mais universal das formas de eletroforese e também é
conhecida como eletroforese capilar em solucdo livre. Neste modo, os analitos
carregados se movem no capilar, passando pela janela de deteccdo em zonas
distintas, e isso se deve a separacdo ser promovida pela diferenca da mobilidade
eletroforética de cada composto presente na amostra. Os fatores fundamentais para
a separacéao neste caso sdo a homogeneidade da solugéo tampé&o, o pH do meio, a
forca idnica e a relagdo volume/carga do analito [1719, As aplicacdes deste tipo de
eletroforese capilar se concentram em compostos carregados e/ou compostos que

possuem diferencas significantes no volume molecular [*7].

2.4, Eletrocromatografia Capilar

A eletrocromatografia capilar se baseia na migracdo de uma fase movel
conduzida pelo fluxo eletrosmético pelo capilar e no uso de fases moveis e
estacionéarias tipicas da cromatografia liquida; e assim fornece interacdes que
promovem a separacao. Pode-se concluir que trata de uma técnica hibrida, unindo a
alta eficiéncia da eletroforese capilar com a alta seletividade da cromatografia liquida

de alta eficiéncia 29,
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Devido ao perfil radial do fluxo eletrosmético, a eletrocromatografia capilar
oferece eficiéncias maiores quando se trata de compostos carregados que a
cromatografia liquida, que possui um perfil laminar de fluxo, pois une as caracteristicas
eletroforéticas com os efeitos de particdo da cromatografia liquida; e para compostos

neutros as duas técnicas tem seletividade muito similar 2122,

2.5. Cromatografia Eletrocinética Micelar

Esta técnica € baseada no mecanismo de particdo do soluto entre duas fases:
a fase micelar e a fase aquosa (tampéao) e essas fases se movimentam com diferentes
velocidades de acordo com o transporte eletroforético. Neste meio os compostos com
carga, sao separados baseados na diferenca da mobilidade eletroforética assim como
na diferenca de distribuicdes entre as fases, ja 0s neutros sdo separados pelas
diferentes distribuicdes entre as fases. O dodecilsulfato de sédio e o brometo de
cetiltrimetilaménio sdo o0s tensoativos mais empregados na cromatografia

eletrocinética micelar 6231

Ao utilizar o dodecilsulfato de sédio como tensoativo, a ordem de migracéo €
inversa ao se comparar ao modo de zona, pois existe repulsdo eletrostatica entre o
tensoativo e os anions presentes na amostra. Moléculas neutras podem ser separadas
por MEKC em funcéo da hidrofobicidade. Os cétions sao retidos mais fortemente no
capilar devido a atracao eletrostatica entre as micelas do dodecil sulfato de sédio e a
carga positiva do ion. E por fim, compostos muito hidrofébicos permanecerdo o tempo
total de corrida no interior das micelas, sendo com elas eluidos. Assim, ordem de
eluicdo dos componentes sera primeiramente o fluxo eletrosmotico, seguido pelos
solutos (onde a ordem de eluicdo dos mesmos é determinada pela particdo que

apresentam pela micela) e finalmente, a micela 2324,

O coeficiente de distribuicdo e as velocidades da solucdo e da micela séo os
fatores determinantes da velocidade de migracdo dos compostos neutros. O analito
gue nao interage com as micelas migra com a velocidade da solucéo (velocidade
eletroosmotica), enquanto que, o totalmente incorporado na micela migra com a

velocidade da mesma, ja os analitos que estado parcialmente incorporados sofrem
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ambos os efeitos; e gracas a isso pode-se estabelecer uma ordem de migracao

baseada na contribuicdo de cada tipo de velocidade sobre o movimento do analito[?%],

O tempo de migracéo de um soluto neutro (&) é dado pela equacao:

1+k
t, = 1+k_t—0t0 (20)
tme

O tempo que um soluto nao retido atravessa a coluna capilar até o detector é
tp, enquanto o tempo que uma micela percorre 0 mesmo caminho é ¢, definindo entéo
um intervalo finito para os solutos retidos na solugéo, e por fim ktrata-se do fator de
retencdo de um soluto. Os tempos podem ser determinados experimentalmente,
assim, pode-se obter através de dados experimentais o valor do fator de retencéo dos

analitos do meio reajustando a equacéo acima:

frto (11)

" (i)

Os tempos de migracao do fluxo eletroosmético (zs), o tempo de migracdo da

micela (tmc) € o tempo de retencéo (#) sdo determinados pela velocidade do fluxo

eletrosmotico, pela velocidade de migracdo da pseudo-fase micelar e pelas
dimensdes do detector (comprimento até o detector). E para a obtencdo destes

valores experimentais, sado adicionados compostos como marcadores:

- tp:composto neutro hidrofilico que ndo interage com a micela tem a sua

eluicdo com o fluxo eletrosmaotico pode ser usado como marcador eletrosmatico;

- tme: cOMpostos neutros muito hidrofébicos sédo usados como marcadores da
micela, porque, ao serem totalmente incorporados, eluem no mesmo tempo das

micelas;
- t: préprio tempo do analito de interesse.

De uma maneira resumida, as separa¢des sao o resultado da combinacao de
efeitos na diferenca de particdo dos solutos entre as fases micelar e agquosa, assim
como da diferenca de mobilidade de espécies ibnicas, e pode ser controlada
principalmente pela concentragcdo e composicdo quimica do tensoativo e outros

aditivos como solvente organico e agentes complexantes [12:16.26],
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CAPI'TULQ Il:
ESTUDO DA SEPARACAO

DE GLICOCORTICOIDES
VIA MEKC



1. INTRODUCAO

7z

No modo MEKC o parametro de separagdo mais importante € o tipo e
concentracdo do agente tensoativo e no caso, dodecil sulfato de sodio (SDS) é o
tensoativo mais frequentemente utilizado. A interacdo soluto-micela e, portanto,
retencdo do soluto, pode ser elegantemente manipulada pela adicdo de solventes

organicos como aditivos ao eletrélito aquoso contendo a dispersdo micelar [,

Com base no triangulo de seletividade proposto por Snyder 23] foram eleitos
como modificadores os solventes presentes na Figura 3.1. devido a suas diferentes
propriedades de acidez, basicidade e tendéncias polares. Ao usar solventes com
propriedades diferentes, ha uma mudanca no meio micelar, e assim ha possiveis

diferencas nas interagdes dos analitos com a micela.

) &R

Solvente Acetonitrila Etanol Tetrahidrofurano
Formula Molecular C2HsN C2HesO C4HsO

A 0,07 0,37 0,00

B 0,319 0,48 0,481

€ 35,95 24,3 7,58

Figura 3.1. Solventes orgéanicos utilizados. (A) média de acidez promovida por ligacdes de Hidrogénio;

(B) média de basicidade promovida por ligacbes de Hidrogénio; (€) constante dielétrica.

