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RESUMO

O cetoprofeno ¢ um antiinflamatério ndo -esteroidal (AINES) utilizado no tratamento
sintomatico da artrite reumatdide e a administracao via oral, por um periodo prolongado, pode
ocasionar distirbios gastricos, como irritagdo, dores abdominais e ulceragdes. O emulgel
estudado ¢ baseado em PLO (Pluronic”® Lecithin Organogel) e tem como propdsito atingir a
circulagdo sistémica e evitar a passagem pelo estdmago.Esses veiculos tém sido muito
utilizados em Farmacias Magistrais no Brasil ¢ E.U.A. O objetivo deste trabalho foi avaliar a
cinética de difusdo in vitro e atividade preliminar in vivo de formulagdes galénicas de
cetoprofeno derivadas de PLO. Inicialmente, desenvolveu-se um método para o doseamento
do cetoprofeno em emulgel por Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), realizou-se a
aplicagdo de forma especifica em cinéticas de difusdo in vitro. As analises foram realizadas
por CLAE-UV em um comprimento de onda de 254 nm, com coluna de fase reversa (C18;
150 x 4,6 mm e 5 um), fase movel isocratica contendo acetonitrila - tampao fosfato de sodio,
20 mM, pH 3 (50:50). Os resultados obtidos foram os seguintes: a faixa de linearidade do
método foi de 5 a 60 pg.mL"' com 12 = 0, 99419, a especificidade do método para as cinéticas
de difusdo in vitro foi evidenciada. O método desenvolvido mostrou-se sensivel, rapido,
preciso, exato e linear e podendo ser utilizado para a quantificagdo do cetoprofeno em
formulagdes galénicas emulgel. Além disso, avaliou-se o perfil de liberagdo in vitro em
células de Franz utilizando membranas artificiais de acetato de celulose.Observou-se que os
perfis de todas as formulagdes foram semelhantes e o efeito do promotor de permeagdo
(Transcutol GC) nao foi evidenciado nos estudos de liberagédo in vitro. As formulagdes F3, F8
obtiveram as maiores quantidades de fluxo (pg/cm?.h-').Finalmente, estudou-se a atividade
antiinflamatéria preliminar utilizando o modelo de edema pata de rato induzido por
carragenina, com administracdo topica na regido dorsal do animal de 1g (25mg/g do emulgel)
das formulacdes F3 e F8, seus respectivos placebos € uma preparacdo comercial gel
(Profenid®) de liberagdo estritamente topica. No estudo in vivo, a formula¢do F3 ndo
apresentou diferenga estatisticamente significativa em relagdo ao placebo F3, com isso ndo
ocorreu permeac¢do de firmaco em quantidade suficiente para reduzir o edema durante as 06
horas de realizagdao do ensaio. Na formulacao F8, apds 06 horas existiu reducdo do edema de
até 47,17% e foi estatisticamente diferente do placebo F8. Isso demonstra que a formulagao
com transcutol® (F8) promoveu a passagem do cetoprofeno aplicado topicamente no dorso
do animal.

PALAVRAS CHAVE: Cetoprofeno, valida¢dao, cinética de difusdo in vitro, emulgel,
atividade antiinflamatoria.
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ABSTRACT

The Ketoprofen is a nonsteroidal antiinflammatory drug (NSAID) used in the symptomatic
treatment for rheumatoid arthritis. The oral administration, for a long period can cause gastric
disorders, as stomach upset, pains and ulceration. The emulgel studied in this work was based
on PLO (Pluronic® Lecithin Organogel) and was developed with the aim of reaching
systemic circulation while avoiding stomach contact. This vehicle has been used en
compounding pharmacies in Brazil and the U.S.A. The goal of this work was to evaluate the
in vitro diffusion kinetics and preliminary in vivo activity in galenic ketoprofen formulations
based on PLO. Initially, a ketoprofen quantification method for the emulgel formulation was
developed by high performance liquid chromatography (HPLC) and applied to the
determination of ketoprofen in the in vitro diffusion kinetics experiments. The method used
HPLC with uv detection at 254nm. Separation was carried out with a C-18 reversed phase
column (150 x 4,6, 5p) with a mobile phase contisting of 20mm sodium phosphate buffer pH
3 and acetonitrile (50:50). The method was validated and proved to be linear (5 a 60pg.mL-"),
sensitive, precise and accurate. The realease profile of ketoprofen from the emulgel
formulation was studied in vitro using franz diffusion cells with cellulose acetate membrane.
The results indicated that all formulations tested have similar diffusion profiles and the effect
of permeation promoter (Transcutol CG) could not be demonstrated in the in vitro realease
studies. The formulations used F3 e F8 showed the highesr flow (pg/cm? h-'). Finally a
preliminary antiinflamatory activity study was carried out with the formulation using the
carragenin — induced paw edema in rats, with topical administrationof 1 g (25mg/g emulgel)
in the dorsal region. The formulation F3 e F8 was tested againt their respective placebos
formulations. In the anti-inflammatory assay, formulation F3 and its placebo did not differ
significantly in relation to edema inhibition showing that this formulation did not produce
sufficient drug permeation up to 6 hours. The formulation F§ showed a 47, 17% reduction of
paw edema after 06 hours, a reduction that the F8 formulation with transcutol CG®, promoted
ketoprofen permeation when applied in the animal”s dorsal region.

KEY WORDS: Ketoprofen, validation, in vitro diffusion kinetic, emulgel, antiinflammatory
activity.
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1.0 Introducao

As Farmacias Magistrais estdo cada vez mais investindo em novas formulacdes, para
promocao da satde e em busca de estratégias alternativas de tratamento, para personalizar a
terapéutica de seus usuarios. Recentemente, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria -
ANVISA publicou o guia de Boas Praticas em Farmacia Magistral (RDC 214 / 06) que
estipula novos procedimentos para controle e garantia da qualidade dos medicamentos
produzidos por estes estabelecimentos que atendem boa parte da populagdo, principalmente
pelos pregos acessiveis e a possibilidade de tratamento individualizado (BRASIL, 2006). Por
1SS0, torna-se necessaria a investigagao dessas novas formas farmacéuticas e veiculos que sao
utilizados pelas Farmdcias e avaliar a seguranga quanto a utilizag¢do destes produtos.

O Poloxamer 407 associado a lecitina granulada de soja ¢ utilizada em Farmacias
Magistrais como veiculo de diversos farmacos para alcangar a via sistémica para uso
Farmacéutico e veterinario. Esses veiculos sdo denominados de Pluronic® Lecithin
Organogel (PLO). Diversas classes de medicamentos tém sido livremente veiculadas em PLO,
como: antiinflamatdrios, hormonios, anti histaminicos. Entretanto, poucos estudos cientificos,
solidos, sobre as caracteristicas fisicas, reoldgicas, permeagao in vitro e atividade in vivo t€ém
sido reportados na literatura. (WINGATE, 2002; HOFFMANN et al., 2003; MURDAN,
2005).

Um dos farmacos veiculados pelo PLO é o cetoprofeno. E um antiinflamatério nio -
estereioidal utilizado no tratamento de artrite reumatdide, osteoartrite, espondilite
anquilosante, e gota. Pode causar diversos disturbios gastrintestinais, com o uso prolongado,
por via oral. Além disso, o farmaco citado ¢ considerado como de alto risco quando
comparado a outros antiinflamatdrios no tocante a capacidade de causar danos gastricos. Por
isso, torna-se um excelente candidato pra ser veiculado por outras vias, por exemplo, topica
para agao local ou sist€émica. (MARTINDALE, 1996; GOODMAN & GILMANN, 1996;
RODRIGUEZ, 1998) .

Essa dissertagdo ¢ composta por uma revisdo da literatura e 02 artigos com os
resultados do trabalho experimental desenvolvido no mestrado. Inicialmente, desenvolveu-se
um método para quantificagdo de cetoprofeno por CLAE - UV no emulgel e em amostras
derivadas de cinética de difusdo in — vitro (artigo I). Este manuscrito foi submetido para

publicacdo a Revista Brasileira de Ciéncias Farmacéuticas — RBCF. Em seguida, avaliou-se a

2
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cinética de difusédo in vitro ¢ atividade antiinflamatoria (modelo de edema induzido de pata de
rato por carragenina) das formulag¢des galénicas de cetoprofeno baseadas em PLO. Por fim,
investigaram-se os efeitos das concentragdes de lecitina de soja, poloxamer 407 e transcutol
CG na difusdo in vitro das formulagdes estudadas, utilizando uma ferramenta estatistica de

planejamento fatorial (artigo II).
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2.0 Revisao da literatura
2.1 Cetoprofeno

O Cetoprofeno [2-(3-benzoilfenil) acido propidnico] ¢ um antiinflamatério (Aine),
potente inibidor da sintese de prostaglandina com féormula molecular e PM C;6H;405 e 254,3
respectivamente, conforme Figura 1 (MARTINDALE, 1996; MERCK INDEX, 1996).
GARCIA, 2001, avaliou o coeficiente de solubilidade em agua e em tampao fosfato e o
coeficiente de parti¢do. A solubilidade do cetoprofeno encontrada em agua foi de 0,1771
mg/mL (+ 0,001894) e em tampao fosfato de 13,7112 (+ 0,425496).

0 ZHz

CCeH

Figura 1. Estrutura quimica do Cetoprofeno.

Este antiinflamatorio € utilizado no tratamento de artrite reumatoide, osteoartrite,
espondilite anquilosante, e gota. E rapidamente absorvido apos administragio oral e as
concentragdes plasmaticas maximas sdo atingidas apds 1-2 horas. Este firmaco se liga
extensamente as proteinas plasmaticas e sua meia-vida no plasma sdo de cerca de 2 horas. O
cetoprofeno ¢ conjugado com &cido glicurénico no figado sendo o conjugado excretado na
urina. (MARTINDALE, 1996; GOODMAN & GILMAN, 1996).

Diversos disturbios gastrintestinais estdo associados com o uso prolongado, por via
oral, desta substincia. Por outro lado, evidenciou-se que a mesma possui facilidade de
penetracdo cutanea. Esta caracteristica o torna um excelente candidato a liberagdo topica para

acao local ou sistémica.
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Varios métodos de quantificacdo do cetoprofeno tém sido reportados na literatura.
DVORAK, 2004, desenvolveu um método de quantificagdo simultanea deste principio ativo
com metilparabeno, propilparabeno e produtos de degradacdo do farmaco, com tempo de
corrida de 10 minutos, utilizando como padrdo interno o etilparabeno para corre¢do de area.
JALON, 2000, utilizou cromatografia a liquido para determinacio de cetoprofeno, em
amostras de permeacdo in vitro utilizando pele de rato, com fase movel de acetonitrila —
tampao fosfato de soédio 0,01M (60:40), ajustado em pH 1, 5. Utilizou-se, ainda, o ibuprofeno
como padrdo interno, cujo o tempo de corrida cromatografica foi de 10 minutos.

BEMPONG, 2005, publicou um método de quantificagdo de cetoprofeno em um gel
de penetracdo topica a base de lecitina de soja e poloxamer. A técnica utilizada foi
cromatografia a liquido de alta eficiéncia (CLAE — UV), com uma coluna C18 (150mm x 4,6
mm) com diametro de particula da ordem de Sum. A fase moével consistiu de tampao fosfato
(pH 3,5) — agua - acetonitrila (8:43: 49 v/v). A extragdo do farmaco na matriz do gel foi
realizada com a propria fase movel. O tempo de retengdo do farmaco foi de 6,5 minutos para
cada amostra a ser quantificada.

O grande desafio da quantificacdo de farmacos em amostras derivadas de cinética de
difusdo ou permeacao estd na redugdo do tempo de analise cromatografica, devida a elevada
quantidade de replicatas ¢ de amostras ao longo de um estudo de liberagdo in vitro e muitas
vezes 0 armazenamento pode ocasionar a perda da estabilidade da amostra ou o aparecimento
de produtos de degradagdo. Com isso, faz-se necessario a descoberta de métodos rapidos,
especificos e que sejam utilizados os mesmos pardmetros cromatograficos tanto para andlise

da forma farmacéutica quanto para cinética de difusao in vitro.
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2.2 Estrutura da Pele

A pele ¢ composta por 3 camadas, epiderme, derme e hipoderme. As caracteristicas
bioquimicas, histologia, disposicdo e a composi¢cdo de cada camada do tecido tegumentar
atribuem fungdes bem especificas, como prote¢do, forca mecanica, barreira quimica, térmica,
elétrica, protecdo microbioldgica e a irradiagdes (AULTON, 2005). De acordo com a figura 2,

pode-se observar a disposicao de cada uma das camadas da pele.

Epiderme / -
= F —— — d . = /*/'/7 -
”

Derme

Hipoderme

Figura 2. Corte com as camadas da pele.

A epiderme ¢ a parte mais externa da pele, apresenta-se como multicamada varia em
espessura, oscilando desde 0,8mm nas palmas da mao e sola dos pés até 0,006mm nas
péalpebras. E formada por tecido pavimentoso estratificado e composta pelas seguintes
porgdes: estrato germinativo, estrato espinhoso, granuloso, licido e corneo. Existe um intenso
movimento de renovagao celular das camadas mais internas da epiderme (estrato germinativo)
até o estrato corneo. A medida que se processa a migragdo, as células vio sendo desidratadas,
anucleadas, achatadas até a camada mais externa (ANSEL et al, 2000; AULTON, 2005).

O Estrato corneo ¢ composto por aproximadamente 40% de proteinas (principalmente
queratina) e 40% de 4gua, sendo o restante formado por lipideos, principalmente
triglicerideos, acidos graxos livres, colesterol e fosfolipidios (ANSEL et al., 2000). Cada

célula do extrato corneo desenvolve um envoltorio cornificado resultante do entrecruzamento
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de involucrina e queratolina. Isto constitui exoesqueleto insoluvel que atua como um
arcabougo rigido para os filamentos internos de queratina. Os principais lipideos da epiderme
sdo os seguintes: acido fatidico, fosfoglicerideos, colesterol, esfingolipideos (WERTZ, 1996).
Dessa forma a epiderme constitui-se como uma das principais barreiras de penetracao
cutinea.

A Derme ¢ uma camada que fica mais interna a epiderme onde ficam localizados o
plexo vascular, possui 3 a 5 mm de espessura. E composta por uma densa matriz de tecido
conectivo no qual predominam feixes de fibras colagenas (aproximadamente 75%), elastina
(4%) e algumas fibras reticulares (0,4%) envolvidas em mucopolissacarideos. Além disso,
encontram-se, também, os apéndices cutaneos, glandulas sebaceas, sudoriparas (écrinas e
apocrinas), foliculos pilosos e nervos. A hipoderme ¢ uma camada mais interna de tecido
adiposo que tém a fung¢do de promover isolamento térmico, prote¢do mecanica e reserva
energética (WILLIAMS et al., 1992; BENY, 2000).

2.2.1 Epiderme como barreira cutinea

O transporte de farmacos através da pele ¢ complexo, pois muitos fatores influenciam
sua permeacdo, como exemplos podem ser citados: estrutura e propriedade da pele,
penetragdo da molécula, relagdo fisico-quimica do farmaco com a pele e com o sistema de
liberagdo, sistema interno de liberagdo (RANADE, 1991). Estes fatores afetam a atividade
termodinamica, fundamental na relagdo farmaco / sistema de liberagdo que é importante para
o direcionamento da substancia na pele ou na permeabilidade de farmacos na pele,

particularmente no estrato corneo (URTII, 2002).

