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RESUMO

O cetoconazol (CTZ) ¢ um antifingico imidazdlico de amplo espectro, administrado
tipicamente pela via oral (200 ou 400 mg por dia) ou topicamente (creme 2% aplicado duas
vezes ao dia). A eficdcia da terapia topica depende das caracteristicas de liberagdo do
tarmaco, do veiculo e da farmacocinética da substdncia ativa no tecido cutineo, ou seja, de
como ela se difunde através da pele. No presente trabalho, duas formula¢des comerciais (A e
B), uma manipulada (C) e trés desenvolvidas (D2:0; El:1 e F0:2) contendo CTZ na
concentraciio de 20 mg/g, foram estudadas quanto as caracteristicas fisico-quimicas e quanto
ao comportamento biofarmac€utico/bioequivalente topico, através de medidas adequadas do
ativo na camada do estrato cdrneo (EC). Uma metodologia in vivo denominada tape-siripping
ou “remogdo do estrato cérneo” por fitas adesivas foi utilizada para medir a velocidade ¢
extensfo da penetragio do CTZ no EC do antebrago de voluntarios sadios.. Um sistema
bicompartimental de difusfio vertical com membrana sintética (acetato de celulose) ¢
membrana natural (pele suina) foi empregado para avaliar in vifro a taxa de liberacdo ¢ a
avaliagdo da penetragdo e eventual permeacgdo do farmaco, respectivamente. Todas as
amostras foram analisadas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), com
método previamente validado. Nos estudos in vive, as quantidades de farmaco determinadas
no EC (ug/mg) para cada tempo da aplicagdo foram analisadas estatisticamente empregando-
se andlise da varidncia (ANOVA) considerando dois fatores: Fator | = tratamento com dois
niveis e Fator 2 = antebragos (esquerdo e direito). Dentre os produtos avaliados somente
entre A e C houve diferenga estatisticamente significativa (p < 0,05). Os ensajos de liberagdo,
através da avaliag@o do fluxo de farmaco para o meio aceptor, evidenciaram agrupamento das
formulagdes em duas categorias distintas entre si com fluxo entre 2,41, 2,16 e 2.49 ug/cmz/h
compreendendo A, B e F0:2 (p = 0,171) e outra com fluxo entre 5,85, 6,28 ¢ 7.21pg/em™/h
para C, D2:0 e El:1 (p = 0.478) pela ANOVA com a = 0,05. A quantidade de CTZ nos
estratos cutdneos da pele suina diminuiu com a profundidade, ou seja, na derme foi detectado
menor quantidade de farmaco apos aplicagéo das formulagées A, B e F0:2 e ndo foi detectado
sua presenga na solucdo receptora. As formulagdes A, B e F0:2 nfo apresentaram um perfil de
penetragdo cutdnea na epiderme e na derme estatisticamente diferente ao nivel de 5% (p =
0,609 e p = 0,269, respectivamente). A bioequivaléncia foi avaliada empregando os dados
obtidos nos estudos in vivo, de acordo com os critérios das razdes (ASCo.240min) €ntre 0s
produtos B, C e F0:2 em relagdo a A (considerado referéncia) com intervalo de confianca de
90% (IC 90%). Considerando o limite de 80-125%, as formula¢gdes ndo seriam
bioequivalentes, pois existe uma grande diferenca entre os produtos A e B, entre Ae C,ja Ae
F apresentam intervalo mais proximo do limite citado. Com base nesses resultados, a
formulagiio do produto F poderia ser indicada a um possivel desenvolvimento de genérico do
produto A.

Palavras chaves: cetoconazol, bioequivaléncia, fape-stripping, in vitro.
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ABSTRACT

Ketoconazole (KTZ) is an imidazolic antifungal, of broad-spectrum, typically administered
orally (200 or 400 mg per day) or topically (2% cream, applied twice daily). The efficacy of
the topical therapy depend on the characteristics of the drug’s release, of the vehicle and of
the active substance’s pharmacokinetic in the cutaneous tissue, in other words, on how this
substance diffuses through the skin. On this paper, two commercial formulations (A and B),
one manipulated (C) and three developed (D2:0; E1:1 and F0:2) containing KTZ on the
concentration of 20 mg/g, were studied in relation to the physical-chemical characteristics
and to the bioavailability/bioequivalence topic behave by an adequate active layer’s
measurement of the stratum corneum (SC). The methodology in vivo called as tape stripping
or “stratum corneum remotion” by adhesive tapes was proposed to measure the rate and KTZ
penetration’s extension in the SC of healthy volunteers’ forearm. A bicompartmental system
of vertical diffusion with sintetic membrane (celullose acetate) and natural membrane
(porcine skin) was used to evaluate in vitro the rate of release and the penetration evaluation
and eventual drug permeation, respectively. All samples were then submitted to HPLC
analysis by previously validated method. In the studies in vivo the amount of drug determined
in the SC (ng/mg) for each application time was analyzed using variance’s analysis
(ANOVA) considering two factors: Factor 1 = treatment with two levels and Factor 2 =
forearm (left and right). Among the products evaluated there was only between A and C a
statistically significant difference (p < 0,05). The assays of release, through the evaluation of
the drug flow to the receptor chamber, evidenced the grouping of formulations in two
categories, different among themselves, with flow among 2.,41; 2,16 and 2,49 pg/cm?/h
comprehending A, B and F(0:2) (p = 1,171) and other with flow among 5,85; 6,28 and 7,21
ng/cm?h and to C, D2:0 and E1:1 (p = 0,478) by ANOVA with o = 0,05. The amount of
KTZ in the cutaneous stratum of porcine skin decreased with the depth, in other words, a
lower value for drug was detected in the dermis after formulations’ application A, B and F0:2
and its presence was not detected in the receptor solution. Formulations A, B and F0:2 did
not present a cutaneous penetration’s profile, in the epidermis and dermis, statistically
different by level of 5% (p = 0,6097 ¢ p = 0,269, respectively). Bioequivalence was
evaluated using datas obtained from studies in vivo, according to criterias of reason_(ASCy.
240min) @mong the products B, C and F in relation to A (considered as reference) with interval
of confidence of 90% (IC 90%). Considering the 80-125% limit, the formulations would not
be bioequivalents, because there is a big difference among products A and B, A and C; now A
and F present the nearest interval to the quoted limit. Basing on these results, the formulation
of the product F could be indicated a possible generic development of product A.

Key words: ketoconazole, bioequivalence, tape stripping, in vitro.
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L.1. Introducio geral

Os medicamentos podem penetrar na pele intacta apos aplicagdo, através das paredes
dos foliculos pilosos, das glandulas sudoriparas ou sebaceas ou por entre as células da camada
cérnea (BARRY, 1987; POTTS; GUY, 1992; SINGH; SINGH, 1993; BLANCO et al., 2003).

A camada cérnea tem a propriedade de reter na sua estrutura substincias ativas
resultando no assim chamado “efeito reservatério”. A liberagdo progressiva desta reserva
conduz a efeitos prolongados. Os farmacos que a atravessam podem se concentrar nas partes
profundas da pele e nas regiGes subcutineas, o que é favordvel as ag¢bes locais. Numerosas
substdncias podem assim se acumular na pele em diferentes niveis (RIVIERE, 1993).

O estrato corneo (EC), sendo um tecido queratinizado, comporta-se como uma
membrana artificial semipermeavel e as moléculas das substincias ativas penetram por
difusdo passiva. Assim, a velocidade de movimentagdo de um farmaco através dessa camada
da pele depende da concentragdo do mesmo no veiculo, de sua solubilidade, do coeficiente de
difusdo e do coeficiente de particdo entre o EC e o veiculo. As substincias que tem
caracteristicas de solubilidade tanto em agua quanto em lipidios sdo boas candidatas a difusdo
através do EC, bem como nas camadas epidérmica e dérmica (SURBER et al., 1990).

Nas infecgdes superficiais por dermatéfitos, o agente patogénico pode localizar-se nas
camadas mais externas da pele, isto €, o EC, ou nos apéndices cutdneos, de modo que o
farmaco administrado topicamente deve ser liberado, nesses locais, em concentragdes
adequadas para inibir o crescimento do fungo (DIXON et al., 1978; HEEL et al., 1982;
PERSHING; CORLETT; JORGENSEN, 1994; SHAH et al., 1998).

No tratamento destas infec¢des, a terapia topica deveria ser preferida em relagdo a
administragdo oral. De fato, a concentragdo do farmaco requerida para desenvolver a
atividade antimicética no sitio alvo, deveria ser mais facilmente alcangada apos a dosagem

topica, se o farmaco fosse liberado e absorvido adequadamente. A resposta terapéutica, por
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conseguinte, dependerd dos processos de liberagdo do farmaco da forma semi-sélida que o
contém, da penetragdo da substdncia ativa nas camadas da pele, da velocidade de eliminagéo
do firmaco da pele e do desencadeamento do efeito desejado propriamente dito (SHAH et al.,
1998).

A terapia antifiingica cutdnea, com derivados imidazdlicos como o cetoconazol (CTZ),
pode ser conduzida pelas vias oral, parenteral e topica. A indica¢io da melhor via depende da
gravidade da infec¢do dermatofita (SHUSTER, 1984).

O CTZ ¢ um antifingico imidazélico de amplo espectro. E administrado tipicamente
pela via oral (200 ou 400 mg por dia) ou topicamente (creme 2% aplicado duas vezes ao dia).
Mostra-se eficaz contra vérias infecgdes cutdneas superficiais como candidiase, pitiriase
versicolor, tinea cruris (pedis ou corporis) e dermatéfitos (SHUSTER, 1984; MCGRAWTH;
MURPHY, 1991; LESHER, 1996; SKIKA et al., 2000).

Em geral, a administragdo tdpica resulta em baixas concentragdes na circula¢do
sanguinea, reduzindo assim os possiveis efeitos toxicos do farmaco, mas dificultando a
determinagio de sua concentra¢do em niveis plasmaticos. Tem-se discutido que a camada do
estrato cutdneo € mais indicada para uma medida adequada e mensuravel da
biodisponibilidade tdpica do farmaco, objetivando avaliar o perfil de concentra¢do versus
tempo do farmaco na pele. De acordo com SHAH et al. (1998), esta abordagem vem sendo
denominada de dermatofarmacocinética (DFC).

Uma metodologia sugerida ¢ a técnica de fape stripping, ou seja, “remogdo do EC” por
sucessivas aplicagdes de uma fita adesiva adequada, resultando em remogdo do tecido com a
extragdo e analise do farmaco (DREHER et al., 1998; SHAH et al., 1998; SHAH et al., 1999;
PERSHING, 2001). O EC é o sitio alvo para o tratamento de micoses, desta forma, determinar

o perfil de concentragio do farmaco em fungdo do tempo neste tecido poderia indicar



Capitulo I - Introducado Geral e Objetivos 4

diretamente a biodisponibilidade local da substdncia ativa e, conseqiientemente, a cficacia da
formulagéo aplicada.

Por outro lado, a determinagdo da velocidade de liberagdo do farmaco de preparagdes
semi-solidas pode prover o controle de qualidade das formulagdes sob aspecto
biofarmacéutico. Nesta metodologia pode ser empregado um modelo bicompartimental,
conhecido como célula de difusdo vertical e membrana sintética (UNITED STATES, 1997).
Para tal, podem-se empregar membranas artificiais como acetato de celulose, nitrato de
celulose e polissulfona (HAIGH; SMITH, 1994), as quais nfio oferecem resisténcia a
passagem do farmaco do compartimento doador para o compartimento receptor.
proporcionando, desta forma, a quantificagdo do farmaco neste dltimo, em fun¢éo da parti¢do
entre o veiculo e o meio aceptor.

No sistema de células de difusdo, pode-se também utilizar pele natural (humana ou
animal) para conhecer o comportamento biofarmacéutico de uma formulagdo, no que diz
respeito a penetragdo e/ou permeacdo do farmaco. Dentre os varios tipos de pele animal (rato,
cobaio, camundongo com e sem pélo, macaco rhesus, cobra) que podem ser utilizadas,
recentemente, tem-se empregado a pele suina devido a sua similaridade com a pele humana.
(HAIGH; SMITH, 1994; SEKKAT; KALIA; GUY, 2002; MEDI; SINGH, 2003).

As formulagdes empregadas no tratamento das afecgdes topicas sdo preparagdes de
consisténcia semi-solidas destinadas a serem aplicadas sobre a pele ou sobre determinadas
mucosas a fim de exercer uma agdo local ou de promover a penetragdo percutdnea de
principios medicamentosos.

Dependendo do seu comportamento reoldgico, da sua adesividade, os semi-sélidos
podem aderir a superficie de aplicagdo por periodos suficientemente longos até serem

removidos. Essa propriedade auxilia a prolongar a liberagdo do medicamento no local de
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aplicagfo, apresentando vantagens em termos de facilidade de aplicagfo, e capacidade de
liberago topica de uma ampla variedade de farmacos (IDSON; LAZARUS, 2001).

O conhecimento do comportamento dessas ‘ formula¢des sob aspecto de
biodisponibilidade in vivo e liberagio in vitro permite aprimoramento dos produtos € melhor
controle quando se fazem necessérias alteragdes de escala produtiva (scale-up/down) e/ou

componentes da formula¢do pos-aprovagdo do medicamento.

1.2. Objetivos

Geral:

Realizar estudos biofarmacotécnicos com formulagdes tépicas de cetoconazol (CTZ),
farmaco antiftingico, derivado imidazdlico sintético, empregado no tratamento de micoses
superficiais, no que se refere a:

1. Avaliagdo da taxa de liberagdo do farmaco in vitro, empregando células de difusdo

tipo Franz com membrana artificial (acetato de celulose);

o

Avalia¢do da penetragdo e permeagdo de CTZ empregando células de difusdo com
membrana natural (pele suina);
3. Avalia¢dio da captagdo e quantificagdo de CTZ pela pele através da técnica fape

Stripping in vivo.
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I1.1. Estrutura da pele e vias de penetrac¢io cutinea

A pele é uma membrana heterogéna composta principalmente de duas partes:
epiderme e derme. A derme contém capilares, glandulas sebaceas ou sudoriparas, foliculos
pilosos e nervos. A epiderme é avascular, possui uma estrutura multilamelar que representa os
diferentes estdagios da diferenciagdo celular. Em movimento ascendente de proliferagdo da
camada basal, as células alteram de forma ordenada, metabolicamente ativa e divididem-se
em células densas, funcionalmente mortas, queratinizadaé, os cornedcitos. Estas ultimas
células sdo envolvidas por bicamada lipidica multilamelar constituindo a ultima camada da
epiderme, o estrato cérneo (EC) (MOSER et al., 2001). A figura I1.1 representa a organizagio

estratificada da pele, adaptada de ANSEL; POPOVICH; ALLEN (2000).

Figura II.1 - Organizagdo estratificada da pele, adaptada de ANSEL; POPOVICH: ALLEN. (2000).

O EC ¢é constituido pela superposi¢do de células completamente queratinizadas,
anucleadas, formando lamelas muito alongadas de 0,5 a 0,8 pm de espessura e até 30 pm de

comprimento. chamadas corneécitos (AGACHE et al., 1994; ASBILL; MICHNIAK, 2000).
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Estes podem ser simbolizados como “tijolos” da parede de barreira, que estdo assentados em
regides lipidicas que agem como uma “argamassa” para ligar os cornedcitos (JUNGINGER;
HOFLAND; BOUWSTRA, 1992).

Os cornedcitos sdo compostos principalmente de derivados de proteinas fibrosas que
sdo denominadas queratinas. Eles sdo aproximadamente hexagonais, e representam cerca de
80% do volume da camada cérmea (WARD; DU REAU, 1990).

As células do EC sdo unidas através de estruturas como desmossomas € através de
efeitos coesivos dos lipideos intercelulares. A descamagdo da altima camada do estrato
cdrneo, o estrato “disjunctum”, é resultante de processos enzimaticos envolvendo proteases e
lipases que atuam sobre os desmossomas e lipideos intercelulares, respectivamente (JASS;
ELIAS, 1991).

O canal intercelular do estrato corneo € principalmente composto de lipideos neutros e
ceramidas, e também contendo glicoproteinas, desmossomos, enzimas ativas e produtos
secretados pelas glandulas sebiaceas (PETERSEN, 1992).

De acordo com PETERSEN (1992), o estrato cérneo é formado em quatro estagios
durante o processo de diferenciagdo, iniciando com a divisdo celular na camada basal da
epiderme:

a) Primeiro estagio: as células da camada basal, queratindcitos, formam filamentos de
queratina. Esta proteina ndo ¢ secretada da célula, mas permanece em parte no citoplasma. Os
lipideos formados consistem principalmente de fosfolipideos e uma pequena quantidade de
lipideos ndo-polares e acidos graxos livres.

b) Segundo-estdgio: com migra¢do das células para a camada espinosa, as fibrilas de

queratina tornam-se mais estruturadas e facilmente detectdveis por microscopio.
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¢) Terceiro estdagio: no estado granuloso, a queratina preenche completamente o
interior da célula. Neste estagio, sdo encontrados os seguintes lipideos: colesterol, ceramidas e
glicolipideos.

d) Quarto estdgio: cornificagio e desenvolvimento da barreira lipidica. Os
queratindcitos morrem wmn apds o outro, tornam-se desprovidos de organelas e rigidos,
cornificando-se. As células mais velhas desprendem-se e ocorre a descamagéo.

Durante o ultimo estagio do processo de diferenciagdo, os corpos lamelares ou
granulares se distribuem no espago intercelular e secretam os componentes que formam a
barreira de lipideos da bicamada da membrana. Esta barreira ¢ composta de 40-49% de
ceramidas; 20-25% de colesterol; 10% de sulfato de colesterila; 0,7% de éster de colesterila;
0,1% de fosfolipideos; 2,6% de triacilglicerdis e cerca de 25% de acidos graxos livres
(JUNGINGER; HOFLAND; BOUWSTRA, 1992; FORSLIND, 1994).

Nota-se que existe uma variagdo no contetido de lipideos do EC que corresponde
aproximadamente as propriedades de permeabilidade da barreira.

Embora o EC seja composto de células mortas, ele ¢ um local de consideravel
atividade metabdlica. Contudo. ao contrario dos outros tecidos. sua atividade é extracelular,
devido a enzimas excretadas pelos corpos de Odland. As enzimas (geralmente hidrolases)
contidas nestas estruturas sdo excretadas junto com as bicamadas glicoceramidicas, entre o
estrato granuloso e o EC. As reac¢des catalisadas por estas enzimas sfo responsaveis pela
constituicdo das bicamadas lipidicas, pela diferenciacio celular e pela protecdo contra os
corpos estranhos (FORESTIER, 1992).

De acordo com ABRAHAM e DOWNING (1989), o EC ¢ um tecido altamente
especializado, funcionando como uma barreira de prote¢do contra a perda de &gua
transepidérmica e penetragdo de outros produtos do meio ambiente IMOKAWA; AKASAKI;

KUNO, 1989; MOSER et al., 2001).
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Além disso, a pele e, em particular, o EC constitui uma barreira efetiva para a
permeacio de farmacos. Uma demonstragdo disso ocorre quando a ultima camada ¢é stripped
com fita adesiva, aumentando a permeabilidade para 4gua e outros compostos (ASBILL;
MICHNIAK, 2000). Esta camada freqiientemente controla os processos de absorcfo
percutanea, sendo uma etapa limitante na velocidade de difusdo (GEINOZ et al., 2002).

A natureza exata sobre a fun¢do de barreira tem sido investigada nos ultimos anos e
recentes avangos em técnicas biofisicas tém promovido interessante compreensio do
mecanismo de absor¢do a niveis moleculares (HADGRAFT, 2001).

Os lipideos da pele s@io organizados em estruturas lamelares. Algumas moléculas de
dgua podem estar incorporadas nas regides interlamelares, entre os principais grupos
hidrofilicos dos lipideos. Como resultado desta estrutura, dominios hidrofilicos alternam-se
com outros lipofilicos, formando-se assim os caminhos para que os farmacos e/ou outras
substincias (como tensoativos) penetrem no EC (JUNGINGER; HOFLAND; BOUWSTRA,
1992).

A permeagfo de fArmacos através da pele inclui a difusfo através da epiderme intacta
e dos apéndices, foliculos pilosos e gldndulas sudoriparas ou sebéaceas. No entanto, estes
ocupam apenas 0,1% do total da superficie da pele e a contribui¢do por esta via é considerada
pequena (MOSER et al, 2000). A figura 1.2 € uma representagfo diagramatica adaptada de

ROBERTS (1997) das potenciais vias de entrada para formulagdes topicas na pele.
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Farmaca na Formulagia

3
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Figura I1.2 - Representacéo diagramatica da absor¢do de farmacos através da pele em direc¢do aos
tecidos mais profundos e para a circulacio sistémica apds atravessar o estrato cérneo. Potenciais vias
de entrada para formulacéo tépica na pele sdo: (1) através das glandulas sudoriparas, (2) através do

. estrato cémeo e (3) através do foliculo piloso.

O estrato cérneo sendo um tecido queratinizado, comporta-se como uma membrana
artificial semipermeavel e os firmacos penetram por difusdo passiva. Assim, a velocidade de
movimentagdo de um medicamento através dessa camada da pele depende da concentragdo e
da solubilidade do farmaco na formulag¢do, assim como da sua particdo neste veiculo; dos
coeficientes de particio e difusido no e através do EC (SURBER et al., 1990; KRIWET;
MULLER-GOYMANN, 1995; MIGRATORI, 2000).

A permeabilidade dos farmacos através do EC pode ser realizada por duas vias: matriz
intercelular (entre os cornedcitos) e transcelular (através dos cornedcitos) (SINGH; SINGH,
1993).

De acordo com MIGRATORI (2000), o transporte de fdarmacos (especialmente
hidrofébicos) pode ocorrer através da via transcelular. Estudos realizados por POTTS e
FRANCOEUR (1991) sobre a difusdo de dgua permitiram observar que uma pequena fragao
polar foi transferida pelo caminho tortuoso (via intercelular) (Figura I1.3). Este transporte

envolve uma interagdo do soluto com os componentes lipidicos e polares do espago
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intercelular  (ROSADO et al., 2003). Por conseguinte, as razdes relacionadas a
impermeabilidade da pele poderiam ser: o caminho tortuoso ¢ 0 problema repetido de difusdo

¢ parti¢cdo através da estrutura da bicamada lipidica (Hadgraft, 2001).

-~ o Tranzanexal
Superticie Intercelular Tranzcelular

da pele ‘ |
E ztrato

‘_
Cameo . -;l
/.,-'-'—h-\._\
T,

" Espaco -
Intercelular Ceramida
Lioideos Acidos
Membrana Agua faraxos

Plasméatica Colesterol  Glhcosil ceramida

Citoplazma daz células

Figura II.3 — Representagio diagramadtica do transporte de formacos através da principal via no estrato
corneo: o espago intercelular.

De acordo com BLANCO et al. (2003), os farmacos administrados pela via tpica ou
transdérmica deveriam possuir propriedades fisico-quimicas especificas: ser altamente
hidrofdbicos ¢ soliveis em 6dleo, e seus pesos moleculares deveriam ser pequenos, em geral
menores que 500 Da.

Como a principal via de penetragdo dos farmacos sdo os canais intercelulares, o
componente lipidico ¢ considerado um determinante da velocidade de transporte cutanco
(POTTS; GUY, 1992; ROBERTS, 1997; WILLIANS; BARRY, 2004).

A absor¢do de substancias aplicadas a pele ¢ importante para a liberagao de farmacos
dentro da pele para efeitos locais em dermatologia; através da pele chegando a absorc¢do
percutdnea para aliviar dores musculares dos tecidos mais profundos ou alcangando a

circulagdo sistémica para tratamento de diversas patologias ndo locais ou distantes. As
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vantagens associadas & via transdérmica em relacfo a outras vias de administragfo envolvem:
ndo ocorre ou ¢ minima a desativagdo por enzimas, logo ndo ha eliminagéo pré-sistémica e

ndo ha interagdes com alimentos (ROBERTS, 1997).

I1.2. Aspectos teéricos sobre mecanismos de penetragio cutinea

O processo de absor¢do cutidnea pode ser definido como o movimento de massa da
substéancia ativa da superficie da pele para a circulagfo geral. Isto inclui penetragdo através do
EC, difusdo através de cada camada da pele, captagfo pelos capilares vizinhos & jun¢do
dermo-epidérmica e, finalmente, transporte para os tecidos alvos para desencadear a agéo
terapéutica (SINGH; SINGH, 1993).

A massa transferida de compostos da superficie da pele para o interior do corpo
através do EC ¢é controlada por simples difusdo passiva (ROUGIER et al., 1990). Existem
muito poucas evidéncias para sugerir que exista algum processo ativo envolvendo a
permeacio na pele (HADGRAFT, 2001).

Entende-se como difusdo o transporte de moléculas mdividuais por uma barreira ou
espago livre, que ocorre segundo um processo aleatorio ¢ que depende de um gradiente de
concentragdo (SINGH; SINGH, 1993; NETZ; GONZALEZ ORTEGA, 2002).

