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RESUMO

Os antifungicos imidazdlicos, por seu largo espectro de acdo e baixa
toxicidade sao usados em grande numero de formulacdes para uso topico e
sistémico. Os produtos dermatoldgicos utilizando veiculos emulsionados, sao
eficazes como carreadores de farmacos antifungicos, e de boa aceitacao
pela populacdo. O cetoconazol € um imidazdlico utiizado em grande
numero de formulacdes do mercado, e foi o farmaco selecionado para este
trabalho, por possuir um medicamento de referéncia, Nizoral®, e
medicamentos genéricos na forma farmacéutica emulsédo para uso tépico,
todos devidamente registrados e de acordo com os critérios e atribuicoes
previstos na legislacao brasileira. Estas formulacdes foram objetos deste
estudo, cuja proposta foi reproduzir os parametros organolépticos e fisicos do
medicamento de referéncia, em formulacdes simuladas no laboratoério, e
nestas e nas formulacdes genéricas selecionadas, tentar elucidar questdes
como modo de elaboracao e incorporacao do farmaco, e a relacao destas
variaveis tecnologicas, com o0s diferentes excipientes disponiveis e
normalmente utilizados no preparo de formas farmacéuticas emulsionadas.
Por metodologia in vitro, foi avaliada a permeacdao cutanea das
formulacées mencionadas, e para sua realizacao utilizaram-se células de
difusdo, onde no compartimento doador trabalhou-se com duas tomadas
de amostra (2,0g e 0,2g). A membrana permeante foi a pele de orelhas de
porco, e a solugao receptora, tampao fosfato pH 7,4 adicionado de etanol
10%. As coletas para o estudo de permeacao cutanea foram feitas em
tempos especificos. Nos intervalos de 1h, 3h, 6h, 12h e 24h, foram coletadas
as membranas expostas a permeacdo, para a verificacdo da retencao
cutanea. As analises foram realizadas por CLAE com deteccdo no UV, no
comprimento de onda de 225nm, utilizando como fase madvel, metanol e
solugcao de acetato de amonio 0,5% (20:80).

Das consideracoes feitas e das observacdes praticas, péde-se concluir que
embora em conformidade com as normas vigentes, os medicamentos
genéricos possuem diferentes comportamentos, decorrentes das diversas
variaveis tecnolégicas a que se submetem, e tais diferencas, podem
acarretar comprometimento na eficacia do produto, fatos que devem ser
comprovados com testes clinicos. Sugere-se a criacao de procedimentos de
controle de qualidade especificos para os semi-sélidos, considerando o
enorme potencial cutdaneo como via de liberacdo para novos
medicamentos.

Palavras-chave: Cetoconazol; Absorcdo cutanea; Estudo in vitro de
permeacao cutanea; Medicamentos Genéricos.



ABSTRACT

The imidazolic anti-fungals, due to their large spectrum of action and low
toxicity, are used in great number of formulations for topical and systemic use.
The dermatologic products using emulsified vehicles are effective as carriers
for antifungal medicines, and highly accepted by population. The
cetoconazol is an imidazolic compound used in great number of market
formulations, and it was the selected drug in this work, for its presence in the
reference medicine Nizoral®, a generic pharmaceutical form of emulsion for
topical use, all properly registered and in agreement with the criteria and
attributions foreseen in the Brazilian legislation. The aim of this study was to
reproduce the physical and organoleptic parameters of the reference
medicine and in simulated formulations, and to try to elucidate subjects such
as ways of medicine elaboration and incorporation, and the relationship of
these varied technological variables with the different available excipients
normally used in the preparation of emulsified pharmaceutical products.

The evaluation of the mentioned formulations was investigated by using an in
vitro skin permeation method, and in order to do this, diffusion cells was used,
so the donor compartment was filled out with two samples (2,0g and 0,29).
The permeant-membrane used was the pig ear skins, and the receptor
solution was the phosphate buffer solution, pH 7.4, added with 10 % ethanol.
At pre-established time intervals samples of the medium were collected for
the study of cutaneous permeation. At intervals of 1, 3, 6, 12 and 24 hr, the
exposed membranes were removed, to monitor skin penetration. The
analyses were carried out by HPLC with UV detection at 225 nm wavelength,
using methanol and 0.5 % ammonium acetate solution (20:80) as mobile
phase. From the considerations and practical observations it can be
concluded that, although in accordance with the effective norms, the
generic medicines possess different behaviors, as a result of submission to
several technological variables, and these differences can compromise the
effectiveness of the product, facts that should be proven with clinic tests. It is
suggested the creation of specific quality control procedures for the semi-
solids, considering the skin as having enormous potential as route for new
medicines.

Keywords: Ketoconazole; Skin absorption; In vitro study of Percutaneous
absorption; Generic medicine.
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1 INTRODUCAO

Estudos in vitro de liberacdo e absorcao cutanea, sdo extremamente
importantes na otimizacdo das técnicas de elaboracdo e da escolha
adequada dos componentes das formas farmacéuticas de liberacao
dérmica (CHIEN, 2005). Nao possuem interferentes como nos métodos in vivo
(BARRY, 1983) e frequentemente sao realizados para a verificacdo do
comportamento de diferentes veiculos das formulacdes (LEVEQUE et al.,
2003, PERSHING; CORLETT; JORGENSEN, 1993).

As vantagens dos meétodos in vitro sobre os in vivo s&o0 que nos
primeiros podem ser controladas as condi¢gdes de estudo, ndo havendo os
interferentes bioldgicos; além de ndo serem dispendiosos e faciimente
realizaveis (ALLEN; POPOVICH; ANSEL, 2007, CHIEN, 2005). Nos estudos in vitro
podem-se usar tanto peles humanas como as de espécies animais, sendo a
pele de orelha de porco muito utilizada, por possuir caracteristicas
semelhantes as da pele humana (ANDEGA; KANIKKANNAN; SINGH, 2001,
AULTON, 2005).

Em produtos dermatolégicos, onde €& desejavel que o farmaco
administrado tenha pequeno fluxo e alta retentividade através das
membranas (TOUITOU; MEIDAN; HORWITZ, 1998), estes estudos in vitro sao
realizados de modo que o farmaco seja liberado da formulacdo onde esta
veiculado, e se difunda através de uma membrana para uma solucao
receptora, a qual deve garantir condicdes termodindmicas favoraveis ao
farmaco (LOPEZ et al., 1998, OECD, 2004).

Os estudos in vitro s&o uma ferramenta muito valiosa e determinante
na avaliacao do comportamento de formulacdes semi-solidas de uso tépico,
diante das inUmeras variaveis qgue comprometem o processo de fabricacao.
Atraveés deles se obtém dados que possibilitam um maior entendimento dos
fatos ocorridos, desde a aplicacao na pele, liberacao do farmaco da forma
farmacéutica, retencao e absorcao cutanea. (CAMPQOS, 1994, NOKHODCHI
et al., 2003).
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Para este trabalho, o farmaco selecionado foi o cetoconazol, um
antifingico imidazdlico com largo espectro de acao e alguma atividade
antibacteriana (FITZZPATRICK et al., 1997, FUCHS; WANNMACHER, 1998,
KOROLKOVAS, 1998). Justifica-se a énfase as formulacdes tdpicas com
cetoconazol, por serem eficazes em muitos tratamentos de micoses
superficiais de pele e mucosas, sem significantes efeitos adversos. O farmaco
cetoconazol pela rota oral, ao contrario, pode provocar efeitos indesejaveis
como hepatoxicidade e interferéncia no metabolismo da testosterona
(KOROLKOVAS, 1998, LOW; WANGBOONSKUL, 1999; ROYCHOWDHURY; DAS,
1996).

As formulagBes emulsionadas oferecem boa aderéncia a pele e
normalmente apresentam comportamento reolégico caracteristico do tipo
pseudoplastico que faz com que se deformem e fluam com facilidade
guando aplicadas a superficie cutanea, sendo as mais utlizadas como
veiculo dermatoldgico (LABA, 1993).

No Brasil o Nizoral® é descrito como medicamento referéncia para o
farmaco cetoconazol (BRASIL, 2007), sendo o creme dermatologico utilizado
pela via topica. Varios medicamentos genéricos sao disponiveis no mercado
brasileiro para uso tépico, na mesma concentracao e forma farmacéutica
gue o medicamento de referéncia (BRASIL, 2007). Segundo a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (BRASIL, 2003), os medicamentos
genéricos de aplicacdo topica estdo dispensados de estudos de
bioequivaléncia (Guia para isencdo e substituicdo de estudos de
bioequivaléncia), bastando a comprovacao da equivaléncia farmacéutica
para manter a intercambialidade destes com o medicamento de referéncia
(BRASIL, 2003).

Nao ha ainda método analitico reconhecido oficialmente, para a
quantificacdo do cetoconazol em emulsdes, embora diferentes técnicas
analiticas sejam propostas na literatura cientifica para este fim (KEDOR-
HACKMAN et al., 2006, VELIKINAC et al., 2004).
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A adequada elaboracdo e utllizacado das bases dermatologicas, a
verificagcao da interferéncia dos componentes nelas utilizados, em especial
0s emolientes e emulsionantes, a forma de incorporacdo do farmaco e a
importancia dos testes in vitro na verificagcao da liberacdo e permeacéao de
farmacos de uso tépico, levaram a escolha do objeto de estudo deste
trabalho onde formulagcdes contendo o antifungico cetoconazol simuladas
no laboratdério e outras especialidades farmacéuticas contendo o farmaco
cetoconazol, foram analisadas comparativamente ao medicamento
referéncia.

As analises realizadas tiveram como objetivo, além de demonstrar
diferencas no comportamento quanto a liberacéo e retencdo cutanea do
farmaco cetoconazol, realcar a importancia dos estudos in vitro como
suporte na pesquisa e controle de qualidade de formulac6es de uso tépico
contendo este farmaco, para as quais ndo ha exigéncia de estudos

biofarmacéuticos por parte da ANVISA.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Este estudo teve como objetivo averiguar o comportamento

decorrente das variaveis tecnologicas a que sao submetidas as formulacdes

farmacéuticas semi-sdlidas de uso topico, e o comprometimento destas com

a eficacia do produto final. Para tanto se avaliou a liberacdo e absorcao

percutanea do cetoconazol em estudo in vitro, nas formulagdes simuladas

no laboratério e nas especialidades farmacéuticas disponiveis no mercado

brasileiro.

2.1.1 Objetivos Especificos

a)

b)

d)

selecionar método analitico para a quantificagcdo do cetoconazol em
formas farmacéuticas emulsionadas;

analisar o medicamento de referéncia (Nizoral®), as especialidades
farmacéuticas contendo o farmaco cetoconazol e as formulacdes
desenvolvidas no laboratério com relacdo aos aspectos
organolépticos, teor do farmaco, pH e viscosidade;

realizar para cada formulacéao, dois ensaios por metodologia in vitro
de liberacdo, retencdo e absorcdo cutanea do cetoconazol,
tomando como variaveis as tomadas de amostra;

verificar a interferéncia dos emolientes e emulsionantes, modo de
elaboracdo e modo de incorporacdo do farmaco, por meio dos

estudos in vitro de permeacao e retencao cutanea.



3 REVISAO DE LITERATURA

A estrutura adotada para o referencial tedrico segue um
encaminhamento l6égico para possibilitar o entendimento das variaveis que
compdem o processo de absorcao cutanea. Desta forma, suas relacdes
com o tema proposto visam:

a) possibilitar a compreensao, sobre caracteristicas e funcdes da pele,

e fatores que interferem na absor¢céo cutanea;

b) conhecer sobre os medicamentos antifungicos tépicos, em especial
com cetoconazol; propor formulacdes e analisa-las em funcdo de
um medicamento de referéncia;

Cc) conhecer sobre as metodologias in vitro de permeacao cutanea, e
possibilitar as analises dos medicamentos simulados e referéncia do
comércio, em confronto com a legislacao para genéricos vigente

no Pais.

3.1 PELE

A pele € o mais extenso 6rgao do corpo humano, aproximadamente
5% do peso total e o principal meio de comunicacao com o exterior. Em um
individuo adulto de peso e altura médios, a superficie da pele € de 2mz2, seu
peso é correspondente a 4,2 kg, e recebe cerca de um terco do sangue
circulante no corpo.

Constitui um limite anatdbmico e uma barreira de protecao contra
ataques fisicos, quimicos e contra microorganismos, imprescindivel a
existéncia de vida, além de outras caracteristicas peculiares que variam com
sua localizacao e funcao especificas (CHIEN, 2005, FITZPATRICK, 1997).

Microscopicamente a pele € um 6rgdo composto de multicamadas,
mas & geralmente descrito por trés camadas, que num corte perpendicular

visto de fora para dentro, sao: epiderme, derme e hipoderme.
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3.2 BIOQUIMICA DA PELE

O pH da superficie cutanea é para muitos autores, um importante
indicador funcional da pele e sua determinacdo na superficie cutanea,
modernamente por metodologias cada vez menos invasivas de estudo
cutaneo, tém motivado muitos pesquisadores. Um exemplo de moderno
equipamento é o Phmeter que avalia o pH superficial da pele, por
potenciometria direta, isto €, por meio de um eletrodo especial, o qual
permite sensibiidade de determinacdo da ordem de 0,1 unidades de pH
(LEONARDI; GASPAR; CAMPOS, 2002, RIEGER, 2000).

O pH da superficie cutanea é devido a producao de acido latico,
conferindo a superficie da mesma, o que se convencionou chamar de
“manto acido cutaneo”. Desta maneira, a pele apresenta pH levemente
acido (4,6 - 5,8), o que contribui para acdes bactericida e fungicida em sua
superficie. A proteinase, ativa no pH fisiologico da pele pode participar
modulando a resposta inflamatdria nas injurias celulares (LEONARDI; GASPAR;
CAMPOS, 2002, RIEGER, 2000).

As secrecOes cutaneas apresentam apreciavel capacidade
tamponante, fato importante, uma vez que o pH da pele é frequentemente
alterado em consequéncia da utilizacdo de produtos tépicos inadequados,
deixando-a exposta a agentes agressores especialmente microorganismos
(LEONARDI; GASPAR; CAMPOS, 2002, RIEGER, 2000).

Alguns processos importantes estdo envolvidos na manutencdo do

equilibrio da superficie cutanea, como:
3.2.1 Queratinizacao
E o processo pelo qual se formam as proteinas caracteristicas dos

pélos, das unhas e da epiderme, e consiste na oxidacao de duas moléculas

de cisteina para constituir uma de cistina (CHIEN, 2005).
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Testes histoquimicos indicam que na regiao da camada granular da
pele humana normal, ha um sistema de alta energia, responsavel pela
sintese de queratina a partir de polipeptidios no citoplasma das células
epidérmicas.

Por intermédio da queratinizacdo a epiderme consegue exercer suas
principais funcgdes: construir uma camada cornea resistente e impermeavel e
produzir uma camada de Malpighi com grande coesao assegurada por
desmossomas, elasticidade uma vez que a pré-queratina é pobre em
enxofre (CHIEN, 2005).

Cornificagao: E o processo onde as células vivas sdo convertidas em material
corneo. E a modificag&do que ocorre em pélos, unhas e células epidérmicas,

associada a morte celular e perda de suas organelas.

3.2.2 Lipidios da Superficie da Pele

O conteudo lipidico extracelular (sebo), produto das glandulas
sebaceas, € basicamente uma mistura de lipidios polares denominados
trigliceridios, acidos graxos livres, ceras, esterdis (colesterol), esqualeno e
parafinas. As ceramidas representam até 50% deste conteudo. Os acidos
graxos livres conferem ao sebo, atividades bactericidas e fungicidas. A pele
contém dois acidos graxos insaturados essenciais, o acido linoléico e o acido
araquidonico. Acido linoléico tem sido relatado em vérios trabalhos como
importante na regulacdo das funcdes barreira da pele. Acido araquiddnico
pode contribuir no guarnecimento de prostaglandinas (FORSLIND et al.,1997).

Mais de um terco dos lipidios do estrato cérneo tem comprimento de
cadeia maior que 22 carbonos, enquanto nas membranas celulares ha a
predominéancia de lipidios com 16 a 18 carbonos (CHIEN, 2005).

Segundo Forslind et al. (1997), o sebo €é produzdo em maior
quantidade na testa, menor no tronco e em quantidades minimas nas
extremidades e fatores como a idade, mudancas significativas de estacao e
de clima, afetam a taxa de producao e o conteudo dos lipidios da superficie

cutanea.
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FUNCAO BARREIRA E A PERMEABILIDADE CUTANEA

A pele desempenha muitas e variadas funcdes, mas em relacdo a

permeacdo cutanea humana a funcdo mais importante € a de protecao

(FORSLIND et al., 1997). O local da pele conhecido como “zona barreira”,

representada por trés distintas camadas o estrato corneo, epiderme viavel, e

derme além da rede de capilares sanguineos, foliculos pilosos, glandulas

sebaceas, e sudoriparas (CHIEN, 2005), € o responsavel pela protecao da

pele, agindo como barreira contra agentes externos como descrito a seguir:

a)

b)

Barreira microbiologica: o estrato corneo € a primeira barreira para
microorganismos, € muito embora o manto acido (produzido pelas
secrecOes ecrinas e sebaceas a pH 4,2-5,6) nao seja muitas vezes
suficiente para defender a pele contra as bactérias, existem ainda
secrecoes pelas glandulas da pele de acidos graxos de cadeia curta,

0s quais inibem o crescimento de fungos e bactérias (AULTON, 1988);

Barreira quimica: uma importante funcdo da pele humana é barrar a
entrada de moléculas indesejaveis de fora para dentro, enquanto
controla a perda de agua, eletrdélitos e outros constituintes endégenos.
O estrato corneo é praticamente impermeavel a todas as substancias
guimicas ndo gasosas agindo assim como passo limitante para a

absorcao percutanea (AULTON, 1988);

Barreira a radiacdo: para a pele exposta a luz do sol, a radiagao
ultravioleta 290-400nm €é a mais danosa, e desta exposicado trés
principais reacOes agudas sao percebidas, eritema, pigmentacao
(producdo de melanina como resultado da estimulacdo dos
melandcitos) e engrossamento da epiderme. Reacdes cronicas a
exposicado desta radiacao incluem envelhecimento e canceres de

pele (AULTON, 1988);
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d) Barreira ao calor e regulador térmico: a pele (estrato corneo), por sua
extensdo por todo o corpo, € o primeiro 6rgdo responsavel pela
manutencado da temperatura do corpo em 37°C, tendo papel
importante a circulacao periférica, as glandulas e demais constituintes
(AULTON, 1988);

€) Barreira elétrica e mecéanica: a pele possui uma resisténcia e
impedancia muito maior que outros tecidos biol6égicos, e exerce
protecdo contra agressdes mecéanicas, através de engrossamentos e
calosidades (AULTON, 1988).

A denominacao permeacao percutanea de substancias em um
sistema transdérmico ou em preparacdes dermatoldgicas, representa o
caminho destas através das camadas da pele até a corrente linfatica e
sanguinea, que lhes transportardo até os 6rgaos os quais as reterdo de
acordo com suas respectivas afinidades (JATO, 1997).

Em preparacdes dermatolégicas, embora seja importante que o
farmaco penetre além da superficie, normalmente nao se deseja que o
medicamento penetre na circulacao sistémica (JATO, 1997).

Em média, na superficie cutanea existem 40-70 foliculos pilosos e 200-250
ductos sebaceos por metro quadrado de area de pele e por eles a
absorcao cutanea € muito intensa (CHIEN, 2005, JATO, 1997), entretanto,
estes apéndices da pele representam apenas 0,1% da superficie cutanea
total, e desta maneira, a absorcao percutanea pela via transepidérmica se
torna a principal via de permeacdo de absorcdo de farmacos (ANSEL;
POPOVICH; ALLEN, 2000).

As vias seguidas pelo farmaco na permeacao percutanea sao descritas

e ilustradas na Figura 1:

a) por difusdo através das células — penetragcao transcelular (através

dos cornedcitos e matriz lipidica intercelular);
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b) por difusdo entre as células — penetracao intercelular (por entre os

cornedcitos e pela matriz lipidica);

c) por difusdo através dos foliculos pilosos, glandulas sudoriparas e

sebaceas, e anexos pilosebaceos - penetracao transanexal (ANSEL;

POPOVICH; ALLEN, 2000).

Em quaisquer dos caminhos que a permeacao possa ocorrer, a

estrutura do estrato cérneo obriga o farmaco a se difundir através das

bicamadas lipidicas intercelulares (ROUGIER, 1983).

Via
intercelular

Membrana
plasmatica_

Citoplasma  Acidos
celular graxos
s 4

Espago
dntercelular
L]
L]
L]
L] \
° Lipideos Regiao Colesterol/sulfate  Lipideos Cueratina  Lipideos
L]
o aquosa de colesterol
.l....................0...0...0......................0...0...0.

Regiao aquosa

Figura 1 Esqguema representativo das vias de penetracao do
farmaco através do estrato corneo (via transcelular

e via intercecular)

Fonte: MARTINS; VEIGA (2002)

3.3.1 Passos Importantes na Absorcao Percutanea

Na absorcao cutanea, interferem os seguintes fatores:

a) liberacao do farmaco do veiculo;
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b) penetracao através das barreiras da pele;

C) ativacao da resposta farmacologica.

Estes passos determinantes para a absorgcao cutanea sao afetados por
fatores como tipo, condicdo e a presenca de umidade na pele (ANSEL,;
POPOVICH; ALLEN, 2000) a natureza do farmaco (propriedades fisicas e
guimicas) e do veiculo utilizado (CAMPOS, 1994, JATO, 1997).

As particulas do farmaco inicialmente precisam ser solubilizadas para
qgue entao possam sofrer particdo e se difundir passivamente para a
interface veiculo/estrato cérneo. Algumas substancias podem se ligar ou
ficar retidas em determinados locais deste, ou entdo sofrer nova particao
para uma segunda interface estrato coérneo/epiderme viavel (ALLEN;
POPOVICH; ANSEL, 2007).

O processo de difusdo ocorre espontaneamente sendo
acompanhado de perda de energia livre (G) do sistema. A difusdo pode ser
definida como, a transferéncia espontanea de um componente de uma
regido com alto potencial quimico, para uma regido com potencial mais
baixo, sendo o gradiente de concentracdo a forca condutora neste
processo (AULTON, 2005).

As leis que descrevem o fendbmeno de difusdo, normalmente sao
expressas em termos de gradientes de concentracao como, por exemplo, a
primeira Lei de Fick, que indica que a taxa de difusdo é proporcional ao

gradiente de concentracao, conforme a eq. (1):

J=dm/ dt=-DdC /dx (1)
Onde:

O fluxo J do farmaco expresso em termos de quantidade (dm)
transportada em determinado tempo (dt) através de um plano por unidade
de area (dC/dx) fornece o gradiente de concentracdo D que é o
coeficiente de difusdo expresso em unidades de area por unidade de tempo
(AULTON, 2005).
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A segunda Lei de Fick € geralmente empregada em experimentos
onde se emprega uma membrana permeante separando dois
compartimentos, tendo-se num deles a maior concentracdo do farmaco
(compartimento doador) e no outro (compartimento receptor) a
concentragdo zero (sink conditions) mantendo assim o gradiente de
concentracao, a quantidade acumulada do farmaco (m) que passa atraves
da membrana, por unidade de area e como funcao do tempo até alcancar

o estado de equilibrio pode ser expressa na eq. (2) a seguir:

(dm/dt) = DCoK / h (2)

Onde:
Co € a concentracéao constante do farmaco na solugcéo doadora,
K é o coeficiente de particdo do soluto entre o veiculo e a membrana,

h é a espessura da membrana.

Quando plotados em um grafico o tempo de absorcdo (t) e a
guantidade acumulada absorvida (m) por unidade de area de membrana
como funcado do tempo, o equilibrio é verificado quando o grafico se torna
linear, e os dados desta porcao linear, extrapolados, de modo a obter o
intercepto da curva quando m = 0 fornecem o lag time (tempo que leva

para comecar a ocorrer a absorcao) (AULTON, 2005).

3.3.2 Interferentes da Absorcao Percutanea

Pelo fato da pele ser composta de complexas e heterogéneas
camadas laminares, onde cada lamina contribui com uma resisténcia
difusional especifica, e por fatores inerentes ao farmaco além de outras
variaveis envolvidas no processo, o processo de absor¢cado percutanea pode
ser favorecido ou ndo por situacOes especificas, e algumas destas

caracteristicas sao relatadas a seguir.
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Sendo o fluxo do soluto proporcional ao gradiente de concentracao
através membranas, entdo para um maximo de fluxo € necessario que a
solucao doadora seja saturada, e isto pode ser conseguido otimizando-se a
solubilidade do farmaco através da melhor composicao do veiculo, e da
escolha da solugcdo no compartimento receptor pela experimentacdo com
uma série de solventes apropriados (ALLEN; POPOVICH; ANSEL, 2007, AULTON,
2005, JATO,1997, MARTINS; VEIGA, 2002).

O coeficiente de particao é fator importante para estabelecer o fluxo do
farmaco através da membrana. Quando a membrana é a maior fonte de
resisténcia difusional no processo, a magnitude do coeficiente de particdo é
muito importante, e isto frequentemente ocorre na permeacao percutanea,
guando a impermeabilidade do estrato céneo € o passo limitante na
absorcao, sendo entdo o coeficiente de particdo estrato corneo/veiculo
crucialmente importante para o estabelecimento da alta concentracao
inicial do farmaco na primeira camada da membrana (ALLEN, POPOVICH,
ANSEL, 2007; AULTON, 2005; JATO,1997);

Embora a concentracao diferencial do farmaco entre as duas fases,
doadora e receptora, seja a forca condutora para o processo de difusao, o
gradiente quimico potencial ou gradiente de atividade € o parametro
fundamental. A atividade termodindmica do farmaco na fase doadora ou a
membrana pode ser radicalmente alterada por mudancas no pH, formacéao
de complexos ou a presenca de tensoativos, ou cosolventes. Tais fatores
também modificam o coeficiente de particao efetivo (AULTON, 2005).

