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RESUMO

BEMVINDO, Carolina Soares. Estudo Comparativo da Liberacdo e Penetragao
Cutanea de Nitrato de Miconazol de Emulsfes Topicas Comerciais . Rio de Janeiro,
2006. 110 p. Dissertacao (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) — Faculdade de
Farmacia, Universidade Federal do Rio de Janeiro, 2006.

Produtos dermatoldgicos tratam de doengas nas diferentes camadas da pele ou
em apéndices cutaneos, logo sua eficacia dependerd da concentracdo do farmaco
nesses locais. A quantidade de farmaco presente nas camadas da pele dependera da
eficiéncia relativa dos processos de liberagcdo do farmaco da formulagdo semi-sélida
gue o contém e de penetracdo da substancia ativa nas camadas da pele, constituindo
tema de interesse da biofarmécia.

A liberacao in vitro ou cedéncia de formulacfes topicas pode ser determinada por
estudos em células de difusdo equipadas com membrana sintética. O teste é
recomendado pela agéncia americana, Food and Drug Administration (FDA), para
determinacdo de equivaléncia entre duas formulagdes apdés mudancas especificas,
como fornecedor e equipamentos. Sua aplicacdo na determinagdo de uniformidade
entre lotes e no desenvolvimento de formula¢gdes também é amplamente aceita.

Testes para avaliagcdo da penetracdo e permeacdo de produtos de aplicagéao
topica realizados in vivo em humanos sédo os mais relevantes. No entanto, devido ao
namero de dificuldades associadas aos protocolos in vivo, experimentos in vitro ou ex
vivo possuem consideravel importancia. O modelo mais aceito, em substituicdo a pele
humana, é a pele suina, devido a boa semelhanca estrutural e fisiolégica reportada por
diversos autores.

No presente trabalho foram realizados testes para comparacdo biofarmacéutica
de trés formulacdes semi-sélidas comerciais de nitrato de miconazol (MCZ), sendo o
medicamento referéncia nacional (produto A), um genérico (produto B) e um similar
(produto C).



A liberagéo in vitro de trés lotes de cada formulacido em estudo foi determinada em
célula de Franz equipada com membrana sintética de acetato de celulose e de
polissulfona.

A gquantidade de MCZ na epiderme e na derme ap6s duas e quatro horas de
contato das formulagdes com pele suina ex vivo foi determinada por extracdo direta do
farmaco do tecido. A eventual permeacdo do farmaco através da pele montada em
células de Franz também foi determinada.

O estudo dos perfis de liberacdo das trés formulacdes revelou boa uniformidade
entre os trés lotes dos produtos A e B. Foi observado um comportamento diferente
quanto a liberagdo de um dos lotes do produto C. O produto A foi aquele que permitiu
maior liberagcdo de MCZ da formulacgéo. Os resultados de fluxo e lag time obtidos com
as membranas de acetato de celulose e polissulfona foram considerados
estatisticamente iguais (a=5%).

Quanto a penetracdo de MCZ em epiderme e derme suina, verificou-se que, de
forma geral, o produto A foi o que resultou em menores quantidades de MCZ nas
camadas da pele. A permeacdo do farmaco através todas as camadas da pele foi
considerada insignificante, a partir de todas as formulacodes.

Os resultados obtidos podem ser justificados pela presenca de propilenoglicol nas
formulacbes B e C, o que nao ocorre na formulacdo A. Esse excipiente pode causar
aumento da solubilidade de MCZ nas formulac¢des B e C, resultando na menor liberagéo
in vitro do farmaco. Entretanto, pode agir como promotor de penetracdo, explicando a
maior penetracdo de MCZ em camadas de pele suina a partir dessas duas formulacdes.

Com os resultados obtidos in vitro, poder-se-ia estimar que, o produto A
resultaria em menor quantidade de MCZ no sitio de acdo, as camadas da pele, quando
comparado com os produtos B e C.



ABSTRACT

BEMVINDO, Carolina Soares. Comparative Study of the In vitro Release and Skin
Penetration of Miconazole Nitrate from Comercial To  pical Emulsions . Rio de
Janeiro, 2006. 109 p. Dissertacao (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) — Faculdade

de Farmacia, Universidade Federal do Rio de Janeiro, 2006.

Dermatological products treat diseases in different layers of skin and its
appendages, thus its efficacy depends on the drug concentration on those places. The
amount of drug in the skin layers will depend on the relative eficiency of drug release
from the topical formulation and of its penetration in the skin layers processes, making
this an interesting subject on the biopharmacy field.

The in vitro release of topical formulations can be determined by studies in
diffusion cells with synthetic membranes. The american agency, Food and Drug
Administration, recommends the test for equivalence determination between two
products after specific changes, such as suppliers and equipaments. The use of this test
on inter-batch uniformity determination and formulation development it is also widely
accepted.

The penetration and permeation studies performed in humans in vivo are the
most relevant ones. However, due to difficults related to in vivo protocols, experiments in
vitro or ex vivo gain importance. The most accepted model in replacement of human
skin is the pig skin, due to good structural and fisiological resemblance, reported by
several authors.

In the present work, comparison tests were performed in three comercial
formulation of miconazole nitrate (MCZ), being the reference formulation (product A), a
generic formulation (product B) and a similar formulation (product C).

The in vitro release of three batches of each product was determined in Franz's
diffusion cells with cellulose acetate and polysulfone membranes.



The MCZ amount in the epidermis and in dermis after two and four hours of
contact with pig skin was determinated by direct extration of the drug from the skin. The
permeation through pig skin on Franz's cells was also determinated.

The release profiles of the products revealed good uniformity between the three
batchs of products A and B. It was observed a different behavior regarding drug release
in one batch of product C. The product A showed the higher release of MCZ from
formulation. The results of flux and lag time observed with cellulose acetate and
polysulfone membranes were statistically the same (o = 5%).

Regarding the MCZ penetration in epidermis and dermis, the product A resulted
in the lower amount of the drug in the skin layers, when compared with produtcs B e C.
The permeation through all skin layers was considered insignificant, from all
formulations.

The obtained results can be explained by the presence of propylene glycol in the
formulations B and C, and not in formulation A. This excipient can cause an increase on
the sollubility of MCZ in formulations B and C, resulting in lower in vitro release.
However, it can act as penetration enhacer, explaining the higher MCZ penetration from
these two formulations.

With the in vitro results, one can estimate that product A would result in lower
amount of MCZ in the action site, the skin layers, when compared with products B e C.
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1.1 Micoses Superficiais

1.1.1 1.1.1 Generalidades

Micoses sao infeccbes causadas por fungos parasitas e ocupam lugar de
destaque na patologia tropical. As micoses de interesse médico podem ser divididas em
superficiais e profundas (LACAZ, 1973).

Micoses superficiais sdo doengas produzidas por fungos que se localizam
preferencialmente na epiderme e/ou seus anexos, podendo, entretanto, em rarissimos
casos, invadir a derme e, até mesmo, O6rgdos internos. O contagio inter-humanos é
freqiente (AZULAY & AZULAY, 1999). A anatomia patolégica revela apenas processo
inflamatério superficial, sem reagéo do tipo granulomatosa (LACAZ, 1973).

As dermatofitoses sdo um tipo de micose superficial causada por fungos que,
geralmente, em vida parasitaria, vivem as custas da queratina da pele, unhas e pélos.
Agrupam-se sob essa denominagao fungos do género Trichophyton, Microsporum e
Epidermophyton, cujas caracteristicas morfologicas, fisiolégicas e antigénicas
relacionam-se entre si. As dermatofitoses representam a infeccéo fangica mais comum

no homem (AZULAY & AZULAY, 1999).

1.1.2 Farmacos antifungicos

Entre os antibiéticos antifungicos destacam-se a anfotericina, a griseofulvina e a

nistatina. Até a descoberta dos azéis, a anfotericina representou a terapia mais utilizada

para tratamento de micoses sistémicas. Ela se liga as membranas celulares e interfere
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na permeabilidade e nas fun¢des de transporte. Quando administrada por via oral, é
pouco absorvida. A toxicidade renal constitui o efeito indesejavel mais comum e mais
grave da anfotericina (GHANNOUM & RICE, 1999). A griseofulvina é administrada por
via oral e pode ser utilizada para o tratamento das infec¢bes da pele ou unhas, porém
devido a sua baixa afinidade por queratina, o tratamento precisa ser muito longo. A
nistatina € um antibiotico poliénico semelhante a anfotericina (RANG et al., 2001).

A introducdo de compostos azbis em 1980 marcou um avango importante na
terapia antimicética. Os azobis inibem as enzimas P450 flngicas responsaveis pela
sintese do ergosterol, o principal esterol encontrado na membrana das células fungicas.
A deplecdo do ergosterol altera a fluidez da membrana, levando a morte do fungo
(GHANNOUM & RICE, 1999; TERREL, 1999).

Os azoles antifungicos utilizados na clinica possuem dois ou trés atomos de
nitrogénio no anel azolico e séo classificados como imidazoles (cetoconazol, miconazol,
clotrimazol) e triazoles (itraconazol e fluconazol), respectivamente (SHEEHAM et al.,
1999).

O cetoconazol, primeiro composto imidazoélico disponivel para tratamento oral de
micoses foi lancado no inicio dos anos 80. Por quase uma década, foi o farmaco de
escolha para tratamento de micoses sistémicas. A introducdo dos triazéis representou o
segundo grande avanco no tratamento de infec¢gBes fungicas. Fluconazol e itraconazol
apresentam maior espectro de acdo antifingica e maior seguranca que anfotericina e
cetoconazol (MAERTENS, 2004). Entre os az6is mais recentes estao o voriconazol e o

posaconazol (GUPTA & TOMAS, 2003).
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Os agentes antifangicos topicos em geral se acumulam na pele, que bloqueia a
transferéncia desses para a circulacdo sanguinea quase completamente. Portanto, a
aplicacdo tépica é considerada um excelente método de administracdo de agentes
antifingicos, do ponto de vista de seguranca, sendo que sua eficacia terapéutica ir4
depender de sua concentragdo no sitio infectado. O tratamento antifingico topico é
geralmente preferivel em relacdo a terapia sistémica devido a menor incidéncia de
reacoes adversas (RANG et al., 2001).

Um agente topico ideal para infecgBes fungicas superficiais deve ter um amplo
espectro de atividade, ser eficaz em baixas concentracdes, possibilitar esquemas de
dosagem convenientes, possuir mais atividade fungicida do que fungistatica, ter alta
afinidade pelo EC, ser bem tolerado, ndo ser sensibilizante, proporcionar altas taxas de
cura, apresentar baixa incidéncia de recidivas, evitar o desenvolvimento de resisténcia
fungica e ter baixo custo (ODOM, 1997).

As principais classes de agentes antifUngicos empregadas no tratamento tépico de
infecgbes superficiais sao representadas pelos polienos, como a anfotericina (néo

ativos contra dermatdfitos), os imidazdis e alilaminas, como a terbinafina .

1.1.3 Nitrato de Miconazol

Miconazol € um antifungico sintético pertencente a classe imidazoélica. Possui
forma molecular C1gH14Cl4N20 e peso molecular de 461 g/mol (MERCK INDEX, 2001).
O grupo imidazdlico presente em sua estrutura esta sujeito a protonacdo, com pka de

aproximadamente 6,5. Sua estrutura esté representada na Figura 1.1.
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Figura 1.1 Estrutura molecular do miconazol.

O miconazol é administrado por via oral para tratamento das infec¢des do trato
gastrointestinal. Possui meia-vida plasmatica curta e deve ser administrado a cada oito
horas. Atinge concentragcbes terapéuticas no 0sso, nas articulagbes e no tecido
pulmonar, mas ndo no sistema nervoso central. E inativado pelo figado. Os efeitos
adversos sdo relativamente raros, e 0s mais comuns consistem em distlrbios
gastrointestinais. Devido a possibilidade de interacdes adversas, deve-se evitar a
administracdo concomitante de antagonistas dos receptores H1, terfenadina e astemizol
(RANG et al., 2001).

O miconazol ha muito é na forma de creme a 2% para tratamento de
dermatofitoses e candidiase vaginal que ndo respondem a nistatina topica (KATZUNG,
1994). Possui atividade contra diversas linhagens de Candida (CARRILO-MUNOZ et al.,
1996), Malassezia furfur (GERVENS & ODDS, 1995) e espécies de Trichophyton e
Microsporum (PERRINS et al., 2005).

Irritacdo, queimacdo e maceracdo s&o raras apds aplicacdo cutanea. E
considerado seguro para uso durante a gestagdo, entretanto, o uso vaginal deve ser
evitado no primeiro trimestre. O nitrato de miconazol também é encontrado para uso
topico sob a forma gel, pé ou locdo, e se encontra disponivel também sob a forma de
creme vaginal e supositorio. No tratamento de tinea pedis, da tinea crusis e da tinea

vesicolor, a taxa de cura pode ultrapassar 90% (GOODMAM & GILMAN, 1996).
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1.2 A administrac@o de farmacos na pele

1.2.1 Apele

A pele € um 6rgédo de grande importancia, pois visa manter um equilibrio com o
meio externo, no sentido de manutencgao vital do meio interior (AZULAY & AZULAY,
1999). Cobre uma area de aproximadamente 2 m*> em um homem de estatura média e
apresenta espessura variavel (1 a 4 mm) conforme a regidao (DANGELO & FATTINI,
2005). A pele atua como barreira protetora contra ataques fisicos, quimicos,
microbiologicos e de raios ultravioletas, mantém a temperatura corporal, impede a
perda de agua, além de possuir fun¢des sensoriais (calor, frio, pressédo, dor e tato).
Trata-se de um 6rgdo muito complexo, possuindo grande variedade de células
(HADGRAFT, 2001).