De acordo com RIVIERE (1993), a difusdo através do EC pode ser explicada através
de trés ctapas:

1) O farmaco difunde-se dentro da formulagéo (ou do veiculo) para a superficie do EC;

2) Ocorre uma passagem do farmaco para o interior do EC, controlada pelo coeficiente
de particdo;

3) O farmaco difunde-se através do EC. Esta talvez seja a etapa de maior importancia nos

estudos de permeacgdo cutinea.
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As leis de difusfo de Fick podem ser empregadas para analisar os dados de permeacdo
e predizer este comportamento. A primeira lei de difusdo de Fick (figura I1.4) é empregada
para descrever o fluxo que se estabelece no estado estacionario (SS - steady-state) por area
(Jss) em termos da parti¢io do permeante entre a formulacdo aplicada e a pele (Kp), seu
coeficiente de difusdo (D) no espago intercelular do EC, e o comprimento difusional (h),
quando o gradiente de concentracio permanece constante ao longo do tempo (MOSER,

2000).

MEMERARA,
DoADOR g Co
\ RECEFTOR J=-D de/dx
Cr
Cx Condigio sink

h=x

Figura [1.4 — Esquema de aplicaco da primeira lei de Fick.

De acordo com ROUGIER et al. (1990), o EC pode ser assumido como uma
membrana homogénea (espessura h) e a concentragdo do permeante (C,) dentro da primeira
camada da membrana (x = 0) depende da sua concentra¢fo na formulac¢fo (Cq4) e 0 coeficiente
de particao (Kp) entre a membrana e a formulago:

C0= KpCd

Para todos os valores de tempo, a concentracdo do permeante dentro da tltima camada
da membrana (x = h) obedece a condig¢io sink (logo Cx <<< C, e também C, <<< Cy), assim,
assumindo instantdneo transporte estaciondrio, isto ¢, fluxo imediato e constante no tempo, a
forma integrada da 1? lei de Fick assume a expressfo abaixo:

3. = ADK,/h (C4-C,)

Ou

J.=ADK,/h Cq
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Onde Jg corresponde ao fluxo no estado estacionario (o declive da linha reta), e A a
area de contato.

De acordo com MOSER et al. (2001), trés estratégias para a permeagdo podem ser
postuladas de acordo com a 1° lei de Fick:

1) Aumento do coeficiente de difusdo do permeante na membrana;

2) Aumento da solubilidade do permeante na membrana devido ao aumento da sua
particdo dentro da membrana;

3) Aumento da proporc¢do entre a concentragdo do permeante dissolvido na formulagéo e

a solubilidade deste no veiculo, elevando o grau de saturagdo do mesmo na

formulacéo.

A ultima estratégia estd baseada na interacdo entre o permeante e a formulagio,
enquanto as duas primeiras insinuam um efeito do veiculo sobre a fung¢do de barreira do EC
(por exemplo, a¢do de promotores quimicos dentro do EC e subseqiiente desordem dos
lipideos intercelulares do EC, ou extracdo de tais lipideos por componentes de solvata¢do da
formulagio).

Entretanto, para uma membrana heterogénea como a pele, onde D, K, e h possuem
inter-relagdo complexa, os termos costumam ser reunidos em um Unico parimetro

denominado coeficiente de permeabilidade (P), sendo este essencialmente experimental.
Jss = A.P.AC

Porém, a medida que o EC ¢ uma boa barreira, um longo tempo ¢ requerido para
alcancar SS.

A 2% lei de Fick ¢ aplicada para saber como varia a concentragdo do farmaco no
interior da membrana em func¢io do tempo (SINGH; SINGH, 1993). A mudanga na
quantidade cumulativa do farmaco (Q) que passa através da membrana por unidade de area

como funcdo do tempo € representada na figura IL.5.
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Figura IL.5. Representagdo grafica da 2? let de Fick com indicagio do lag time (t,,).

O emprego dos dados pds-estado estacionario, que sdo lineares, para a analise de
dados e estimagfo dos pardmetros de permeacio (J, D, K;), em experimentos in vitro com
dose infinita, é conhecido como método do time-lag ou lag-time (t;,5) (SHAH, 1993;
NERELLA; BLOCK; NOONAN, 1993).

Quando a linha do SS é extrapolada até o eixo de X (tempo), o intercepto corresponde
ao tie (ROUGIER et al., 1990), que € definido como o tempo em que o gradiente de
concentragéo do farmaco se estabiliza no interior da membrana (figura IL.5).

Assumindo que a concentragiio do fArmaco no compartimento doador € constante, que
a condicio sink € perfeita, que ndo ha degradagio ou ligacdo do permeante na membrana e
que o equilibrio na interface é instantdneo, o desdobramento matematico da 2° lei de Fick,
resultara, no tempo infinito, na expressio abaixo (equagfo do SS):

Q/A =K, D Cy/h (t — h*/6D)

Quando Q = 0 (extrapolacdo da linha SS), o intercepto no eixo X corresponde ao fi,g

(ver figura IL.5); e a equagfo acima resultard em :
t1g = W*/6D
De modo que, pode-se estimar o coeficiente de difusdo (D), conhecendo-se a espessura

da membrana (h).
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IL.2.1. Fatores que influenciam no transporte através da pele

A eficéacia da via topica requer adequada captacdo do farmaco pela pele, durante um
determinado periodo de tempo, para que o agente ativo possa exercer sua a¢do farmacologica.
A resposta terapéutica, por sua vez, dependera dos processos de liberagdo do farmaco da
forma semi-sélida que o contém; penetracdo da substincia ativa nas camadas da pele;
velocidade de eliminagdo do farmaco da pele e o desencadeamento do efeito desejado
propriamente dito (PERSHING; CORLETT; JORGENSEN, 1994).

Os fatores que afetam esses processos sdo multiplos, a saber: caracteristicas fisico-
quimicas do farmaco (solubilidade, coeficiente de parti¢cdo, peso molecular); excipientes
(natureza quimica, propriedades fisicas e mecanicas, lipofilia ou hidrofilia, presenga ou nfo de
tensoativos, pH da formulagfo); regido de aplicagédo e estado geral da pele; grau de hidratagdo

¢ modo de aplica¢do (ANSEL; POPOVICH; ALLEN, 2000).

I1.3. Micoses e Fiarmacos Antimicéticos

As micoses sdo causadas por fungos, vegetal de estrutura rudimentar que ndo tem
caule, raizes ou folhas, nem clorofila (ALY, 1994).

Na maior parte dos casos, os fungos utilizam hidratos de carbono, ja elaborados, como
alimento, porém alguns tém enzimas capazes de transformar gorduras, proteinas, alcoois
superiores e acidos orginicos em alimento. Como essas substincias sdo encontrados em
organismos vivos, os fungos parasitam os homens, animais ou vegetais superiores. Quando
utilizam matéria orgdnica em decomposi¢do encontrada livremente na natureza, nfio sfo
chamados de parasitas, mas sim, de saprofitos (LACAZ; PORTO; MARTINS, 1991).

De acordo com ALY (1994), os fungos sdo classificados em trés categorias:

Schizomycetes sdo considerados fungos inferiores; Mixomycetes, ndo tém espécies que
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parasitam o homem; Eumycetes se dividem em quatro classes, uma das quais compreende
maioria dos fungos que parasitam o homem (classe dos Fungi imperfecti).

As micoses superficiais sdo infecgdes fungicas localizadas nas camadas superficiais da
pele e seus anexos, bem como nas mucosas € zonas cutdneo-mucosas. A palavra finha (do
latim tinea = verme ou traga) foi empregada no passado para designar as lesdes fungicas do
couro cabeludo, unhas e pele glabra, provocada por dermatdfitos (fungos queratinofilicos),
que compreendem os géneros Trichophyton, Microsporum e Epidermophyton (LACAZ;
PORTO; MARTINS, 1991).

Os dermatofitos apresentam uma predilecdo ecoldgica, no que diz respeito a sua
adaptacdo ao meio ambiente, podendo ser divididos em trés grandes grupos em relagfo ao seu
habitat, sendo classificados como geofilicos, zoofilicos e antropofilicos (COSTA et al., 1999).

Quanto a distribui¢do geogréfica, os dermatofitos sdo ubiquitdrios, ndo existindo area
ou grupo de pessoas que se encontrem isoladas destes fungos. A variada distribuicdo
etiologica das dermatofitoses pode ser explicada por dreas onde condigdes geoclimaticas e
sociais sdo extremamente diferenciadas (COSTA et al., 2002).

A freqiiéncia e etiologia das dermatofitoses tém sido avaliadas em vdrias cidades
brasileiras como Goidnia (COSTA et al., 2002), Fortaleza (BRILHANTE et al., 2000); Sdo
Paulo (TALARICO FILHO et al., 1998; CHINELLI et al., 2003); Rio de Janeiro (RAMOS-E-
SILVA et al., 1998) e Porto Alegre (MEZZARI, 1998).

De acordo com a literatura, muitos antifiingicos podem ser empregados no tratamento
de dermatofitoses: acrisorcina, anfotericina B, candicidina, griseofulvina, haloprogina,
nistatina, timol, pomada de whitfield, tintura de castellani (solucdo carbol-fucsina), violeta de
genciana, hipossulfito de sddio (tiossulfato de sédio, Na,S,03 + SH,0), terbinefina, tolnaftato
(LACAZ; PORTO; MARTINS, 1991; DIEHL, 1996; PIERARD; ARRESE; PIERARD-

FRANCHIMONT, 1996; SHEAR et al., 1998).
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Em 1969, houve um grande avango no tratamento de micoses, com a introdu¢do dos
derivados imidazdlicos: o clotrimazol, o miconazol, 0 econazol e em seguida o isoconazol
(WARNOCK; SPELLER, 1982).

Estes compostos possuem atividade terapéutica contra um grande numero de
leveduras, dermatofitos, fungos dimérficos e algumas bactérias gram-positivas (SYMOENS;
CAUWENBERGH, 1983).

O cetoconazol (CTZ) foi sintetizado em 1978 e introduzido na terapéutica por
HEERES et al. (1979), proporcionando um significativo avango na quimioterapia antifingica.

Crescentes avangos na terapia antiftingica sdo representados pelo terconazol de uso
topico, fluconazol de uso oral e parenteral, itraconazol de uso oral, nitrato de sertaconazol de

uso topico (GUPTA; SAUDER; SHEAR, 1994; RAMOS et al., 1998).

11.3.2. Cetoconazol

O CTZ ¢é um antifungico imidazdlico de amplo espectro, constituindo tratamento
seguro e eficaz para as dermatoﬁtoses cronicas e recalcitrantes, bem como para outras
micoses cutineas e sistémicas (DIEHL, 1996).

A base da atividade antifiingica € o bloqueio da conversdo de lanosterol em ergosterol,
necessario para manter a integridade da membrana dos organismos celulares (GUPTA;

SAUDER; SHEAR, 1994).

1L1.3.2.1. Propriedades fisico-quimicas
O CTZ apresenta-se como pd branco, levemente amarelado, facilmente soluvel em
diclorometano, solivel em 4cidos € em metanol, parcialmente solivel em etanol e

praticamente insolivel em 4gua, sendo fotossensivel (BRION, 1999).
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11.3.2.2. Estrutura quimica e sintese orgianica

O CTZ &, quinﬁicamente, cis-1-acetil-4-[4-[[2-(2,4-diclorofenil)-2-(1 H-imidazol-1-
ilmetil)-1,3-dioxolan-4-ilJmetoxi]fenil|piperazina, com peso molecular de 531,4 e ponto de
fusdo de 148 a 152°C. Possui pKa de 3,0 e 6,5 e log P = 3,8 (n-octanol:tampéo pH 10)
(BRION, 1999).

O CTZ apresenta diversos efeitos colaterais como: nduseas, vomitos, desconforto
abdominal, diarréia, tonteiras, cefaléia, diminuig¢do da libido, erup¢do maculopapular,
alteracOes hepdticas, ginecomastia e teratogenicidade (GUPTA; SAUDER; SHEAR, 1994).

A figura [1.4. mostra o esquema de sintese do CTZ: 2.4 dicloroacetofenona ¢é
submetida a uma cicliza¢do com glicerol na presenca do benzeno-1-butanol e do acido p-
toluenossulfonico (1), levando a formagdo do produto (2); este pela agdo do bromo,
transforma-se em cis-2-(2,4-diclorofenil)-2-bromometil-4-hidroximetil-1,3-dioxolano (3), o
qual € benzoilado com cloreto de benzoila, resultando o cis-2-(2,4-diclofenil)-2-bromometil-
4-benzoiloximetil-1,3-dioxolano (4). A condensag¢io deste com 1-H-imidazol produz o cis-2-
(2,4-diclorofenil)-2-(1-H-imidazol-1-metil)-4-benzoloximetil-1,3-dioxolano (5), o qual, em
meio basico, é debenzoilado, dando cis-2-(2,4-diclorofenil)-2-(1-H-imidazol-1metil)-4-
hidroximetil-1,3-dioxolano (6). A rea¢do do (6) com o cloreto de metanosulfonila produz o
cis-2-(2,4-diclorofenil)-2-(1-H-imidazol- 1 -metil)- 1,3-dioxolano-4-metilmetanosulfonato (7).
Finalmente, este composto € condensado com 1-acetil-4-(4-hidrofenil)piperazina, por meio de
hidreto de sddio em benzeno-dimetilsufoxido, produzindo o cis-1-acetil-4-{4-{2-(2,4-
diclorofenil)-2-(1-imidazolil ~ —1-metil)-1,3-dioxilanil-4-metoxi]fenil}piperazina  (cis I)
(PERARO, 2001).

O CTZ ¢ uma mistura racémica de cis (2S,4R) e cis (2R,4S) enantidmeros, agem
inibindo as enzimas do citocromo P450. O isémero cis (2S,4R) ¢ trés vezes mais potente que

seu similar cis (2R,4S). (ROSTEIN et al., 1992).
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Figura I1.6. Esquema de sintese do CTZ (Cis 1)

No mercado brasileiro, 0 CTZ € encontrado sob a forma de comprimidos, contendo

200 mg do farmaco, creme dermatoldgico e xampu, ambos produtos topicos contendo 20

mg/g descritas no Diciondrio de Especialidades Farmacéuticas (DEF, 2002/2003).
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As principais formula¢des farmacéuticas contendo CTZ comercializadas no Brasil

estdo relacionadas na tabela I1.1 (DEF, 2002/2003).

Tabela I1.1 — Principais formulagdes farmacéuticas contendo cetoconazol comercializadas no

Brasil

Nome Comercial Forma Farmacéutica Laboratdrio
Aciderm® Comprimido, creme Sanval
Arcolan® Creme, xampu Galderma
Candiderm® Creme Aché

Candoral® Comprimido Aché
Cetocona® Comprimido Herald’s do Brasil
Cetoconazol Comprimido Bergamo
Cetoconazol Comprimido, creme’, xampu Neo-Quimica
Cetoconazol Comprimido Davidson
Cetoconazol Comprimido Ducto
Cetoconazol Comprimido™ Apotex
Cetoconazol Comprimido” Ranbaxy
Cetoconazol Comprimido™, creme’” Teuto Brasileiro
Cetoconazol Comprimido, creme Sanval
Cetoconazol Comprimido, creme Green Pharma
Cetoconazol Comprimido, creme, xampu Honorterdpica
Cetoconazol Creme™ Medley-Gen
Cetoconazol Creme”, xampu'~ Cristalia
Cetoconazol Comprimido Glicolabor
Cetoconazol Comprimido Knoll/Basf Generix
Cetoconazol Comprimido, creme, Xampu Luper
Cetoconazol Comprimido™", creme””, xampu' EMS
Cetoconazol Comprimido Neovita
Cetoconazol Comprimido, creme, xampu Cimed
Cetoconazol Bunker® Comprimido, creme, Xampu Bunker
Cetoconazol Delta® Comprimido, creme, xampu Delta

Cetoha]® Comprimido Hexal

Cetomed Creme, xampu Cimed
Cetonax® Comprimido’, creme’, xampu’ Janssen-Cilag
Cetonil® Comprimido, xampu Stiefel
Cetozan® Comprimido, creme Royton
Cetozin® Creme Medic

Cetozol® Comprimido, creme, xampu Cazi
Fungiderm® Comprimido, creme Bergamo
Fungoral® Comprimido, creme, xampu Farmion
Ketacon® Comprimido Cellofarm
Ketocon® Comprimido Cibran
Ketomico! Comprimido, creme, xampu Luper

Ketonan® Creme Marjan
Ketonazol Comprimido, creme. xampu Bunker

Lozan® Comprimido, creme, Xxampu Teuto Brasileiro
Miconan® Comprimido, creme Ativus Farmacéutica
Micoral® Comprimido, creme Elofar
Nizoral® Comprimido, creme, Xampu Janssen-Cilag
Noriderm® Comprimido, creme, xampu EMS

Noronal® Comprimido Ducto
Tiracaspa® Xampu Hexal

Triatop® Xampu Johnson & Johnson
Zanoc® Comprimido, creme, xampu Delta

"Medicamento Referéncia, #Medicamento Genérico. Fonte: (DEF, 2002/2003).
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11.3.2.4. Absorcio, Distribuicio ¢ Eliminacio

O CTZ foi o primeiro agente antifingico imidazdlico de amplo espectro administrado
oralmente, efetivo contra muitas infecgdes flngicas previamente tratado por anfotericina B. E
bem absorvido em pacientes com acidez gastrica normal. Sua biodisponibilidade pode ser
reduzida em situacdes nas quais existe auséncia de acido cloridrico nos fluidos gastricos. A
concentra¢do maxima alcangada no soro € de duas a quatro horas, o estado estacionario no
plasma ¢é alcangado dentro de trés a quatro dias. No plasma 99% de CTZ ligam-se as proteinas
plasmaticas, em particular a albumina. Aproximadamente 1% fica na forma livre. O farmaco ¢
amplamente distribuido na urina, saliva, fluidos inflamados das articulagdes, pele e tecidos,
com baixa penetracdo no fluido cerebroespinhal. CTZ oral alcanga a pele via vasos
sanguineos, sendo pela glandula sudoripara écrina a maior via pela qual o CTZ alcanga o EC,
0 fArmaco tem sido detectado no suor é€crino pelo menos em uma hora apés a administragéo
de uma dose Unica de 400 mg. Uma das vias mais lenta da liberagdo do fdrmaco a pele sfio
excrecdo no sebo e incorporagdo na camada basal epidermal (VAN TYLE, 1984,
DANESHMEND; WARNOCK, 1983; HARRIS; JONES; ARTIS, 1983; GUPTA; SAUDER;
SHEAR, 1994).

O CTZ ¢ metabolizado pelo figado sofrendo eliminagfo pré-sistémica com oxidagéo
do anel imidazolico seguida de uma degradacdo do imidazol oxidado; degradacdo oxidativa
do anel de piperazina e hidroxilagdo aromatica (PERARO, 2001). Os metabolitos ndo tém
propriedade antifingica e sfio excretados principalmente através da bile dentro do trato

intestinal (VAN TYLE, 1984).

I1.4. Formulacdes Semi-sélidas
As formulagdes empregadas no tratamento das afecgdes topicas sfio preparagdes de

consisténcia semi-sélida destinadas a serem aplicadas sobre a pele ou sobre determinadas
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mucosas com a finalidade de exercer uma agdo local ou de realizar a penetragfio percutanea de
principios medicamentosos. Sdo constituidas por excipientes, no qual sfo dissolvidos ou
dispersados, geralmente, um ou vérios farmacos. A composi¢io deste excipiente pode influir
sobre os efeitos da preparagdo e sobre a liberagdo do farmaco (PRISTA; ALVES;
MORGADO, 1995; LE HIR, 1997).

Os semi-solidos se apresentam disponiveis em uma grande variedade de formas
farmacéuticas, cada uma com caracteristicas unicas. As pomadas sdo preparagdes semi-
sOlidas para a aplicagfo externa na pele ou em mucosas. Sua composigio sofre amolecimento,
mas ndo se liquefaz, quando aplicada sobre a pele. Terapeuticamente, as pomadas agem como
emolientes e protetoras da pele, mas so utilizadas como veiculos para a aplicagio tépica de
substancias medicamentosas. Os cremes sio formas farmacéuticas que contém wma ou mais
substancias medicamentosas dissolvidas ou dispersas em uma base adequada, geralmente uma
emulsdo dleo em agua ou dispersdo microcristalina aquosa de dcidos graxos de cadeia longa
ou 4lcoois, removiveis com dgua e aceitaveis sob o ponto de vista cosmético e estético. Os
géis sdo sistemas semi-solidos formados por suspensdo de pequenas particulas inorgénicas ou
grandes moléculas orgénicas interpenetradas por um liquido. Os géis podem tanto ter uma
base aquosa (géis aquosos) como de solvente orginico (organogéis). As pastas sdo formas
farmacéuticas semi-solidas que contém uma ou mais substincias medicamentosas
incorporadas em uma base com grandes propor¢des de solidos finamente dispersos (BLOCK,
1995; PRISTA; ALVES; MORGADOQ, 1995; LE HIR, 1997; ANSEL; POPOVICK; ALLEN,
2000).

Uma ampla variedade de matérias-primas esta disponivel para a prepara¢do de uma
forma farmacéutica. De acordo, com a literatura, os mais utilizados sdo: gliceridios; ceras;

hidrocarbonetos; silicones polioxietilenoglicois e homologos; géis de produtos minerais:
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bentonita; silicio; géis de polimeros orgdnicos: alginatos, gelose, pectina, metilcelulose e
carboximetilcelulose, amido (PRISTA; ALVES; MORGADO, 1995; LE HIR, 1997).

As formulagdes semi-solidas para a terapia medicamentosa dermatologica se destinam
a produgio da agfo terapéutica desejada em locais especificos no tecido epidérmico. A
capacidade de o medicamento penetrar a epiderme, derme e camadas subcutaneas da pele
depende das propriedades do farmaco e da base carreadora (GUPTA; GARG, 2002).

Nos ultimos anos tém sido estudados varios métodos para aumentar a velocidade de
absor¢do de farmacos aplicados topicamente (ARIMA et al., 1998; CHEN; CHIEN, 1999;
ASBILL; MICHNIAK, 2000; BARRY, 2001; WILLIAMS; BARRY, 2004):

Meétodo fisico utiliza forca fisica, tais como eletricidade e ultra-som, para alterar a
permeabilidade da pele ou aumentar a atividade termodindmica visando aumento de absorcéo
do farmaco (sonoforese, iontoforese, eletro-osmose e eletroporagio);

Método quimico incorpora promotores quimicos em sistemas simples e/ou de liberagédo
para reduzir a resisténcia da pele ou modificar a molécula com objetivo de melhorar o
coeficiente de particdo e/ou a difusividade dentro do EC (4gua; sulfoxidos e derivados;
laurocaprano (azone) e seus derivados; pirrolidonas; 4cidos graxos; dlcoois, dlcoois graxos e
glicois; tensoativos; uréia; 6leos essenciais, terpenos e derivados, e outros);

Método farmacotécnico integra farmacos em veiculos carreadores, tais como micelas
lipidicas, lipossomas para facilitar a deposi¢do de farmacos dentro da pele.

Métodos bioquimicos: sintese de pro-farmacos bioconversiveis na pele e co-
administragio de inibidores do metabolismo cutineo.

De acordo com HARADA et al. (1992), a ordem bioquimica da matriz lipidica
intercelular do EC deve ser alterada para aumentar a penetragdo da substantiva ativa. No
entanto, o promotor ideal deve promover a penetracdo do farmaco através da barreira da pele

sem alterar permanentemente suas propriedades (CHEN; CHIEN, 1999).
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A seguir tem-se o conjunto de propriedades que um promotor deveria possuir para ser

empregado como promotor de penetragio ou absor¢do cutinea” (WOLFGANG; SPROCKEL,

1988: ASBILL; MICHNIAK, 2000):

L

Ser farmacologicamente inerte e ndo possuir agdo nos sitios receptores da pele ou do
corpo de maneira geral;

Nio ser toxico, nem irritante e nem alergénico;

Sua ag¢do deve ser reversivel e imediata a aplicacfio e a duracfo do efeito deve ser
adequada;

Quando removido da pele, o tecido deve recuperar imediata e completamente suas
propriedades normais de barreira;

Reduzir a fungfio de barreira da pele de maneira unidirecional, i.e. prevenindo a perda
de eletrolitos ou outro material enddégeno;

Ser quimicamente e fisicamente compativel com uma grande variedade de fArmacos e
adjuvantes farmacéuticos;

Ser um excelente solvente para os farmacos;

Espalhar-se bem sobre a pele;

Incorporar-se em log¢des, suspensdes, pomadas, cremes, géis, aerosois e/ou adesivos

cutaneos;

10. Possuir baixo custo, ndo possuir odor e cor e ser dermatologicamente aceitavel.

Os promotores quimicos sd3o a alternativa mais freqlientemente empregada em

formulagdes topicas e transdérmica, uma vez que estes podem interagir com os constituintes

da pele promovendo o fluxo do farmaco (MEGRAB; WILLIANS; BARRY, 1995;

WILLIAMS; BARRY, 2004).