Acidos e bases fracas se dissociam em diferentes graus dependendo do
pH do meio e do seu pKa ou pKp, € o lado onde a proporgcdo do farmaco
nao ionizado for maior (somente as moléculas ndo ionizadas do farmaco
passam facilmente através das membranas lipidicas) ird determinar o
gradiente efetivo através da membrana (AULTON, 2005, LEONARDI; GASPAR,;
CAMPOS, 2002).

Misturas cosolventes polares tais como propilenoglicol e dgua podem
produzir solugcdes saturadas e maximizar o gradiente de concentragao

através do estrato corneo. No entanto o coeficiente de particdo de um
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farmaco entre o veiculo e estrato corneo diminui, com a solubilidade do
farmaco na mistura solvente. Este dado é importante, quando nado se deseja
a promocao da penetracdo do farmaco, entdo na formulacdo deve-se
proceder a solubilizacdo deste no veiculo até préximo da saturacao
(AULTON, 2005).

O efeito do uso dos tensoativos na pele é relatado como sendo no
abaixamento da tensao interfacial e mudancas na conformacédo protéica
do estrato cdérneo. A formacdo de complexos afeta a permeacdo do
farmaco de maneira semelhante a solubilizacdo micelar. Quando o
complexo se forma ocorre mudancas na aparente solubiidade e aparente
coeficiente de particdo do farmaco (AULTON, 2005);

O manto superficial (0,4-10um) dificimente afeta a absor¢cao percutanea.
Os apéndices podem ser uma rota importante apenas para ions € moléculas
grandes polares (pesos moleculares acima de 500 Daltons) os quais tém
dificuldade de atravessar o estrato corneo intacto. Pela via epidérmica, as
moléculas penetram pelo estrato coérneo ou intercelularmente ou
transcelularmente. Na queratina intracelular presente na formacdo em
mosaico das regides polar e nao polar, farmacos se dissolvem e se difundem
de acordo com suas afinidades quimicas. Os lipidios neutros da via
intercelular provém uma rota alternativa (AULTON, 2005, JATO, 1997).

O dinamico processo de absorcao percutanea sofre variacdes de fatores
biologicos tais como idade e a condicdo e a localizacdo da pele. A
literatura relata que peles do feto e de tecido jovem sdo mais permeaveis
que as de tecido adulto. A condicdo da pele é importante uma vez que
muitos solventes rompem ou modificam a complexa estrutura da camada
céornea intacta. Em estados doentis onde ha a caracterizacdao de
modificacdo na camada cdérnea, uma maior permeacao percutanea é
verificada. A espessura e a natureza da camada cdérnea promovem
variagles na permeabilidade cutanea, assim como a densidade dos
apéndices cutaneos.Peles de diferentes animais diferem largamente na
espessura, densidade de glandulas e de foliculos pilosos e ainda no

suprimento sanguineo, entre outros fatores, os afetam as rotas de
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penetracdo e a resisténcia a permeacao. Estudos comparativos
demonstraram que as peles de macacos e porcos sado mais proximas a
humana sendo embora mais permeaveis que esta, a pele de ratos sem pelos
tem algumas caracteristicas similares a humana, sendo também mais
permeaveis que esta (AULTON, 2005).

As interacbes farmaco/pele e a hidratacdo da pele sao fatores
importantes na absorcdo percutanea. Quando a agua satura a pele, sua
permeabilidade aumenta acentuadamente. Muitos compostos podem
possibilitar esta func&o, como acidos graxos livres, pirrolidonas, uréia, soédio,
calcio, potassio, lactato, complexos entre proteina-acucar ou misturas destes
compostos. Pode ser particularmente importante, a interacado do farmaco
com a pele, resultando em reservatério do farmaco na camada coérnea,
como acontece com os filtros solares e produtos topicos contendo esterdides
(AULTON, 2005, MARTINS; VEIGA, 2002).

Igualmente importantes sao as interacdes veiculo/pele. O veiculo
pode modificar o estado e a permeabilidade da pele: alterando sua
hidratacao, veiculos oclusivos como 6leos e gorduras reduzem ou previnindo
a perda de agua, aumentando a umidade da pele e assim promovem a
penetracdo; grande variacao na temperatura pode aumentar a taxa de
penetracdo na pele humana até dez vezes, veiculos oclusivos aumentam a
temperatura da pele em alguns graus, mas seu efeito sobre a
permeabilidade cutdnea ¢é pequeno se comparado ao efeito da
hidratacado; uso de promotores de absorcao (meios quimicos), substancias
gue podem temporariamente diminuir a impermeabilidade da pele, e sendo
seguros e nao toéxicos, podem ser usados clinicamente para aumentar a
penetracdo de farmacos (FEMENIA-FONT et al., 2005). Um promotor de
penetracao cutanea ideal, segundo Femenia- Font al. (2005), logo ap6s sua
remocao deve permitir a rapida recuperacdo da propriedade barreira da
pele; deve ter outros atributos como, ser compativel com o farmaco e
demais excipientes; ser um bom solvente para o farmaco aumentando a
efetiva concentracdo do farmaco no veiculo e deve possibilitar boa

espalhabilidade da formulacdo e agradavel sensacdo na pele; deve
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possibilitar sua incorporacdo em todas os tipos de preparacdes usadas
topicamente além de ndo possuir cheiro, odor, cor e ser economicamente
viavel, alguns exemplos de promotores com estas caracteristicas sdo o
miristato de isopropila, ésteres do acido nicotinico; fosfolipidios hidrogenados
de soja; Oleos essenciais, etanol; n-octanol e decanol e terpenos
(NOKHODCHI, 2003). Dificimente uma sé substancia possuira todas estas
propriedades desejadas (AULTON, 2005, MARTINS; VEIGA, 2002).

Por seguranca e eficiéncia o melhor promotor de penetracdo € a
agua. Todas as substancias penetram melhor através da pele hidratada que
da pele seca, entdo qualquer substancia guimica inativa, nao téxica que
promova hidratacdo da camada cornea pode ser considerada como um
promotor de penetracao.

Os mais efetivos promotores de absorcdo sao 0s solventes aproticos
como o dimetilsulféxido (DMSO), dimetilformamida (DMF) e dimetilacetamida
(DMA), possuindo varios dos atributos mencionados para um promotor ideal.
As pirrolidonas podem ser usadas com uma série de farmacos para
promover a penetracao e também estabelecer um reservatdrio do farmaco
no estrato corneo e unhas. Os agentes de superficie podem promover a
absorcao pelos apéndices por reduzir a tensdo superficial. Os tensoativos,
especialmente os anidnicos alteram a conformacao em hélice das proteinas
do estrato corneo. Estudos de Nokhodchi et al. (2003), relatam que tanto os
tensoativos anidnicos quanto os nao iénicos tém o poder de aumentar a
penetracdo de alguns farmacos pouco soliuveis em agua e que a
concentracao destes tem importante papel na solubiidade aparente do
farmaco. O Tween® 80, segundo o0s resultados destes estudos, aumenta a
capacidade de penetracdo do lorazepam via ambos o mecanismo
molecular hidrofilico e o lipofilico, pois sua estrutura lhe confere ambas as
caracteristicas lipofilicas e hidrofilicas na molécula o que permite uma maior
particdo entre os lipidios e proteinas.

Derivados de longas cadeias dos sulfoxidos tais como o decilmetilsulféoxido,
em baixas concentracdes, provavelmente exercem seu efeito como

promotores.
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Baixas concentracOes de propilenoglicol e alcool ndo sao potentes
promotores. Em estudos de Fang et al. (2003), o farmaco lipofilico
flurbiprofeno foi veiculado num hidrogel formado com polimeros de celulose,
e nestes, a presenca de propilenoglicol proporcionou maior solubilizacéo do
farmaco no veiculo, e embora tenha havido retardamento no inicio do fluxo,
nao houve alteracdo da taxa de liberacdo do farmaco para a pele. Em
estudo de outros autores, o propilenoglicol qguando em combinagéao com o
acido oléico e/ou alcool oléico, mostra eficiente acdo promotora da
permeacdo cutanea, para algumas moléculas (ALLEN; POPOVICH; ANSEL,
2007, AULTON, 2005, MARTINS; VEIGA, 2002).

As interacBes famaco/veiculo sdo também muito importantes na
absorcao percutanea, quando a impermeabilidade do estrato cérneo néao é
o fator determinante, e sim é a liberacdo do farmaco no veiculo, o passo
limitante para a penetracdo cutanea. Isto acontece quando a difusdo do
farmaco no veiculo é excepcionalmente baixa ou quando o veiculo possui a
capacidade de controlar a liberacéao do farmaco (sistemas de liberacao de

farmacos com taxa controlada) (AULTON, 2005).
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3.4 FORMAS FARMACEUTICAS SEMI-SOLIDAS DE USO TOPICO

Em geral, os medicamentos destinados a pele, podem ser de
aplicacao topica ou sistémica. As formas farmacéuticas semi-sélidas de uso
tépico sdo preparacoes destinadas a uma acao sobre a pele e mucosas,
acessiveis ao meio externo. Os medicamentos sistémicos sdo administrados
pela via oral, medicamentos injetaveis, ou através de sistemas transdérmicos
e se distribuem por todo o organismo.

Os farmacos contidos em uma formulacado tépica sao incorporados
aos excipientes e assim, conforme as combinacbes entre eles, as
preparacdes topicas apresentam composicado e consisténcia diversas. Os
excipientes determinam a natureza, a consisténcia e também o grau de
penetrabilidade.

As formas farmacéuticas dermatoldogicas usadas com maior
freqUuéncia sdo pomadas, cremes, locoes e solucdes topicas, embora outras
formas farmacéuticas como pastas, linimentos; pos; géis; tinturas; e aerossois
sejam também usadas, mas em menor propor¢cao (ALLEN; POPOVICH; ANSEL,
2007).

Entre as formas farmacéuticas semi-sélidas descritas na literatura,
merecem destaque o0s cremes, em especial os do tipo O/A, por
apresentarem facilidade de aplicacao, espalhabilidade sobre a pele e
faciidade de veiculacdo de farmacos. Os cremes constituem formas
farmacéuticas semi-sélidas obtidas por emulsédo. Sua natureza anfifilica e
similaridade com a epiderme humana permitem elevada eficiéncia na

veiculacao de farmacos (ALLEN; POPOVICH; ANSEL, 2007, AULTON, 2005;).

3.4.1 Emulsdes

Pela emulsificacdo, ha a possibiidade de misturas estaveis e

homogéneas de dois liquidos imisciveis ou relativamente imisciveis entre si.
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Tem-se uma emulsdo quando um liquido estiver dividido (fase interna,
dispersa ou descontinua) em pequenissimos glébulos no seio de outro (fase
externa, dispersante ou continua).

As emuls@es sao classificadas de acordo com a natureza lipofilica (ou
hidrofébica) da fase dispersante em sistemas 6leo em agua (O/A) ou
sistemas agua em 6leo (A/O), e ainda de acordo com a sua utilizacao, em

de uso interno ou externo:

a) para uso interno: as emulsbes administradas por via oral sao

exclusivamente do tipo O/A,;

b) para uso externo: podem ser tanto O/A quanto A/O, dependendo
da natureza do farmaco a ser incorporado, da via de
administracao, tipo de emolientes na formulacdo e condicao da

superficie cutanea (ANSEL; POPOVICH; ALLEN, 2000).

A miscibilidade ou a solubilidade em 6leo e em agua do farmaco que
vai ser usado numa preparacao emulsificada, € fator determinante para a
escolha do veiculo adequado, sendo os farmacos quando incorporados na
fase interna da emulsdo, menos irritantes para a pele (LACHMAN; LIEBERMAN;
KANIG, 2001).

A fase aquosa € em geral agua destilada ou deionizada, ja que a
presenca de sais de calcio na agua dura seriam elementos
desestabilizadores da emulsdo. Nesta fase podem ser incorporados 0s
elementos hidrossolaves; farmacos, conservantes, tampdes, corretivos de pH,
antioxidantes, conservantes, sequestrantes, corantes, edulcorantes,
aromatizantes (LACHMAN; LIEEBERMAN; KANIG, 2001);

A fase oleosa é composta de componentes oleosos ou emolientes e é
responsavel por caracteristicas importantes da emulsdo que podem ser
moduladas conforme a natureza do elemento oleoso escolhido.

Esta escolha pode ser baseada em varios critérios, como propriedades

fisico-quimicas (estabilidade frente a &acidos e bases, ponto de fusao,
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polaridade), e estrutura quimica do emoliente, a qual € responsavel pela
grande maioria das propriedades que as emulsbes apresentam ao serem
aplicadas a pele (espalhabiidade, grau de absorcdo, emoliéncia,
lubrificag&o, toxicidade, viscosidade, controle da umidade e
comedogenicidade), e permite ainda predizer sobre a estabilidade das
mesmas frente a hidrélise acida e alcalina. Alguns exemplos séo ésteres de
acidos e alcoois graxos; 6leos de origem vegetal como o0s de sésamo, arroz,
semente de algodao; hidrocarbonetos derivados do petréleo e trigliceridios
de origem animal. Pela analise preliminar e selecdo dos emolientes podem-
se influenciar os parametros tecnoldgicos, sensoriais e mercadoldégicos, de
maneira controlada (SANCTIS, 2000). As caracteristicas impostas a emulsao
pela utilizacdo de um ou combinacado de emolientes especificos, interferem
no processo de permeacao cutanea do farmaco nela veiculado (AULTON,
2005).

O agente emulsivo, além de facilitar a obtencao da fase dispersa,
contribui para a estabilizacdo termodindmica da emuls&do por provocar
modificacdes nas propriedades reoldégicas da mesma (JATO, 1997) Sao
substancias que reduzem a tensao interfacial entre a agua e o 0leo, e assim
reduzem a energia que € necessaria para dispender um liquido no outro. Os
tensoativos sao substancias formadoras de filme em volta de cada goticula
da fase dispersa, de modo a originar uma barreira (mecanica) que evite a
coalescéncia das goticulas quando contatam umas com as outras
(JATO,1997, LACHMAN; LIEBERMAN; KANIG, 2001). Os fiimes formados,
dependendo da natureza do agente emulsivo podem ser representados por
uma camada monomolecular, multimolecular ou particulas solidas
finamente divididas (JATO, 1997).

Os agentes emulsivos sintéticos em relacao a estrutura molecular e a
natureza de seus grupos polares podem ser classificados em tensoativos
anféteros, anidnicos, catibnicos e nao-idnicos. Estes agentes contém grupos
lipofilos e hidréfilos sendo que a parte lipdfila, geralmente é a responsavel
pela atividade superficial Os agentes emulsivos nao-ibnicos nao tém

tendéncia a se ionizar, e dependendo de sua natureza podem formar
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emulsdo O/A ou A/O (LACHMAN; LIEBERMAN; KANIG, 2001). Em solucao
aguosa possuem grupo polarizado, mas nao ionizavel. A porcao hidrofilica
pode ser um alcool, dlicerol, sorbitol, poliglicol, polietilenoglicol,
polipropilenoglicol, amidoglicol e alcanolamidas.

A parte hidrofébica pode ser representada por um grupo alquil ou
grupo alquil aril. Os n&o-idnicos s&o o0s mais empregados em emulsdes
destinadas ao uso topico. Os alcoois e ésteres polioxietilénicos onde a fracao
ipofilica € representada pelos &acidos, estearico; palmitico; oléico e
ricinoléico sao 0s mais empregados atualmente e considerados 0s menos
iritantes para a pele, pois nao desnaturam as proteinas. Exemplos
importantes sdo os ésteres de glicerol, ésteres de glicdis, ésteres de
polietiienoglicdis, ésteres de sorbitano e alcoois graxos etoxilados.

Os derivados de lanolina, fracdes ricas em esterdis etoxilados, sao
emulsionantes primarios muito complexos, mas com boas propriedades
eudérmicas. Estes tensoativos sao eficazes na faixa de pH de 3-10 (ANSEL;
POPOVICH; ALLEN, 2000). A relacao do volume da fase interna com o da
fase externa, e a natureza ibnica sao caracteristicas importantes e
primordiais na escolha do tensoativo na elaboracdo da emulsédo desejada
(JATO, 1997, SANCTIS, 2000);

Além das substancias mencionadas, outros componentes sao utilizados
como reguladores da viscosidade entre estes estao os polimeros hidrofilos e
hidrocoldides derivados da celulose (quando a fase externa for aquosa) e
lanolina e substancias com caracteristicas plasticas, (Qquando a fase externa
for oleosa) (LACHMAN; LIEBERMAN; KANIG, 2001).

Os emulsificantes auxiliares sao denominados espessantes, normalmente
hidrofilicos, evitam a coalescéncia das emulsées por aumentar a viscosidade
da fase externa (goma xantana, caraia, arabica, polimeros carboxivinilicos,
derivados de celulose, e outros) (LACHMAN; LIEBERMAN; KANIG, 2001).

Os umectantes sao substancias utilizadas para impedir ou retardar a
formacéo de cristais devido a evaporagcdo ou secagem completa da fase
aquosa. Exemplos de umectantes mais empregados sao a dglicerina, o
propilenoglicol e o sorbitol (LACHMAN; LIEEBERMAN; KANIG, 2001).
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Os silicones, o0s polissioxanos, possuem inércia quimica, muito
especialmente em relacdo a oxidacao. A elevacao de temperatura afeta
pouco, a sua viscosidade. Fixam-se a superficie de diversos materiais,
tornando-os hidrofébicos (0 grupo siloxano se orienta para a superficie
contactante, e os radicais organicos hidrofébicos se voltam para o exterior).
O aquecimento exalta a hidrorepeléncia, pois ao serem aquecidas as
moléculas dos silicones desdobram-se, criando mais pontos de apoio na
superficie de contacto. Sao destituidos de toxicidade e a aplicagdo cutanea
mesmo prolongada nao produz irritacdo (LACHMAN; LIEBERMAN; KANIG,
2001).

Entre os antioxidantes e conservantes (preservantes), os mais utilizados
nas preparacoes semi-sdlidas para uso tOpico sao 0s que atuam por
mecanismos preventivos impedindo a auto-oxidagcdo na presenca de
metais. Entre estes, o butilhidroxitouleno (BHT) é recomendado como uma
alternativa ao tocoferol numa concentracao de 10 ppm para estabilizar a
parafina liquida Os ésteres do acido galico sdo muito utilizados (propil, octil e
dodecil éster) para 6leos fixos em concentracdes acima de 0,001% e para
Oleos essenciais em concentracdes acima de 0,1%.(AULTON, 1988).

Os ésteres do acido para-hidroxibenzoéico (metil, etil, propil e butil) e seus
sais largamente usados para a conservacao das emulsdes, nas
concentracoes de 0,1 - 0,2%.

O metabissulfito de soédio possui efeito antioxidante e inibidor sobre a
proliferacdo de microorganismos, mais efetivo na faixa de pH 7-9.

Ainda é utilizado o clorocresol, em concentracdes em torno de 0,1%,
com atividade reduzida na presenca de 6leos fixos de origem animal ou
vegetal, e em pH alcalino; o fenoxietanol (0,5-1,0%), que devido a sua
inefetividade frente a bactéricas Gram-negativas, geralmente € associado a
outros preservantes como o0s ésteres do acido para-hidrobenzéico; o
bronopol (0,02%), geralmente em combinagdo com outros preservantes; os
compostos quaternarios de amoénio, usados principalmente como anti-
sépticos para administracdo topica, e a cetrimida, utiizado como agente

emulsificante primario.
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Normalmente além da estabilizacdo do farmaco, o uso destes agentes
potencializa a acao conservante por promover a quelacdo dos metais
essenciais ao crescimento dos microorganismos, sendo o acido citrico, o
agente sequestrante de metais mais usados na protecao dos 6leos devido a
sua inocuidade e o EDTA (&cido etilenodiaminotetracético e seu sal sédico),
desprovido de toxicidade largamente aplicado na protecao de
preparacoes farmacéuticas (LACHMAN; LIEBERMAN; KANIG, 2001).

3.4.1.1 Sistema EHL

Os emulsificantes geralmente possuem uma parte hidréfila e uma
lipéfila, com predominancia de uma delas (fato que influencia o tipo de
emulsdo formada). Segundo o equilibrio hidréfilo-lipéfilo (EHL), para cada
substancia se atribui um nimero ou valor de EHL, que indica a polaridade da
substancia. Os valores usuais sdo de 1-20, embora cheguem a 40. Os
numeros mais elevados correspondem aos elementos altamente polares ou
hidrofilicos, e os mais baixos aos menos polares ou lipofiicos (LACHMAN;
LIEBERMAN; KANIG, 2001).

No sistema EHL também se atribui um valor de EHL aos Oleos e
substancias semelhantes, e quando da elaboracdo da emulséo, escolhem-
se 0s emulsificantes que possuam o valor de EHL mais proximo ao valor da
fase oleosa da emulsdo pretendida.

Os agentes emulsificantes sdo compostos tensoativos com valores de
EHL de 3 a 6, e numa emulséo reduzem a tensao interfacial entre o dleo e a
agua, minimizando a energia superficial pela formacdo de glébulos (séo
altamente lipofilicos).

Estes valores de EHL séo utilizados para os calculos da porcentagem
necessaria do emulsificante, sendo muitas vezes utilizada uma mistura deles
com oOtimos resultados (ANSEL; POPOVICH; ALLEN, 2000; LACHMAN;
LIEBERMAN; KANIG, 2001).
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3.4.1.2 Estabilidade das emulsdes

As emulsdes sdo termodinamicamente instaveis, possuindo um tempo
de vida limitado e a instabilidade destas formulagcdes farmacéuticas pode
ser detectada em alguns casos por uma mudanca na aparéncia fisica, na
cor, no odor e na textura, enquanto em outros casos, podem ocorrer
alterac6es quimicas que nado sao evidentes e que s6 podem ser verificadas
por analises quimicas (LACHMAN; LIEEBERMAN; KANIG, 2001).

Os dados obtidos pelo estudo da estabilidade de uma formulacéao,
levam a previsdo do prazo de validade esperado para o produto e se
necessario a um novo procedimento para a formulacdo (TADROS, 2004,
VOIGT, 1982).

Uma emulsdo é considerada estavel guando mantém os constituintes
da fase oleosa dispersa na fase dispersante, ou vice-versa, mesmo, quando
submetida a tensdes decorrentes de temperatura, agitacao e gravidade.

Durante o desenvolvimento da uma formulacao para abreviar os
conhecimentos sobre a compatibiidade da formulacdo, sobre a
embalagem e prazo de validade do produto pronto, se faz uso de
condicdes exageradas de temperatura, umidade, luz e outros, para avaliar a

estabilidade das formulacdes farmacéuticas (TADROS, 2004).

3.4.1.3 Reologia das emulsdes

Reologia é o estudo da deformacéo e fluidez dos materiais sob a
influéncia de forgcas externas. Tecnicamente é definida como “a resisténcia
ao fluxo ou ao movimento” (CHIEN, 2005).

As propriedades reoldgicas de produtos farmacéuticos sédo sempre de
fundamental importancia, seja na elaboracdo, no desenvolvimento ou na
avaliacao de formas farmacéuticas (AULTON, 2005).

Na elaboracdo de produtos farmacéuticos semi-solidos, se faz
necessario a padronizacdo do desenvolvimento e da producao, a fim de se

obter e conquistar a credibiidade dos consumidores, e caracteristica muito



41

importante para aceitacao neste tipo de produto € a observacado da
aparéncia (principalmente a consisténcia). Estes mesmos produtos precisam
ter garantido sua qualidade e estabiidade quando transportados de um
local a outro, e para isto sédo submetidos a métodos de analise para detectar
mudancas devido ao estresse mecanico, e as flutuacdes de temperatura
(BRUMMER; GODERSKY, 1999).

A viscosidade de materiais nao-newtonianos é determinada pelo
viscosimetro rotacional, capaz de produzir diferentes velocidades de
cisalhamento, medir a tensao de cisalhamento e criar um grafico com os
resultados obtidos (AULTON, 2005).

As medidas reoldgicas provém informacdes sobre a estabilidade fisica
e a consisténcia da emulsdo. E essencial realizar as medidas reologicas
como funcédo da temperatura (TADROS, 2004).

Diferentes forcas agem sobre os materiais, em funcdo das condicoes
de estocagem, processamento ou condicdes de aplicacao e a resultante
destas forcas, pode modificar o comportamento reoldgico destes materiais.

Considerando-se um fluido contido entre duas placas planas paralelas
de area A, separadas por uma distancia y, uma forca F € aplicada na parte
superior, movimentando a placa a uma velocidade v, constante em relacao

a placa inferior, que € mantida fixa (Figura 2).

ares
Forca aplicada h Er@a ok cizalhamerto "
& velocidade v
Perfl de
alturs ¥ velocidade ¥
x
—
l 4 locidade zem |
Figura 2 Forca de cisalhamento aplicada

sobre um fluido

Fonte:http://www.deq.ufpe.br/disciplinas/MecFluidos/REOGIA _
DE_FLUIDOS.pdf
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Somente poucos materiais seguem a lei de Newton, isto €, exibem uma

direta proporcionalidade entre a tensdo (t) e a taxa de cisalhamento ()

segundo mostra a eq. (3), conhecida como equacéo de Newton, onde (n)
é definida como viscosidade absoluta, dinamica (constante), isto inclui
liguidos de baixo peso molecular (agua, glicerina, cloroférmio); solucdes

verdadeiras (xaropes); e sistemas coloidais poliméricos muito diluidos.

T=NYy (3)

As dimensdes de viscosidade (n) séo:
Pascal/(1/segundo) = Pascal . s (Pa.s), onde:
1 Pascal (Pa) = 10 dyn./cm?, 1 Pa.s= 10 poise, 100cP = 1 poise

lcP=1mPas sendo 1cP = 1lcenti-poise, 1000 m Pas=1Pa.s

Na representacdo grafica, a curva de fluxo ou reograma em
coordenadas cartesianas dos fluidos newtonianos, mostra uma relacao linear
e passa pela origem, sendo a sua inclinacao, igual a viscosidade uUnica do
fluido. Outra forma de analisar o comportamento do fluido é verificando a
relacédo entre a viscosidade e a taxa de cisalhamento (curva da
viscosidade). Para o fluido newtoniano, esta relacdo € uma reta paralela aos
eixos das taxas de cisalhamentos (viscosidade constante) (LABA, 1993,
TADRQOS, 2004).