A pele é formada por trés camadas: epiderme, derme e hipoderme, da mais
externa para a mais profunda, respectivamente (Figura 1.2) (AZULAY & AZULAY, 1999;

DANGELO & FATTINI, 2005).



1 Introduc&o 23

Derme

Hipo-
derme

Figura 1.2 As trés camadas da pele: epiderme, derme e hipoderme.
Fonte: http://www.saudeparavoce.com.br/pintanapele/anatomia.htm

A epiderme € a camada mais externa da pele e sua espessura varia de acordo
com a regido do corpo, sendo entre 15 e 150 um, e chegando a 0,6 mm nas plantas dos
pés (LACAZ, 1973). A epiderme da origem aos anexos cutaneos: unhas, pélos,
glandulas sudoriparas e glandulas sebaceas. A abertura dos foliculos pilossebaceos
(pélo e glandula sebacea) e das glandulas sudoriparas na pele formam os orificios
conhecidos como poros (ZATZ, 1993).

Suas células ndo séo todas iguais: a camada mais superficial € o estrato ou
camada cornea. Mais abaixo se encontram as camadas granulosa, espinhosa e basal.
As diferentes camadas mostram as fases pelas quais passam as células, que,
produzidas nos estratos mais profundos, sofrem processo de cornificacdo a medida que

atingem os estratos mais superficiais (DANGELO & FATTINI, 2005).

A camada basal, também chamada de camada germinativa, é formada por células

jovens, colunares, em multiplicacdo constante e sdo responsaveis por renovar as
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células da epiderme. As células da camada espinhosa sdo mais poligonais, e
apresentam projec¢fes citoplasmaticas que ancoram as células umas as outras, dando
resisténcia ao atrito. As células da camada granulosa sao poligonais, mais achatadas, e
tém granulos de querato-hialina em seu citoplasma, que sé&o precursores da queratina
do estrato corneo. O estrato corneo (EC) é a camada mais superficial, composta de
células mortas, secas, alongadas, chamadas de cornedcitos, produto final da
diferenciagéo das células produzidas na epiderme viavel (ZATZ, 1993).

Com uma espessura de até 15 um, o estrato cérneo € a principal barreira fisica a
entrada da maioria das substancias na pele e a perda de agua (ELIAS, 1983;
SCHEUPLEIN & BLANK, 1985; BOMMANNAN et al., 1990; POTTS & FRANCOLEN,
1991), embora seja levemente permedvel a agua. A queratina, depositada nos
corneocitos, confere resisténcia quimica e fisica ao tecido (ZATZ, 1993). A hidratacéo
da queratina fornece plasticidade a pele, tornando a fun¢éo barreira menos vulneravel a
estresse mecanico. Quando os cornedcitos perdem 4gua, a pele se torna quebradica, e
a impermeabilidade é comprometida (FORSLIND, 1994).

O espaco entre as células é preenchido com lipidios, de forma que € possivel
observar na barreira da pele dois componentes: o componente hidrofilico, a queratina e
o componente hidrofobico, os lipidios. Elias descreveu, em 1992, a estrutura do EC
como uma “parede de tijolos”. Os cornedcitos repletos de queratina seriam os tijolos
hidrofilicos, enquanto os lipidios intercelulares seriam o cimento hidrofobico (ELIAS,
1991).

Os lipideos encontrados no EC sao: acidos graxos, colesterol e esfingolipideos,

como a ceramida (HADGRAFT, 2001). Estdo organizados em camadas duplas,
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formando estruturas arredondadas (HARATA et al., 1992). Barry demonstrou o elevado
ponto de fusado desses lipidios, indicando que essas estruturas na camada cérnea estao
arranjadas com um alto grau de ordem e alta densidade (BARRY, 1987). Os lipidios séo
os responsaveis pela fungdo de barreira a perda de agua e entrada de substancias do
EC (ELIAS, 1983; BOMMANNAN et al.,, 1990). Em 1992, Harata e colaboradores
removeram o conteudo lipidico de pele humana e observaram um aumento na
permeabilidade de compostos relativamente lipofilicos (HARATA et al., 1992).

A quantidade dos lipidios varia de 3 a 46% nas diferentes areas do corpo.
Diferencas na sua composicdo sdo observadas entre diferentes espécies, resultando
em diversas permeabilidades. Gray e Yardley demonstraram que peles humana e suina
possuem grande semelhanca em suas composic¢des lipidicas (GRAY & YARDLEY,
1975).

O estrato cérneo e seus componentes estdo constantemente expostos a
degradacao quimica e fisica causada pelo ambiente. Para manuten¢cdo da fungéo de
barreira, € necessaria sua constante renovacao.

A derme é constituida por tecido conjuntivo (fibras colagenas e elasticas envoltas
por substancia fundamental), vasos sanguineos e linfaticos, nervos e terminacdes
nervosas (AZULAY & AZULAY, 1999). As fibras colagenas conferem capacidade de
distensao a pele (DANGELO & FATTINI, 2005).

A hipoderme, também chamada de tecido celular subcutaneo, é constituida de
I6bulos de lipocitos delimitados por septos de colageno com vasos sanguineos. Os
lipocitos sdo arredondados e grandes. A estrutura da hipoderme fornece protecéo
contra traumas fisicos, além de ser um depdésito de calorias (AZULAY & AZULAY,

1999).
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1.2.2 Aterapia topica

Produtos farmacéuticos aplicados na pele podem ser subdivididos em duas
categorias: (i) sistemas transdérmicos, que tém como objetivo a absor¢édo dos farmacos
pela circulacdo sanglinea para tratamento de doencas sistémicas e (ii) formulacdes
dermatoldgicas, como cremes, pomadas, logBes e geles, para o tratamento local de
doencas na pele. Apesar de possuirem caracteristicas e objetivos distintos, a eficacia
de ambos dependera da liberacdo do farmaco da formulacdo que o contém e de sua
penetracao/difusédo pelas camadas da pele (SHAH et al., 1991b).

Observa-se um aumento na popularidade dos sistemas terapéuticos
transdérmicos (STT) ou, simplesmente, adesivos transdérmicos, nos ultimos anos por
uma série de razdes, incluindo: (1) grande adesdo dos pacientes ao tratamento; (2)
niveis plasmaticos constantes, resultado da liberacdo continua de farmaco por
determinado periodo; (3) menor incidéncia de efeitos colaterais, devido a auséncia de
picos de concentragdo, (4) eliminacdo do efeito de primeira passagem e (5)
disponibilidade de tecnologia para formulagdo de adesivos confiaveis e confortaveis ao
uso (SHAH et al., 1993). A administracao transdérmica de farmacos, entretanto, possui
limitagcBes muito especificas que se originam, principalmente, na excelente propriedade
de barreira oferecida pelo estrato cérneo, camada mais externa da pele. Apenas
compostos dotados de certa lipofilia, ndo ionizados e de baixo peso molecular podem
penetrar passivamente a pele, a ponto de sofrerem absorgéo percutanea. Clonidina,
nicotina e estradiol sdo exemplos de farmacos disponiveis em  formulacdes

transdérmicas (AULTON, 2005).
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Produtos dermatolégicos sdo comumente relacionados com formulagdes semi-
soélidas, como pomadas, cremes e logles, e tratam de doencas nas diferentes camadas
da pele ou em apéndices cutaneos; logo, sua eficacia dependeréd da concentracdo do
farmaco nesses locais (PERSHING et al., 1994). O farmaco deve vencer a barreira do
EC para atingir as camadas mais profundas, sem que haja permeacdo e absorcao
sanguinea. Essas preparac¢fes incluem antibiéticos, antifungicos, corticosteroides,
retindides, agentes anti-inflamatorios, anestésicos locais e outros (ANSEL, 1999).

A quantidade de farmaco presente nas camadas da pele dependeréa da eficiéncia
relativa dos processos de liberacdo do farmaco da formulacdo semi-sélida que o
contém e penetracdo da substancia ativa nas camadas da pele (ALBERTI et al.,
2001b).

A primeira etapa, conhecida como cedéncia ou liberagao in vitro de formulagbes
topicas, depende do veiculo utilizado e do modo de preparo da formulacdo. A
quantidade de farmaco disponivel para penetracdo no EC é determinada nessa fase.
Torna-se facil perceber que a medida de extensdo da cedéncia de uma formulacéo &
fundamental para avaliacdo de uma formula¢éo dermatolégica.

Apés liberacdo da formulacdo, a penetracdo através do EC ird determinar a
disponibilidade local do farmaco. A determinacdo da quantidade de farmaco que chega
ao local de acdo é outra medida importante que pode predizer a eficdcia do produto
dermatolégico. A quantidade necesséaria para desencadear o efeito farmacol6gico

dependeréa da eficacia intrinseca do farmaco.

De um modo geral, formas farmacéuticas semi-sélidas sao formulacdes

complexas e que, por sua vez, sao constituidas de substancias cuja estrutura também
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apresenta certo grau de complexidade. Frequientemente sdo compostas de duas fases
(aquosa e oleosa), uma das quais sendo continua — fase externa - e a outra se
apresenta sob forma dispersa — fase interna. Na maioria das vezes, as substancias
ativas encontram-se dissolvidas em uma das fases, embora, ocasionalmente, o farmaco
ndo se apresenta completamente soluvel no sistema, encontrando-se disperso em uma
ou ambas fases, dando origem assim a um sistema tri-fasico (PRISTA et al., 2003).

As propriedades fisicas da formulagdo dependem de varios fatores, entre os quais
a granulometria das particulas dispersas, a tensdo interfacial entre as fases, o
coeficiente de particdo da molécula ativa entre as fases e as caracteristicas reoldgicas

do produto (PRISTA et al., 2003).

1.2.3 Penetragao Cutanea

A penetracdo cutédnea envolve a transferéncia do farmaco da superficie da pele
para o interior do EC, regida, entre outros fatores, pela diferenca de concentragédo. O
farmaco pode entdo atravessar a epiderme, chegar a derme e ser absorvido pelos
vasos sanguineos presentes nessa camada. A denominacdo permeacdo cutanea €&
utilizada quando todos esses processos sao realizados (SKELLY et al., 1987).

Difusdo em sistemas com multicamadas como a pele tem como etapa limitante a
camada com maior resisténcia a difusdo. Logo, a principal resisténcia a passagem de
compostos através da pele reside na estrutura compacta do EC. Essa resisténcia
depende da integridade da camada cornea, além da espessura, que varia de espécie

para espécie e também de local para local em um mesmo individuo (ZATZ, 1993).
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A pele se comporta como uma barreira passiva a difusdo de moléculas. Uma
evidéncia desse fato estd na manutencdo da impermeabilidade da pele mesmo apds
excisao (ZATZ, 1993).

Na difusdo passiva, a matéria se move de uma regido do sistema para outro sem
gue haja influéncia de outras moléculas e/ou gasto de energia. A hip6tese basica é de
gue a taxa de transferéncia da substancia difundida por unidade de area de uma secéo
€ proporcional ao gradiente de concentracdo medido perpendicularmente a essa secao
(AULTON, 2005). Isso €é expresso pela primeira lei de Fick:

J=A.D. Kp (ci1-C»)
h

onde A é a area de contato, D é o coeficiente de difusdo, Kp é o coeficiente de
particdo, c;-c, é a diferenca de concentracdo e h é a espessura da membrana. O fluxo
(J) é a taxa de passagem da substancia através de uma unidade de superficie de area
de pele, em funcdo do tempo (HADGRAFT, 2001).

No entanto, a primeira lei de Fick é aplicavel somente para membranas
homogéneas, ou seja, que ndo apresentam variagado no coeficiente de permeabilidade
ao longo de sua espessura e que o fluxo da passagem de uma substancia é constante
desde o inicio. Isso ndo é observado em membranas biolégicas como o EC. Na
representacdo experimental de quantidade de farmaco permeado por area em relagéo
ao tempo, ndo observamos uma linha reta, como era de se esperar em uma abordagem
de estado estacionario (EE) imediato. O que se observa € que em tempos maiores, 0
grafico aproxima-se de uma linha reta (EE), no entanto, nos primeiros tempos, é

observada uma pequena curvatura, onde o fluxo ainda nédo é constante com o tempo.
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Se a linha do estado estacionario é extrapolada até o eixo do tempo, o intercepto obtido
representa o lag time, que é definido como o tempo necessério para que a passagem

de uma substancia através de uma membrana atinja o equilibrio (AULTON, 2005)

Uma série de fatores bioldgicos pode alterar a permeabilidade da pele, como o
estado da pele (presenca de alguma patologia), a idade da pele, o fluxo sangliineo e o
metabolismo. Fatores fisico-quimicos também apresentam grande influéncia no
processo de passagem de uma substancia através da pele. A hidratacdo do EC € um
dos mais importantes fatores para aumentar a velocidade de penetragcdo da maioria das
substancias. A hidratacdo pode resultar da agua difundindo das camadas epidérmicas
adjacentes ou da transpiracdo que se acumula apoés aplicacdo de um veiculo oclusivo.
Entre as caracteristicas do farmaco que afetam a taxa de penetragdo estdo o
coeficiente de particdo, o coeficiente de difusdo, o0 tamanho e a forma molecular

(AULTON, 2005).