HORI et al. (1990) classificaram os promotores quimicos em diagrama segundo suas

propriedades fisico-quimicas Os autores calcularam os valores orgnicos e inorginicos destas



Capitulo I - Revisdo Bibliografica 29

substincias quimicas (tabela IL4) e retrataram a localizagdo destes promotores através de
diagrama empregando os valores orgénicos versus os valores inorganicos (Figura I1.5). Duas
areas foram delimitadas no diagrama. A drea I representa 0os compostos com maiores
caracteristicas hidréfilas, incluindo substéncias como o propilenoglicol, o etanol, os derivados
da pirrolidona € o dimetilsulfoxido. Na drea II, fizeram parte os compostos hidréfobos como o
acido oleico, o dlcool € o dcido laurico, o miristato de isopropila, o 1-dodecilazacicloheptano-

2-ona, o n-decilmetilsulfoxido e o N ,N-dimetil-m-toluamida.

Tabela I1.2 — Valores orgénicos ¢ inorgdnicos dos promotores de absorgfo cutinea

Promotores Orgénico Inorgénico
Agua 0 100
Etanol 40 100
Propilenoglicol 60 200
N,N-Dimetilacetamida 80 200
N,N-Dimetiltoramida 60 200
2-Pirrolidona 80 145
N-Metilpirrolidona 100 145
5-Metil-2-pirrolidona 100 145
1,15-Dimetil-2-pirrolidona 120 145
1-Etil-2-pirrolidona 120 145
2-Pirrolidona-5-4cido carboxilico 100 295
Dimetilsulfoxido 80 140
Acido Oléico 360 152
1-Dodecilazacicloheptano-2-ona 360 145
N,N-Dimetil-m-toluamida 240 215
n-Decilmetilsulfoxido 260 140
Alcool Lauril 240 100
Acido Laurico 240 150
Miristato de Isopropila 330 60

Fonte: (HORI; SATOH; MAIBACH, 1990).
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Figura 11.7. — Localiza¢do no diagrama dos promotores de absor¢do cutanea apresentados na
tabela I1.5.

As diferengas de hidrofilia e lipofilia das varias substancias quimicas fazem com que
as mesmas atuem por mecanismos diferentes. O modo de agfio destes agentes tém sido
revisado por varios autores (WALKER; SMITH, 1996; SUHONEN; BOWSTRA; URTTI.
1999; ASBILL; MICHNIAK, 2000; NAIK; KALIA; GUY, 2000; BARRY, 200i;
WILLIAMS; BARRY, 2004; GHAFOURIAN et al., 2004). Em geral, os promotores
quimicos podem atuar sobre a pele, a formulagfo, e o farmaco: promovendo um aumento da
difusdo do farmaco sobre a pele; causando fluidizagio dos lipideos, o que conduz a
diminui¢do da funcdo de barreira (ac¢do reversivel); resultando em um efeito reservatério
dentro da pele; promovendo aumento e otimiza¢io da atividade termodindmica do farmaco no
veiculo e na pele; afetando o coeficiente de particdo do farmaco, visando aumentar sua

liberagdo da formula¢io dentro das camadas superiores da pele.
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Alguns parecem intumescer o EC conduzindo a perda de material estrutural essencial,
reduzindo, portanto a resisténcia difusional e aumentando a permeabilidade. O mais eficaz € o
dimetilsulfoxido (DMSO) seguido do dimetilformamida (DMF), da dimetilacetamida (DMA),
da uréia, do propilenoglicol, e dos agentes tensoativos. O DMSO, a DMF ¢ a DMA sfo
fortemente higroscopicos e é provavel que a presenga destas substincias no EC aumente a
hidratagdo deste tecido, portanto a sua permeabilidade (SARPOTDAR; ZATZ, 1986;
HADGRAFT, 2001).

O propilenoglicol é freqiientemente usado como componente de uma formulagdo. E
uma molécula pequena, capaz de se transferir através da pele alterando sua caracteristica de
solubilidade, conseqiientemente promovendo um aumento na velocidade de absorgdo de
diversas substancias ativas. Além disso, comporta-se como co-solvente alterando a atividade
termodinamica do farmaco através do aumento de sua solubilidade no veiculo (ELGINDY,
1993; MEGRAB; WILLIANS; BARRY, 1995; GWAK; CHUN, 2001; HADGRAFT, 2001;
PANCHAGNULA et al., 2004).

REFAI ¢ MULLER-GOYMANN (2002) avaliaram o comportamento promotor do
miristato de isopropila em formulagdes com hidrocortisona e verificaram por calorimetria
diferencial de varredura do EC que houve uma alteragio em sua estrutura lipidica
ocasionando aumento da permeabilidade do farmaco.

Os écidos graxos apresentam wma vantagem de serem um componente endégeno da
pele humana. Podem diferir em véarios aspectos: comprimento da cadeia, caracteristicas da
dupla liga¢do (posi¢do, numero, configuragfo). ramificagio e substituintes. Estas variagdes
estruturais podem influenciar seus efeitos como promotores de penetracdo da pele. Sdo
capazes de inserir entre a por¢do hidrofébica da bicamada lipidica do EC, perturbar sua
estrutura, e assim, aumentar sua fluidez e diminuir a resisténcia difusional para os permeantes

(SANTOYO; YGARTUA, 2000; COTTE et al., 2004).
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Provavelmente, os agentes tensoativos aumentam a permeabilidade da pele por
promoverem uma desorganizagdo na estrutura da bicamada lipidica da pele, de maneira a
permitir maior liberdade de passagem de substancias hidréfilas. Quando ocorre penetragio, os
tensoativos anidnicos sdo os que penetram melhor, seguidos pelos cationicos e pelos ndo
idnicos. Os sabdes de diferentes acidos graxos possuem estas propriedades em graus variados,
sendo a penetracdo mais significativa para os sais de acidos graxos com cadeia carbonica de
10 ou menos atomos de carbono. A penetracio dos sabdes de dacidos graxos varia
inversamente com o pH. Em pH elevado (aproximadamente 11), a agfio do tensoativo
aniénico parece ser atenuada ou mascarada por influéncia do proprio pH mais alcalino

(CHEN; CHIEN, 1999; IDSON; LAZARUS, 2001).

IL.5. Biodisponibilidade e Bioequivaléncia de Medicamentos
Nos 1ltimos vinte anos, houve uma expansdo da indistria farmacéutica de medicamentos
genéricos para solidos orais, surgindo a necessidade de se garantir a intercambialidade desses
produtos com o medicamento pioneiro ou inovador (STORPIRTIS, 1999).

A intercambiabilidade entre o genérico e seu respectivo medicamento de referéncia
baseia-se no conceito da equivaléncia terapéutica entre os mesmos, geralmente assegurada
pela comprovagdo da equivaléncia farmacéutica, da bioequivaléncia e das boas praticas de
fabricagdio e controle de qualidade (STORPIRTIS et al. 2004). Para demonstrar a
equivaléncia terapéutica por métodos convencionais seria necessaria a realizagdo de ensaios
clinicos de longa duragdo. Com o objetivo de economizar recursos financeiros e tempo, €
também em virtude de consideragdes éticas em relagdo ao elevado nimero de pacientes
envolvidos em tais ensaios, a comparagdo clinica direta tem sido substituida por avalia¢des

indiretas (PORTA, 1999).
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Desta forma, para os produtos sélidos orais toma-se como base o principio de que
curvas semelhantes de decaimento sanguineo de farmacos produzam o mesmo resultado em
termos de eficacia e seguranca. Ensaios de bioequivaléncia sdo realizados nos quais a
biodisponibilidade do produto genérico é comparada & do produto original. Assim, ndo basta
que esses produtos sejam equivalentes farmacéuticos, € necessario que sejam bioequivalentes.
Nesse contexto, a bioequivaléncia pode ser considerada um substituto da equivaléncia
terapéutica, desde que exista relagdo bem definida entre concentra¢io do farmaco e efeito
terapéutico e seguranga (STORPIRTIS, 1999).

Apesar das tentativas de harmonizaggo, existem, ainda, diferengas entre as defini¢des
dos termos bioequivaléncia, biodisponibilidade, equivaléncia terapéutica, equivalentes
farmacéuticos, medicamentos bioequivalentes, medicamento de referéncia e medicamento
genérico (ROLIM, 2001). A seguir, os conceitos descritos estdo baseados na legislagfo

nacional vigente (BRASIL, 2003):

Bioequivaléncia ¢ um pardmetro que consiste na demonstragdo de equivaléncia
farmaceéutica entre produtos apresentados sob a mesma forma farmacéutica, contendo idéntica
composi¢do qualitativa e quantitativa de principio(s) ativo(s), e que tenham comparével

biodisponibilidade, quando estudados sob um mesmo desenho experimental.

Biodisponibilidade ¢ um parametro que indica a velocidade e a extensdo de absorgéo
de um principio ativo em uma forma de dosagem, a partir de sua curva concentra¢io/tempo na

circulagfio sistémica ou sua excre¢do na urina.

Equivaléncia terapéutica: dois medicamentos sfo considerados terapeuticamente
equivalentes se eles sdo farmaceuticamente equivalentes e, apés administragio na mesma

dose molar, seus efeitos em relacdo a eficacia e seguranca sdo essencialmente os mesmos, o
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que se avalia por meio de estudos de bioequivaléncia apropriados, ensaios farmacodinamicos,

ensaios clinicos ou estudos in vitro.

Equivalentes farmacéuticos sdo medicamentos que contém o mesmo farmaco, isto €,
mesmo sal ou éster da mesma molécula terapeuticamente ativa, na mesma quantidade e forma
farmacéutica, podendo ou ndio conter excipientes idénticos. Devem cumprir com as mesmas
especifica¢des atualizadas da Farmacopéia Brasileira e, na auséncia destas, com as de outros
codigos autorizados pela legislagdo vigente ou, ainda, com outros padrées aplicaveis de
qualidade, relacionados a identidade, dosagem, pureza, poténcia, uniformidade de conteudo,

tempo de desintegragfio e velocidade de dissolugdo, quando for o caso.

Medicamentos bioequivalentes sdo equivalentes farmacéuticos que, ao serem
administrados na mesma dose molar, nas mesmas condigdes experimentais, nio apresentam

diferengas estatisticamente significativas em relagfio a biodisponibilidade.

Medicamento de referéncia ¢ o medicamento inovador registrado no érgio federal
responsavel pela vigildncia sanitaria e comercializado no Pais, cuja eficacia, seguranga e
qualidade foram comprovadas cientificamente junto ao érgdo federal competente, por ocasido
do registro; cuja biodisponibilidade foi determinada durante o desenvolvimento do produto e
que teve sua eficacia e seguranga comprovada por meio de ensaios clinicos, antes da obtengéo

do registro para comercializagdo (STORPIRTIS. 1999).

Medicamento genérico ¢ o medicamento similar a um produto de referéncia ou
inovador, que se pretende ser com este intercambidvel, geralmente produzido apds a
expiragio ou reniincia da prote¢do patentdria ou de outros direitos de exclusividade,
comprovada a sua eficacia, seguranga e qualidade, e designado pela DCB ou, na sua auséncia,
pela DCI. Além disso, o fabricante deve investir no desenvolvimento farmacotécnico de um

produto que cumpra com as mesmas especificacdes in vitro, em relagdo ao medicamento de
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referéncia. Entretanto, se aceita que a formulagdo e o processo de fabricagdo ndo sejam
idénticos, o que geralmente ocorre devido aos diferentes equipamentos e fornecedores de
matérias-primas empregados por distintos fabricantes, desde que essas diferengas néo

comprometam a bioequivaléncia entre os produtos (STORPIRTIS, 1999).

Nos ultimos 10 anos, tem-se discutido e pesquisado sobre como determinar a
avaliagdo da bioequivaléncia de produtos topicos semi-solidos. Estas formulagdes sdo
destinadas a liberar o farmaco para pele com o objetivo de tratar doengas e/ou aliviar
sintomatologia. Estes produtos induzem a resposta terapéutica quando aplicados a pele
doente; o inicio, a duragdio e a magnitude desta resposta depende da eficiéncia de trés
processos seqilenciais: liberagdo do farmaco do veiculo; penetragdo/difusdo do farmaco
através do EC e ativagéo do efeito farmacolégico desejado (SHAH, 2001).

A bioequivaléncia focaliza a liberagdo do farmaco da formulagdo e subseqiiente
distribui¢do no sitio ativo. Geralmente, pode ser documentada através da realizacdo de
diferentes tipos de estudos comparando medicamento de referéncia e genérico. Estas
avaliagdes podem ser classificadas em ordem de preferéncia como: analise farmacocinética,
andlise farmacodindmica, ensaios clinicos comparativos e estudos in vitro (SHAH et al., 1998;

SHAI, 2001).

I1.5.1. Fatores que influenciam a biodisponibilidade e bioequivaléncia de
produtos tépicos

De acordo com BORSADIA et al. (1992), a biodisponibilidade e bioequivaléncia de
produtos dermatoldgicos topicos sdo principalmente influenciadas pelo veiculo, pelo farmaco

¢ efeitos biologicos.
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IL5.1.1. Efeito do veiculo

Nos ultimos anos, tem-se dado atengfo a influéncia do veiculo no movimento do
farmaco através da pele.

Os veiculos usados em formulagdes tdpicas podem afetar as propriedades de barreira
da pele humana e conseqiientemente a velocidade de permeagdo de farmacos por alterar o
coeficiente de particdo (Kp) entre o veiculo € a membrana e/ou o coeficiente de difuséo (D)
dentro da membrana (conforme formula descrita no item I1.2 neste capitulo). O primeiro € um
efeito termodinidmico, ao passo que o segundo é um efeito cinético que pode estar relacionado
aos efeitos estruturais tais como altera¢des nas ligagdes intermoleculares dos lipideos do EC
(SINGH; SINGH, 1993; ROSADO et al., 2003).

Veiculos como propilenoglicol, etanol, miristato de isopropila, freqiientemente usados
como componentes de uma formulagdo, sdo capazes de alterar a estrutura lipidica do EC
promovendo aumento da permeabilidade do firmaco (MEGRAB; WILLIANS; BARRY,
1995; HADGRAFT, 2001; ALBERTI et al., 2001b). Outras substancias quimicas que devido
as suas caracteristicas de hidrofilia e lipofilia podem influenciar o comportamento do farmaco
na pele estéio descritas no item II.3 deste capitulo.

A formulagdo também pode ser dita como um veiculo e tem um papel dominante na
terapia topica, porque se encontra no local de agfo. Teoricamente, a eficiéncia destas
preparagdes em promover a penetracdo de farmacos na pele também esté relacionada com o
modo no qual podem alterar a atividade da agua presente no EC e influenciar o coeficiente de
particiio EC/agua (SINGH; SINGH, 1993; IDSON; LAZARUS, 2001).

A formulagdo quando presente na pele nem sempre se mantém em forma inalterada. A
evaporagio da dgua da base poderia deixar as moléculas do farmaco imersas em uma fase
oleosa. Sistemas de emulsdo tipo 6leo-em-agua podem inverter para sistemas tipo dgua-em-

dleo, o que faria com que o farmaco se difundisse através de uma camada oleosa para alcangar
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a pele. Componentes ndo-volateis da formulagdio aumentam de concentragdo na medida em
que os componentes volateis sdo eliminados; isto pode alterar o estado de satura¢do do
farmaco e, conseqlientemente, sua atividade. O farmaco pode precipitar em decorréncia da
falta de solvente (FLORENCE; ATTWOOD, 2003).

Muitas formulagdes dermatologicas modernas sfo sistemas lavaveis oleo-em-agua.

Pomadas usadas para a aplicagdo de medicamentos insoliveis ou soluveis em 6leo deixam um
filme gorduroso sobre a pele, inibindo perda de umidade e estimulando a hidratagdo da
camada de queratina, resultando em um aumento da penetragdo do farmaco. Enquanto que a
aplica¢do de cremes e lo¢des sob condigdes normais (nfo-oclusivas) permite alteragfio de ar e
agua, sendo assim a pele nfo alcanga maior estado de hidrata¢do (IDSON; LAZARUS, 2001;
REFATL; MULLER-GOYMANN, 2002).
E importante otimizar a forma farmacéutica para maximizar a biodisponibilidade da
substancia ativa, uma vez que, a velocidade de liberagfo do farmaco da formulagio pode ser
manipulada pela mudanca da sua concentragfo, variagdo do coeficiente de particdo e aumento
de sua solubilidade (WELIN-BERGER; NEELISSEN; BERGENSTAHL, 2001).

Diferentes formulagdes podem resultar em diferentes quantidades de penetragdo do
farmaco dentro da pele e podem, assim, exibir diferentes intensidades de atividade (REFAI;
MULLER-GOYMANN, 2002). Isto sugere que a avaliagio da biodisponibilidade e
bioequivaléncia de produtos topicos deve ser feita entre formulagdes similares, por exemplo,

entre cremes, entre pomadas ou entre logdes.

11.5.1.2. Efeito do farmaco
Polimorfismo e tamanho da particula sdo exemplos de fatores que podem determinar

a solubilidade ou velocidade de dissolugdo de um farmaco, conseqiientemente podem
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influenciar a biodisponibilidade e bioequivaléncia de produtos topicos (BORSADIA et al.,
1992), assim como o coeficientes de difusdo e de partigio (MIGRATORI, 2000).

O coeficiente de difusdo de um farmaco na pele serd determinado por fatores como
tamanho, forma e carga; o coeficiente de particdo serd determinado pela sua solubilidade nos
lipideos, estruturas responsdveis pelas propriedades de permeabilidade da barreira do EC.
Sendo assim, substincias que tém baixa solubilidade em 6leo poderfio apresentar baixas

velocidades de penetragdo (MIGRATORI, 2000; FLORENCE; ATTWOOD, 2003).

I1.5.1.3. Efeitos biologicos

Existe extensa literatura sobre a influéncia de solvente orgénico e molécula anfifilica
sobre 0 estrato corneo. Estes fazem parte dos efeitos dos veiculos. Sob outros aspectos, tem-se
pouca pesquisa sobre como fatores biologicos podem influenciar a biodisponibilidade. Ambos
metabolismo da pele e fluxo sanguineo podem influenciar a concentragdo do farmaco na pele.
Além disso, a idade da pele e matéria do sitio regional da pele sio outros fatores que podem

influenciar a biodisponibilidade de produtos topicos (BORSADIA et al. 1992).

I1.5.2. Andlise Farmacodinidmica

A avaliagdo da bioequivaléncia dos produtos tépicos dermatolégicos da classe dos
corticosterdides pode ser realizada através da avaliagdo da resposta farmacodinidmica
produzida por estas formulagdes quando aplicadas topicamente em voluntarios sadios. Esta
classe de farmacos produz um efeito vasoconstritor que resulta no branqueamento da pele,
esta resposta tem sido correlacionada com a sua poténcia e eficacia (UNITED STATES,
1995).

O estudo consiste na avaliagdo do branqueamento da pele resultante do efeito

vasoconstritor através do emprego de um cromdémetro ou colorimetro, que quantifica a
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resposta branqueadora permitindo a medida do inicio, da duragdo e do declinio da resposta
(CARON et al., 1990; PERSHING etal., 1992; SINGH et al., 1999).

De acordo com a legislagdo dos Estados Unidos (FDA - Food and Drug
Administration), Comunidade Européia (EMEA - The European Agency for The Evaluation
of Medicinal Products), Canadd (WHO — World Health Organisation), a demonstragio da
bioequivaléncia entre produtos topicos dermatologicos sé poder ser realizada para a classe dos
corticosteroides seguindo o protocolo de vasoconstrigdo (UNITED STATES, 1995). As

demais classes ainda ndo possuem um protocolo oficial.

IL.5.3. Anilise Farmacocinética

As medidas de concentracdo do farmaco no sangue, plasma e/ou urina sfio empregadas
para estabelecer a bioequivaléncia/biodisponibilidade (BE/BD) de medicamentos s6lidos orais
em voluntarios sadios apés uma dose de administracdo. Esta avaliagdo esta bem
regulamentada na legislacdo de varios paises como Brasil (Anvisa/MS), Estados Unidos
(FDA - Food and Drug Administration), Comunidade Européia (EMEA - The European
Agency for The Evaluation of Medicinal Products), Canadd (WHO — World Health
Organisation) e outros.

As formula¢des semi-sélidas topicas geralmente ndo produzem concentragdes do
farmaco quantificdveis no sangue, plasma e/ou urina. Além disso, a disponibilidade sistémica
ndo deve refletir propriamente a biodisponibilidade cutdnea para medicamentos que tratam
das afecgdes da pele (BORSADIA et al., 1992).

Tem-se discutido, que a camada do estrato cutdneo ¢ mais indicada para uma medida
adequada e mensuravel da biodisponibilidade topica do farmaco. Esta abordagem vem sendo
denominada de dermatofarmacocinética (DFC) (SHAH et al.,1998; SHAH; ELKINS;

WILLIAMS, 1999; SHAH, 2001).
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A DFC pode ser utilizada como medida de BE/BD para formulag¢des tdpicas, uma vez
que, a camada cdrnea tem a propriedade de reter na sua estrutura substancias ativas resultando
no assim chamado “efeito reservatorio”, e a determina¢do do farmaco nesse local
proporcionaria medida direta da concentracdo da substdncia ativa em seu sitio de agfo
(MISELNICKY et al., 1988; RIVIERE, 1993, REDDY et al., 2002).

Uma metodologia denominada de tape stripping ou “remocéo do estrato cérneo” por
fitas adesivas tem sido proposta para medir a velocidade e extensfio da penetracdo do farmaco
no EC do antebrago de voluntarios sadios. E uma técnica rdpida e relativamente ndo invasiva,
os dados obtidos podem ser empregados para estimar o coeficiente de permeabilidade e
coeficiente de parti¢fo in vivo e tem sido proposta para avaliar a bioequivaléncia de produtos
semi-solidos para uso topico (SHAH, 1995, SHAH et al., 1998, PERSHING, 2001; REDDY
etal., 2002).

Nos estudos de DFC, o perfil de concentracdo versus tempo do farmaco no EC €
obtido apds a aplicagdo da formulagdo em mdltiplos sitios. Cada sitio indica a concentragfo
do farmaco em um determinado periodo de tempo. Os intervalos de aplicagdio devem ser
determinados previamente, sendo as amostras do EC removidas seqiiencialmente por fitas
adesivas através da técnica de tape stripping. A quantidade do farmaco presente nestas fitas
deve ser extraida e analisada empregando uma metodologia analitica previamente validada.
(SHAH et al., 1998; SHAH, 2001).

Para tal, a quantificagdo do EC removido ¢ de importéncia relevante para estabelecer a
concentracdo do farmaco na pele apos a aplicagdo da formulagdo. A pesagem é o método
preferido para medir a quantidade removida (WEIGMANN et al., 1999-a; WEIGMANN et
al., 1999-b; KALIA et al. 2001; WEIGMANN et al., 2001), mas, ds vezes, torna-se invidvel, e

uma alternativa poderia ser um método colorimétrico para proteinas (DREHER et al., 1998).
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Assim sendo, a quantidade de farmaco obtida nos estudos de DFC poderia ser expressa
como quantidade de farmaco por quantidade de EC retirado (g de farmaco/mg de EC) em
fun¢do do tempo.

Para produtos sélidos orais, de acordo com a legislagfio nacional (Brasil, 2003), dois
medicamentos serdo considerados bioequivalentes se os valores extremos do intervalo de
confianca de 90% da razio da média geométrica (ASCo.teste/ ASCo-referencia) fOrem maiores que
0,8 e menores que 1,25.

Este limite também fo1 utilizado nos estudos da determinagédo da bioequivaléncia de
produtos semi-sélidos como gel de tretinoina 0,025% (PERSHING et al., 2003) e gel de
cetoprofeno 2,5% (LODEN et al., 2004).

A metodologia fape stripping tem sido empregada para medir a quantidade de varias
substancias ativas no EC como fluoresceina sédica (CODERCH et al., 1996); piroxicam
(PELLETT; ROBERTS; HADGRAFT, 1997); 4cido salicilico (TSAI et al., 1999); propionato
de clobetasol (WEIGMANN et al., 1999-b; WEIGMANN et al., 2001); terbinefina
(ALBERTI et al., 2001a; ALBERTI et al., 2001b); oxibenzona (WISSING; MULLER,
2002); tretinoina (PERSHING et al., 2003); cetoprofeno (LODEN et al., 2004); benzofenona-
4 (OTTO et al., 2005) e tem sido provado que é uma técnica aplicdvel para vdrias classes
terapéuticas e tipos de formulagdes (SHAH, 2001).

O FDA, 6rgéo responsavel pela legislacdo americana mantém em consulta pablica
desde junho de 1998 o “Guidance for Industry — Draft — Topical dermatological drug
products NDAs and ANDAS — In vivo bioavailability, bioequivalence. In vitro release and
associated studies”. Este guia indica a metodologia de tape stripping como avaliagdo de
BE/BD para varias classes de produtos dermatolégicos com antifungicos, retindicos,

antiinflamatérios (UNITED STATES, 2000).
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11.5.4. Ensaios Clinicos Comparatives

Ensaios clinicos comparativos sdo geralmente dificeis de serem executados: altamente
varidveis; insensiveis; consomem muito tempo; tém alto custo. E necessario um elevado
nimero de voluntarios para avaliar a bioequivaléncia através deste ensaio, cerca de 275 a 500
para estudos com tretinoina e 275 a 300 sdo recomendados para ensaios com antifiingicos
(SHAH, 1995; SHAH, 2001).