Os 17 glicocorticoides utilizados neste estudo sao apresentados na Figura 3.1.

e podem ser subdivididos em trés grupos com base na estrutura destes compostos:

a) 1 a 10: Estes apresentam no anel A do nucleo esteroide a presenca de
duas ligacdes duplas;
b) 11 a 13: No caso destes existe a presengca somente de uma ligacéo
dupla no mesmo anel;
C) 14 a 17: Similarmente ao primeiro grupo, estes possuem duas ligacdes
duplas, porém se diferem pela presenca de um quinto anel na estrutura, este

heterogéneo com presenca de oxigénio.
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Glicocorticoide R1 R> Rs R4 Rs Re R~
1 17-Valerato de 0
COCH,0H P CH; F OH - -
Betamethasona 0
2 21-Acetato de o o)
. OH o - - OH - -
Prednisolona €707 "Ch,
3 21-Hemisucinato o 0
. 1l 0" Nat
de Prednisolona OH oty e - - OH - -
(sal de sédio)
Betametasona OH COCH,0H CHs F OH - -
Dexametasona OH COCH,0H CHs F OH - -
Dipropionato de 0 o
CH;CH,CO0 ¢—~o'tcH CHs cl OH - -
Beclometasona 3
7 Furoato de Q
0% Py CHjs Cl OH - -
Mometasona St C—Cl
Prednisolona OH COCH,0H - - OH - -
Prednisona OH COCH,OH - - o] - -
10  Propionato de 0
CH,CH,CO0 g CHs F OH - -
Clobetasol c—cCl
11 17-Valerato de o)
) ) ot~ COCH,0H - - OH - -
Hidrocortisona
12 21-Acetato de o o
. OH o en - - o) - .
Cortisona 3
13 Hidrocortisona OH COCH,0OH - - OH - -
14 ; ; 0O o
Amcinonida - bAOACHB - F OH @ -
15 Budesonida - COCH,0H - - OH  (CH,).CHs -
16 Fluocinolona
A i - COCH,0H - F OH 2 X (CHs) F
cetonida
17 Triamcinolona
- COCH,0H - F OH 2 x (CHs) -

Acetonida

Tabela 3.1. Estrutura molecular dos glicocorticoides em estudo.
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Visto as estruturas predominantemente hidrofébicas, o uso do modo MEKC se
mostra o melhor a ser aplicado, e junto com o auxilio dos solventes organicos citados,
a separacao dos analitos pode ser modulada com base num triangulo de misturas de

tais solventes 1,

O uso dessa abordagem se baseia no conceito de cavitacdo provocada pelo
solvente, que se resume na tendéncia de criar uma cavidade para alocar o soluto, e
solventes com diferentes propriedades modificam tanto a micela quanto o meio
externo da mesma, e desta forma afeta o equilibro soluto-micela-eletrélito. Para o
modo micelar da eletroforese, as interacdes sado baseadas em parametros de
disperséo, inducgdo, orientacdo e ligacdo; e estas sdo responsaveis pela localizacdo
do soluto, seja este migrando para a fase solvente ou para a fase pseudo-estacionaria

(micela) B,

2. OBJETIVO

O objetivo deste estudo € a otimizagdo da separacdo de 17 glicocorticoides
utilizando MEKC. Para isto serdo investigados de aspectos fundamentais envolvidos
na migracdo eletroforética simultanea de diferentes glicocorticoides através da
obtencdo de medidas de retencdo dos analitos de interesse com eletrolito modulado

por solventes organicos em desenhos de misturas.

3. PARTE EXPERIMENTAL
3.1. Equipamento e Método

Os experimentos foram conduzidos em um equipamento de eletroforese
capilar (Beckman Coulter, PA 800 Plus, Fullerton, CA, USA) equipado com um
detector de UV e o software para utilizado para aquisicao de dados foi o 32 Karat™

(Beckman Coulter).
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Foi utilizado capilar de silica fundida revestida com poliamida de 75um de
diametro interno (Polymicro Technologies, Phoenix, AZ, USA) com comprimento
efetivo de 30,0cm (de comprimento total 40,2) para realizagcdo dos experimentos.
Capilares no seu primeiro uso foram condicionados por lavagem com 1 mol.L* de
hidroxido de sédio (NaOH) por 30 min, posteriormente com agua deionizada por 30
min e entdo com eletrélito por 30 min. E em cada dia de trabalho, inicialmente o capilar
foi condicionado com 1 mol.L* de NaOH por 5 min, seguido de dgua deionizada por 5
min e por fim com eletrdlito por 10 min; entre as injecdes, o capilar foi lavado com o
uma mistura etanol/agua 50% v/v por 1 minuto e eletrolito por 1 min; e ao final do dia
de trabalho, lavado com a mistura etanol/agua 50% v/v por 5 minutos, seguido por

injecdo de ar, para fim de secar o capilar.

E o método utilizado seguiu os parametros instrumentais da tabela abaixo:

Tabela 3.2. Parametros instrumentais.

Tenséo Deteccéo
Polaridade Positiva UV-Vis
Constante Modo direto
V=25kV A=257nm
Tempetatura Injecdo da Amostra
Constante
Hidrodindmica
T=20°C _
- P=0,5 psi
Repeticéo
__ t=3s
Triplicata

3.2. Reagentes

Os reagentes utilizados eram de todos de classe analitica, dodecil sulfato de
sodio (SDS) obtido da Sigma-Aldrich (Japan), tetraborato de sédio (TBS) da Riedel-
de-Haen (Germany), agua foi deionizada e purificada em um sistema de purificacao
de agua Millipore Milli-Q Gradient® (USA); alcool etilico absoluto (EtOH),
etraidrofurano (THF) acetonitrila da Labsynth (Diadema, SP).

3.3. Padrbes

Os padrdes de amcinonida, diproprionato de beclometasona, betametasona,
17-valerato de betametasona, budesonida, propionato de clobetasol, 21-acetato de
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cortisona, dexametasona, fluocinolona acetonida, hidrocortisona, 17-valerato de
hidrocortisona, furoato de mometasona, prednisolona, 21-hemisuccinato de
prednisolona (sal de sodio), 21-acetato de prednisolona, prednisona, triamcinolona

acetonida e antraceno; foram todos obtidos da Sigma-Aldrich Corporation (USA).

O preparo da mistura de glicocorticoides para trabalho era diario, e partiram
da diluicho de solucdes estoque preparadas em alcool etilico absoluto na
concentracdo de 2000 mg.L* e mantidas em temperatura ambiente. Para o trabalho
as solucdes foram diluidas em SDS 6 mmol.L'Y/TBS até uma concentracdo de 100
mg.L? , enquanto que a concentracdo do marcador de tempo de migracdo da micela
(antraceno) utilizada foi de 50 mg.L™.

3.4. Eletrdlitos

Houve o preparo de um total de 10 (dez) diferentes tipos de eletrolitos
seguindo o modelo simplex centroide para determinar as composi¢des (Figura 3.2).
Estes eletrdlitos foram compostos igualmente por 30 mmol.L* de SDS em 20 mmol.L-
1 de TBS (pH 9,3; tampéo) e solventes com propriedades distintas foram utilizados e
diferente composicéo porcentual foram utilizados como aditivos.

ACN
20%

(A)

THF = O

1%

@ EtOH

B) 20%

®
P o=

Figura 3.2. Triangulo de Mistura de Solventes

Primeiramente, trés eletrélitos com solvente puro (20% de EtOH, 20% de ACN
ou 1,0% de THF) foram preparados. Partindo da mistura das solugdes com um unico
solvente (pontos A, B e C) foram obtidos meios com combinacéo binaria de solventes
(pontos D,E e F), contendo combinactes de 10% de cada solvente no eletrdlito

(exceto para THF a 0,5%) e misturas ternérias (ponto G) onde havia 6,6% cada
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solvente (exceto THF a 0,34%), ou combinagdes de trés solventes (pontos H, 1 e J) a
13% ou 3,3% (exceto THF em 0,65% ou 0,17%).