Existem trés rotas pelas quais uma substancia pode penetrar o EC: a via
transcelular, a intercelular e pelos apéndices (POTTS & GUY, 1992; MOSER et al.,
2001). A penetracao pelos apéndices, sob condi¢bes normais, ndo é significativa, uma
vez que pouca area da superficie da pele é ocupada pelos apéndices (EDWARD &
LANGER, 1994). Na via transcelular, a molécula atravessa as membranas das células,
e encontra um meio essencialmente hidrofilico no interior das células. Na via
intercelular, a molécula passa somente pela matriz lipidica, sem penetrar nas células

(Figura 1.3).
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Figura 1.3 As rotas de penetracdo transcelular e intercelular.
Fonte: Moser et al., 2001

Com o intuito de promover penetracdo e absor¢cdo percutanea, objetivando
maiores efeitos locais epidérmicos, dérmicos ou sub-dérmicos e efeitos sistémicos,
diferentes estratégias para superar a barreira oferecida pelo estrato corneo constituem
objeto de estudo em varias instituicdes de pesquisa e laboratérios farmacéuticos. Estas
estratégias costumam ser classificadas como sendo de natureza quimica ou fisica.

Os promotores de permeacdo quimicos aumentam a permeabilidade por danificar
reversivelmente ou por alterar caracteristicas fisico-quimicas do EC e reduzir sua
resisténcia a difusdo (ANSEL, 1999). Normalmente sédo solventes (alcoois, pirrolidonas,
laurocapram entre outros), tensoativos ou compostos de outra natureza, como uréia,
terpenos e até enzimas proteoliticas (WILLIAMS & BARRY, 1992).

Os métodos fisicos de promocdo da penetracdo sdo representados pela

ionoforese (emprego de corrente elétrica) (BURNETTE, 1989; GREEN et al., 1993;
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SIGH & MAIBACH, 1996) e sonoforese (emprego de ultrasom) (KOST & LANGER,

1993).

1.3 Avaliacdo biofarmacéutica de formulagées semi-  solidas

1.3.1 Liberagao in vitro

O uso do teste de dissolugdo in vitro para determinar a liberacdo de farmacos de
sélidos orais esta descrito nas Farmacopéias e é utilizado rotineiramente no controle de
gualidade desses produtos, principalmente para determinag¢ao da uniformidade de lotes
e na determinacdo de equivaléncia farmacéutica (USP 28, 2005, SIEWERT et al.,
2003). Para formulagbes ndo orais, como as dermatoldgicas e as transdérmicas, o
termo “liberacéo in vitro” é preferido. Os principios de aplicacdo do teste de dissolucao
para solidos orais também podem ser aplicados em testes de liberacao in vitro, sendo o
objetivo final de ambos a caracterizagao biofarmacéutica do produto e o controle da sua
qualidade (SIEWERT et al., 2003). O teste de liberagdo in vitro para preparacoes
transdérmicas pode ser realizado com os aparatos 5, 6 e 7 da Farmacopéia Americana
(USP 28, 2005). No entanto, ndo existe método oficial para determinagéo da liberagéo
ou cedéncia de produtos semi-sélidos (SHAH et al., 1989).

Uma grande quantidade de artigos, assim como guidelines do FDA, preconizam o
uso de células de difusdo como a célula de Franz, equipada com membrana sintética
para determinar a liberagdo in vitro de formulagcbes topicas, como cremes, geles e

lo¢Bes, e também de sistemas transdérmicos (SHAH et al., 1989; U.S.FDA/CDER,
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1997; SHAH et al., 1999). A célula de difusdo de Franz tornou-se um método popular de
estudo da difusdo e permeacdo de substancias através da pele. Depois de algum
tempo foi também utilizada para determinacdo da liberacdo in vitro de semi-sélidos

(SHAH et al., 1989, 1991a, 1992, 1993; CLEMENT et al., 2000).

A célula de Franz segue o modelo bicompartimental das células de difusao,
possuindo dois compartimentos, um contendo o farmaco (compartimento doador) e
outro contendo uma solugdo onde do farmaco é solluvel, separados por uma membrana
natural ou sintética. No modelo de Franz, a disposicdo € vertical, mas existem sistemas
onde os dois compartimentos estao dispostos lado a lado (FRIEND, 1992).

O produto é colocado na parte acima da membrana, no compartimento doador. A
passagem do farmaco pela membrana para o compartimento receptor é monitorada
pela andlise de amostras do liquido receptor coletadas em diferentes tempos (Figura

1.4).
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hélice da SR

Figura 1.4 Célula de Difuséo de Franz.
Fonte: Adaptacdo do manual da célula - Hanson Research Corp

Os parametros que podem influenciar a taxa de liberagdo in vitro sao as
caracteristicas da membrana sintética empregada e a composi¢ao da solucéo receptora
(SHAH et al., 1999).

O grafico de quantidade de farmaco acumulado no meio receptor em funcéo do
tempo fornece o perfil de liberagédo, e o fluxo de passagem do farmaco a partir da
formulacdo para a solucdo receptora é representado pela inclinagdo da parte reta da

curva (SHAH et al., 1989).

A aplicacdo do teste de liberagdo in vitro de produtos semi-solidos para
determinacdo de uniformidade entre lotes tem sido amplamente discutida na literatura
(SHAH et al., 1999, VAN BUSKIRK et al., 1994). O FDA recomenda 0 uso desse teste
para comprovacdo de equivaléncia entre produtos sob mudancas especificas, como
mudanca de equipamento, fornecedor da matéria prima e outros (U.S.FDA/CDER,

1997). A determinacdo da taxa de liberacdo de diferentes formulagbes também pode
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ser util durante o desenvolvimento galénico e tecnoldgico de preparagfes semi-sélidas,

sendo um recurso importante para a otimizagao de formulagoes.

O teste de liberagdo in vitro, sozinho, ndo deve ser aplicado na avaliagdo de
biodisponibilidade/bioequivaléncia  (BD/BE) de  formulacdes  dermatoldgicas
(U.S.FDA/CDER, 1997). Na verdade, o objetivo do teste ndo € necessariamente
mimetizar o comportamento in vivo, e sim avaliar indicadores de performance da

formulagéo (SIEWERT et al., 2003).

A taxa de liberacdo de um farmaco a partir de determinada formulacédo depende
diretamente das caracteristicas fisico-quimicas do veiculo e do farmaco (SANTOYO et
al., 1996).

A solubilidade do farmaco no veiculo representa um papel importante na taxa de
liberacao in vivo. Barry (1983) reportou que para se obter a taxa de liberacdo méxima, a
maior atividade termodinamica do farmaco na formulacao deve ser utilizada.

Em 1996, Santoyo e colaboradores observaram que a liberacdo in vitro de
piroxicam diminuia quando a concentracdo de propilenoglicol na formulagéo
aumentava. O propilenoglicol era um excipiente da formulacdo que agia como
solubilizador. A formulacdo onde o piroxicam encontrava-se em concentracao préoxima a
saturacdo (menor quantidade possivel de propilenoglicol adicionada), e logo, com maior
atividade termodinamica, foi a que demonstrou maior liberacéo in vitro (SANTOYO et

al., 1996).
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1.3.2 Quantificacdo de farmacos na pele

Para desenvolvimento e avaliacdo de formulagbes de liberacdo topica ou
transdérmica, é essencial conhecer o perfil de penetracdo do farmaco na pele, incluindo
a gquantidade de substancia ativa presente nas diferentes camadas da pele e o fluxo

através da pele para a circulagéo sistémica (TOUITOU et al., 1998).

1.3.2.1 Testes in vivo

Testes para avaliagcdo da penetracdo e permeacdo de produtos de aplicagéao
topica realizados in vivo em humanos sdo os mais relevantes. Como todo teste
envolvendo voluntérios, esses estudos devem ser submetidos a avaliacdo ética para
aprovacdo. Geralmente os voluntérios sdo sadios, uma vez que a pele com alguma
desordem apresenta grandes variagdes e mudancas durante o tempo (U.S.FDA/CDER,
1998).

Até o momento, a determinacéo de bioequivaléncia (BE) e biodisponibilidade (BD)
de produtos dermatoldgicos requer estudos clinicos de eficacia. Entretanto, estudos
clinicos sédo geralmente complicados, demorados, caros e apresentam grande
variabilidade (U.S.FDA/CDER, 1997; PERSHING, 2000).

Nos Estados Unidos, produtos dermatoldégicos candidatos a medicamento
genérico sdo dispensados de testes de BE, desde que 0s excipientes do produto sejam
gualitativamente os mesmos e quantitativamente néao difiram em mais de 5% quando

comparados com o produto inovador (U.S.FDA/CDER, 1998).
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No Brasil as exigéncias para 0 registro sdo ainda mais abrangentes.
Medicamentos de uso topico, ndo destinados a efeito sistémico sdo dispensados de
estudos de bioequivaléncia para registro de medicamento genérico. Deve ser
demonstrada apenas a equivaléncia farmacéutica, ou seja, o candidato a genérico deve
apresentar o mesmo farmaco, na mesma concentragdo em relacdo ao medicamento de
referéncia e excipientes de mesma funcéo, em concentra¢cdes compativeis (ANVISA,
2003).

Em 1998, o FDA colocou em consulta publica o guia “Topical dermatological drug
product NDAs and ANDAs — in vivo bioavailability, bioequivalence, in vitro release, and
associated studies”, onde discute uma abordagem dermatofarmacocinética (DFC) para
determinacdo de BE/BD de alguns produtos dermatologicos. A DFC pode ser
comparada a estudos de farmacocinética realizados em sangue, plasma e urina
aplicados ao estrato corneo, permitindo a comparacdo dos perfis de captacdo e
eliminacdo do farmaco na pele entre produtos, baseado em curvas de concentragdo no
EC em funcéo do tempo (U.S. FDA/CDER, 1998).

A determinacdo da concentrag¢do de farmaco no EC in vivo pode ser realizada por
meio da técnica de amostragem denominada tape-stripping (U.S. FDA/CDER, 1998;
SHAH, 2001). Diversos autores defendem o uso da técnica do tape-stripping em
estudos de DFC (PERSHING et al., 1994; PELLET et al.,, 1997; WEIGMANN et al.,
1999; ALBERTI et al., 2001a). A técnica também pode ser usada para determinar o
perfil de concentracdo de um farmaco em funcéo da profundidade na pele (ALBERTI et
al., 2001c; WAGNER et al., 2001).

A principal limitacdo do método reside na incapacidade de quantificar o farmaco

nas demais camadas da pele in vivo. E muito discutida a correlagdo entre as
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guantidades de farmaco no EC e nas camadas mais profundas. Existem atualmente
duas correntes quanto a utilizacdo do tape-stripping na determinacdo de BE/BD de
produtos dermatoldgicos. Alguns expressam a opinido de que, uma vez que apenas a
guantidade no EC é determinada, apenas produtos para tratamento de doengas cujo
sitio de acdo seja a camada cOrnea podem ser avaliados por essa metodologia, como
antifingicos, por exemplo. Outros defendem seu uso para todas as classes de produtos
dermatoldgicos, ja que o EC é a barreira que limita a taxa de penetracdo de substancias
na pele, a quantidade de um farmaco no EC pode fornecer informacao relevante para
avaliacdo comparativa de produtos dermatoldgicos (SHAH et al., 1998).

Outras técnicas utilizadas para quantificacdo de substancias na pele sdo a
microdialise (DAVIES, 1999) e a biopsia da pele (SEUBER et al, 1993;

SCHROLNBERGER et al., 2001).

1.3.2.2 Testes in vitro

Idealmente, testes para avaliacdo da penetracdo e permeacéo de produtos de
aplicacao topica devem ser feitos in vivo. No entanto, isso € frequientemente impossivel,
principalmente nos primeiros estagios de desenvolvimento, quando a toxicidade dos
ativos e excipientes ainda nao foi documentada. Experimentos in vitro ou ex-vivo vém
ganhando importancia nessa area, devido ao grande numero de problemas associados
aos protocolos in vivo.

Para realizacdo de estudos in vitro, a principal premissa € de que o EC é a

barreira limitante da taxa de penetragdo. Dessa forma é possivel assumir que, se
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tratando de uma camada morta, as funcdes de barreira ndo sdo comprometidas pela
remocdo da pele do organismo. A penetracdo de substancias na pele € um processo
passivo, e sua taxa ndo deve ser apreciavelmente alterada por processos metabdlicos
locais (BROUNAUGH, 1985). Vérios estudos demonstraram que a excisao da pele nao
altera sua permeabilidade, desde que o EC permaneca intacto, e que a performance do
EC como barreira in vitro € muito semelhante a in vivo, mesmo depois de alguns dias
apos a retirada do organismo (GALEY et al., 1976; ELIAS et al.,1980; BARRY, 1983).

Estudos em laboratérios requerem o uso de membranas que mimetizem a funcéo
de barreira do EC in vivo. O tecido humano seria a membrana mais apropriada para
utilizacdo em estudos de penetracdo e permeacao cutanea. No entanto, apresenta
problemas como baixa disponibilidade, questbes éticas e legais, varia¢cdes quanto ao
sexo, idade e regido anatomica (HAIGH et al., 1994).