2.3 Mecanismos de penetracio cutinea

A penetracdo de farmacos por via tdpica tem sido um dos principais desafios para

administracdo de medicamentos para efeitos locais ou sistémicos. A disponibilidade adequada
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de farmacos incorporados em bases dermatologicas estd relacionada a sua liberagdo e
solubilizagdo nas camadas da pele, sendo que suas caracteristicas de liberagdo a partir de uma
forma farmacéutica s3o dependentes de sua estrutura molecular e das interacdes existentes
entre este farmaco e outros componentes da preparagao (PEREIRA, 1999).

As principais vias de penetragdo cutanea s3o as seguintes: via apéndices: através dos
anexos como glandulas sebaceas, glandulas sudoriparas; via intercelular por difusdo entre as

células, via transcelular entre os espacos do estrato corneo, de acordo com a Figura 3.

Rota intercelular Rota transcelular

Membrana

Célula fatidico , Ceramidas
Plasmatica s

citoplasmatica

Espaco
Intercelular

lipideos

Lipideos Agua Colesterol Lipideos  Queratina

minimos

Figura 3. Representagdo dos mecanismos de penetracdo de substancias
através do estrato cérneo (PEREIRA, 1999).

2.4 Estratégias de aumento de permeacio cutinea.

Diversas estratégias tém sido desenvolvidas para promover a permeagdo cutanea de
farmacos, como: interagdes farmaco - excipientes (promotores de permeagao),
desenvolvimento de sistemas vesiculares ou particulas nanométricas (lipossomas,
microemulsdes), modificagdo do estrato cérneo (oclusdo e hidratagdo), remogao do estrato

corneo e métodos elétricos (Fonoforese, lontoforese, Magnetoforese) (LOPES, 2000).
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O Transcutol® (éter monoetil dietilenoglicol) ¢ uma substancia utilizada como
promotor de absor¢do cutinea por promover o aumento do fluxo de diversos farmacos via
epiderme. Esse composto ndo ¢ toxico, possui boa compatibilidade tépica, além de ser
utilizado como solvente de inumeros farmacos (MURA, 2000). De acordo com GANEM -
QUITAMAR et al., 1997, a acdo do Transcutol®, como promotor de permeagdo, pode ser
atribuida pela alteracdo do coeficiente de particdo do farmaco no veiculo, por hidratagdo
(dgua absorvida do ar), maximinizando a atividade termodinamica devida a mudanga de

solubilidade dos farmacos.

2.5 Difusio in vitro

Diversas metodologias sdo utilizadas para avaliar o perfil de liberagdo in vitro em
formas farmacéuticas semi-solidas. Dentre os modelos, destacam-se as células do tipo Franz
com a utilizacdo de membranas sintéticas ou tecido animal e humano. O produto a ser
avaliado ¢ colocado sobre uma membrana (analogia a uma barreira cutanea) situada entre dois
compartimentos um doador e outro receptor, de acordo a figuras 4 ¢ 5. Para manuten¢do de
temperaturas proximas a da pele, as células de difusdo (Franz) sdo dotadas de compartimento
receptor de dupla parede com um banho termostatizado, possibilitando temperaturas
controladas, mimetizando, assim, as condi¢des fisiologicas da pele. O farmaco que conseguir
ultrapassar a membrana ¢ monitorado através da quantificacdo das amostras coletadas do

fluido presente no compartimento receptor.

10



Carvalho, A.L.M - Cinética de difusdo in vitro e atividade in vivo de
preparacfes magistrais de cetoprofeno

DOADOR
MEMBRANA

—— RECEPTOR

BANHO, 37 £ 0,5°C

Figura 4. Figura ilustrativa de uma célula de difusao.

Ressalta-se que a natureza da membrana ¢ escolhida frente as caracteristicas fisico-
quimicas do farmaco e do veiculo estudado. As membranas utilizadas em testes de difusao in
vitro, podem ser: porosas (acetato de celulose) ou ndo porosas (nylon, acrilica, polidimetil -
sioloxane). Os estudos in Vitro permitem reproduzir a passagem quantitativa e qualitativa do
principio ativo a partir da forma farmacéutica, entretanto demonstram evidentes limites
quanto a complexidade biologica e fisico-quimica da pele humana. (SESTER, 1997; LIRA,
2003). Por isso, algumas vezes, avalia-se o comportamento do sistema testado in vivo para

verificar se existe correlagdo in-vitro e in-vivo.

Figura 5. Fotografia de uma célula de difuséo in vitro
(Tipo Franz).
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Para manutencdo das condigdes “sink”, utiliza-se no compartimento receptor um
fluido ou mistura de solventes onde o(s) farmaco(s) possua (m) alta solubilidade para garantir
que qualquer quantidade que seja liberada possa difundir-se livre € completamente.

2.5.1 Aspectos teoricos da difusdo in vitro.

A difusdo de compostos através da pele pode ser descrita pela Lei de fick, descrita de

acordo com a férmula abaixo:

J= DmCs,m x Cv
L Cs,v

Figura 6. Equacado do fluxo de liberacao.

Onde J ¢ a velocidade de permeacdo do farmaco na membrana, Dm € o coeficiente de
difusdo, Cs, m ¢ a solubilidade do composto na membrana, L o comprimento membrana, Cv a
concentragdo do composto no veiculo e Cs, v a solubilidade do composto no veiculo. De
acordo com a equagdo pode-se observar que J ¢ diretamente proporcional a razao de Cv/ Cs, v
que representa o grau de saturacdo do fArmaco na formulagdo relacionada ao crescimento da
atividade termodinamica dos sistemas sendo independente da concentracdo necessaria para
alcangar esse grau de saturagdo (SANTANA, 1992.; LLOPES et al., 2005).

A velocidade de absor¢do percutanea ndo ¢ imediatamente constante, pois existe um
tempo de laténcia. Este tempo traduz o periodo necessario para a penetracdo da substincia na
pele e o estabelecimento do gradiente de concentracdo. O valor deste tempo varia de um
composto (ou veiculo) para outro. Determina-se, o tempo de laténcia, pela extrapolacdo da
parte linear da curva sobre o eixo das abscissas (T) (SANTANA, 1992), expressas de acordo

com a equagao abaixo:
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T= L
D

Figura 7. Equacao do tempo de laténcia

Onde T = tempo de laténcia, L espessura da membrana e D o coeficiente de difusao.

Quando o sistema que esta veiculando o farmaco atinge o equilibrio (steady-state), a
quantidade de substincia que penetra na membrana ao nivel de derme ¢ igual aquela que
penetra na epiderme. Este momento ¢ o ideal para obter o fluxo através da regressdo linear
dos ultimos pontos da cinética no estado de equilibrio. Geralmente, calcula-se o fluxo, através
do coeficiente angular, do grafico de quantidade permeada (ug/mL) versus tempo (horas)

(SANTANA, 1992; LLOPES et al., 2005).

2.6 Pluronic Lecithin Organogel - PLO

2.6.1 - PLO como veiculo de libera¢ao de farmaco

Em 1990, o PLO (Pluronic® lecithin organogel) foi desenvolvido como um veiculo
para liberagdo topica e transdérmica de fairmacos por Marty Jones e Lawson Kloesel em uma
farmacia magistral americana. Eles preparam o organogel de lecitina original — LO pela
adicao de quantidade de dgua em solugdo organica de lecitina e acrescentaram a fase aquosa

da formulag¢do o polimero Polaxamer F127 (MURDAN, 2005).

WILLIMANN et al, 1992, relataram que o organogel de lecitina interagia com o
estrato corneo na pele e desorganizava as camadas lipidicas para que o fAirmaco que carreava
penetrasse mais facilmente. E possivel que a proposta de desorganiza¢io seja devido a
interagdo entre os lipideos da pele e os fosfolipidios utilizados na preparagdo do gel.

Verificou-se, também, que a escopolamina, broxaterol, estradiol, aminoacidos e peptideos
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poderiam ser transportados transdermicamente via gel de lecitina, pois os resultados dos seus
estudos sugerem que ndo existem grandes restrigdes em relagdo a estrutura quimica do
farmaco. Eles entdo concluiram que o organogel de lecitina poderia ser uma forma de

liberagao transdérmica diferenciada e eficaz.

No Brasil, atualmente, muitas farmacias de manipulacdo utilizam o PLO para veicular
antiinflamatério, hormoénios, anti-histaminico, analgésicos e etc. O fornecedor ¢ a
EMBRAFARMA que disponibiliza ao mercado magistral os componentes necessarios para o
preparo do veiculo. Muitos prescritores estdo indicando aos seus pacientes farmacos
veiculados em PLO para aplicacdo topica com intuito de alcangar a via sistémica. A empresa
descreve a formulagdo como uma “microemulsao lipossomal fosfolipidica” empregada para
veiculagdo de farmacos para via transdérmica e afirma que o mesmo possui alta
permeabilidade cutanea, com capacidade para carrear fArmaco(s) incorporado(s) e alcangar a
via sistémica (EMBRAFARMA, 2004).

De acordo com MURDAM, 2005; EMBRAFARMA, 2006. Os farmacos sdo
incorporados na fase oleosa ou na fase aquosa dependendo das caracteristicas fisicas e
quimicas dos mesmos. Além disso, pode-se utilizar algum solvente, como propilenoglicol
para levigar farmacos lipofilicos antes de dispersa-los na fase oleosa. A seguir uma lista com
alguns farmacos que sao incorporados dentro do PLO:

° Hormonios como estriol e estradiol;
° Antiinflamatoérios ndo esteroidais, como o cetoprofeno, piroxicam,

diclofenaco dietilamomio;

° Inibidores de recaptacdo de serotonina, como: fluoxetina, paroxetina;
o Ciclobenzaprina com lidocaina;
. Dexametasona.
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Microemulsao sao dispersdes de agua e 6leo estabilizadas por um emulsionante e por
um co-emulsionante que formam um filme de compostos tensoativos, localizados na interface
Oleo/agua. Além disso, sdo sistemas transparentes, termodinamicamente estaveis ¢ apresentam
tamanho de particula menor que 1,0um. Portanto, o PLO ndo pode ser definido como
“microemulsdo”, pois ndo possui isotropia, transparéncia ¢ o tamanho de suas particulas nao
atingem niveis nanométricos com técnicas convencionais de agitagao e mistura (TENJARLA,
1999; JTUNIOR et al., 2003; OLIVEIRA, et al., 2004).

De acordo com o EMBRAFARMA, fornecedor de matéria-prima para o mercado
magistral, o preparo do “gel transdérmico” deve ser realizado pela técnica de extrusdo de duas
serigas interligadas por um conector tipo luer — lock. Preparam-se as fases oleosa (lecitina de
soja e palmitato de isopropila — 1:1 (p/p) e aquosa (gel de poloxamer a 20%), deixa - se em
repouso para completa formagdo das fases por 24 horas. Em seguida, pesa-se a quantidade
necessaria do farmaco e dependendo da afinidade fisico — quimica, o mesmo ¢ incorporado a
fase oleosa ou aquosa preparadas previamente. Finalmente, o “gel” ¢ formado pelas misturas
das fases através de duas seringas conectadas até obtengdo de mistura homogénea.

A técnica de preparo do “gel”, entretanto, ndo é reprodutivel, pois 0os movimentos
laterais com as seringas podem ser alterados dependendo da forca do manipulador.
Adicionalmente, o sistema formado pode ndo ter estabilidade em fungdo da qualidade dos

movimentos que s3o empregados no preparo da forma farmacéutica.

2.6.2 Componentes de emulgel baseado em PLO

2.6.2.1 Poloxamer

O poloxamer ¢ um copolimero ndo i6nico de polioxietileno — polioxipropileno usado

principalmente nas formulagdes farmacéuticas como agente emulsificante ou solubilizante.
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Ele possui em sua estrutrutura quimica de acordo com a figura 6, um segmento hidrofilico
(polioxietileno) e outro hidrofobico. Todos os poloxamers sdo quimicamente similares em
composi¢ao, diferindo somente na quantidade relativa de 6xido de propilenoglicol e etileno
adicionado durante a sua sintese. Além disso, sdo usados numa variedade de formas
farmacéuticas (oral, parenteral e tdpica) e geralmente sdo materiais ndo toxicos (KIBBE,

1999).

HO c H

a

CHy
Ha )\ Hx
c ] [ ]

Figura 8. Estrutura quimica do Poloxamer - a = cadeias
hidrofilicas de oxietileno, b = cadeias hidrofobicas de
oxipropileno.

O Poloxamer forma a frio um gel termorreversivel e biocompativel que se apresenta
no estado fisico liquido e ao chegar a temperatura do corpo converte-se em um gel de alta
viscosidade (SCHMOLKA, 1972; KNOW et al., 2005). A adigdo de quantidades de lecitina
(2, 4 e 8% v/v) em um gel de poloxamer 407 aumentou o fluxo de farmacos hidrofilicos
através da pele e a retencdo cutanea, decorrente da presenca de micelas de lecitina que devem
ter alterado o equilibrio do farmaco na matrix do gel. Assim, a malha do hidrogel retardou a
liberacdo de farmacos e diminuiu a aproximacdo das goticulas de lecitina formadas pelo
processo de emulsificacdo a frio (BENTLEY et al, 1999; MURDAN, 2005).

2.6.2.2 Lecitina de soja

Lecitina ¢ um nome trivial de 1,2 — diacyl-sn-3-fosfocolina. E pertencente a uma
classe de substincias biologicamente essenciais chamadas de fosfoglicerideos ou
fosfolipideos. Eles formam a matrix lipidica de membrana bioldgica e representam um papel
chave no metabolismo celular. Como um sufactante biocompativel, ¢ largamente usado no dia

a dia, incluindo comida humana e animal, medicina, cosméticos e muitas aplicagdes
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industriais. Uma lista de solventes em que a lecitina ¢ capaz de formar o organogel
compreende mais de 50 itens. Dentre eles, destacam-se alcanos ciclicos, lineares, e
ramificados, éteres, e ésteres, acidos fatilicos e aminas (SHCHIPUNOV, 2001).

Outro componente crucial para a formagdo do organogel ¢ a agua. Este solvente polar
¢ adicionado em tracos ou pequenas amostras que dependem da media organica da lecitina.
Foi também estabelecido que a dgua possa ser substituida por outras substincias organicas
polares como glicerol, etilenoglicol e formaldeido (SHCHIPUNOV, 2001).

A lecitina é soluvel em hidrocarbonetos aromaticos e alifaticos, hidrocarboneto
halogenado, 6leo mineral, acidos fatilicos. Ela é praticamente insolivel em 6leos vegetais e
animais a frio, solventes polares e dgua. Entretanto, quando misturada com agua, pode ocorrer

hidratagdo e promover a formag¢ao de emulsdo (KIBBE, 1999).

|
CH— D—l!:!— R,
|
CH—O— |:|:|— =
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CHy— 0—P—CH,— CH—NC-CHy
0 CH,

Figura 9. Estrutura quimica da lecitina.
Virias formulagdes topicas a base de lecitina como lipossomas, emulsdes e
microemulsdo t€m sido propostas como sistemas de liberagdo dérmica e transdérmica. As

microemulsdes apresentam algumas vantagens sobre os carreadores lipossomais, como alta
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estabilidade de armazenagem, preparacdo de baixo custo, boa viabilidade de produgao,
auséncia de solventes organicos e ndo hé necessidade de intensa sonica¢do. As vantagens sao
baseadas no fato que as microemulsdes sdo sistemas coloidais termodinamicamente estaveis
(sistema isotrépico limpo ou ligeiramente opalescente) que podem espontaneamente ser
formado pela jun¢do da mistura de uma fase aquosa, uma fase lipofilica e uma mistura de

surfactante / co-surfactante (Fresta, 2002).