4, RESULTADOS E DISCUSSOES

Com base nas caracteristicas dos solventes apresentados por Snyder 4, as

seguintes caracteristicas acerca dos mesmos devem ser consideradas para melhor

entendimento da separacao simultanea obtida dos glicocorticoides:

1)

)

1)

Acetonitrila: solvente aprético, com uma grande capacidade receptora
de elétrons, e esta caracteristica proporciona um alto valor de
basicidade por ligacdes de hidrogénio (B=0,319), acidez tendendo a
zero (0,07) e um alto valor de constante dielétrica (€=35,95);

Etanol: solvente protico, com capacidade de participar de ligacdes de
hidrogénio tanto como aceptor quanto como doador de protons, e esta
caracteristica o proporciona altos valores de acidez por ligacdes de
hidrogénio (A=0,37) e de basicidade por ligacbes de hidrogénio
(B=0,48), além de uma constante dielétrica moderadamente elevada
(e=24,30);

Tetrahidrofurano: também um solvente aprético, mas devido a
presenca de oxigénio na sua estrutura, o qual tem dois pares de
elétrons livres, seu valor de basicidade (B=0,48) supera o da
acetonitrila, sua acidez é igual a zero (A=0,00) e apresenta uma

baixissima constante dielétrica (¢=7,58).

As Figuras 3.4. e 3.5., apresentam os eletroferogramas obtidos para cada

meio estudado, solventes puros, misturas binarias e sistemas ternarios,

respectivamente.
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Figura 3.4. Otimizacdo da separacio. Eletrdlito base: 30 mmolL! SDS 20 mmolL* TBS e uma porcentagem de solvente organico. Misturas ternarias: Solvente
Unico: A) 20% ACN, B) 20% EtOH e C) 1% THF. Mistura binaria: D) 10% ACN + 10% EtOH, E) 10% EtOH + 0,5% THF e F) 10% ACN + 0,5% THF. Condicéo
eletroforéticas: tensdo aplicada: +25kV, temperatura constante: 20°C, detecgdo UV direta: 257nm, injecdo da amostra hidroniamica: 0,5 psi. Misturas dos

glicocorticoides: concentracdo de 100 mg.L™ cada (estoque preparado em meio metanol), diluido em 6 mmolL™* SDS 4 mmolL* TBS.
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Figura 3.5. Otimizacdo da separac3o. Eletrélito base: 30 mmolL* SDS 20 mmolL! TBS e uma porcentagem de solvente organico. Misturas ternarias: G) 6,7%
ACN + 6,7% EtOH + 0,34% THF, H) 13,3% ACN + 3,3% EtOH + 0,17% THF, I) 3,3% ACN + 13,3% EtOH + 0,17% THF e J) 3,3% ACN + 3,3% EtOH + 0,67%
THF. Condicédo eletroforéticas: tensao aplicada: +25kV, temperatura constante: 20°C, detecc¢édo UV direta: 257nm, injecdo da amostra hidroniamica: 0,5 psi.

Misturas dos glicocorticoides: concentracéo de 100 mg.L? cada (estoque preparado em meio metanol), diluido em 6 mmolL* SDS 4 mmolL* TBS.
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4.1. Comportamento Eletroforético e Efeito do Solvente

A ordem de migracéo dos analitos se manteve constante, e esta sera discutida

para a série estudada.

O glicocorticoide mais hidrofilico € o 17-valerato de betametasona (2), pois
este apresente uma enorme capacidade de ligacdes de hidrogénio visto a presenca
de pares de elétrons livres provenientes das hidroxilas e do grupamento éster de sua
estrutura, o seguinte, 21-Acetato de prednisolona em forma de sal sddico (3) possui
carga na estrutura, e assim a migracgéo é facilitada no modo MEKC conduzido a tenséo
de + 25kV, ja os compostos 9 e 12 (prednisona e 21-Acetato de Cortisona) apresentam
carbonila na estrutura, e gracas a isso, um efeito mais basico é evidenciado, e com
ISSO uma maior propensao a interagcbes com 0 solvente orgénico presente no meio
através de ligacdes de hidrogénio, e a diferenca entre de ordem entre estes pode ser
vista pelo volume do substituinte R2, sendo 0 mais volumoso retardado no processo,
em seguida, hidrocortisona (13) e 17-Valerato de Hidrocortisona (11), neste caso néo
ha presenca de carbonila e sim hidroxila como substituinte e comparado com o caso
anterior, refere menor interagdo com o solvente organico, e a ordem dos mesmos se
justifica também pelo volume no substituinte, mas neste caso no Ri, e assim o
composto 11 fica mais retido que o 13, para os corticoides 4,17 e 5 a presenca de
fldor na estrutura confere uma polarizabilidade central ajudando na interacdo com o
solvente, uma interacdo similar que justifica estres migrarem em conjunto, a
prednisolona (8) tem um acesso a ligagbes de H pelo grande nimero de hidroxilas
como substituinte, e assim as interacdes deste tipo séo facilitadas, e por fim, o ultimo
grupo de compostos (glicocorticoides 15, 17, 6, 10, 14 e 16) se apresentam no final
da série pela suas caracteristicas hidrofébicas mais predominantes, e principalmente
pelo volume molecular dos mesmos, assim comparados aos outros esteroides tendo

uma retencao maior.

Por mais que a ordem de migracdo nado tenha sido alterada, os solventes
organicos mudaram drasticamente a seletividade do meio, e a separacdo pode ser
completa somente na condicdo I, a qual tem o segundo maior tempo de corrida e
composicao de solvente de 13,3% EtOH, 3,3% ACN e 0,17% THF.

Para justificar este comportamento ao pensar no cunho da acéo do solvente,

as interacoes de acidez e basicidade se mostram contribuir na separacdo mas néo



tanto, visto que em meios onde ha maior concentragéo de THF, solvente mais apolar
presente, ha uma separacdo menos eficiente, e pode-se prever que tal efeito se deve
a uma menor insercdo do soluto dentro da micela e maior dispersédo no eletralito,
conforme solventes mais polares sdo adicionados, os glicocorticoides buscam se
alocar na micela e assim havendo diferenciagdo das mesmas devido a suas
estruturas, pois o volume ocupado difere. Entdo volumes maiores de solvente
mostram um melhor resultado e nos meios com mais etanol, o qual tem a propriedade
de reduzir o volume micelar, por a micela ter um espago menor, 0 volume ocupado
pelo hormbnio se torna mais relevante e gracas a isso h4 formacdo de agregado

soluto-micela com diferentes perfis e por fim diferentes tempos de migracao.

4.2. Aplicagdo do método

Os niveis de corticoides na urina podem ser de importante aplicagdo no
controle terapéutico, visto que tais compostos causam efeitos colaterais severos, e
principalmente se mostra util nos casos de pacientes que os utilizam de forma
continua. Para demonstrar a aplicabilidade, um método analitico proveniente da
otimizacdo da separagdo dos corticoides foi utilizado num teste de identificagcdo de

prednisona em amostra de urina.

A condicdo 6tima de separacdo (30 mmol L* SDS, 20 mmol L TBS, 13,3%
EtOH, 3,3% ACN, 0,17% THF, e pH 9,3) foi aplicada num extrato de urina obtida de
um paciente do sexo masculino que faz uso continuo de prednisona, dosagem de 20
mg/dia. O preparo da amostra se baseou na metodologia de proposto por Djedovic e
Rainbow B! para deteccéo de glicocorticoides sintéticos, e se baseia em coletar uma
aliquota de urina e realizar extracao liquido-liquido utilizando diclorometano. Para o
estudo em questédo, a aliquota coletada foi de 250 pL, entdo extraida com 1 mL de
diclorometano que é evaporado, e por fim sendo adicionado o extrato 1mL do eletrdlito

de trabalho.