Principalmente devido a baixa disponibilidade de pele humana, modelos animais
sdo bastante utilizados nos estudos de penetracdo e permeacdo cutanea. As
permeabilidades das peles de alguns animais foram reportadas por uma série de
pesquisadores e se apresentam na seguinte ordem crescente: homem, suino, macaco,
cachorro, gato, cavalo, coelho e rato (HAIGH et al.,, 1994). Os dados in vitro sao
concordantes com a observacao experimental de que animais de laboratério comuns,
como os roedores, apresentam maior permeabilidade cutanea que o tecido humano,
enquanto suinos e macacos apresentam permeabilidade semelhante (BRONAUGH E

STEWARD, 1985).

De fato, o modelo animal considerado mais relevante em substituicdo a pele

humana é a pele suina. Obtida facilmente em abatedores, possui propriedades
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histoldgicas e bioquimicas semelhantes a humana. Uma série de estudos demonstram
permeabilidade a farmacos bastante similar entre ambas, sendo a pele de orelha de
suinos particularmente aplicavel a estudos in vitro, fornecendo resultados comparaveis
aos obtidos com pele humana (MOSER et al., 2001). Em estudo publicado em 2001,
Schmook e colaboradores mensuraram a penetragdo de quatro farmacos com
diferentes polaridades (terbinafina, hidrocortisona, clotrimazol e acido salicilico) em pele
humana, pele suina, pele de rato, pele sintética e epiderme humana reconstituida. Os
pesquisadores concluiram que a pele suina foi o modelo mais adequado para utilizagédo
em substituicdo a pele humana (SCHMOOK et al., 2001).

Algumas técnicas descritas in vivo também podem ser realizadas in vitro. Em
2004, Seki e colaboradores utilizaram o flurbiprofeno como farmaco modelo na
validacdo de método de determinagcdo de farmacos na pele por microdiélise, apos
aplicacao topica em pele suina excisada (SEKI et al., 2004).

A técnica do tape-stripping in vitro foi utilizada por Pellett (1997) para avaliar
solucdes supersaturadas, utilizando o piroxicam como modelo. O autor discute a
validade do uso do tape-stripping in vitro como alternativa ao estudo in vivo,
particularmente em estudos preliminares. E importante lembrar que o tape-stripping in

vitro ndo é indicado em estudos de dermatofarmacocinética.

Permeacdo cutanea é a passagem de uma substancia pela pele, chegando até
suas camadas mais profundas, inclusive circulacdo sanguinea. Entre os produtos de
aplicacdo topica, apenas o0s sistemas transdérmicos possuem o0 objetivo de produzir
concentragOes terapéuticas na circulagdo sistémica. Dessa forma, testes para

determinacdo da permeacdo cutanea de formulacdes transdérmicas sao importantes
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para determinacdo de sua eficacia. J& para produtos dermatoldgicos, o sitio de agéo
esta localizado em uma das camadas pele, portanto, a determina¢do da quantidade de
farmaco capaz de chegar a circulagdo ndo tem influéncia direta no efeito farmacoldgico.
No entanto, a extensdo da absor¢cdo sistémica € um dado importante quanto a
seguranca e possiveis efeitos colaterais de formulacdes topicas. Na pesquisa cientifica,
testes de permeacgdo in vitro também séo feitos para determinagcdo do coeficiente de
permeabilidade de membranas, ajudando a estabelecer modelos capazes de substituir
a pele humana em todo tipo de investigacdo cutanea.

Para produtos transdérmicos, a permeacgdo atraves da pele pode ser medida in
vivo pela quantificacdo do farmaco no sangue, plasma ou urina. Para os demais
produtos, a quantidade permeada pode ndo ser mensuravel nesses fluidos biolégicos
(SHAH et al., 1991b; PERSHING et al., 2003). Mesmo para 0s transdérmicos, as
metodologias in vitro sdo preferidas, devido a sua maior simplicidade (BONINA et al.,

1993).

Acredita-se que a permeacgdo cutanea observada in vitro reflita os aspectos
determinantes do processo in vivo, na maioria dos casos, e possa ser utilizada para
determinar a disponibilidade relativa de produtos dermatolégicos (SKELLY et al., 1987).

O teste de permeacdo in vitro é realizado em células de difusdo de Franz
equipadas com membranas naturais. A montagem da célula é realizada da mesma
forma que no teste de liberacao in vitro (item 1.3.1), sendo que a membrana sintética €

substituida por um segmento de pele.
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A taxa de permeacdo do farmaco € determinada pela quantidade permeada em
funcd@o do tempo. O fluxo de permeacao é calculado como a inclinagdo na porcao linear
da curva, sendo expresso em quantidade de farmaco por area em funcado do tempo
(KOU et al., 1993; MOSER et al., 2001).

Algumas consideracdoes devem ser feitas em relagcdo ao protocolo de estudo. A
solucdo receptora deve ser escolhida baseada na solubilidade do farmaco, de forma
gue a condicéo sink seja sempre obedecida. Para farmacos hidrofilicos, € comum o uso
de solugbes salinas; enquanto para substancias lipofilicas, o uso de aditivos que
aumentem a solubilidade pode ser necessario (SKELLY et al., 1987).

Outra consideracao a ser feita € sobre o uso de pele inteira (epiderme e derme)
ou somente epiderme. Estudos mostram que a permeacdo de substancias lipofilicas
(log P > 3) é significantemente diminuida in vitro quando usada membrana contendo a
derme (MOSER et al., 2001). In vivo, ndo € necessaria a passagem por toda a derme, o
farmaco é logo captado pelos vasos sanguineos localizados nessa camada. In vitro,
esse tecido essencialmente aquoso ndo possui a irrigacdo sanguinea presente in vivo,
funcionando assim como uma barreira a passagem de substadncias com baixa
solubilidade em agua. Nesses casos, 0 uso da epiderme isolada seria recomendavel
(SCHEUPLEIN & BLANK, 1973; BRONAUGH & STEWART, 1985). A separacao da
epiderme e derme pode ser feita pelo classico método descrito por Kligman e
Christophers em 1963, onde a pele é imersa em agua a 60° C por 2 minutos e a
epiderme é “descolada” da derme com auxilio de pin¢ca (KLIGMAN & CHRISTOPHERS,
1963). Wester e colaboradores demostraram, em 1998, que a viabilidade da pele é
alterada ap0s imersdo em agua quente (WESTER et al., 1998). No entanto, em 1993,

Peck e colaboradores demonstraram que as propriedades de barreira de epiderme
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humana separada por calor sdo mantidas por até 150 horas, baseados em estudos de
permeabilidade de manitol e resisténcia elétrica. Uma alternativa a separacao por calor
€ a utilizacdo do aparelho denominado dermatdmetro, capaz de seccionar a pele em
espessuras definidas. Uma espessura de 200 um corresponde ao estrato cérneo mais

epiderme (HAIGH E SMITH, 1994).

A determinacdo da concentracdo de farmacos na pele por extracdo direta do
tecido requer remocéo do excesso de formulagdo seguida de extracdo com solvente
adequado. Um método analitico adequado, sensivel e seletivo deve se empregado para
quantificacdo do farmaco extraido. Separacdo de epiderme e derme pode ser feita
anteriormente a extragdo, a fim de quantificar o farmaco presente nas diferentes

camadas da pele.

A importdncia da avaliacdo de farmacos na pele, para controle e
desenvolvimento de formulacdes transdérmicas e dermatolégicas € cada vez mais
reconhecida. E notado um interesse da comunidade cientifica para estabelecimento de
metodologias validadas e confidveis que permitam entendimento do comportamento
dos farmacos na pele, para otimizacdo dessa via de administragdo, que pode oferecer

algumas vantagens em relacdo a outras vias, e para comparacdo do desempenho

biofarmacéutico de produtos tépicos dermatolégicos.
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2.1 Objetivos Gerais

» Comparar o desempenho de trés formulacdes semi-solidas dermatologicas de
nitrato de miconazol (MCZ) 2%, disponiveis no mercado nacional, quanto a liberacéo do
farmaco através de membrana sintética in vitro e quanto a penetragdo e permeacao do

antimicotico em pele suina ex-vivo.

Objetivos Especificos

» Desenvolver e validar metodologia analitica para determinacdo de nitrato de
miconazol nas matrizes em estudo, compreendendo método de extracao do farmaco de
epiderme e derme suina, a ser aplicada em estudos de penetracao.

» Comparar as membranas sintéticas de acetato de celulose e de polissulfona
guanto a sua utilizacdo nos ensaios de liberagdo in vitro em células de difusdo de
Franz.

* Avaliar a homogeneidade entre diferentes lotes de cada produto em estudo, com
base nos perfis de liberacéo in vitro.

= Determinar a penetracao cutanea das trés formulacdes em estudo em epiderme
e derme suina, em dois tempos, duas e quatro horas, apos a aplicacdo dos produtos
sobre a pele ex-vivo.

» Determinar a eventual permeacdo de MCZ através de pele suina a partir das trés

formulagbes em estudo.
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3.1 Materiais

3.1.1 Produtos farmacéuticos

3.1.1.1. Selecgao dos produtos farmacéuticos presen tes no mercado nacional

Para selecdo de 3 marcas de emulsdes (locdo) contendo nitrato de miconazol
2%, produtos disponiveis no mercado brasileiro foram analisados quanto aos seus
excipientes. Na tabela 3.1, é apresentada a composicdo qualitativa dos produtos mais
disponiveis nos estabelecimentos comerciais, sendo que 0s excipientes foram

classificados de acordo com sua acéo/funcdo na formulagéo.

Tabela 3.1 Composi¢ao qualitativa de lo¢des de nitrato de miconazol 2% de diferentes fabricantes. (A
agua e o nitrato de miconazol sdo constituintes de todas as formula¢des ndo apresentados na tabela).

Veiculo Veiculo / Promotor
Fabricantes Conservante  Antioxidante Emulsificante Lipofilico/ = Espessante QOutros
. de absorgéo
Emoliente
Palmitato-estearato
de etilenoglicol e
Janssen — Cilag Ac. benzéico BHA pohom_etllgnogllcol, Oleo Mineral - - Pe'rfume
(Referéncia Nacional) glicéridos primula
polioxietilenicos
glicosilados
Polietilenoglicol 40 Fragrancia
Cristélia (genérico) Ac. benzéico - e 25, cera Vaselina Liquida  Propilenoglicol r?mula
emulsificante P
Glicerina,
P o Metilparabeno, AICOOI, I Alcool allf_atlco Propilenoglicol, Hidroxicetil- _3|I|cone
Neo-Quimica (similar) B BHT cetoestearilico, de lanolina, . P antiespumante
propilparabeno . e alcool etilico 96 celulose P
sorbitano. vaselina liquida , esséncia
jasmim, EDTA
Medley (genérico) Metll_parabeno, - Cera ~em_LiIs_|f|cante Oleo Mineral Propilenoglicol - Ciclometicona
propilparabeno ndo idnica
EMS (genérico) Metll_parabeno, . Cera ~em_LiIs_lflcante Oleo Mineral Prqpllenogllcol, Cimeticona
propilparabeno ndo idnica polissorbato 80
Cloreto de Galato de Vaselina Liquida Miristato de . Fosfato de

Polavax Miristrato de
lennrinnila

Teuto (genérico)

benzalcénio propila ilsopropila sédio




3 Material e Métodos 48

3.1.1.2 Produtos farmacéuticos selecionados

* PRODUTO A: Daktarin®. Medicamento Referéncia Nacional conforme Lei 9.787/99.
Fabricados por Jassen-Cilag Farmacéutica Ltda. Frascos com 30 mL de lo¢ao contendo
2% de nitrato de miconazol adquiridos no mercado. Lotes:

400674 (lote 1). Fabricacao: 03/2004. Validade: 03/2006.

401814 (lote 2). Fabricacao: 06/2004. Validade: 06/2006.

GNL 116 (lote 3). Fabricacao: 11/2004. Validade: 11/2006.

» PRODUTO B: Nitrato de miconazol 2%. Medicamento Genérico conforme Lei
9.787/99. Fabricado por Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda. Frascos com
30 mL de logao contendo 2% de nitrato de miconazol adquiridos no mercado. Lotes:

v' 4031054 (lote 1). Fabricagdo: 03/2004. Validade: 03/2006.

v’ 4052333 (lote 2). Fabricagdo: 05/2004. Validade: 05/2006.

v/ 4105135 (lote 3). Fabricagdo: 10/2004. Validade: 10/2006.

* PRODUTO C: Daktazol®. Medicamento Similar. Fabricado por Laboratério
NeoQuimica Comércio e Industria Ltda. Frascos com 30 mL de locdo contendo 2% de
nitrato de miconazol gentilmente fornecidos pelo fabricante. Lotes:

57570 (lote 1). Fabricag&o: 03/2005. Validade: 03/2007.

59217 (lote 2). Fabricag&o: 05/2005. Validade: 05/2007.