Com excecdo da classe dos corticosteréides que tem legislacdo oficial para estabelecer
BE/BD, as demais classes de produtos dermatolégicos tém a possibilidade de realizar esta
avaliacdo através de ensaios clinicos comparativos, quando superado as dificuldades do

mesmo.

11.5.5. Estudeos In Vitro

Os testes de liberacdo in vitro das substancias ativas t€m chamado muita atengdo apds
aedicdo do SUPAC-SS (UNITED STATES, 1997).

De acordo com a edi¢gdo do SUPAC-SS (UNITED STATES, 1997), a liberacdo in
vitro do farmaco € uma propriedade da formulagdo que o contém. A velocidade de liberagdo
dos produtos tépicos dermatolégicos pode ser medida empregando um sistema
bicompartimental como célula de difusdo vertical com membrana sintética e meio aceptor
adequado. A membrana sintética serve como um suporte para separar a formula¢do do meio
receptor, devendo ser quimicamente inerte para ndo reagir com a formulacdo ou com o meio
aceptor, e ndo deve ser velocidade limitante nos processos de liberagdo do farmaco, sendo
empregados acetato de celulose, nitrato de celulose, polisulfona (HAIGH; SMITH, 1994). A
solucdo receptora deve ser compativel com a metodologia analitica empregada para

quantificagdo do farmaco.
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Solugdes receptoras como misturas hidro-alcoolicas e agua sdo empregadas como
meio aceptor, obedecendo a condi¢fo sink, ou seja, o volume empregado é cinco vezes maior
que o ponto de satura¢do do farmaco (ZATZ, 1995).

Os dados obtidos podem ser empregados como medida de equivaléncia para produtos
de formulagdes semi-sélidas sujeitas a alteragdes especificadas pela SUPAC (Scale-Up and
Postapproval Changes), ou seja, como controle de qualidade para assegurar a uniformidade
lote a lote dos produtos (FDA, 1997; SHAH; ELKINS; WILLIANS, 1999; FLYNN et al.,
1999).

A atividade termodindmica ¢ a viscosidade t€ém um efeito dominante sobre a liberagfo
da substancia ativa do veiculo (DAVIS; KHANDERIA, 1972). A velocidade de liberagdo do
farmaco da formulagfo pode ser manipulada pela mudanga da sua concentragdo, variagdo do
coeficiente de particio e aumento de sua solubilidade na formulagcdo (WELIN-BERGER;
NEELISSEN; BERGENSTAHL, 2001).

Pesquisas crescentes tém sido realizadas em busca do aparato mais adequado para
avaliar a velocidade de liberagdo in vitro para produtos topicos dermatoldgicos, uma vez que,
oficialmente, ndo existe uma padronizagdo que possa ser aplicada para todas as formulagdes
semi-solidas.

Sendo assim, encontram-se descritos na literatura varios modelos de células de
difusdo, tipos de membranas artificiais, que sdo empregados na avaliagdo da velocidade de
liberagdo in vitro de farmacos em diferentes formas farmacéuticas (KNORST; NEUBERT;
WOHLRAB, 1997; REGE; VILIVALAM; COLLINS, 1998; KIERSTAN et al., 2001;
WELIN-BERGER; NEELISSEN: BERGENSTAHL, 2001; WISSING; MULLER, 2002;
GALLAGHER; TROTTED; HEARD, 2003; CSOKA et al., 2005).

A avaliagdo in vitro da penetragdo e permeagdo cutdnea de farmacos também pode ser

avaliada por um sistema bicompartimental de difusdo vertical, empregando membrana
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natural. Dentre os vdrios tipos de pele animal (rato, cobaio, camundongo com e sem pele,
macaco rhesus, cobra) que podem ser utilizadas, recentemente, tem-se empregado a pele suina
devido a sua similaridade com a pele humana (HAIGH; SMITH, 1994; LOPES; KANEKO,

2000; SEKKAT; KALIA; GUY, 2002; MEDI; SINGH, 2003).
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I11.1 Introdugio

Os semi-solidos constituem uma propor¢do significativa das formas farmacéuticas
disponiveis na terapéutica. Atuam como transportadores para medicamentos que s&o
topicamente administrados na pele, mucosa nasal, revestimento externo da orelha, cémea,
mucosa bucal, mucosa retal, vagina e uretra (GUPTA; GARG, 2002).

As formas farmacéuticas semi-solidas se destinam a producdo da agfo terapéutica
desejada em locais especificos no tecido epidérmico ou dérmico. A capacidade do farmaco
penetrar a epiderme, derme e camadas subcutaneas depende das propriedades do farmaco e da
base carreadora (ANSEL; POPOVICH; ALLEN, 2000).

A eficicia total da formulagfo tépica depende das caracteristicas de liberacdo do
fArmaco a partir do veiculo e da farmacocinética do farmaco, ou seja, de como ele se difunde
através da pele. O transporte em massa de uma formulagdo ocorre pela movimentacdo das
moléculas ou pela difuséo das particulas (em uma suspensdo) ou de gotas do o6leo (em uma
emulsdo) (WELIN-BERGER; NEELISSEN; BERGENSTAHL, 2001).

Dependendo do seu comportamento reolégico, da sua adesividade, os semi-solidos
podem aderir a superficie de aplica¢do por periodos suficientemente longos até serem
removidos. Essa propriedade auxilia a prolongar a libera¢&o do farmaco no local de aplicagéo,
apresentando vantagens em termos de facilidade de aplicacdo e capacidade de liberagdo topica
de uma ampla variedade de farmacos (IDSON; LAZARUS, 2001).

Embora alguns medicamentos sejam destinados principalmente a agdo na superficie da
pele, a drea-alvo para a maioria dos distarbios dermatologicos corresponde a epiderime viavel
¢/ou derme superior. Assim a penetragdo difusiva de um farmaco na pele representa um

importante aspecto da terapia medicamentosa (WELIN-BERGER; NEELISSEN;

BERGENSTAHL, 2001).
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A caracterizagdo fisica das formas farmacéuticas semi-solidas compreende a avaliagdo
da aparéncia, da reologia, do pH, da homogeneidade e da distribui¢do e tamanho das
particulas (MOLLICA; AHUJA; COHEN, 1978). A caracterizagdo quimica envolve a
determinagdo do teor do farmaco e a estabilidade quimica da substincia ativa propriamente
dita e/ou em relagdo aos excipientes da formulagdo (BUCHMANN, 2001).

Mais recentemente, a avalia¢8o de liberagdo do ativo in vitro (UNITADE STATES,
1997) e o conhecimento do comportamento biofarmacéutico do medicamento através de
técnicas de quantificagdo do farmaco na pele ou em suas camadas, como o fape-stripping
(PERSHING; CORLETT; JORGENSEN, 1994; PERSHING, 2000), tém-se mostrado
validos para a otimiza¢&o e/ou desenvolvimento de formulagdes.

No presente trabalho, as formulagdes comerciais, a manipulada e as desenvolvidas
contendo o antifingico CTZ na concentragdo de 20 mg/g, foram estudadas quanto as
caracteristicas fisicas: aparéncia, avaliagdo do pH e da viscosidade; quanto as caracteristicas
quimicas: teor do farmaco e quanto ao comportamento biofaqllacéutico citado acima.

Neste capitulo, serfio descritas as formulag¢Ges em estudo, produto referéncia nacional
(A); produto genérico (B); produto manipulado (C) e produtos desenvolvidos (D2:0, E1:1 e

F0:2) e suas caracteristicas fisicas e quimicas.

I11.2. Metodologia
IL.2.1. Material
Todos os solventes empregados foram de grau analitico ou grau CLAE e as matérias-

primas de grau farmacé&utico.
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I11.2.1.1 Matéria-prima e substancia de referéncia

Padrdo farmacopéico USP (lote 35650G3) para estabelecer um padrdo de trabalho de

cetoconazol (lote KET-M1071/Purifarma).

I11.2.1.2 Excipientes

. Butilhidroxitolueno (Procedéncia: Henrifarma, lote: 140801);

Estearato de Octila (Procedéncia: Pharmaspecial, lote: 0703007014-R);

Glicerina Bidestilada (Procedéncia: Chemspecs, lote: 138715);

Imidazolinidiluréia (Procedéncia: Spectrum, lote: 04200085899).

Mistura Alcool Cetoestearilico/Alquil Sulfato de Sédio (Procedéncia: Cognis Brasil.
lote: 013/1357308/015);

Mistura Lauril Glicosidio/Poligliceril 2-Dipolihidroxiestearato/Glicerina (Procedéncia:
Chemspecs, lote: CMP032/0080/093); |

Mistura  Metiletilpropilparabeno/Fenoxietanol ~ (Procedéncia:  Viafarma, lote:
N258530);

Propilenoglicol (Procedéncia: DEG, lote: 101301);

Vaselina Liquida (Procedéncia: Farmos, lote: 2103C/035065



8.
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II1.2.1.3. Formulacdes comerciais - descri¢io qualitativa dos componentes

A. Produto referéncia nacional: propilenoglicol, alcool estearilico, dlcool cetilico,
monoestearato de sorbitano, polissorbatos, miristato de isopropila, sulfito de sédio
e dgua purificada.

B. Produto genérico: alcool estearilico, dlcool cetilico, monoestearato de sorbitano,
polissorbato 60, miristato de isopropila, sulfito de sédio, propilenoglicol e dgua
purificada.

C. Produto manipulado: estearato de octila (10,0 g), vaselina liquida (5.0 g),
metilparabeno (0,1 g), propilparabeno (0,1 g), vaselina sélida (2,0 g),
metabissulfito de sddio (0,2 g), mistura alcool cetoestearilico/alquilsulfato de s6dio
(10,0 g) e gua destilada (67,8 mL).

Todos contém 20 mg/g de CTZ.

111.2.1.4 Equipamentos e acessorios

. Agitador (marca Fisatom, modelo 713D);

Balanga analitica (marca Mettler Toledo, modelo AG204);

. Baldes volumétricos de 10, 25, 50, 100 ¢ 500 mL (marca Quimex);

Bécher de 50, 100, 250 ¢ 500 mL (marca Quimex);

Caneco de ago inox de 250 mL (marca Brinox-Brasil Inox 18-10);
Gral e pistilo de porcelana de 250g (marca Chiarotti);

Membrana filtrante 0,45um (marca Millipore);

Placa de aquecimento (marca Corning);

Pipetas automaticas de 20, 200, 1000, 5000 pL (marca Gilson);

10. Potenciémetro (marca Digimed, modelo DM21);

11. Provetas de 50, 100, 250, 500 ¢ 1000 mL (marca Quimex)
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12. Shaker (marca Endolab);

13. Sistema de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) isocratico (Waters
Corporation, Milford, MA, USA) equipado com coluna C18 e pré-coluna (C18), um
loop de 20 pL, um detector ultravioleta e integrador eletronico;

14. Ultrasson (marca Thornton);

15. Viscosimetro Brookfield Digital (modelo DV-II) e acessorio Helipath mod D.

II1.2.1.5. Formulagdes desenvolvidas — método de preparo

Duas formula¢des foram obtidas através do classico processo de preparo de emulsdes
(PRISTA; ALVES; MORGADO, 1995), com base na formulagfo original do produto C. O
desenvolvimento destas preparacdes teve como o objetivo verificar se diferentes modos de
incorpora¢do do CTZ poderiam interferir na libera¢do e/ou presenca do farmaco no EC:

1) D2:0 — o CTZ foi adicionado a fase interna (fase oleosa) do creme conforme

apresentado na Tabela III.1.

2) E1:1 — 1% de CTZ foi adicionado a fase interna do creme e 1% incorporado no

creme pronto conforme apresentado na Tabela I11.2.
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Tabela II1.1 — Componentes e técnica de preparagdo do creme D2:0 contendo 2% CTZ na
fase oleosa (interna)

Componentes Quantidade (g)
1. Estearato de Octila 15,0

2. Vaselina Liquida 5.0

3. Mistura Lauril Glicosidio/Poligliceril 2-Dipolihidroxiestearato/ 2,0
Glicerina

4. Glicerina Bidestilada 10,0

5. Mistura Metiletilpropilparabeno/Fenoxietanol 0,5

6. Mistura Alcool Cetoestearilico/Alquil Sulfato de Sédio 10,0

7. Cetoconazol 2,0

8. Butilhidroxitolueno 0,2

9. Agua Destilada gsp 100

Técnica de preparacio:

1. Em um recipiente de ago inox de 250 mL de capacidade foram adicionados os componentes 1-8
(fase oleosa — A).

2. Em um bécher de 100mL, foi colocado 55,3 mL de dgua destilada (fase aquosa — B).

3. A e B foram aquecidos em placa de aquecimento até atingirem a temperatura de 75°C (fase
oleosa) e 80°C (fase aquosa), respectivamente.

4. B foi adicionada em A sob agitagfo até temperatura ambiente. .

5. O creme foi envasado em embalagem opaca.
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Tabela I11.2 — Componentes e técnica de preparagdo do creme E1:1 contendo 1% de CTZ na
fase oleosa e 1% no creme pronto.

Componentes Quantidade (g)
1. Estearato de Octila 15,0

2. Vaselina Liquida 5,0

3. Mistura Lauril Glicosidio/Poligliceril 2-Dipolihidroxiestearato/ 2,0
Glicerina

4. Glicerina Bidestilada 10,0

5. Mistura Metiletilpropilparabeno/Fenoxietanol 0,5

6. Mistura Alcool Cetoestearflico/Alquil Sulfato de Sédio 10,0

7. Cetoconazol 1,0+1,0
8. Butilhidroxitolueno 0,1+0,1
9. Agua Destilada gsp 100

Técnica de preparacio

1. Em um recipiente de ago inox de 250 mL de capacidade foram adicionados os componentes 1-8
(fase oleosa — A).

2. Em um bécher de 100mL, foi colocado 55,3 mL de 4dgua destilada (fase aquosa — B).

3. A e B foram aquecidos em placa de aquecimento até atingirem a temperatura de 75°C (fase
oleosa) e 80°C (fase aquosa), respectivamente.

4. B foi adicionada em A sob agitagfo até temperatura ambiente.

5. Em um gral de porcelana, foi colocado 0,1 g de butilhidroxitolueno e 1,0 g de CTZ, que foram
homogeneizados e o creme preparado foi adicionado através de mistura geométrica até completar
100g.

6. O creme foi envasado em embalagem opaca.
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O desenvolvimento da terceira formulagdo (F0:2) foi fundamento em duas questdes:

1. Os produtos A e B possuem em sua composi¢do propilenoglicol (promotor quimico).
Este componente tem a propriedade de permear dentro da pele e alterar suas
caracteristicas de permeabilidade, promovendo um aumento na velocidade de
absor¢do de diversas moléculas (HADGRAFT, 2001). Baseado neste fato, a presenca
deste excipiente torna-se importante no desenvolvimento de uma nova formulagio.

2. O produto C desenvolveu coloragdo rosea a partir do trigésimo dia de preparo. Este
contém em sua formulacdo os conservantes metilparabeno e propilparabeno
freqiientemente empregados em emulsdes dermatologicas. De acordo com PERARO
(2001), o CTZ apresenta reagdes de incompatibilidade com os parabenos, a qual é
evidenciada pela coloragdo rosea. Os autores propdem o emprego de
imidazolidiniluréia como conservante e, apds estudos de estabilidade demonstraram
que nfo houve alteracdo da formulacdio por um periodo superior a 90 dias. Este
intervalo de tempo € de considerdavel importincia para formulas manipuladas.
Portanto, FO:2 foi desenvolvida, visando aumento da biodisponibilidade do farmaco e

estabilidade da preparagdo. O produto foi preparado com base na formulago original do
produto C, no qual o CTZ era incorporado em um creme base anidnico. Neste foi adicionado
um agente promotor (propilenoglicol) com o objetivo de aumentar a penetragdo do CTZ e a
imidazolinidiluréia (conservante) com o objetivo de aumentar a estabilidade da formulagio. O

modo de incorporagdo do farmaco foi mantido o mesmo da preparagfo original (tabela II1.3).



Capitulo III - Formula¢des Antimicéticas 64

Tabela 111.3 — Componentes e técnica de preparagio do creme F(0:2) contendo 2% de CTZ
incorporado no creme base anidnico

Componentes Quantidade (g)
1. Estearato de Octila 15.0

2. Vaselina Liquida 5,0

3. Mistura Lauril Glicosidio/Poligliceril 2-Dipolihidroxiestearato/ 2,0
Glicerina

4. Propilenoglicol 20,0

5. Imidazolinidiluréia 0,5

6. Mistura Alcool Cetoestearilico/Alquil Sulfato de Sodio 10,0

7. Agua Destilada gsp 100
8. Cetoconazol 2.0

9. Butilhidroxitolueno 0,2

Técnica de preparacio

1. Em um recipiente de ago inox de 250 mL de capacidade foram adicionados os componentes 1-6
(fase oleosa — A).

2. Em um bécher de 100mL, foi colocado 47,5 mL de agua destilada (fase aquosa — B).

3. A e B foram aquecidos em placa de aquecimento até atingirem a temperatura de 75°C (fase
oleosa) e 80°C (fase aquosa), respectivamente.

4. B foi adicionada em A sob agitacfo até temperatura ambiente.

5. Em um gral de porcelana, foi colocado 0,2 g de butilhidroxitolueno e 2,0 g de CTZ, que foram
homogeneizados e o creme base foi adicionado através de mistura geométrica até completar 100g.

6. O creme foi envasado em embalagem opaca.
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II1.2.2. Caracteristicas fisicas e quimicas das formulacées

Aparéncia

A avaliagfio ¢ a descricdo da aparéncia constitui uma caracterizagfo facil e pratica. Foi
realizada macroscopicamente, descrevendo cor, aspecto fisico e estado da matéria

(BUCHMANN, 2001).

Determinaciio do pH

O pH das formulagbes foi determinado por método potenciométrico a temperatura
ambiente, empregando o potenciémetro com eletrodo de vidro de dupla ponte salina para
sistemas semi-sélidos, sem dilui¢do do produto (PRISTA; ALVES; MORGADO, 1995; LE

HIR, 1997).

Determinacio da viscosidade

As anélises foram realizadas em viscosimetro digital Brookfield, utilizando-se 100g da
amostra a temperatura de 23 + 0,5°C, apds 48 horas do preparo da formulagéo.

As amostras foram avaliadas com os spindles E e F nas velocidade de 0,3; 0,6; 1,5;
3,0; 6,0; 12,0; 30,0 e 60,0 rpm. A cada mudang¢a de velocidade foram aguardados 2 minutos

para estabilizagdo e as leituras de viscosidade foram feitas durante os 5 minutos seguintes.
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Determinacio do teor

Condig¢oes analiticas

Para a andlise do CTZ, foi empregado um sistema CLAE isocratico A fase movel
empregada foi acetonitrila: K;HPO4 0,01 M 50:50 (vol/vol) (pH 6.8) e fluxo de 0,7 mL/min e
a detecgdo foi realizada em 242 nm, de acordo com as condicdes estabelecidas em 1V.2.3. do

capitulo I'V.

Preparo do padrio e da amostra

Padriao

Em um bécher de 50 mL, foi pesado 20 mg do padrio, levado ao ultrasson por 6
minutos com 15 mL de tetrahidrofurano. Foi transferido quantitativamente para balfo
volumétrico de 100 mL com metanol. Foi colocado no shaker por 30 minutos, o volume foi
completado com metanol. Desta [oi retirado uma aliquota de 2,0 mL e transferido para baldo

volumétrico de 25 mL completando o volume com a fase movel. A solugdo foi filtrada por

membrana 0,45 pm, e analisada por CLAE.

Amostra

Em um bécher de 50 mL, foi pesado 1,0 g da amostra, levada ao ultrasson por 6
minutos com 15 mL de tetrahidrofurano. Foi transferida quantitativamente para baldo
volumétrico de 100 mL com metanol. Foi colocado no shaker por 30 minutos, o volume foi
completado com metanol. Desta foi retirada uma aliquota de 2,0 mL e transferida para baldo
volumétrico de 25 mL completando o volume com a fase movel. A solugéo foi filtrada por

membrana filtrante, e analisada por CLAE.
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I11.3. Resultados e Discussio

II1.3.1. Caracteristicas fisicas e quimicas das formulacdes

Aparéncia

A aparéncia foi avaliada macroscopicamente a partir do dia de preparo e coloragdo
levemente résea foi evidenciada no 30° dia para as formulagdes C, D2:0 e E1:1, sendo que os
produtos foram mantidos & temperatura de 25°C durante toda a avalia¢do. A formulagdo F0:2

ndo desenvolveu a coloragdo rosea e as formulagdes comerciais apresentaram-se inalteradas

(tabela I11.4).

Tabela I11.4. — Caracterizac¢do das formulacgdes estudadas.

Formulacio Aspecto Fisico pH Teor (%)
A creme branco 6,85 100,9
B creme branco 7.64 107,6
C creme branco” 5,68 97,9
D(2:0) creme branco 5,68 105.,6
E(1:1) creme branco 5,68 95,0
F(0:2) creme branco 5,68 105,0

"Aparecimento de coloragdio rosea a partir do 30° dia (Temperatura de 25°C).

Determina¢io do pH

O pH do veiculo tanto quanto o pH da pele sdo importantes para a difusdo de
farmacos, porque as propriedades dcidas e basicas das substdncias ativas influenciam a
solubilidade e parti¢do nas diferentes camadas da pele e por conseguinte, a penetragdo dos
farmacos (WAGNER et al., 2003).

O papel da varia¢do dos valores de pH nos veiculos foi avaliada por SZNITOWSKA,

JANICKI e BACZEK (2001) empregando dois farmacos lipofilicos (hidrocortisona e
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testosterona), os autores concluiram que nenhum efeito sobre a penetragdo foi observado
dentro da faixa de pH de 1,0-11,0.

De acordo WILHELM, CUA e MAIBACH (1991), o pH da superficie da pele
apresenta uma variagdo compreendida entre 4,0 e 7,0. WAGNER et al. (2003) avaliaram o
perfil do pH in vivo e in vitro através do EC e em camadas mais profundas (epiderme viavel +
derme), os valores observados compreendem a faixa de 4,5 a 6,8 aproximadamente.

Na tabela I11.4 estdo listados os resultados obtidos e pode-se observar que as
formulagdes C, D2:0. E1:1 e F0:2 apresentaram valores iguais de pH. O valor de pH para a
formulagdo B estava dentro da faixa preconizada pelo fabricante (7,5 a 8.5). O valor
encontrado para o produto A (referéncia nacional) poderia ser considerado referéncia, uma
vez que ndo existem valores tabelados em compéndios oficiais € de acordo, com as
consideragdes citadas acima, os valores de pH encontrados nas formulagdes estudadas ndo

poderiam influenciar na velocidade de liberagdo e ou penetra¢io do CTZ no EC.

Determinacio da viscosidade

As formulagdes apresentam viscosidades diferentes, por isso foram avaliadas por
spindles diferentes. O spindle F é empregado para avaliar formulagdes com viscosidade em
faixas mais altas e o E para mais baixas, de acordo com as caracteristicas do viscosimetro e
dos spindles utilizados.

As tabelas I11.5 e I11.6 apresentam a faixa de viscosidade obtida em uma velocidade
comum (0,3 — 0,6 rpm) para as formulagdes A, B, C e F(0:2) com spindle F e em outra de 3,0

a 6,0 rpm com spindle E comum as formulagdes D(2:0) e E(1:1), respectivamente.
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Tabela III.5. Valores de viscosidade das formulagdes obtidos numa faixa comum de
velocidade.

Formulagéo Velocidade (rpm) Faixa de Viscosidade (x 10°cps)
(min. - max.)
A* 0,3 625 — 858
0,6 501 - 568
B* 0.3 1390 -1550
0,6 1000 -1270
Cc* 0,3 518 - 668
0,6 419 - 508
FO:2 * 0,3 484 — 651
0,6 374 — 399

*Leituras realizadas com spindle F (7.800 — 3.120.000 cps).

Tabela II1.6. Valores de viscosidade das formulagdes obtidos numa faixa comum de
velocidade.

Formulagéo Velocidade (rpm) Faixa de Viscosidade (x 10°cps)
(min. - max.)
D2:0 * 3,0 34,1- 41,1
6,0 21,4-23,7
El:1 * 3,0 16,1 —18.2
6,0 10,2 11,5

*Leituras realizadas com sinpdle E (3.900 — 1.560.000 cps).

As figuras III.1 e III.2 ilustram os resultados obtidos para a faixa de viscosidade

durante a avaliagdo das formulag¢des A, B, C e F0:2 e das D2:0 e E1:1, respectivamente.
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Figura III.1. Faixa de viscosidade para as formulacdes A, B, C e FO:2
nas velocidades de 0,3 ¢ 0,6 cps.
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Figura II1.2. Faixa de viscosidade para as formulagées D2:0 e E1:1
nas velocidades de 3,0 e 6,0 cps.