O resultado est4 apresentado na Figura 3.6. e assim demonstrando a

potencial aplicabilidade do método em um exame clinico para tal horménio.
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Figura 3.6. Eletroferogramas do extrato da urina de um voluntério que faz uso continuo de prednisona

(a) e extrato dopado com 50 mg L de padrao (b).

Injecbes repetitivas e analises inter-dia forneceram valores de C.V.

apresentados na Tabela 3.3.

Tabela 3.3. Valores de C.V. para a aplicagdo em urina.

Repeticéo Preciséo inter-dia
(n=5) (3 dias x 3 injecdes)
Tempo de migracéo 1% 3%
Area de pico 1.1% 3,4%
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5. CONCLUSAO

Este trabalho evidencia que a interagdo que rege a separacao destes
compostos se baseia na capacidade do meio de alocar os analitos na micela e assim
mudar sua forma, os efeitos de basicidade e acidez, assim como seu efeito no
deslocamento da carga total da também contribuem para a separacdo, mas o principal

fator € o volume que o glicocorticoide ocupa na micela, assim modificando sua

estrutura.

Detalhes maiores podem ser obtidos através da analises de descritores dos
analitos e sdo apresentados no préoximo capitulo, parametros estruturais destes
compostos sdo comparados com 0s meios estudados e assim uma elucidacao e

compreensao maior das forgcas que regem a separacao ficam mais evidentes.

A metodologia proposta se mostrou excelente. O étimo de separacéo de todos
os glicocorticoides na linha de base foi obtido em menos de 20 minutos, assim fazendo
com que o método possa ser aplicado na distincdo dos analitos estudados; e com
base nessa afirmacdo uma aplicacdo em urina se mostrou interessante para

demonstracao da capacidade do método.

A aplicacdo da metodologia para a amostra de urina foi adequada. Através da
comparacdo entre o extrato de urina e a amostra dopada com padrdo analitico
evidenciou-se a ampliagdo do sinal de absorbéncia do pico correspondente a
prednisona, além disso os demais picos provenientes do efeito matriz de mantiveram
praticamente inalterados, deste modo mostrando boa seletividade para esta analise,
além disso, os baixos valores de CV para ensaios intra-dia e injecdes repetitivas
demonstra uma confiabilidade na detecc¢ao do glicocorticoide alvo.
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CAPITULO IV:

QSRR -
APLICADO
A GLICOCORTICOIDES



1.1. QSRR e 0os Hormb6nios Esteroidais

Os esteroides, a despeito de sua grande hidrofobicidade, resultado de seu
nacleo esteroide, interagem com membranas biolégicas permeando estruturas como
a célula e os nucleos celulares. O horménio ao se inserir na bicamada fosfolipidica
acessa um meio altamente hidrofébico, o qual aparentemente seria energeticamente
favoravel, porém nas extremidades da molécula se tem sitios polares (constituidos de
oxigénios) e devido a isto a molécula também apresenta caracteristica hidrofilica que
causa uma interacdo desfavoravel no meio me questao, e assim a molécula sai deste
meio, e visto que energeticamente é muito similar o composto sair deste meio tanto
pelo curso de entrada da bicamada lipidica quanto pelo outra dire¢cdo da bicamada,
uma fracdo de hormdnio retorna para o meio o qual estava inicialmente, porém uma

outra fragdo avanca para o meio do outro lado desta camada 22,

O fenbmeno de atravessar estas estruturas se chama flip-flop e a realizacéo
do estudo das interacfes intermoleculares envolvendo estas estruturas € portanto de
grande importancia. A sua incorporacao micelar pode ser usada como modelo simples

para elucidar tal comportamento -5,

Medidas precisas de mobilidade utilizando cromatografia eletrocinética
micelar avaliam a energia livre de sua transferéncia entre solucdo homogénea e as
micelas [6. A existéncia de correlacdes entre descritores moleculares e coeficientes de

retencéo visam quantificar a importancia das varias interacées que ocorrem -8,

Descritores moleculares séo bastante utilizados para apresentar uma razoavel
capacidade de previsao, por outro lado, também avaliam um outro conjunto de
influéncias, sendo composto por interagbes como de ponte de hidrogénio,
polarizabilidade e dipolaridade, por exemplo, e assim dificultando a interpretacéo das
correlacdes obtidas. Mais recentemente o uso de descritores baseados em calculo
guantico (cargas atbmicas parciais, e areas de acesso do solvente) e aqueles
baseados em céalculos de dindmica molecular (simulac&o) tém mostrado mais detalhes

desta interacdes horménio-micela L.

O estudo de separagdes de hormonios variando a composigéo do solvente
em meio micelar também permite inferir sobre correlagbes onde ao invés dos

descritores dos solutos sdo os parametros do solvente sdo utilizados, auxiliando na
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elucidacdo desta incorporagcdo. Uma das questdes interessantes que este enfoque
permite estudar trata da “localizagéo” do soluto na estrutura micelar que passa entao
a ser escrutinada ndo pelo modelo simples da “gota de 6leo” mas de uma estrutura
mais complexa com miolo hidrofébico, camada de hidratacéo das cabecas e superficie

micelar [10-11],

O termo relagbes quantitativas estrutura-retencdo (QSRR, do inglés
Quantitative Structure—Retention Relationships) descreve estatisticamente relagbes
derivadas entre parametros de retencao e descritores. Trata-se de relacdes lineares
de energia livre de solvatagdo (LSER, do inglés Linear Solvation Energy
Relationships), onde descritores estruturais dos solutos séo incorporados no modelo.
LSER sado correlagbes que buscam descrever o processo de solvatacao e
transferéncia de solutos entre duas fases levando-se em conta variaveis
termodinamicas, onde cada variavel é intencionalmente construida de modo a
responder por uma caracteristica especifica. A solvatacdo do soluto é explicada por
trés diferentes tipos de interagdes intermoleculares: a) hidrofébicas: as quais
descrevem a formacao da cavidade para alocacdo do soluto no meio solvente, b)
polares: descrevem interacfes dipolares e de polarizabilidade no meio e c¢) acidez
(capacidade doadora de ligagdes de hidrogénio) ou basicidade (capacidade receptora
de ligacGes de hidrogénio: descrevem possiveis ligagdes de hidrogénio 1221,

QSRR é definida pela expresséao geral:
logk = fiinear (descritores)

Onde £ € o fator de retencéo obtido experimentalmente.

2. OBJETIVO

Encontrar quais sdo os descritores que regem a separacao de glicocorticoides
utilizando as informagdes obtidos experimentalmente no capitulo anterior. A retencéo
dos analitos, medidas do fluxo eletrosmotico e mobilidade da micela em funcao das

condicOes serdo os dados base para esta determinacéo.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

Para a obtenc&o de maiores dados sobre a separacdo dos padrdes discutida
no capitulo anterior, o antraceno foi introduzido (como marcador micelar), no mix de
padrbes os quais a separacdo foi estudada. Para marcacdo do fluxo foi utilizado o

metanol ja presente nas solucdes estoque de glicocorticoides.

Para célculo dos descritores, as geometrias de equilibrio dos conférmeros
mais estaveis para cada composto dos glicocorticoides estudados foram
determinadas. Apés, foram calculadas cargas atémicas parciais e areas de acesso do

solvente. Baseados nestes dados, varias relagdes carga-area foram derivadas.