59218 (lote 3). Fabricag&o: 06/2005. Validade: 06/2007.
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3.1.2 Equipamentos e Acessorios

» Agitador de tubos (Vortex) PHOENIX AP56;
» Agitador Magnético MARTE — MAG 15;
» Balancga analitica METTLER TOLEDO - AG 204,
*» Banho termostatizado THERMO HAAKE B3;
= Células de difusao tipo Franz. HANSON RESEARCH CORP. Orificio com 150 mm
de diametro, resultando em 1,76 cm? de area. 7 mL de capacidade;
* Membrana de Acetato de Celulose SIGMA D — 9527. Retém substancias com peso
molecular maior que 12.000, 150 um de espessura;
» Membrana de Polissulfona Tuffryn ®. PALL — HT 450. Tamanho de poro 0,45 um,
165 um de espessura,;
* Membrana filtrante 0,45 um. MILLIPORE;
» Pipetas automaticas de 20, 200, 1000 e 5000 uL GILSON;
» Placa de aquecimento CORNING;
» Potencidmetro METTLER TOLEDO — MPC 227;
» Sistema de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) isocratico:
v' Bomba para CLAE WATERS 510
v' Coluna Nova Pak C18 WATERS
v Detector Ultravioleta WATERS 486
v’ Injetor manual RHEODYNE 7725i
v Integrador WATERS 746

= Ultrassom THORNTON T14;
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Ultrassom UNIQUE USC 2850;

Unidade descartavel filtrante 0,45 um de poro. MILLIPORE.

3.1.3 Reagentes e substancias quimicas de referénc ia

= Acetonitrila para CLAE TEDIA;

» Agua destilada;

= Etanol p.a TEDIA;

» Fosfato de potdssio monobasico p.a. anidro VETEC;

= Metanol para CLAE TEDIA;

Padrdo de trabalho nitrato de miconazol. Lote N107107-3. Poténcia declarada
100,14 % em base umida. Gentilmente fornecido por Laboratorio Teuto Brasileiro.

» Padréo de nitrato de miconazol da Farmacopéia Brasileira.

3.2 Métodos

3.2.1 Condigbes Analiticas

3.2.1.1 Escolha Fase Movel

Apds pesquisa na literatura, algumas condi¢des analiticas para determinacéo do

nitrato de miconazol por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) foram
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selecionadas e testadas em nosso laboratério. Também foram averiguadas condi¢fes
empregadas para analise de outros farmacos da mesma categoria, como, por exemplo,
0 isoconazol, que apresenta grande semelhanca estrutural em relagdo ao miconazol
(CRISTALIA, 2006). Para escolha da melhor fase mével, o tempo de retengéo, simetria
e largura da base do sinal cromatogréafico foram avaliados

Um sistema CLAE isocrético, descrito no item 3.1.2, equipado com coluna de
fase reversa C18 3,9 x 150 mm, pré coluna C18, loop de 20 L, detector ultravioleta e
integrador eletronico foi utilizado. O comprimento de onda de deteccao foi fixado em

234 nm.

3.2.1.2 Curva Padrao

Curvas padrao de MCZ foram preparadas na faixa de concentracdo de 1 — 20
ug/mL. Uma solucdo estoque contendo 500 ug/mL de MCZ foi preparada
por meio da dissolugéo de cerca de 0,025 g de MCZ (padrao de trabalho), exatamente
pesados, em 50,0 mL de etanol. A partir dessa solugéo, foram realizadas diluicbes em
fase mével de modo a obter solugbes com 1, 2, 5, 10 e 20 pug/mL. Cada solucao foi
preparada em duplicata e a média dessas respostas constituiu um ponto na curva.

A cada dia de analise foi gerada uma curva (com pelo menos 3 pontos) e a

equacéo da reta foi utilizada para célculo da concentracdo de MCZ nas amostras.
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A condicdo analitica escolhida foi validada quanto a lineraridade e faixa de
aplicagcéo, seletividade, exatiddo, limite de deteccdo e limite de quantificacdo. A
linearidade foi avaliada por meio do coeficiente de correlacdo obtido em trés curvas

padréo de miconazol realizadas em diferentes dias.

O limite de deteccao (LD) e o limite de quantificacdo (LQ) foram estimados pela
relacdo sinal:ruido. A altura do ruido da linha de base foi medida por 3 minutos, no valor
minimo de atenuacdo do equipamento (AT=0,5). A relacdo de 3:1 foi utilizada no LD e
de 10:1 no LQ, para prever a resposta de cada limite em altura e, posteriormente, em
concentracdo em funcdo da inclinacdo entre altura e concentracdo de uma solugéo
padrdo de MCZ (2 ug/mL), obtida na mesma atenuagao anterior.

Assim, o LD e o LQ foram calculados, respectivamente, por:

LD (pg/mL) = altura ruido (cm) x 3 x concentracdo MCZ (ug/mL)

altura do sinal MCZ (cm)

LQ (Mg/mL) = altura ruido (cm) x 10 x concentracdo MCZ (ug/mL)

altura do sinal MCZ (cm)
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3.2.2 Liberagdo In vitro através de membrana sintética

3.2.2.1 Preparo das membranas sintéticas

a) Membrana de Acetato de Celulose.

Segmentos de aproximadamente 5 cm da membrana de acetato de celulose
(membrana de dialise) foram cortados. A membrana teve suas laterais cortadas, foi
aberta em agua corrente e fervida em cerca de 50 mL de 4gua destilada por 5 minutos,
repetindo-se o precedimento por trés vezes com novo volume de agua destilada

(BENTLEY, 2002).

b) Membrana de polissulfona:
As membranas de polissulfona foram imersas em alguns mililitros de solugéo
receptora (SR), para saturacdo, 30 minutos antes do experimento (HANSON

RESEARCH CORP).

3.2.2.2 Escolha e preparo do meio receptor

Segundo recomendacdo do FDA (U.S. FDA/CDER, 1997), misturas
hidroalcoolicas podem ser utilizadas como meio receptor em estudos de liberacao in
vitro, quando o farmaco for muito pouco hidrossolavel.

A solubilidade do MCZ em uma solucao de etanol a 10% foi determinada com o
objetivo de verificar se essa solugédo obedecia a condic¢ao sink, ou seja, ndo favoreceria

proximidade a saturagdo para essa massa de farmaco.
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O meio receptor escolhido foi preparado, filtrado (0,45 um) e desgaseificado por

meio de ultrassom a cada dia de andalise.

3.2.2.3 Montagem da célula de difusédo de Franz

As células de difusdo foram montadas conforme a Figura 1.1. O compartimento
receptor foi preenchido com etanol 10%, ou seja, a solucdo receptora (SR) filtrada e
desgaseificada por sonicacdo. A membrana foi disposta na célula, evitando a formacéo
de bolhas.

Acima da membrana foi colocado um anel de teflon, de 150 mm de diametro
interno, que teve seu orificio totalmente preenchido pela formulacdo em estudo,
resultando em aproximadamente 400 mg de locéo. A formulagéo foi ocluida por disco
de acrilico e o sistema foi fechado com uma garra metélica (Figura 3.1). O
compartimento receptor foi mantido sob agitagéo (500 rpm) por meio de pequena barra

magnética e hélice. As células foram mantidas a temperatura ambiente.

Figura 3.1 Parte superior da célula de Franz. (a) Anel de teflon branco, disco de acrilico e anel metélico
para selagem. (b) Célula selada com auxilio de garra metalica.
Fonte: HANSON RESEARCH CORP
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3.2.2.4 Retirada de amostra

A retirada de amostra foi realizada por meio de adicdo de 1 mL de SR fresca,
com auxilio de seringa, atraves da valvula localizada no brago inferior da célula. Dessa
forma, igual volume é deslocado através da canula de amostragem localizada no braco
superior da célula (Figura 3.2). Os primeiros 200 pL recolhidos foram desprezados.
Amostras foram retiradas apoés 15, 30, 60, 90, 120, 150 e 180 minutos da aplicacdo da
formulacdo e submetidas a anélise por CLAE, de acordo com as condi¢cdes

estabelecidas.

Figura 3.2 Detalhe do sistema de amostragem da célula de Franz.
Fonte: HANSON RESEARCH CORP

A massa de MCZ acumulada no compartimento receptor, em cada tempo, foi
calculada, considerando o volume total da célula, a quantidade de farmaco retirada nas
coletas de amostras anteriores e a area efetiva para a liberagdo na célula. Os
resultados obtidos foram submetidos & analise estatistica empregando-se analise de
variancia (ANOVA com um fator) com nivel de significancia (o)) de 5%, com auxilio do

software Sigma Stat for Windows 1.0 (Jandel Corporation, 1994).
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3.2.3 Penetracdo e permeac¢do cutanea através de pe le animal

3.2.3.1 Obtencédo e limpeza de pele suina

Orelhas retiradas de suinos de até 6 meses de idade foram obtidas em
matadouro devidamente fiscalizado pelo Ministério da Agricultura, localizado no
municipio do Rio de Janeiro. Logo apds sua obtencao, as orelhas foram lavadas com
escova macia e agua corrente. A pele da parte externa da orelha foi cuidadosamente
descolada com bisturi e o excesso de gordura sub-cutanea foi retirado com auxilio de
tesoura e pinga. As peles foram cortadas em pedacos de acordo com o teste a ser
realizado, embaladas em filme de polietileno e papel aluminio e os segmentos foram

armazenados em freezer (-20° C) por no maximo 60 dias (Figura 3.3).

Figura 3.3 Limpeza de orelha suina. (a) Orelha de suino lavada. (b) Retirada da pele com auxilio de
bisturi. (c) Retirada do excesso de gordura sub-cutanea. (d) Segmento de pele limpo obtido.
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3.2.3.2 Desenvolvimento e validagdo de método para  extracdo e quantificacdo de

MCZ na epiderme e na derme de pele suina.

Com objetivo de promover separacdo da epiderme e derme, apoés
descongelamento, os segmentos de pele foram imersos em agua destilada a 50°C por
dois minutos, de acordo com metodologia classica de separacao de epiderme e derme
por calor descrita em por Kligman e Christophers (1963). As camadas isoladas foram
dispostas separadamente no fundo de tubos tipo Eppendorf. Adicionou-se 10 uL de
diferentes solugGes padréo de nitrato de miconazol em etanol diretamente sobre cada
segmento de pele, de modo a obter 4 niveis de quantidade de MCZ (3; 7,5; 12 e 15 ug).
Apés trés horas de contato para penetracdo/impregnacdo do farmaco no tecido,
adicionou-se 1,5 mL de fase movel como solucdo extratora. Procedeu-se agitacao por
10 segundos em vortex, seguido de 12 minutos de banho de ultrassom, e nova
agitacdo. As solugdes foram centrifugadas e filtradas (0,45 um). A andlise foi realizada

por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia.

Paralelamente, spiked solutions (SS) foram preparadas por adicdo de 10 pulL das
diferentes solu¢cdes de miconazol (resultando nos mesmos 4 niveis de quantidade de
miconazol) ao volume de FM necesséario para completar 1,5 mL. As SS foram
analisadas por CLAE da mesma forma que as amostras. A recuperacao foi investigada
pela comparacdo da area obtida na SS (100%) e a &rea observada na amostra, sendo o

resultado expresso em porcentagem de MCZ recuperada.
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A seletividade do método foi investigada por meio da injecdo de solugéo
extratora de epiderme e derme sem adicdo de MCZ e a precisao foi avaliada pelo

desvio padrao obtido entre as 3 repeti¢cdes de cada nivel.

3.2.3.3 Estudos de penetracéo e permeacéo cutanea

As células de difusdo foram montadas da mesma forma que no estudo de
liberacgé&o in vitro, descrito no item 3.2.2.3. A solucao receptora utilizada foi uma solucao
tampdo KH,PO, 0,02 M pH 4,5 desgaseificada e filtrada (0,45 pm). Apés
descongelamento, segmentos de pele foram adicionados a célula, com EC faceando o
compartimento doador e derme em contato com a solugdo receptora evitando-se
sempre a formacéo de bolhas (Figura 3.5 a). O compartimento doador foi mantido sob
agitacao (500 rpm) por meio de pequena barra magnética e hélice. A formulacéo foi
aplicada na area delimitada pelo anel de teflon (150 mm de diametro), resultando em
aproximadamente 400 mg de lo¢do em cada célula (Figura 3.5 b). Imediatamente apds
a montagem, uma aliquota de 1 mL de solugéo receptora foi retirada. As células foram
mantidas a 37° C pela circulacdo de agua termostatizada pela camisa dupla das

mesmas.
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Figura 3.4 Montagem da célula de Franz para estudo de penetracdo e permeacdo cutanea.
(a) Célula de Franz com pele suina. (b) Area delimitada pelo anel de teflon para a aplicagao da
formulag&o (150 mm de diametro).

Apéds duas ou quatro horas de experimento, nova aliquota de 1 mL da solugéo
receptora foi retirada. As células foram desmontadas, o excesso de formulagéo foi
removido da superficie da pele, limpando-a por duas vezes com algoddo umedecido e
mais uma vez com algodao seco. A epiderme foi separada da derme com auxilio de
bisturi (Figura 3.6). As areas tratadas dos segmentos de pele, devidamente separadas
da regido circundante ndo exposta a formulagcéo, foram pesadas e dispostas em tubos
distintos (FREITAS, 2005). Adicionou-se 1,5 mL de fase movel e procedeu-se a
extracdo conforme validado e descrito no item 3.2.3.2. As amostras foram filtradas (0,45

Mm) e analisadas por CLAE.

@) ©)

Figura 3.5 Separacao entre epiderme e derme. (a) Segmento de pele apds ser retirado da célula de
Franz. (b) Separacgédo da epiderme da derme com auxilio de bisturi; (c) epiderme separada do restante da
pele.
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4.1 Condigbes Analiticas

A definicdo das condi¢bes analiticas visou adotar método adequado aos
objetivos do trabalho, para quantificacdo de nitrato de miconazol nas matrizes de
trabalho, de modo que a validacéo néo foi exaustiva, uma vez que ndo constituia objeto

do projeto.