A viscosidade de uma emulsdo pode ser alterada por modificagdo da composi¢io da
fase lipidica, por variagdo na relagdo entre a fase aquosa ¢ oleosa, na propor¢iao dos
tensoativos € por adi¢cao de espessantes (RIEGER, 2001).

Sendo assim, a diferenca de viscosidade encontrada entre as formulagdes C e F0:2
podera estar relacionada pela diferenga de material graxo presente em sua composicao (item

[I1.2.1.3 ¢ II1.2.1.5 neste capitulo).
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Muitas preparagGes farmacéuticas, logdes ou cremes, sdo sistemas semi-solidos
complexos ou encorpados que contém excesso de emulsificante, além do requerido, para
formar uma camada estabilizante na interface 6leo-4gua. O excesso de tensoativo pode
interagir com outros componentes, ou seja, na interface da goticula ou na fase continua, para
produzir sistemas complexos semi-solidos polifasicos (FLORENCE; ATTWOOD, 2003;
INTERNATIONAL FEDERATION OF SOCIETIES OF CONSMETIC CHEMISTS,
1997).

Cremes estaveis O/A preparados com ceras emulsificantes i6nicas ou nfo-idnicas sdo
compostos de pelo menos quatro fases como mostra a figura I11.3: fase oleosa dispersa, fase
gel cristalina, fase hidratada cristalina, fase aquosa externa que contém uma solugfo diluida
de tensoativo. Conseqlientemente, o conceito cldssico de emulsdes como sistemas bifasicos
com uma camada monomolecular de um emulgente na interface tém sido revisto (RIEGER,
2001).

E critica a interacdo do tensoativo e dos componentes de dlcoois graxos componentes
de misturas emulsificantes para formar estas estruturas. £ também, dependente do tempo, o
que lhes confere a designagdo de “auto-emulsiondveis”. A estabilidade total de um creme
depende da estabilidade da fase gel cristalina (FLORENCE; ATTWOOD, 2003;
INTERNATIONAL FEDERATION OF SOCIETIES OF CONSMETIC CHEMISTS,

1997).
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Figura I11.3 — Representacio esquematica de um creme semi-sélido preparado com élcool
cetoestearilico e tensoativo idnico, adaptado de [IFSCC MONOGRAPH, 1997 e FLORENCE;
ATTWOOD, 2003.

A estabilidade de emulsdo ¢ aumentada pela presenga de fases de cristais liquidos,
devido a formagdo de multicamadas na interface Oleo/agua. Desta maneira, essas
multicamadas protegem contra a coalescéncia pela redugdo das forgas de Van der Walls e por
retardamento do adelgamento da pelicula entre goticulas adjacentes: a viscosidade da fase
liquida cristalina é pelo menos 100 vezes a da fase continua na auséncia destas estruturas
(IFSCC MONOGRAPH, 1997; RIEGER, 2001; FLORENCE; ATTWOOD, 2003).

Atipicamente, as formulagdes D2:0 e El:1 contém glicerina, um componente
hidrofilico, na fase interna (oleosa) da emulsdo com a finalidade de auxiliar a solubilizagdo do
CTZ. Nesta fase, também estd presente o tensoativo i6nico responsavel pela formacgdo da fase

gel cristalina com agua interlamelar. Por conseguinte, a glicerina podera estar interferindo na

estabilidade das camadas de cristais liquidos, reduzindo a viscosidade da emulsao.
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DAVIS ¢ KHANDERIA (1972) indicaram que a atividade termodinamica e a
viscosidade tém um efeito dominante sobre a liberag¢do da substincia ativa do veiculo. Sendo

assim, a viscosidade poderia interferir no comportamento biofarmacéutico das formulagdes.

Determinacio do teor
De acordo, com os resultados listados na tabela I11.4, as formulagfes apresentaram o
valor de teor dentro da faixa especificada pelo fabricante do produto B (90-110%). Esta faixa

foi considerada uma vez que ndo existem valores indicados em compéndios oficiais.

I11.4. Conclusao:

e As formulagdes C, D2:0 e E1:1 apresentaramx coloragdo levemente rdsea a partir do
30° dia de preparo. A F0:2 ndo desenvolveu este aspecto, pois apresenta em sua
composi¢do imidazolinidiluréia, conservante compativel com CTZ. Os produtos
comerciais apresentaram-se inalterados.

¢ As formulagdes C, D2:0, E1:1 e FO:2 apresentarém valores iguais de pH. O produto B
apresentou valor dentro da faixa preconizada pelo fabricante (7,5 a 8,5). O valor
encontrado para o produto A (referéncia nacional) poderia ser considerado referéncia,
uma vez que nfo existe valor em compéndios oficiais para formulagdes semi-solidas
contendo 20 mg/g de CTZ.

¢ As formulagdes DO:2 e E1:1 apresentaram menor faixa de viscosidade, provavelmente
devido a adigdo da glicerina na fase interna (fase oleosa) do creme.

e As formulagdes comerciais, manipulada e desenvolvida apresentaram teor de CTZ

inserido na faixa 95-110% do declarado.
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IV.L Introdugio

A eficdcia da via topica cutdnea requer adequada captagdo do farmaco pela pele, para
que o agente ativo possa exercer sua acfio farmacoldgica local. Essa resposta terapéutica
dependerd da penetragfo da substincia ativa nas camadas da pele, dos processos de liberagio
do farmaco da forma farmacéutica que o contém, da velocidade de eliminagdo do farmaco da
pele e do desencadeamento do efeito desejado propriamente dito (PERSHING; CORLETT;
JORGENSEN, 1994).

O estrato corneo € o local onde ocorre a maioria das infec¢es por dermatéfitos. Logo,
a determinacdo do farmaco nesse local proporcionaria medida direta da concentragio da
substdncia ativa em seu sitio de a¢fo. A determinacfo do perfil de concentracdo do farmaco
no estrato corneo em fungdo do tempo decorrente da aplicagdo poderia demonstrar a
biodisponibilidade/bioequivaléncia (BD/BE) de produtos de uso tépico. Alguns autores vém
adotando a nomenclatura dermatofarmacocinética (DFC) ou  biodisponibilidade de
Jormulagdes tépicas para o estudo da resposta terapéutica (SHAH, 1995, SHAH et al., 1998,
PERSHING, 2001).

Os métodos para os estudos de DFC devem ser eficientes de modo a remover o estrato
comeo juntamente com o farmaco; ter reprodutibilidade quanto a coleta; documentar o
numero de retiradas das camadas suficiente para representar e discriminar a capta¢do do
farmaco dentro da pele; ser sensivel a um método analitico para quantificar o farmaco contido
nas amostras de estrato cérneo retirado. (PERSHING, 2001).

Esta metodologia estd sendo denominada de rape stripping, podendo-se empregar uma
terminologia em lingua portuguesa de “remocgéo do estrato cormeo” por fita adesiva.

A “remogdo do estrato cdrneo” por fita adesiva € uma técnica rdpida e relativamente
ndo invasiva, sendo empregada neste trabalho com o objetivo de medir a velocidade e
extensdo da penetragdo cutdnea das formulagdes antimicoOticas comerciais (A e B),

manipulada (C) e desenvolvidas (D2:0, E1:1 e F0:2) descritas no capitulo I11.
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Neste capitulo, também, sera desenvolvida uma adequada metodologia analitica para

quantificar CTZ nos sistemas em estudo.

IV.2. Metodologia

A avaliagdo da penetragio do CTZ de formulagdes antimicéticas em voluntdrios
sadios, empregando a metodologia conhecida como tape stripping ou “remogdo do estrato
comeo” por fita adesiva foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP n°. 035/02) do
Hospital Universitario Clementino Fraga Filho da Universidade Federal do Rio de Janeiro —

CEP (HUCFF/UFRJ) em 07 de outubro de 2002 (Anexo).

IV.2.1. Materiais e Reagentes

Todos os solventes empregados foram de grau analitico ou grau CLAE.

IV.2.2. Equipamentos ¢ Acessorios

1. Agitador magnético (marca Marte, modelo MAG-15) acoplado a um sistema artesanal
de aquecimento;

2. Balanga analitica (marca Mettler Toledo, modelo AG204);

3. Baldes volumétricos de 10, 25, 50, 100 e 1000 mL (marca Quimex);

4. Bécher de 50, 100, 250 e 500 mL (marca Quimex);

5. Espectrofotémetro UV-VIS (marca Shimadzu, modelo 1601);

6. Fita adesiva hipoalergénica (Transpore™®, marca 3M do Brasil);

7. Microbalanga (AD-4 autobalance, Perkin Elmer)

8. Pipetas automaticas 20, 200, 1000 e 5000 pL (marca Gibson);

9. Placa de aquecimento (marca Corning);

10. Potenciémetro (marca Digimed, modelo DM21)
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11. Provetas de 50, 100, 250, 500 e 1000 mL (marca Quimex)
12. Sistema de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) isocratico (Waters
Corporation, Milford, MA, USA) equipado com coluna C18 e pré-coluna (C18), um

loop de 20 pL., um detector ultravioleta e integrador eletronico.

IV.2.3. Estabelecimento das condi¢des analiticas do cetoconazol por CLAE

O CTZ é, quimicamente, cis-1-acetil-4-[4-[[2-(2.4-diclorofenil)-2-(1H-imidazol-1-
ilmetil)-1,3-dioxolan-4-iljmetoxi]fenil|piperazina, com peso molecular de 531,4 e ponto de
fusdo de 148 a 152°C. Possui pKa de 3,0 e 6,5 e log P = 3,8 (n-octanol:tampio pH 10)
(BRION, 1999).

A solubilidade do CTZ foi determinada em diversos solventes: agua, etanol,
cloroférmio, metanol, éter etilico, tetrahidrofurano, acetonitrila e isopropanol. Adicionou-se a
um tubo de ensaio, uma parte do farmaco em massa (50 mg), e sucessivas partes de solvente
em volume (50 pl).

A quantidade de CTZ foi identificada e determinada cromatograficamente por um
sistema CLAE isocratico equipado com coluna C18, pré-coluna (C18), loop de 50 uL,
detector ultravioleta e integrador eletronico. A fase mével: acetonitrila:K,HPO, 0,01 M foi
testada em trés condi¢Ges: 65:35 (vol/vol) (pH 6,0), 60:40 (vol/vol) (pH 6,8) e 50:50 (vol/vol)
(pH 6,8) (PERSHING; CORLETT; JORGENSEN, 1994). O comprimento de onda de

detecgdio foi fixado em 242 nm, correspondente ao A,y encontrado por espectrofotometria de
varredura na regido do UV, da solugéo de cetoconazol a 25 pg/mL preparada nas trés fases

moveis testadas. O fluxo foi fixado em 0,7 mL/min.
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IV.2. 4. Validac¢io da metodologia analitica

De acordo com a Agéncia Nacional de Vigiladncia Sanitiaria (BRASIL, 2003a), a
validagdo deve garantir, através de estudos experimentais, que o método atenda as exigéncias
das aplicacdes analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados.

Normalmente, os parametros analiticos encontrados para validacdo de métodos de
separagio sfo: seletividade; linearidade e faixa de aplicagdo; precisdo; exatiddo; limite de
deteccdo; limite de quantificacio e robustez (RIBANI et al., 2003).

A seletividade ou especificidade de um método instrumental de separacdo ¢ a sua
capacidade de diferenciar e quantificar a substdncia de interesse na presenca de outros
componentes na amostra (INTERNATIONAL CONFERENCE ON HARMONISATION,
1995; BRASIL, 2003a). A seletividade garante que o pico de resposta seja exclusivamente do
composto de interesse. Esta foi avaliada comparando uma matriz isenta da substincia de
interesse (branco) e uma matriz adicionada com esta substancia (padrdo), sendo que nesse
caso, nenhum interferente deve eluir no tempo de retencdo da substincia de interesse, ficando
separada dos demais compostos presentes na amostra.

A linearidade de um procedimento corresponde a sua capacidade em fornecer
resultados diretamente proporcionais a concentracdo da substincia em andlise, dentro de uma
determinada  faixa de  aplicacdo  (INTERNATIONAL  CONFERENCE ON
HARMONISATION, 1995; BRASIL, 2003a). A linearidade da curva padrio foi avaliada por
meio do coeficiente de determinacdo (r%).

O intervalo da curva padrdo deriva do estudo de linearidade do método e depende do
objetivo de sua aplicacdo (INTERNATIONAL CONFERENCE ON HARMONISATION,
1995; BRASIL, 2003a). A faixa de variagfio corresponde ao intervalo entre a concentragdo
superior e inferior da substdncia analisada que atenda aos requisitos de precisdo, exatiddo e

linearidade (RIBANTI et al., 2003). O intervalo de concentracdo (0,10 - 10 pg/mL) foi obtido
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avaliando-se esses pardmetros para os valores utilizados para a construgdo da curva padrio
obtida em cada experimento com padrio de trabalho de CTZ (lote KET-M1071/Purifarma),
cuja pureza foi estabelecida contra padrio farmacopéico USP (lote 35650G3).

A precisdo representa a dispersdo de resultados entre ensaios independentes, repetidos
de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padrdes, sob condi¢des definidas
(INTERNATIONAL CONFERENCE ON HARMONISATION, 1995; BRASIL, 2003a). A
precisdo € uma medida, normalmente expressa quantitativamente em termos de imprecisfo e
computada como desvio padrfo (s), desvio padriio relativo (DPR) ou coeficiente de varia¢do
(CV). E considerada em trés niveis: repetitividade (precisdo intra-dia), precisdo intermediria
(precisdo inter-dia) e reprodutibilidade (RIBANI et al., 2003a). A precisdo foi avaliada pelo
desvio padrio (s) e desvio padrio relativo (DPR) e repetitividade.

A exatiddo representa o grau de concordancia entre os resultados individuais
encontrados em um determinado ensaio e um valor de referéncia aceito como verdadeiro
(INTERNATIONAL CONFERENCE ON HARMONISATION, 1995; BRASIL, 2003a). Os
processos mais utilizados para avaliar a exatiddo de um método sdo: materiais de referéncia;
compara¢do de métodos; ensaios de recuperagdo e adi¢cdo de padrio (RIBANI et al., 2003a).
A exatiddo do método foi avaliada pelo ensaio de recuperagdo da quantidade de CTZ extraida,
adicionada a um branco da matriz em andlise (fita adesiva).

O limite de detec¢do (LLD) representa a menor concentragdo da substancia em anélise
que pode ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada, utilizando um determinado
procedimento experimental (INTERNATIONAL CONFERENCE ON HARMONISATION,
1995; BRASIL, 2003a). O LD pode ser calculado de trés maneiras diferentes: método visual,
método relagdo ruido, método baseado em pardmetros da curva analitica (RIBANI et al.,
2003a). O limite de detecgiio foi calculado pelo método baseado em pardmetros da curva

analitica, expresso como:
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LD =3,3 xs/S, onde:

s é a estimativa do desvio padrdo da resposta, que pode ser a estimativa do desvio
padrdo do branco, da equagdo da linha de regressio ou do coeficiente linear da equagéo; S € a
inclinagdo (slope) ou coeficiente angular da curva analitica.

Os parametros da curva e a estimativa do desvio padrdo destes pardmetros foram
calculados empregando-se Microsoft® Excel 2000 (Microsoft Corporation, 1999).

O limite de quantificagcdo (1.Q) representa a menor concentracdo da substdncia em
exame que pode ser medida, utilizando um determinado procedimento experimental
(INTERNATIONAL CONFERENCE ON HARMONISATION, 1995; BRASIL, 2003a).

Como o LD, o LQ ¢ expresso como uma concentragdo, sendo que a precisio €
exatiddo das determinacdes também devem ser registradas e a curva analitica deve conter a
concentragdo correspondente ao LQ.

Os mesmos critérios de I.D podem ser adotados para o LQ, utilizando a relagdo 10:1,a
partir da equacdo:

LQ=10xs/S

A linearidade, limite de deteccdo e limite de quantificagfo foram avaliados a partir das
curvas padrdo preparadas em cada dia de andlise e referentes ao grupo de formula¢des

analisadas (primeiro grupo A, B e C; segundo grupo D2:0, E1:1 e F0:2).

IV.2.5. Sele¢io e avaliagio clinica dos voluntairios

Foram selecionados oito voluntarios sadios sem histdrico de doenca de pele e
antebraco sem lesdes cutaneas que pudessem interferir com os resultados do estudo; do sexo
feminino; com idade de 23 a 55 anos, brancos ou pardos e capazes de fornecer seu
consentimento livre e esclarecido.

Os voluntarios foram recrutados entre a comunidade académica (alunos, funciondrios e

docentes) do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Rio de Janeiro
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(CCS/UFRYJ); tomaram ciéncia do experimento, preencheram o Formulédrio de Cadastro e
Voluntarios e assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo).

O investigador clinico, Profa. Dra. Lucia Maria Azevedo CRM-5236934-1,
Departamento de Dermatologia do Hospital Universitario Clementino Fraga Filho da
Universidade Federal do Rio de Janeiro (HUCFF/UFRJ), examinou a regido do antebrago de
cada voluntario e questinou-os sobre possiveis doengas de pele como: vitiligo, psoriase,
dermatite atdpica, sensibilidade a corticdides e antifungicos. Ao final deste exame
dermatolodgico, todos os voluntérios foram considerados aptos para participar do estudo.

Em caso de eventos adversos decorrentes da realizagdo do experimento, o pesquisador
clinico ficou disponivel para atender os voluntarios, conforme consta no Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido.

IV.2.6. Procedimento de Aplicagdo do Produto

O procedimento de aplicac¢do da formulagdo e a retirada do EC foram realizados em
uma sala com temperatura entre 20 ¢ 22°C, ¢ umidade relativa na faixa de 50-60%. Uma hora
antes do experimento, os antebragos do voluntario foram lavados com &gua corrente e
sabonete neutro. Pelo menos 30 minutos antes do inicio do teste, o voluntdrio permaneceu na
sala para adequar & sua climatizagdo. Cinco ou seis dreas de 2,5 cm® foram demarcadas em
cada antebrago, para estudo da mesma formulagfo no periodo. Cerca de 15 mg da formulagédo
foram aplicados nas arcas demarcadas, com auxilio de um cotonete em quatro réreas de modo
uniforme quanto a distribui¢do e quantidade. As dreas demarcadas correspondem a periodos
de tempo pré-determinados de 15, 60, 120 e 240 minutos para a remogdo do EC (SHAH et al.,

1998) (Figura IV.1.).
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Figura [V.1. — Esquema de demarcag@o das areas nos antebragos dos voluntarios: na area central do
A - ~ 2 [ ~
hexagono era aplicada a formulagéo; o quadrado de 1,56 cmm” correspondia & 4rea de remogio do EC.

Apos cada tempo, o excesso da formulagdo era removido da area especifica limpando-
a trés vezes com algoddo levemente umedecido e deixando secar por 1-3 minutos. A seguir, o
EC foi seqiiencialmente retirado 11 vezes com a fita adesiva (1,56 cm?), a qual foi
pressionada a pele por um bastdo de vidro rolando regularmente seis vezes, a seguir, a fita foi
retirada rapidamente (WEIGMANN et al., 1999-a). A primeira fita foi descartada com o
objetivo de evitar uma quantidade superestimada de CTZ. Como controle negativo, uma area
ndo tratada também foi demarcada e o EC retirado, e um controle positivo foi realizado pela
adi¢do 0,5 pg de CTZ (10 pLlL de uma solugdo 50 pg/mL) em cada fita apds retirada do EC,
perfazendo 5 pg de CTZ num total de 10 coletas do EC). As 10 fitas subseqiientes foram
analisadas em conjunto com o objetivo de quantificar a massa total de CTZ, por area, em um
determinado tempo. Em cada voluntario foram aplicadas trés formula¢des em 3 periodos
diferentes, com um intervalo de 30 dias entre cada periodo, tempo necessario para elimina¢do

completa do farmaco até a proxima aplicagéo.
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IV.2.7. Validac¢iao da metodologia de extracio de CTZ em fitas conjuntas

IV.2.7.1. Escolha da condi¢fio 6tima de extracio de CTZ das fitas adesivas

Inicialmente, foi realizado um estudo envolvendo varias etapas, onde foram utilizados
diversos solventes, diferentes tempos e temperaturas de extra¢gdo do CTZ das fitas adesivas. O
preparo das fitas adesivas, descrito a seguir, foi 0 mesmo em todos os estudos.

Em tubos Eppendorff de 2,5 mL, mantidos na horizontal, foram colocadas fitas
adesivas Transpore® 3M (1,0 x 1,0 cmz), com a parte adesiva voltada para cima (1 fita por
tubo). Sobre cada fita, foram dispostos 40ul de uma solu¢do de CTZ a 50 pg/mL em etanol.
Apds a evaporagdo total do solvente procedeu-se a extra¢do do farmaco, cujas condi¢Bes
foram modificadas, de acordo com a recuperag¢do obtida.

- 1" etapa: trés solventes foram testados: CH;0OH, CH;0H:H,0 (60:40) e CH3CN:H,0 (70:30)
com 400 pl de cada solvente em cada tubo e vortexados por 2 minutos.
- 2% etapa: diferentes tempos e temperatura de extragio.

O solvente empregado foi CH3;CN:H,O (70:30) em trés condi¢des diferentes de
extracdo: [1] 400 pl de solvente com agita¢do por 5 minutos; [2] 1 mL de solvente em
banho-maria a 50°C por 5 minutos, e agitagdo por vortex por 5 minutos; [3] 1 mL de solvente,
agitagdo por vortex por 1 minuto, aquecimento em banho a 50°C por 5 minutos e nova
agitagdo por mais 1 minuto.

- 3" etapa: testou-se 3 solventes: CH;CN:H,O (70:30), CH;CN:H,O (85:15),
CH;CN:CH;0H:H;0 (40:40:20).

Para cada solvente a condi¢do de extragdo foi a mesma: em cada tubo adicionou-se 1
mL de solvente, seguido de agitagdo por 1 minuto em vortex, aquecimento em banho a
50°C/10 minutos, finalizando com mais 1 minuto de agitago posterior.

As respostas foram obtidas como porcentagem extraida de CTZ em relagdo ao

adicionado. A referéncia para obtengdo desta resposta era uma spiked solution, preparada com
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40 pl da mesma solugdo de CTZ pipetada sobre as fitas mais um volume do solvente de
extracdo correspondente, suficiente para completar o volume total de extragfo, 400 pl ou 1
mL, dependendo do caso.

A resposta obtida em CLAE com os solventes de extragio, ¢ uma porcentagem da
resposta obtida com a spiked solution correspondente.

Na avaliagfo da penetragdo de CTZ no EC, por tape stripping, seriam obtidas 10 fitas
para cada tempo. Essas 10 fitas poderiam ser analisadas conjuntamente, j4 que a massa
contida nas mesmas seria a massa total do farmaco que penetrou na pele, por unidade de area,

em um determinado tempo, ou seja, concentragdo versus tempo (SHAH et al., 1998).

IV.2.7.2. Caracterizacio da recuperacio e da precisio da extracio de CTZ das

fitas adesivas

Ap(’)s a defini¢do da condigéo 6tima de extragdo de CTZ nas fitas adesivas, realizou-se
a avaliacdo da exatiddo expressa pela recuperagdo da quantidade de CTZ extraida das fitas em
conjunto, que foi realizada em trés niveis de quantidade de CTZ adicionada as fitas: 2, 5 e 10
pug com cinco réplicas para cada nivel. A precisdo das respostas obtidas com o método
escolhido foi avaliada pelo desvio padrdo (s) e desvio padrio relativo (DPR) aos niveis de
repetitividade e precisdo intermediaria.

Apos a “remogdo do estrato corneo” pela fita adesiva, estas foram colocadas
separadamente em um suporte com a parte adesiva voltada para cima e sobre cada uma foram
dispostas quantidades de CTZ da seguinte maneira:

2,0 ng: 20 pl de solugdo de CTZ a 100 ug/mL em etanol.
5,0 pg: 20 pL de solugdo de CTZ a 250 ug/mL em etanol.

10,0 pg: 20 pL de solugéo de CTZ a 500 pg/mL em etanol.
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Apds a evaporagdo total do solvente, cada conjunto de fitas foi fixado em uma fina
haste de metal e colocado em um tubo de vidro contendo 10 mL de solvente e submetido a
extragdo, de acordo com a condi¢do otima apresentada em resultados e discussdo, e,

posteriormente, submetida a quantifica¢@o por CLAE estabelecida em IV.2.3. deste capitulo.