Os seguintes softwares, foram utilizados: Spartan v5.1 (Wavefunction, Inc.,
Irvine, CA, U.S.A.), Amsol v7.1 (escrito por G.D. Hawkins, D.J. Giesen, G.C. Lynch,
C.C. Chambers, I. Rossi, J.W. Storer, J. Li, J.D. Thompson and P. Winget, University
of Minnesota, Minneapolis, MN, U.S.A.) e GEPOL93 v8 (escrito por J. L. Pascual-
Ahuir, E. Silla and I. Tunon, University of Valencia, Burjassot, Valencia, Spain).

Os modelos de QSRR foram construidos atraveés de regressdes lineares
simples e multiplas de Ink versus descritores. A escolha dos descritores para o modelo
foi realizada utilizando o pacote leaps (funcéo regsubsets) do software R (http://www.r-
project.org/). Essa funcéo busca para ambas as regressdes, 0s descritores que mais
se correlacionam com Ink. Na regressdo mudltipla, a procura dos dois melhores
descritores para o modelo foi realizada até que fossem encontrados dois descritores

nao correlacionados entre si.

4. RESULTADOS E DISCUSSOES

As misturas de solventes estudadas neste trabalho afetam a solubilidade dos
horménios na fase aquosa, variando entre 1 e 20% do volume total. Também a
estrutura micelar é bastante afetada, principalmente na camada de solvatacdo. De um
modo geral o etanol incorpora na micela de forma conjugada como seus monémeros,
assim aumentando a capacidade de fazer ligagcdes de hidrogénio na camada de
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solvatacdo, sitio onde se espera que os hormdnios incorporem. Isto favorece as
interacbes com as carbonilas dos horménios ja que sem etanol ndo conseguem
competir pela agua com o sulfato, muito mais basico. A acetonitrila ndo incorpora tanto
quanto etanol na fase micelar e seu efeito € maior na solubilizagdo em fase aquosa.
A quantidade de tetrahidrofurano utilizada n&o altera a micela, mas aumenta muito a

desestruturacdo da agua, ajudando a solvatar os solutos na fase aquosa.

Os resultados das correlagcdes sao apresentados na Tabela 4.1. onde uma
tentativa de racionalizacdo consistiu em agrupar as misturas pela acidez e basicidade
dos cossolventes (ou seus valores de alfa, acidez por ligacdes de hidrogénio, e beta,
basicidade por ligagdes de hidrogénio), sendo o primeiro grupo com uma tendéncia
maior de doador de prétons, o segundo uma tendéncia receptora de proétons, terceiro,
apesar da capacidade receptora de protons existir, a presenca de solvente orgéanico &
muito baixa, entdo o comportamento pode ser aproximado a de um meio sem solvente.
Outras propriedades como energia de cavitacdo ou energia de coesao (delta de
Hildebrandt) ndo foram levadas em conta ja que as percentagens de tetrahidrofurano

foram sempre pequenas.

Tabela 4.1: Efeitos do solvente na separacdo baseada na regressdo linear multipla do fator de

retencdo, log k, versus descritores.

Condicéo Descritores Q2
20% EtOH SrcO, SrcH, SmaH 0.9272
10% ACN, 10% EtOH SrmO, ScO, MaxcH 0.9536
3% ACN, 13% EtOH, 0,2% THF RelacO, SrcO, DM_hybz 0.9772
10% EtOH, 0,5% THF SrmH, SrcO, SmaH 0.9615
7% ACN, 7% EtOH, 0,3% THF SrcO, SmO, ScH 0.9385
3% ACN, 3% EtOH, 0,7% THF RelaTcO, SrcO, SmO 0.9320
20% ACN SrmO, ScO, MaxcH 0.8876
13% ACN, 3% EtOH, 0,2% THF RelatmO, SrcO, SmO 0.7968
10% ACN, 0,5% THF SrmO, ScO, MaxcH 0.7022
1% THF SrcO, DM_hybZ, LDOS 0.9625

Q2: coeficientes de correlacéo de previsibilidade (validagdo LOO, Leave one out).

Abreviaturas dos descritores: SrcO, somatoria relativa de cargas CM2 de Oxigénio, SrcH, somatoéria relativa de cargas CM2 de
Hidrogénio, SmaH, somatoéria de carga Mulliken vezes area de Hidrogénio, SrmO, somatoéria relativa de cargas Miilliken de
Oxigénio, MaxcH, maxima carga CM2 de hidrogénio, RelacO, somatéria de cargas CM2 de Oxigénio sobre a area de Oxigénio,
DM_hybZ, componentes do dipolo, SrmH, somatéria relativa de cargas Milliken de Hidrogénio, SmO, somatdria de carga
Miilliken de Oxigénio, ScH, somatoria de cargas CM2 de Hidrogénio, RelaTcO, somatdria de cargas CM2 de oxigénio sobre a
area total da estrutura, RelatmO, area relativa de Oxigénio de maxima carga Miilliken, LDOS, densidade local de estados.
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Assim em 1% de THF o descritor de hidrofobicidade foi a densidade local de
estados do HOMO-1 (LDOS) e os polares foram a somatéria das cargas dos oxigénios
relativa a area total dos oxigénios da molécula e o momento de dipolo (SrcO e
DM_hybZ), refletindo a pouca diferenciacdo de interacbes especificas de ponte de

hidrogénio no meio aquoso:
Ink = 0.3+0.2 + 1.1+0.2(248) LDOS — 0.39+0.07(249) DM_hybZ -5.8+0.3(5) SrmO

enguanto que em 20% de EtOH a hidrofobicidade é trocada pela somatdéria de areas
de H e somatoria de cargas CM2 de H relativa a area total de H e a componente polar
€ a mesma (SrmO por SrcO, sé mudando carga Miilliken por CM2), evidenciando a

importancia das interacdes na micela encharcada com etanol:
Ink = -14+42 + 0.59+0.05(48) SmaH -26+3(70) SrcH — 7.1+0.9(70) SrcO

Os trés grupos mostram nuances deste comportamento, mostrando que
andlises mais detalhadas necessitam de melhorias nas resolu¢des das separacdes e
variacdo de temperatura para obtencdo de parametros termodinamicos de

transferéncia meio aquoso — micela.
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5. CONCLUSAO

Foram encontrados os descritores para os 3 grupos de solventes, 0s quais
apresentam comportamento distintos. Os solventes com caracteristicas polares os
dois descritores que apresentaram maior efeito foram a somatoria relativa das cargas
de oxigénio (SrcO) e a componente de dipolo (DM_hybZ). Para o solvente com
caracteristica predominante apolar, o descritor baseado na densidade local dos
estados (LDOS).

As rigidas estruturas dos glicocorticoides separam duas regiées polares (anel
A, com a carbonila conjugada, de caracter aprético e anel D, geralmente mais
hidrofilico e prético — exceto mometasona, amcinonida e clobetazol). Assim as
informacdes contidas nos descritores essencialmente hidrofébicos e hidrofilicos séo

sempre relevantes e contribuem parcialmente nas correlagdes.