O Palmitato de isopropila (PI), também, ¢ um componente das formula¢des do PLO, a
sua funcdo € servir como solvente da lecitina de soja.O PI ¢ um emoliente ndo oleaginoso que
agrega as formulagdes farmacéuticas e cosméticas boas caracteristicas de espalhabilidade,
além de ser usado como formador de filme percutaneo em sistemas de liberagdo controlada.
Por fim, os sorbatos (acido sorbico e sorbato de potassio) sdo utilizados como sistemas
conservantes nas preparagdes de PLO. Eles sdo usados como preservantes antimicrobianos,
por suas propriedades antibacteriana e antifungica, utilizados em preparacdes farmacéuticas,

cosmeéticas nas concentragoes de 0,05 a 2% (KIBBE, 1999).

2.6.3 Estudos clinicos com PLO.

Poucos estudos sistematicos tém sido conduzidos por médicos e veterinarios para
provar a eficacia do PLO como veiculo de liberagdo transdérmica de farmacos. Nestes
estudos, o efeito clinico do farmaco foi medido e em outros a concentracdo plasmatica foi
quantificada (bioavaliacdo) apos simples ou repetidas aplicacdes da formulagdo no homem e
em animais. DOWLING, et al., 2004, verificou a biodisponibilidade relativa de cetoprofeno a
20% em “poloxamer lecithin organogel”. Realizou-se um estudo do tipo aberto, randomizado,
em dose Unica de capsulas de cetoprofeno de 50mg contra um gel de cetoprofeno a 20% em
PLO. Todas as andlises foram realizadas em CLAE / UV ou LC-MS-MS. Os resultados da

bioavaliagdo indicaram que o cetoprofeno nao possui biodisponibilidade relativa entre as duas
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formas farmacéuticas. Além disso, ocorreu uma alta variabilidade quando o farmaco foi
administrado por via tdpica. A baixa concentragdo média pode ser atribuida a um retardo da
velocidade da fase de absorc¢do do gel e a técnica de obtengdo através de seringas conectadas

que possuem baixa reprodutibilidade.

HOFFMAN et al.,, 2003 realizou um estudo usando PLO com veiculo para
administragdo transdérmica de metimazol. O objetivo deste trabalho foi avaliar a
concentragdo sérica de tiroxina e a resposta clinica em gatos com hipertireiodismo. Foram
escolhidos 13 gatos com hipertireiodismo, recebendo doses diferentes de 2,5mg (24 horas) ou
10mg (12 horas). Adicionalmente, acompanhou-se a evolu¢do dos animais durante todo o
periodo de tratamento e foram realizadas reavaliagdes em média de 4,3 semanas e ao final de
05 meses. Observou-se uma melhoria clinica € um decréscimo significativo na concentragao
da tiroxina nas duas reavaliagdes realizadas frente ao estado clinico inicial. Nao foi

evidenciado efeito adverso nos animais estudados.

2.7 Aspectos importantes de reologia.
A viscosidade de um fluido é a resisténcia ao fluxo ou movimento. E expressa pela

constante de proporcionalidade entre o gradiente de corte (S) e a tensdo de corte (D), sendo
denominada por 1, de acordo com a expressao abaixo:
n=S/D
Figura 10. Equacao da viscosidade
Onde S ¢ a razao da forga pela area (dina /cm?) e D a razdo das diferencas de velocidades pela
distancia percorrida (cm/s/cm). Como a unidade dina ¢ a for¢a que atua por um segundo capaz
de produzir uma velocidade de 1cms-' sobre a massa de 1 grama., a unidade de viscosidade
vira Poise (g/cm-'g-'). Por fim, verifica-se que a velocidade de fluxo (S) ¢ propocional a

tensdo aplicada (D) (LACHMAN et al., 2001; AULTON, 2005).
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O estudo da deformagdao e fluxo de matéria, os quais envolvem fendmenos de
elasticidade, plasticidade e viscosidade constituem um dos principais objetivos da reologia
(FERREIRA et al, 2005). A Reologia consiste no estudo do escoamento ou deformagio do
material em estudo quando submetido a uma tensdo. Em etapas de investigacado,
desenvolvimento de formulagdes, as medidas reologicas sdo importantes para caracterizar a
facilidade com que o material seja retirado de um recipiente, avaliar a influéncia na
espalhabilidade de preparagdes topicas e servir como parametro de acompanhamento da
estabilidade acelerada ¢ de prateleira (LACHMAN et al, 2001).

Os fluidos podem apresentar os seguintes comportamentos reologicos independentes
do tempo: fluidos newtonianos, fluidos ndo - newtonianos (plastico, pseudoplatico e dilatante)

de acordo com os reogramas abaixo, de acordo com as figuras 11, 12, 13 e 14.

av av
ay ay

b
L

T 1 T
Figura 11. Grafico de fluxo Figura 12. Grafico de Fluxo
de fluido newtoniano. de fluido pléstico.

Os fluidos newtonianos possuem comportamento tipico da figura 8. Existe uma
relacdo linear entre a taxa e a velocidade de cisalhamento. O grafico ¢é tipicamente uma reta.
Estes fluidos obedecem a lei de Newton que regem a proporcionalidade entre a velocidade de

cisalhamento e a tensdo de cisalhamento. Exemplos tipicos: dgua, glicerina, microemulsdes,

oleos vegetais (SCHRAMM, 1998; ALMEIDA, 2003).
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Figura 13. Grafico de fluxo de Figura 14. Grafico de fluxo de fluido nao-
fluidlo nd3o -  newtoniano newtoniano dilatante.
pseudoplastico.

Os fluidos ndo — newtonianos sdo mais complexos que os anteriores. Nao obedecem
as leis de Newton. Neste caso, ocorre a variacdo da viscosidade aparente em funcdo da
velocidade de cisalhamento da amostra. Exemplos: sistemas poliméricos, suspensdes,
emulsdes. Nos fluidos chamados de plasticos tem que existir uma for¢ca para deformar a
amostra que possui uma resisténcia ¥ de acordo com a Figura 12 e ocorre o escoamento do
liquido ou semi-solido. Os fluidos pseudoplasticos (Figura 13) possuem comportamento
semelhante, entretanto ndo existe na porcao inicial um valor de cedéncia bem definido como
nos plasticos. Os dilatantes (figura 14) por fim aumenta a viscosidade com a taxa de

cisalhamento (ALMEIDA, 2003).
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3.0 Objetivos
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3.0 Objetivos
Objetivo Geral

O Objetivo geral deste trabalho consistiu na obten¢ao, caracterizagdo fisico-
quimica, avaliacdo da cinética de difusdo in vitro e estudo preliminar in vivo de
emulgéis de cetoprofeno baseadas em PLO.

Objetivos Especificos

» Obter preparagdes magistrais de emulgel de cetoprofeno baseadas em Pluronic®

Lecithin organogel, por agitacdo mecanica;

» Caracterizar as formulagdes obtidas, através de testes de microscopia,

viscosidade relativa, espalhabilidade, reologia e microscopia optica;

» Desenvolver e validar um método analitico para quantificacdo de cetoprofeno em
emulgel por CLAE e realizar aplicagdo em amostras derivadas de cinéticas de

difusdo in vitro;

» Avaliar a influéncia da concentracdo de poloxamer, lecitina de soja e de um

promotor de absor¢do cutanea (Transcutol®) na liberagdo in vitro de emulgel de

cetoprofeno;

» Avaliar a atividade in vivo de formulagdes de emulgel, utilizado o modelo de

edema de pata de rato induzido por carragenina.
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4.0 Artigo |

Desenvolvimento e validacao de método analitico para quantificacido de
Cetoprofeno em emulgel por CLAE-UV e aplicacio em
cinética de difusao in vitro.

Artigo submetido a Revista Brasileira de Ciéncias Farmacéuticas — RBCF / Brazilian Journal

of Pharmaceutical Sciences.
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Desenvolvimento e validacio de método analitico para quantificacio de Cetoprofeno em

emulgel por CLAE-UV e aplicacio em cinética de difuséo in vitro.

André Luis Menezes Carvalho', Carlos Eduardo Miranda de Souza', Danilo César Galindo
Bedor', José Alexsandro da Silva"* Eryvaldo Sécrates Tabosa do Egito?, Davi Pereira de

Santana'*.

'Programa de Pos-Graduag@o em Ciéncias Farmacéuticas, Niicleo de Desenvolvimento
Farmacéutico ¢ Cosmético (NUDFAC), Universidade Federal de Pernambuco, UFPE —

Recife-PE, Brasil.

2Laboratodrio de Sistemas Dispersos (LASID), Departamento de Farmacia, Universidade Federal do Rio Grande

do Norte, UFRN, Natal-RN, Brasil.

3Departamento de Farmacia, Universidade Estadual da Paraiba, Campina Grande-PB, Brasil.

RESUMO

O cetoprofeno ¢ um antiinflamatorio nao-esteroidal (AINES) utilizado no tratamento
sintomatico da artrite reumatoide e a administracdo via oral, por um periodo prolongado, pode
ocasionar distirbios gastricos, como irritacdo, dores abdominais e ulceragdes. O emulgel
estudado é baseado em PLO (Pluronic® Lecithin Organogel) e tem como propdsito atingir a
circulacdo sistémica e evitar a passagem pelo estomago. O objetivo deste estudo foi
desenvolver e validar um método para o doseamento do cetoprofeno em emugel por
Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e utilizd-lo para quantificar de forma
especifica em cinéticas de difus@o in vitro. As analises foram realizadas por CLAE-UV em
um comprimento de onda de 254 nm, com coluna de fase reversa (C18; 150 x 4,6 mm e 5
um), fase movel isocratica contendo acetonitrila - tampao fosfato de sodio, 20 mM, pH 3
(50:50). A faixa de linearidade deste estudo foi de 5 a 60 pg.mL" com r2 = 0,99419 ¢ a
especificidade do método para as cinética de difusdo in vitro foi evidenciada. Em conclusdo, o
método desenvolvido e validado por CLAE-UV mostrou-se sensivel, rapido, preciso, exato e
linear. Portanto, podendo ser utilizado para a quantificagdo do cetoprofeno em formulacgdes
galénicas emulgel.

Unitermos: Cetoprofeno, validagao, cinética de difusdo in vitro, emulgel.
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INTRODUCAO

Cetoprofeno [2-(3-benzoilfenil) acido propionico] ¢ um antiinflamatorio (AINESs),
potente inibidor da sintese de prostaglandina com formula molecular e PM C,¢H ;405 e 254,3
respectivamente (Figura 1) e facilmente soliivel em etanol, acetona e cloridrato de metileno
(Merck Index., 1996; Lenger, Kristl, 2003). Garcia, 2001 em seu estudo determinou o
coeficiente de partigdo (Kp) o0leo/dgua e oleo/tampdo fosfato em pH 7,2 os quais foram
283,940 ¢ 0,867 respectivamente, com um coeficiente de solubilidade, em tampao fosfato pH
7,2, de 13,7112 + 0,425496 mg/mL.

i _Hs

CCeH

Figura 1. Estrutura quimica do Cetoprofeno

O cetoprofeno estd associado a diversas complicagdes gastrintestinais, sendo
considerado de alto risco quando comparados com outros AINEs como: indometacina,
diclofenaco sédico, naproxeno, acido acetilsalicilico e ibuprofeno (Rodriguez, 1998). Com
isso, o farmaco torna-se uma excelente alternativa terapéutica para ser administrado por via
topica (transdérmica) e evitando distirbios gastricos.

O emulgel de cetoprofeno estudado nesta pesquisa foi baseado no PLO (Pluronic®
Lecithin Organogel), pois ¢ um veiculo de alta difusibilidade topica que vem sendo bastante
estudado pelo seu alto poder de permeacao nas regides mais profundas da pele e a possivel
capacidade de atingir niveis plasmaticos. Este sistema vem sendo utilizado em varias
Farmacias Magistrais dos Estados Unidos e Brasil para uso humano e veterinario (Wingate,

2002; Hoffmann et al., 2003; Kumar & Katare, 2005; Murdan, 2005). Dessa forma, tem
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suscitado muito interesse para avaliar a extensdo da cinética de difusdo in vitro e a permeagéo
de diversos farmacos incorporados a este sistema. A formulagdo é composta de cetoprofeno,
poloxamer 407%, lecitina granulada de soja, palmitato de isopropila, propilenoglicol,
transcutol CG®, 4cido sérbico, sorbato de potéassio e agua destilada.

Poucos procedimentos analiticos para quantificagdo do cetoprofeno em preparagdes
topicas tém sido relatado na literatura (Bempong, Bhattacharyya, 2005), os poucos existentes
utilizam padrdo interno para corre¢do de area (Jalon et al., 2000) (Dvorak., 2004 ), pois
possuem tempos de retengdo altos e ndo sdo utilizados em cinética de difusdo in vitro
(Bempong, Bhattacharyya, 2005). O objetivo deste trabalho foi desenvolver e validar um
método analitico por CLAE-UV para quantificar cetoprofeno em emulgel e utiliza-lo para
determinar de forma especifica em cinética de difusdo in vitro (célula de Franz).

MATERIAL E METODOS
Material

Cetoprofeno (substancia quimica de referéncia) - Instituto Nacional de Controle de
Qualidade em Saude - INCQS, Rio de Janeiro, Brasil; Cetoprofeno (DEG farmacéutica —
Brasil); acetonitrila grau HPLC (J.T.Baker - Phillipsburg, NJ - EUA); etanol (Vetec — Brasil),
fosfato hidrogenado de s6dio e o acido orto-fosforico (Sigma-Aldrich - St. Louis, MO -
EUA); agua Milli-Q® (Milipore - Molsheim); Poloxamer™ 407, lecitina granulada de soja,
palmitato de isopropila, acido sérbico, sorbato de potassio (Embrafarma — Brasil);
Transcutol® GC (Brasquim — Brasil); membranas hidrofilicas de 0,45 pm da (S&S — Brasil).
Condicoes analiticas

As andlises foram realizadas por CLAE-UV composto de duas bombas (LC 10ADvp),
forno para coluna (CTO 10Avp), detector UV/VIS (SPD 10AVvp) configurado para o
comprimento de onda de 254 nm, coletador automatico (SIL 10ADvp) e um controle do

sistema (SCL 10avp) todos da Shimadzu (Kyoto, Japao).

27



Carvalho, A.L.M - Cinética de difus&o in vitro e atividade in vivo de
preparacfes magistrais de cetoprofeno

A Separagdo cromatografica isocratica foi realizada com uma coluna C18 Gemini®
(Phenomenex, Torrance, CA, EUA) com 150 x 4,6 mm e tamanho de particula de 5 pm. A
fase movel constituida de tampao fosfato hidrogenato de s6dio 20 mM pH 3,0 e acetonitrila
(50:50, v/v) que foi filtrada, degaseificada e bombeada a um fluxo de 1,5 mL/min. A
temperatura do forno foi de 40°C e o volume de inje¢do de 20 pl.