IV.2.9. Procedimento de Pesagem do EC nas fitas adesivas

O protocolo de pesagem do tecido foi realizado com o objetivo de detectar a
quantidade de EC retirado em cada remocfo. O peso da fita adesiva (1,56 cm?) foi medido
antes e apds a retirada da pele, em uma microbalanca. As fitas foram retiradas de ambos
antebracos ventrais de oito voluntdrios. Cada fita foi pressionada contra a area demarcada na
pele por um bastdo de vidro, rolando regularmente seis vezes. A seguir, a fita foi retirada
rapidamente (como padronizado no protocolo anterior) e pesada separadamente perfazendo
um total de 10 fitas (WEIGMANN et al., 1999-a). A primeira fita também foi descartada,
como realizado no experimento in vivo. O valor do peso médio total do EC foi obtido dos
valores médios de cada voluntério, que foi normalizado por 4rea (mg/cm?). Estes dados foram
empregados para calcular a quantidade de CTZ por quantidade de EC retirado (ug de
farmaco/mg de EC). Este experimento foi conduzido em uma sala com temperatura ambiente

entre 20 e 22°C, e umidade relativa na faixa de 50-60°C.

IV.2.10. Tratamento de dados
Os dados obtidos foram analisados estatisticamente empregando-se um modelo de
planejamento com dois fatores fixos. Realizou-se uma andlise da varidncia (ANOVA)
considerando dois fatores:
Fator 1: F1 = tratamento com dois niveis (tratamento 1 e tratamento 2);

Fator 2: F2 = antebrago com dois niveis (antebraco esquerdo e antebrago direito).
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Foram testadas duas hipoteses: comparagdo entre dois tratamentos formulagdo A e
formulagdo B; A e C; A ¢ F0:2; C ¢ D2:0; C e El:1) e comparagio entre os antebragos
(esquerdo e direito). As hipodteses foram testadas ao nivel de significAncia (o) de 5% as

quantidades de farmaco determinadas no EC (pg/mg) para cada tempo de aplicagio.

IV.3. Resultados e Discussido

IV.3.1. Valida¢io das condi¢des analiticas do cetoconazol por CLAE

O resultado da solubilidade de CTZ nos diversos solventes esta listado na tabela [V.1.
segundo a nomenclatura adotada pela USP (UNITED STATES PHARMACOPEIA, 2000),
que relaciona partes de solvente requeridas para solubilizar uma parte do soluto.

Tabela IV.1. Solubilidade do cetoconazol segundo nomenclatura adotada pela USP (United
States Pharmacopeia, 2000)

Solvente Relagéo Solvente / Soluto Termo Descritivo
Acetonitrila 100:1 Parcialmente solavel
Agua Acima de 10.000:1 Insoldvel

Cloroférmio 2:1 Soldvel

Etanol 54:1 Parcialmente soltvel

Eter etilico 10.000:1 Muito fracamente soltivel
I[sopropanol 350:1 Fracamente solavel
Metanol 9:1 Soldvel

Tetrahidrofurano 72:1 Parcialmente soluvel

A fase movel acetonitrila:K,HPO4 0,01 M testada nas condi¢des:

1) 65:35 (vol/vol) (pH 6.0): ndo apresentou boa resoluc¢do cromatografica. Além disso,
o tempo de retencdo obtido, 3,7 minutos, nfo permitiu uma boa separa¢do do CTZ de
interferentes presentes nas fitas adesivas.

2) 60:40 (vol/vol) (pH 6,8): apresentou melhor resolugido cromatografica ¢ um tempo

de retengdo de 4,5 minutos, que além de permitir um bom fluxo de analises, foi suficiente para
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distinguir o CTZ de interferentes presentes nas fitas adesivas, com o comprimento de onda em
242 nm e o fluxo em 0,7 mL/min (GONCALVES; VOLPATO, 2001).

Durante a andlise cromatografica de amostras do estudo piloto em voluntérios,
observou-se interferéncia de componentes da pele na regido do tempo retengdo do CTZ obtido
anteriormente. Por isso, a fase movel acetonitrila:K;HPO4 0,01 M foi testada em uma terceira
condi¢do 50:50 (vol/vol) (pH 6,8), resultando em uma melhor resolug¢do entre o farmaco,
interferentes das fitas e a pele. O novo tempo de retengfo observado foi em torno de 7,5
minutos. Sendo assim, a fase movel nestas condi¢des foi escolhida para os estudos in vivo € in
vitro, mantendo o comprimento de onda em 242 nm e o fluxo em 0,7 mL/min previamente
fixados.

A figura IV.2 apresenta trés curvas padrdo para o CTZ, com as respectivas equagdes
da reta e os coeficientes de determinacio (1'2), obtidas em dias diferentes. A andlise de
regressdo da curva revelou linearidade adequada dentro da faixa de concentragdo trabalhada

(0,10 — 10,00 pg/mL). O LD estimado para a analise foi de 25 ng/mL e o LQ foi de 80 ng/mL.

& y=107636x+ 23,484 R2=10,9999 —&—y = 106919x- 2619,7 R2 = 0.9995
y = 108131x- 510,93 R2 = 0,9997
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Figura IV.2. Representacdo grafica de trés curvas padrdo do CTZ, obtidas por CLAE, na faixa de 0,10
- 10 ug/mL, em dias diferentes.
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IV.3.2. Validacio da metodologia de extracgio de CTZ das fitas adesivas

A técnica “remocdo do estrato cérneo” por fita adesiva é uma ferramenta util para
determinar a penetragfo de farmacos na pele, mais precisamente no EC (SHAH, 1995, SHAH
etal., 1998, PERSHING, 2001).

Para tal, é importante obter condi¢des 6timas de extracdo dos farmacos das fitas para
posterior analise quantitativa. No presente trabalho, a recuperagdo de CTZ das fitas adesivas
foi obtida através de estudo com diversos solventes, diferentes tempos e temperaturas,
conforme descrito em 1V.2.7.1 neste capitulo.

Os sistemas simples como metanol e bindrios como metanol:dgua (60:40) e
acetonitrila:agua (70:30) testados com condigbes de extracdo realizadas em diferentes tempos
€ temperaturas, apresentaram recuperagdes consideradas insatisfatorias na faixa de 30 a 75%.
A mistura de solvente ternario, acetonitrila-metanol-agua (40:40:20), 10 minutos de
aquecimento em banho-maria a 50°C mais 1 minuto de agita¢do em vortex promoveu uma
recuperacdo de 84-90% de CTZ das fitas, com auséncia de interferéncia no sistema
cromatografico. Assim sendo, estas condigdes de extragdo foram escolhidas para a extragdo
de CTZ das fitas adesivas.

A tabela 1V.2 apresenta os resultados obtidos para a recuperagdo média da quantidade
de CTZ extraida das fitas em conjunto, que foi realizada em trés niveis de quantidade de CTZ
nas fitas: 2, 5 e 10 ug com cinco réplicas para cada nivel.

Tabela IV. 2 — Resultados da recuperagdo média e da precisdo da quantidade de CTZ extraida
das fitas em conjunto

Quantidade adicionada de n Recuperacdo média de CTZ das DP (%) DPR (%)

CTZ (ug) fitas em conjunto (%)
2 5 84,95 1,64 1,94
5 5 90,30 2.52 2,80

10 5 87,45 2,14 2,45
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Na figura [V.3 apresenta trés curvas padrdo para o CTZ, com as respectivas equac¢des
da reta e os coeficientes de determinacio (), obtidas em dias diferentes. A anélise de
regressdo da curva revelou linearidade adequada dentro da faixa de concentragdo trabalhada
(0,50 - 10,00 ng/mL). O LD estimado para a andlise também foi de 25 ng/mL assim como o

LQ também foi de 80 ng/mL.
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Figura IV.3. Representago grafica de trés curvas padrao do CTZ, obtidas por CLAE, na faixa de 0,50
- 10 pg/mL, em dias diferentes.

1V.3.3. Experimentos de penetracio cutinea in vivo

Nos experimentos in vivo, as formulacdes foram aplicadas sobre a pele sem efeito
oclusivo, existindo a possibilidade de ocorrer uma evaporagdo da agua da base deixando as
moléculas do farmaco imersas em uma fase oleosa. Segundo FLORENCE e ATTWOOD
(2003), sistemas de emulsdo de dleo-em-dgua quando aplicadas topicamente podem inverter
para sistemas de dgua-em-dleo, o que faria com que o farmaco se difundisse através de uma
camada oleosa para alcangar a pele. Componentes nfo-volateis da formulagdo aumentam de
concentra¢@o na medida em que os componentes volateis sdo eliminados; isto pode alterar o

estado de saturag@io do farmaco e, conseqiientemente, sua atividade.
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Ao longo dos experimentos de penetragdo cutdnea in vivo de CTZ das formulagdes
semi-solidas, empregando a metodologia fape stripping, foi realizado um controle positivo
visando verificar se o percentual de recuperacdo do farmaco das fitas pés-retirada do EC,
mantinha-se condizente com o obtido na validagdo do método de extragfo.

A tabela IV.3 apresenta a recuperagdo média do farmaco das fitas pés-retirada do EC
de ambos antebragos. Em cada fita foi adicionado 0,5 ug de CTZ (10 pl. de uma solugfo 50
ng/mL), perfazendo 5 pg de CTZ num total de 10 coletas do EC.

Tabela IV.3 — Recuperagdo média de CTZ das fitas pos- retirada do EC de ambos antebragos
em cada experimento (n=06)

Experimento Recuperacdo média de CTZ (%) DP DPR
1 91.48 1,45 1,58
2 88.92 1,13 1,27
3 85,50 0,93 1,08
4 96.78 0,83 0,86
5 96.56 0,92 0,95
6 88,13 1,14 1,29

No sitio controle negativo, ndo foi detectado a presenca do farmaco através da analise
por CLAE, assim como, nenhuma substincia endégena interferiu no tempo de retengéo do
CTZ (7,6 min). As figuras IV.4 e IV.5 mostram os cromatogramas obtidos dos experimentos
de tape stripping com a formulag¢do referéncia aplicada nos antebragos direito e esquerdo

respectivamente.
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Figura IV 4. - Cromatogramas ilustrativo da solugio padrio de CTZ (tempo de retengio = 7,5
+ 0,1 min) e solu¢des extratoras das diferentes areas demarcadas nos experimentos de tape stripping
com a formulac@o referéncia aplicada no antebrago direito de um voluntério.
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Figura IV.5. - Cromatogramas ilustrativo da solu¢fo padriao de CTZ (tempo de retencdo = 7.5
+ 0,1 min) e solugBes extratoras das diferentes dareas demarcadas nos experimentos de tape stripping
com a formulagdo referéncia aplicada no antebrago esquerdo de um voluntario.

A quantificagio do EC removido ¢ de importéncia relevante para estabelecer a
concentra¢fio do farmaco na pele ap6s a aplicagio da formulacfo. A pesagem ¢ um método
preferido para medir a quantidade removida (WEIGMANN et al., 1999-a; WEIGMANN et

al., 1999-b; KALIA et al., 2001; WEIGMANN et al., 2001).
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No presente trabalho, o EC de ambos os antebragos dos voluntdrios foi pesado para
avaliar a quantidade do mesmo presente na mesma area de “remogdo do farmaco” por fitas

(1,56 cm®) (figura IV 6.).
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Figura IV.6. — Quantidade média de EC retirado pela fitas adesivas. Erro de barras indica erro padrio
da média (e.p.m.).

Assim, o valor total médio de EC retirado dos voluntérios (0,474 + 0,0034 mg de EC)
foi normalizado para a area de lem?, fornecendo resultado de 0,303 + 0,0033 mg de EC/cmz,
o qual foi empregado no célculo da quantidade de CTZ/quantidade de EC retirado (ng of
CTZ/mg of EC).

As tabelas V.4 e IV.5 apresentam a quantidade média do farmaco presente no EC em
ng/mg de EC, obtida apos a aplicagdo de aproximadamente 15 mg de cada formulagdo (A, B,
C, D2:0, El1:1 e F0:2) em ambos antebragos de oito voluntarios nos intervalos pré-

estabelecidos (15, 60, 120 e 240 minutos).
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Tabela IV.4 — Quantidade média de CTZ (média + erro padrio da média.) presente no EC
(ng/mg) obtida apés a aplicagdo das formulagdes A, B, C (n = 16)

Tempo A B C

15 0,5793 + 0,2728 0,5047 + 0,26417 1,9313 + 0,4081
60 2,5973 % 0,8097 2,7354 + 0,7344 3,1263 + 0,7568
120 6,2188 + 2,4137 5,5602 + 1,0459 3,7192 + 0,8258
240 8.0153 +2,7564 7,9935 + 1,1211 4,7654 + 1,4731
"n= 14; “n=15

Tabela IV.5 — Quantidade média de CTZ (média + erro padrio da média.) presente no EC
(ug/mg) obtida apos a aplicagio das formulagdes D(2:0), E(1:1) e F(0:2) (n=16)

Tempo D(2:0) E(1:1) F(0:2)

15 1,7267 + 0,3069" 1,7662 + 0.6845 1,1399 + 0,2897
60 2,3435 £ 0,4760 1,7882 + 0,3446 3,1925 +0,5423
120 2,3735+0,2991 1,9929 + 0,4801 5,4456 + 0,7688
240 55119+ 1,3161 3,7392 £ 0,7797 5,9932 +0,7915
"n= 15;

As formulagdes foram avaliadas por grupos (primeiro grupo A, B e C; segundo grupo

D2:0, E1:1 e F0:2) a partir de curvas padrio preparadas em cada dia de andlise. A média do

coeficiente de determinacio (rz) encontrado foi 0,9968 + 0,0014 ¢ 0,9975 £ 0,0003 (n = 20)

para o primeiro e segundo grupo respectivamente, indicando manuten¢do da linearidade da

resposta da CLAE nessas condi¢des de andlise e dentro da faixa de concentragdes 0,50 —

10.00 pg/mL. Isso quer dizer que resultados de concentragdes dentro dessa faixa sfo

confidveis. O LD para a analise foi de 50 ng/mL e o LQ foi de 150 ng/mL.

A figura IV.7 apresenta trés curvas padréo para o CTZ, com as respectivas equagdes

da reta e os coeficientes de determinagdo (r%), obtidas em dias diferentes.



Capitulo IV — Penetragdo cutanea in vivo de cetoconazol das formulagoes semi-sélidas, 97
empregando a metodologia tape stripping

oy =100574x- [S3LR2=09995 my = 163638x-2577.4 R2=10.,9999
y = 163607x - 2492 R2 = (0,9999

350000 -
300000 -
250000
200000 -
150000 1
100000
50000 -

0 . | . . .

0 0,5

Area

Concéntragﬁo (,Ef?g/mL)

Figura [V.7. Represeniagéo grafica de trés curvas padrao do CTZ, obtidas por CLAE, na faixa de 0,50
- 10 pg/mL, em dias diferentes.

As quantidades médias do farmaco presente no EC em pg/mg em fungdo dos tempos
(15, 60, 120 e 240 minutos) sdo apresentadas sob forma de grafico de acordo com o
tratamento estatistico (ver figuras IV.8, IV.9 e [V.10).

A tabela IV.6 apresenta os resultados da andlise de varidncia (ANOVA) entre as
forfnulagc”)es A e B. As hipodteses testadas foram:
Hipétese 1: Formulagdo A = Formulagdo B versus Formula¢do A # Formulagao B.
Hipétese 2: Antebrago Direito = Antebrago Esquerdo versus Antebrago Direito # Antebrago

Esquerdo.
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Tabela IV.6. Resultado do tratamento estatistico (ANOVA) considerando dois fatores: F1 =
tratamento e F2 = antebrago entre as formulagdes A e B em todos os tempos.

Tempo Fonte gl SQ QM F Valor-p
15 F1 | 0,044518  0,044518  0,106884  0,746151
F2 | 1,184899  1.184899  2,844835 0,10278
FI1F2 1 0,132242  0,132242  0,317501  0,577598
Residual 28 11,66225  0,416509
Total 31 13,02391
60 F1 1 0,1525 0,1525 0,04068 0,841614
F2 1 0,308365  0.308365  0,082258  0,776372
FIF2 1 23116141 2,316141 0,617843  0,438452
Residual 28 104,9651  3,748753
Total 31 107,7421 |
120 F1 | 3469275 3469275  0,155995  0,695864
F2 | 0,028937  0,028937  0,001301  0,971481
F1F2 1 0,299718  0,299718  0,013477  0,90841
Residual 28 622,7103  22,23965
Total 31 626,5083
240 F1 1 0,003822  0,003822  0,000136  0,990766
F2 | 0,049588  0,049588  0,001769  0,966747
FIF2 | 12,40242  12,40242  0,442501 0,51136
Residual 28 784,7839 28,028
Total 31 797.2397
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Onde:

g.l. = grau de liberdade

SQ = soma dos quadrados

QM = quadrado médio

F = valor da estatistica F

F1 =fatorl

F2 = fator 2

F1F2 = interagéo entre o fator 1 e fator 2

Residual = residuo do modelo

Baseado nos resultados apresentados na tabela I'V.5, pode-se concluir que, em todos os
tempos, ndo existe interacdo entre os tratamentos e os antebracos (p > 0,05), as formulagdes
A e B sdo estatisticamente iguais (p > 0,05) e que nfo existe diferenca significativa entre os
antebragos direito e esquerdo (p > 0,05).

Analogamente, a formulagdo C foi avaliada estatisticamente em rela¢do ao produto A
(referéncia nacional) e seus resultados estdo apresentados na tabela IV.7.
As hipéteses testadas sdo:
Hipétese 1: Formulagio A = Formulaggio C versus Formulagio A # Formulagéo C.
Hipotese 2: Antebrago Direito = Antebraco Esquerdo versus Antebrago Direito # Antebrago

Esquerdo.
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Tabela TV.7. Resultado do tratamento estatistico (ANOVA) considerando dois fatores: F1 =
tratamento e F2 = antebrago entre as formulagdes A e C em todos os tempos

Tempo Fonte gl SQ oM F Valor-p
15 F1 1 14,62399  14,62399  20,57677  9.85E-05
F2 1 0,013687  0,013687  0,019258  0,890623
F1F2 1 1,782736  1,782736  2,508407  0,124471
Residual 28 19,8997 0,710704
Total 31 36,3201
60 F1 1 2,238885 2238885  0,588173  0,449545
F2 1 4,010277  4,010277  1,053532  0,313481
F1F2 1 0,005569  0,005569  0,001465  0,96976
Residual 28 106,5822  3,806508
Total 31 112,837
120 F1 1 4998262  49,98262  2.,390169  0,133329
F2 1 0,413684 0413684 0,019782  0,889153
F1F2 1 0,005534  0,005534  0,000265 0,987136
Residual 28 585,5289 2091175
Total 31 635,9307
240 F1 1 84,49397 8449397  2,706948  0,111094
F2 1 2,302841  2,302841  0,073777  0,787908
F1F2 1 3,173781  3,173781  0,101679  0,752191
Residual 28 873,9849  31,21375

Total

963,9555
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Baseado nos resultados apresentados na tabela 1V.5, pode-se concluir que apenas no
tempo 15 minutos, existe a diferenga estatisticamente significativa entre as formulagdes A e C
(p < 0,05) e que em qualquer instante, ndo existe diferenga significativa entre os antebragos
direito e esquerdo (p > 0,05). A figura IV.8 mostra a quantidade de CTZ encontrada nas fitas
2-11, normalizada em microgramas por miligrama de EC em diferentes tempos (15, 60, 120 e
240 minutos); apo6s a aplicagdo de trés formula¢des: duas comerciais (A e B) e uma
manipulada (C). Os dados representam os valores médios e o erro padrio da média (e.p.m.) de

fitas removidas de ambos antebragos ventrais de oito voluntarios.
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Figura IV.8. — Quantidade de CTZ presente no EC. Erro de barras indica erro padrio da média
(e.p.m.). @ = produto A; & = produto B; @ = produto C.

Como esperado, a presen¢a do farmaco no EC aumentou em fung¢fo do tempo. Os
produtos A e B apresentaram um perfil similar de captagdo do ativo (p > 0,05 para todos os
tempos); o produto C apresentou uma quantidade maior de CTZ no EC no tempo de 15

minutos (p < 0,05) (FREITAS et al., 2003), quando comparado aos produtos A e B.
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De acordo com o discutido no capitulo III item I11.2.1., as formula¢des D2:0 e E1:1
foram preparadas com o objetivo de avaliar se a incorporagdo do CTZ em diferentes fases da
prepara¢@o poderia interferir na captagdo do farmaco no E.C.

Na formulagdo D(2:0) a quantidade total do farmaco foi adicionado & fase oleosa e na
E(1:1) um por cento do farmaco foi incorporado & fase oleosa e mais um por cento foi
incorporado ao creme pronto. Ambas formula¢des foram comparadas com o produto
manipulado, C(0:2), pela Farmacia Universitaria (FF-UFRJ), onde o tarmaco foi incorporado
ao creme base pronto.

A quantidade total de CTZ presente no EC (ng de CTZ/mg de EC) em fungdo dos
tempos 15, 60, 120 e 240 minutos foi avaliada estatisticamente pela andlise de varidncia
(ANOVA) considerando dois fatores: F1 = tratamento e F2 = antebra¢o. Foram testadas duas
hipéteses (o0 = 0,05) para as C e D(2:0) (tabela IV.8.):

Hipotese 1: Formulagdo C = Formulagdo D versus Formulag¢io C # Formulagdo D.

Hipdtese 2: Antebrago Direito = Antebrago Esquerdo versus Antebraco Direito # Antebraco
Esquerdo.

E entre as formulagdes C e E(1:1) as hipoteses (tabela 1V.9):

Hipétese 1: Formulagio C = Formulagfo E(1:1) versus Formulag¢do C # Formulacdo E(1:1).
Hipotese 2: Antebrago Direito = Antebrago Esquerdo versus Antebraco Direito # Antebraco

Esquerdo.
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Tabela IV.8. Resultado do tratamento estatistico (ANOVA) considerando dois fatores: F1 =
tratamento e F2 = antebraco entre as formulagdes C e D(0:2) em todos os tempos

Tempo Fonte el SQ oM F Valor-p
15 F1 | 0,335122  0,335122 0451467 0,507146
F2 1 0,143666  0,143666  0,193543  0,663361
F1F2 | 2,551156  2,551156  3,436845  0,07432
Residual 28 20,7843 0,742296
Total 31 23,8142
60 F1 1 4,903351  4,903351  2,039609  0,164309
F2 1 4,605165  4,605165  1,915575 0,177279
F1F2 1 0,047534  0,047534  0,019772  0,889181
Residual 28 67,31379  2.,404064
Total 31 76,86984
120 F1 | 14,48699  14,48699  5,897133  0,021842
F2 1 0,049306  0,049306  0,020071  0,888354
F1F2 | 0,625432  0,625432  0,254591  0,617809
Residual 28 68.78525  2,456616
Total 31 83,94698
240 F1 1 4,45832 4,45832 0,356391  0,555314
F2 1 0.727866  0,727866  0,058184  0.811146
F1F2 1 0.347099  0,347099  0,027747  0,868903
Residual 28 350,2695  12,50962
Total 31 355,8027
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Tabela IV.9. Resultado do tratamento estatistico (ANOVA) considerando dois fatores: F1 =
tratamento e F2 = antebrago entre as formulagées C e E(1:1) em todos os tempos

Tempo Fonte gl SQ oM F Valor-p
15 F1 1 0,21812 0,21812 0,111655  0,740758
F2 1 0,105457  0,105457  0,053983  0,817962
F1F2 1 2,380671  2,380671  1,218659  0,279021
Residual 28 54,69847  1,953517
Total 31 57,40272
60 F1 1 14,32593  14,32593  6,652864  0,015443
F2 1 0,536646  0,536646  0,249215  0,621529
F1F2 1 1,428934  1,428934  0,663587  0,422171
Residual 28 60,29375  2,153348
Total 31 76,58526
120 F1 1 23,8406 23,8406 8,361409  0,007332
F2 1 1,751362  1,751362 0,61424  0,439776
F1F2 1 0,569419  0,569419  0,199707  0,658395
Residual 28 79,83546  2,851266
Total 31 105,9968
240 F1 1 8.,424497  8,424497  0,961053  0,335317
F2 1 2,747166  2,747166  0,313392  0,580057
F1F2 1 1,941726  1,941726  0,221509  0,641538
Residual 28 2454452 87659 |
Total 31 258,5588
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De acordo com os resultados, as formulagdes C ¢ D2:0 apresentaram diferencas
estatisticamente significativas no instante de 120 minutos, enquanto as C ¢ E1:1, as diferengas
foram detectadas nos tempos de 60 minutos e 120 minutos (p > 0,05). Além disso, ndo foram
verificadas diferenga significativa entre os antebracos direito e esquerdo (p > 0,05) em todos
0s tempos.

A figura IV.9 mostra a quantidade de CTZ encontrada nas fitas 2-11 em diferentes
tempos (15, 60, 120 e 240 minutos); apds a aplicacdo dessas formulagdes. Os dados
representam os valores médios ¢ o e.p.m. de farmaco extraido de fitas removidas de ambos

antebracos ventrais de oito voluntarios.

Quantidade CTZ/EC (ug/mgEC)

0 30 60 90 120 150 180 210 240

Tempo (minutos)

Figura IV.9. — Quantidade de CTZ presente no EC. Erro de barras indica erro padrio da média
(e.p.m.). ® =produto C; @ = produto D2:0; [J = produto E1:1.

A incorporagdo do CTZ nas diferentes fases da preparacio ndo interfere na presenga
do farmaco no EC.