Todo fluido cuja relagcdo entre a tensao de cisalhamento e a taxa de
cisalhamento, ndo é constante, € denominado de nao newtoniano,
considerando ainda a temperatura e a pressao constantes e o escoamento
laminar. Estes fluidos sao classificados de acordo com o aspecto da curva de
fluxo e a correlacdo com algum modelo ou equacdo matematica. A

viscosidade destes fluidos ndo € unica, e varia com a magnitude da taxa de
cisalhamento, eq. (4), e € denominada viscosidade aparente (Na). Esta

viscosidade sO6 é valida para uma determinada taxa de cisalhamento,



43

portanto sempre que citada, deve vir acompanhada da taxa de

cisalhamento correspondente,

I]a='Co/ Y (4)

A maioria das preparacoes farmacéuticas possui comportamento nao-
Newtoniano (AULTON 1988, BRUMMER; GODERSKY, 1998, LABA, 1993).

Grande numero de fluidos nao-newtonianos se comporta como
pseudoplastico, sendo as emulsées, dispersdes e suspensdes, exemplos deste
comportamento.

Nos fluidos com comportamento pseudoplastico, had um decréscimo
da viscosidade em decorréncia do aumento da taxa de cisalhamento,
comportamento também referido como “shear thinning”, ou afinamento,
significa que a resisténcia do material ao fluxo decresce e a energia
requerida para manter este fluxo diminui, quando as taxas de cisalhamento
aumentam.

Em alguns casos, hd aumento da viscosidade, quando as taxas de
cisalhamento aumentam, comportamento tipico de pastas as quais
contenham plasticizantes, ou estruturas contendo polimeros nao iénicos.
Nestes casos o comportamento € dito dilatante (AULTON, 1988, BRUMMER,;
GODERSKY, 1999, LABA, 1993).

H& materiais que apresentam uma dependéncia da tensdo de
cisalhamento com o tempo, para uma taxa de cisalhamento constante.

A mecanica dos fluidos classifica estes fluidos em reopéticos e
tixotropicos, conforme mostra a figura 3. S&o reopéticos quando a tensao
cisalhante ou a viscosidade aumenta com o tempo, mantendo-se a mesma
taxa de deformacéao. Sao tixotropicos os fluidos que apresentam diminuicao
da taxa cisalhante ou da viscosidade, com o tempo de aplicacao de certa
taxa de cisalhamento. Ambos os fendmenos s&o reversiveis, sendo a

reopexia um fendmeno raro de acontecer (AULTON, 2005; LABA, 1993).
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Tixotropicos

Reopéticos

tenséo de cisahamento

[
|

taxa de deformacao

Figura 3 Curva de fluxo de fluidos n&o
newtonianos de propriedades
dependentes do tempo

Fonte:http://www.setorl.com.br/analises/reologia/
cuva inde htm

A tixotropia € o mais comum dos dois fenédmenos, e se observa quando
pela retirada da forca aplicada sobre o material as condi¢cdes iniciais vao
sendo restabelecidas em certo espaco de tempo, que pode durar desde
alguns segundos até meses.

O fluxo tixotropico é de grande utilidade nas emulsdes, trata-se de
uma transformacado gel-sol reversivel. A matriz rigida que serve para a
estabilizacdo da emulsdo (forma gel) quando submetida a tensao (por
agitacdo por exemplo), sofre amolecimento (forma sol), com as
caracteristicas de uma forma farmacéutica liquida, para facilidade de uso.
(ANSEL; POPOVICH; ALLEN, 2000).

Para verificar graficamente a existéncia de tixotropia, determina-se a
velocidade de cisalhamento em ciclos nos quais se aumenta e diminui a
tensdo de cisalhamento. Se as curvas obtidas em cada diregcdo forem
diferentes, se obtém uma area de histerese, que caracteriza bem o fluxo
tixotrépico (ANSEL; POPOVICH; ALLEN, 2000).
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3.5 MEDICAMENTOS GENERICOS E MEDICAMENTO REFERENCIA

A ANVISA - Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, instituicao
regulatéria vinculada ao Ministério da Saude, entre outras atribuicdes tem
como finalidade a protecdo da saude da populacao, por intermédio do
controle sanitario da producao e da comercializacao de produtos e servicos
submetidos a vigilancia sanitaria, inclusive dos ambientes, dos processos, dos
insumos e das tecnologias a eles relacionados.

O medicamento genérico estad inserido na Politica Nacional de
Medicamentos atraveés da Diretriz do Uso Racional de Medicamentos.

A promulgacéao de Lei n° 9787 em 10 de fevereiro de 1999 (BRASIL,
1999), que estabeleceu o medicamento genérico, foi o inicio das inumeras
atribuicdes tomadas pelo Ministério da Saude e pela ANVISA para atender
esta diretriz e aumentar o acesso da populacdo a medicamentos eficazes,
seguros e de qualidade, a precos reduzidos.

A regulamentacao desta lei se deu em agosto de 1999 através da RDC
n° 391 (BRASIL, 1999), que estabeleceu o regulamento técnico para o registro
de medicamentos genéricos, tendo como base as normas adotadas por
paises EUA, Canada, e a Comunidade Européia.

Desde entdo novas resolugdes vao sendo instituidas pela necessidade
de complementacao e melhoria das acoes fiscalizadoras, sendo a RDC n° 16
de 2 de marco de 2007, vigente atualmente no Pais (BRASIL, 2007; STORPIRTIS,
1999).

Os medicamentos genéricos contém em sua embalagem, logo abaixo
do nome do farmaco que os identifica, a frase "Medicamento Genérico” e
sao identificados por uma grande letra "G" azul impressa sobre uma tarja
amarela, situada na parte inferior das embalagens do produto. E o que
estabelece a Resolugao RDC n° 333, de 19 de novembro de 2003 (BRASIL,
2003).

As bases técnico-cientificas da intercambiabilidade tém como suporte
as definicdes da Lei 9.787 (BRASIL, 1999), e da Resolugcdo RDC n° 16 (BRASIL,
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2007), que entre outras atribuicbes traz a definicAo de medicamento
genérico e medicamento de referéncia

Medicamento referéncia: produto inovador registrado no 6rgao
federal responsavel pela vigilancia sanitaria e comercializado no Pais, cuja
eficacia, seguranca e qualidade foram comprovadas cientificamente junto
ao orgao federal competente, por ocasiao do registro.

Medicamento genérico: medicamento similar ao medicamento de
referéncia ou inovador, que se pretende ser com este intercambiavel,
geralmente produzido apds expiragdo ou rendncia da protecao patentaria
ou de outros direitos de exclusividade, comprovada a sua eficacia,
seguranca e qualidade, e designado pela DCB (Denominagcao Comum
Brasileira) ou na sua auséncia, pela DCI (Denominagcao Comum
Internacional).

As formulacdes de uso topico estao dispensadas de estudos de
bioequivaléncia segundo a ANVISA, RDC N° 897 de maio de 2003: Guia para
isencao e substituicido de estudos de bioequivaléncia, (BRASIL, 2003).

O antifungico tépico com o cetoconazol, consta da lista de
indicacdes terapéuticas do Orgéo de Vigilancia Sanitaria segundo a ANVISA,
RDC n° 84, 2002, (BRASIL, 2002) e topicamente o cetoconazol tem sido usado
em formulacdes a 2%, sendo aplicado no tratamento de infeccdes
superficiais de pele e mucosas (REYNOLDS, 1989).

O Nizoral® (Janssen- Cilag) € o medicamento de referéncia para o
cetoconazol sendo Nizoral® creme (20mg/g) a especialidade farmacéutica
topica de referéncia contendo o cetoconazol, do mercado, e neste

trabalho foi utilizado e denominado formulagao (E).
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3.6 AGENTES ANTIFUNGICOS

A grande semelhanca estrutural das células fungicas com as dos
mamiferos e a resisténcia de suas paredes justificam o fato dos antifUngicos
atualmente disponiveis serem poucos e consideravelmente mais toxicos que
0s agentes antibacterianos (TRABULSI, et al.,1999).

Cada vez mais aumenta a resisténcia dos fungos aos agentes
terapéuticos disponiveis, consequentemente, ha um aumento cada vez
maior da incidéncia das infecces micoéticas. Este aumento € atribuido a
maior expectativa de vida, a quimioterapia oncoldgica, ao maior uso de
tratamentos por via parenteral, transplantes de 6rgaos, crescimento da
populacdo imunocomprometida e uso cada vez mais frequente de
antifungicos como profilaxia e tratamento empirico (FITZPATRICK et al., 1997,
FUCHS; WANNMACHER, 1998).

Os agentes antifungicos mais antigos como os acidos undecilénico,
benzdico e salicilico estdo caindo em desuso, mas as vezes sado usados em
combinacao com outros antifingicos tépicos, com o objetivo de aumentar a

penetracao cutanea (TRABULSI, et al.,1999).

3.6.1 Imidazdis

Até 1970, poucos agentes antifungicos eram conhecidos, e
apresentavam muitas restricdes em seus usos, devido a toxicidade, estreito
espectro de atividade, baixa atividade farmacoldgica e dificuldades na
administracdo parenteral. Esta nova classe de agentes antifungicos
imidazdlicos foi introduzida na terapéutica, por sua versatilidade de
administracao, baixa toxicidade e abrangente espectro de atividade, sendo
pouco frequente, os fungos desenvolverem resisténcia a estes agentes
(FITZPATRICK et al., 1997, KEDOR-HACKMANN; NERY; SANTORO, 1994).

Os agentes imidazdlicos possuem atividade espectro similar, sdo ativos

contra todos os fungos causadores de infeccOes superficiais de pele e
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mucosas. SAo muito eficazes poucos toxicos e com baixos niveis de
resisténcia (FUCHS; WANNMACHER, 1998).

A acao principal de um farmaco imidazdélico é localizada ao nivel de
membrana celular. A via citocromo P-450, dependente de C14 lanosterol
dimetilase, € inibida, e esta é a responsavel pela producao de ergosterol que
€ componente necessario na constituicdo da parede celular do fungo
(PERSHING; CORLETT; JORGENSEN, 1993).

A terapia com farmacos imidazdlicos € comercialmente disponivel
para uma variedade de rotas de administracao: parenteral, intravenosa, oral
ou topica.

Os varios imidazais e rotas de administragéo, no entanto tem diferentes
indicacOes e toxicidades, dependendo da severidade e do tipo de
dermatdfito. A maioria das micoses superficiais mucocutaneas pode ser
tratada com medicamentos tépicos, sendo necessarios produtos sistémicos,
somente em algumas situacdes (PERSHING; CORLETT; JORGENSEN, 1993).

Atualmente existem umas séries de imidazOis substituidos como o
tiabendazol, miconazol, clotrimazol, econazol e sulconazol e no Brasil s&o
mais usados o clotrimazol, miconazol, econazol, tioconazol, isoconazol,
oxiconazol e cetoconazol (FUCHS; WANNMACHER, 1998).

Os compostos imidazadlicos, sédo os de escolha nas micoses cutaneas e
de mucosas, mas uma efetiva terapia requer que o substancia ativa seja
liberado no sitio de infeccao numa adequada concentracao para produzir

um efeito farmacoldégico (FUCHS; WANNMACHER, 1998).

3.6.2 Cetoconazol

O cetoconazol apresenta-se como um poO branco ou quase branco,
praticamente insolivel na agua, facilmente soluvel no cloreto de metileno,
soluvel no metanol e ligeiramente soluvel no alcool, com ponto de fuséo
entre 148°C e 152°C, peso molecular 531,43 (UNITED STATES PHARMACORPEIA,
2006).
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A designacdo comum do cetoconazol & (+)-cis-1-acetil-4-[4-[[2-(2,4-
diclorofenil)-2-(1H-imidazol-liimetil)-1,3-dioxolan-4-il] metoxi] fenil] piperazina
(MECK INDEX, 1989).

O farmaco puro deve conter no minimo 98% e no maximo 102%
(UNITED STATES PHARMACORPEIA, 2006) de C26H28CI2N4Oa.

Sua estrutura (Figura 4) apresenta dois grupos basicos, a piperazina € o

imidazol com valores de pKa de 2,94 e 6,51, respectivamente.

Figura 4 Estrutura molecular do cetoconazol

A solubilidade em agua e a atividade antimicética sdo dependentes
da porcentagem de protonacdo do grupo piperazina. Esta decresce
drasticamente quando o pH do meio € maior que o ponto isoelétrico do
grupo piperazinico Sendo uma base fraca, escassamente soluvel em agua
(4,5ug/mL), com habilidade para permear a mucosa do intestino desde a
parte apical até a basolateral (log P=4,3) é classificada como farmaco
pertencente a classe Il no Sistema de Classificacao Biofarmacéutica (BCS).
Farmacos pertencentes a classe Il sdo ditos de alta permeabilidade, mas
com solubilidade insuficiente em meio aquoso, para que a dose total seja
dissolvida no trato gastrointestinal, sob condicdées normais (GALIA et al;
1998).

Varios estudos foram realizados para o cetoconazol para a verificagcao
das variacdes das suas propriedades fisico-quimicas em relacao ao efeito da

recristalizacao e nestes, a observacao de formas polimorfas pela fuséo e a
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verificacdo da recristalizacéao devido ao uso de solventes de uso rotineiro na
industria farmacéutica, foram evidenciadas por técnicas termoanaliticas
como a calorimetria diferencial exploratéria (DSC), por difracao de raios X.
espectroscopia por Infravermelho e por CLAE (VISERAS; SALEM; RODRIGUEZ-
GALAM, 1995).

Os resultados destas mostraram mudancas nos eventos térmicos de
temperatura e no comportamento das raias das diferentes recristalizacoes
frente as andlise de DSC e difragcao de raios X.

A espectroscopia por Infravermelho indicou nao haver mudancas na
estrutura quimica do cetoconazol. A CLAE mostrou decréscimo na
solubiidade e nenhuma degradacao foi relatada (VISERAS; SALEM,;
RODRIGUEZ-GALAM, 1995).

3.6.3 Farmacodindmica e Farmacocinética

O cetoconazol é um antifungico de amplo espectro com acao
sisttmica e topica, antiadrenal e antineoplasico. E fungistatico, mas
dependendo da concentracao pode ser fungicida (KOROLKOVAS, 1998).

Tem atividade in vitro contra a maioria dos dermatofitos como
Blastomices dermatitidis, Candida sp, Coccidioides immitis, Histoplasma
capsulatum, Paracoccidioides brasiliensis, Phialofora sp, Trichophyton sp,
Epidermophyton sp e Microsporum sp. E ativo também contra Pityrosporum
orbiculare (antigamente com o nome de Malassezia furfur) e Cryptococcus
neoformans (FUCHS; WANNAMACHER, 1998, ZECEVIC; TOSKIC-RADOJICIC,
1993).

O cetoconazol possui uma farmacocinética reportada como bifasica,
com um respectivamente t'2 (tempo de meia-vida) inicial de 2 horas e um t%
terminal de 8 horas. Em humanos a dose oral usual (1-6 meses) € 200 mg. O
t¥2 médio de eliminacéao relatado é 3,3 h, sendo apenas 0,22% do farmaco
excretado na urina de forma inalterada, sugerindo um quase completo
metabolismo. E relatado ainda que o cetoconazol possa ser retido e

acumulado principalmente nas camadas da pele e ser seguro clinicamente
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(FUCHS; WANNMACHER, 1998, REYNOLDS, 1989, RICHARDSON; GANGOLLI,
1994).

3.6.4 Determinacdo Analitica do Cetoconazol em Preparacdes

Farmacéuticas

A literatura oficial (UNITED STATES PHARMACOPOEIA, 2006), descreve
métodos analiticos para a determinagcdo quantitativa do cetoconazol em
comprimidos e suspensdes orais, mas nenhum método validado foi
encontrado para a determinagcao em formas farmacéuticas emulsionadas
(KEDOR-HACKMANN et al., 2006).

Alguns dos métodos analiticos recomendados pela literatura cientifica
para a determinacao quantitativa do cetoconazol em formas farmacéuticas
e materiais biolégicos sdo: espectrofotometria na Iuz visivel e
espectrofotometria no ultravioleta (UV) (KEDOR-HACKMANN; NERY;
SANTORO, 1994), espectrofluorometria (PASCUCCI; BENNETT, NARANG, 1983);
cromatografia em camada delgada (ROYCHOWDTHURY; DAS, 1996),
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com varios sistemas de
deteccéao tal como UV (ABDEL-MOETY et al. 2002, VELIKINAC et al. 2004), com
arranjo de diodos, deteccao eletroquimica, técnicas voltamétricas e
polarigraficas (KEDOR-HACKMANN et al., 2006).

A técnica por CLAE desenvolvida por (PASCUCCI; BENNETT; NARANG,
1983), se mostrou sensivel, rapida e reprodutivel, oferecendo vantagens
sobre os métodos microbioldgicos. A deteccao fluorométrica oferece um
aumento na sensibiidade, quando da quantificacdo do cetoconazol em
fluidos biolégicos por CLAE. Para a determinacao de alguns antifingicos
derivados dos azdis como clotrimazol, cetoconazol e fluconazol em suas
formas puras e em formulacdes farmacéuticas, o método por CLAE, tem sido
aplicado com sucesso como um método indicador da estabilidade (PIETRA
et al., 1992, ROYCHOWDTHURY; DAS, 1996).

A determinagcao quantitativa do cetoconazol em preparacoes

farmacéuticas comerciais (comprimidos e cremes) foi realizada por técnicas
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de espectrofotometria no ultravioleta e cromatografia de alta eficiéncia na
extracdo, onde os resultados entre os dois métodos ndo foram compativeis,
mas foi demonstrada a maior acuracidade do método por CLAE, pelos
resultados de recuperacdo do farmaco, mostrando que este poderia ser
uma alternativa para os métodos espectrofotométricos (KEDOR-HACKMANN;
NERY; SANTORO, 1994).

Muitos métodos envolvendo uma variedade de diferentes técnicas
analiticas tém sido publicados para o doseamento do cetoconazol. Muito
poucos destes se referem a quantificagcdo do cetoconazol em preparacdes
farmacéuticas, e nao é mencionado corretamente a interferéncia dos
excipientes ou outros componentes residuais das formulacoes.

Quatro impurezas sao relatadas como associadas ao cetoconazol e
suas respectivas estruturas sao relatadas nestes estudos, onde o cetoconazol
€é quantificado sem a interferéncia das mesmas utiizando como fase
estacionaria o octadecilsiiano e fase moével solucao tampao fosfato em um
adequado pH contendo ainda acetonitrila. A dietilamina, por ser uma amina
de baixo peso molecular, foi empregada para mascarar os grupos silanois
residuais. A metodologia foi seletiva e capaz de quantificar o cetoconazol
em baixas concentracdes em varias preparacdes farmacéuticas
(comprimidos, cremes e xampus), sem a interferéncia das impurezas e dos
excipientes das formulacoes, sendo o pH fator importante na separacéao do
cetoconazol, ocorrendo 6tima separacao a pH 4,0 (LOW; WANGBOONSKUL,
1999).

O cetoconazol também tem sido determinado por CLAE na presenca
de seus produtos de degradacdo acida e sem a interferéncia dos
excipientes nos trabalhos de Velikinac et al. (2004), onde é utilizado metanol
e solucao de acetado de aménio 0,5% (80:20) como fase moével. Este estudo
realiza metodologias por CLAE e eletroforese caplilar, comparando o0s
resultados, onde CLAE mostrou-se mais sensivel e especifico para a
quantificagcdo do cetoconazol em formas farmacéuticas emulsionadas A
eletroforese capilar pode ser usada para a separacado de misturas de

antifingicos imidazdlicos ou separacao de enantibmeros.
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Nos trabalhos de Kedor-Hackmann et al. (2006) foi realizada a
determinacao espectrofotométrica do cetoconazol em emulsées utilizando
a primeira derivada no UV comparativamente a determinagao por CLAE.
Neste ultimo, a fase movel utiizada foi uma mistura de trietiamina em
metanol (1:500 v/v): solucdo de acetato de amobnio em agua (1:200 p/v),
75:25v/v. As condicfes de analise foram fluxo de 1,0mL por minuto, tempo de
corrida 6 minutos, temperatura ambiente (24°C+2°C), com deteccao no UV

com comprimento de onda 225nm.
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3.7 ESTUDOS DE PERMEACAO E RETENCAO CUTANEA IN VITRO

A seguir, sdo apresentados os métodos de estudo de permeacéao e

retencao cutanea.

3.7.1 Meétodos de Estudo da Permeacéao e Retencao Cutanea de Farmacos

Estudos sobre a penetracdo cutanea de farmacos sao extremamente
importantes na otimizagcdo da elaboragcdo de formas farmacéuticas de
liberacdo, dérmicas e transdérmicas (LEVEQUE et al., 2003).

Métodos para quantificar a liberacédo e absor¢cdo de farmacos atraves
da pele podem ser divididos em duas categorias: in vivo e in vitro.

Métodos in vivo tém sido frequentemente usados com propositos
regulatdérios, e se desenvolvem com experimentos com animais. Eles tém
algumas vantagens sobre os métodos in vitro, que incluem a geracdo de
uma cinética sistémica e informacdes sobre o metabolismo. As desvantagens
sao o0 uso de animais vivos, a diferenca de permeabilidade existente entre as
peles das diversas espécies de animais (a pele de animal € normalmente
mais permeavel que a humana, e desta maneira pode-se superestimar 0s
resultados para permeacao cutanea humana), a necessidade de um
material radio-marcado para faciltar a obtencdo dos resultados (CHIEN,
2005).

As caracteristicas in vivo, nem sempre serdo satisfatoriamente
reproduzidas, todavia sabendo-se que o0 passo limitante para a permeacao
cutanea in vivo é a difusdo através do estrato corneo, uma metodologia in
vitro bem fundamentada podera produzir resultados bastante coerentes
com os in vivo (BARRY, 1983, FRANZ, 1975, 1978).

As vantagens dos métodos in vitro sobre os métodos in vivo sdo que 0s
primeiros podem ser usados igualmente bem com peles humanas e com as
de espécies animais (porcos, macacos, ratos ou camundongos, sem pélos);

podem-se fazer muitas replicatas das andlises, nao se utilizando animais
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vivos, podem-se administrar as condicdes do estudo especialmente a
temperatura, e varias formas fisicas podem ser investigadas, além disso, sdo
faciimente realizaveis e nao sao dispendiosos. Como limitagdes, haveria a
dificuldade de obtencdo das membranas (usando pele humana), de
armazenagem, custos e variabilidade da permeacado, as condicdes da
circulacao sanguinea podem nao ser reproduzidas totalmente (ndo levam
em conta o metabolismo cutaneo), o transporte de moléculas de baixa
solubilidade aquosa ndo é possivel (a menos que um solvente como, por
exemplo, o etanol seja adicionado para aumentar a solubilidade em agua),
ndo leva em conta o efeito de possiveis degradacdes e separactes do
estrato corneo do resto da epiderme e nem a ocorréncia de mudancas
fisioldgicas e anatdbmicas, inevitaveis, devido a auséncia da circulacao
sanglinea (ALLEN; PROPOVICH; ANSEL, 2007, CHIEN, 2005, VENTER et al.,
2001).

Segundo Barry (1983), a pele retirada de animais pode variar em
gualidade e permeabiliade, caracteristicas verificadas em estudos onde
guantificaram experimentalmente as diferencas entre as peles humanas
tanto in vitro quanto in vivo, em relacdo a penetrabiidade do soluto. A
variacao intraespécie humana calculada por meio do coeficiente de
variacao, em teste in vivo foi de cerca de 30% e a interespécie 45%. Os
parametros in vitro mostraram 45% para a intraespécie e 65% para
interespécie.

A absorcdo cutanea €& primeiramente um processo passivo, € 0s
estudos realizados em adequadas condicdes in vitro tém produzido
resultados que confirmam a aplicabiidade do estudo, para grande
quantidade de substancias quimicas (CHIEN, 2005; WESTER, R. C.; MAIBACH,
1989). Estas praticas sao Uteis, por exemplo, para prover informacdes sobre
as diferencas na liberacdo de determinado farmaco quando em diferentes
veiculos (OECD, 2002; OECD, 2004). Sao uteis para avaliar parametros fisico-
quimicos tais como o coeficiente de particdo, o fluxo e coeficiente de
difusdo dos farmacos (BARRY, 1983).
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3.7.2 Fundamentos da Permeacao Cutanea In vitro

Em produtos dermatoldgicos € desejavel que o farmaco administrado
tenha pequeno fluxo e alta retentividade nas membranas. Ao contrario, nos
produtos transdérmicos, o efeito desejavel é sistémico e, portanto, esperam-
se baixa retentividade do farmaco nas membranas e um grande fluxo
através das mesmas (TOUITOU; MEIDAN; HORWITZ, 1998).

Uma terapia efetiva nas enfermidades cutaneas requer que o agente
ativo seja liberado no sitio de infeccao, em concentragc6es adequadas para
produzir o efeito farmacoldgico. No caso de infecgbes superficiais da pele,
onde o0 agente patogénico reside sobre ou entre as camadas mais externas
da pele, o produto terapéutico deve ser liberado no estrato cérneo em
concentrac6es adequadas para inibir o crescimento do agente patogénico
(PERSHING; CORLETT; JORGENSEN, 1993). Para produtos dermatoldgicos, estes
estudos sao realizados de modo que o farmaco seja liberado da formulacao
onde esta veiculado, e se difunda através de uma membrana que pode ser
de origem natural (humana ou animal) ou artificial, para uma solucao
receptora (OECD, 2004).

A pele humana obtida de cirurgias de mama, ou a partir de
cadaveres, tem sido utilizada, mas muitos pesquisadores tém realizado seus
estudos usando peles animais como modelo, sendo a de porco,
estruturalmente mais proxima da humana, um das mais usadas (TOUITOU;
MEIDAN; HORWITZ, 1998).