A importancia relativa destes descitores vai depender do grau de penetracéo
na camada de solvatacao das micelas e da solvatacao preferencial no solvente. A isto
soma-se a diferenca de hidrofobicidade entre as duas faces das moléculas, sugerindo
alguma direcionalidade ou anisotropia tanto na incorporacdo micelar quanto na

solvatacao preferencial.
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CAPITULO V:
DESENVOLVIMENTO DE

METODO PARA ANALISE DE
GLICOCORTICOIDES

EM FORMULAGOES
FARMACEUTICAS



1. INTRODUCAO

Os glicocorticoides sao de grande importancia na medicina, suas aplicacbes
merecem destaque devido sua enorme capacidade anti-inflamatéria e
imunomoduladora. Devido a estas caracteristicas foram sintetizados pela industria
farmacéutica com a finalidade de potencializar estas agcdes ou aumentar meia-vida
biolégica, por exemplo 1. A tabela 5.1. mostra um comparativo do incremento da
poténcia destes analogos sintéticos quando comparados ao cortisol, o glicocorticoide

naturalmente presente nos animais.

Tabela 5.1. Caracteristicas farmacocinéticas e farmacodinamicas de alguns glicocorticoides de

uso clinico. Adaptado de Galofré [ e Oliveira 2.

Glicocorticoide Poténcia Dose equivalente Meia vida Duracéo da acéao (h)
relativa (mg) plasmatica (min)

Cortisol 1 20 80 8-12
Prednisona 3,5-4 5 60 12-36
Triamcinolona 5 4 200 12-36
Betametasona 25 0,6 300 36-72
Dexametasona 25-40 0,5 300 36-72
Beclometasona 100 0,2 30 12-36
Mometasona 100 0,2 180 36-72

Porém devido a diferentes farmacos conterem glicocorticoides, sejam na
forma de comprimidos anti-inflamatorios, pomadas para alergia e prurido, colirios para
irritacdo ocular, por exemplo; e haver um livre comércio dos mesmos, eles se tornam
perigosos, pois seus efeitos colaterais sdo gravissimos, tais como, osteoporose,
retencdo de liquidos, desordens metabdlicas entre outros [Bl. Com base nessas
afirmacdes, a industria farmacéutica necessita de metodologias capazes de
guantificar os teores destes principios ativos, pois pequenas mudancas na

composicado dos farmacos podem acarretar em efeitos colaterais indesejados [“.

A Eletroforese capilar € uma das técnicas de separacao analitica que merece
destaque devido a sua alta eficiéncia na separacdo de substancias neutras como
ibnicas. Desta forma houve um aumento significativo no uso da eletroforese capilar
para a separacao de formula¢cdes farmacéuticas e biomoléculas nas ultimas décadas.

Com o crescente nimero de analises de moléculas neutras por eletroforese capilar
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foram desenvolvidos eletrélitos e capilares modificados e isto tem se mostrado de

grande interesse na difusdo desta técnica analitica [,

Em levantamentos recentes na literatura foram encontrados poucos relatos da
determinacdo de esteroides por eletroforese capilar. E o0s glicocorticoides,
especificamente, sdo atualmente uma das classes de farmacos mais prescritas no
mundo 1%, Neste sentido, ha necessidade desenvolver metodologias especificas para

o controle de qualidade destas formulacoes.

2. OBJETIVO

O alvo deste trabalho foi o desenvolvimento e validagdo de uma metodologia
para determinacdo de glicocorticoides em formulagbes farmacéuticas utilizando
eletroforese capilar micelar com injecdo inversa. Tal método buscou ser de curto
tempo de andlise, simples, especifico, exato e preciso para a determinacdo de
prednisona, betametasona, furoato de mometasona e dipropionato de beclometasona

em formulac¢des farmacéuticas disponiveis comercialmente.

3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Condiges instrumentais

Os experimentos foram conduzidos em um equipamento de eletroforese
capilar (Beckman Coulter, PA 800 Plus, Fullerton, CA, USA) equipado com um
detector de UV e o software para utilizado para aquisicao de dados foi o 32 Karat™

(Beckman Coulter).

Foi utilizado capilar de silica fundida revestida com poliamida de 75um de
diametro interno (Polymicro Technologies, Phoenix, AZ, USA) com comprimento total
de 40,2 cm para realizagdo dos experimentos. Capilares no seu primeiro uso foram
condicionados por lavagem com 1 mol.L-1 de hidréxido de sodio (NaOH) por 30 min,
posteriormente com agua deionizada por 30 min e entdo com eletrdlito por 30 min. E
em cada dia de trabalho, inicialmente o capilar foi condicionado com 1 mol.L-1 de
NaOH por 5 min, seguido de agua deionizada por 5 min e por fim com eletrdlito por 10
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min; entre as injecdes, o capilar foi lavado com o uma mistura etanol/agua 50% v/v
por 1 minuto e eletrélito por 1 min; e ao final do dia de trabalho, lavado com a mistura
etanol/agua 50% v/v por 5 minutos, seguido por injecao de ar, para fim de secar o

capilar. A injecdo da amostra foi hidrodinamica pelo outlet, a 0,5 psi e por 3 segundos.

3.2. Solugdes

Os reagentes utilizados eram de todos de classe analitica, dodecil sulfato de
sédio (SDS) obtido da Sigma-Aldrich (Japan), tetraborato de sodio (TBS) da Riedel-
de-Haen (Germany), agua foi deionizada e purificada em um sistema de purificacao
de agua Millipore Milli-Q Gradient® (USA); élcool etilico absoluto (EtOH) e
tetraidrofurano (THF) da Labsynth (Diadema, SP).

3.3. Eletrdlito
O preparo era diario, a partir da mistura 1:1 de dois eletrélitos estoque:
- Eletrdlito 1: 30 mmol L** de SDS, 20 mmol L** de TDS com 20% de etanol;

- Eletrolito 2: 30 mmol L1 de SDS, 20 mmol L! de TDS com 1% de

tetrahidrofurano.

3.4. Padrdes

Os padrbes de diproprionato de beclometasona, betametasona, furoato de
mometasona, prednisona e 2l-acetato de prednisolona (utilizado como padrao
interno) foram todos obtidos da Sigma-Aldrich Corporation (USA).

O preparo da mistura de glicocorticoides para trabalho era diario, e partiram
da diluicio de solucbes estoque preparadas em alcool etilico absoluto na
concentracdo de 2000 mg.L* e mantidas em temperatura ambiente. Para o trabalho
as solucdes foram diluidas em SDS 6 mmol.L"Y/TBS até a concentracdo de interesse
(variando de 25 a 200 mg.L?).
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3.5. Curva de calibracao

Aliquotas de 12.5, 25.0, 50.0, 67.5, 85.0 e 100.0 pL, da solugdo padréo
estoque de glicocorticoide (2000 pL.mL™1) foram transferidas separadamente para o
vial do equipamento, adicionado 50.0 pL do padréo interno (2000 pL.mL™?) e diluido
até volume total de 1 mL. Cada solucao foi injetada em triplicada. A razao das areas
dos picos padréo e padrao interno foi disposta num grafico versus a concentracdo do

glicocorticoide de interesse.

4, RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. Desenvolvimento do método

Os métodos propostos para os glicocorticoides se basearam no ponto E do
triangulo de misturas, o qual é constituido de 30 mmol.L** de SDS e 20 mmol.L* TBS,
e conta com 10% de etanol e 0,5% de tetrahidrofurano como aditivos. Este ponto foi

o eleito por:

a) Presenca de uma quantidade consideravel de etanol, que por se tratar de
um solvente polar prético ele atua como acido doando estes prétons e por
haver elétrons livres no oxigénio atua como base recebendo protons,
assim existem eficientes ligacdes de hidrogénio e provoca uma alteracao
Nno mMeio aquoso;

b) Apresenta uma quantidade (mesmo que pequena) de tetrahidrofurano, e
por se tratar de um solvente mais hidrofébico, ele contribui na solvatagéo
do anel esteroide dos compostos;

c) Trata-se de uma mistura binaria de solventes, facilitando o processo de
obtencao do eletrdlito final, apesar de situagdes com meio ternario haver
uma melhor resolucdo entre picos quando analisados simultaneamente,
se torna mais trabalhoso sua confeccdo, e visto que as formulactes
farmacéuticas nao trazem diferentes glicocorticoides na sua composicao,
ndo ha necessidade pensar em termos de resolucdo (ainda mais quando
0 padrdo interno por possuir carga esta em todas as situacdes migrando

com uma velocidade bem superior aos demais glicocorticoides).
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Ao se optar em injetar pelo outlet do equipamento tem-se uma reducgao do
percurso a ser realizado pelos analitos até a janela de detec¢cédo, mudando de 40,2 cm
para 10,2 cm, e com isso se reduz consideravelmente os tempos de analise. A fim de
buscar os melhores tempos possiveis sem afetar muito a resolucao entre os picos, a
tensdo de corrida para cada par analito/padrdo interno foi o parametro que se

modificou quando baseado no método inicialmente proposto no triangulo de misturas.

A tenséo de corrida tomada como partida foi de 25 kV, a mesma do ponto E,
mas com a mudanca da polaridade, visto que a injecao € inversa, passando assim de
polaridade positiva para negativa (+25 kV — -25 kV). A variagéo da tensdo de corrida
se deu regredindo em duas unidades de medida (-25 kV, -23 kV, -21 kV, -19 kV, -17
kV e -15 kV) e as melhores condi¢des ao se considerar qualidade da linha de base e

reducao do tempo de analise sao representados nas figuras 5.1., 5.2., 5.3. e 5.4.

Pl
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Figura 5.1. Prednisona: injecdo inlet a +25kV e injecdo outlet a -15kV. Eletrdlito: 30 mmol SDS, 20
mmol TBS e 10%EtOH + 0,5% THF.
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Figura 5.2. Betametasona: injecéo inlet a +25kV e injecéo outlet a -17kV. Eletrélito: 30 mmol SDS, 20

mmol TBS e 10%EtOH + 0,5% THF.
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Figura 5.3. Mometasona: injecao inlet a +25kV e injecéo outlet a -21kV. Eletrdlito: 30 mmol SDS, 20

mmol TBS e 10%EtOH + 0,5% THF.

76



PI

PI DIPROPIONATO DE
BECLOMETASONA
2 012 0‘<’ 2 ‘:HZi
n o /o i DIPROPIONATO DE
‘o gi\(; BECLOMETASONA
D.DB: é‘ '54 O.BSE
0.06 © 005 _/_/_"_,_/‘Jd -
0.04: L\_“—V—A_”JL omé

T T T T 1
0 5 10 15 0 1 2 3 4 5
Min Min

Figura 5.4. Beclometasona: injecdo inlet a +25kV e injecéo outlet a -21kV. Eletrélito: 30 mmol SDS, 20
mmol TBS e 10%EtOH + 0,5% THF.

Para os quatro glicocorticoides estudados, os tempos de andlise reduziram

consideravelmente:
- Prednisona: reduziu de 10,4 minutos para 3,8 minutos;
- Betametasona: reduziu de 11 minutos para 3,8 minutos;
- Furoato de mometasona: reduziu de 14,4 para 4,0 minutos;

- Dipropionato de beclometasona: reduziu de 14,8 para 4,2 minutos.

4.2. Validacdo do Método

Para que um método possa ser introduzido na rotina de analise, ele necessita
ser validado, assim o mesmo gera informagdes confidveis. Existem diferentes
agéncias reguladoras, como ANVISA, USP, AOAC e INMETRO e cada qual possui

diretrizes distintas.

As metodologias propostas para analise dos corticoides foram validadas de acordo
com o protocolo preconizado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA
pela Resolucdo da Diretoria Colegiada - RDC n° 166 de 24 de julho de 2017, nos
parametros: seletividade, linearidade, limites de deteccao e quantificacéo e robustez,

precisdo e exatidao 11,
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42.1. Seletividade

A seletividade se trata da capacidade de avaliar, de forma inequivoca, as
substancias de interesse na presenca de componentes que possam vir a interferir, ou
seja, trata-se de uma avaliacdo do grau de interferéncia de espécies, tais como,
excipientes, impurezas, degradacdes ou até mesmo outro principio ativo. Uma forma
de se avaliar a seletividade é comparando a matriz isenta da substancia de interesse
sendo que, nesse caso, nenhum interferente deve migrar no tempo de retencdo da
substancia de interesse, que deve estar bem separada dos demais compostos

presentes na amostra 121,

Os meétodos apresentaram no geral uma boa seletividade para os
glicocorticoides propostos. Pois ao se utilizar o placebo (0o qual tem todas as
caracteristicas de producdo e composi¢do, porém ndo tem o principio ativo do
medicamento ) dos farmacos em estudo, se tem uma linha de base limpa nos tempos
relativos aos analitos de interesse e assim nao se identifica a presenca de nenhum

possivel interferente no pico de interesse (Figura 5.5.).
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PREDNISONA BETAMETASONA
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Figura 5.5. Linhas de base das amostras placebo para Prednisona, Betametasona, Furoato de

Mometasona e Dipropionato de Beclometasona.

4.2.2. Linearidade

Para um método analitico, a linearidade é definida como sendo a capacidade
da geracéo de resultados que reflita & concentracdo da amostra. Devido a este fato, a

calibracdo € um dos mais importantes estagios na analise 12,

Buscando este parametro, uma relacao linear é observada com base na
resposta do detector (y), sendo intensidade ou area dos picos) e a concentracao (x)
do analito de interesse. Esta relacéo frequentemente é descrita por uma equacéo de
regressao linear y = ax + b, onde o parametro a € o coeficiente angular da reta
(correspondendo a inclinagdo da mesma) e b é a interseccao do grafico de calibragéo.

E esta regressao deve apresentar um alto coeficiente de correlagao (r2>0,99).
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Construiu-se curvas analiticas para cada glicocorticoide, constituindo de 6
pontos e cada solugdo (25 mg.Lt, 50 mg.L?, 100 mg.L?, 135 mg.Lt, 170 mg.L* e 200
mg.L?) foi injetada com 6 repeticdes. As curvas sédo apresentadas abaixo (Figura 5.6
até 5.9), juntamente com seus parametros estatisticos, os quais mostram que 0s
métodos possuem uma boa linearidade (r2>0,999) entre a razédo area (analito/padréao

interno) e os glicocorticoides na faixa estudada.

16 - y = 0.0093x - 0.0088
R?=0.9992

Area P/PI
=

10 60 110 160 210
Concentracdo (mg/L)

Figura 5.6. Curva analitica para prednisona. Faixa de concentracdo de 25 mgL-1 a 200 mgL-1.
Eletrdlito: 30 mmol SDS, 20 mmol TBS e 10%EtOH + 0,5% THF. Tensao -15 kV, injecao pelo outlet:
0,5 psi e deteccéo a 257nm.