4.1.1 Selecao da fase movel

As fases moveis testadas na coluna de fase reversa C18 estao descritas na

tabela 4.1, assim como a fonte e o resultado obtido com cada uma delas.

Tabela 4.1 Fases moveis (FM) testadas para analise de nitrato de miconazol por CLAE

Tempo Retencéo

FM Composigéo Fonte (min.) Observacao
1 . .
MeOH : H,O (40:60) AKAY et al, 2002 Farrzgaccgl:ﬁgdo
2 Acetato de aménio 0,2 N : MeOH : USP 27 - Ensaios para Farmaco retido
CH3CN (20:40:40) compostos relacionados na coluna
3 KH2PO4 0,02M : MeOH : CHsCN CRISTALIA, 2001 - Método para .
. - . 4 Base estreita
(20:40:40) andlise de isoconazol
4 H>O : MeOH : CH3:CN x - Base um pouco
(20:40:40) Adaptacéo da condi¢édo 3 5,5 alargada
5
KH;PO4 0,02M : MeOH : CH3CN ~ -
(30:35:35) Adaptacéo da condi¢édo 3 9,5 Base alargada
6 . .
KHzPO4 0,02M : MeOH : CHsCN Adaptacéo da condicdo 3 6.4 Base estreita

(25:35:40)
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A fase mével 3, KH,PO, 0,02M : MeOH : CH3CN (20:40:40), foi escolhida por
apresentar base mais estreita e menor tempo de retencdo, o que possibilita um maior

fluxo de analises no dia. A vazao da fase movel foi ajustada em 1,2 mL/min.

As fases moveis 4, 5 e 6 foram testadas com o objetivo de promover maior retencao
do MCZ, para possibilitar melhor resolucdo de possiveis interferentes de matrizes

futuras, que néo foram utilizadas no presente trabalho.

A figura 4.1 apresenta a eluicdo de solugdes padrao de MCZ em trés concentracdes
diferentes, preparadas como descrito em 3.2.1.2, com a fase mével escolhida, onde é

possivel observar a boa simetria dos sinais.

Figura 4.1 Eluicao de 3 concentracdes de MCZ com a fase movel escolhida,
KH,PO,4 0,02M : MeOH : CH3;CN (20:40:40). Vazéao de 1,2 mL/min, tempo de retencdo de 4,0 min. (a) 2
pg/mL (b) 5 png/mL (c) 10 pg/mL.
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4.1.2 Curva padrao

Na Tabela 4.2. estdo dispostas as respostas obtidas para as cinco
concentracbes de MCZ, preparadas em duplicata, em cada dia de andlise e seus
desvios padrao (DP) e desvios padrao relativos (DPR). A analise da regressao linear
dos dados foi realizada e os parametros da curva: intercepto, inclinagéao, coeficiente de

determinacéo e de correlagdo também estéo apresentados nesta tabela.

Tabela 4.2 Respostas obtidas para as cinco concentracdes de MCZ, preparadas em duplicata, em cada
dia dia de analise, desvio padrdo, desvio padréo relativo e parametros da curva.

Concentracdo (ug/mL) Dia 1 Dia 2 Dia 3 Média® DP*® DPR %"
1 58267 51782 54219 54820 3375 6.2
56218 50167 58265
2 89143 89267 88219 88500 1227 1.4
88533 89617 86219
5 224951 219863 210934 216896 9066 42
222427 221969 201230
10 459863 458167 453508 455548 6007 13
463005 446299 452446
879801 891952 875623
20 879937 891556 864037 880484 10479 12
Intercepto 9448 2926 4330
Inclinacéo 43784 44491 43439
valor P - intercepto 0,060 0,238 0,473
Coef de determnacéo (rz) 0,9996 0,9999 0,9986
Coef. de correlacéo (r) 0,9998 0,9999 0,9993

an==6
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A linearidade é a capacidade de uma metodologia analitica de demonstrar que
os resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a concentragcdo do analito na
amostra, dentro de um intervalo especificado. A legislacdo vigente recomenda que a
linearidade seja determinada pela analise de, no minimo, cinco concentracdes

diferentes, e que o critério minimo aceitavel para o coeficiente de correlacédo (r) deve

ser igual a 0,99 (ANVISA, 2003).

Os coeficientes de correlagdo obtidos, apresentados na Tabela 4.2, foram
adequados, demonstrando boa linearidade do método na faixa de 1 — 20 ug/mL de

MCZ.

A andlise da regresséo linear mostrou intercepto estatisticamente ndo diferente
de zero para os trés dias de andlise, com nivel de significancia de 5% (valor de P do

intercepto maior do que 0,05).

Com a linearidade comprovada pelo coeficiente de correlagéo proximo a 1 e pelo
intercepto ndo significativo, nos dias sucessivos de andlise, a curva foi preparada com
apenas os trés pontos intermediarios e a regressao linear da curva foi estabelecida com

(0] intercepto em zero.
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A representacdo gréfica dos dados dispostos na Tabela 4.2 est4 apresentada na
Figura 4.2. A média das respostas obtidas para as duas solu¢bes preparadas em cada

dia constituiu um ponto na curva.

1000000
900000 -
800000 H
700000 -
600000 -
500000 -
400000 H
300000 H
200000 -+
100000 -

O T T T T
0 5 10 15 20 25

Area

Concentragdo MCZ (ug/mL)

Figura 4.2 Representacao gréfica de curvas padréo, obtidas por CLAE, em trés dias diferentes.
¢ Dia 1, O dia 2, A dia 3.

A precisdo de um método é a avaliacdo da proximidade dos resultados obtidos
em uma série de medidas repetidas e pode ser expressa como o desvio padrdo ou o
desvio padrao relativo (ANVISA, 2003). Os valores obtidos, avaliados nos 5 niveis da
curva-padrao, foram satisfatorios, (< 5%, ANVISA, 2003), demonstrando boa preciséo
do método, com excecdo da menor concentracdo da curva. Para célculo do DP e do
DPR, foram utilizadas as areas, embora as concentragfes teodricas ndo fossem
exatamente as mesmas, uma vez que, a cada dia, uma nova solugdo mae foi

preparada, com uma massa de MCZ ligeiramente diferente (sempre proxima a 0,025

mg).
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O limite de detecgédo (LD) € a menor quantidade do analito presente em uma
amostra que pode ser detectado, porém ndo necessariamente quantificado. O limite de
quantificacdo (LQ) é a menor quantidade do analito que pode ser determinada com
precisdo e exatiddo aceitaveis. Para o célculo do LD e do LQ, foram utilizadas as
equactes descritas em 3.2.1.2, considerando a altura do ruido 0,25 cm (medido por 3

minutos) e a altura do pico correspondente & uma solucdo 2 pg/mL, 14,6 cm. Dessa

forma, o LD calculado foi de 0,10 ug/mL e o LQ foi de 0,34 ug/mL

4.2 Liberagédo In vitro através de membrana sintética

Testes de liberacdo in vitro em células de difusdo tipo Franz equipadas com
membrana sintética tém sido propostos por diversos autores como ferramenta universal
para monitoramento da uniformidade entre lotes de formulagbes semi-sélidas (ZATZ,
1995; GUY & HADGRAFT, 1990; SHAH et al., 1991a).

Na determinagcdo da liberagcdo in vitro de MCZ a partir de trés lotes das
formulacBes semi-sélidas descritas no item 3.1.1.2 foram empregadas as membranas
sintéticas de acetato de celulose e polissulfona. Essas membranas sdo amplamente
empregadas em estudos de liberagédo in vitro e sdo recomendadas pelo FDA (U.S
FDA/CDER, 1997) por atenderem exigéncias como nao reagir com a formulagdo ou o
meio receptor, serem permeaveis ao farmaco e ndo serem determinantes da taxa de

liberagéo (SHAH et al., 1998).
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4.2.1 Definicdo da solugéo receptora (SR)

Na avaliacdo da liberacgéo in vitro de produtos farmacéuticos contendo farmacos
com baixa solubilidade em &gua, solugcbes receptoras contendo surfactantes ou
solventes organicos podem ser necessarias para garantia de solubilidade adequada
para manuteng&o da condigao sink. O uso de surfactantes, entretanto, pode resultar em
espuma com formacgao de bolhas de ar durante a agitagéo da solucao receptora (SHAH
et al., 1989). Misturas hidroalc6olicas sdo recomendadas pelo FDA para uso como
solucédo receptora no sistema de células bicompartimentais (CDER / U.S. FDA, 1997) e
foram utilizadas no estudo da liberagdo in vitro de cetoconazol (FREITAS, 2005) e

diclofenaco (KRIWET et al., 1995), por exemplo.

A solubilidade determinada para o0 MCZ em uma solucdo de etanol 10%, a
temperatura ambiente, apdés 4 horas de agitacdo, foi de 327 ug/mL. Estudos
preliminares de liberacdo in vitro em células de difusdo de Franz equipadas com
membrana de acetato de celulose, no tempo maximo de 180 minutos, indicaram que as
concentragdes observadas de MCZ na solucéo receptora néo ultrapassavam 10 ug/mL.
Esse valor maximo de MCZ na SR foi confirmado posteriormente para as duas
membranas em estudo (acetato de celulose e polissulfona) e para todas as formulagbes
em teste, no periodo de tempo dos experimentos.

Considerando o valor maximo de MCZ que foi encontrado na SR e a
concentragao de saturacdo do mesmo em solucéo de etanol 10%, pode-se afirmar que

a condicdo sink foi obedecida, ou seja, ndo ocorre aumento apreciavel da concentracao
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de modo que ocasionasse reducdo no fluxo de difusdo do farmaco do compartimento
doador ao receptor.

A solugdo etanol 10% também obedece outras caracteristicas recomendadas
para emprego como solugcédo receptora em estudos de liberagc&o in vitro, como nao
alterar a composicao da formulacdo por difusdo inversa do meio receptor através da
membrana e ser compativel com o método analitico empregado, possibilitando a
injecdo direta das amostras no sistema cromatogréfico eleito para quantificacdo do

farmaco (SHAH et al., 1999).

4.2.2 Liberagéo in vitro de MCZ através de membrana de acetato de celulose

Na tabela 4.3 estdo apresentadas as massas médias de MCZ encontradas em
cada tempo de coleta de amostra de SR, normalizadas pela area de contato, para cada
lote dos produtos A, B e C. O fluxo foi calculado por regressao linear e corresponde a
inclinagcdo dos pontos experimentais a partir do tempo de 60 minutos, assumindo-se

que a partir deste ponto o equilibrio de difuséo j& estaria alcancado.
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Tabela 4.3 Massa de MCZ acumulada na SR de células de Franz equipadas com membrana de acetato
de celulose normalizada pela area de difusdo e desvios padréo de 6 células para 3 lotes diferentes dos
produtos A, B e C.

Produto A
Massa acumulada de MCZ / area (ug/cm?)
Tempo (min) Lote 1 Lote 2 Lote 3

15,0 3,32 + 0,98 3,74 + 0,87 2,73 + 1,16

30,0 894 + 2,49 9,87 + 1,32 6,38 + 0,97

60,0 21,67 + 4,75 26,00 + 2,65 19,98 + 2,29

90,0 37,26 + 5,72 41,19 + 3,82 36,90 + 3,16

120,0 52,64 + 6,76 56,11 + 4,49 54,62 + 4,46

150,0 65,96 + 7,03 69,43 + 6,72 65,81 + 5,23

180.0 79.60 + 831 80.04 + 690 7715 + 581
Fluxo

2, . 0,48 + 0,04 0,45 + 0,04 0,48 + 0,03

(ng/cm®/min)

lag time (min) 133 + 9.2 -0.04 + 25 134 + 37

Produto B
Massa acumulada de MCZ / area (ug/cm?)
Tempo (min) Lote 1 Lote 2 Lote 3

15 1,83 + 0,23 197 + 0,73 250 + 0,97

30 542 + 0,89 480 + 1,95 541 + 1,26

60 1535 + 1,92 11,50 + 3,12 11,48 + 2,87

90 2561 + 2,89 19,13 + 6,26 20,54 + 3,71

120 35,20 + 3,62 27,73 + 8,87 30,54 + 5,73

150 46,66 + 4,76 35,96 + 10,23 4054 + 7,60

180 56,81 + 5,97 47,44 + 12,63 49,92 + 975
Fluxo

0,35 0,03 0,30 0,08 0,32 0,06

(ng/cm?/min)

lag time (min) 16,30 + 3.40 2390 + 860 2490 + 470

Produto C
Massa acumulada de MCZ / area (ng/cm?
Tempo (min) Lote 1 Lote 2 Lote 3
15 056 + 0,34 054 + 0,17 0,98 + 0,30
30 196 + 0,46 1,72 + 1,22 2,24 + 0,87
60 4,84 + 0,69 3,82 + 0,74 59 + 1,19
90 7,24 + 0,90 6,22 + 1,34 10,47 + 1,30
120 12,38 + 1,14 12,44 + 3,15 17,42 + 2,79
150 17,13 + 2,51 15,32 + 2,68 23,16 + 3,67
180 23,01 + 3,05 2151 + 4,09 31,48 + 4,72
Fluxo 0,15 + 0,02 0,15 + 0,03 0,21 + 0,04

(ng/cm?/min)
lag time (min) 358 + 35 40,1 + 4,3 354 + 9,6
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Na Figura 4.3 observa-se a representacdo grafica dos resultados expressos na

Tabela 4.3.