Preparo do emulgel

Os emulgeis foram preparados 48 horas antes dos ensaios, para que ocorresse a
estabilizacdo termodinamica das micelas na temperatura ambiente ( Moraes, Rezende, 2004),
os quais foram preparados no NUDFAC (Nucleo de Desenvolvimento Farmacéutico e
Cosméticos) utilizando-se uma farmacotécnica de preparo simples, a frio, com a dispersdo do
polimero e conservante em agua destilada (2 a 8°C). Esta solu¢do polimérica foi mantida sob
refrigera¢do por 24 horas para aumentar a sua taxa de solubilizagdo (Schmolka, 1972; Bentley
et al., 1999). A fase oleosa foi obtida pela mistura (1:1) espontanea de lecitina granulada de
soja (50%, p/p) e palmitato de isopropila (50 % p/p) mantidas por 24 horas em repouso para
facilitar a solubilizagdo da lecitina. O cetoprofeno (2,5 % p/p) foi incorporado, sob agitagao
constante, a 22 % da fase oleosa, na qual foi adicionada a fase aquosa (solugio de poloxamer”
407) em quantidade suficiente para 100 % da formulacdo. Posteriormente, foi adicionado 10 g
de transcutol CG" sob agita¢io por 30 minutos com o auxilio de agitador mecanico.
Valida¢ao do método

O método foi desenvolvido e validado de acordo com as normas da ICH (Internacional
Conference on Harmonisation guidelines) de valida¢do de procedimentos analiticos (ICH,
2005). Todas as analises foram realizadas por Cromatografia liquida de alta eficiéncia

(CLAE) sistema shimadzu ajustado na regiao do UV no A = 254 nm.

28



Carvalho, A.L.M - Cinética de difus&o in vitro e atividade in vivo de
preparacfes magistrais de cetoprofeno

Preparo da soluciao padrao de Cetoprofeno

Foi pesado, exatamente, o equivalente a 10 mg de Cetoprofeno padrido primario,
dissolvendo em 10 mL de etanol e sonicando por 10 minutos de forma a obter solucdo de
concentragdo de 1 mg/mL. Aliquotas desta solugdo foram tomadas e diluidas em etanol para

obter concentragdes no intervalo de 5,0 a 60,0 pg/mL.

Preparo das amostras do emulgel de Cetoprofeno

Foi pesado, exatamente, 200 mg de emulgel, o que corresponde a 5 mg de
cetoprofeno, dispersado em alcool etilico p.a e sonicado por 10 minutos aferindo o baldo para
100 mL. Posteriormente, foi usado uma aliquota de 7 mL desta solucdo e diluida com etanol
para 10 mL para obter uma concentracao final de 35 pg/mL.
Parametros analiticos de validaciao
Linearidade

A linearidade corresponde a capacidade do método em fornecer resultados diretamente
proporcionais a concentragdo da substidncia em exame, dentro de uma determinada faixa de
aplicacdo (Swartz, Krull, 1997). Neste estudo, foi preparado uma curva de calibracdo, em
triplicata, dissolvendo-se, exatamente, 10 mg de cetoprofeno em 10 mL de etanol. Dilui¢des
foram efetuadas de modo a obter uma concentragdo final de 5,0; 20; 35; 50 e 60 png/mL de
cetoprofeno, e as corridas foram determinadas em A = 254 nm.
Seletividade

A seletividade de um método ¢ a capacidade de avaliar, de forma inequivoca, as
substancias em exame na presenga de componentes que podem interferir com a sua
determinagdo em uma amostra complexa, como ¢ o caso dos emulgeis. A seletividade avalia o

grau de interferéncia de espécies como, por exemplo, outros ingredientes ativos, excipientes,
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impurezas e produtos de degradagdo, bem como outros compostos de propriedades similares
que possam estar presentes (USP, 1999).

A seletividade pode ser obtida de varias maneiras em um sistema emulsionado. Neste
caso, a forma utilizada foi comparando os cromatogramas da matriz isenta da substancia de
interesse (placebo) com uma matriz adicionada de cetoprofeno, ambas a 35 pg/mL, sendo
que, nesse caso, nenhum interferente deve possuir mesmo tempo de retengdo da substancia de
interesse (Swartz, Krull, 1997).

Precisao

Avalia a concordancia dos resultados em uma série de medidas de uma amostragem
multipla da mesma amostra, de um mesmo método, efetuado sob as mesmas condi¢des de
medigdes (procedimentos, analistas, local e instrumento) (Swartz, Krull, 1998; Ribani et al.,
2004). A precisdo deste método (repetitividade, precisdo intermediaria) foi avalida, em
sextuplicata, e de cada vez, fazendo-se dilui¢des de forma a obter uma concentragdo de leitura
de 35 ug/mL de cetoprofeno. A precisdo intermediaria foi determinada em dias distintos e por
analistas diferentes.

Exatidao

Verifica a proximidade dos resultados obtidos pelo método em estudo em relagdo ao
valor verdadeiro. Foram analisadas nas concentracdes de 80 % , 100 % e 120 % da
concentragdo de leitura (35 pg/mL de cetoprofeno) em triplicata utilizando o método de
recuperacdo do analito.

Limites de Detec¢ao (LD) e Quantificacdo (LQ)

O LD ¢ a menor quantidade do analito na amostra que pode ser detectado, mas nao
quantificado e o LQ corresponde a menor quantidade do analito determinada com precisdo e
exatiddo. Para calcular o LD foi utilizado o desvio padrio do intercepto obtido dos

coeficientes lineares das 3 curvas de calibracdo multiplicado por 3 e dividido pela média dos
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coeficientes angulares das curvas. O LQ foi determinado de forma semelhante variando
apenas a multiplicacdo por 10 (USP, 1995).
Cinética de difusao

As cinéticas de difusdo in vitro foram conduzidas utilizando células de difusdo tipo
Franz com érea difusional de 1,15 cm? volume de + 6 mL e usando membranas artificiais
hidrofilicas (acetato de celulose) S&S de 0,45 um. O compartimento receptor foi preenchido
com tampao fosfato 20 mM em pH = 7,2 em um sistema composto de seis células individuais
conectados a um banho termostatizado a 37 + 0,5 °C sob agitagdo constante de 100 rpm em
agitador magnético por um periodo de 6 horas. As membranas foram colocadas
cuidadosamente no compartimento doador de forma que ficassem em contato com a solugao
receptora. Todas as membranas foram umedecidas no tampao fosfato por uma hora antes do
inicio do experimento. No compartimento doador, aplicou-se 100 mg da formulagdo
diretamente sobre a membrana artificial de cada célula, sendo trés com o Emulgel placebo
(sem o farmaco) e trés com Emulgel teste (correspondente a 2500 pg de cetoprofeno). As
amostras da solucdo receptora foram coletadas nos seguintes tempos: 0,25; 0,50; 0,75; 1,0;
1,5; 2,0; 2,5; 3,0; 4,0 e 6,0 horas. O volume total da fase receptora de cada célula (= 6 mL) foi
substituido a cada amostragem com tampéo fosfato na mesma temperatura (37 + 0,5 °C) para
manuten¢do das condi¢des “sink”. A quantidade de farmaco liberado no compartimento
receptor foi quantificada por CLAE-UV através do método analitico desenvolvido e validado
previamente.
Especificidade do método de quantificacio na cinética de difusio

A especificidade da quantificacdo do farmaco na cinética de difusdo foi realizada
durante todos os pontos de coleta do experimento Comparou-se os cromatogramas obtidos em
todos os pontos de coleta e foi verificado o aparecimento, ou nao, de algum pico no mesmo

tempo de retengdo do padrdo de referéncia de Cetoprofeno.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Valida¢ao do Método

Linearidade

A linearidade do ensaio foi avaliada dentro de um intervalo de concentragdo entre 5 a
60 pg/mL, partindo de uma “solucdo mae” de 1000 pg/mL, realizando trés repeticdes
auténticas conforme descrito na Tabela I. O tratamento estatistico dos resultados obtidos pelo
modelo linear dos minimos quadrados ordinarios foi validado por meio da andlise de variancia
teste unilateral (ANOVA), cujos elementos estdo descritos na Tabela II. Uma boa maneira de
avaliar matematicamente a qualidade de um modelo ¢ comparar as médias quadraticas que sdo
obtidas pela divisdo das somas quadraticas por seus respectivos graus de liberdade. Quanto
maior o valor desta razdo (MQreg/MQr), melhor ¢ o modelo (Barros Neto et al., 2003; Nunes
et al. 2005).

Matematicamente, a estimativa dos coeficientes de uma curva analitica a partir de um
conjunto de medi¢cdes experimentais pode ser efetuada usando o método matematico
conhecido como regressdo linear (Ribani et al., 2004). Além dos coeficientes de regressao a e
b, angular = 0,9487 £+ 0,0434 ¢ linear = 0,6105 = 1,7115 respectivamente, também foi
possivel calcular, a partir dos pontos experimentais, em termos de concentragdo (pug/mL) o
coeficiente de correlagdo r* = 0,99419, cujo valores significa que 99,42 % da variagdo total
em torno da média ¢ explicada pela regressao e o erro dos residuos foi de apenas 0,58. Este
resultado permite estimar a qualidade da curva obtida, pois quanto mais proximo de 1, menor
a dispersdo do conjunto de pontos experimentais e menor a incerteza dos coeficientes de
regressdo estimados (Chui et al., 2001). Um coeficiente de correlagdo maior que 0,999 ¢
considerado como evidéncia de um ajuste ideal dos dados para regressao (Nunes et al., 2005).
A Ageéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Brasil, 2003) recomenda um coeficiente de

correlacdo igual a 0,99
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Observa-se, também, que nao houve falta de ajuste do modelo, pois os valores de

Fealculado foram menores que os valores do Fitico com um nivel de confianga de 95 % Tabela

II.

Tabela I. Linearidade do método a partir de uma “solugdo mae” de Img/mL de cetoprofeno

diluido em etanol com as suas respectivas médias, precisdo e exatidao

Concentragao o

tedrica lée(li)lg)(tl f/in;)) Precisao (%) Exatidao (%)

(ng/mL)
5,0 4,871 (£ 0,131) 2,69 9771
20,0 19,446 (£ 0,357) 1,84 97.23
35,0 34,962 (£ 0,778) 2,22 99 89
50,0 48,401 (£2,098) 4,33 96.80
60,0 56,658 (£2,592) 4,58 94.43

Tabela II. Analise de Variancia para o ajuste do modelo pelo método dos minimos quadrados

Fonte de Graus de Média Valores de F
variacao Quadratica liberdade Quadratica F calculado F critico*
5319,568672 1 5319,568672 2,22266 4,6672*
Regresséo
Residuos 31,1133656 13 2,393335815 )
Curva Linear
Falta de
7,377097597 3 2,459032532  1,03598 3,7083"
ajuste
Erro puro 23,736268 10 2,3736268 Ndo ha falta de ajuste
Total 5350,682038 14 382,1915741

*F (1,13) tedrico de acordo com teste ANOVA unilateral (p<0,05)

** F (3,10) tedrico de acordo com teste ANOVA unilateral (p<0,05)
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Os residuos derivados da linearidade para método de quantificagdo da forma
farmacéutica emulgel, apresentou-se com adequado ajuste ao modelo, indicando uma
distribuicdo linear e aleatéria dos dados. Além disso, ndo existem indicios que sua variancia
ndo seja constante.

Seletividade

A seletividade ou especificidade ¢ o primeiro passo no desenvolvimento e validagao
de um método analitico e, este pardmetro deve ser reavaliado continuamente durante a
validagdo e subseqiiente uso do método. A partir dos dados das Figuras II e III,
respectivamente, pode-se observar que ndo existe nenhum pico no mesmo tempo de retencao
do farmaco, logo o método desenvolvido ¢ seletivo para quantificagdo de cetoprofeno
veiculado no emulgel. Todas as amostras analisadas do emulgel placebo ndo apresentaram
picos proximos ao tempo de retencdo do farmaco de 3,5 minutos com o tempo de corrida

cromatografica de 4,5 minutos.
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Figura 2. Cromatograma da formulagdo Figura 3. Cromatograma do emugel de

sem farmaco (placebo). cetoprofeno a 35ug/mL.
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Repetitividade

A repetitividade (precisdo intra-corrida) foi avaliada a partir de injegdes em
sextuplicatas de acordo com Brasil, 2003 e ICH, 2005, onde a concentrag¢do testada de 35
ug/mL de cetoprofeno foi escolhida por representar o ponto médio do intervalo especificado
pelo procedimento (5 a 60 pg/mL da curva de calibragdo), mostrado na Tabela III, e
expressado pela média, desvio padrao e Coeficiente de Variagao (CV%).
Tabela III. Repetitividade do método a uma concentragdo de 35ug/mL ,desvio padrio e

coeficiente de variagao.

Amostra pg/mL Area Concentracdo %
01 34.03 1913103 97.22
02 33.43 1879403 95.50
03 34.46 1937436 98.45
04 32.75 1841617 93.58
05 34.21 1923551 97.75
06 34.17 1921271 97.63

33.84 1902730 96.69
Média
DP 0.63 35688 1.81
CV% 1.88 1.88 1.88
Exatidao

A exatidao do método foi determinada apds o estabelecimento da linearidade e da
especificidade do mesmo, sendo verificada a partir de 9 (nove) determinacdes auténticas
contemplando o intervalo linear do procedimento, ou seja, 3 (trés) concentracdes baixa (28
png/mL), 3 (trés) concentragdes média (35 pg/mL) e 3 (trés) concentragdes alta (42 pg/mL),
com trés réplicas cada, conforme dados da Tabela IV. A exatiddo encontra-se dentro da faixa

esperada, pois o coeficiente de variagdo (CV) ndo excedeu 5% em nenhuma determinagao
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analitica e os valores de Fcucuado foram sempre abaixo dos valores de Fipelado (4,3030) em

todas as concentragdes.

Tabela IV. Ensaio de Exatidao com os valores médios nas concentragoes baixa, média e alta

de cetoprofeno nos emulgeis, com suas respectivas, médias, desvio padrao e coeficiente de

variagao.
3 png/mL / %
DETERMINACOES
28 80% 35 ug/mL  100% 42 120%
pg/mL png/ mL
1 28.07 100.23 35.42 101.20 42.72 101.71
2 27.37 97.76 35.14 100.40 42.10 100.24
3 27.79 99.25 33.92 96.91 41.30 98.34
MEDIA 27.74 99.08 34.83 99.51 42.04 100.09
DESVPAD 0.35 * 0.80 * 0.71 *
CV (%) 1.26 * 2.28 * 1.69 *

Precisido Intermediaria

Os ensaios de precisdo intermedidria (precisdo inter-corridas) foram realizados por
dois analistas e em dias diferentes e os valores expressados na Tabela V, com os seus
respectivos parametros estatisticos (Tabela VI). Observa-se que ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre analistas e dias diferentes. Os valor de Fgaiculado foram

sempre menores que 0 Feriico. Estes resultados foram obtidos a partir do método estatistico

ANOVA a 95% de nivel de confianga. .
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Tabela V. Precisdo intermediaria (precisdo inter-corridas) entre analistas e dias diferentes do

cetoprofeno com suas respectivas médias, precisdo e exatidao

Meédia

Analistas Dias (£ DP) (n=6) Precisdo (%) Exatidao (%)
. Dia 1 33.84 (£ 0.63) 1.88 96.69
Dia 2 33.92 (£ 0.76) 2.25 96.91
Dia 1 33,96 (= 3.21) 2.95 97.02
? Dia 2 34.15 (= 1.40) 1.91 97.57

Tabela VI. Analise de variancia (ANOVA) dos ensaios de precisdo intermediaria entre dias e

analistas diferentes.