1.4 -
1.2 - y =0.0073x + 0.0064

R?=0.9994

0.8 -
0.6 -
0.4 -
0.2 -

Area P/PI

10 60 110 160 210
Concentracdo (mg/L)

Figura 5.7. Curva analitica para betametasona. Faixa de concentracdo de 25 mgL-1 a 200 mgL-1.
Eletrdlito: 30 mmol SDS, 20 mmol TBS e 10%EtOH + 0,5% THF. Tenséo -15 kV, injecao pelo outlet:
0,5 psi e deteccéo a 257nm.
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Figura 5.8. Curva analitica para mometasona. Faixa de concentracdo de 25 mgL-1 a 200 mgL-1.
Eletrélito: 30 mmol SDS, 20 mmol TBS e 10%EtOH + 0,5% THF. Tens&o -15 kV, injecéo pelo outlet:
0,5 psi e deteccéo a 257nm.

y = 0.003x - 0.0022

0.5 1 R2 = 0.9996

0.4 -
0.3 -
0.2
0.1 -

Area P/PI

10 60 110 160 210
Concentracao (mg/L)

Figura 5.9. Curva analitica para beclometasona. Faixa de concentragdo de 25 mgL-1 a 200 mgL-1.
Eletrdlito: 30 mmol SDS, 20 mmol TBS e 10%EtOH + 0,5% THF. Tenséo -15 kV, injecao pelo outlet:
0,5 psi e deteccéo a 257nm.

4.2.3. Limite de deteccao e quantificacéo

O limite de deteccéo (LD) determina a concentracdo minima da substancia de
interesse presente na amostra que pode ser detectada com um certo limite de
confiabilidade através do procedimento experimental. O limite de quantificacdo (LQ)

determina a concentracdo minima da substancia de interesse presente na amostra

81



gue pode ser quantificada com um certo limite de confiabilidade através do

procedimento experimental 12,

Para a determinacdo tanto do LD quanto do LQ se utilizam o coeficiente
angular, solpe (S), de da reta, da curva analitica e do desvio padrédo das respostas

(SD), de acordo com as formulas 121

3,35D
S

L _ 105D
Q= S

Os valores de LD e LQ para os glicocorticoides em estudo estdo apresentados
na tabela 5.2.

Tabela 5.2. Limite de detecc¢éo e limite de quantificacdo para glicocorticoides

Glicocorticoide Limite de Deteccdo (mg.L™?) Limite de Quantificacéo
(mg.L™)
Prednisona 3,12 9,46
Betametasona 2,89 8,77
Mometasona 2,93 8,88
Beclometasona 2,60 7,88

4.2.4. Precisao

A fim de demonstrar a repetibilidade dos instrumental, dez injecbes
consecutivas da mistura padrdo 100 pg.mL?* e 100 pg.mL* do padréo interno foram
realizadas para cada método proposto. Os valores de desvio padréo relativo (%RSD)
foram inferiores a 0,80 % para a area relativa (razao padrao/padrao interno) e 0,40%

para tempo de migracdo. Os dados sdo apresentados na tabela 5.3.

Tabela 5.3. Valores de desvio padréo relativo para a repetibilidade (n=10).

Glicocorticoide RSD % area relativa RSD % tempo de migracgao
Prednisona 0,77 0,31
Betametasona 0,68 0,35
Mometasona 0,49 0,39
Beclometasona 0,61 0,32
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A precisao intra-ensaios (apresentada na tabela 5.4) foi avaliada empregando
solucbes de padrdo e padréo interno e determinada em trés niveis de concentracao
(80, 100 e 120 pg.mL1), com trés repeticdes cada por meio do desvio padréo relativo
da area relativa (razdo padrdo/padrao interno). Por fim a média dos desvios padrdes
das de todas as analises foi calculado para determinar o desvio padréo relativo total

das nove determinacdes.

Tabela 5.4. Valores de desvio padréo relativo para preciséo intra-ensaio (n=3).

Glicocorticoide Concentracéo da RSD % para area RSD % total
Amostra (ug.mL™) relativa

80 0,51

Prednisona 100 0,76 0,62
120 0,60
80 0,95

Betametasona 100 0,88 0,91
120 0,91
80 0,75

Mometasona 100 0,94 0,78
120 0,66
80 0,50

Beclometasona 100 1,12 0,87
120 0,99

Valores de RSD% abaixo de 2 sé@o considerados aceitaveis (ANVISA — RDC
166), visto que para 0s quatro métodos propostos todos estdo abaixo de 1%,

consideram se 0os métodos propostos possuem uma boa precisao intra-ensaio.

4.25. Exatidao

Para a determinacéo da exatidao foi realizado o teste de recuperagcdo: uma
guantidade conhecida de padrdo de interesse foi adicionada a amostras placebo
baseadas em amostras comerciais (em 3 faixas de concentracdo) e analisadas em
triplicata 2. Segundo a ANVISA M1 a recuperacdo média deve ser de 100% (+ 5%)

da concentracéo esperada’ A tabela 5.5. mostra os valores obtidos.
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Tabela 5.5. Método de validacéo referente a exatiddo (teste de recuperacéo).

Glicocorticoide Padréo adicionado Padréo encontrado Recuperacao
(ng.mL™) (ng.mL™) (%)
80 78,5 98,1
Placebo de prednisona 100 98,8 98,8
120 119,2 99,3
80 79,2 99,0
Placebo de Betametasona 100 98,5 98,5
120 118,7 98,9
80 78,5 98,1
Placebo de Mometasona 100 98,3 98,3
120 117,8 98,2
80 78,6 98,2
Placebo de
100 98,7 98,7
Beclometasona
120 118,2 98,5

Cada valor mostra a média das trés determinagfes de cada faixa.

A recuperacdo para dos glicocorticoides em placebo variou de 98,1 a 99,3%

para, estando de acordo com o preconizado pela ANVISAIY,

4.3. Andlise

O método desenvolvido foi aplicado para quantificar os glicocorticoides a qual

se destina em dois diferentes lotes de produtos comerciais para cada composto. Os

resultados (Tabela 5.6.) se mostraram satisfatérios, visto que a determinacéo estava

dentro dos limites de tolerancia aceitaveis (90 — 110% de principio ativo) e os desvios

se mantiveram abaixo de 2%.

Tabela 5.6. Resultados das determina¢des de glicocorticoides em amostras comerciais.

Glicocorticoide Lote Concentracéo declarada | Concentragcdo encontrada

(por unidade) (por unidade)

Prednisona 1 20 mg 19,94 £ 0,24 mg

(comprimido) 2 20 mg 19,84 £ 0,28 mg
Betametasona 1 4 mg 4,02 +0,11 mg

(comprimido 2 4 mg 3,95+ 0,32 mg
Mometasona 1 200 ug 198 + 8,15 g
(cépsula) 2 200 pg 201 + 10,9 g
Beclometasona 1 200 pg 196 + 13,4 pg
(capsula) 2 200 pg 208 + 5,50 pg
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5. CONCLUSAO

Os métodos mostram uma boa capacidade de resolver 0s picos
padrédo/padréo interno, um baixissimo tempo de analise. Ao se optar pela injecédo via
outlet, e modificando a tensdo aplicada, o tempo de analise de todos reduziu
consideravelmente, sendo de cerca de um tergo do tempo obtido para injecéo via inlet

e tensao a 25kV (4 minutos contra 12 minutos).

Os métodos propostos foram validados de acordo com suas caracteristicas
de desempenho apresentado seletividade, precisédo, linearidade e exatidao. Os limites

de deteccéo e limite de quantificacao.

Devido a determinacdo com alta eficiéncia dos glicocorticoides (prednisona,
betametasona, mometasona e beclometasona) pelo métodos e visto as caracteristicas
de desemprenho satisfatorias, as metodologias podem vir a ser usados em analises
de rona de medicamentos em laboratdrios de controle de qualidade.
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