O coeficiente de particao (log P) é geralmente usado para predizer a
penetracdo no estrato cérneo. Considera-se log P entre 2 e 3 como 6timo
para liberacdo topica, no entanto, tais consideracdes se referem mais a
pequenas moléculas, com menos cadeias de grupos polares (ABDULMAJED;
HEARD, 2004).

No estudo de permeacédo cutanea in vitro, as condi¢coes
termodindmicas devem ser mantidas para que O processo ocofra com
eficiéncia. O veiculo doador deve manter a membrana exposta a uma

constante concentragcado do permeante, e a fase receptora cujas amostras
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sdo colhidas em intervalos de tempo pré-determinados, deve garantir
condicBes termodindmicas favoraveis ao farmaco. Efetua-se entdo a
determinacao analitica da concentracao do farmaco liberado (OECD, 2004
PHARMACORPEIAL FORUM, 2006). Todos estes pontos devem ser examinados,
com bastante cuidado quando o0s experimentos sao realizados com
substancias com limitada solubilidade em agua (LOPEZ et al., 1998).

A liberacdo do farmaco a partir do medicamento e a particdo deste
para a membrana séao verificadas pela quantificacdo do farmaco restante
na formulacdo apoés o intervalo total do estudo de permeacdo e pela
analise feita na pele apds o estudo in vitro (CHIEN, 2005). A determinacao da
concentracdo do farmaco na pele, ao final do periodo de exposicao,
requer a remocgao do excesso de formulagao, seguido de extracao em um
adequado solvente. Usando entdo uma técnica analitica sensivel como
CLAE, se quantifica o farmaco extraido. A quantidade de farmaco retido nas
camadas da pele é igual a quantidade inicial menos a quantidade final de
farmaco presente (TOUITOU; MEIDAN; HORWITZ, 1998).

Varios compostos de aplicacao tépica exibindo uma larga variedade
de propriedades fisico-quimicas e estruturas quimicas foram examinados por
Reifenrath et al. (1994), quanto a penetracao na pele, demonstrando a
capacidade barreira da pele total e ndo somente do estrato corneo e das
camadas epidémicas, para as substancias aplicadas topicamente, e sendo
0s estudos destes autores citados nos trabalhos de Touitou; Meidan e Horwitz,
(1998).

Embora estas determinacdes na pele total sejam faceis e rapidamente
realizadas, elas tém a desvantagem de nao fornecer dados sobre a real
localizacdo do farmaco. A camada cdérnea, a camada mais externa da
pele pode ser separada do resto da epiderme + derme por processos
especiais. Desta maneira pode-se refinar os resultados, aplicando varias e
distintas extracdes nas diferentes camadas de pele separadas.

A area mais externa da pele (camada cdérnea) que ficou exposta a
permeacao, pode sofrer o processo chamado de tape-stripping, ou seja,

nela sdo passados fitas adesivas cujas caracteristicas e numero de extracoes
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variam de acordo com as diversas técnicas, e sao padronizados para cada
farmaco. Estas fitas adesivas sdo recohidas em um solvente capaz de
solubilizar o farmaco, e as solucdes obtidas sdo analisadas por método
analitico, normalmente por CLAE (TOUITOU; MEIDAN; HORWITZ, 1998). Este
método tem como limitacdo ndo remover totalmente o estrato coérneo
(OTTO et al., 2005).

Nos estudos in vitro, apdés a remocado do estrato coOrneo, a pele
restante, o conjunto epiderme sem estrato cérneo + derme é picotada e
submetida a extracdo do farmaco retido, com o uso de solventes
adequados. A penetracdo através da camada barreira geralmente
também ¢é quantificada por amostragens da solucdo receptora em
intervalos de tempo durante o periodo total de estudo, entdo todas as
solucdes sao analisadas por métodos analiticos sensiveis (BARRY, 1983).

Varias técnicas analiticas podem ser usadas para medir a
concentracdo do permeante, mas cintilografia, cromatografia gasosa e
cromatografia liquida de alta eficiéncia, sdo as mais utilizadas devido a
sensibiidade destes métodos, os quais monitoram a liberacdo do farmaco
em estudo, na solucao receptora, ou a taxa de perda do farmaco a partir

da fase doadora.

3.7.3 Aparelhos Utilizados nos Estudos de Permeacao Cutanea In vitro

Para avaliacéo da liberacdo de farmacos de sistemas transdérmicos in
vitro, a literatura oficial (UNITED STATES PHARMACORPEIA, 2006) disponibiliza e
fornece as especificacdes respectivas de varios aparatos, a saber:
a) Aparato 5 - com pa e disco;
b) Aparato 6 - com cilindro rotatério;
C) Aparato 7 — com suportes reciprocos;

d) Aparato 8 - células de difusao.

Para a avaliacdo das formas farmacéuticas emulsionadas de uso

dermatologico, a literatura cientifica relata o uso estudos de permeacéo e
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retencdo cutanea, in vitro, utilizando a *“célula de difusdo ou de Franz”
(FRANZ, 1975, 1978), esquematizada na Figura 5, e que se baseia em dois
sistemas de funcionamento: de fluxo continuo (aonde a solucao receptora
continuamente vai sendo bombeada), e de fluxo estatico (aonde a solucao
receptora é constante durante todo o experimento). O sistema de difusao
de Franz é bastante utilizado devido ao seu baixo custo, boa
reprodutibilidade dos resultados e realizagcdo em pequeno espaco de

tempo, comparativamente a outras técnicas (LEVEQUE et al., 2003).
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Figura 5 Esquema da célula de difusdo (Microette Plus-
Hanson Research ®) empregada nos estudos de
liberacao e permeacao cutanea in vitro

Qualquer que seja a célula de difusdo escolhida, ela consistira de um
compartimento doador e um compartimento receptor entre os quais a pele
€ posicionada.

Cada aparelho tem certo numero de células de difusdo, e estas tém
todas, uma igual superficie de area (numa faixa de 0,3 a 5cm2). A pele
preparada € posicionada na célula de modo que o estrato corneo fique
para cima. O sistema deve possibilitar agitacdo constante, temperatura

controlada e facilidade de amostragens da solugao receptora (OECD, 2004).
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3.7.4 Membranas e Solugcbes Receptoras Utllizadas nos Estudos de

Permeacao Cutanea in vitro, em Células Tipo Franz

Os estudos de liberacdo e permeacao cutanea in vitro tém seus
resultados mais proximos dos obtidos in vivo quando se utilizam membranas
permeantes.

A investigacdo da permeabilidade da membrana é frequentemente
realizada por metodologias in vitro, que tém sido estabelecidas como uteis
ferramentas para a estimativa da penetracdo cutdnea de farmacos,
especialmente devido a dificuldade em realiza-las em estudos in vivo, e ja
em 1975, estudos de Franz sobre absorcao percutanea in vitro de doze
compostos organicos utilizando pele humana, obtiveram boa correlacéo nos
resultados em comparacao com o0s testes in vivo. Segundo este autor, a
permeacao cutanea realizada com pele humana armazenada por um
periodo de 3 meses em congelador, ndo alterou as caracteristicas de
permeacao cutanea desta, em relacdo aos mesmos compostos organicos
(FRANZ, 1975).

Nos trabalhos de Bronaugh e Franz (1986), com pele humana, trés
farmacos (cafeina, acido benzdico e testosterona), foram analisados em
estudos de absorcao cutanea in vitro e in vivo quando solubilizados em trés
diferentes veiculos (vaselina solida, gel de etilenoglicol e gel hidrofilico) e nas
condicdes do experimento, a cafeina penetrou mais rapidamente, quando
veiculada na vaselina sélida, e a maior absorcdo do farmaco testosterona
foi quando veiculado em gel hidrofilico, o &cido benzdico mostrou resultados
de dificil interpretacao.

Os autores Toruan-Purba; Tabibi e Mendes (1993), estudaram a
permeacao cutanea tentando buscar membranas animais, como
alternativas para as membranas naturais humanas. A membrana natural de
cobra foi utilizada (Elaphe obsoleta), mostrando vantagens na utilizacao
sobre a pele retirada de cadaveres humanos, pela facil obtencao e por nao

haver necessidade de sacrificar o animal.
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A membrana artificial de silicone foi utilizada no estudo de permeacao
cutanea das solucdes saturadas dos farmacos cianofenol e cianonaftaleno
solubilizados em diferentes veiculos (agua, etanol e polietilienoglicol 400).0s
resultados demonstraram que 0s veiculos podem ter um importante grau de
penetracao por si s6, e ainda podem afetar o grau de permeacao dos
farmacos neles solubilizados. Agua destilada foi usada como solugéo
receptora sendo frequentemente agitada e mantida a 25°C (WATKINSON et
al., 1995).

Derivados sintéticos da capsaicina, a nonivamida (NVA) e o acetato
de nonivamida sédica (SNA) foram analisados em estudo de permeacao
utiizando diferentes proporgoes etanol-solucdo tampao pH 7,4 como
solugao receptora, a 37°C. A proporgcao mais adequada para o estudo em
guestao foi a utilizacdo de 50% de etanol e 50% de solucdo tampéao pH 7,4.
Varias formulacdes bases, com diferentes hidrofilicidades contendo os
farmacos, e ainda diversos tipos de pele foram analisados. O fluxo através
das membranas foi calculado e se mostrou menor para a pele humana,
seguida da de porco, coelho, rato, siicone e camundongo, para ambos 0s
farmacos estudados quando em bases hidrofilicas (FANG et al., 1995).

Os psoralenos, 8-metoxipsoraleno; 5-metoxipsoraleno e 4,5°,8-
trimetilpsoraleno (comumente usados no tratamento de psoriase e Vvitiligo)
foram avaliados em células de difusdo de Franz® em estudo de permeacao
cutanea utilizando como solucao receptora 1,4% de soro albumina humana
em solugcdo tampéao fosfato pH 7,4. A escolha desta solucao foi feita pela
similaridade com a composicao do fluido intersticial da pele. As solubilidades
e também dos respectivos coeficientes de particdo, foram avaliados. A
quantidade acumulada do permeado no tempo total do estudo (24h), foi
inversamente correlacionada com a lipofilicidade do farmaco. Os resultados
do estudo de permeacao nas 24 horas permitiram predizer que o 4,5’,8-
trimetilpsoraleno € o mais conveniente farmaco para aplicacao tépica em
terapia especifica contra o vitligo e psoriase, devido a sua fraca
penetrabilidade. Os resultados também permitiram demonstrar a influéncia

da polaridade molecular na permeac&o cutanea (SAID et al., 1997).
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O captopril pode ser ionizado em solucdo aquosa e afetar a
capacidade de absorcdo cutdnea. As caracteristicas de permeacao
cutanea desta espécie idbnica foram verificadas através de pele de rato, em
células de difusdo tipo Franz horizontal, utilizando solugdo tampé&o Mcllvaine
como solucao receptora sob varias condi¢des de pH, e utilizando tensoativos
como possiveis promotores da permeacao. Os resultados obtidos permitiram
dizer que entre os tensoativos ndo ibnicos o efeito promotor € mais
pronunciado quando a hidrofilicidade dos mesmos é mais acentuada (WU et
al., 1996).

A verificacdo da permeacao cutanea e da histopatologia de
analogos da capsaicina foi feita por Lee et al. (1997), utilizando células de
difusdo tipo Franz® vertical, e solucao receptora salina isoténica a 32°C.
Peles de camundongo, de hamsters, ratos fémea, e humana, foram utilizadas
e os resultados foram significativos para a utilizacao desta nova formulacao
como sistema de liberacdo em formulacGes transdérmicas. O fluxo do
farmaco se mostrou mais alto quando peles de camundongos sem pélos
foram usadas, entretanto mais baixo quando se utilizou pele de hamsters.

Solucbes saturadas 75% em solucdo tampao pH 6,2
comparativamente a solugfes saturadas com excesso dos mesmos
componentes, de uma série homoéloga de fenil-alcoois, foram estudadas in
vitro, em células de difusdo vertical do tipo estatico, utizando-se como
solucao receptora solucao salina-tampao pH 7,4, temperatura 37°C. Ficou
demonstrado principalmente a importancia de se estabelecer as condicdes
experimentais na determinacéo do coeficiente de permeabilidade (LOPEZ et
al., 1998).

A mucosa bucal de porco foi utilizada no estudo de permeacgéo in
vitro em células de Franz® do 6leo essencial de Salvia desoleana Atzei &
Picci e deste veiculado em preparacfoes do tipo microemulséao, hidrogel e
microemulsdo-hidrogel, objetivando a otimizagdo da permeabilidade deste
6leo por meio de um acelerador da permeacdo: o dietilenoglicol
monoetiléter (TRANSCUTOL®). A mistura agua-etanol (3:2 v/v) foi usada no

compartimento receptor de volume 4,8 mL, com o objetivo de solubilizar os
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componentes do Oleo essencial, e estes foram capazes de permear a
mucosa bucal de porco (CESCHEL et al., 2000).Todas as formulacdes
mostraram um alto coeficiente de permeabilidade em comparacado com o
Oleo essencial puro. Este 6leo essencial foi considerado util para uma possivel
aplicacdo no campo da estomatologia.

Peles de orelhas de porco e peles de cadaveres humanos foram
utilizadas num estudo de comparacdo do efeito dos alcoois graxos
(saturados e insaturados), como promotores na permeacao cutanea in vitro
da melatonina, em células de difusdo de Franz (PERMEGEAR®), utilizando
como solugéao receptora tampao fosfato pH 7,4. Maior fluxo foi observado
com o0s alcoois graxos saturados e com numero de carbonos entre 8 a 10.
Acima de 10 carbonos, entretanto, houve um decréscimo na permeacao
cutanea em ambas as peles utilizadas. Os alcoois insaturados mostraram
aumentar a penetracao cutanea da melatonina de acordo com o aumento
do numero de duplas ligac6es a partir de uma (alcool oléico) para trés
(alcool linoléico). Com um numero superior a trés duplas ligacoes, entretanto,
houve uma diminuicdo do fluxo através de ambas pele de porco e pele
humana. A presenca de duplas ligacdes pode favorecer a formacao de
torceduras (n6s) na estrutura lipidica da pele, permitindo a permeacao de
agua através desta. O mecanismo pelo qual os alcoois graxos aumentam a
permeabilidade cutanea parece envolver o rompimento das densas
camadas lipidicas as quais preenchem o espaco extracelular (ANDEGA,;
KANIKKANNAN; SINGH, 2001).

As peles de porco sao usadas devido a sua similaridade com a pele
humana em termos de morfologia e caracteristicas de permeabilidade
(caracteristicas morfoldégicas e funcionais semelhantes a pele humana)
(OECD, 2004). As fibras elasticas na derme, as enzimas presentes na
epiderme, o tempo de turnover do tecido epidermal, as proteinas
queratinicas e a espessura da epiderme da pele de porco, sao
caracteristicas de similaridade a pele humana, havendo diferencas, no
entanto em relagado a constituicado do tecido gorduroso e na vascularizacao

das glandulas cutanea. Nao obstante, os fatos mencionados, a peles de
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ratos sao frequentemente utilizados devido ao maior nimero de estudos
sobre toxicidade ja& desenvolvidos nestes animais em relagcdo aos demais
(ANDEGA, KANIKKANNAN; SINGH, 2001).

A liberacdo do farmaco flurbiprofeno veiculado numa hidrogel, foi
veridicada num estudo de difusdo em células de Franz, tendo na fase
doadora a tomada de amostra de 1g da formulacéo e na fase receptora
solugcao contendo 10mL de tampéao fosfato-citrato pH 7,4. O estudo foi
conduzido frente a diversos polimeros de celulose e incorporacdo de
cosolventes, demonstrando a interferéncia dos veiculos na liberacdo e
permeacao cutanea deste farmaco (FANG et al., 2003).

Segundo a OECD (2004), a solucao receptora deve ser compativel
com a metodologia de andlise e elaborada com o conhecimento dos
parametros de solubilidade e estabilidade da substancia a ser testada e no
modelo estatico de células de difusédo, o volume recomendado é entre 2-
20mL. A OECD também preconiza para substancias lipofilicas, a utilizacao de
solventes organicos como etanol (mistura etanol: agua, 1:1) e 6% de
polietilenoglicol 20 oleil éter em agua para garantia da solubilidade das
mesmas na solugao receptora.

Membranas sintéticas como polidimetilsioxano (PDMS) podem ser
empregadas para estudar a particdo na camada barreira da pele humana.
Estas membranas representando membranas artificiais e membranas de
porco naturais foram usadas no estudo de liberacdo de dois farmacos, um
hidrofilico a cafeina (log P 0,07), e um lipofilico a testosterona (log P 3,32),
objetivando a determinacdo dos respectivos coeficientes de
permeabilidade e caracterizando a distribuicdo estatistica dos dados. Os
resultados nas duas membranas foram similares. Respectivamente para a
cafeina e para a testosterona, como solucdes receptoras foram utilizadas a
solucao tampao fosfato pH 7,4, e solugcdo tampao fosfato adicionada de
etanol em células de difusdo de Franz (KHAN et al., 2005).

Para a determinacao da penetracdo cutanea da ciclosporina através
da membrana de porco, foi utilizado em células de difusdo de Franz na fase

doadora uma tomada de amostra de 100mg de uma solucao 4%(p/p) em
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propilenoglicoluma, e na fase receptora, solucdo composta de solucao
tampao fosfato pH 7,2 100mM, contendo 10% de etanol. Estudos anteriores
tém demonstrado a utilizacdo de solugcdes receptoras contendo até em
torno de 33% de etanol para aumentar a solubilidade dos farmacos nestas.
Os resultados das analises das concentracdes retidas no estrato cérneo e na
epiderme sem estrato cérneo + derme foi determinada ap6s 12 horas da
aplicacao sobre a pele, apds varios procedimentos de extracdo e andlise
por CLAE, pela acuracidade e precisao obtidos, foram importantes para a
elaboracdo de adequadas formas farmacéuticas considerando as
vantagens terapéuticas da administragcdo deste farmaco por via tépica, no
tratamento das infecgoes cutaneas (LOPES; BENTLEY, 2005).

A pele de rato foi também utilizada em estudo in vitro em células de
difusdo de Franz, para a verificacdo da acdo de promotores da
permeabilidade cutanea, por Nokhodchi et al. (2003), e os resultados foram
compativeis com os obtidos em peles humanas.

Membranas de ratos fémeas com 4 a 6 semanas retiradas da parte
dorsal da pele sem pélos foram usadas em estudo de liberacao in vitro em
sistema de difusédo de Franz® (Microette Hanson Research Corporation®), das
microparticulas de vitamina E contidas em formas farmacéuticas semi-solidas
emulsdes O/A e A/O. Para farmacos altamente insoluveis, em meio aquoso,
as vezes se torna necessario (para que as sink conditions sejam mantidas)
adicionar a esta solucao algum componente que facilite a solubilizacao,
sendo muito usados os tensoativos nao-ibnicos como o polissorbato 80.
Como solugcdo receptora foi utiizado 7mL de solugédo isotdonica tampéao
fosfato pH 7,2 contendo 2 mM de polissorbato 80 (ALENCASTRE, 2006)



4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAIS

4.1.1 Farmacos e Medicamentos em Estudo

Padrao secundario cetoconazol - Sigma - Aldrich
Matéria - prima Cetoconazol - Globe Quimica
Medicamentos contendo cetoconazol 2%do comércio brasileiro:
Medicamento de referéncia - creme Nizoral®  Janssen Cilag
[formulacao (E)]

Medicamentos genéricos — formulacdes (F), (G), (H), (), (J) e (K).

4.1.2 Matérias- primas e Reagentes

Acetato de amonio P.A

Acido cloridrico — P.A.

Agua puificada- grau analitico | - PURITECH-PERMUTION®

Alcool cetilico

Alcool cetoestearilico

Alcool cetoestearilico 20 OE - VOLPO® CS 20

Alcool cetoestearilico 20 OE - EUMULGIN® B12

Alcool estearilico

Alcool etilico absoluto — P.A

Cera autoemulsionante nado idnica (Alcool cetoesteariico e alcool
cetoestearilico etoxilado, estearato de sorbitano e monooleato de sorbitano
etoxilado 200E)- POLAWAX® NF

Fosfato monobasico de potassio — P.A.

Hidréxido de soédio - P.A.

Metanol - grau CLAE - J. T. BAKER
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Metilparabeno -NIPAGIN®

Miristato de isopropila - CRODAMOL® IPM

Monoestearato de sorbitano - SPAN®60

Monoleato de sorbitano — SPAN®80

Monoleato de sorbitano etoxilado — TWEEN®80 (POLISSORBATO 80)
Oleato de decila — CETIOL Vv®

Peles de orelhas de porco - Matadouro Basso

Propilenoglicol

Propilparabeno - NIPAZOL®

Edetato de sédio ou acido etilenodiaminotetracético dissodico (EDTA)
Trigliceridios do acido caprico e capriico - CRODAMOL® GTCC

Vaselina liquida

4.1.3 Equipamentos e Utensilios

Agitador magnético - MICROQUIMICA® - modelo MQAMA 301

Balanca analitica — METTLER TOLEDO® - modelo AG 245

Balanca analitica - GEHAKA® modelo BG 2000

Banho-maria - NOVA TECNICA® modelo NT 265

Bisturi

Capela

Centrifuga — EXCELSA BABY FANEM®

Embalagens primarias — potes plasticos de polietieno com parede dupla
Estufa-FANEM®

Filtros de seringas com porosidade 0,2um -SARTORIUS® RC15

Geladeira - ELECTROLUX®

Laminas para bisturi tamanho 15 e 24

Membranas filtrantes de acetato de celulose com porosidade 0,45um -
SARTORIUS® AG modelo PTFE

Micropipetas automaticas ajustaveis 100uL -1000 pL- BRAND®

pHmetro digital GEHAKA® — modelo PG 2000
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Pinga anatomica

Pipetas calibradas — 0,5mL - 5,0mL

Pipetas volumétricas — 1mL; 2mL; 3mL;5mL;10mL

Sistema com células de difusdo e sistema de agitacdo mecanica
PERMEGEAR®

Sistema de filtracdo a vacuo

Ultraturrex® - IKA® modelo T18 basic

Ultra-som — ELMA TRANSSONIC® 460/H

Viscosimetro BROOKFIELD®DVII+ (andlise dos dados pelo programa

WINGATHER® V1.1 Engineering Laboratories)

4.2 METODOS

4.2.1 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

4.2.1.1Condicdes cromatograficas:

e Cromatografo VARIAN® 210 com bomba ternaria, trés pistdes, injetor
Rheodyne® (loop de 20 pL).

e Coluna cromatografica C18 de fase reversa de 150 x 4,6mm com
tamanho das particulas 5um, modelo MICROSORB® MV 100 C 18.

e Detector UV de arranjo de Fotodiodos com variavel comprimento de
onda PROSTAR® 320 operando no comprimento de onda de 225nm.

¢ Injecdo automatica, condicao isocratica

e Fase moével*- mistura da solugcado de acetato de amonio 0,5% em agua
ultrapura e Metanol (20:80 v/v).

e Tempo de retencao - 4,66 + 0,24 min

e Tempo de corrida — 6 min

e Temperatura da analise — temperatura ambiente (25°C)

e Temperatura da amostra nos vials - 15°C

e Fluxo —1,0mL /min
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e Injecao em triplicata - 20uL

e Lavagens da agulha - trés vezes com metanoL

4.2.1.2 Fase Movel

Com base na metodologia proposta por Velikinac et al. (2004), utilizou-
se como fase moével a solugdo de acetato de aménio 0,5% adicionada ao
metanol (20:80v/v). A mistura foi em seguida filtrada, utilizando o sistema
filtrante e filtros de papel com 0,45um e deaerada por sonicagao por 30
minutos em Ultra—som. Esta solugao foi previamente preparada no momento

da realizacado das analises.

4.2.2 Construcao da Curva Analitica do Cetoconazol por CLAE

A curva analitica foi construida com 8 pontos (VELIKINAC et al. 2004).
Segundo a metodologia descrita na Resolugcdo RE n° 899 da ANVISA em
“Guia para validacao de métodos analiticos” (BRASIL, 2003), s&o necessarios
no minimo 5 concentracdes diferentes, e procedimentos alternativos devem
ser justificados.