Fonte da

variagao SQ gl MQ F valor-P F critico
Dias 9,59E+08 3 3,2E+08  0,120033 0,946899  3,287383
Analistas 2,54E+10 5 5,09E+09 1,909314 0,152406 2,901295
Erro 4E+10 15 2,66E+09

Total 6,63E+10 23

Os parametros limites de deteccdo (LD) e de quantificagdo (LQ) foram 0,3725 pg/mL
e 0,5644 pg/mL respectivamente. Sendo que o LD representa a menor concentragdo da
substancia em exame que pode ser detectada com certo intervalo de confianga,
correspondendo a um teste limite que especifica se a substincia em exame estd ou nao
presente na amostra. Enquanto que o LQ representa a mais baixa concentragdo da substancia

em exame que pode ser quantificada com certo intervalo de confianga pré-estabelecido

(Brasil, 2003).
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Cinética de difusao in vitro

O método desenvolvido e validado mostra que pode ser utilizado para a quantificacao
do cetoprofeno em estudos de cinética de difusdo in vitro, pois foi observado, em todos os
pontos de coleta, que as amostras estavam dentro do intervalo linear proposto pelo método
(5,0 a 60 pg/mL). A especificidade do método, nas cinéticas de liberagdo, foi acompanhada
em todos os pontos de coleta nas formulagdes placebo, e foi constatado que ndo apareceu

nenhum pico cromatografico no tempo de retengdo de 3,5 minutos (Figura IV).
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Figura 4. Cinética de difusdo in vitro de emulgel de cetoprofeno com seus respectivos
desvios padrao para n = 3 experimentos.

O fluxo das cinéticas (J) e o coeficiente de difusdo (K) foram calculados através do
coeficiente linear do grafico de quantidade permeada (ng/mL) versus tempo (horas) Figura 4,
obtidos a partir da equagdo de regressdo linear de cada replicata conforme sugerido por
(Llopes et al., 2005). O fluxo médio (Jmedio) obtido foi de 26,46 + 1,21 (ug/cm?h™), com um
coeficiente de difusdo (K) de 0,797 + 0,0251 cm.h”'. Os ensaios mostraram-se reprodutiveis,

pois foram obtidos nas replicatas um pequeno desvio padrdo em relagdo a média em cada
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ponto de coleta. A quantidade liberada ap6s 6 horas foi de 290,95 + 7,88 pg.cm™. A Figura 4,
mostra, ainda, que no intervalo de até 02 horas ocorre um aumento continuo da quantidade
liberada de farmaco, e este fenomeno pode ser atribuido a impregnagdo e saturagdo de
farmaco na membrana ja que nos proximos pontos de coletas os valores liberados sdo mais
proximos.

Foi constatado, neste estudo, que o cetoprofeno apresenta afinidade pelo sistema
proposto, pois houve um retardo na sua liberacdo, como visualizado na Figura 4. Com isso, a
formulagdo estudada é uma promissora alternativa para um maior controle da liberagdo do
cetoprofeno, fato constatado, por Bentley et al., 1999, quando utilizou um farmaco lipofilico,
como o cetoprofeno em um sistema de poloxamer e lecitina de soja. Com isso as micelas de
lecitina formadas mudam o equilibrio do firmaco na matrix do gel de poloxamer (fase
externa) com aumento da solubilidade do farmaco na preparagdo, alterando o fluxo de
liberagcdo do mesmo.

Conclusao

O método desenvolvido e validado mostra-se simples, rapido, exato e preciso para
determinagdo de cetoprofeno em emulgel, além de ser especifico para a quantificacdo de
amostras oriundas de estudos de cinética de difusdo in vitro sem a necessidade de utilizag¢ao
de técnicas adicionais de extracdo. Este método serd importante para o desenvolvimento e
otimizagdo de formulagdes de emulgel de cetoprofeno com lecitina de soja em poloxamer®
407 e para promover a elucidagdo do seu mecanismo de permeagdo, na qual sdo livremente

usados em Farmacias Magistrais.
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ABSTRACT

The ketoprofen is a nonsteroidal antiinflammatory agent (NSAID) used in the
symptomatic treatment of the reumatic arthritis. Its oral administration, for a long period, can
cause gastric complication, as abdominal irritation, pains and ulcer. Emulgel studied is based
on PLO (Pluronic® Lecithin Organogel) and its porpuose was to reach the systemic
circulation and prevent the stomach passage. The objective of this study was to develop and
validate a method for the ketoprofen assay in emugel by high peformance liquid
chromatography (HPLC) and uses to quantify in vitro release kinetic. The analyses had been
carried through by HPLC - UV, detection at 254 nm, with reverse phase column (C18; 150
mm and 5 x 4,6 um). The isocratic mobile phase consist of pH 3 sodium phosphate buffer (20
mM) - acetonitrile (50:50). The linearity range of this study was 5 - 60 pg.mL-1 and r* =
0,99419. In vitro release kinetic specifity was evidenced. In conclusion, the method developed
and validated for HPLC-UV revealed sensible, fast, precise, accurate and linear. Therefore,
being able to be used for the ketoprofen quantification in emulgel galenic preparations.

Key words: ketoprofen, validation, in vitro release kinetic, emulgel
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5.0 Artigo lI:

“Cinética de Difusio in vitro e atividade antiinflamatoria de preparacgoes
magistrais de cetoprofeno”.

Artigo a ser submetido.
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1. INTRODUCAO

O Cetoprofeno ¢ antiinflamatdrio ndo esteroidal (AINEs) utilizado no tratamento de
artrite reumatoide, osteoartrite, espondilite anquilosante, gota e quando usado por via oral, por
um periodo prolongado, associa-se a diversos disturbios gastrintestinais sendo considerado de
alto risco quando comparado a outros AINEs, de acordo com Lanza, 1998 e Rodriguez, 1998,
sendo portanto, um excelente candidato a ser veiculado por via topica, para uma acao local ou
transdérmica (MARTINDALE, 1996; GOODMAN & GILMAN, 1996 , RODRIGUEZ, 1998)

A utilizacdo de formas topicas que veicule AINEs para a¢do local ou transdérmica tem
suscitado interesse na pesquisa cientifica, visto que diversos sistemas fosfolipidicos,
promotores de absor¢do percutidnea, foram desenvolvidos com o intuito de ultrapassar a
barreira cutanea, principalmente o estrato corneo, e atingir sitios especificos ou a circulacio
sistémica de forma sistemdtica e constante, como lipossomas, microemulsdes e emulsdes
(FRESTA, 2002; LOPEZ- PINTO, 2005; DEGIM, 2006). A eficacia terap€utica de uma

aplicacdo topica depende da habilidade de penetragdo do fAirmaco através das camadas da pele
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e a extensdo da absor¢do depende das caracteristicas do agente penetrante e do veiculo
(BONINA, 1994).

O Poloxamer 407" associado a lecitina granulada de soja ¢ utilizada em Farmacias
Magistrais como veiculo de diversos farmacos para uso humano e veterinario, sendo
denominados Pluronic Lecithin Organogel® (PLO). Diversas classes de medicamentos
(antiinflamatorios, hormonios, anti histaminicos) tém sido veiculadas nestes sistemas, porém
poucos estudos cientificos sobre caracteristicas fisicas, reologicas, cinética de difusdo in vitro
e atividade farmacoldgicas t€m sido reportados na literatura (WINGATE, 2002; HOFFMANN

etal., 2003; MURDAN, 2005).

Desse modo, os objetivos deste trabalho foram estudar a cinética de difusdo in vitro e
atividade farmacologica in vivo de formulagdes galénicas de cetoprofeno baseadas em PLO e
avaliar a influéncia da concentragio da lecitina granulada de soja, do Poloxamer” e do

Transcutol CG® utilizando-se a ferramenta estatistica de planejamento fatorial.
2. MATERIAIS E METODOS
Materiais

Cetoprofeno (DEG Farmacéutica—Brasil); Carragenina (Sigma-Aldrich-St. Louis, MO-
EUA); Poloxamer 407%, lecitina granulada de soja, palmitato de isopropila, sorbato de
potassio, acido sérbico (Embrafarma); Profenid® Gel (Aventis Pharma); Acetonitrila grau
HPLC (J. T. Baker-Phillipsburg, NJ - EUA); Etanol (Vetec — Brasil); Fosfato hidrogenado de
sodio e o acido orto-fosforico (Sigma-Aldrich-St. Louis, MO-EUA); Agua purificada Milli-

Q" (Milipore - Molsheim); Membranas hidrofilicas de 0,45 um da S&S (Brasil).
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Quantificacio de Cetoprofeno nas cinéticas de difusiao in vitro

A técnica de quantificagdo utilizada foi Cromatografia a liquido de alta eficiéncia —
CLAE/UV. A separagdo cromatografica isocratica foi realizada com uma coluna C18
Gemini® (Phenomenex, Torrance, CA, EUA) com 150 x 4,6 mm e tamanho de particula de 5
um. A fase moével constituida de tampao fosfato hidrogenado de s6dio 20 mM pH 3,0 e
acetonitrila (50:50, v/v) que foi filtrada, degaseificada e bombeada a um fluxo de 1,5 mL/min.
A temperatura do forno foi de 40 °C e o volume de inje¢ao de 20 ul (CARVALHO, 2006).
Modelo experimental

As formulagdes do emulgel de cetoprofeno foram preparadas de acordo com um
planejamento fatorial de 2 niveis (-1 e +1), totalizando 8 experimentos (Tabela 1), os quais
foram executados aleatoriamente. Na Tabela 2 estdo expressos os valores reais e 0s niveis dos
fatores estudados nos experimentos. As variagdes estudadas neste planejamento fatorial foram
definidas tendo como base valores comumente descritos na literatura e usado em farméacias
magistrais. Nos testes antiinflamatorios, os dados foram expressos em média + erro padrao da
média (e.p.m) e teste de “t” de Student para avaliar as diferengas entre os grupos tratados e

controle com nivel de significancia de p <0,5.

Tabela 1. Composi¢do centesimal das formulagdes de emulgel de cetoprofeno % (p/p) de
acordo com a matriz do planejamento fatorial 2°

Componentes F2 F3 F4 F6 F7 F8
F1
F5
Cetoprofeno 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
Lecitina de soja 8 8 11 11 8 8 11 11
Acido sérbico 1,1 1,1 1,1 1,1 1,1 1,1 1,1 1,1
Sorbato de potassio 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
Transcutol ® - - - - 10 10 10 10
Propilenoglicol 1 1 1 1 1 1 1 1
Palmitato de Isopropila 11 11 11 11 11 11 11 11
Poloxamer gel 20% qgsp 100 - 100 - 100 - 100 -
Poloxamer gel 30%qsp - 100 - 100 - 100 - 100
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Tabela 2. Valores reais e os niveis dos fatores estudados para o planejamento fatorial 23

Variaveis Nivel -1 Nivel +1
Poloxamer 407" (%) 20 30
Lecitina de soja (%) 8,0 11
Transcutol GC® (%) 0 10

Preparo do emulgel de Cetoprofeno

As formulagdes dos emulgeis foram preparadas 48 horas antes dos ensaios, para que
ocorresse a estabilizacdo termodinamica das micelas a temperatura ambiente (MORAES,
2004), as quais foram manipuladas através de uma farmacotécnica de preparo simples, a ftio,
com a dispersdao do polimero (Poloxamer 407) e conservante em agua destilada (2 a 8°C)
correspondente a fase aquosa do emulgel. Esta solucdo polimérica foi mantida sob
refrigeragdo por 24 horas para aumentar a sua taxa de solubilizacido (SCHMOLKA, 1972;
BENTLEY et al., 1999). A fase oleosa foi obtida pela mistura (1:1) espontanea de lecitina
granulada de soja e palmitato de isopropila e mantidas por 24 horas em repouso para facilitar
a solubilizacdo da lecitina. O cetoprofeno foi incorporado, sob agitagdo constante, com
quantidades de fase oleosa 19% ou 22%, na qual foi adicionada a fase aquosa (solucdo de
poloxamer 407% - 20% ou 30%) em quantidade suficiente para 100 % da formulagio.
Posteriormente, foi adicionado 10 g de Transcutol CG® nas formulacdes que utilizaram o
promotor de absor¢do de acordo com a tabela 1. Manteve-se sob agitagao constante por 30

minutos com o auxilio de um agitador mecanico.
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Caracterizacao Fisico-Quimica das formulag¢des

Analise Macro e Microscopica das Formulacdes

As caracteristicas organolépticas (aspecto, cor) foram avaliadas visualmente, sendo
registrada qualquer mudanca significativa durante o periodo de estudo. Ja a andlise
microscopica foi realizada medindo-se o didmetro de 100 goticulas em ocular micrométrica
Remari PCR. Para tanto, a amostra foi diluida em uma solucdo de propilenoglicol em agua
(1:1), na proporcao de uma parte de amostra para vinte partes de solug¢ao (COELHO, 2005). A
lamina foi preparada e observada em microscopio optico Coleman com objetivas de 10, 40 ou

100x de magnitude e uma ocular de 10 aumentos.

Teste de Centrifugacio

As formulagdes foram centrifugadas em centrifuga Excelsa Baby II, Fanem — 206R,
durante 30 min a 3500 rpm e no final foi observado a ocorréncia ou nao de separagao de fases.
O produto deve permanecer estavel e qualquer sinal de instabilidade indica a necessidade de

reformulacao (BRASIL, 2004).

Determinacio do pH

O pH das formulagdes foi avaliado utilizando um potencidometro digital com eletrodo
de vidro e sensor de temperatura da marca Analion PM 608, previamente calibrado com
solugdes tampdo pH 4,0 ¢ 7,0 a uma temperatura de 25 °C.

Determinacio da espalhabilidade dos emulgéis

A espalhabilidade foi determinada a 25 °C seguindo a metodologia adotada por
ALVES (1996), ZANIN (2001) e COELHO (2005), na qual os valores da espalhabilidade ¢

realizado em triplicatas e calculados a partir da equacao 1.
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(Equacgao 1)
Onde:
Ei = espalhabilidade da amostra para peso i (mm?);
d = didmetro médio (mm).

n=23,14

Reologia das formulacdes

O comportamento reologico das formulacdes foi determinado a partir das analises de
viscosidade aparente e relativa, utilizando-se Viscosimetro Rotacional da marca Rheology
International, usando “spindle 7”, o qual permite medir eletronicamente a forga de tor¢ao ja
convertida em viscosidade. Foram coletados dados de forca de cisalhamento e taxa de
cisalhamento num intervalo de 1 a 37 r.p.m para constru¢do e caracterizacao reologicas das
formulacdes. Todas as andlises foram realizadas em triplicatas.
Cinética de difusao in vitro

As cinéticas de difusdo in vitro foram conduzidas utilizando células de difusédo tipo

Franz com érea difusional de 1,15 cm? volume de + 6 mL e usando membranas artificiais
hidrofilicas de acetato de celulose S&S de 0,45 um. O compartimento receptor foi preenchido
com tampao fosfato 20 mM em pH = 7,2 num sistema composto de seis células individuais
conectados a um banho termostatizado a 37 + 0,5 °C sob agitagdo constante de 100 rpm em
agitador magnético por um periodo de 6 horas. As membranas foram colocadas
cuidadosamente no compartimento doador de forma que ficassem em contato com a solugao
receptora. Todas as membranas foram umedecidas no tampao fosfato por uma hora, antes do

inicio dos experimentos. No compartimento doador, foram aplicados 100 mg de cada

50



Carvalho, A.L.M - Cinética de difus&o in vitro e atividade in vivo de
preparacfes magistrais de cetoprofeno

formulacao diretamente sobre a membrana artificial de cada célula, o que corresponde a 2500
ug de cetoprofeno. As amostras da solucdo receptora foram coletadas nos seguintes tempos:
0,25; 0,50; 0,75; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0; 4,0 ¢ 6,0 horas. O volume total da fase receptora de
cada célula (= 6 mL) foi substituido a cada amostragem com tampdo fosfato na mesma
temperatura (37 £ 0,5 °C) para manutengdo das condig¢des “sink™ do sistema. A quantidade de
farmaco liberada no compartimento receptor foi quantificada por CLAE-UV através do

método analitico desenvolvido e validado previamente (CARVALHO, 2006).