A terceira formulagdo desenvolvida, F2:0 possui em sua composi¢do um agente
promotor (propilenoglicol) que pode aumentar a penetracdo do CTZ nos tecidos cuténeos,

assim como, o produto A (referéncia nacional) possui esse excipiente.
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Sendo assim, F2:0, foi comparada estatisticamente com o produto A, uma vez que, seu
desenvolvimento visou aumento na biodisponibilidade do CTZ. De acordo com os resultados
citados anteriormente, a incorporagdo do fdrmaco ndo interferiu no seu comportamento
biofarmacéutico. Por conseguinte, o ativo foi incorporado ao creme base da formulagdo F0:2.

A tabela IV.10. apresenta o tratamento estatistico (ANOVA) considerando duas

hipoteses (F1 = tratamento ¢ F2 = antebrago com o = 0,05) para as quantidades de firmaco

determinadas no EC (pig/mg) dos produtos A e F(0:2) em todos os tempos:
Hipétese 1: Formulagdo A = Formulagdo F(0:2) versus Formulagdo A # Formulag¢do F(0:2).
Hipédtese 2: Antebrago Direito = Antebrago Esquerdo versus Antebrago Direito # Antebrago

Esquerdo.
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Tabela IV.10. Resultado do tratamento estatistico (ANOVA) considerando dois fatores: F1 =
tratamento e F2 = antebrago entre as formulagdes A e F(0:2) em todos os tempos

Tempo Fonte gl SQ oM F Valor-p
15 F1 1 2,513834  2,513834  5,732162  0,023596
F2 1 1,971286  1,971286  4,495019  0,042988
F1F2 1 0,002319  0,002319  0,005288  0,942547
Residual 28 12,2794 0,438549
Total 31 16,7668
60 F1 1 2,833967  2,833967  0,959246  0,335764
F2 1 2,55966 2,55966 0,866398  0,359911
F1F2 1 0,227815  0,227815  0,077111  0,783291
Residual 28 82,7224 2,95437
Total 31 88,3438
120 Fl 1 4,781687  4,781687  0.232891 0,63314
F2 1 2,251195 2251195  0,109644  0,743016
F1F2 1 0,612813  0,612813  0,029847  0,864081
Residual 28 574,8935 20,53191
Total 31 582,5391
240 F1 1 40,94957  40,94957  1.603352  0,294924
F2 1 2,720887  2,720887  0,106534  0,615811
F1F2 1 2,720887  2,720887  0,106534 0.,8912
Residual 28 715,1193  25,53998
Total 31 761,5107
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De acordo com os resultados apresentados na tabela IV.10, pode-se concluir que as
formulagGes A e F0:2 sdo estatisticamente iguais (p > 0,05, a excegdo no tempo 15 min) e que
ndo existe diferenca significativa entre os antebragos direito e esquerdo (p > 0,05) nos tempos
60, 120 e 240 minutos.

A figura IV.10 mostra a quantidade de CTZ encontrada nas fitas (2-11) da terceira
formulacdo desenvolvida F2:0, A e B, apds a aplicagdo dessas formulagfes. Os dados
representam os valores médios e o e.p.m. de farmaco extraido de fitas removidas de ambos

antebracos ventrais de oito voluntarios.
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Figura IV.10. — Quantidade de CTZ presente no EC. Erro de barras indica erro padrio da média
(e.p.m.). € =produto A; & = produto B; O = produto F.

Os produtos A, B e F2:0 apresentam em sua composigdo propilenoglicol (promotor
quimico). Este componente tem a propriedade de permear dentro da pele e alterar suas
caracteristicas de solubilidade, promovendo um aumento na velocidade de absor¢do de
diversas moléculas (Hadgraft, 2001).

A determinacdo da viscosidade das formulacées A, B, C, D2:0, E1:1 e F2:0 estdo

descritas no item I11.2.2 do capitulo 3. De acordo com os resultados obtidos, a formulagdo B
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apresenta maior viscosidade e a E1:1 a menor. Como pode ser observado, os resultados nfo
influenciaram na captagdo de CTZ pelo EC dos referidos produtos.

A bioequivaléncia foi avaliada empregando a quantidade de CTZ presente no EC de
ambos antebragos de voluntarios sadios de acordo com os critérios das razdes (ASCo240min)
entre 0os produtos B, C e F em relagio a A (considerado referéncia) com intervalo de
confianga de 90% (IC 90%).

Para produtos solidos orais. de acordo com a legislagdo nacional (BRASIL, 2003b),
dois medicamentos serfo considerados bioequivalentes se os valores extremos do intervalo de
confianga de 90% da razfo da média geométrica (ASCo-teste/ ASCo-referencia) forem maiores que
0.8 e menores que 1,25. Este limite também foi utilizado nos estudos da determinagdo da
bioequivaléncia de produtos semi-solidos como gel de tretinoina 0,025% (PERSHING et al.,
2003) e gel de cetoprofeno 2,5% (LODEN et al., 2004).

A tabela IV.11 apresenta os valores extremos de 1C com 90% de area sob a curva para

A versus B; A versus C e A versus F(0:2) e suas razdes, respectivamente.

Tabela IV.11. — Valores extremos de IC e razdo de area sob a curva para formulagdes A, B, C,

e FO:2

ASCo240min 1C 90% Razio
A versus B 81,91 a 150,83 111%
A versus C 50,68 a 114,96 76%
A versus FO:2 82,27 a 133,93 105%

Considerando o limite de 80-125%, as formulag¢des nfo seriam bioequivalentes, existe
uma grande diferenca entre os produtos A e B, entre A e C; j4 A e F apresentam intervalo
mais proximos dos limites citado, portanto podemos concluir que a formulagdo do produto F

poderia ser indicada a um possivel desenvolvimento de genérico do produto A.
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IV.4. Conclusdes

o A metodologia analitica desenvolvida para quantificar CTZ nos sitemas em estudo foi
adequada e satisfatoria.

Os estudos realizados para verificar a presenga de CTZ no EC, permitiram verificar
que:

e O produto C, uma formulagdo manipulada, na qual o CTZ foi incorporado em um
creme base aniOnico, apresentou major quantidade do farmaco no inicio e menor
quantidade no final do experimento, da mesma forma, as formulagdes D0:2 e El:1
também apresentaram este comportamento;

e A incorporagdo de CTZ nas diferentes fases de preparo do creme ndo interferiu na
quantidade de ativo presente no EC;

e O excipiente, propilenoglicol, presente na formulagfo F(0:2) promoveu a absorgédo de
CTZ no EC;

e A formulagdo F(0:2) apresentou biodisponibilidade comparavel a do produto
referéncia nacional.

e Considerando o limite de 80-125%, os produtos A ¢ B e A e C ndo podem ser
considerados bioequivalentes, pois existe uma grande diferenga entre as formulagdes.

s A formulag¢do do produto FO:2 pode ser indicada a um possivel desenvolvimento de
genérico do produto A, uma vez que, existe uma pequena diferenga entre as
formulacdes;

o O modelo proposto no presente trabalho, empregando a técnica tape stripping,
mostrou-se adequado para estudos na drea da dermatofarmacocinética visando a
avaliagdo da bioequivaléncia entre formula¢des semi-sélidas. Entretanto, estudos
adicionais devem ser realizados avaliando a influéncia do namero de voluntarios

utilizados sobre a concluséo da bioequivaléncia de produtos topicos.
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e Além disso, como os resultados obtidos quando da avaliagfo do efeito dos antebragos
(direito e esquerdo) demonstraram que ndo houve diferenga estatistica, propde-se que
o desenho experimental para realizagido de estudos de bioequivaléncia entre produtos
dermatologicos recomende a aplicagdo do produto teste em um dos antebragos e do
referéncia no outro, como forma de reduzir a variabilidade dos resultados e aumentar a

capacidade preditiva do modelo.
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TR
@‘i" UNIVERSIDADE FEDERAL DO R10O DE JANEIRO
2% ‘ Hospital Universitirio Clementino Fraga Fitho

< Comissiio de Investigaciio Cientifica/11E49/DG

CI-132/02 - CIC/DG

Rio de Janeiro, 07 de Outubro de 2002
Do : Coordenador da CIC (Prof. Paulo Mourio)
Ao(a) Profa. Nadia Maria Volpato

Servico: Faculdade de Farmicia

Prezado Pesquisador(a),

I'endo o seu projeto de pesquisa com o titulo “Estudo comparativo de formulagdes topica
de Cetoconazol- avaliag@io da liberagdo e penetragdo do farmaco na pele através da técnica d
“TAPESTRIPPING”. (aprovado), estando assim cadastrado nessas Comissées CEP ¢ CIC sob a
seguintes numeragdces, respectivamente: CEP:035/02 e CIC:067/02.

Com isso, a CIC, oferece uma série de servigos ao pesquisador, incluindo confec¢des d
slides, posters e consultoria estatistica, para projetos desenvolvidos totalmente ou parcialmente n
HUCFF.

Agradecemos o envio do projeto a esta Comiss@o e contamos com sua visita para qu
possamos trabalhar em equipe, para o enriquecimento da pesquisa cientifica no Hospite
Universitario Clementino Fraga Filho.

- '/
(7 Lz,
s :

y

Atenciosamente,
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO.
FACULDADE DE FARMACIA.
PROGRAMA DE CIENCIAS FARMACEUTICAS

FORMULARIO DE CADASTRO DE VOLUNTARIOS
Voluntério n°:
Nome:
Idade:
Sexo:OF OM

Telefone para contato:

Cor da pele: T branca [ parda U negra (] outra

Possui algum problema de pele?

Preferéncia em relacdo ao dia e hora para o experimento:

Exame Dermatologico:

Rio de Janeiro, / /2002.

Assinatura do voluntario
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO
FACULDADE DE FARMACIA
PROGRAMA DE CIENCIAS FARMACEUTICAS

Estudo comparativo de formulagdes topicas de cetoconazol - avaliacdo da liberagdo e

penetragdo do farmaco pela pele através da técnica de "tape stripping”.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O abaixo-assinado declara que é de

livre e espontanea vontade que estd participando como voluntario do projeto supra citado, de

responsabilidade da professora Nadia Maria Volpato, do laboratério de Controle de Qualidade

de Medicamentos da Faculdade de Farmacia /UFRJ, com a participacdo da médica Dra. Lucia

Maria Azevedo - Profa. Adjunto Dermatologia-HUCFF/UFRJ. CRM-5236934-1.

v

O abaixo-assinado esta ciente que:

O objetivo da pesquisa é avaliar a captagdo (liberagdo e penetragdo) de cetoconazol pela
pele através da técnica do "tape stripping” "in vivo";

Serfio aplicadas trés formulagdes diferentes de cetoconazol creme dermatolégico no
voluntario, com intervalo minimo de 15 dias entre cada aplicagfo, em areas demarcadas
nos antebragos direito e esquerdo. Apds os tempos determinados sera retirada pequena
quantidade de estrato corneo, com auxilio de fitas adesivas Transpore MR (3M). O
voluntario permanecera & disposi¢do do estudo por 5 horas, em trés datas a combinar com
os realizadores do estudo.

A participagdo nesse estudo ndo acarretara nenhum beneficio terapéutico.

Cetoconazol 20 mg creme ¢ indicado para aplicagdo topica no tratamento de micoses
superficiais incluindo dermatofitoses (Tinea corporis, Tinea cruris, Tinea manum e Tinea
pedis), candidiase cutdnea e pitiriase versicolor.

A administragdo topica de cetoconazol pode provocar irritagdo, sensagfo de ardéncia,
dermatite de contato.

Obteve todas as informag¢des necesséarias para poder decidir conscientemente sobre a
participagdo no referido estudo.

Esta livre para interromper a participagfo no estudo a qualquer momento.

Os resultados obtidos durante este ensaio serfo mantidos em sigilo, ndo havendo

identificag¢do do voluntario por ocasido da exposi¢fo e/ou publicacdo dos mesmos.
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O pesquisador responséavel estara disponivel nos telefones (21) 2564-7380 e (21) 2466-
2724 para ulteriores esclarecimentos que se fizerem necessarios.

O investigador clinico estara disponivel nos telefones 2562-2580 e 2280-7211 para
esclarecimentos em caso de rea¢des adversas relacionadas ao estudo.

Em caso de evento adverso, o voluntério serd atendido pelo pesquisador clinico na sala 05
B 11 no Hospital Universitario Clementino Fraga Filho da Universidade Federal do Rio de

Janeiro (HUCFF/UFRUJ).
Rio de Janeiro, /  /2002.

Assinatura do voluntério Assinatura do pesquisador responsavel
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Capitulo V - Liberacdo in vitro de cetoconazol das formulagdes semi-sélidas empregando 120
células de difusdo tipo Franz com membrana de acetato de celulose.

V. 1. Introducio

Muitas doencas de pele sdo tratadas topicamente com farmacos dissolvidos/dispersos
em preparagdes de consisténcia semi-sélida. Quando um produto ¢ aplicado topicamente, a
substancia ativa deve ser liberada do veiculo para entrar em contato com a superficie da
epiderme e estar disponivel para penetrar no EC e posteriormente, em camadas mais baixas da
pele (SHAH; ELKINS; WILLIANS, 1999; REFAI; MULLER-GOYMANN, 2002).

A formulagfo topica é um sistema complexo e a dindmica de liberacdo da substéncia
ativa de seu veiculo tem sido objeto de investigacdo por muitos anos.

Em geral, a velocidade de liberagéo ¢ influenciada pela viscosidade do meio e deve ser
mais rapida em solug¢des do que em suspensdes, cremes ou pomadas, e pode refletir o
coeficiente de difuso do farmaco entre o veiculo e a fase receptora (SHAH et al., 1991).

Um método simples, reprodutivel, geralmente aplicado para todas as formas
farmacéuticas de uso tépico, foi desenvolvido para medir a liberacdo in vitro da substéncia
ativa presente na formulacéo.

Nesta metodologia pode ser empregado um modelo bicompartimental, conhecido
como célula de difusfo vertical, e membrana sintética. Para tal, pode-se empregar membranas
artificiais como acetato de celulose, nitrato de celulose e polissulfona (HAIGH; SMITH,
1994), as quais ndo oferecem resisténcia a passagem do farmaco do compartimento doador
para o compartimento receptor, proporcionando, desta forma, a quantificagio do farmaco
neste dltimo, em funcfo da particdo entre o veiculo e o meio aceptor. Este teste de liberagfo in
vitro é recomendado pelo U.S. Food and Drug Administration (FDA) GUIDANCE FOR
INDUSTRY (1997) como medida de equivaléncia para produtos de formulagdes semi-solidas
sujeitas a alteracées especificadas pela SUPAC (Scale-Up and Postapproval Changes).

De acordo com SHAH; ELKINS; WILLIANS (1999), os testes de liberacfio in vitro

também sdo empregados para monitorar a reprodutibilidade quando houver altera¢io na
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composicdo da formulagfo, do equipamento e processo de fabricagfo, tamanho de lote (scale-

uplscale-down).

Objetivando avaliar a cedéncia ou taxa de liberagdo do CTZ de formulagdes

antimicéticas comerciais (A e B), manipulada (C) e desenvolvidas (D2:0, E1:1 e FO0:2)

descritas no capitulo III, foi empregado células de difusdo vertical tipo Franz e membrana

artificial (acetato de celulose).

(94

V.2. Metodologia
V.2.1. Materiais e Reagentes

Todos os solventes empregados foram de grau analitico ou grau CLAE.

V.2.2. Equipamentos e Acessorios

Balanga analitica (marca Mettler Toledo, modelo AG204);

Baldes volumétricos de 10, 25, 50, 100 e 1000 mL (marca Quimex);

Bécher de 50, 100, 250 e 500 mL (marca Quimex);

Células de difusfo tipo Franz. Dimensdes: 1,13 cm? de orificio, 5,7 mL de altura,
capacidade de 6,5 mL;

Membrana de acetato de celulose (marca Sigma): 27 mm de didmetro, tamanho do
poro 0,2 um, 43 mm de espessura;

Membrana filtrante 0,45 um (marca Millipore);

Pipetas automaticas 20, 200, 1000 e 5000 puL (marca Gilson);

Placa de aquecimento (marca Corning);

Potenciémetro (marca Digimed, modelo DM21);

10. Provetas de 50, 100, 250, 500 e 1000 mL (marca Quimex)
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11. Sistema de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) isocratico (Waters
Corporation, Milford, MA, USA) equipado com coluna C18 e pré-coluna (C18), um

loop de 20 pL, um detector ultravioleta e integrador eletrénico.

V.2.2. Procedimento do experimento

Células de difusdo vertical tipo Franz foram empregadas. Estas células consistem de
um compartimento doador e um receptor, entre eles foi colocada uma membrana (figura V.1)
(FRANZ, 1975). A érea para difuséo foi de 1,13 cm’ e o compartimento receptor possuia um

volume de 6,5 mL.

Compartimento Doador

v

Membrana de

A

Acetato de Celulose
Coleta de Amostra

Manual

Compartimento Receptor

1

€

Figura V.1. — Célula de difusdo tipo Franz empregada nos estudos de liberagdo in vitro.

A solugdo receptora empregada foi uma mistura hidro-alcodlica v/v (70:30). Este meio
foi selecionado em face de baixa solubilidade do CTZ em agua destilada (ca. 5 pg/mL),
permitindo assim o estabelecimento de um fluxo do farmaco neste sistema, sem atingir
saturagdo no compartimento receptor. Membranas de acetato de celulose com tamanho do
poro de 0,2 pm foram submetidas & hidratagdo (em agua a 100°C durante cinco minutos por
trés vezes) e montadas nas células de difusdo (HAIGH; SMITH, 1994). Cada compartimento

receptor foi mantido sob agitagéio constante (900 rpm) por meio de pequena barra magnética.
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A presenga de bolhas abaixo da membrana foi sempre monitorada. O sistema de difusdo foi
preparado 30 minutos antes da aplicagdo da amostra no compartimento doador
(aproximadamente um grama) para efetuar o equilibrio entre membrana e meio aceptor. Em
intervalos de tempo pré-determinados, uma aliquota de 600 pL foi retirada para andlise,
havendo reposi¢io do volume com solugfio receptora. A presenca do farmaco na solugdo
receptora foi monitorada por 3 horas. As amostras foram submetidas a analise por CLAE de
acordo com as condig¢des estabelecidas em IV.2.3. do capitulo IV.

O transporte foi expresso através do fluxo, apés equilibrio, definido como quantidade
de farmaco liberado por unidade de area por tempo. Os resultados plotados nas figuras sfo a
média + erro padrdo da média (e.p.m) de seis experimentos e os dados obtidos foram
analisados estatisticamente empregando-se andlise de varidncia (ANOVA — um fator) com
nivel de significncia (a) de 5%, com auxilio do programa Sigma Stat for Windows 1.0

(Jandel Corporation, 1994).

V.3. Resultados e Discussio

Os testes de liberagfo in vifro para produtos topicos dermatolégicos deveriam ser
freqiientemente realizados empregando células de difusfio, membrana sintética e meio aceptor
adequado. A varidvel chave neste aparato inclui a membrana ¢ a composi¢do do meio
receptor, ambos ndo devem influenciar o grau de liberagdo do farmaco da formulagio em

estudo (SHAH; ELKINS; WILLIANS, 1999).

A membrana sintética serve como um suporte para separar a formulacdo do meio
receptor, devendo ser quimicamente inerte para ndo reagir com a formulagdo ou com o meio
aceptor, e ndo deve ser velocidade limitante nos processos de liberagdo do farmaco, a
membrana de acetato de celulose corresponde a estas prerrogativas e foi empregada em

estudos de liberagiio in vitro (WISSING; MULLER, 2002; CSOKA et al., 2003).
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De acordo com ZATZ (1995), o farmaco deve ter solubilidade adequada no meio
receptor para manter a condig¢@o sink. Sendo assim, na mistura hidro-alcodlica v/v (30:70)
empregada, a concentragdo de saturagdo do CTZ foi de 115 pg/mL. Este meio também foi
selecionado por ser compativel com a metodologia analitica empregada (CLAE). Além da
propor¢do citada anteriormente, misturas hidro-alcodlicas 10:90 e 20:80 foram testadas e
apresentaram resultados 14 e 36 pg/mL de CTZ, respectivamente, sendo menores que a
empregada. Misturas hidro-alcoolicas também foram empregadas em estudos de liberagéo in
vitro de produtos contendo glucocorticoides (SHAH et al, 1992) e dipropionato de
betabetasona 0,5 % (SHAH: ELKINS; WILLIANS, 1999).

Na determinagdo da liberagfo in vitro do CTZ, uma amostra de aproximadamente Ig
de cada formulagdo (A, B, C, D2:0, E1:1 e F0:2) foi aplicada no compartimento doador e por
conseguinte, a difus@o ocorreu sob condicdo de quantidade infinita de farmaco. Apds um
pequeno lag time inicial, o perfil de liberag@o foi sempre linear com o tempo, permitindo o
calculo do fluxo no estado estacionario (Js) (tabela V.1.). Os fluxos foram calculados para
cada célula, por regresséo linear, a partir do tempo de 60 minutos, partindo da premissa que

deste ponto o equilibrio j4 estaria alcangado.

Tabela V.1. Valor do fluxo de CTZ

Formulagdo Fluxo (Js) durante 3 h (pg/cm?*/h)’
A 2,41 +£0,158
B 2,16 + 0,085
C 5,85+ 0,998
D(2:0) 6,28 + 0,727
E(1:1) 7,21 £ 0,582
F(0:2) 2,49+0,114

" Corresponde a média + e.p.m. de seis unidades de ensaio.
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As formulagdes foram avaliadas por grupos (primeiro grupo A, B e C; segundo grupo
D2:0, E1:1 e F0:2) a partir de curvas padrao preparadas em cada dia de andlise. A média do
coeficiente de determinacdo (r) encontrado foi 0,9992 + 0,0005 e 0,9994 + 0,0002 (n = 6)
para o primeiro e segundo grupo respectivamente, indicando manutenc¢io da linearidade da
resposta naCLAE nessas condicdes de anélise e dentro da faixa de concentragdes 0,10 — 10,00
pg/mL. O LD para a analise foi de 50 ng/mL e o LQ foi de 150 ng/mL.

A figura V.2 apresenta trés curvas padrao para o CTZ, com as respectivas equagdes da

reta e os coeficientes de determinagio (), obtidas em dias diferentes.

&y =242088x-7112.8 R2=0.9999 m y = 245303x + 537,44 R2 = 0,9998
y =248172x+ 6456 R2 = 0.9993

3000000 -
2500000 1

Area
%

0 2 4 6 8 10 12
Concentragao (pg/mL)

FiguraV.2. Representagio grafica de trés curvas padrdo do CTZ, obtidas por CLAE, na faixa de 0,50 -
10 ug/mL, em dias diferentes.

Os resultados plotados na figura V.3 sao a média £ e.p.m. de seis unidades de ensaio.
Estes dados indicam que a liberagao do CTZ da formulagao C foi maior que das formulagdes
A e B. O produto C, obtido por manipulagio através da incorporagao do farmaco ao creme
base anidnico, mediante levigagdo do mesmo em quantidade suficiente de glicerina,
provavelmente apresenta boa parte do CTZ na fase externa, onde, inclusive, o farmaco pode

estar sob a forma de fina suspensao.
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Figura V.3. — Quantidade de CTZ liberada por area. Erro de barras indica erro padrdo da média
(e.p.m.). @ =produto A; < = produto B; @ = produto C.

Este procedimento de preparo associado ao somatoério das propriedades individuais de
cada componente da formulagio resultou em maior atividade termodindmica do farmaco por
parte do produto C, nas condi¢Ges experimentais, obtendo-se um fluxo duas vezes maior aos
fornecidos pelas formulagdes A e B de preparacdo industrial. Nestas, provavelmente, o
farmaco se encontra dissolvido na fase interna do creme (fase oleosa), dificultando a liberacgao
do mesmo. Ambos produtos possuem os mesmos excipientes declarados na bula, ainda que o
aspecto de sua espalhabilidade seja visivelmente distinto. Face aos resultados obtidos, pode-se
afirmar que o produto manipulado favoreceu uma maior parti¢cio/liberagcdo do farmaco para o
meio receptor (FREITAS, 2003). As formulacdes A e B nfo sio estatiscamente diferentes
entre si (p = 0,192), para a = 0,05.

Em decorréncia dessas consideragdes, as formulagdes D2:0 ¢ E1:1 foram preparadas
com o objetivo de verificar se a incorporagdo do CTZ em diferentes fases da preparagio
poderia interferir na hiberacido do farmaco. Os componentes das formulagdes citadas acima

sdo oS mesmos, como apresentados no item II1.2.1. do capitulo III. Na figura V.4, os
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resultados plotados sfo a média + e.p.m. de seis células. Estes dados, ao contrario do que se
poderia esperar, indicam que a liberagdio do CTZ da formulagdo E1:1 apresentou maior fluxo
em relagdo as outras duas formulagdes (C e D2:0), mas a diferenga observada ndo é
estatisticamente significativa (p = 0,478) para o = 0,05. O farmaco incorporado a fase
interna, produto D2:0, praticamente possui a mesma atividade termodindmica que o produto C
original (obtido por incorporag@o do farmaco ao creme base anidnico). Os valores dos fluxos

estdo discriminados na tabela V.1.