Com trés pesagens em dias diferentes, a solucado estoque padrao de
cetoconazol foi preparada utilizando-se uma amostra de 10mg de
cetoconazol padrao secundario, solubilizado em metanol em um balao
volumétrico de 10mL, sendo em seguida o volume ajustado até a marca
com o0 mesmo solvente. Obteve-se desta maneira solugcbes de
concentracao 1000ug/mL. Estas solugcdes foram diluidas em triplicata (n=9),
obtendo-se uma série de solucgdes finais com concentracgdes de 6, 10, 12,5,
25, 50, 125, 250 e 500pg/mL, Tabela 1, e uma solucdo padrao em metanol
com concentracao 100ug/mL, sendo esta Ultima, utilizada como solucao

padrao nas determinacdes por CLAE.
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Tabela 1 Curva analitica do cetoconazol em metanol

Amostras  Solucao Estoque(mL) Metanol Concentracdo obtida

1mg/mL (mL) ng/mL

1 0,15 g.s.25 6,0

2 0,25 g.s.25 10,0
3 0,31 g.s.25 12,5
4 0,63 qg.s.25 25,0
5 1,25 g.s.25 50,0
6 3,13 g.s.25 125,0
7 6,25 g.s.25 250,0
8 12,15 qg.s.25 500,0

No cromatégrafo foram feitas injecdes de 20uL. Os picos obtidos no
tempo de retencao atribuido ao cetoconazol, proporcionaram o calculo
das areas para cada concentracao, obtendo-se a equacdo da reta
(equacao de regressao linear), os coeficientes de correlacdo e
determinacao, por meio dos minimos quadrados. O desvio padrao relativo

(DPR), foi obtido para cada ponto da curva.
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4.3 COMPOSICAO QUALITATIVA DAS ESPECIALIDADES FARMACEUTICAS

A Tabela 2 a seguir descreve a composicao qualitativa da formulagao

referéncia (E) e das especialidade farmacéuticas do comércio, utilizadas

neste trabalho e aqui designadas (H, J, K),

Tabela 2

Composicao das especialidades farmacéuticas (E);(H);(J);(K)

E

Especialidades Farmacéuticas

K

Alcool cetilico

Alcool
cetoestearilico
Monoestearato de
sorbitano
Polissorbatos
Miristato de
Isopropila
Propilenoglicol
Sulfito de sédio
Agua purificada
Cetoconazol

20mg/g creme

Estearato de
sorbitano
Polissorbato 60
Miristato de
Isopropila
Propilenoglicol
Sulfito de sédio
Agua deionizada
Cetoconazol
20mg/g creme
Vaselina branca
Metilparabeno

Propilparabeno

Alcool
cetoestearilico
Estearato de
sorbitano
Polissorbato 60 e 80
Miristato de
isopropila
Propilenoglicol
Sulfito de sédio
Agua purificada
Cetoconazol

20mg/g creme

Alcool cetilico

Alcool
cetoestearilico
Monoestearato de
sorbitano
Polissorbato 60
Miristato de
isopropila
Propilenoglicol
Sulfito de sédio
Agua purificada
Cetoconazol

20mg/g creme

Nota: Formulacao (E) Nizoral® creme 2% (Janssen-Cilag I®)

A Tabela 3 traz a descricdo da composicdo qualitativa das demais

especialidades farmacéuticas do comércio utilizadas neste trabalho, e

designadas como (F, G, I).
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Especialidades Farmacéuticas

G

Cera
emulsionante

Lanolina anidra

Oleo mineral

Vaselina
Propilenoglicol
Dimeticonol
Fenoxietanol
Metilparabeno
Butilparabeno

Etilparabeno

auto-

Simeticone

Alcool cetoestearilico

Alcool cetoestearilico
etoxilado

Oleato de decila
Propilenoglicol
Edetato de sodio
Metilparabeno
Propilparabeno
Metabissulfito de sédio

Agua purificada

Cera auto-emulsionante

Monoestearato de
sorbitano

Miristato de Isopropila

Vaselina liquida
Propilenoglicol
Glicerina
Parabenos
Butilhidroxitolueno
Sulfito de sédio

EDTA sédico

Propilparabeno Cetoconazol 20mg/g Agua purificada
creme
Sullfito de sédio ., Cetoconazol 20mg/g
creme
ACIAO CItHCO s e
Citrato de SOAIO i e
Agua deionizada e e
Cetoconazol 20mg/g
creme
4.3.1 Preparo das Formulacdes para a Determinacdo do Teor em

Cetoconazol

Para esta determinacao, amostras de cada uma das especialidades
farmacéuticas descritas nas tabelas 2 e 3, foram preparadas segundo
Velikinac (2004), conforme descrito a seguir: uma quantidade da formulacao

creme, equivalente a 50mg de cetoconazol foi previamente pesada e
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sonicada com 25mL em Ultra-som por 30 min, sendo a solucao transferida
para um funil de separacado onde se procedeu a agitacao enérgica por 10
minutos. ApGs este procedimento o sobrenadante filtrado por papel de filtro,
foi coletado em balao volumétrico de 100mL, sendo o precipitado reservado
a parte. Este procedimento de extracao foi repetido por mais duas vezes. O
precipitado total resultante foi submetido a centrifugagcéo por 20 min a
3000rpm e as solugbes extraidas apos filtracdo foram adicionadas ao baléao
contendo as porgdes sobrenadantes filtradas, sendo o volume completado
com metanol até 10mL. Uma aliquota de 2mL da solucdo sobrenadante
final, foi diluida em baldo de 10mL com metanol (solugcéo estoque 100ug/mL)
(VELIKINAC et al., 2004). Amostras de 1mL destas solugdes estoque foram
analisadas em triplicata por CLAE, nas condi¢cdes cromatograficas
estabelecidas no item 4.2.1 e os valores obtidos serviram para o calculo do

teor do cetoconazol nas formulacoées.

4.3.2 Determinacao das Caracteristicas Organolépticas e Fisico-quimicas

Os parametros adotados como caracteristicas organolépticas foram
cor, aspecto (observados a olho nu) e odor, como parametros fisico-
guimicos a medida do pH e fisicos a viscosidade.

A composicao qualitativa e as caracteristicas observadas para a
formulacdo (E), serviram de ponto de partida para a elaboragcdo no
laboratoério, das formulacdes néao idnicas desenvolvidas para este projeto de

estudo.

4.3.3 Estudo do Comportamento Reoldégico

Utilizando o programa WINGATHER® V1.1 ( Engineering Laboratories) no
Viscosimetro rotacional de BROOKFIELD®.DVII +, spindle S70 e temperatura
20°C estabeleceram-se uma sequéncia de velocidades de cisalhamento
crescentes e decrescentes que serviram para obtencdo do tipo de

comportamento reolégico de cada formulacao.
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4.4  DESENVOLVIMENTO DAS FORMULACOES NAO - IONICAS SIMULADAS NO
LABORATORIO

Foram simuladas 10 formulacdes no laboratério baseadas na
composicao qualitativa da formulagao de referéncia (E), tendo como modo
de elaboracéao o sistema EHL. Paralelamente, 3 formulagdes contendo cera
auto emulsionante, foram elaboradas. Em todas estas, manteve-se 0 mesmo

emoliente da formulacéao (E).

4.4.1 Desenvolvimento de Formulagdes Nao-Ionicas pelo Sistema EHL

A Tabela 4 descreve a composicao das formulacdes elaboradas pelo
sistema EHL, as quais ap6s 48 horas do preparo foram analisadas conforme
os itens 4.3.2 e 4.3.3. Com base nestes estudos, a formulacdo base foi
selecionada.

Duas amostras da formulacdo base foram preparadas e nelas se
procedeu a incorporacao do farmaco na concentracao de 2%, sendo que
na primeira o cetoconazol foi previamente solubilizado a quente no
propilenoglicol e acrescentado a fase aquosa da emulsao (Al), e na
segunda apenas disperso em propilenoglicol a frio, e incorporado apés a
formulacao pronta (B).

Apo6s 48 horas em repouso, estas duas novas formulacdes foram
avaliadas (a estabilidade das emulsbes foi verificada apenas visando
selecionar a melhor preparacdo e nado a determinacdo do prazo de

validade das mesmas) conforme descrito nos itens 4.3.1, 4.3.2 e 4.3.3.



Tabela 4

Formulagcdes nao-idnicas segundo o sistema EHL
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Matéria-prima
Alcool Cetilico
Alcool Estearilico
Alcool Cetoestearilico
Alcool cetoestearilico
etoxilado 20 OE
Polissorbato 80
Monoestearato de
sorbitano
Miristato de Isopropila
Propilenoglicol
EDTA dissodico
Metabissulfito S6dico
BHT
Agua Purificada

Cetoconazol

Formulacdes Nao-l6nicas (EHL)

F1 F2 F3 F4 F5 F6
2,5 3,5 2,5 3,5 35 35
2,5 2,5 35 3,5 3,5 3,5
2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
------ 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
------ 1,0 1,0 1,0 1,0 e
5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 7,0
5,0 50 5,0 5,0 7,0 50
0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
0,1 0,1 0,1 0,1
q.s gs. Qgs. Qs s Qs
2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0

F7
5,0
5,0
3,0
2,0

1,0
1,0

50
50
0,2
0,2

q.s.

2,0

F8
5,0
50
2,0
3,0

50
5,0
0,2
0,2
0,1
q.s.
2,0

1,0

10,0
50
0,2
0,2

q.s.
2,0

10,0
5,0
0,2
0,2

qg.s.
2,0

NOTA: Os valores constantes desta tabela s&o expressos em porcentagem

441.1

emolientes

Desenvolvimento de formulacdes ndo-ibnicas contendo diferentes

A composicao da formulacdo base escolhida, contendo o farmaco

solubilizado (Al), foi elaborada, e outras trés formulagOes apenas pela

substituicdo do emoliente miristato de isopropila isopropila por oleato de

decila (A2), vaselina liquida (A3), e trigliceridios dos acidos caprico e

capriico (A4), foram respectivamente preparadas, conforme mostra a

Tabela 5.
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Tabela 5 Efeito dos emolientes na formulacéo nao-ibnica contendo o
farmaco solubilizado

Formulacéao base Al A2 A3 A4

Alcool cetilico
Alcool estearilico
Alcool cetoestearilico
etoxilado 200E
Miristato de Oleato de Vaselina Trigliceridios dos
EMOLIENTE isopropila decila liquida acidos caprico
e caprilico
Propilenoglicol
Metabisssulfito de sédio
Edetato de sédio
Monoestearato de
sorbitano
Polissorbato 80
Cetoconazol

Agua purificada

NOTA: As formulagBes acima seguiram o sistema EHL

4.4.2 Formulagdes Nao-I6nicas contendo Cera Auto Emulsionante

Foram elaboradas trés formulagoes (F11, F12 e F13) ambas contendo a
mesma cera auto emulsionante (mistura de alcool cetoestearilico, alcool
cetoestearilico etoxilado, estearato de sorbitano e monoestearato de
sorbitano etoxilado 20 OE) em diferentes proporcdes (Tabela 6), e ainda o
mesmo emoliente, miristato de isopropila (presente na formulacdo de
referéncia). Apos selecdo da melhor composicdo da formulacdo base,
elaborou-se duas novas formulacdes onde na primeira o cetoconazol foi
solubilizado a quente em propilenoglicol e acrescentado a fase aquosa da
emulsdo (C) e na segunda, apenas disperso em propilenoglicol e

incorporado a emulsao ja pronta (D).
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Todas as formulacOes apods 48h de preparo foram analisadas nos

mesmos parametros estabelecidas em 4.3.1; 4.3.2 e 4.3.3.

Tabela 6 Formulacdes ndo-ibnicas contendo cera auto emulsionante

Matéria-prima F11 F12 F13
Alcool cetoestearilico e alcool cetoestearilico
etoxilado , estearato de sorbitano e 15% 14% 13%
monoleato de sorbitano etoxilado (200E)
Miristato de isopropila 10% 10% 10%
Propilparabeno 0,1% 0,1% 0,1%
Metabissulfito de sédio 0,2% 0,2% 0,2%
EDTA sédico 0,2% 0,2% 0,2%
Metilparabeno 0,2% 0,2% 0,2%
Propilenoglicol 5,0% 5,0% 5,0%
Agua purificada q.5.100% g.s.100% q.s.100%
Cetoconazol 2,0% 2,0% 2,0%
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4.5 ESTUDO DE PERMEACAO CUTANEA IN VITRO DO CETOCONAZOL

Para este estudo, inicialmente foi necessaria a realizacdo de testes
prévios de solubiidade do farmaco cetoconazol, visando a escolha da
solucdo receptora. Em seguida foi realizado o preparo das membranas
permeantes (pele de orelhas de porco) para a utiizacdo nas células de

difusao.

4.5.1 Escolha da Solucéo Receptora

A escolha da solucdo receptora a ser utilizada no estudo da
permeacao cutanea in vitro foi baseada na solubilizacdo da quantidade
total do farmaco presente na tomada de amostra (2g e 0,2g das
formulacdes contendo 2% do farmaco cetoconazol) no volume de solucao
receptora empregado no teste in vitro (11mL). A (Tabela 7) exemplifica varias
proporcdes de varios componentes testados para este fim. A composicao

selecionada serviu para a elaboracao da curva analitica.

Tabela7 Componentes da Solugcao Receptora (SR)

Etanol Polietilenoglicol20 Polissorbato 80 Tampao fosfato pH
oleil éter 7.4
10% qg.s100
20% g.s100
30% g.s100
40% q.s100
10% 15% - q.s100
15% g.s100
10% g.s100

10% 3,0% -—- g.s100
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Preparo da solugcéo tampéao fosfato pH 7,4

Esta solucdo preparada segundo a Farmacopéia Americana, (USP 29,
2006), € confeccionada adicionando-se 50ml de solucdo de fosfato
monobasico de soédio (KH2PO4) 0,2M a 39,1ml de solucdo de hidroxido de
sodio (NaOH) 0,2M. O pH foi verificado em pHmetro e procedido os ajustes
para pH 7,4, com HCL puro ou sol de NAOH 10%.

4.5.2 Elaboracédo da Curva Analitica

Para a elaboracdo da curva analitica preparou-se uma solucao com
10mg de cetoconazol padrao secundario em 100mL em etanol P.A,
obtendo-se uma concentracao 100ug/mL. A partir desta solucao estoque,
prepararam-se diluicbes obtendo as concentracdes: 2; 4; 6; 8 e 10ug/mL,
conforme a Tabela 8. O coeficiente de regressao linear, e a equacao da

reta foram determinados.

Tabela 8 Curva analitica do cetoconazol em solugao receptora
Amostra Solucdo Estoque Etanol Tampao fosfato pH Concentracao
(mb)* (mb) 7,4 (mL) (ug/mL)

1 0,50 2,0 q.s.25 2

2 1,00 15 q.s.25 4

3 1,50 1,0 q.s.25 6

4 2,00 0,5 q.s.25 8

5 250 - q.s.25 10

Nota: solucao estoque 100ug/mL.

4.5.3 Preparo das Membranas Permeantes

As membranas naturais utilizadas neste estudo foram obtidas por
dissecacdo de peles de orelhas de porcos, jovens e albinos, e recém-
abatidos. Inicialmente as orelhas foram lavadas em agua purificada sendo o

excesso de agua retirado com papel absorvente. Apés a selecao das peles
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integras (livres de lesdes, arranhfes ou manchas) os pélos foram cortados
com tesoura. Em seguida com auxiio de pinca anatbmica e bisturi,
procedeu-se a dissecacao extraindo-se a epiderme conjuntamente com a
derme, e descartando a hipoderme (tecidos subcutaneos e gordurosos

presentes abaixo da derme) (Figura 6).

secceccsoe

A

cecccccccecccccccccecesens 50400

Figura 6 Orelhas de porco prontas para dissecacao
(a) e (b) e ap06s dissecacao (c)

As amostras de peles assim dissecadas foram cortadas em tamanhos
padronizados e adequadas a utllizacdo na area de permeacao, e entao
acondicionadas em fiime plastico e papel aluminio, e mantidas em
congelador até o momento do uso (por no maximo 1 més) (Figura 8).

Quando solicitadas estas peles foram retiradas do congelador e
descongeladas a temperatura ambiente, sendo entdo cada fragmento de

pele colocado numa célula de difusao.
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Figura 7 Orelhas de porco prontas para o estudo in
vitro de permeacéao cutanea

4.5.4 Ensaio de Permeacao Cutanea in vitro do Cetoconazol

O sistema de difusdo utilizado (Figura 8), constou de 6 células de

difusdo, sendo uma delas utilizada para controle das analises (placebo).

Flgura8 Sistema de dlfusao contendo 6 celulas
(PERMEGEAR®)

Os fragmentos de membranas devidamente preparados e descritos no
item 4.5.3 foram colocados sobre as células de difusdo, com a epiderme

voltada para o compartimento doador e a derme voltada para o



82

compartimento receptor, o qual foi preenchido com a solugcao receptora,
tendo-se o cuidado de evitar a formacao de bolhas.

A temperatura de 37°C + 0,5°C, duas tomadas de amostra de cada
formulacdo (uma contendo 2,0g e outra 0,2g), todas contendo 2% de
cetoconazol, foram espalhadas uniformemente sobre a membrana
permeante colocada sobre a area disponivel para a permeacéao (1,89cm?2)
nas células de difusdo, sendo entdo o sistema de agitacdo acionado. Cada
célula foi entdo coberta com filme plastico e papel aluminio, ficando assim
durante todo o tempo do experimento.

Amostras de 1mL da solucéo receptora, foram coletadas nos intervalos
de tempo de 15 min, 30 min, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 24h, sendo
reposto igual volume de nova solugcado receptora, mantendo-se desta
maneira 0 volume constante no compartimento receptor. Os estudos foram
feitos em triplicata, com um branco (sem o farmaco) para todas as
formulacdes e nas duas tomadas de amostra.

Nas formulacdes genéricas e referéncia utilizou-se como controle
apenas um fragmento de membrana, o qual sofreu 0s mesmos
procedimentos realizados para as amostras.

As amostras coletadas foram analisadas por CLAE nas condicdes
cromatograficas ja especificadas em 4.2.1 a partir da curva analitica do
cetoconazol na solucéao receptora.

Os valores permeados obtidos por CLAE servem para o calculo dos
parametros cinéticos (escolha do modelo cinético correspondente), tempo

de laténcia (Lag Time) e fluxo (J) do cetoconazol atavés da membrana.
4.5.5 Estudo de Retencéao Cutanea in vitro do Cetoconazol
A analise da retencao cutanea foi realizada ap6s o término do tempo

total estabelecido para o estudo de permeacao cutanea in vitro (24h), e

também nos tempos de 1h, 3h, 6h e 12 h.
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As peles foram analisadas em todos estes tempos de coleta para todas
as formulacgdes e nas duas quantidades de tomada de amostra (2,0g e 0,29),
igual procedimento foi realizado também com os placebos.

Ap6s o término do tempo de permeacao cutdnea estipulado,
retiraram-se as membranas do aparelho de difusdo e destas, com o auxilio
de uma espatula as amostras dos cremes que sobraram, colocando-os em
recipiente contendo metanol (25mL) e sonicando em seguida segundo
descrito no item 4.3.1. Apos diluicdo 1:10 em metanol estas solu¢gdes foram
analisadas por CLAE, obtendo-se assim os valores do cetoconazol nao-retido
nas peles.

As peles foram lavadas com solugcao receptora (e as lavagens foram
submetidas a andlise). A area da pele exposta a permeacéao foi delimitada,
recortada e picotada com auxilio de bisturi e lamina e os fragmentos
recolhidos em frascos contendo metanol (25mL), e entdo submetidos a
sonicacao em Ultra-som por 20 min.

Apo6s este tempo os fragmentos em solucdo metandlica foram
triturados (Ultraturrex®) até a total dilaceracao da pele. A suspensao obtida
foi novamente sonicada (30 minutos). A mistura assim obtida foi filtrada por
papel de filtro (0,45um) para baldo volumétrico de 50mL e o volume
completado com metanol. O cetoconazol foi assim determinado em todos
os filtrados obtidos, por CLAE, utilizando-se a curva analitica do cetoconazol
em metanol conforme ja descrito no item 4.2.2. Desta maneira, determinou-
se a quantidade de cetoconazol retido nas peles para todas as formulacdes

e em todos os tempos de andlise.
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4.6  ANALISE ESTATISTICA

Os métodos estatisticos empregados foram baseados na analise de
regressao linear. Os dados cinéticos de tempo de meia vida foram
calculados pela equacao (EDGINTON; SHERMAN, 1971).

C=Coe™ ™

onde pode ser calculado quanto da concentracéao inicial (Co) permanece
apos o tempo “t”. A constante de proporcionalidade é “k,” e o valor de “e”
2,7183. O grafico cartesiano de In (Co-C) versus “t” fornece uma linha reta,
com a declividade “b” representando a constante de proporcionalidade. A
reciproca da declividade, conhecida como vida média, multiplicada por
0,693 (logaritmo natural de 2) fornece o tempo de meia vida (t/%2) que é o
tempo exato em que 50% da concentracao inicial € encontrada.

A associacao entre os dados de dois pares de formulacdes foi também
analisada e pela regressao linear. Um valor de coeficiente de correlacao
superior a 0,9 indica uma boa associacdo entre as duas variaveis e a
aceitabiidade da comparacdo. A vantagem desse tipo de comparacao
sobre as comparacoes de meédias (valores pontuais) € que as comparacoes
sao visualizadas em toda a dimensao dos valores obtidos, sejam altos médios
ou baixos. Por tradicao, consideram-se no eixo x os dados ditos de referéncia
€ No eixo y os dados para comparagao.

Uma andlise de regressao linear produz uma equacao (y = ax + b),
onde a, é o coeficiente linear, e b a declividade da reta. O valor de b =1
indica a mesma grandeza dos valores x e y. Um valor de b > 1 indica maiores
valores para y que os dos X, isto €, os dados “para comparacao” sao
maiores. Um valor de b < 1 indica maiores valores para x do que os dos y, isto
€, os dados “de referéncia” sdo maiores. O valor de b multiplicado por 100
indica a relacao percentual da grandeza dos dados de absorcao entre duas

formulagdes estudadas.



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir dos procedimentos metodoldgicos apresentados no capitulo
anterior, os resultados sdo adiante estruturados de acordo com os métodos

adotados.

5.1 METODO ANALITICO

Para a realizacdo dos ensaios de retencdo e permeacdo cutdnea do
cetoconazol, nas formas semi-sélidas de uso tépico (emulsdes), foi necessario
primeiramente a escolha de um método andlitico validado para a
quantificacdo deste fdrmaco. Algumas metodologias analiticas foram
encontfradas para este fim na literatura cientifica, mas a que se mostrou mais
sensivel e reprodutivel foi a metodologia proposta por Velikinac et al., (2004),
onde é utilizado CLAE com deteccdo no UV na andlise do medicamento
referéncia-NIZORAL® creme a 2%.

Por haver concord@ncia entre os resulfados obtidos no laboratério e os
propostos pelo autor quanto ao medicamento referéncia, utilizamos este
método analitico em nossa proposta metodoldgica, adequando-o as

demais formulacdes farmacéuticas.

5.2 CURVA ANALITICA DO CETOCONAZOL POR CLAE

A determinacdo do farmaco na solucdo padrdo por CLAE foi feita em
triplicata e em trés dias diferentes, e com a preparacdo de nova fase
movel a cada dia, conforme a Tabela 9. Obteve-se repetibilidade entre os
resultados intradia, e coeréncia entre os resultados interdia, sendo isto

demonstrado pelos valores de desvio padrdo relativo.
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Tabela 9  Andlise por CLAE da solucdo padrdo do cetoconazol

Solugcdo Padrdo  Andlise 1 Andlise 2  Andlise 3  Média DPR
(100pg/mL)

1 100,03 100,98 100,95 100,65 0,54
2 99.78 100,08 99.99 99.95 0,15
3 100,08 100,01 100,34 100,14 0,17
Média Geral 100,25 0,29

Fonte: (VELIKINAC et al.,2004).

A Figura 9 ilustra o cromatograma do cetoconazol padrdo (100ug/mL),
preparado segundo o item 4.2.1 da metodologia, e evidencia o tempo de

retencdo caracteristico do fdrmaco, entre 4 e 5 minutos.

o stardataimaria emmatoada n o File: ¢ \staratamaria emmatada o
3 | channel: 1= 235 nm Resus
250 Last recalc: 3A9/2007 2:55 PM

200+
150+
100+

50+

N LY. o AU\A/V\XAA
Figura 9 Perfil cromatogrdfico caracteristico para o
fadrmaco cetoconazol

1.560
1770

Nota: Solucdo metandlica de cetoconazol padrdo 100pg/mL

A Figura 10 mostra os cromatogramas obtidos para as diversas
concentracoes utilizadas na elaboracdo da curva andlitica, evidenciando
em todos o tempo de retencdo caracteristico entre 4 e 5 minutos para o
cetoconazol.

A curva analitica do cetoconazol em metanol realizada segundo o

item 4.2.2 da metodologia, mostrou-se linear (intercepto da reta: y= + 3,72.
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105x + 1,93. 10¢), e sensivel nas concentracdes entre 6 e 500ug/mL, indicando
que nesta faixa de valores os resultados gerados mostram proporcionalidade
a concentracdo do farmaco.

O coeficiente de determinacdo (r*= 0,9992) e coeficiente de
correlacdo (r= 0,9996) demonstram haver correlacdo linear entre as varidveis
analisadas. Segundo Lancas (2004), coeficiente de determinagcdo 0,98 ja é
satisfatério. Segundo a ANVISA, o coeficiente de correlacdo deve ser igual
ou superior a 0,95 (BRASIL, 2003).

cetoconazol __,

1.004
0.75
0.50 o

0.25 o

®
=

| W il L1 | | i W

o.oo T 11 T T T Tk ]x’[a ot e T Ao E W ) LA

-012 T T T

Figura 10 Cromatogramas ilustfrando a curva analitica de calibracdo do
cetoconazol em metanol

A Figura 11 mostra a representacdo grdfica do tratamento
matemdatico aplicado a curva analitica do cetoconazol em metanol, de

acordo com item 4.2.2 da metodologia.
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Figura 11

Curva analitica de calibracdo do cetoconazol
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5.3  ANALISE PRELIMINAR DAS ESPECIALIDADES FARMACEUTICAS

Foram analisadas, uma formulacdo de referéncia denominada
formulacdo (E) e formulacdes genéricas (BRASIL, 2007) denominadas (F), (G),
(H). (1), (4). (K).

Os critérios adotados para a escolha destas formulacdes denfre as
demais do mercado, foram composicdo qualitativa e tipo de emolientes.

As andlises foram sempre feitas comparativamente ao medicamento

de referéncia.

5.3.1 Composicdo Geral

Conforme descrito na Tabela 2 do item 4.3 da metodologia, a
formulacdo (E) possui emulsionantes ndo ibnicos como o dlcool cetilico,
dlcool cetoestearilico, monoestearato de sorbitano e polissorbato, como
agentes estabilizadores e de consisténcia das emulsdes. Como emoliente
possui 0 miristato de isopropila, que |he confere grande espalhabilidade e
lubricidade a pele. O propilenoglicol estd presente como umectante e
provavelmente solubilizante do cetoconazol. O sulfito de sdédio € um dos
antioxidantes de escolha quando da utilizagcdo do fdrmaco cetoconazol. Na
formulacdo (E) nGo foram indicados os agentes preservantes (conservantes e
antioxidantes).