Atividade antiinflamatoéria do emulgel de cetoprofeno

Neste ensaio foram utilizados ratos divididos em 05 grupos com 05 animais do
mesmo sexo. Os animais foram privados de alimentagdo por um periodo de 18 horas antes do
inicio dos experimentos, com agua ad libitum. Foi utilizado o modelo de inflamagdo aguda,
conhecido como edema de pata induzido por carragenina (WINSTER et al, 1962) por ser um
método rapido e estavel (MASCOLO et al, 1997). Inicialmente, foi realizada a mensuragdo da
pata traseira direita dos animais, para posterior inducdo do edema na respectiva pata de todos
0s animais por inje¢ao subplantar de 0,1 mL de carragenina a 0,1 %. Em seguida, apds trinta
minutos, foi realizada uma nova mensuragdo das patas edemaciadas utilizando plestidmetro
adaptado. Foram administrados por via topica, no dorso de cada animal, a formulagao placebo
F3 ¢ F8 (sem farmaco — grupo controle), o gel de Profenid® 2,5 % (grupo padrio) e as
formulagdes testes F3 ¢ F8 com cetoprofeno (grupo teste). O gel de Profenid® foi escolhido,
por ter uma baixa biodisponibilidade topica e praticamente nenhuma possibilidade de
absor¢do sist€émica significativa (BRASIL, 2007). A mensuracdo, em cada animal, foi
efetuada a cada 60 minutos durante 06 horas e o percentual da inibi¢do foi calculado através
da equagdo: Vc — Vt / Vc x 100, onde Vc ¢ a média do aumento do volume das patas dos

animais controle ¢ Vt média do aumento do volume das patas do grupo tratado.
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3.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

As formulacdes do emulgel de Cetoprofeno foram produzidas em escala de bancada e
os lotes mostraram-se reprodutiveis de cor amarelada; opacas e com sensorial de forma
farmacéutica tipo gel; ndo houve separacdo de fases no teste de centrifugagdo; pH final em
torno de 6 , sendo as formulagdes F3 e F8 as escolhidas para o estudo farmacoldgico, por

apresentarem melhores fluxos nas cinéticas de liberagdo in vitro conforme descrigdo da

Tabela 3.

Tabela 3. Resultados dos testes fisico-quimicos e parametros da cinética de difusdo in vitro

(Valores médios de triplicatas (n = 03, repeti¢des)).

Testes F2 F3 F4 Fo6 F7 F8
F1
F5S
Cor AM AM AM AM AM AM AM AM
Microscopia 1,620+ 1,733+ 1,843+ 1926+ 1,816+ 1,820+ 1,813+ 1,873+
(um) 0,174 0,020 0,035 0,025 0,076 0,036 0,116 0,025
Centrifugacdo AP AP AP AP AP AP AP AP
Viscosidade 6,683+ 10,033+ 12,876+ 16,400+ 18,800+ 21,600+ 17,906+ 19,640+
aparente * 0,936 0,340 0,480 0,953 0,435 1,676 0,585 0989
Fluxo 8,05+ 3221+ 50,59+ 17,77+ 3741+ 1942+ 2646+ 46,17+

(ug/cm>h™) 3,02 0,69 3,42 1,86 3,49 0,49 1,21 3,81

Q 264,83 256,61+ 398,81+ 16831+ 346,13 221,42+ 290,95+ 260,71+
(ng.cm?) +8,17 2544 31,59 1926 2544 5,69 7,88 14,38

AM = amarela; AP = aprovado
*velocidade do “spindle 7” de 0,1 r.p.m
** Q = quantidade de cetoprofeno liberada ap6s 06 horas de ensaio de difusdo.
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Figura 1. Microfotografia da formulagdo F3 de emulgel de cetoprofeno na lente
ocular micrométrica com aumento de 100x

Além disso, o tamanho das goticulas micrométrico comprova que as formulacdes
podem ser classificadas como sistemas macroemulsionados, de acordo com a tabela 3 e figura
1. Diferindo, assim, das informagdes que o fornecedor Embrafarma, que disponibiliza ao setor
magistral os componentes do PLO, o qual afirma ser um sistema microemulsionado.

A reologia consiste no estudo do escoamento, ou deformagdo do material em estudo
quando submetido a uma tensdo. O método ¢ aplicavel na caracterizagdo de sistemas
emulsionados, pois o comportamento do fluido esta diretamente relacionada com o tipo e grau
de organizagdo do sistema, além de poder ser usado para checar a qualidade durante o
processo de produgdo, permitindo um estudo do efeito da adicdo do cetoprofeno nas
formulagoes.

Observa-se que nas formulagdes em que o Poloxamer 407" encontra-se no nivel -1
obtém-se uma viscosidade aparente menor e isto pode ser explicado pelo fato de que a malha
polimérica do hidrogel (Poloxamer™), em concentragdes maiores, cria uma resisténcia maior
as rotagdes do splindle que o viscosimetro impde aos sistemas, por isso temos viscosidades
maiores nas formulagdes que possuem poloxamer no nivel +1 (LACHMAN et al, 2001;

BARRY, 2005).
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O comportamento reologico observado nas formulagdes ¢ tipico de fluidos ndo -
newtonianos, pseudoplésticos conforme expressado na Figura 3, pois o aumento da
velocidade de cisalhamento ¢ acompanhado pelo crescimento da forca de cisalhamento,
porém a relagdo entre a velocidade e a for¢a de cisalhamento ndo ¢ linear, ndo obedecendo,
portanto, a segunda lei de Newton (lei fundamental do movimento). A Figura 2 mostra que a
viscosidade diminui em funcdo do aumento da taxa de cisalhamento ¢ este fendmeno ¢é
atribuido ao fato de que existe uma malha polimérica formada pelo poloxamer 407"

(SCHRAMM, 1998; ALMEIDA, 2003; FERREIRA, 2005).
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Figura 2. Viscosidade relativa de emulgel de cetoprofeno em fluxo de rampa ascendente e
descendente de 1 a 37 rpm.

O comportamento tixotrépico pseudoplastico foi evidenciado nas formulagdes
estudadas, pois foi observada uma deformagao dos sistemas, ou seja, houve uma diferenca
entre a curva ascendente ¢ descendente formando uma area de histerese que ¢ tipico de
fendmenos tixotropicos, Figura 3. A literatura descreve que a viscosidade muda em funcao do
cisalhamento e que os produtos tdpicos, apos cisalhamento, tornam-se menos VvisScOsOS
melhorando a sua espalhabilidade, contribuido com o aumento da absor¢cdo cutinea

(BRUMMER, 1999; CORREA, 2005).
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Figura 3. Comportamento reologico da amostra F3 de emulgel de cetoprofeno submetido a
fluxo de rampa ascendente e descendente de 1.0 a 37 r.pm.
Espalhabilidade das formulacdes

A espalhabilidade ¢ definida como a capacidade de escoamento do semi-solido frente
a um peso padronizado (ALVES, 1996). E um importante parimetro de caracterizacio, pois
mimetiza o desempenho das formula¢des quando aplicadas topicamente. A Figura 4 mostra

~ ® ~ .

que as formulagdes que possuem o Transcutol, agente promotor de permeagdo, possui uma
maior espalhabilidade (F7; F5; F6 e F8, respectivamente), ou seja, o Transcutol® promove
maior emoliéncia para os sistemas emulsionados, facilitando o deslocamento das amostras

submetidas aos pesos das placas.
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Figura 4. Espalhabilidade das formula¢des apds 48 horas de preparo, em funcdo do peso (g)
aplicado sobre as amostras.
Cinética de difusio

O fluxo das cinéticas (J) foi calculados através do coeficiente angular do grafico da
quantidade liberada (ug/mL) versus tempo (horas) descrito na Figura 5, o qual foram obtidos
a partir da equagdo de regressdo linear de cada replicata conforme descrito por (LLOPES et
al., 2005). Apo6s 6 horas de ensaio, de cada formulagdo, foram calculados o fluxo no estado de
equilibrio e a quantidade liberada de cetoprofeno. Para construgdo das retas de regressao,
foram utilizados os 5 ultimos pontos de cada cinética das formulacdes estudadas.

A Tabela 3 mostra que os melhores fluxos médios obtidos foram das formulagdes F3 e
F8 e a maior quantidade liberada de cetoprofeno foi a preparagcdo sem o Transcutol CG (F3).
Apesar disso, o fluxo entre as duas formulagdes foram semelhantes (50,59 + 3,42 e 46,17 +
3,81 pg/cm2.h! respectivamente), mostrando, portanto, que a acdo do Transcutol CG® néo foi
evidenciada neste estudo in vitro.

Um das estratégias de aumento de permeacdo pelo Transcutol CG® ¢é a capacidade de

aumentar a hidratacdo cutanea e diminuir a resisténcia da barreira epidérmica a penetragao de
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substancias (GANEM-QUITAMAR, 1997). Como neste estudo de difusdo in vitro a
membrana utilizada foi artificial, ndo foi possivel avaliar o aumento do fluxo pela presenga do
referido agente de permeagédo Transcutol CG®.

A Figura 5 mostra os perfis de todas as cinéticas de difusdo in vitro na qual se observa,
apods 2 horas, um comportamento semelhante entre todas as formulagdes, ou seja, elas tendem
a entrar em equilibrio ocorrendo uma diminui¢ao na quantidade liberada de cetoprofeno por
intervalo de tempo. Verifica-se que houve, também, uma maior quantidade liberada e maior
fluxo no estado de equilibrio para a formulagdo F3. Atualmente, essa formulagdo F3, ¢
utilizada em Farméacia Magistral para veicular diversos farmacos, principalmente os AINEs,

com intuito de alcangar a via sistémica.
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Figura 5. Cinética de difusdo in vitro das 8 formulagdes de emulgel de cetoprofeno do
planejamento fatorial 2°,

De acordo com a ferramenta estatistica de planejamento fatorial, obtiveram-se os
efeitos individuais e de interacdes, como esta descrito na Tabela 5. Esse modelo foi obtido a
partir da regressao linear dos dados experimentais para a variavel resposta fluxo. Observa-se
que com o aumento da concentracdo de lecitina de soja, nivel -1 para o nivel +1, ocorre um

aumento de no fluxo (pg/cm*.h™) de cetoprofeno. Esse fato pode ser explicado pelo aumento
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da solubilidade do cetoprofeno na fase oleosa do emulgel. Com o aumento da concentracao de
Poloxamer 407", nivel -1 para nivel +1, ocorre uma diminui¢do de fluxo (pg/cm2.h™) do
cetoprofeno, e isso pode ser atribuido ao fato de que a malha do polimero (hidrogel) impde
uma resisténcia no fluxo do referido farmaco. RICCI, 2005, verificou que o aumento da
concentragdo de poloxamer 407 de 20 a 30% reduziu quase a metade da liberacao do farmaco
modelo (lidocaina).

O efeito de interagdo das trés variaveis de entrada (Poloxamer 407%; lecitina de soja ¢
Transcutol CG®) foi de 99,84 + 0,19. Por isso, faz-se necessaria maior investigagdo nessas
formulagdes com estas combinagdes ja que existe um significativo impacto na liberagdo in

vitro do cetoprofeno através das referidas proporg¢des de excipientes.

Tabela 5. Resultados do planejamento fatorial 2° para o fluxo de liberagdo in vitro de
cetoprofeno ( %)

Efeitos Principais: (%)
1 (Poloxamer™) -11,22+0,19
2 ( Lecitina de soja) 10,84 + 0,19
3 (Transcutol CG®) 5,70+ 0,19
Interacoes de dois fatores
12 -4,40 £0,19
13 3,605+ 0,19
23 -2,71+£0,19
Interacao de trés fatores
123 99,84 £ 0,19
Média global dos efeitos 30,75 £ 0,095

Para decidir se os efeitos calculados do planejamento fatorial sdo significativamente
diferentes de zero, emprega-se o teste “t”. No nivel de 95% de confianca, o valor de t
correspondente a 8 graus de liberdade ¢ 2,306 (t critico). De acordo com BARROS NETO,
1995, os resultados obtidos dos efeitos serdo estatisticamente significativos quando o valor

absoluto exceder a seguinte expressdo: t X erro padrao (2,306 x 0,19). Portanto, todos os
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efeitos estudados estdo acima do resultado (0,4381) da expressdo, o erro padrao esta descrito
na tabela 5.
Atividade antiiflamatéria

O estudo de atividade in vivo foi realizado para avaliar a diferenca de duas
formulagdes que obtiveram os melhores perfis in vitro, em relagao ao fluxo médio no estado
de equilibrio (“steady state”) das cinéticas in vitro. Foram comparados os perfis das
Formulagdes F3 e F8 com uma forma farmacéutica gel industrializado (Profenid®). O referido
gel ¢ utilizado para agdo tdpica e possui uma baixa biodisponibilidade plasmatica apos
aplicag¢do na pele (BRASIL, 2007). A Figura 6 mostra que as formulac¢des (placebo F3, Teste
F3 e Profenid™) nas concentracdes aplicadas no dorso do animal (25mg de cetoprofeno),
apresentaram uma reagdo comportamental semelhante ao da redu¢do do edema. Nao houve
diferencgas significativas, a partir do tratamento estatistico (T student, p < 0,05), entre os
grupos avaliados, ou seja, foi obtido 0 mesmo comportamento das formulagdes placebo e F3
com 2,5 % de cetoprofeno, e esta concentragdo nao foi suficiente para alcancar niveis

sanguineos que reduzissem o edema.
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Figura 6. Efeito das formulagdes F3, Profenid® (25 mg/cm?) por via tépica sobre o modelo
edema de patas induzido por carragenina em ratos Wistar adultos. *P <0,05 comparado com o
controle que recebeu apenas o placebo F3 (formulagdao sem farmaco). Teste “t” de student.
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A Figura 7 mostra que para a formulagao F8, obteve-se uma diminuigao significativa
do edema quando comparado com a formulagdo placebo F8 (sem farmaco) apoés 05 horas de
ensaio. Além disso, neste momento do ensaio, foi observado que o volume do edema foi
menor que a formulagio comercial Profenid”. Provavelmente, essa diferenga de resposta da
formulagdo F8, deve-se & presenca do promotor de permeagdo percutinea (Transcutol CG")
em sua composi¢ao (nivel +1). Comparando-se com a F3 (nivel -1 / auséncia de Transcutol
CG™), pode-se afirmar que quando o Transcutol CG® na concentragdo utilizada (nivel +1), a
F8 possui provavel absor¢ao sist€émica, pois possui diferencas significativas na resposta em
relagdo ao placebo. Entretanto, a atividade in vivo foi baixa quando comparada com as
respostas de outros antiinflamatdrios usualmente avaliados pelo método de redugdo de edema
em pata de rato. Provavelmente, a concentragdo de cetoprofeno nas formulagdes do emulgel
ndo foi suficiente para permear e alcangar a circulacdo sistémica em niveis terapéuticos.
Sendo assim, torna-se necessaria a realizagdo de novos estudos que envolvam doses diferentes
do farmaco nas preparagdes, por exemplo, uma curva de dose resposta para certificarmos um

possivel efeito farmacologico sistémico apos aplicagdo topica no dorso do animal.
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Figura 7. Efeito das formulagcdes F8, PROFENID® (25mg/cm?) por via topica sobre o
modelo edema de patas induzido por carragenina em ratos Wistar adultos. *P <0,05
comparado com o controle que recebeu apenas o placebo F8 (formulagido sem farmaco). Teste
“t” de student.
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4.0 CONCLUSAO