Quantidade CTZ /Area (ug/cmz)

0 30 60 90 120 150 180

Tempo (minutos)

Figura V.4. — Quantidade de CTZ liberada por area. Erro de barras indica erro padrdo da média
(e.p.m.). @ =produto C; B = produto D2:0; []=produto Ei:1.

Observando os dados da figura V.4., pode-se supor entdo que no produto C, a presenga
do farmaco nfo necessariamente resultaria na fase externa, como especulado anteriormente,
ou que a localizacfio preferencial do ativo em uma das fases nfo se manifesta na realidade
(esquema 1 da figura V.5.). No produto El:1, 1% da quantidade de CTZ foi incorporado
posteriormente ao creme pronto que contém 1% do ativo preferencialmente na fase interna,

resultando numa methor dispersdo do fdrmaco nas duas fases, de forma mais homogénea e
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estavel, conferindo maior atividade termodindmica a0 mesmo (esquema 2 da figura V.5). No
produto D2:0, 2% do CTZ foi incorporado diretamente na fase interna, uma vez que, esta fase
possui caracteristicas de lipofilia semelhantes a do farmaco, o que poderia dificultar a parti¢ao
do farmaco para a solucdo receptora, € este comportamento nao foi evidenciado (esquema 3

da figura V.5).

o @
5%

Produto C Produto E1:1 Produto D2:0

Figura V.5. - Proposta de distribui¢ao do CTZ nas fases aquosa e oleosa das formulagdes C, El:l e
D2:0. 1 =produto C; 2 =produto El:1, 3 = produto D2:0.

Na figura V.6. estdo plotados os resultados da média + e.p.m. de seis experimentos
para a terceira formulagdo desenvolvida, onde foi adicionado propilenoglicol e
imidazolidiniluréia, visando possivel aumento da biodisponibilidade do farmaco e maior
estabilidade da formulagdo, respectivamente. Esta formulagdo e os produtos A e B liberam

quantidades de CTZ estatisticamente iguais (p = 0,171), para a = 0,05.
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Figura V.6. — Quantidade de CTZ liberada por area. Erro de barras indica erro padrdo da média
(e.p.m.). 4 =produto A; < = produto B; O = produto F0:2.

Segundo DAVIS ¢ KHANDERIA (1972), a atividade termodinidmica ¢ a viscosidade
tém um efeito dominante sobre a liberag¢do da substéncia ativa do veiculo.

De acordo com a citagdo de LALOR et al. (1994) sobre os estudos realizados por
FLYNN e SMITH (1972), o transporte de massa de um farmaco através da membrana é
diretamente dependente da atividade termodindmica do permeante no veiculo. Para
composigdes de veiculo onde o farmaco estd completamente solubilizado ¢ bem abaixo da
satura¢fio, o permeante tende a ter alta afinidade pelo veiculo e ndo particiona em dire¢do a
membrana. Se a composi¢io do veiculo ¢ alterada para aumentar a solubilidade do permeante,
o fluxo diminui linearmente. Quando a solubilidade do farmaco na base for aumentada pela
adicdo de propilenoglicol, seu coeficiente de parti¢do, Kp, em relacdo ao compartimento
receptor sera reduzido (FLORENCE; ATTWOOD, 2003). Isto explica o comportamento das
formula¢do A, B e F0:2 sobre a liberagdo de CTZ.

TURAKKA e ALA-FOSSI (1987) realizaram estudos para verificar a influéncia do

propilenoglicol na solubilidade e velocidade de liberacdo dos farmacos hidrocortisona ¢
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acetato de hidrocortisona em gel de carbopol; observaram menor velocidade de liberagdo do
farmaco a medida que houve um aumento da solubilidade dos referidos farmacos. Sendo
assim, o propilenoglicol na concentragdo de 20% aumentou a solubilidade do CTZ na
formulacdo F(0:2), alterando sua atividade termodinidmica, por conseguinte diminuindo a
velocidade de liberagéo do referido farmaco.

A determinagdo da viscosidade das formulagdes A, B, C, D2:0, E1:1 e F2:0 estdo
descritas no item HI1.2.2 do capitulo 3. De acordo com os resultados obtidos, a formulagdo B
apresenta maior viscosidade e a E1:1 a menor. Como pode ser observado, os resultados ndo
influenciaram o comportamento de liberagdo in vitro do CTZ dos referidos produtos.

De acordo com os resultados obtidos na liberagdo in vitro a formulagdo F0:2 e os
produto A e B liberam quantidades de CTZ estatisticamente iguais (p = 0,171) para o = 0,05.
Nos estudos de captagdo de CTZ pelo EC, nfo existe diferenga estatistica entre as
formulagdes A e B, assim como entre A e F(2:0).

Em fun¢do dos resultados discutidos para a captagdo de CTZ pelo EC das formulagdes
estudadas e de sua liberagdo in vitro, apresentada neste capitulo, pode-se observar uma
correlagfo inversa (r = - 0,89, p = 0,0183 para o = 0,05) entre o fluxo in virro (obtido nas
condigdes experimentais do trabalho) e a quantidade de ativo presente na camada mais
externa da pele ao final de 240 minutos, como representado na figura V.7. As formulagdes A,
B e F0:2 com propilenoglicol apresentaram menor taxa de partigdo do veiculo para o meio

aceptor, mas in vivo proporcionaran maior captacéio de CTZ pelo EC.
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V.7. Correlagdo inversa entre o fluxo ir vitro e a quantidade de ativo presente na camada mais
externa da pele ao final de 240 minutos.

V.4. Conclusdes
Os estudos de liberag@o realizados nas células de Franz com membrana de acetato de
celulose permitiram verificar que:

e A incorporagdo do farmaco nas diferentes fases de preparo do creme nfo interferiu na
libera¢do do CTZ para o meio aceptor.

o Asformulacoes A, B e F2:0 liberam quantidades de CTZ estatisticamente iguais.

e O propilenoglicol alterou consideravelmente a atividade termodinamica do CTZ no
produto FQ:2.

» Esta técnica pode ser utilizada para facilitar a selec@o de novas formulagdes no que diz
respeito a particdo/liberagdo do farmaco.

o As formulacdes A, B e F0O:2 com propilenoglicol apresentaram menor taxa de parti¢do
do veiculo para o meio aceptor, mas in vivo proporcionaram maior captagdo de CTZ

pelo EC.
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VL1. Introducgio

A pele de animais de laboratério tem sido freqiientemente empregada nos
experimentos de penetragdo/permeagdo in vitro de medicamentos, com o objetivo de
extrapolar os resultados para humanos. Esta metodologia tem sido largamente empregada para
estimar a permeabilidade de farmacos na pele, de modo a explicar e predizer a penetracdo e
absor¢do in vivo de substancias ativas de diversos tipos de formulagdes topicas (DIEZ-SALES
et al., 1993; JENNING et al., 2000; SCHMOOK; MEINGASSNER; BILLICH, 2001;
BLANCO et al, 2003).

A pele suina tem sido empregada nos estudos de penetracdo/permeagéo in vitro devido
a sua similaridade com a pele humana (SEKKAT; KALIA; GUY, 2002; MEDI; SINGH,
2003). Caracteristicas histologicas e bioquimicas das peles de porco e humana sdo
comparaveis em relagdo a espessura e composi¢cdo da epiderme, densidade dos pélos.
conteudo dos lipidios e morfologia em geral (MEYER; SCHWARTZ; NEURAND, 1978;
GRAY; YARDLEY, 1989; DICK; SCOTT, 1992; FERRY; ARGENTIER]; LOCHNER,
1995; ANDEGA; KANIKKANNAN; SINGH, 2001).

Sistema bicompartimental de difusdo vertical e membrana natural (pele suina) foi
empregado com o objetivo de avaliar a penetragdo do CTZ de formulagdes antimicdticas em
camadas mais internas do tecido cutaneo (epiderme vivente e derme), além de investigar
eventual permeacdo do farmaco das formulacdes comerciais (A e B) e desenvolvida (F0:2)

descrita no capitulo I1I.
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VI1.2. Metodologia
VI1.2.1. Materiais e Reagentes

Todos os solventes empregados foram de grau analitico ou grau CLAE; os reagentes

empregados no preparo do tampdo PBS pH 7,4 como NaCl, KH,PO4 ¢ Na,HPO4 eram da

marca Sigma.

10.

11.

V1.2.2. Equipamentos e Acessorios

. Balanga analitica (marca Mettler Toledo, modelo AG204);

Baldes volumétricos de 10, 25, 50, 100 e 1000 mL (marca Quimex);

. Banho termostatizado (modelo B3, marca Thermo Haake).

Bécher de 50, 100, 250 e 500 mL (marca Quimex);

Células de difusfo vertical com area de superficie de 1,18 em?, volume de 7,0 mL e
altura de 6,0 mL (marca Hanson Research);

Mini-centrifuga (modelo micro D, marca Fisher Scientific).

Pipetas automaticas 20, 200, 1000 e 5000 uLL (marca Gilson);

Pipeta automatica para semi-solidos (modelo Transferpettor Digital 260 — 1000 pL,
marca Brand);

Placa de aquecimento (marca Corning);

Potencidmetro (marca Digimed, modelo DM21);

Provetas de 50, 100, 250, 500 e 1000 mL (marca Quimex);

. Sistema CLAE isocratico (Waters Corporation, Milford, MA, USA) equipado com

coluna C18 (Nova Pack® C g 3,.9x150 mm) e pré-coluna (C18), um loop de 50 uL, um

detector ultravioleta e integrador eletronico.
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V1.2.3. Preparo da pele suina

Orelhas de porco, com idade entre quatro e seis meses, foram obtidas de abatedouro.
Logo apos o abate, foram retiradas antes do animal prosseguir para etapa de banho quente. No
menor tempo possivel, foram transportadas, sob referigeracdo, ao laboratério, onde foram
lavadas sob agua corrente para remoc¢do de manchas de sangue. A pele da parte posterior da
orelha foi excisada com auxilio de bisturi e pinga e, com auxilio de tesoura e pinga, excesso
de tecido adiposo foi retirado da parte inferior da pele. A seguir, pedagos de pele circulares de
aproximadamente 11,0 cm? foram acondicionados em filme de cloreto de polivinila (PVC)
com remogfo de ar e devidamente etiquetados e armazenados a -20°C por no maximo quatro

semanas antes do uso.

VI1.2.4. Validac¢io da metedologia de extra¢io de CTZ da epiderme ¢ derme suina

VI1.2.4.1. Escolha da cendi¢io 6tima de extracdo de CTZ da epiderme e derme

suina

Inicialmente, segmentos de pele de um cm” foran imersos em agua a 60°C por 60s
(BHATIA; GAO; SINGH, 1997) para separagdo da epiderme da derme com auxilio de bisturi.
Os dois estratos cutdneos (epiderme e derme) foram transferidos para tubos de Eppendorf. Os
tecidos foram spiked com 20 pL de uma solucdo de CTZ a 40 pg/mL em etanol. Apos a
evaporacdo total do solvente procedeu-se a extracdo do farmaco, cujas condi¢Ges foram
modificadas, de acordo com a recuperagdo obtida.

1? Etapa: extragdo a temperatura ambiente.

Dois sistemas de solvente foram testados: H.O e o solvente ternario utilizado na
extragdo das fitas adesivas, CH;CN:CH;O0H:H,0 (40:40:20), 1500 pL de cada solvente foi

adicionado em cada Eppendorf e vortexados por 30 segundos intercalados trés vezes. Apds a
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terceira agitagdo no vortex, os Eppendorfs foram centrifugados a 6400 rpm por 10 minutos
em mini-centrifuga. Os testes foram realizados em triplicata.

2% Etapa: extragdo com aquecimento 50°C/10 minutos.

Nesta etapa, os tecidos com os solventes de extragdo acima foram submetidos a
temperatura de 50°C/10 minutos, com agitagdo em vortex por 15 segundos intercalados duas
vezes durante o aquecimento. A seguir, os Eppendorfs foram centrifugados a 6400 rpm por 10

minutos em mini-centrifuga. Os testes também foram realizados em triplicata.

VI1.2.4.2. Caracteriza¢io da recuperacio e¢ precisio da extracido de CTZ da

epiderme e derme suina

Depois de definida a condi¢do 6tima de extragdo, a avaliacdo da exatiddo expressa pela
recuperacdo da quantidade de CTZ extraida, foi realizada em 3 niveis de quantidade de CTZ
nos tecidos: 1,6; 3,2 e 6,4 g com 3 réplicas para cada nivel e 3 réplicas para o branco (tecido
mais solvente). A precisfo das respostas obtidas com o método escolhido foi avaliada pelo
desvio padrdo (s) e desvio padrdo relativo (DPR) ao nivel de repetitividade.

Os tecidos foram preparados como descrito no item VI.2.2. Diferentes quantidades de
CTZ foram adicionados aos segmentos de um cm?, tanto para epiderme quanto para derme:
1,6 pg: 20 L de solugdo de CTZ a 80 pg/mL em etanol.
3,2 pg: 20 pL de solugdo de CTZ a 160 pg/mL em etanol.
0,4 pg: 20 pL de solugdo de CTZ a 320 pg/mL em etanol.

Cada tecido foi submetido a extragdo, de acordo com a condi¢do 6tima apresentada em

resultados e discussdo, e, posteriormente, submetida a quantificagdo por CLAE.
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VI1.2.5. Protocolo da penetracio/permeacdo in vitro das formulagdes contendo
CTZ

Os estudos de penetragdo/permeacdo in vitro do CTZ foram realizados em células de
difusdo vertical. A pele suina total excisada foi montada sobre a célula de difusdo com o
estrato comeo faceando o compartimento doador. O compartimento receptor foi preenchido
com tampédo PBS pH 7,4. As células foram mantidas a 37°C + 0,5 por banho termostatizado.
O liquido receptor foi mantido sob agitagdo constante (900 rpm) por meio de diminuta barra
magnética acoplada a uma pequena hélice, a fim de assegurar sua homogeneidade (Figura
VIL.1) (BHATIA; GAO; SINGH, 1997, RASTOGI E SINGH, 2001).

As peles permaneceram durante 1 hora em contato com o liquido receptor, permitindo,
assim, a obten¢do de um equilibrio com o ambiente. A seguir, o produto foi aplicado com
auxilio de pipeta automatica para semi-solidos com o objetivo de facilitar a aplicagdo, o
compartimento doador foi preenchido cuidadosamente para evitar a formagéo de bolhas de ar
no contato com a pele (Figura VL.1). Os experimentos foram realizados com uma amostra de
aproximadamente 1g aplicada no compartimento doador e, por conseguinte a penetragdo e/ou
permeagio podem ocorrer sob condi¢do de quantidade infinita de farmaco. Uma célula era

sempre utilizada como branco, isto €, sem o produto.
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Figura VI.1 — A) Sistema empregado nos estudos de penetragdo/permeagio in vitro.
B) Aplicagdo da amostra.

Ap6s a aplica¢do da formulagdo, uma aliquota de 600 pL da solugdo receptora era
retirada para andlise a cada intervalo de 2 horas, havendo reposi¢do do volume com tampao
novo. A presenga do firmaco no meio aceptor foi monitorada por 8 horas.

Ao término de 8 horas, o sistema foi desmontado, a pele foi retirada da célula com
auxilio de uma pinga, a formulagio foi removida com auxilio de algodado, a pele foi limpa
com algodao umedecido e seca com algoddo (trés vezes). Epiderme foi separada da derme

com auxilio de bisturi, conforme demonstrado na seqiiéncia de fotos na figura VI.2.
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Figura VI.2. — A) Retirada do segmento de pele; B) Pele apds remocao da formulagao; C) Separagao
dos estratos cutaneos: epiderme e derme com auxilio do bisturi; D) Derme sendo recortada para
processo de extragio.

Epiderme e derme foram submetidas ao processo de extracdo de CTZ conforme

apresentado em VI.2.3.
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VL.3. Resultados e Discussio

VIL.3.1. Validacio da metodologia de extracdo de CTZ da epiderme e derme suina

VL.3.1.1. Escolha da condicao e caracterizacio da seletividade, da recuperacio e

precisio da extracio de CTZ da epiderme e derme suina

A recuperagdo de CTZ dos tecidos, empregando os q\iferentes solventes com
aquecimento, apresentou aparentemente melhores rendimentos que os obtidos a temperatura
ambiente. Porém, os cromatogramas resultantes da extragdo do CTZ submetido a temperatura
de 50°C/10 minutos apresentaram interferentes em demasia, comprometendo a boa resolugfo
do farmaco. Este fato pode estar relacionado a desintegra¢io do tecido mediante as referidas
condig¢des.

Face a estes primeiros resultados obtidos, a condi¢8o de extragdo de CTZ escolhida foi
o solvente terndrio CH3;CN:CH3;OH:H,O (40:40:20) com agitagdo em vortex por 30 segundos
intercalado com repouso de quinze minutos (duas vezes) e uma terceira agitagio no vortex
sem aquecimento. A tabela VI.1. apresenta os dados de validagfio para este procedimento

de extragdo de CTZ dos tecidos.

Tabela VI.1. — Recuperagio média de CTZ dos tecidos (n=3)

Quantidade adicionada de CTZ (ug) Recuperagdo Média de CTZ dos tecidos (%)
Epiderme DP% DPR% Derme DP% DPR%
1,6 71,7 1,2 1,6 856 145 169
3,2 65,1 232 357 68,16 23,6 34,6
0.4 90,2 0,42 0,6 743 149 20,1

A validagdo da extragdo com o solvente ternario CH3CN:CH3;O0H:H,O (40:40:20)
apresentou uma recuperagdo razoavel, porém a precisdo ndo se mostrou adequada. Qutrossim,
a linha de base dos cromatogramas ficou um pouco alterada.. Desta forma, a validacdo foi

repetida  com uma propor¢do mais suavizada dos componentes organicos.
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CH3CN:CH;0H:H,0 (30:30:40), de modo que a amostra tivesse um poder eluente semelhante
a fase movel (HARRIS, 2001). A tabela VL.2. apresenta os dados de validagio para o
procedimento de extragcdo de CTZ dos tecidos, empregando este o solvente ternario, nas

mesmas condi¢des de agitacio e temperaturas anteriores.

Tabela VI.2. — Recuperagdo média de CTZ dos tecidos (n=3

Quantidade adicionada de CTZ (ug) Recuperagdo Média de CTZ dos tecidos (%)
Epiderme DP% DPR% Derme DP% DPR%

1,6 96,4 3,1 321 959 10,8 11,34
3,2 103,64 7,61 74 9549 39 4,1
6,4 106,9 8,51 7,9 98,2 6,4 6,51

Os resultados foram satisfatérios e no que se refere as curvas padrio de CTZ
preparadas no periodo.

A média do coeficiente de correlagio (r) encontrado foi 0,9998 + 0,0003 para n = 3,
indicando linearidade da resposta do CLAE nessas condicGes de andlise ¢ dentro da faixa de
concentragdes 0,50 — 10,00 pg/mL. O LD para a andlise neste periodo foi de 30 ng/mL e 0 LQ

foi de 100 ng/mL.
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Figura V1.3 — Curva padrdo de CTZ 2,0 - 10,00 ug/mL

Na figura VL4, pode-se observar que os cromatogramas com o solvente ternario
CH;CN:CH3;0H:H»0 (30:30:40) apresentaram uma boa resolucio entre o sinal do CTZ e dos

interferentes.
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Figura VL4. — Cromatogramas obtidos da extragdo de CTZ da pele suina empregando o solvente
ternario CH;CN:CH;OH:H,0O (30:30:40). Tempo de retengfio do CTZ = 8,3 min.

VL3.2. Resultados da penetragio/permeaciio in vifro das formulagdes contendo

CTZ

As espessuras das peles suinas e humanas sdo muito similares. Uma espessura de

aproximadamente 700pum referente a extensdo do EC até a derme foi determinada para a pele
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humana (TOUITOU; MEIDAN; HORWITZ, 1998). Como a pele suina apresenta uma
estrutura muito semelhante a pele humana (MEYER; SCHWARTZ; NEURAND, 1978), ela ¢
considerada adequada para representar a permeabilidade DESTA (NEUBERT; WHLRAB,
1990; SANTOYO et al., 2002) e tem sido extensivamente documentada (BHATIA; SINGH,
1998; JALO et al.,2001; ANDEGA ; KANIKKANNAN; SINGH, 2001; MEDI; SINGH, 2003;
VALENTA; JANISCH, 2003).

Durante o estudo de penetragéio dos produtos A, B e F0:2, cerca de 1g de cada
formulacdo foi colocada sobre a superficie da pele no compartimento doador ¢ uma aliquota
de 600 pL foi coletada do compartimento receptor de cada célula de difusdo nos intervalos de
2,4, 6 ¢ 8 horas.

A monitorizacdo da presenca de CTZ no compartimento receptor foi realizada
objetivando verificar a permeacfo do referido farmaco através da pele suina. Na figura V1.3,
pode-se verificar que ndo houve passagem da substéncia ativa ao compartimento receptor ao
longo de 8 horas de experimento. Este comportamento foi o mesmo para todos os produtos.

Os produtos A, B e F0:2 apresentam em sua composi¢io excipientes (item II1.2.1.3.
do capitulo III) capazes de promover a penetragdo nos estratos cutdneos, epiderme e derme,
mas ndo se observou a permeagdo através destes em quantidades suficientes para que a

substancia ativa alcangasse o compartimento receptor.
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Figura V1.5. — Cromatogramas obtidos do estudo de permeagio de CTZ através da pele suina ao
ongo de 8 horas de experimento ap6s aplicagiio do produto A. Tempo de retengfo do CTZ = 8,66 min.
Ao final dos experimentos de permeagio, a presenga de CTZ nos estratos cutdneos foi
jeterminada apds a separagdo dos mesmos, conforme descritc em V1.2.5. A figura V1.6
nostra a quantidade de CTZ detectado na epiderme ¢ derme, 8 horas apds a aplicacdo das
‘ormulagdes na pele suina, tendo como controle uma célula de difusdo montada com pele

suina sem  formulagdo. A quantidade de CTZ diminuiu com a profundidade, ou seja, na
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derme foi detectado valor menor para o farmaco apds aplicagdo das formula¢bes A, B e

F(0:2).
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Figura V1.6. Penetragdo de CTZ, nas camadas da pele, seguido da aplica¢do dos produtos A,
B e F por 8 horas. Cada ponto representa a média + e.p.m. (n=5). ] = epiderme e [_] = derme.

Estudos de penetracdo realizados por AYUB (2002) empregando sistema de difuséo
com pele suina para avaliar o comportamento de formulagdes antimicéticas contendo
propilenoglicol também apresentaram quantidade decrescente de fluconazol nos estratos

cutaneos.

As formulagdes A, B e F0:2 nfo apresentaram um perfil de penetragdo cutanea na
epiderme e na derme estatisticamente diferente ao nivel de 5% (p = 0,609 ¢ p = 0,269,

respectivamente).

Tabela V1.3. — Quantidade de CTZ recuperada dos tecidos cutineos (n = 5)

Produto Quantidade de CTZ recuperada dos tecidos cutdneos (pg/cm?)
Epiderme Derme
A 1,9159 +0,3858 1,6283 + 0,4705
B 1,7177 £ 0,2457 0,8037 £ 0,0985

F(0:2) 2,1500 £ 0,1218 1,3800 £ 0,2706
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A figura VL7 apresenta trés curvas padrao para o CTZ, com as respectivas equagdes
da reta e os coelicientes de determinagdo (r2), obtidas cm dias diferentes. A analise de
regressdo da curva revelou linearidade adequada dentro da faixa de concentragdo trabalhada
(0,50 - 10,00 ug/mL). O LD para a andlise neste periodo foi de 40 ng/mL e o LQ foi de 120

ng/mL.
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Figura VI.7. Representacdo gratica de trés curvas padrdao do CTZ, obtidas por CLAE, na faixa de 0,50
- 10 yg/mL, em dias diferentes.

VI.4. Conclusiao
e Pode-se concluir que os estudos de penetracdo cutdnea conduzidos em pele suina
mostraram que as formulagdes A, B e FO0:2 proporcionaram quantidades

estatiscamente iguais de CTZ em ambos os tecidos epiderme e derme.
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Conclusio geral:

Os estudos de liberagdo in vitro realizados nas células de Franz com membrana de
acetato de celulose permitiram verificar o quanto as formulagdes liberam o farmaco
em questdo. Esta técnica pode ser utilizada na selegdo de novas formulagdes no que
diz respeito a particdo/liberagdo do farmaco.

Os estudos empregando células de difusio com membrana natural (pele suina)
mostraram que o modelo pode ser utilizado para predizer a penetracdo e permeagdo in
vivo de substincias ativas de diversos tipos de formulagdes topicas.

A técnica tape stripping empregando fita adesiva viabilizou a captagdo e quantificagio
do CTZ no EC, podendo ser empregada nos estudos de bioequivaléncia de

formulagdes antimicoticas semi-sélidas para uso topico.
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