As especialidades farmacéuticas (H), (J), (K), descritas na metodologia
no item 4.3, foram selecionadas por possuirem emulsionantes ndo idnicos e o
mesmo emoliente miristato de isopropila, integrantes da formulacdo de
referéncia (E). O emoliente miristato de isopropila estd presente em todas as
formulacdes analisadas, exceto em (F) e (G). Na formulagdo (H) hd a
combinacdo miristato de isopropila e vaselina branca. Na formulacdo (I) ha
a combinacdo miristato de isopropila e vaselina liquida. Na formulacdo (F),
hd a combinacdo da lanolina com vaselina liquida. Na formulacdo (G)

oleato de decila, e o simeticone, estdo presentes.
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Muitas vezes os emolientes sGdo usados em combinacdo entre si, para
dar d pele uma sensacdo exclusiva, e nestes casos é preciso a verificacdo
de que 0s mesmos sejam compativeis e estaveis no sistema escolhido (KLEIN,
2005).

As formulacoes (F) e (I) possuem ceras auto emulsionantes (produtos
ndo declarados). A formulacdo (G) possui emulsionantes semelhantes a (E).

O antioxidante sulfito de sddio estd presente em (E), (H), (J), (K) e (l),
sendo que nesta Ultima formulacdo hd também o butilhidroxitolueno (BHT). O
antfioxidante EDTA, ou EDTA sodico, estd presente apenas em (G) e (l). Os
compostos derivados dos parabenos (conservantes), se encontram em (F),
G), (I) e (H). O fenoxietanol se apresenta em combinacdo com o0s
conservantes parabénicos na formulacdo (F). Derivados dos silicones como
dimeticonol e simeticone, aparecem respectivamente em (F) e (G).

Todas as especialidades farmacéuticas analisadas, bem como a
formulacdo de referéncia, possuem em sua composicdo o propilenoglicol
como agente umectante, sendo que a formulacdo (l) possui fambém a
glicerina. Com ac¢cdo umectante o propilenoglicol e a dglicerina sdo
adicionados as formulacdes em concentracoes proximas de 5% a fim de
reduzir a evaporacdo da dgua na pele, e prevenir o ressecamento das
formulacdes (concentracdes muito altas podem remover a umidade natural
da pele, desidratando-a). O propilenoglicol é recomendado para solubilizar
compostos hidroliséveis (AULTON, 2005), e ele provavelmente foi empregado
também com a finalidade de auxiliar a solubilizacdo do farmaco. A glicerina
possui caracteristicas especiais quando utilizada em produtos para uso
topico, pois sua viscosidade confere-lhe uma aderéncia prolongada as
superficies em que é aplicada (AULTON, 2005, LACHMAN; LIEBERMAN; KANIG,
2001).

5.3.2 Modo de Elaboracdo

As formulacdes do comércio (E), (G), (H), (J) e (K) pela descricdo da

composicdo apresentada, provavelmente seguiram o sistema EHL como
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modelo na elaboracdo das formulacdoes. As ceras auto emulsionantes estdo
presentes nas formulacdes (F) e (I), e nestas os emulsionantes primdrio e o
secunddrio fazem parte do mesmo composto em proporcoes balanceadas
para promover estabilidade e consisténcia, embora, em algumas
formulacdes note-se a necessidade da adicdo de agentes espessantes para
que a viscosidade seja a pretendida (AULTON, 2005).

Os emulsionantes ndo-idnicos, que por sua baixa toxicidade sdo mais
adequados que os anidnicos para utilizacdo por via topica, por via oral e
parenteral, possuem poucos problemas de compatibiidade com outras
substéncias, e, sdo menos sensiveis As variagdes de pH ou a adicdo de
eletrdlitos. Formam um grupo muito numeroso, possibilitando emulsdes A/O
ou O/A.

O monoestearato de sorbitano (éster de sorbitano) presente na
maioria das formulacdes analisadas, € de cardter lipofilico e é usado
freqUentemente associado aos polissorbatos que sdo derivados dos ésteres
de sorbitano e de polietilenoglicol conferindo-lhes vdrios graus de hidrofilia e
lipofilia, pela mudanca no tipo do dcido graxo e no niumero de cadeias de
polioxietilieno. Os mais utilizados comercialimente sdo os polissorbatos 80
(monooelato de sorbitano com 20 moles de polioxietieno) e 60
(monoestearato de sorbitano com 20 moles de polioxietileno). Os
polissorbatos sdo compativeis com a maioria dos matericis anidnicos,
catidbnicos e ndo-idbnicos. Possuem pH neutro e sdo estdveis a altas
concentracoes de eletrdlitos, com baixa toxicidade. Estudos sobre a relacdo
entre o poder de solubilizacdo e o coeficiente de particdo do polissorbato
80, na elaboracdo de emulsdes, mostraram haver uma relacdo linear entre
estes dois pardmetros, podendo-se predizer a habilidade do polissorbato 80
em solubilizar um fdrmaco pelo seu respectivo log P (NUNEZ; YALKOWSKY,
2000).

5.3.3 Incorporacdo do Farmaco Cetoconazol
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O cetoconazol € uma base fraca, e na prdtica, os fadrmacos
debilmente dcidos ou bdsicos sdo mais solUveis quando estdo ionizados mas
normalmente instdveis nestas condicdes. Esta condicdo acontece com a
maioria dos farmacos, e recursos sdo utilizados para que se alcance a
solubilizacdo com a manutencdo da estabilidade. Entre estes recursos
utilizados estdo a inclusdo de solventes misciveis na dagua (reduzem a
polaridade do solvente), ou a adicdo de solucdes tampdes (acetato, citrato,
lactato, fosfato e ascorbato) (JATO, 1997).

A formulacdo (F), apresenta em sua composicdo, dcido citrico e
citrato de sodio, provavelmente exercendo uma atividade tamponante
para o cetoconazol. O cetoconazol pode sofrer processos de degradacdo
como hidrdlise e oxidacdo, especialmente em meio aquoso, se ndo for
formulado adequadamente, sendo necessdrio, portanto a adequada
solubilizacdo e adicdo de agentes antioxidantes (SKIBA et al., 2000).

Os antioxidantes como o butilhidroxitolueno (BHT), presente apenas na
formulacdo (l), sdo mais usados para evitar a oxidacdo do sistema oleoso. O
mestabissulfito de sddio e o agente sequestrante efilenodiaminotetracético
(EDTA) na forma dissédica formam a combinacdo antioxidante de escolha
para o fdrmaco cetoconazol (LACHMAN; LIEBERMAN; KANIG, 2001).

Os ésteres do dcido para hidroxibenzdico, como o metil, etil, propil e
butil ésters e seus sais, sGo conservantes, usados nas concentracoes 0,1-0,2%,
sendo citados nas formulacdes (H), (F), (G) e (I). O fenoxietanol & efetivo
contra alguns tipos de microrganismos e por isso geralmente é associado aos
ésteres do dcido parahidroxibenzdico. Normalmente usado na
concentracdo 0,5-1,0%, estd presente apenas na formulacdo (F) (ANSEL;
POPOVICH; ALLEN, 2000).

5.3.4 Elementos Oleosos das Formulacdes

Deve-se levar em consideracdo que 0s elementos oleosos que sqo

muito variados e podem estar isolados ou em combinacdo,
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desempenhando muitas funcdes, atuam sobre o pardmetro viscosidade do
produto final e no fransporte do farmaco através da pele (AULTON, 2005).

Alguns exemplos mais utilizados, como vaselina liquida, vaselina sélida,
miristato de isopropila, trigliceridios dos dcidos cdprico e caprilico, parafina
liquida, dleos de silicones, agem como solubilizantes das substéncias ativas,
asseguram importantes propriedades de espalhamento, de emoliéncia,
lubricidade e de hidrorepeléncia. Miristato de isopropila € um éster de
cadeia ramificada, largamente utilizado em produtos para o cuidado
pessoal e farmacéutico, grande poder de espalhabilidade, lubrificante, co-
solvente, plasticizante, baixo ponto de turbidez, diluente para dleos vegetais
e minerais, grande poder de aumentar o poder solvente dos demais
excipientes sendo compativel com oleos mineral e vegetal, ésteres sintéticos,
silicones de baixa viscosidade e etanol (LACHMAN; LIEBERMAN; KANIG, 2001).

A vaselina liquida, também chamada de parafina liquida, petro-
vaselina ou dleo mineral, considerada um sistema coloidal constituido de
uma mistura de hidrocarbonetos liquidos de elevado ponto de ebulicdo
obtidos do petrdleo, estd presente na composicdo de (F), (I) e (H).

A capacidade de absorcdo de dgua pelas vaselinas pode ser
grandemente aumentada pela adicdo de agentes molhantes ou emulsivos
de vdrias espécies (ANSEL; POPOVICH; ALLEN, 2000).

A lanolina anidra ndo é muito usada como tensoativo por causar
reacdes alérgicas e por necessitar de anfioxidantes. E usada como
emoliente em baixas concentracdes em alguns cremes (JATO, 1997). Os
derivados de lanolina sdo emulsionantes primdrios ndo idnicos complexos,
ricos em esterdis etoxilados, uma mistura de dlcoois graxos com ésteres do
colesterol e outros esterdis com dcidos graxos. Estas lanolinas modificadas
possuem alto teor em colesterol (geralmente superior a 15%), menor
viscosidade e maior poder de penetracdo que a lanolina anidra. Quando
usada em combinacdo com vaselinas (hidrofébicas) incrementam sua
capacidade de fixacdo de dgua. A literatura relata o uso de lanolina em
torno de 14%, com um aumento na capacidade de absorcdo de 50% (JATO,

1997). A'lanolina € mencionada na formulacgdo (F).
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Os silicones fixam-se & superficie de vdarios materiais tornando-os
hidrofébicos. Esta propriedade € comum também aos éleos minerais, mas
mais intensa no caso dos silicones. Eles possuem boa aderéncia d pele, fraca
tensdo superficial, servindo como agentes antiespumantes. NGdo sdo toxicos
quando aplicados em produtos de uso tépico, ndo rancificam e possuem
propriedades hidrorepelentes. A formulacdo (G) possui o simeticone, um
derivado do silicone, e ainda oleato de decila como emoliente o qual € um
bom dissolvente de farmacos solUveis ou misciveis com éleos. E uma mistura
de ésteres do dcido oléico com dlcoois superiores naturais ndo saturados, e
um bom excipiente do ponto de vista de penetracdo cutdnea (ALLEN;
POPOVICH; ANSEL, 2007).

54  AVALIACAO DOS PARAMETROS DE QUALIDADE DA FORMULACAO DE
REFERENCIA (E) E DAS DEMAIS ESPECIALIDADES FARMACEUTICAS DO
COMERCIO

5.4.1 Teor em Cetoconazol

A formulacdo de referéncia foi preparada para andlise por CLAE
segundo o item 4.3.1 da metodologia. A andlise foi feita em triplicata e em
trés dias diferentes, e o resultado obtido (100,03% * 0,92) para o teor,
representa a média e o desvio padrdo de trés determinacdes. O desvio
padrdo relativo foi calculaodo em 0,92%. Estes resultados estdo em
concorddncia com os obtidos no trabalho de Velikinac et al. (2004),que para
a mesma andlise, obteve a porcentagem de recuperacdo 99,32% e desvio
padrdo relativo 1,20%. Da mesma maneira, as formulacdes genéricas obtidas

do comércio, foram preparadas e analisadas.

5.4.2 Caracteristicas Organolépticas e Fisico-quimicas da Formulagcdo de

Referéncia (E) e das Especialidades Farmacéuticas do Comércio
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Na Tabela 10, encontram-se relacionados as caracteristicas
observadas para a formulacdo (E).

Tabela 10 Determinacdo das caracteristicas organolépticas e fisico-
quimicas da formulacdo de referéncia (E)

Caracteristicas organolépticas

Cor: branca
Aspecto: homogéneo, opaco, boa consisténcia
Odor: caracteristico

Caracteristicas fisico-quimicas

pH 7,04 / 20°C
Viscosidade 4.258 cP (BROOKEFIELD DVII+, Spindle S70; 67,7s1; 3282dyn/cm?; 20°C).

A viscosidade, que define a consisténcia das emulsdes, e que pode ser
um ponto critico em relacdo a aceitagcdo e confinvidade do uso do
medicamento por parte do paciente, se mostrou adequada. A formulacdo
apresentou boa espalhabilidade, e formacdo de fino filme sobre a pele,
caracteristicas estas desejadas para um creme dermatoldgico. A
formulacdo tem aspecto opaco sem muito brilho. Estas caracteristicas sdo
importantes se observadas do ponto de vista do consumidor que relaciona
emulsdes opacas e sem brilho a idéia de md qualidade, elaboracdo ou
composicdo inadequada. Igualmente importante € a aparéncia, pois bolhas
de ar também conferem um aspecto negatfivo as emulsdes. Do ponto de
vista tecnoldgico, a aparéncia pode estar relacionada com a fase interna,
com o tamanho das particulas que por sua vez tem relagcdo principalmente
com o tipo e com a quantidade do emulsionante utilizado, com a diferenca
de densidade entre as fases, e com as condicdes aplicadas durante o
processo: agitacdo, temperatura e técnica de emulsificacdo (RIEGER, 2000).

Entre os par@metros fisico-quimicos examinados o pH 7,04 (20°C)
mostrou-se dentro da faixa fisioldgica (5-8), e provavelmente é o de melhor
estabilidade para o fadrmaco na formulacdo empregada (LEONARDI;
GASPAR; CAMPQOS, 2002, RIEGER, 2000, SKIBA et al., 2000).
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A todas as formulacdes em estudo foram aplicados os mesmos critérios
de andlise dos empregados para a formulacdo (E), e os resultados obtidos

sdo relatados posteriormente.

5.4.3 Estudo do Comportamento reoldgico da Formulacdo de Referéncia

(E) e das Especialidades Farmacéuticas do Comércio

A Tabela 11 mostra os resultados do comportamento reoldgico obtido
para a formulacdo (E).

Da Tabela 11 foram plotados em um grdfico a tensdo de cisalhamento
(shear stress) nas ordenadas, e a taxa de cisalhamento nas abcissas (shear
rate), obtendo-se os reogramas caracteristicos, sendo que para a
formulacdo de referéncia, evidenciaram comportamento pseudopldstico
tipico de produtos semi-sdlidos e também, a presenca de fixotropia (LABA,
1993).

Tabela 11 Estudo do comportamento reoldgico da formulacdo (E)

FORMULACAO(E)
Tensdo de Taxa de
Velocidade Torque viscosidade cisalhamento cisalhamento
(rom) (%) (cP) (dyn/cm?) (s7)
40 28,1 7358 1790 27,1
50 30,6 6589 2298 33,8
60 33,4 5989 2645 40,6
70 35,6 5135 2878 47 4
80 37.8 4678 3089 54,2
100 41,5 4258 3282 67.7
80 37,9 4478 2676 54,2
70 35,8 4610 2345 47 4
60 34,3 4989 2130 40,6
50 31,2 5676 1989 33,8
40 28,2 6134 1760 27,1

Nota: as determinacdes foram feitas a 20°C, no viscosimetro de Brookfield® DVII +. Spindle
S70
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A Figura 12 (curva de fluxo) e a Figura 13 (curva de viscosidade)
ilustram o comportamento pseudopldstico com tixotropia obtido para a

formulacdo (E).

Curva de Fluxo
Formulacdo (E)
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Figura 12 Curva de fluxo da formulagdo de
referéncia (E)

Curva de Viscosidade
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Figura 13 Curva da viscosidade da

formulacdo de referéncia (E)

Ainda na Tabela 11, nota-se o valor da viscosidade (n) 4258 cP a qual
estd relacionada a maior taxa de cisalhamento aplicada (67,7s1), e tensdo
de cisalhamento (3282dyn/cm?), na temperatura de 20°C. Este valor de
viscosidade, chamada viscosidade estaciondria por alguns autores (por ser a

menor viscosidade possivel para que a formulacdo ndo perca sua estrutura
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inicial, e assim sua estabilidade) foi utilizado como comparativo entre as
demais formulacoes analisadas (BRUMMER; GODERSKY, 1999).

O mesmo programa e as mesmas condicdes empregadas para a
formulacdo de referéncia foram também empregados para as demais
formulacdes do comércio.

Os reogramas das formulacdes genéricas (H); (J); (K); (F); (G); (1),
apresentaram comportamento pseudopldstico e com excecdo da (H) e da
(K) todas as demais aparentaram tixotropia.

A Tabela 12 relaciona os resultados obtidos para as formulacdes do

comeércio, conforme relatados nos itens 5.4.1, 5.4.2 e 5.4.3 deste capitulo.

Tabela 12 ParGmetros de qualidade das formulacdes genéricas

Caracteristicas
Fisico-quimicas

Caracteristicas organolépticas

Formulacodes

Cor Aspecto Odor pH Viscosidade
Teor
(%)

H Branca,brilhosa Homogéneo Caracteristico 6,54 4268cP 100,60+0,70

J Branca,brilhosa Homogéneo Caracteristico 6,75 4265¢cP 101,28+1,24

K Branca,brilhosa Homogéneo Caracteristico 6,89 10510cP 100,03+0,27
Perolado

F Branca,brilhosa Homogéneo Caracteristico 6,98 2079cP 99,43+0,711
Perolado

G Branca,brilhosa Homogéneo Caracteristico 6,86 3998cP 99.37+0,56

[ Branca,opaca Homogéneo Caracteristico 6,37 3114cP 97.03+0,25

Todas mostraram aspecto homogéneo, sendo (F) e (K) peroladas, e
com excecdo da (l), todas as formulacdes apresentaram brilho intenso. As
formulacoes apresentaram cor branca e odor caracteristico, com pH dentro

da faixa ideal. A consisténcia dos cremes variou consideravelmente, sendo a
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maior viscosidade demonstrada pela formulacdo (K) e a menor viscosidade,
pela formulacdo (F).

O valor elevado da viscosidade da formulagcdo (K) 10.510 cP conferiu
sensorial semelhante d pomada embora com melhor espalhabilidade que
este tipo de forma farmacéutica.

A viscosidade atingida na mdxima taxa de cisalhamento foi menor
para a formulacdo (F) 2079cP e maior para a formulacdo (K) 10.510cP. A
formulacdo (I) também teve o valor da viscosidade mais baixo em relacdo
as demais. Ainda para a formulacdo (), o teor obtido foi abaixo das demais
formulacdes. Em menor ou maior grau, o estudo reoldgico das formulacoes
genéricas, embora demonstrando o comportamento pseudopldstico tipico
de produtos semi-sélidos, mostrou diferencas nos valores das viscosidades

estaciondrias sendo apresentados na ordem crescente:

(F) < (1) <(G) < (J) < (H) < (K)

Embora as formulacdes (E) e (K) tenham em comum, mesma forma
farmacéutica, excipientes de mesma funcdo, mesmo teor do fdrmaco,
conforme preconiza a legislacdo vigente para os produtos genéricos, suas
viscosidades estaciondrias sdo bastante diferentes, provavelmente devido a
proporcdo diferenciada dos excipientes. A alteracdo nos valores deste
pardmetro fisico justificam a andlise do comportamento das mesmas
formulacoes, em relacdo a liberacdo do fdrmaco da forma farmacéutica e

em relacdo a absorcdo cuténea.
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5.5 SELECAO DAS EMULSOES NAO IONICAS SIMULADAS NO LABORATORIO

Pelas caracteristicas de homogeneidade, organolépticas e fisicas

(viscosidade), pH, e melhor estabilidade (dentro dos critérios adotados, ndo

visando a determinacdo do prazo de validade e sim apenas a mellhor

composicdo), selecionou-se a formulacdo base denominada (F?), e a partir

desta, conforme descrito no item 4.4 da metodologia, elaborou-se as

formulacdes (A1), onde o farmaco, a 2%, foi solubilizado & quente em

propilenoglicol e incorporado a fase aquosa da emulsdo, e (B), onde o

farmaco, a 2%, foi apenas disperso no propilenoglicol e adicionado a

emulsdo ja pronta. A Tabela 13 relaciona os componentes e quantidades

utiizadas em (F9), - fase oleosa (1), e fase aquosa (2) - elaborada pelo

sistema EHL, menciona as funcdes de cada componente e mostra a fase (3),

onde o fdrmaco foi adicionado.

Tabela 13 Composicdo da formulacdo base ndo_idnica pelo sistema EHL

COMPONENTE CONCENTRACAO
FASE OLEOSA (1)

Alcool cetilico 6,0%
Alcool estearilico 6,0%
Alcool cetoestearilico etoxilado 200E 3,0%
Monoestearato de sorbitano 1,0%
Miristato de isopropila 10,0%
Polissorbato 80 1,0%
FASE AQUOSA (2)

Propilenoglicol 2,5%
Metabissulfito de sédio 0,2%
EDTA sdédico 0.2%
Agua purificada q.5.100,0%

FASE FARMACO (3)
Cetoconazol 2.0%
Propilenoglicol 2,.5%

FUNCAO

Espessante
Espessante
Emulsionante
Emulsionante
Emoliente
Emulsionante

Umectante
Antioxidante
Sequestrante
Veiculo

FArmaco
Solubilizante
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Conforme descrito no item 4.4.1.1 da metodologia, as formulacoes
(A2), (A3) e (A4), da mesma forma que (Al), ou seja, contendo o farmaco
solubilizado, foram elaboradas com diferentes emolientes a fim de avaliar em
ensaio de permeacdo cutdneaq, a interferéncia destes como promotores de
absorcdo. Com o mesmo emoliente da formulacdo de referéncia (miristato
de isopropila) e objetivando possiveis interferéncias do sistema de
elaboracd@o das formulacdes na permeacdo cutdneaq, foram elaboradas
preparacoes contendo cera auto emulsionante.

A Tabela 14 ilustra as respectivas funcdes de cada componente de
(F12). As formulacdes tendo o farmaco solubilizado e disperso no interior do

veiculo neste estudo foram denominadas (C) e (D), respectivamente.

Tabela 14 Composicdo da formulacdo base ndo-idnica contendo cera auto
emulsionante

COMPONENTE CONCENTRACAO FUNCAO

FASE OLEOSA (1)

Alcool cetoestearilico e

dlcool cetoestearilico etoxilado,
estearato de sorbitano e monoleato
de sorbitano etoxilado

(200E) 14,0% Emulsionante
Miristato de isopropila 10,0% Emoliente
Propilparabeno 0.1% Conservante
FASE AQUOSA (2)

Propilenoglicol 2.5% Umectante
Metabissulfito de sédio 0.2% Antioxidante
EDTA sddico 0,2% Sequestrante
Metilparabeno 0.2% Conservante
Agua purificada q.5.100,0% Veiculo
FASE FARMACO (3)

Cetoconazol 2.0% Principio ativo
Propilenoglicol 2,5% Solubilizante

Todas as formulacdes descritas no item 4.42 da metodologia
apresentaram boa espalhabilidade, emoliéncia, homogeneidade, brilho e

adequadas caracteristicas fisicas, nas condicdes analisadas. A escolha por
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(F12) foi pelo par@metro fisico, viscosidade, a qual se mostrou mais similar &
formulacdo de referéncia (E).

5.5.1 Avaliacdo dos ParGmetros de Qualidade das Formulacoes NGo-idnicas
Simuladas no Laboratdrio

A Tabela 15 relaciona os resulfados encontrados quanto aos
pardmetros de qualidade para as formulacdes ndo-idnicas desenvolvidas no

laboratdrio.

Tabela 15 Pardmetros de qualidade das formulacdes ndo idnicas simuladas
no laboratério

Caracteristicas

(%}

3 Caracteristicas organolépticas fisicas

o

o Teor (%)

=)

£ Cor Aspecto Odor pH Viscosidade

£
Al Branca.briihante  Homogéneo  Caracteristico 6,82 4271cP 99.36 £0,92
A2  Brancabrihante  Homogéneo  Caracteristico 6,55 4132cP 100,40 £ 0,58
A3  Branca,brihante Homogéneo  Caracteristico 6,31 3125¢cP 101,64 £ 1,26
A4 Branca,brihante  Homogéneo  Caracteristico 6.34 4375cP 101,24 £ 0,54
B Branca,brihante  Homogéneo  Caracteristico 6.74 4453cP 96,13 £0,55
C Branca, opaca Homogéneo  Caracteristico 7.12 4213cP 101,03£1,25
D Branca, opaca Homogéneo  Caracteristico 7,06 4396cP 97.67 £0,59

A solubilizacdo do fdrmaco nas formulacdes obtidas pelo sistema EHL e
com cera autoemulsionante, (A1), (A2), (A3), (A4), (C), parece ndo interferir
na viscosidade.

Nas formulacdes (B) e (D), o teor encontrado foram os mais baixos,
sugerindo que a melhor maneira de incorporar o fdrmaco seja durante o
preparo da emulsdo.

O emoliente, vaselina liquida, interferiu na viscosidade da formulacdo
(A3), mais baixa que as demais formulacdes simuladas no laboratoério,

seguida da formulacdo com oleato de decila (A2), miristato de isopropila
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(A1) e ftrigliceridios dos dcidos cdprico e caprilico (A4). As modificacoes
observadas, no entanto, ndo alteraram a consisténcia das emulsoes.

A composicdo em emulsionantes elevou o pH para (C) e (D), e
também alterou as caracteristicas organolépticas, sendo estas mais opacas
que as demais formulacoes.

O conhecimento a respeito dos excipientes utilizados e as possiveis
interacoes destes com a pele, a necessidade da verificacdo da qualidade
da emulsdo produzida sob vdrias condicdes de estresse, sGo condicoes
importantes para a obtencdo de uma forma farmacéutica segura e eficaz
além de estdvel, e os estudos reoldgicos podem trazer grandes contribuicoes
pois revelam alteracdes importantes nos pardmetros de qualidade que
podem conduzir a investigacdo dos fatores de instabilidade (TADROS, 2004).

O comportamento reologico de todas as formulacdes simuladas no
laboratdrio foi do tipo pseudopldstico sendo o esperado para produtos semi-

solidos, e com fixofropia evidente apenas para (A1), (A2), (A3) e (A4).