Face as consideracdes expostas, conclui-se que as amostras de emulgel avaliadas
possuem tamanhos de goticulas micrométricas, aspecto macroscopico caracteristico de
sistemas emulsionados. O comportamento reoldgico verificado foi de fluido ndo-newtoniano
pseudopléstico com tixotropia e que todas as preparagdes avaliadas foram resistentes ao stress
da centrifugagdo. Em relagdo a cinética de difusdo, a maioria das formulacdes possuiu fluxo
semelhante e que as formulag¢des F3 e F8 apresentaram maiores fluxos médios. No estudo in
vivo, a formula¢do F3 ndo possui diferenga em relagdo ao placebo quanto a resposta de
reducdo do edema de pata de rato, ja a formulagdo F8 reduziu o edema em até 47,17 % com
diferenca significativa do placebo. Portanto, frente aos resultados obtidos, pode-se afirmar
que a F3 ndo possui absor¢ao percutdnea e a F8 teve uma pequena redugdao do edema em

funcdo da presenca do promotor de permeacdo cutinea Transcutol CG®.
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6.0 CONCLUSOES

De acordo com as metodologias utilizadas e com os resultados obtidos, pode-se concluir:

>

O método desenvolvido por CLAE — UV ¢ rapido, linear, preciso e exato para

quantificagdo de cetoprofeno em amostras de emulgel baseadas em PLO;

A aplicagdo do método de quantificagdo de cetoprofeno em amostras derivadas de

estudos de cinética de difusdo in vitro foi evidenciada;

As amostras obtidas de emulgel foram caracterizadas como sistemas emulsionados
opacos, tamanhos de goticulas micrométricas ¢ com os melhores perfis de

espalhabilidade nas formula¢des que possuiam a presenga de Transcutol CG;

O comportamento reoloégico do emulgel ¢ pseudoplastico e com fendomenos

comprovados de tixotropia;

A metodologia utilizada na cinética de difusdo in vitro foi reprodutivel devido aos
baixos desvios padrdes obtidos na maioria das cinéticas. As formula¢des F3 e F8
conseguiram obter maiores fluxos de liberagdo in vitro, utilizando membranas
artificiais de acetato de celulose (hidrofilicas). A presenga de transcutol ndo propiciou
grandes aumentos de fluxo em relagdo as formulagdes que ndo possuiam o promotor
de permeagdo. Visto que nao existiu diferenca estatistica em relagdo as duas

formulagdes que obtiveram os maiores fluxos (F3 e F8);
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» De acordo com o planejamento fatorial, o aumento da concentracdo de lecitina de soja
promove um efeito positivo no aumento da liberagdo in vitro de cetoprofeno, isso
ocorre pelo aumento da solubilidade do farmaco na fase oleosa do emulgel. O
aumento da concentragdo de poloxamer diminui a liberagao do cetoprofeno. Tal fato é

atribuido a resisténcia que a malha do hidrogel impdem as goticulas do emulgel,;

» O efeito de interagdo das trés variaveis de entrada ¢é alto. Por isso, faz-se necessaria
maior investigacdo nessas formulagdes com estas combinagdes ja que existe um
significativo impacto na liberagdo in vitro do cetoprofeno através das referidas
proporgdes de excipientes. Isso demonstra a possibilidade do desenvolvimento de
sistemas de liberacdo de farmaco com alto fluxo percutaneo, utilizando essas

combinagdes como veiculo;

» A formulagdo F3, usualmente preparada em Farmécia Magistral, ndo possui diferenca
em relacdo ao placebo quanto a resposta de redugdo do edema de pata de rato. A
formulagdo F8, apos 06 horas reduziu o edema em até 47,17% e existiu diferenca
significativa do placebo. Portanto, frente aos resultados obtidos, afirma-se que a F3
ndo possui absor¢do percutdnea e a F8 teve uma pequena reducdo do edema,
provavelmente, em funcdo da presenca de um promotor de permeagdo cutanea

(Transcutol CG);

» As Farmdcias Magistrais que preparam o PLO devem rever a utilizacdo deste veiculo
de alta penetracdo cutanea, com a finalidade transdérmica. Visto que ndo existe
comprovagdo da penetragdo topica e a manutencdo dos niveis plasmaticos constantes

de algum farmaco capaz de alcancgar niveis terapéuticos.
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ANEXO |

Cinéticas de difuséao in vitro das formulag6es de emulgel de cetoprofeno

QUANTIDADE LIBERADA (ug/cm?)

300

250

200

150

100

50

F1-CINETICA DE DIFUSAO

-
_—

;1

E/

TEMPO (HORAS)

F1

TEMPO Cl C2 C3 MEDIA DP

0,25 76,636 45,801] 61,782| 61,40633| 15,42093

0,5 129,58 93,622 105,188| 109,4633| 18,35629

0,75 165,951] 131,031] 131,667 142,883 19,98001

1] 191,146] 165,426] 157,46 171,344 17,6055

1,5 224,441 202,873| 191,513| 206,2757| 16,72564

2| 243,888 224,868 217,468| 228,7413| 13,62924

2,5 255,171 238,59 232,103| 241,9547| 11,89638

3| 262,201] 247,105 243,365| 250,8903| 9,97223

4] 265,511| 257,646 250,474 257,877 7,52116

6| 267,122| 271,617 255,753] 264,8307| 8,17645
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Cinéticas de difuséo in vitro das formulag6es de emulgel de cetoprofeno

QUANTIDADE LIBERADA (ug/cm?)

300

250

200

150

100

50

F2-CINETICA

{/
%/
E/
-
%
=
0 1 2 3 4 5 6
TEMPO (HORAS)
F2

TEMPO C1 Cc2 C3 MEDIA DP
0,25 31,433 | 22,413 | 7,391 |(20,41233|12,14522
0,5 39,268 | 25,251 | 27,173 | 30,564 | 7,5989
0,75 60,783 | 49,14 | 31,965 | 47,296 |14,49722
1 79,384 | 68,834 | 50,434 |66,21733|14,65131
1,5 109,869 | 98,704 | 81,869 | 96,814 |14,09536
2 143,095 | 132,373 | 94,452 |123,3067 | 25,55747
2,5 172,756 | 164,878 | 120,747 |152,7937 | 28,03136
3 190,652 | 185,2 | 142,295 |172,7157 |26,48573
4 223,165 | 226,426 | 178,521 |209,3707 | 26,7663
6 274,173 | 268,217 | 227,434 | 256,608 |25,44033




CARVALHO,A.L.M

ANEXOS

Cinéticas de difuséo in vitro das formulag6es de emulgel de cetoprofeno

QUANTIDADE LIBERADA (ug/cm?)

450 —

400 -

350

300

250 —+

F3 -DIFUSAO IN VITRO

200 — E/
150 - E/
] 7
100 - E/E
o]l W
0
0 1 2 3 4 6
TEMPO (HORAS)
F3
TEMPO C1l Cc2 C3 MEDIA DP
0,25 32,566 30,098 25,891 |[29,51833| 3,37504
0,5 74,361 57,112 55,056 [62,17633|10,60219
0,75 116,652 94,46 89,26 100,124 |14,54789
1 139,782 | 111,147 | 105,521 |118,8167|18,37313
1,5 183,33 | 148,939 | 149,417 | 160,562 |19,71911
2 222,956 179,2 185,06 |195,7387|23,75231
2,5 251,339 | 209,965 | 209,278 [223,5273|24,08806
3 293,156 | 247,565 | 245,139 |261,9533|27,04951
4 348,313 | 302,234 | 291,591 | 314,046 |30,14944
6 433,652 | 390,739 | 372,043 |398,8113| 31,5878
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ANEXOS

Cinéticas de difusdo in vitro das formulag6es de emulgel de cetoprofeno

QUANTIDADE LIBERADA (cm?)

200
180
160
140
120
100
80
60
40
20

0

-20 ,

CINETICA F4

0 1 2 3 4 5 6
TEMPO (horas)
F4
TEMPO Cl Cc2 C3 MEDIA DP
0,25 16,78957 | 16,88435 2,54 12,0713 | 8,25449
0,5 32,59739(18,14609| 19,59 |23,44449| 7,95945
0,75 33,9687 |23,52696| 20,12 |25,87188| 7,216
1 55,76348 | 28,39217| 25,66 |36,60522|16,64768
1,5 86,7913 29,22 62,56 |59,52377| 28,9055
2 116,1235|72,27652| 88,51 [92,30334|22,16824
2,5 140,8191|98,56174| 88,77 |109,3836|27,66067
3 160,0052|127,4348| 107,9 131,78 |26,32298
4 160,2557 |127,6496| 135,83 |141,2451|16,96412
6 189,9565)|153,0826| 161,88 |168,3064 |19,25864
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ANEXOS

Cinéticas de difuséo in vitro das formulag6es de emulgel de cetoprofeno

QUANTIDADE LIBERADA (ug/cm?)

400

350

300 H

250 H

200

150

100 —H

50

CINETICA F5

/E/%

.
.

/E

N o
0 1 2 3 4 6
TEMPO (HORAS)
F5
TEMPO C1l C2 C3 MEDIA DP
0,25| 17,54522 17,21| 15,06087| 16,60536| 1,34803
0,5| 41,75391 43,07 41,43652| 42,08681| 0,86613
0,75| 66,12435 63,43| 72,99217| 67,51551| 4,93055
1| 94,37652 90,83| 104,2983| 96,50159| 6,98108
1,5 138,7817 136,67| 153,7696| 143,0738| 9,32282
2| 180,6722 181,73| 206,1922| 189,5315| 14,4383
2,5| 218,3183 216,87| 245,527| 226,9051| 16,14327
3| 246,5939 245,07| 279,3713| 257,0118| 19,37894
4| 284,8635 289,01| 316,9974| 296,957| 17,47892
6| 321,5922 344,41| 372,3765| 346,1262| 25,43564
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Cinéticas de difuséo in vitro das formulag6es de emulgel de cetoprofeno

QUANTIDADE LIBERADA (ug/cm?)

250 4

200 H

150

100

50

CINETICA F6

TEMPO (HORAS)

F6

TEMPO

Cl

C2

C3

MEDIA

DP

0,25

19,90696

21,90174

21,11565

20,97478

1,00482

0,5

47,2513

51,86783

44,06087

47,72667

3,92513

0,75

75,16522

86,91913

79,02087

80,36841

5,9917

98,5287

109,5852

81,42174

96,51189

14,18964

15

134,7304

122,6035

109,4522

122,262

12,64259

144,242

129,8896

138,0817

137,4044

7,20015

2,5

171,9052

170,3739

140,4983

160,9258

17,70733

192,9704

191,18

171,7991

185,3165

11,74058

221,9748

198,96

180,7461

200,5603

20,66088

225,1948

224,2017

214,8722

221,4229

5,69478
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Cinéticas de difusdo in vitro das formulag6es de emulgel de cetoprofeno

QUANTIDADE LIBERADA (ug/cm?)

300 CINETICA - F7 /E
250 /E
] E/i
200
1 §/
150 /
1oo—_ E/gg
50 ;-/
0 4
0 1 2 3 4 s 6
TEMPO (HORAS)
F7
TEMPO C1 Cc2 C3 MEDIA DP
0,25 26,09 20,809 17,565 21,488| 4,30287
0,5 52,826 49,704 51,253 51,261 1,56102
0,75 71,784 87,784 68,008| 75,85867| 10,4988
1 106,66 95,98 92,891| 98,51033| 7,22484
1,5/ 154,465 138,286 134,998 142,583| 10,42061
2| 190,973| 174,286 172,048 179,1023| 10,34102
2,5 223,332 202,132| 202,223| 209,229 12,21364
3| 245,546 223,124 226,453 231,7077| 12,09939
4| 273,851 250,38 261,38 261,8703| 11,74318
6| 299,836 284,813 288,213| 290,954 7,87765
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ANEXOS

Cinéticas de difuséo in vitro das formulag6es de emulgel de cetoprofeno

300 —

250 —

200 —

150

100

50 —

QUANTIDADE LIBERADA (ug/cm?)

¥

A

%4

CINETICA F8

i

E/
v

]

TEMPO (HORAS)

F8

TEMPO

Cl

C2

C3

MEDIA

DP

0,25

22,39739

6,52009

9,26087

12,72612

8,48694

0,5

46,70348

37,76609

21,35478

35,27478

12,85667

0,75

67,25043

68,66435

44,39652

60,10377

13,62123

88,98696

84,55217

63,50522

79,01479

13,61348

15

129,4339

112,6339

103,5296

115,1991

13,14131

158,2922

141,1617

140,967

146,807

9,94697

2,5

186,6165

174,727

174,1035

178,4823

7,05132

204,5696

195,8496

197,4861

199,3017

4,63487

234,9417

234,6583

224,1991

231,2664

6,12206

261,3513

274,753

246,0157

260,7067

14,37954
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ANEXO Il - ANALISE ESTATISTICA — (PLACEBO F3X PADRAO - PROFENID)

E (PLACEBO F3 X TRATADO - F3)

Tempo zero
F3 X padréo
22/12/06 14:42

Independent t-Test on Datal col(A) and col(B):

Data Mean Variance N
A 0,68 0,027 5
B 0,47 0,06325 5
t = -1,56308

p = 0,15666

At the 0,05 level,

the two means are NOT significantly different.
F3 X T1

22/12/06 14:44

Independent t-Test on Datal col(A) and col(B):

Data Mean Variance N
A 0,68 0,027 5
B 0,8 0,015 5
t = 1,30931
p = 0,22678

At the 0,05 level,
the two means are NOT significantly different.

tempo uma hora
F3 X padréo
22/12/06 14:47

Independent t-Test on Datal col(A) and col(B):

Data Mean Variance N
A 0,86 0,248 5
B 0,63 0,02825 5
t = -0,9785
p = 0,35649

At the 0,05 level,
the two means are NOT significantly different.
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F3XT1

22/12/06 14:48

Independent t-Test on Datal col(A) and col(B):

Data Mean
A 0,86
B 1,02
t = 0,65871
p = 0,52858

At the 0,05 level,

the two means are NOT significantly different.

Tempo duas horas

F3 X PADRAO

22/12/06 14:56

Independent t-Test on Datal col(A) and col(B):

Data Mean
A 0,98
B 0,93
t = -0,19309

p = 0,8517

At the 0,05 level,

the two means are NOT significantly different.

F3 X T1

22/12/06 14:57

Variance

Variance

0,317
0,01825

ANEXOS
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Independent t-Test on Datal col(A) and col(B):

Data Mean Variance
A 0,98 0,317

B 1,26 0,028

t = 1,06594

p = 0,31756

At the 0,05 level,
the two means are NOT significantly different.

TERCEIRA HORA

T3 X PADRAO
2/12/06 15:07

Independent t-Test on Datal col(A) and col(B):

Data Mean Variance
A 0,98 0,317

B 0,93 0,01825
t = -0,19309

p = 0,8517

At the 0,05 level,
the two means are NOT significantly different.

F3 X T1

22/12/06 15:10

Independent t-Test on Datal col(A) and col(B):

Data Mean Variance
A 0,98 0,317

B 1,26 0,028

t = 1,06594

p = 0,31756

At the 0,05 level,

ANEXOS
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the two means are NOT significantly different.

QUARTA HORA

T3 X PADRAO

22/12/06 14:58

Independent t-Test on Datal col(A) and col(B):

Data Mean Variance
A 0,84 0,243

B 0,85 0,01375
t = 0,04413

p = 0,96588

At the 0,05 level,
the two means are NOT significantly different.