(a) 100
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Figura 4.3 Massa de MCZ acumulada na SR de células de Franz equipadas com membrana de acetato
de celulose normalizada pela area de contato em funcao do tempo.
(a) Produto A (b) produto B (c) produto C. ¢ Lote 1, m Lote 2, A Lote3. As barras verticais indicam o
desvio padréo de 6 células.
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Nos graficos apresentados na Figura 4.3 € possivel observar que ap6s pequeno
lag time, o perfil de liberagéo permaneceu linear com o tempo (EE).

O lag time pode ser definido como o tempo necessario para que o sistema entre
em equilibrio e foi calculado por extrapolacéo da reta de regresséo linear até o eixo do
tempo (exemplificado na Figura 4.4). Os resultados estdo dispostos na Tabela 4.3

(ZATZ, 1993).

60

50
40 1

30 1

20 1 13,3min

35,8 min
10 |
i o A/A/A/A/A
Y-, Ll ; T

0 X q

Massa MCZ acumulada / area
(ng/cm?)

0 50 100 150 200
Tempo (min.)

Figura 4.4. Exemplificagcao do calculo do lag time. A linha cheia representa a regressao linear
dos 5 ultimos pontos e a linha tracejada representa a extrapolagéo até o eixo X.
Produto A, lote 1 (¢) e produto C, lote 1 (A).

Em geral, o produto A foi o que apresentou um menor lag time, enquanto o
produto C foi o que necessitou de aproximadamente o triplo do tempo para o
estabelecimento do equilibrio de difusdo do MCZ e alcance de uma taxa constante de
liberacdo do farmaco da formulacdo, a qual, por sua vez, foi a menor quando

comparada com os fluxos fornecidos pelos demais produtos.
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Para as trés formulagcdes o desvio padrdo entre as seis células de cada
experimento foi adequado, indicando boa precisdo do método, ou seja, baixa
variabilidade entre as réplicas dos ensaios de liberacao.

A boa linearidade observada para os ultimos 5 pontos das curvas foi confirmada
pelos coeficientes de correlagdo apresentados na Tabela 4.4 e é garantia de que a taxa
de liberacao foi constante a partir de 60 minutos, para todos os produtos. Em 1990, Guy
e Hadgraft, baseados em estudo publicado por Higuchi (1962), propuseram que 0
tratamento dos dados de estudos de liberag&o in vitro deveria compreender a adogao
de fungdo com base na raiz quadrada do tempo (pontos experimentais dispersos em
gréfico de massa de farmaco liberada em fungéo da raiz quadrada do tempo). Segundo
0s autores, esse procedimento seria necessario para uma linearizagdo dos dados
(HIGUCHI, 1962; GUY & HADGRAFT, 1990). No entanto, com pdde ser observado na
Tabela 4.4, os resultados obtidos demonstraram boa linearidade para o fluxo,

dispensando o modelo de Higuchi para o tratamento dos dados.

Tabela 4.4 Coeficientes de correlacdo (r) observados a partir de 60 minutos.

Coeficiente de correlagdo (r)
Produto A Produto B Produto C

Lote 1 0,9993 0,9997 0,9956
Lote 2 0,9976 0,9970 0,9911
Lote 3 0,9975 0,9999 0,9999

A analise visual dos gréaficos apresentados na figura 4.3 sugere que os perfis de

liberacdo dos trés lotes do produto A e do lote B s&o bastante semelhantes. Para o
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produto C, foi possivel observar um comportamento diferente do lote 3 em relagédo a

liberacdo de MCZ.

A comparacgao entre os fluxos obtidos para os trés lotes de cada produto foi feita
por andlise da variancia, ANOVA com um fator. Este método estatistico compara todas
as médias (fluxos) em um Unico teste e visa identificar a existéncia de ao menos uma
diferenca entre grupos, se existir alguma. Caso o0 resultado seja estatisticamente
significativo, aplica-se posteriormente uma das varias técnicas existentes de
comparacdo mdultiplas entre as médias. Com isso, é possivel identificar quais as
populacdes diferentes entre si, mantendo controlado o nivel de significancia do teste

(CALLEGARI-JACQUES, 2003).

Para os produtos A e B, ndo houve diferenca estatistica entre os lotes estudados,
para um nivel de significancia de 5% (o valor de P para o produto A foi de 0,417 e para
0 produto B foi de 0,392). No entanto, para o produto C, foi detectada uma diferenca
significativa entre os lotes (P=0,009). O teste de Student-Newman-Keuls (SNK) foi
realizado, identificando o lote 3 como diferente dos demais. Essa diferenca € indicativa
de falta de homogeneidade entre os lotes do produto. De um modo geral, formas
farmacéuticas semi-solidas sdo formulagdes complexas, e suas propriedades fisico-
quimicas, de liberacdo e de penetracdo dependem de varios fatores, entre 0os quais a
granulometria das particulas dispersas, a tensao interfacial entre as fases, o coeficiente
de particdo da molécula ativa entre as fases e as caracteristicas reoldgicas do produto.
No processo de fabricagédo, os pontos criticos sdo a separacéo inicial de um sistema de

uma fase em duas fases e 0 momento em que 0 componente ativo € adicionado.
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(U.S.FDA/CDER, 1997). Qualquer alteragcdo em um desses fatores pode resultar em
uma mudanca nas propriedades da formulacdo, resultando em uma liberacao
diferenciada. Altera¢gbes na qualidade dos insumos (diversos fornecedores) ou mesmo
na composi¢cdo qualitativa das formulagcdes podem ser evidenciadas em estudos de

liberacgéo in vitro de semi-sélidos.

O teste de liberacdo in vitro ndo é indicado para avaliagdo de bioequivaléncia
entre formulacfes dermatologicas de diferentes fabricantes (U.S.FDA/CDER, 1997).
Isso por que uma maior quantidade de farmaco liberado pela formulacdo nos
experimentos in vitro ndo é garantia de maior disponibilidade de farmaco no local de
acdo, face as particularidades da penetracdo cutdnea de farmacos de produtos semi-
solidos. As caracteristicas de penetracdo de cada formulagéo irdo ditar a quantidade de

farmaco presente em cada camada de pele.

No entanto, os valores de fluxo obtidos para liberagdo de MCZ a partir dos
produtos A, B e C através de membrana sintética de acetato de celulose permitem
algumas conclusdes uteis na avaliacdo das formulacdes semi-sélidas.

O produto A possui veiculo que possibilita aproximadamente 2 vezes maior
particdo do MCZ para o meio receptor utilizado, quando comparado aos produtos B e C,
respectivamente. Se esse mesmo comportamento ocorrer in vivo, pode-se extrapolar
gue uma maior quantidade de nitrato de miconazol estara disponivel para a penetracao
na pele em um menor tempo a partir do produto A. Para o produto C, a maior afinidade
do MCZ pelo veiculo resulta em menos de um ter¢co da quantidade liberada pelo

produto A, no tempo méaximo do experimento (180 minutos).
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Uma possivel explicacdo para a diferenca de comportamento dos produtos € a
presenca de propilenoglicol na composicéo dos produtos B e C (tabela 3.1), que pode
acarretar maior solubilidade o farmaco no veiculo. Quando a solubilidade do farmaco na
base € aumentada pela adicdo de propilenoglicol, seu coeficiente de particdo em
relacdo ao compartimento receptor é reduzido, diminuindo o fluxo (FLORENCE &

ATTWOOD, 2003). O produto A, que nao possui propilenoglicol em sua composic¢ao,

apresenta maior atividade termodinamica, e portanto, maior liberacéo in vitro.

4.2.3 Liberagéo in vitro de MCZ através de membrana de polissulfona

As massas de MCZ encontradas na SR nas células de Franz, equipadas com
membrana sintética de polissulfona, normalizadas pela area de contato, em funcéo do
tempo estdo dispostas na tabela 4.5. O fluxo e o lag time foram calculados conforme

exposto no item 4.2.2.
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Tabela 4.5 Resultados obtidos no estudo de liberagdo in vitro através de membrana de polissulfona das
formulacdes A, B e C. Massa acumulada de MC na SR normalizada pela area de contato em funcéo do
tempo + desvio padrédo de 3 células.

Produto A
Massa acumulada de MCZ / area (ug/cmz)
Tempo (min) Lote 1 Lote 2 Lote 3
15,0 2,79 + 0,52 5,63 + 4,14 239 + 041
30,0 10,08 + 1,06 11,72 + 4,60 7,66 a 1,67
60,0 23,86 + 2,64 25,50 + 5,13 21,89 + 0,75
90,0 37,72 + 2,18 36,15 + 3,27 36,62 + 2,29
120,0 52,79 + 4,00 48,02 + 3,71 49,44 + 5,71
150,0 62,07 + 5,70 57,59 + 3,23 61,89 + 9,26
180,0 74,45 + 6,02 68,64 + 6,38 69,88 + 8,50
Fluxo 0,42 + 0,04 0,36 + 0,06 0,40 + 0,08
(ng/cm“/min.)
lag time (min.) 0,1 3,4 -14,1 24,8 0,1 9,9
Produto B
Massa acumulada de MCZ / area (ug/cm?)
Tempo (min) Lote 1 Lote 2 Lote 3
15 4,24 + 2,66 3,77 + 2,63 3,62 + 0,19
30 8,20 + 3,70 8,20 + 2,51 11,21 + 0,27
60 17,43 + 3,66 18,14 + 1,51 22,10 + 1,47
90 26,84 + 1,97 29,19 + 2,97 35,94 + 1,88
120 36,56 + 3,34 42,21 + 6,71 49,95 + 2,65
150 47,14 + 3,68 52,39 + 9,18 64,44 + 0,57
180 56,52 + 3,86 66,14 + 11,40 77,44 + 0,89
Fluxo 0,33 + 0,04 040 + 0,09 046 + 0,01
(ng/cm/min.)
lag time (min.) 66 + 124 142 + 75 12,2 + 4,2
Produto C
Massa acumulada de MCZ / area (ug/cm?)
Tempo (min) Lote 1 Lote 2 Lote 3
15 0,00 + 0,00 0,33 + 0,12 0,12 + 0,12
30 0,47 + 041 0,68 + 0,14 0,717 + 0,10
60 1,85 + 0,60 1,60 + 0,48 259 + 0,52
90 4,07 + 1,35 4,87 + 0,95 7,00 + 0,64
120 6,51 + 1,23 7,37 + 1,29 16,08 + 3,19
150 10,27 + 2,41 10,18 + 1,97 19,26 + 4,05
180 13,01 + 2,65 15,18 + 1,27 26,49 + 4,15
Fluxo 0,10 + 0,02 0,11 + 0,02 0,20 + 0,04

(pg/cmzlmin.)
lag time (min.) 453 + 3,6 472 + 7,9 50,3 + 4,1
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A representacdo grafica dos resultados expressos na tabela 4.6 esta

apresentada na Figura 4.5.

100

(@)

Massa MCZ acumulada / area
(ng/cm?)

0 50 100 150 200
Tempo (min.)

100

(b)

Massa MCZ acumulada / area
(ng/cm?)

0 50 100 150 200
Tempo (min.)

100

()

80
60
40 1

20 A

Massa MCZ acumulada / area
(ng/cm?)

0 50 100 150 200
Tempo (min.)

Figura 4.5 Massa de MCZ acumulada na SR de células de Franz equipadas com membrana de
polissulfona normalizada pela area de contato em fungdo do tempo.
(a) Produto A (b) produto B (c) produto C. ¢ Lote 1, m Lote 2, A Lote3. As barras verticais indicam o
desvio padrédo de 3 células.
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Assim como para a membrana de acetato de celulose, foi observada boa
linearidade dos dados para os ultimos 5 pontos, confirmando taxa de liberagédo
constante de MCZ. Os valores dos coeficientes de correlacdo estdo apresentados na

tabela 4.6.

Tabela 4.6 Coeficientes de correlacdo observados para os trés lotes dos produtos A, B e C no estudo
com membrana de polissulfona

Coeficiente de correlagdo (r)
Produto A Produto B Produto C

Lote 1 0,9963 0,9959 0,9994
Lote 2 0,9973 0,9946 0,9923
Lote 3 0,9983 0,9985 0,9991

Como é possivel observar na figura 4.6, os perfis dos trés lotes das formulagfes
A e B séo bastante semelhantes, embora o produto B evidencie maior dispersdo nos
resultados. No entanto, assim como o observado no experimento com membrana de
acetato de celulose, o lote 3 do produto C apresentou comportamento um pouco
diferente dos demais lotes em relacéo a liberacdo de MCZ, principalmente a partir de 60

minutos.

O teste estatistico ANOVA com um fator foi realizado para comparagdo dos
fluxos obtidos. Nao foi detectada diferenca estatistica entre os lotes dos produtos A e B,
com um o de 5% (P= 0,452 e 0,065; respectivamente). Para o produto C, foi apontada
uma diferenca entre os trés lotes estudados (P= 0,009), e o teste de SNK indicou que o

lote 3 diferia dos demais.
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Na comparagdo entre os produtos, foi verificado que os produtos A e B
apresentaram valores de fluxo e quantidade maxima de MCZ encontrada na SR
bastante proximos. O produto C foi o que apresentou menores fluxos e menores

guantidades de farmaco na SR.