5.5.2 Comparativo dos Teores de Cetoconazol Obtidos por CLAE Para Todas

as Formulacoes

Utilizando-se a metodologia j& descrita no item 4.3.1, realizou-se a
quantificacdo do cetoconazol nas especialidades farmacéuticas do
comércio e nas simuladas no laboratério. Os dados estdo relatados na
Tabela 16.

Houve exatiddo do método verificado pela aproximacdo dos
resultados obtidos para o teor em cetoconazol nas formulacdes com o valor
tido como verdadeiro.

Os valores de desvio padrdo relativo ou coeficiente de variacdo

abaixo de 2% demonstram uma boa precisdo do método.
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Tabela 16 Teor em cetoconazol nas formulacoes
Formulacdo Teor Teor Teor (%) CV ou DPR
esperado* encontrado (%)
(Mmg/g ) (mg/g)

Al 20 19.87 99.36 £ 0,92 0,92

A2 20 20,08 100,40 £ 0,58 0,57

A3 20 20,30 101,64 £ 1,26 1,24

A4 20 20,45 101,24 + 0,54 0,53

B 20 19.25 96,13+ 0,55 0,57

C 20 20,21 101,03+ 1,25 1,24

D 20 19.60 97.67 £0,57 0,58

E 20 20,01 100,03 £ 0,92 0,92

F 20 19.89 99.43+£0,71 0,71

G 20 19.87 99.31 £0,56 0,56

H 20 20,09 100,60 + 0,70 0,70

I 20 19.41 97.03+£0,25 0,26

J 20 20,26 101,28 + 1,24 1,22

K 20 20,13 100,03 £ 0,28 0,28

Nota: os resultados para o teor representam a média de trés determinacdes por CLAE
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5.6 ESTUDO IN VITRO DE PERMEACAO E RETENCAO CUTANEA

Para a selecdo da solucdo receptora, foram analisados vdrios agentes
solubilizantes para o cetoconazol como polissorbato 80, polietilienoglicol oleil-
éter, e tampodes a vdarios valores de pH. Pela garantia de melhor integridade
das colunas nas andlises por CLAE, e melhor estabilidade do farmaco, optou-

se pela mistura etandlica (etanol: solucdo tampdo fosfato pH 7,4 -90:10).
5.6 1 Elaboracdo da Curva Analitica do Cetoconazol em Solucdo Receptora
A Figura 14 evidencia o cromatograma da solucdo padrdo do

cetoconazol em solucdo receptora com concentracdo 10ug/mL mostrando

tempo de retencdo entre 4 e 6 minutos, tipico do cetoconazol.

a0

30 File: ¢ \etardataimaria emmabebs.n
Channel: 1 = 225 nm Resuhs
Last recalc: 3/5/2007 2:40 Phi

Minute:

Figura 14 Cromatograma do cetoconazol padrdo em
solucdo receptora

A Figura 15 demonstra a série de diluicdes analisadas em solucdo

receptora realizada segundo o item 4.5.2 da metodologia.
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hlinutes)

Figura 15 Cromatogramas das concentracdes utilizadas na
curva analitica do cetoconazol em solucdo
receptora

A Figura 16 representa o trabalho matemdatico aplicado a esta
curva. A curva construida mostrou boa linearidade com coeficiente de
determinacdo r2 = 0,995316 e coeficiente de correlacdo r= 0,997655,
com equacdo de regressdo linear +3,96 . 105x — 8,68 . 104.

A solucdo receptora selecionada foi capaz de solubilizar o fdrmaco na
concentracdo utilizada, e, portanto adequada para a utilizacdo no ensaio in
vitro de permeacdo cuténea do cetoconazol, e a curva analitica construida
tornou possivel a quantificacdo do farmaco em diversas concentracdes nas
amostras de solucdo receptora, quando coletadas durante a realizacdo do

estudo.

5.6.2 Membrana Permeante

As peles de orelhas de porco foram selecionadas para esta pesquisa,
por serem de facil aquisicdo e manipulacdo, histoldgica e bioquimicamente
similares a pele humana, e com caracteristicas de permeabilidade cuténeas
bem préximas a estas (ANDEGA; KANIKKANNAN; SINGH, 2001). Foram

preparadas segundo item 4.5.3 da metodologia
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Figura 16 Curva analitica do cetoconazol em solucdo receptora
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5.7 ESTUDO IN VITRO DE PERMEACAO CUTANEA

As andlises foram conduzidas inicialmente para a formulacdo de

referéncia e em seguida para todas as outras formulacdes.

5.7.1 Andlise da solucdo receptora

Ao total, as 14 especialidades farmacéuticas (1 formulacdo referéncia,
6 formulacdes genéricas do comércio e 7 formulacdes simuladas no
laboratério) foram analisadas em duas tomadas de amostra diferentes. As
andlises, quanto d permeacdo cuténea, foram feitas nos tempos 15, 30, 60,
120, 180, 240, 300, 360, 420, 480, 540, 600, 660, 720, 1440 min, conforme o item
4.7.3 da metodologia.

Para os ensaqios in vitro de permeacdo cutdnea utilizaram-se doses
infinitas das formulacodes de tal forma que a concentracdo do fdrmaco no
compartimento doador permanecesse em continuo excesso (OECD, 2004).

Nas andlises feitas para a formulacdo referéncia, segundo o item 4.5.4
da metodologia, no tempo de retencdo entre 4 e 5 min, nada foi observado

nas amostras coletadas durante as 24h, conforme demonstra a Figura 17.

Y.
3872
b as24
| s2:2

_|_4931

H ¥ 2.6383 Mnutes
r:-2.69 mALl

's

Figura 17 Estudo in vitro de permeacdo cut@nea da
formulacdo (E) nas 24h

A Figura 18 ilustra o estudo de permeacdo cutdnea da

formulacdo simulada no laboratério, contendo o fdrmaco incorporado
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durante a preparacdo da emulsdo e contendo o emoliente miristato de
isopropila, neste estudo denominada: (Al). Nada se observou no tempo
de retencdo caracteristico do cetoconazol, demonstrando, portanto

ndo haver permeacdo cut@nea no periodo de 24h analisado.

CETOCONAZOL (4.525)

o =204

i1l I A 11
T 1A T & MATT T TITATT 17T

Figura 18 Estudo in vitro de permeacdo cutdnea da
formulacdo (A1) nas 24h

Os resultados enconfrados para a permeacdo cutdnea do
cetoconazol no tempo analisado, sdo coerentes com a literatura cientifica,
onde é mencionado que a formulacdo tdépica contendo 2% do farmaco,
praticamente ndo € absorvida (KOROLKOVAS, 1995), ndo tem absorcdo
significativa (FUCHS; WANNMACHER, 1998) através da pele e mucosas,
portanto uma acdo tépica.

O estudo de permeacdo cutdnea in vitro foi realizado com todas as
formulacdes, e todas as solucdes permeantes analisadas ndo mostraram a
presenca do cetoconazol, no periodo analisado de 24h.

Segundo a OECD (2004), quando se usam doses infinitas, um periodo
de exposicdo acima de 24h € mais apropriado quando se deseja atingir o
estado de equilibrio dindmico e desta maneira conhecer o respectivo
coeficiente de permeabilidade do produto analisado. Ao presente trabalho
interessa estimar os valores para a retencdo cutdnea dentfro das 24h, e estes
foram calculados, pela quantificacdo do fdrmaco na drea da membrana

que foi exposta a permeacdo, e também pelo doseamento da formulacdo
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restante apds cada intervalo de tempo (1, 3, 6, 12 e 24 h, conforme item 4.5.5
da metodologia. A soma do valor permeado com o valor refido deve ser

igual a quantidade do fdrmaco adicionado inicialmente.

5.7.2 Andlise da Membrana Permeante

Cada uma das tomadas de amostra de cada uma das formulacoes,
quanto a retencdo cut@neaq, foi verificada nos tempos de 1, 3, 6, 12 e 24 h,
na epiderme total mais a derme. As solucdes das lavagens das peles apods a
permeacdo foram analisadas por CLAE conforme descrito na metodologia
nos itens 4.5.4 e 4.5.5, e nestas ndo se verificou a presenca do cetoconazol.

As Tabelas 17a e 17b demonstram os valores obtidos para as
formulacdes (A1), (A2), (A3) (A4), (B) (C) e (D) e formulacdo de referéncia (E)
e percebe-se, embora ndo de maneira significativa, haver aumento (%) na
retencdo cut@nea com a tomada de amostra menor (0,2g), em todas as

andlises.

Tabela 17a Resultados do estudo de retencdo cutdnea do cetoconazol nas
formulacdes simuladas no laboratério

_ FORMULACOES
% Al A2 A3 A4
% R R R R R R R R
T (wg/em?) (%) (wg/em?) (%) (Mg/em?) (%) (Mg/em?) (%)
1 8.851£0,04 22,13 9.489 +013 23,72 10.206+0,03 25,52 8.985+0,04 22,46
(—j 3 9.993+0,12 24,98 12308+010 30,77 16.277+0,02 40,69 10.111+,07 25,28
*8 6 17.025%0,21 42.56 20.404+0,13 51,01 22.979+0,03 57,45 14.198+0,12 35,50
E 12 21.183+0,22 52,96 23.365+0,13 58,41 25168+0,03 62,92 18.632+0,06 46,58
24 22.183+0,09 5546 25.105+0,32 62,76 26.751+0,03 66,88 20.656+0,03 51,64
1 968+0,04 2422 1.118+0,06 27,96 1.260+003 31,50 1.055+0,02 26,38
C; 3 1.149+0,04 28,74 1.378+0,05 34,45 1.858+0,04 46,46 1.197+0,03 29,93
*g 6 1.858+0,02 46,46 2094003 5237 2331+004 5828 1.575+0,02 39,38
E 12 2.142+0,02 53,55 2.338+0,10 58,47 2.606+003 6517 1.929+003 4823

24 2252+002 5631 2543+0,10 63,59 2787+004 69,469 2157+003 53,94
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Tabela 17b Resultados do estudo de retencdo cutnea do cetoconazol na
formulacdo de referéncia (E) e nas formulacdes simuladas no

laboratdrio

_ FORMULACOES

£ B C D E

(o]

e R R R R R R R R

© (ug/cm?) (%) (Mg/cm2) (%) (ug/cm?) (%) (g/cm?) (%)

1 2945+0,08 7,36 4803+008 1201 3.134+006 7,84 7.678+0,14 19,20

3 5646023 14,12 11552+0,04 28,88 7.009+005 17,52 11.17540,11 27,94
S 6 118592018 29,65 18041005 4510 11.8912007 2973 17.4272004 4357
‘2 12 16277047 40,69 21.286+0,06 5322 18.5610,10 46,40 21.215%0,11 53,04
§ 24 18270071 4568 23.428+0,08 58,57 20.1360,04 50,34 22.609 0,04 56,52

1 4574002 11,42 929 +0,06 23,23 457 0,04 11,42  961£0,03 | 2402

3 788%0,02 19,69  1.339+0,03 33,47 890+0,04 22,25 12524006 31,30
S 6 1.362+003 3406 1874+004 4686 1.473+002 3682 1.859+0,03 46,46
2 12 1.670+002 41,74 2307+001 57,68 1.945+002 48,63 2213+004 5532
<§ 24 1.874+0,04 4686 2473+0,02 61,82 2024+008 50,60 2378+0,02 @ 59,46

Nota: R = quantidade retida na pele, média de trés determinacdes
Em destaque , os resultados obtidos para a formulacdo de referéncia (E)

A utilizacdo de controles contendo a mesma matriz a ser analisada em

todas as formulacdes elaboradas no laboratdrio, permitiv de maneira
simplificada verificar a existéncia de seletividade do método proposto,
parGmetro que foi também observado pela ndo interferéncia dos
excipientes em nenhuma das formulacoes testadas.
Como conftroles utilizaram-se formulagcdes sem o fdrmaco exceto no caso
das formulagcdes genéricas, onde se usou como controle um fragmento de
pele. Em todos estes controles, procedeu-se o estudo in vitro nas mesmas
condicoes que nas formulacoes estudadas.

A Figura 19 ilustra os cromatogramas referentes ao estudo de reten¢cdo
cut@nea para a formulacdo (A1) e a Figura 20, para a formulacdo referéncia
(E), respectivamente nas duas tomadas de amostra (2,0g, tomada de

amostra 1; e 0,2g, ftomada de amostra 2).
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Figura 19 Estudo in vitro de retencdo cutdnea do cetoconazol
na formulacdo (A1) nas 24h
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Figura 20 Estudo in vitro de retencdo cutdnea do cetoconazol
da formulacdo (E) nas 24h

Nota: tomada de amostra 1 no tempo de 6 h
tomada de amostra 2 no tempo de 6 h —
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A Figura 21 mostra os cromatogramas obtidos nos estudos de retencdo
cutnea do cetoconazol nas formulacdes simuladas no laboratério e

referéncia.
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Figura 21 Cromatogramas caracteristicos da retencdo
cutnea do cetoconazol nas formulacdes ndo-
idnicas simuladas no laboratdrio

Nota: = (A3).= (A2), =(C), = (E), = (A1), = (A4), = (D), (B), notempo 24 h

A formulacdo com o fadrmaco apenas incorporado a formulacdo j&
pronta (B), e elaborada segundo o sistema EHL, mostrou mais baixa retencdo
que (E) e mais baixa que as formulacdes (A1), (A2), (A3) e (A4).

A formulacdo referéncia (E) e a formulagcdo (A1) tiveram resultados
bem proximos na retencdo cut@nea total, 56,52% e 55,46% respectivamente
nas 24 h, em relacdo a amostra 1, e 59,46% e 56,31% em relacdo a amostra 2,
respectivamente. Estes resultados eram esperados, uma vez que se procurou
seguir a formulacdo referéncia como modelo de composicdo qualitativa,
modo de elaboracdo e incorporacdo do farmaco.

As formulacdes (E), (A1) e (B), possuem a mesma composicdo
qualitativa, o mesmo emoliente e o mesmo teor do farmaco. Enfre as
formulacoes (A1) e (B) a diferenca estd presente no modo de incorporacdo
do fdrmaco. Assim os resultados de retencdo cutnea obtidos sugerem que
o farmaco adicionado durante a preparacdo da emulsdo, como em (Al)
tenha possibilitado um aumento da retencdo cutdnea. Este fato fica

também evidenciado pelos resultados observados para as formulacdes (C) e
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(D), que foram elaboradas ndo pelo sistema EHL, mas sim, com ceras auto
emulsionantes, entdo ndo o modo de elaboracdo, mas a maneira de
incorporacdo do fdrmaco parece ser neste caso o fator principal
responsdvel pelo aumento da retencdo cuténea verificado para a
formulacdo (C).

Emulsionantes ndo-ibnicos como dlcool cetoestearilico etoxilado,
dlcool cetilico, dlcool estearilico, dlcool cetoestearilico, podem ser utilizados
isoladamente como emulsificantes primdrios e secunddrios fazendo parte da
fase oleosa da formulacdo, aumentando a viscosidade e contribuindo para
a estabilidade do sistema (JATO, 1997). Podem também fazer parte da
constituicdo de ceras auto emulsionantes como € o caso da cera utilizada
na preparacdo das formulacdes (C) e (D), o Polawax® NF, (que contém
dlcool cetoestearilico com ésteres de sorbitano polioxietilénicos).

A base auto emulsionante Polawax ®NF, forma rede de cristais liquidos,
pela formacdo de uma série de bicamadas lamelares de moléculas de
emulsificante, e desta maneira evita a coalescéncia das goficulas
melhorando a estabilidade do produto. Este comportamento provavelmente
aconteca devido a uma diminuicdo da atracdo de Van der Waals entre
duas goticulas de odleo, além disto, os cristais liquidos conferem poder
hidratante das formulacdes por mimetizar as bicamadas celulares das
membranas celulares. Pode ser estabelecido que com o crescimento da
cadeia polioxietilénica, a capacidade de retencdo de dgua interlamelar de
uma emulsédo O/A também aumenta (CRODA; 2006).

A dAgua interlamelar estd em equilibrio dinGmico com a dgua do
sistema, ou seja, quando a dgua do sistema evapora a dgua ligada
interlamelarmente se transforma em dgua do sistema, isto prolonga a
hidrofilia das formulacdes, com conseqUéncias benéficas para o consumidor
(AULTON, 2005).

Houve variagcdo na retencdo cutdnea total (24 horas) em relagcdo ao
tipo de emoliente, e os valores crescentes observados foram (A4) < (Al) <
(A2) < (A3), percebendo-se entGo que para a mesma composicGo de

excipientes, a melhor retencdo cutdnea foi obtida quando o emoliente
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usado foi a vaselina liquida, seguido do oleato de decila, miristato de
isopropila, e trigliceridios dos dcidos céprico e caprilico.

A mistura de ftrigliceridios de cadeia média, principalmente dcidos
cdprico e capriico foi usada na elaboracdo da formulacdo (A4). Com
importantes propriedades de espalhabilidade, lubrificacdo, diluente de
ativos e emoliéncia, sdo uma alternativa aos éleos minerais e vegetais, com
vantagem destes Ultimos, por possuirem semelhanca a composicdo lipidica
da pele humana (SANCTIS, 2000), reforcando a importdncia do emprego
deste nas formulacdes topicas. Este agente promotor mostrou poder de
penetracdo cutdnea semelhante ao do miristato de isopropila, do oleato de
decila e da vaselina liquida, sendo este fato verificado pelos resultados
obtidos na retencdo cutdnea das formulacdes (Al), (A2) e (A3)
respectivamente, comparativamente a (A4).

Todos estes componentes podem agir como modificadores da
penetracdo cutdnea, os quais aumentam a habilidade da pele para
absorver fadrmacos por alterarem o dominio lipidico do estrato cérneo e os
elementos protéicos do tecido, ou por aumentar a particdo do farmaco
através do estrato corneo.

Compostos constituidos de dlcoois graxos, Uteis como cosolventes, tém
se mostrado efetivo como facilitadores da penetracdo cutnea (ANDEGA;
KANIKKANNAN; SINGH, 2001).

A literatura preconiza que em muitos casos a velocidade de liberacdo
de um fadrmaco é muito mais rdpida a partir de emulsdes formadas em seu
EHL 6timo (ALLEN; POPOVICH; ANSEL, 2007, JATO, 1997).

Observa-se este fato pelos resultados obtidos para as formulacdoes
elaboradas ou presumivelmente elaboradas pelo sistema EHL, na primeira
hora do estudo de retencdo cutdnea, em ambas as tomadas de amostra
(2,0g e 0,29).

As Tabelas 18a e 18b mostram os resultados obfidos nos estudos de

retencdo cut@nea das formulacdes genéricas.
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Tabela 18a Resultados do estudo de retencdo cuté@nea do cetoconazol nas
especialidades farmacéuticas genéricas do comércio

_ FORMULACOES
£ F G H
é R R R R R R
= (ug/cm2) (%) (ug/cm?) (%) (ug/cm?) (%)
1 6.599 + 0,03 16,50 5.544 + 0,08 13,86 7.151£0,05 17,88
3 12624+ 0,06 31,56 11.860 % 0,06 29,65 9.277 0,08 23,19
5 6 20.759 + 0,09 51,90 18.774 £ 0,08 46,94 16.593+0,13 41,48
212 26862+0,36 67,15 19.152 £ 0,09 47,88 19.806 +0,03 49,51
§ 24 31.004+015 77,51 25.641 0,10 64,10 22223+0,06 5556
o 899 +0,05 22,25 780 +0,08 19,49 921 +0,04 23,03
3 1.528 + 0,04 38,19 1.386 + 0,04 34,65 1.221 +0,03 30,52
S 6 2.244 0,03 56,11 1.914+0,03 47,84 1.764+0,07 44,10
212 2961+0,03 74,03 2.063 0,04 51,58 2.158 0,05 53,94
<§ 24  3.371%0,05 84,26 2.646 + 0,03 66,15 2.252+0,08 56,31

Tabela 18b Resultados do estudo de retencdo cutdnea do cetoconazol nas
especialidades farmacéuticas genéricas do comércio

_ FORMULACOES
= | J K
o
= R R R R R R
& 2 ) ) (%)
(ug/cm2) (%) (ug/cm?) (%) (ug/cm?)
1 6.402+0,18 16,01 7.343+0,18 18,37 4292 + 0,04 10,73
~ 3 11.765 + 0,26 29,41 10.214 0,21 25,53 6.465+0,17 16,16
O
z 6 18.849 + 0,35 47,17 17.175+0,17 42,94 11.773+0,05 29,43
§ 12 25,036 + 0,40 64,34  20.144+0,22 50,36 13.868 +0,04 34,67
24 27.192 + 0,08 67,98  22.389+0,43 55,97 16.120 +0,08 40,30
1 1.323+0,03 33,08 977 + 0,06 24,41 551 +0,06 13,78
~ 3 1.733+0,15 43,31 1.205 + 0,04 30,12 890+ 0,31 22,25
g 6 2.418+0,05 60,44 1.874+0,05 46,86 1.315+0,08 32,88
§ 12 2.788 + 0,02 69,69 2.071 +0,05 51,78 1.465 + 0,04 36,62
24 2.851 + 0,02 71,27 2.268 + 0,08 56,70 1.677 +0,02 41,93

Nota:*R = quantidade retida na pele
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A Figura 22 ilustra os cromatogramas obtidos no estudo de retencdo
cut@nea redlizado com as especialidades farmacéuticas genéricas do

comeércio, nas 24h.
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Figura 22 Cromatogramas caracteristicos da retencdo
cutdnea das especialidades farmacéuticas do

comeércio
Nota: No tempo 24 horas, = (F), = (I) = (G),~ (J), = (H), = (K)

Pela observacdo das caracteristicas organolépticas e fisicas da
formulacdo (K) e fazendo-se a relacdo com os dados da retencdo cuténea,
pode-se sugerir que a viscosidade muito maior que a da formulacdo
referéncia, possa ter contribuido para a diminuvicdo da capacidade de
retencdo cutdnea desta formulacdo.

A formulacdo (K), apesar de possuir a mesma composicdo qualitativa
que (E), proporcionou nas mesmas condicdes de andlise, valor de retencdo
cutdnea total, abaixo desta. Isto poderia ser explicado pelo fato de que na
pratica o valor de EHL 6timo requerido para uma emulsdo, calculado
empiricamente, &€ dependente de diversos fatores como, o procedimento de
preparacdo, a temperatura de elaboracdo e a forma de resfriamento.
Também a adicdo de aditivos, principalmente de eletrdlitos a uma emulsdo,

pode modificar o EHL étimo.



118

A concentracdo total da mistura emulsificante € muito importante, se
ela variar, o valor de EHL critico também ird variar. Com concentracoes
muito baixas se torna invidvel a obtencdo de emulsdes estdveis e, em
concentracdes muito altas ndo se obtém emulsdes verdadeiras, mas outro
tipo de estruturas mais complexas (JATO, 1997).

Em relacdo aos emolientes, o oleato de decila, presente na
formulacdo (G) e também na formulacdo simulada no laboratério (A2),
ambas as formulacdées com semelhante viscosidade, parece ter sido o
agente promotor da retencdo cut@nea, uma vez que as duas formulacdes
possuindo diferentes excipientes em suas composicdes, apresentaram
valores semelhantes de retencdo cutdnea.

Entre as formulacdes genéricas, elaboradas no sistema EHL e com o
emoliente miristato de isopropila, os valores porcentuais de retencdo
cutdnea obtidos para as formulacdes (K), (H) e (J) foram 40,30%, 55,56% e
55,94% respectivamente, nas 24 h e na tomada de amostra 1. Os valores de
(H) e (J) sGo proximos e coerentes com (E) 56,52% para as mesmas 24 h na
tomada de amostra 1. Isso era esperado devido as frés formulacdes
apresentarem semelhanca na composicdo qualitativa dos excipientes e
provavelmente deva existir proximidade também na composicdo

quantitativa e modo de elaboracdo.

5.7 3 Andlise das Formulagcoes Apds o Término do Estudo In Vitro

O excesso de emulsdo (de cada formulacdo) que restou sobre a
membrana apds o tempo total de permeacdo, foi retirado com auxilio de
espdatula e analisado conforme descrito no item 4.5.4 € 4.5.5, por CLAE .

Os valores da Tabela 19 foram usados para aferir os dados obtidos na
retencdo cut@nea, especiamente onde foram detectados uma
quantidade muito pequena de cetoconazol.

Ao final do tempo estipulado (1, 3, 6, 12 e 24 h), para o estudo in vitro,

os valores obtfidos das permeacdes através da pele, somados aos da

concentracdo do fadrmaco retido na pele e ainda a quantidade deste que
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permaneceu na formulacdo e ndo foi liberado, permitiu estimar o total de

recuperacdo do cetoconazol, que foi em torno de 100% para todas as

formulacdes e nas duas tomadas de amostra. Segundo a OECD (2004), a

recuperacdo deve ser 100 + 10%.