T3 XT1

22/12/06 14:59

Independent t-Test on Datal col(A) and col(B):

Data Mean Variance
A 0,84 0,243

B 1,24 0,063

t = 1,6169

p = 0,14456

At the 0,05 level,
the two means are NOT significantly different.
QUINTA HORA

T3 X PADRAO

22/12/06 15:01
Independent t-Test on Datal col(A) and col(B):

Data Mean Variance

ANEXOS
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A 0,82 0,217 5
B 0,79 0,01675 5

t = -0,13875

p = 0,89308

At the 0,05 level,
the two means are NOT significantly different.

T3XT1

22/12/06 15:03

Independent t-Test on Datal col(A) and col(B):

Data Mean Variance N
A 0,82 0,217 5
B 0,96 0,023 5
t = 0,63901
p = 0,54068

At the 0,05 level,
the two means are NOT significantly different.

SEXTA HORA

T3 X PADRAO

22/12/06 15:04

Independent t-Test on Datal col(A) and col(B):

Data Mean Variance N
A 0,64 0,133 5
B 0,69 0,04425 5
t = 0,26556
p = 0,79729

At the 0,05 level,
the two means are NOT significantly different.

ANEXOS
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T3 XT1

22/12/06 15:05

Independent t-Test on Datal col(A) and col(B):

Data Mean Variance N
A 0,64 0,133 5
B 0,66 0,023 5
t = 0,11323
p = 0,91264

At the 0,05 level,
the two means are NOT significantly different.
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ANEXO 11l - ANALISE ESTATISTICA — (PLACEBO F8 X PADRAO -
PROFENID) E (PLACEBO F8 X TRATADO - F8)

TEMPO ZERO

F8 X PADRAO
22/12/06 15:15

Independent t-Test on Datal col(A) and col(B):

Data Mean Variance N
A 0,7 0,095 5
B 0,47 0,06325 5
t = -1,29283

p = 0,23216

At the 0,05 level,
the two means are NOT significantly different.

F8 X T2

22/12/06 15:17

Independent t-Test on Datal col(A) and col(B):

Data Mean Variance N
A 0,7 0,095 5
B 0,54 0,013 5
t = -1,08866
p = 0,30801

At the 0,05 level,
the two means are NOT significantly different.

TEMPO UMA HORA

F8 X PADRAO

22/12/06 15:19

Independent t-Test on Datal col(A) and col(B):

Data Mean Variance N
A 1,22 0,152 5
B 0,63 0,02825 5

t = -3,10742
= 0,0145




CARVALHO,A.L.M

At the 0,05 level,
the two means are significantly different.

F8 X T2

22/12/06 15:21

Independent t-Test on Datal col(A) and col(B):

Data Mean Variance
A 1,22 0,152

B 1,09 0,0205

t = -0,6999

p = 0,50383

At the 0,05 level,
the two means are NOT significantly different.

SEGUNDA HORA

F8 X PADRAO

22/12/06 15:22

Independent t-Test on Datal col(A) and col(B):

Data Mean Variance
A 1,34 0,053

B 0,99 0,01925
t = -2,91162

p = 0,01954

At the 0,05 level,
the two means are significantly different.

F8 X T2

22/12/06 15:23

Independent t-Test on Datal col(A) and col(B):

Data Mean Variance

ANEXOS
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A 1,34 0,053 5
B 1,03 0,0095 5

t = -2,77272

p = 0,02419

At the 0,05 level,
the two means are significantly different.

TERCEIRA HORA

F8 X PADRAO

22/12/06 15:24

Independent t-Test on Datal col(A) and col(B):

Data Mean Variance N
A 1,2 0,085 5
B 0,93 0,01825 5
t = -1,8789
p = 0,09707

At the 0,05 level,
the two means are NOT significantly different.

F8 X T2

22/12/06 15:24

Independent t-Test on Datal col(A) and col(B):

Data Mean Variance N
A 1,2 0,085 5
B 1,02 0,012 5
t = -1,29232
p = 0,23232

At the 0,05 level,
the two means are NOT significantly different.

QUARTA HORA

F8 X PADRAO
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22/12/06 15:25

Independent t-Test on

Data Mean
A 1,22
B 0,85
t = -2,03217

p = 0,0766

At the 0,05 level,
the two means are NOT

F8 X T3

22/12/06 15:25

Independent t-Test on

Data Mean
A 1,22
B 0,94
t = -1,56525

p = 0,15616

At the 0,05 level,
the two means are NOT

QUINTA HORA

F8 X PADRAO

22/12/06 15:26

Independent t-Test on

Data Mean
A 1,15
B 0,79
t = -2,38155
p = 0,04444

At the 0,05 level,

Datal col(A) and col(B):

Variance

significantly different.

Datal col(A) and col(B):

Variance

significantly different.

Datal col(A) and col(B):
Variance

0,0975
0,01675

the two means are significantly different.

F8 X T2

ANEXOS
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22/12/06 15:27

Independent t-Test on Datal col(A) and col(B):

Data Mean
A 1,15
B 0,74
t = -2,53784
p = 0,03483

At the 0,05 level,

Variance

the two means are significantly different.

SEXTA HORA

F8 X PADRAO

22/12/06 15:30

Independent t-Test on Datal col(A) and col(B):

Data Mean
A 1,06
B 0,69
t = -2,46941

p = 0,03875

At the 0,05 level,

Variance

0,068
0,04425

the two means are significantly different.

F8 X T2

22/12/06 15:31

Independent t-Test on Datal col(A) and col(B):

ANEXOS
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Data Mean Variance N
A 1,06 0,068 5
B 0,56 0,063 5

t = -3,08901
= 0,01491

At the 0,05 level,
the two means are significantly different.




CARVALHO,A.L.M ANEXOS

ANEXO V- Atividade antiinflamatoria.

F3 - DESVIO PADRAO

1,8 -
- 4 —=—PROFENID
£ 1,6 - —@®— PLACEBO F3
< . —A—F3
>
w 1,4 -
a)
Lu ] —_—
8 1,2 o — \
gl,o— /s
) T / \
6 0,8 — //////// T
>
7)) 0,6 -
8 1 /
< 0,4 A
[a)
\Lu -1
= 0,24

T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350 400

TEMPO (min.)

FIGURA 1 - Efeito das formulagdes F3, Profenid® (25 mg/cm?) por via tépica sobre o modelo
edema de patas induzido por carragenina em ratos Wistar adultos. *P <0,05 comparado com o
controle que recebeu apenas o placebo F3 (formulagdo sem farmaco). Teste “t” de student.

—e@—PLACEBO F8
1,4 4 } — & F8
™ //////// \\\\\\\\ I \\\\\\\\} }

MEDIA DO VOLUME DO EDEMA (mL)

0,4

1,0 - \§i§\§
%ﬁ/ §%

0 50 I 1(|)0 I 15|0 I 2(|)0 I 25|0 I 3(;0 I 3&':0 I 4(|)0
TEMPO (min.)
Figura 2 - Efeito das formula¢des F8, PROFENID® (25mg/cm?) por via topica sobre o modelo

edema de patas induzido por carragenina em ratos Wistar adultos. *P <0,05 comparado com o
controle que recebeu apenas o placebo F8 (formulagdo sem farmaco). Teste “t” de student.
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INSTRUCOES AOS AUTORES

e Escopo e politica
e Forma e preparacdo de manuscritos
e Envio dos manuscritos

A REVISTA BRASILEIRA DE CIENCIAS
FARMACEUTICAS/Brazilian Journal of Pharmaceutical
Sciences tem por finalidade publicar os seguintes tipos de
publicacdo: Artigos originais relacionados com as areas
de conhecimento das Ciéncias Farmacéuticas, Trabalhos
de atualizacao ou de revisao, que serao incluidos quando
solicitados a especialistas pela Comissdo de Publicaces ou
quando submetidos em forma de Abstract para avaliagéo
quanto ao interesse. Ressalta-se a necessidade de se incluir
visdo critica dos autores, inserindo os seus trabalhos no
tema e avaliando em relacao ao estado de arte no Pais.
Notas Prévias relativas a novas metodologias e resultados
parciais, cuja originalidade justifique a publicacao rapida.
Nesse caso, o limite é de 2.000 palavras, excluindo-se
tabelas, figuras e referéncias. Pode-se incluir, no maximo,
uma figura, tabela e 10 referéncias. Resenhas elaboradas
por especialistas segundo sugestdo da Comissao de
Publicactes. Suplementos tematicos e aqueles relativos a
eventos cientiificos podem ser publicados mediante
aprovacao prévia da Comissdo de Publicacfes. Os trabalhos
elaborados por especialistas nacionais e estrangeiros
podem ser apresentados em lingua portuguesa, inglesa ou
espanhola. Devem ser originais e inéditos e destinar-se
exclusivamente & REVISTA BRASILEIRA DE CIENCIAS
FARMACEUTICAS/ Brazilian Journal of Pharmaceutical
Sciences.

Escopo e politica

Os manuscritos submetidos a Revista, que atenderem as
"Instrucdes aos autores", sdo encaminhados ao Editor
Cientifico, que indicara dois revisores especialistas no tema
abordado (veja Relagdo dos Consultores - 2003 e grafico
10). Apods a revisdo, cujo carater andnimo é mantido
durante todo o processo, 0s manuscritos sao enviados a
Comisséo de Publicagédo, que decidira sobre a publicacéo.
Manuscritos recusados, passiveis de reformulacéo, poderéo
ser re-submetidos ap6s reestruturacdo, como novo trabalho,
iniciando outro processo de avaliagdo. Manuscritos
condicionados a reestruturacado serao reavaliados pelos
revisores. Manuscritos enviados aos autores para revisao
devem retornar a Editoria dentro de, no maximo, dois
meses, caso contrario terdo o processo encerrado.



http://www.scielo.br/revistas/rbcf/pinstruc.htm#001#001
http://www.scielo.br/revistas/rbcf/pinstruc.htm#002#002
http://www.scielo.br/revistas/rbcf/pinstruc.htm#003#003
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Forma e preparacédo de manuscritos

Instrucdes para apresentacado dos trabalhos
1. Estrutura dos originais
1.1.Cabecalho: constituido por:

- Titulo do trabalho: deve ser breve e indicativo da exata
finalidade do trabalho.

- Autor(es) por extenso, indicando a(s) instituicdo(6es) a(s)
qual(is) pertence(m) mediante niumeros. O autor para
correspondéncia deve ser identificado com asterisco,
fornecendo o endere¢o completo, incluindo o eletrbnico.
Estas informacdes devem constar em notas de rodapé.

1.2 Resumo (em portugués): deve apresentar a
condensacao do conteudo, expondo metodologia, resultados
e conclusdes, nao excedendo 200 palavras. Os membros da
Comisséo poderao auxiliar autores que ndo sdo fluentes em
portugués.

1.3 Unitermos: devem representar o conteddo do artigo,
evitando-se os de natureza genérica e observando o limite
maximo de 6(seis) unitermos.

1.4 Introducéo: deve estabelecer com clareza o objetivo
do trabalho e sua relagdo com outros trabalhos no mesmo
campo. Extensas revisfes de literatura devem ser
substituidas por referéncias aos trabalhos bibliogréaficos
mais recentes, onde tais revisdes tenham sido
apresentadas.

1.5 Material e Métodos: a descricdo dos métodos usados
deve ser breve, porém suficientemente clara para
possibilitar a perfeita compreensao e repeticao do trabalho.
Processos e Técnicas ja publicados, a menos que tenham
sido extensamente modificados, devem ser apenas referidos
por citacdo. Estudos em humanos devem fazer referéncia a
aprovacdo do Comité de Etica correspondente.

1.6 Resultados e Discussédo: deverdo ser acompanhados
de tabelas e material ilustrativo adequado, devendo se
restringir ao significado dos dados obtidos e resultados
alcancados. E facultativa a apresentacéo desses itens em
separado.

1.7 Conclusfes: Quando pertinentes, devem ser
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fundamentadas no texto.

1.8 Resumo em inglés (ABSTRACT): deve acompanhar o
conteddo do resumo em portugués.

1.9 Unitermos em inglés: devem acompanhar os
unitermos em portugués.

1.10 Agradecimentos: devem constar de paragrafos, a
parte, antecedendo as referéncias bibliogréficas.

1.11 Referéncias bibliogréaficas: devem ser organizadas
de acordo com as normas da ABNT NBR-6023, ordenadas
alfabeticamente no fim do artigo incluindo os nomes de
todos os autores.

A exatidao das referéncias bibliograficas é de
responsabilidade dos autores.

2. Apresentacao dos originais

Os trabalhos devem ser apresentados em lauda padréo (de
30 a 36 linhas com espaco duplo) em trés vias e disquete
31/2" alta densidade. Utilizar Programa Word for Windows.
Os autores devem encaminhar o trabalho acompanhado de
oficio.

No caso de apresentacdo de copia impressa, a versao
definitiva do trabalho aceito devera ser enviada em
qualquer suporte eletrénico, que podera ser encaminhado
em trés vias impressas ou via eletrdnica
(http//:-www.rbcf.br).

3. Infomacdes adicionais

3.1 Citacao bibliografica: As citacdes bibliograficas devem
ser apresentadas no texto pelo(s) nome(s) do(s) autor(es),
em letras maiusculas e seguida do ano de publicagdo. No
caso de haver mais de trés autores, citar o primeiro e
acrescentar a expresséo et al.

3.2 llustragles: As ilustraces (graficos, tabelas, formulas
quimicas, equac¢des, mapas, figuras, fotografias, etc) devem
ser incluidas no texto, o mais préximo possivel das
respectivas citacfes. Mapas, figuras e fotografias devem
ser, também, apresentados em arquivos separados e
reproduzidas em alta resolucéo(800 dpi/bitmap para tracos)
com extenséo tif. e/ou bmp. No caso de ndo ser possivel a
entrega do arquivo eletrénico das figuras, os originais
devem ser enviados em papel vegetal ou impressora a



http://www.scielo.br/revistas/rbcf/http/:www.rbcf.br
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laser.

llustracdes coloridas somente serdao publicadas mediante
pagamento pelos autores.

As tabelas devem ser numeradas consecutivamente em
algarismos romanos e as figuras em algarismos arabicos,
seguidos do titulo. As palavras TABELA e FIGURA devem
aparecer em mailsculas tanto na apresentacéo.

3.3 Nomenclatura: pesos, medidas, nomes de plantas,
animais e substancias quimicas devem estar de acordo com
as regras internacionais de nomenclatura. A grafia dos
nomes de farmacos deve seguir, no caso de artigos
nacionais, as Denominacdes Comuns Brasileiras (DCB) em
vigor, podendo ser mencionados uma vez (entre parénteses,
com inicial mailscula) os registrados.

Envio de manuscritos

Os trabalhos devem ser remetidos para o seguinte
endereco:

Revista Brasileira de Ciéncias Farmacéuticas/Brazilian
Journal of Pharmaceutical Sciences

Divisdo de Biblioteca e Documentacdo do Conjunto das
Quimicas/USP

Av. Prof. Lineu Prestes, 950

Caixa Postal 66083

05315-970 - Sao Paulo - SP - Brasil

Contato telefénico: Fone: (011) 3091.3804 FAX: (011)
3097.8627

E-mail: rbcf@usp.br

[Home] [Sobre a revista] [Corpo editorial] [Assinaturas]

© 2007 Revista Brasileira de Ciéncias Farmacéuticas

Av. Prof. Lineu Prestes, n.950 - Cidade Universitaria - Caixa Postal 66083
05315-970 Sao Paulo SP Brasil
Tel.: +55 11 3091.3804
Fax: +55 11 3097.8627

Mail
rbcf@usp.br
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http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_serial&lng=pt&pid=1516-9332&nrm=iso/
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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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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