Tabela 19a Resultados do estudo das formulacdes apds o término do estudo

in vitro (%)
FORMULACOES
é z_ Al A2 A3 A4 B C E
3
NR (%) NR (%) NR (%) NR (%) NR (%) NR (%) NR (%)

1 77,18 £0,51 76,19 +£0,12 74,45+0,13 77,50+ 0,10 92,02 £0,08 87,03 +£0,28 80,71 £0,29
— 74,61+ 0,58 68,78 £ 0,23 59,19 £0,11 74,39 £0,17 85,84 +0,23 71,04+£0,16 71,51£ 1,62
"% 6 57,18+0,74 48,96 £ 0,03 42,50 0,11 64,42 £ 0,24 70,25+£0,18 54,82 £ 0,02 56,41 £ 0,02
<E( 12 46,88 £ 0,07 41,37 £0,38 37,04 £ 0,06 53,24 +0,19 49,14+0,47 45,99 £ 0,77 46,87 £ 0,02
24 43,80+£0,19 36,81 £0,03 33,07 £0,11 47,81 £0,30 54,06 £0,71 41,04 £0,03 43,36 £ 0,34
- 1 75,69 £ 0,04 71,60 £ 0,08 67,65 +0,23 73,31 £0,22 88,52+0,10 76,75+0,24 24,02 £0,03
o~ 3 70,92 £0,02 65,17 £ 0,09 52,71 £0,19 69,29 £0,11 80,13+ 0,06 66,02 £ 0,04 68,65+ 0,03
"% 52,96 £ 0,06 47,04 £ 0,06 41,46 £ 0,05 59,98+0,14 65,60£0,15 53,02 £ 0,06 53,17 £0,02
<E( 12 45,85+ 0,06 41,17 £0,24 34,10+ 0,21 51,02+0,13 58,04 £0,04 41,98 £0,03 44,23 £ 0,06
24 42,88 + 0,06 35,19 £ 0,05 29,69 £ 0,01 45,46 £ 0,20 52,19+0,15 37,75+0,07 40,13 +0,04

Tabela 19b Resultados do estudo das formulacdes apds o término do estudo

in vitro (%)
FORMULACOES
8 — D F G H | J K
€ 2
5<
NR (%) NR (%) NR (%) NR (%) NR (%) NR (%) NR (%)

1 91,8 £+ 0,81 8336060 8588+0,41 81,66+088 8382x022 81,38+£0,68 89,05+0,34
'g 3 82,01 +0,50 68,17+£0,40 70,29+050 76,44+050 70,40+0,28 7431+0,12 83,41£0,38
"g 6 70,15+£0,24 47,61 £0,67 52,69+032 58,38%0,51 52,630,311 56,65+1,14 70,41 £0,28
E 12 53,52+0,48 32,66+0,60 51,73£0,34 50,20+0,07 3550x0,25 49,36+0,43 65,18+0,26
24 4924+120 22,46%+0,09 3681025 44,31+0,21 31,90+0,95 43,77 +£0,33 59,33+0,51
T 1 87,23+0,07 7704+032 80,42+0,02 7535+0,23 66,67 +0,06 7442+025 8585+0,13
(; 3 77,35+£0,06 60,50+0,27 6492+0,04 68,83+0,04 5656+005 68,42+0,28 77,42+0,15
*g 62,81 0,14 43,67+£0,02 51,98+0,26 5552+0,08 39,33£0,09 51,73+x0,23 66,83+£0,11
§: 12 50,71 £0,21 2581 +0,05 48,40+0,14 4473+0,17 30,17x0,03 47,54+£0,35 63,17x0,12
24 48,63+0,11 15,52 +£0,02 32,98+0,31 43,42+0,14 28,50+0,02 4081037 57,94+0,02

Nota: NR = quantidade do fdrmaco ndo retido na pele, e que restou na formulacdo sem ser liberado



120

As Figuras 23 e 24 demonstram as porcentagens de retencdo € ndo

retencdo nas duas tomadas de amostra, durante o tempo proposto (24 h).

Figura 23 Comparativo entre a quantidade retida e ndo
retida de cetoconazol (%) na formulacdo (E)
amostra 1- 24h

Figura24 Comparativo enfre a quantidade retida e ndo
retida de cetoconazol (%) na formulacdo (E)-
amostra 2 — 24h
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As Figuras 25 e 26 comparam as retencdes cutdneas de 24 h de estudo
in vitro, das duas tomadas de amostra, nas formulacdes (E) e (Al)

respectivamente.

70,00% -
60,00% - —o—E1(%) —#—E2(%)
50,00% -
40,00% -

30,00% -

quantidade retida

20,00% ~

10,00% -

0,00% T T T T T T T
0 3 6 9 12 15 18 21

tempo (hs) :

Figura 25 Perfl de retencdo cut@nea (%) nas
tomadas de amostra 1 e 2 - formulacdo (E)

N
D

60,00%

50,00% -

40,00% -~

30,00% -

20,00% -

guantidade retida

——ALl-1(%) —=—Al-2(%)
10,00%

OyOOOA) T T T T T T T
0 3 6 9 12 15 18 21

N
~

Tempo (horas)

Figura 26 Perfil de retencdo cutnea (%) nas
tomadas de amostra 1 e 2-formulacdo (Al)
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5.8 ANALISE ESTATISTICA DOS RESULTADOS DE RETENCAO
CUTANEA

Os resultados apds tratamento estatistico, sdo relatados a seguir.

5.8.1 Cdilculo da Cinética de Retencdo Cuténea

Em geral o estudo cinético comeca com a medida da concentragcdo
do fadrmaco em intervalos determinados, sob um conjunto especifico de
par@metros. Os dados coletados no estudo cinéfico podem servir para
calcular a velocidade da reacdo e a constante da velocidade que € a
velocidade com que o fadrmaco se degrada nas condicdes da experiéncia.
Os dados podem ser ainda utilizados, para determinar a meia-vida
experimental do fdrmaco, que é definida como o tempo no qual ocorre a
degradacdo de 50% de sua concentracdo inicial. A meia-vida é expressa
em t1/2 ou t meio, e neste estudo foi calculada como o tempo médio que
cada formulacdo, em cada tomada de amostra, levou para ter uma
retencdo cut@nea de 50% no tempo de 24 h.

As Figuras 27 e 28, ilustram o método estatistico da regressdo linear

para o cdlculo do t2 para a formulacdo (E) nas tomadas de amostra 1 e 2.

T NN AR EEEEEN R EEEEEESEEEEEEEEEEEEEEREsEEEEEEEEEEEsss .
To12 :
10
:A 8 - \
Q
i3 6
ic
T4

2 y = -0,2214x + 9,9047

R? = 0,9951
O T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14

Tempo (h)

Figura 27 Cdlculo da equacdo da reta para a
obtencdo do tempo de meia-vida da
formulacdo (E) - tomada de amostra 1
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©000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000

o7 :
§ 4 \ §
10 5- :
P84
R :
2 1 y = -0,2013x + 7,5185
: 14 R? = 0,9931 :
: 0 2 4 6 8 10 12 14
§ Tempo (h) §

00 000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000"

Figura 28 Cdilculo da equacdo da reta para a
obtencdo do tempo de meia-vida da
formulacdo (E) - tomada de amostra 2

Cdlculos semelhantes aos praticados para a formulacdo (E) foram
feitos para todas as demais formulacdes nas duas tomadas de amostra nas
24 horas totais. Desta maneira, obteve-se o t-meio de todas as formulacdes
listados na Tabela 20, sendo designado tz (1) o tempo de meia-vida para a
tomada de amostra 1, e t'2 (2) o tempo de meia-vida para a amostra 2
(EDGINTON; SHERMAN,1971).

Tabela 20 Valores dos t/2 (1) e tV2 (2) para todas as formulacdes
Formulacoes (1) h:min tY2(2) h:min
E 3,130081 03:11:00 3,442623 03:26:00
Al 2,798869 02:48:00 2957746 02:57:00
A2 3,32853 03:20:00 3,768352 03:46:00
A3 3,22026 03:13:00 3,61691 03:36:00
A4 4,182257 04:10:00 3,130081 03:08:00
B 3,618799 03:37:00 3,85 03:51:00
C 3,528513 03:31:00 3,362445 03:21:00
D 3,15 03:09:00 2,496398 02:30:00
F 4,248927 04:15:00 4,210207 04:12:00
G 6,888668 06:53:00 6,780822 06:46:00
H 3,982759 04:00:00 2,803398 02:48:00
| 2,814785 02:48:00 2,323944 02:20:00
J 3,867188 03:51:00 3,875839 03:52:00
K 4,439462 04:26:00 4,55023 04:33:00
MEDIA 3,799936 3,654928

MEDIA t%(1) e 1%4(2) 3,799936  3,654928 3,727432 43,644 03:44
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Os cdlculos do tempo de meia-vida foram obtidos a partir dos valores
(ug/cm?) de retencdo cutdnea apresentados anteriormente, nas Tabelas 17
e 18 deste capitulo.

AS Figuras 29 e 30 demonstram os resultados obtidos para as duas

tomadas de amostra de todas as formulacoes em relacdo ao t-meio.
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Figura 29 Valores de t'2 para todas as formulacdes na
tomada de amostra 1 nas 24 h
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Figura 30 Valores dos t2 para todas as formulacdoes
na tomada de amostra 2 nas 24 h

Nota: Os resultados representam a média de trés determinacoes
independentes, sendo a linha azul central o fempo de
meia vida médio de retencdo cutéinea
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Pelos valores exacerbados obtidos para a formulacdo (G), para o
tempo de meia-vida, os quais diferiram muito dos valores encontrados para
as demais formulacodes, optou-se por elimind-los para os cdlculos seguintes.

A Tabela 21 traz o cdlculo dos tempos de meia-vida médios para cada

uma da tomadas de amostra, apds ter sido eliminado os valores de (G).

Tabela 21 Valores dos t'2 (1) e t'2 (2) para todas as formulacoes,
exceto (G)
Formulacoes t2(1) h:min t/2(2) h:min
E 3,130081 03:11:00 3,442623 03:26:00
Al 2,798869 02:48:00 2,957746 02:57:00
A2 3,32853 03:20:00 3,768352 03:46:00
A3 3.22026 03:13:00 3.61691 03:36:00
A4 4,182257 04:10:00 3,130081 03:08:00
B 3,618799 03:37:00 3,85 03:51:00
C 3.528513 03:31:00 3.362445 03:21:00
D 3,15 03:09:00 2,496398 02:30:00
F 4,248927 04:15:00 4,210207 04:12:00
H 3.982759 04:00:00 2,803398 02:48:00
| 2,814785 02:48:00 2,323944 02:20:00
J 3.867188 03:51:00 3.875839 03:52:00
K 4,439462 04:26:00 4,55023 04:33:00
MEDIA 3,56 3,53
MEDIA t/4(1) e t'2(2) 3,56€3,53 = 3,55 03:33

Pelo valor médio obtido para o tempo de meia-vida de 3 h e 33 min,
entende-se que as formulacdes levam em torno deste tempo para terem o
farmaco retido em 50 %, na pele.

Embora haja diferencas como para a formulacdo (K), tempo de meia-
vida em torno de 4h e 30min, e para a formulacdo (I) em torno de 2h e
40min, elas ndo sdo significativas, e apresentam correlacdo com os dados
obtidos para a retencdo cutdnea.

A formulacdo (K), no tempo de meia-vida obtido, apresenta cerca de
20% da retencdo cutdnea total que foi de 40,3%, e a formulacdo (I), no
tempo de meia-vida obtido apresenta em torno de 30% da retencdo
cutdnea total que foi de 68%.

Esta correlacdo foi obtida para as demais formulacdes, demonstrando

o tempo de meia-vida pode ser um dado importante no estudo da
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interferéncia dos excipientes e das varidveis tecnoldégicas envolvidas no
processo de elaboracdo das emulsoes.
Os resultados apresentados anteriormente nas Figuras 29 e 30, ficam

sem a formulacdo (G), caracterizados conforme as Figuras 31 e 32.
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Figura 31 Valores dos t'2 para as formulacdes em estudo
na tomada de amostra 1 nas 24 h
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Figura 32 Valores dos V2 para as formulacdes em estudo
na tomada de amostra 2 nas 24 h

Nota:  Os resultados representam a média de trés determinacdes
independentes, e a flecha vermelha indica o tempo de
meia vida médio de retencdo cutdnea



127

Para as diversas formulacdes as duas tomadas de amostra ndo
mostraram diferencas significativas em relacdo a cinética, ou seja, para as

duas tomadas de amostra o tempo de meia-vida ndo diferiv

significativamente, como demonstrado na Figura 33.
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0 y 5 | o e
o e
0,0
1 2
Tomada

Figura 33 Interferéncia da tomada de amostra no
tempo de meia-vida

Anadlisando-se a Figura 34, em relacdo aos diferentes emolientes
utilizados nas formulacdes, percebe-se que o tempo de meia-vida sofre

interferéncia da composicdo da formulacdo.

5 5
4
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U U S ] T
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L o R S ) S
L o R S ) S
1 7 L o R S ) S
L o R S ) S
O L o R S ) S
Média E Al A2 A3 A4
geral
Emolientes

Figura 34 Interferéncia dos emolientes no tempo
de meia-vida
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A Figura 35 mostra as formulacdes simuladas no laboratério e as
especialidades farmacéuticas do comércio em relacdo ao fipo de
emolientes, comparativamente a formulacdo de referéncia (E) e ainda em
relacdo as duas tomadas de amostra sendo Al, as formulacdes que contém
miristato de isopropila, A2, as formulacdes que contém oleato de decila, A3,
as formulacdoes que contém vaselina liguida e A3E, as formulacdes que

possuem a combinacdo miristato de isopropila e vaselina liquida.

t (112)

Emolientes x Tomadas

Figura 35 Interferéncia dos emolientes, tomada de
amostra e tempo de meia-vida

A Figura 36 ilustra o comportamento das formulacdes quanto ao modo

de elaboracdo da emulsdo.

4,5 -
4,0 -
3 , 5 — ek a ety ) ety
ek a ety e aalaah ety
3 , 0 - ek a ety e aalaah ety
— ek a ety e aalaah ety
N 2 y 5 * ek a ety e aalaah ety
; ek a ety e aalaah ety
~ 2 y 0 - ek a ety e aalaah ety
+ ek a ety e aalaah ety
1 y 5 * ek a ety e aalaah ety
ek a ety e aalaah ety
l y 0 7 ek a ety e aalaah ety
ek a ety e aalaah ety
O y 5 7 ek a ety e aalaah ety
ek a ety e aalaah ety
0,0
Média geral ehl cera
Elaboracao

Figura 36 Interferéncia do modo de elaboracdo das

emulsdes no tempo de meia-vida
Nota: A linha vermelha central representa o tempo de meia
vida médio.
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A Figura 37 relaciona modo de elabora¢cdo e as tomadas de amostra

ao tempo de meia-vida.
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Figura 37 Interferéncia do modo de
elaboracdo e tomada de
amostra no tempo de meio-
vida

Nota: A linha vermelha central representa o tempo
de meia vida médio.

A Figura 38 mostra a relacdo do tempo de meia-vida com a
incorporacdo do farmaco, para a formulacdo de referéncia e as demais

formulacodes.

45 -
4,0 4
3 ,5 | ]
] L
3 '0 — S S o Ry
S S o Ry
’(\T 2 ’5 — S S o Ry
; S S o Ry
~ 2 ’0 — S S o Ry
hed S S o Ry
1 '5 - S S o Ry
S S o Ry
1 ’0 - S S o Ry
S S o Ry
O '5 - S S o Ry
S S o Ry
0,0 T ‘ 1
Média geral padréo solubilizagdo  incorporagao
Incorporagéo

Figura 38 Interferéncia do modo de
incorporacdo do fdarmaco no

tempo de meia-vida
Nota: A linha vermelha central representa o tempo de
meia vida médio.
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A Figura 39 mostra a relacdo do tempo de meia-vida e a incorpora¢cdo

do farmaco, considerando o padrdo nas duas tomadas de amostra.

t (1/2)

solubilizacédo incorporagao

Incorporacdo x Tomada

Figura 39 Interferéncia do modo de
incorporacdo e tomada de
amostra no tempo de meia-vida

Os componentes da formulacdo, a maneira de sua elaboracdo, a
maneira de incorporacdo do fdarmaco o tipo de emoliente ou a
combinacdo de emolientes empregados sdo fatores que em maior ou
menor proporcdo parecem interferir no comportamento do fdarmaco
quando administrado topicamente quanto ao tempo de meia-vida, e 0s

emolientes parecem ter maior influéncia.

5.8.2 Andlise da Quantidade Total de Fdrmaco Retido na Pele nas 24 horas

O valor da retencdo total (VT) para cada formulacdo durante todo o
periodo analisado, ou seja, nas 5 determinacdes para cada tomada de
amostra, é apresentado na Tabela 22, calculando-se em seguida a média

destas retencoes.
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Tabela 22 Média das retencdoes cuténeas nas
tomadas de amostras 1 e 2

NUmero de
Formulacdes andlises Média(ug/cm?)

E 10 16020,90

A 10 15847,65
A2 10 18134,55
A3 10 20276,55
A4 10 14516,78

B 10 10999.,80

C 10 15822,45

D 10 12146,40

F 10 19569,38

G 10 16194,15

H 10 15009,75

| 10 17992,80

J 10 15453,90

K 10 10503,68
média 15606,34

A Figura 40 ilustra estes dados, mostrando haver diferencas
significativas entre as formulacdes quando se considera o valor médio total
das retencdes, nas 5 determinacdes feitas durante as 24 h para cada
tomada de amostra, o que justifica uma andlise das retencdes médias nas

formulacdes em separado.

35000
30000
25000
20000
15000
10000
5000
0

P e e e

E AA2A3A4 B C D F G H I J K

Formulagdes

Figura 40 Valor Total (VT) da retencdo
cut@nea média (ug/cm?)

Nota 1: Média de 10 determinacdes.
Nota 2: A barra de erros representa o desvio padrdo.
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5.8.3 Cdlculo do Porcentual de Retencdo Cutdnea por Regressdo Linear das

Diferentes Formulacdes em Funcdo da Referéncia (E)

A andlise por regresscdo linear tem sido preconizada como instrumento
de cdlculo para utilizacdo em controle de qualidade, e neste trabalho
mostrou resultados significativos (EDGINTON; SHERMAN, 1971).

Todas as formulacdes tiveram seus cdlculos realizados da mesma
maneira que a apresentada para a formulacdo (Al), e comparados com a
formulacdo de referéncia.

A Figura 41 ilustra o método da regressdo linear utilizado para

obtencdo das estimativas estatisticas.

25000 —
20000 —
15000
10000 +—
5000 4 y= 0,982253X + 38,539
R =1
0 | | | ; ;
0 5000 10000 15000 20000 2500(¢
E

Figura 41 Andlise por regressdo linear da
formulacdo (A1) em relagcdo a
formulacdo referéncia (E)
(ug/cm?2)

A declividade (b) significa o valor de y, para o valor unitdrio de x. Em
porcentagem, significa, a porcentagem de y quando x for 100%.

Portanto, podem-se avaliar quanto os valores das retencdes das
diversas formulacdes sdo maiores ou menores que a referéncia (E), pela
andlise do percentual da declividade. A Tabela 23 apresenta estes dados.
Notem-se os valores de “R" obtidos, todos proximos da unidade, mostrando

boa correlacdo entre os dados analisados (LANCAS, 2004). Da tabela
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também se salienta os valores de “b", obtidos para as declividades das

diversas formulacoes.

Tabela 23 Andlise da retencdo cutdnea por regressdo linear

0
© “:‘i 18« 18 0
2 & o g =
@ S 5 ® @ R b eb a ea
£ = 2 2 5
< o) 8 © £
©) = L -
Al simulada sol EHL E 0,998 0,98 0.02 38,54 275,56
A2 simulada sol EHL A2 0999 1,12 0,02 77,51 220,98
A3 simulada sol EHL A3 0995 1,22 0,04 429,50 531,24
A4 simulada sol EHL A4 0994 087 0.03 291,31 415,56
B simulada inc EHL E 0,981 0,77 0,05 -701,13 650,73
C simulada inc cera E 0,994 1,03 0,04 -334,32 489,06
D simulada sol cera E 0,979 0,85 0,06 -753,61 757,82
F genéricas cera E 0,992 1,30 0,06 -644,81 692,41
G genéricas cera A2 0987 1,05 0,06 -308,45 715,04
H genéricas EHL A3E 0,998 0,95 0,02 -131,90 254,32
I genéricas cera A3E 0994 1,17 0,05 -296,76 557,89
J genéricas EHL E 0,999 0,97 0.01 -68.84 152,75
K genéricas EHL E 0,996 0,68 0,02 -210,59 268,28

Notas: sol - fdrmaco solubilizado
Inc — fdrmaco incorporado apds a formulacdo pronta
EHL — formulacdo elaborada no sistema EHL
E — emoliente miristato de isopropila
A2 — emoliente oleato de decila
A3 - emoliente vaselina liquida
A4 — emoliente trigliceridios dos dcidos cdprico e caprilico
A3E - combinacdo dos emolientes vaselina liquida e miristato de Isopropila
R — coeficiente de correlagcdo
b — declividade da reta
eb - erro em relacdo a declividade (coeficiente angular da reta)
a — coeficiente linear da reta
ea - erro em relacdo ao coeficiente linear

Calculando os dados da declividade (b) em porcentagem, obtiveram-
se os valores encontrados na Tabela 24, com os quais as formulacoes
puderam ser organizadas em trés grupos, onde valores proximos a 100%,
(valor de declividade igual a unidade) com desvios para mais ou menos 5%,
representam o grupo de formulacdes que se aproximam do comportamento
da formulacdo de referéncia em relacdo a % de retencdo cuténea. Valores

superiores e inferiores em 10% do valor do grupo 100% demonstram que
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nestes dois grupos de formulacdes, a retencdo cutdnea foi
significativamente maior ou menor respectivamente, que a demonstrada

pela formulacdo de referéncia.

Tabela 24 Porcentuais de retencdo do cetoconazol na pele nas diversas
formulacodes

F - Tipo da . Tipo d? Modo de Tipo de Declividade
ormulacao formulacdo Incorporacac do elaboracdo emolientes (%) Observado
farmaco
F genéricas = cera E 130 >10%
A3 formulacdo  solubilizado EHL A3 122 >10%
| genéricas = EHLa A3E 117 >10%
A2 formulacdo solubilizado EHL A2 112 >10%
G genéricas = cera A2 105 entre +5e-5%
C formulacdo  incorporado cera E 103 entre +5 e -5%
Al formulacdo  solubilizado EHL E 98 entfre +5 e -5%
J genéricas = EHL E 97 entre +5 e -5%
H genéricas = EHL A3E 95 entre +5 e -5%
A4 formulacdo  solubilizado EHL A4 87 <10%
D formulacdo solubilizado cera E 85 <10%
B formulacdo  Incorporado EHL E 77 <10%
K genéricas = EHL E 68 <10%
E padrao padrao EHL E

Como se observa o grupo de formulacodes (G), (C), (A1), (J), (H) obteve
comportamento semelhante ao padrdo (formulacdo de referéncia), ou seja,
a porcentagem de retencdo cutdnea observada no estudo in vitro por estas
formulacdes, mostrou por andlise de regressdo linear ser em acordo com o
medicamento de referéncia. Da mesma maneira, as formulacoes (F), (A3), (1)
e (A2), apresentarem valores superiores, e as formulacdes (A4), (D), (B), e (K)
valores inferiores a 10% em relacdo ao medicamento referéncia.

Os resultados expressivos acima justificam a realizacdo deste trabalho,
onde se observa que todas as varidveis buscadas como incorporacdo do
fadrmaco, modo de elaboracdo, tipo de emulsificantes e emolientes, além de
varidveis no processo de preparacdo da emulsdo, sdo importantes, e que a
mudanca de um destes parGmetros pode ocasionar um comportamento
diferente. A mudanca do comportamento do medicamento € muitas vezes

indesejado o que justifica a realizacdo dos estudos in vitro.



6 CONCLUSOES

As definicbes e atribuicOes da legislacado vigente em relacdo aos
medicamentos genéricos e, as bases técnico cientificas da
intercambiabilidade de medicamentos, levaram-nos ao desenvolvimento
deste trabalho, e pelos resultados alcancados obtivemos a comprovacao
da hipotese formulada para esta pesquisa, pois 0 ensaio in vitro realizado
confirmou que os procedimentos metodoldégicos adotados podem detectar
desvios no comportamento da penetracao percutanea entre modelos de
referéncia disponiveis e medicamentos fabricados por varios laboratorios
farmacéuticos, decorrentes das inumeras variaveis tecnolégicos adotadas.

A relevancia deste estudo esta centrada na ampliacdo de métodos
para a gestao da qualidade dos medicamentos, introduzindo um processo in
vitro, que pela eficiéncia e praticidade na utillizagcdo, implica em ampla
aplicabiidade. Cabendo comentar, porém que esta consideragcdo nao
elimina a necessidade de estudos mais aprofundados visando o
aperfeicoamento dos referenciais tedrico-conceituais e metodoldgicos.

Os objetivos especificos, que uma vez alcancados tornaram possivel
alcancar a finalidade geral desta pesquisa, podem ser expressos nas
consideracdes feitas a seguir:

Caracteristicas organolépticas quimicas, fisicas e comportamento
reoldgico, semelhantes ao medicamento referéncia puderam ser obtidos em
formulacdes desenvolvidas no laboratério, pela combinacdo dos

componentes da forma farmacéutica emulsionadas.
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Os ensaios de permeacao cutanea in vitro das formulacdes referéncia,
genéricas e simuladas no laboratério, demonstraram haver uma relacéo
direta entre a viscosidade, o teor do farmaco, e a retencao e que pela
variacdo dos emolientes e emulsionantes, assim como outras variaveis do
processo de fabricacdo, também sao verificadas alteracfes na retencao
cutanea.

Variacgdes significativas na quantidade de farmaco retido pela pele
foram observadas entre os medicamentos genéricos e o referéncia por
anadlise de regressao linear, estabelecendo-se desvios, para mais ou menos
10% na retenc&o cutanea em relagdo ao medicamento de referéncia.

Cabendo notar que a formulacédo (Al) que objetivou simular o
medicamento referéncia nos aspectos possiveis analisados, obteve
comportamento similar a este no ensaio in vitro de permeacao e retencao
cutanea, ressaltando a importancia desta metodologia na avaliacdo do
comportamento dos medicamentos genéricos.

Os resultados obtidos nos permitem externar a preocupacao para com
0os medicamentos genéricos na forma semi-sdlida, especialmente pelo
grande numero destes frequentemente lancados no mercado brasileiro,
para os quais ndo ha exigéncia legal em relacdo aos testes para a
averiguacao da eficacia.

A resolucao vigente exige apenas a equivaléncia farmacéutica e o
emprego de excipientes com a mesma funcao, mas pelos resultados obtidos
percebe-se que alteracdes na composicao, técnicas de preparo, teor e
outras variaveis, resultam em diferencas na permeacao cutanea in vitro.

Pelo exposto acima, realgcamos a importancia dos estudos in vitro, para
a averiguacao da qualidade dos medicamentos genéricos em relacao ao
medicamento referéncia, a fim de atender as expectativas da populacédo

usuaria de tais medicamentos.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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