4.2.4 Comparagdo entre os resultados obtidos com m  embrana acetato de

celulose e polissulfona

A analise dos valores de fluxo e lag time obtidos com os trés lotes de cada

formulac&o nos estudos com as duas membranas estéd apresentada na Figura 4.6.
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Figura 4.6 Comparacédo dos valores de fluxo (a) e lag time (b) obtidos com membrana de acetato de
celulose (barras claras) e de polissulfona (barras escuras).

Os valores de lag time obtidos com a membrana de acetato de celulose para os
produtos A e B foram consideravelmente superiores aos obtidos com a membrana de
polissulfona. No entanto, para o produto C, a membrana de acetato de celulose

proporcionou um menor tempo para estabelecimento do equilibrio.

A analise estatistica dos valores médios de fluxo e de lag time obtidos com as

duas membranas foi realizada pelo teste t pareado. Uma vez que a mesma formulagéo
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foi avaliada por dois tratamentos distintos (duas membranas), o pareamento € 0
indicado por aumentar a eficiéncia do teste, tornando-o mais sensivel a diferencas
pequenas entre os tratamentos.

N&o foram encontradas diferengas significativas entre as membranas de acetato
de celulose e polissulfona quanto aos valores de fluxo e de lag time obtidos para os trés
lotes dos produtos A, B e C (P= 0,645 para os fluxo e P= 0,426 para o lag time). As
membranas foram consideradas estatisticamente iguais para um nivel de significancia
de 5%.

Membranas utilizadas em estudos de liberagdo possuem poros que Sao
preenchidos com meio receptor de forma que a passagem do farmaco para a solugéo
receptora envolve particdo entre a formulacdo semi-solida e o meio liquido, em contato
devido aos poros (ZATZ, 1995).

Em 1989, Shah e colaboradores investigaram a liberagdo in vitro de
hidrocortisona a partir de formulacdo semi-sélida (creme) com cinco membranas
hidrofilicas: membrana de acetato de celulose pura, acetato de celulose com agente
molhante (triton), polissulfona, fibra de vidro e membrana silatica, e concluiram que o
fluxo nao foi influenciado pelo tipo de membrana utilizado, exceto para a membrana de
fibra de vidro (SHAH et al., 1989).

Em outro trabalho, Shah e colaboradores (1999) avaliaram diferentes parametros
que poderiam influenciar a liberag&o in vitro de alguns glicocorticéides. Seus estudos
indicaram que os fluxos obtidos com membrana de acetato/nitrato de celulose e com
membrana de polissulfona foram praticamente os mesmos. Além disso, trés diferentes
lotes de polissulfona foram testados, e foi observada baixa variabilidade inter e intra-

lotes. Os autores concluiram que as caracteristicas das membranas de modo geral ndo
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contribuem para o fluxo de liberacdo de farmacos de formulagbes topicas, desde que
haja porosidade suficiente para criar um microambiente de contato entre formulacdo e
meio receptor (SHAH et al.; 1999).

Dessa forma, os fatores fisicos que influenciam da cinética do processo de
liberagdo incluem a espessura e porosidade da membrana, a viscosidade do meio
receptor e o coeficiente de particAo meio receptor/semi-solido.

Visto que as membranas de acetato de celulose e de polissulfona possuem
espessuras e tamanhos de poro semelhantes (item 3.1.2), a observacdo de que as
membranas foram estatisticamente iguais (o = 0,05) quanto a liberagdo de MCZ a partir
das formulacdes semi-solidas estudadas, mostrou-se coerente com a premissa

proposta por estudos anteriores.
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4.3 Penetracdo e permeacado cutanea em pele animal

Para os estudos de penetracdo e permeacdo de MCZ em pele suina a partir de
formulagcBes semi-solidas foram selecionados o lote 1 do produto A, que foi denominado
Al e o lote 1 do produto B (B1), uma vez que os trés lotes de cada formulagdo foram
considerados estatisticamente iguais quanto a liberacdo de MCZ. Para o produto C
foram selecionados o lote 1, (C1l) e também o lote 3 (C3), que apresentou uma

liberagcdo do farmaco diferente da observada para os demais.

4.3.1 Desenvolvimento e validagdo de método para e xtracdo e quantificacdo de

MCZ na epiderme e na derme de pele suina.

A avaliagdo da recuperacdo de MCZ adicionado a segmentos de epiderme e
derme suina foi feita por meio da comparagdo das respostas obtidas nas amostras e
nas spiked solutions correspondentes a cada nivel de massa de MCZ total adicionada.
O resultado foi expresso em porcentagem de MCZ recuperada e esta apresentado na

tabela 4.7.

Tabela 4.7 Porcentagem média de recuperacao de MCZ em epiderme e derme suina para quatro niveis
do farmaco e seus desvios padréo (n=3).

Nivel MCZ % de Recuperacdo de MCZ
(1) Epiderme Derme
3 915 + 3,7 874 + 24
7,5 1092 + 1,3 87,2 + 8,2
12 1009 + 1,9 97,1 + 2,0
15 98,6 + 5,8 87,2 + 5,0
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As taxas de recuperacdo foram bastante satisfatorias, ainda que, no geral, a
recuperacao na epiderme foi maior do que na derme, face ao maior volume dessa
camada e a ndo homogeneizacdo dos tecidos, o que acarreta em maior dificuldade da
solucéo extratora alcancar o farmaco no interior do mesmo.

Os desvios padrdo entre os trés experimentos realizados para cada nivel
também foram considerados aceitaveis para o método bioanalitico (< 15%, SHAH et al.,
1992; ANVISA, 2003), caracterizando adequada precisdo do mesmo para 0s objetivos
do estudo.

A figura 4.7 apresenta 0os cromatogramas obtidos para a solucao extratora (SE)
da epiderme e da derme sem adi¢cdo de MCZ e para as soluc¢des extratoras com adigéo
do farmaco, resultando em aproximadamente 5 ug/mL. As setas indicam a auséncia de

sinais interferentes no tempo de retencdo do MCZ, que foi de 4.8 minutos.
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Figura 4.7 Cromatogramas obtidos na avaliagédo da especificidade para o método de extracdo de MCZ de
epiderme e derme suina. (a) branco da epiderme (b) branco derme (c) Epiderme adicionada de MCZ. (d)
Derme adicionada de MCZ. As setas indicam auséncia de sinal no tempo correspondente ao MCZ (4,8
minutos).
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Dessa forma, o método desenvolvido para extragcdo de MCZ das camadas de
pele suina, utilizando a fase moével KH,PO, 0,02M : MeOH : CH3CN (20:40:40) como
solucéo extratora, agitagdo em Vortex e sonicagao se mostrou exato, preciso e seletivo

e, portanto, adequado para o emprego em estudos de penetracéo cutanea.

4.3.2 Avaliagdo do método de separacado epiderme-de rme

Com o objetivo de avaliar o método de separacdo epiderme-derme, as massas
das camadas de tecido obtidas em cada experimento (total de 32), para uma area de
1,76 cm?, foram reunidas e o desvio padrdo foi calculado (Figura 4.8). As massas
obtidas apos 2 e 4 horas de contato com a solugédo receptora foram analisadas em
separado, a fim de avaliar a influéncia do tempo de contato com a solug&o receptora

(KH2PO,4 0,02 M) na separagao das camadas.

0,4

Massa Tecido (g)

epiderme derme

Figura 4.8 Massas de epiderme e derme separadas apoés 2 (barras claras) e 4 horas (barras escuras) de
contato com a solugédo receptora em célula de Franz, para uma area de 1,76 cm?” e seus desvios padréo.
n=32.
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As massas de derme foram cerca de trés vezes superiores as massas de

epiderme, por se tratar de uma camada mais espessa.

O baixo desvio entre as massas de epiderme obtidas é indicativo que o método
de separacao foi uniforme, além de evidenciar boa homogeneidade entre os tecidos
cutaneos seccionados. Baseados nesses resultados, podemos supor que toda a
epiderme foi separada da derme em todos os experimentos. A variabilidade observada
€ devida, provavelmente, apenas a pequenas diferencas nas espessuras das camadas
de epiderme de cada segmento de pele proveniente de diferentes animais. J& 0 baixo
desvio padrdo observado para as massas de derme indica que a retirada da gordura
subcutanea foi uniforme.

O teste t de Student foi realizado para verificar se houve diferenga na massa de
epiderme obtida na separacdo apos 2 e 4 horas de contato com a solucéo receptora.
Nao foi detectada diferenca estatistica com um nivel de significancia de 5% entre os
tempos de experimento, levando a conclusédo de que a separacdo da epiderme e derme

nao foi influenciada pelo tempo de contato com a solucao receptora.
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4.3.3 Penetracdo de MCZ em epiderme e derme suin a.

87

As massas absolutas de MCZ extraidas da epiderme e derme suina apos 2 e 4

horas de contato da formulacdo com a pele, em uma area de 1,76 cm?, estdo expostas

na Tabela 4.8.

Tabela 4.8 Massas de MCZ obtidas na epiderme e derme suina em uma éarea de 1,76 cm?, apés2e 4

horas de contato com a formulacéo.

2 horas
Quantidade MCZ Epiderme (1g) Quantidade MCZ Derme (1q)

n Al B1 C1 C3 Al B1 C1 C3

1 4,0 47 18,1 29,6 2,9 10,9 8,8 7.8

2 4,2 3,6 7,3 25,8 6,1 9,5 11,7 6,6

3 9,0 10,3 51 16,2 7,4 8,5 8,3 7,0

4 7,5 3,9 8,7 18,5 6,8 50 8,7 7,2

5 1,8 3,4 13,1 22,5 4,2 3,4 2,7 10,7

6 1,7 42 13,8 5,3 6,8 55 12,4 6,3

7 2,3 3,2 8,5 9,3 5,4 42 6,1 12,0

8 3,9 9,5 9,4 16,4 8,6 8,0 10,9 17,7
Média 4,3 5,4 10,5 17,9 6,0 6,9 8,7 9,4
DP 2,7 2,9 4,2 8,1 1,8 2,7 3,2 3,9

4 horas
Quantidade MCZ Epiderme (ng) Quantidade MCZ Derme (1.g)

n Al Bl C1 C3 Al B1 C1 C3

1 1,8 18,4 9,2 15 9,3 6,9 6,5

2 2,6 5,6 16,5 10,5 2,2 3,7 9,1 4,6

3 5,4 20,0 11,0 9,2 3,2 12,4 6,4 8,8

4 2,6 17,6 8,9 6,8 2,2 9,1 6,9 9,4

5 2,2 8,4 16,9 6,5 3,1 7,2 3,9 3,4

6 4,9 11,0 11,3 8,5 3,8 14,9 6,3 2,3

7 3,2 75 17,1 11,2 1,8 3,8 52 3,9

8 4,6 53 14,5 10,2 1,9 47 6,1 5,4
Média 3,4 11,7 13,2 9,0 2,5 8,1 6,3 5,5
DP 1,4 6,1 3,5 1,8 0,8 41 1,5 2,5
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A representacdo grafica dos resultados apresentados na Tabela 4.10 esta na
Figura 4.9. Também estdo apresentados os resultados das massas de MCZ

normalizadas por grama de tecido em cada experimento.
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Figura 4.9 Massas absolutas de MCZ extraidas da epiderme (a) e derme (b) apés 2 horas (barras
escuras) e 4 horas (barras claras) de contato das formulagdes com a pele, em uma area de 1,76 cm’.
Massas de MCZ normalizadas por grama de tecido estdo apresentadas em (c) epiderme (d) derme.

Analisando a Figura 4.9 foi possivel concluir que, no geral, uma maior quantidade
de MCZ foi detectada na epiderme do que na derme para os dois tempos de
experimentos. A diferenca é ainda maior quando a quantidade de MCZ é normalizada

pela massa de tecido submetida a extragdo. Como era de se esperar, a normalizagédo
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pela massa de tecido ndo levou a alteracdes nos perfis de penetracdo, ja que as
massas de epiderme e derme analisadas em cada experimento foram razoavelmente
constantes (item 4.3.2).

Quanto ao tempo de contato das formulacbes com a pele ex-vivo, na anélise
estatistica dos dados, as massas de MCZ absolutas obtidas nos dois tempos estudados
tanto para a formulagcdo Al quanto para C1, na epiderme, foram consideradas iguais
para um o de 5% (teste t). Para o produto B1 foi observado um aumento da quantidade
de MCZ com o tempo de contato e para o produto C3, foi observada maior quantidade
de MCZ no experimento de 2 horas.

Na derme, para as formulagbes B1 e C1 né&o foram detectadas diferencgas entre
os dois tempos (a=5%). J& para as formulac6es Al e C3 foi observado um decréscimo
na quantidade de MCZ com o aumento do tempo de contato entre a formulacdo e a
pele.

Concluiu-se que nado houve um padrao de crescimento constante da quantidade
de MCZ detectada na pele com o tempo de contato com a formulagéo. De fato, paras
as formulacdes Al e C3, as quantidades obtidas em 2 horas foram maiores do que as
obtidas em 4 horas. Isso pode ser creditado a variagbes das caracteristicas de
penetracdo dos segmentos de pele utilizados em cada experimento. Por se tratar de um
tecido ex-vivo, essa variagdo € esperada. Apesar de utilizarmos suinos com a mesma
precedéncia, com idades e tamanhos semelhantes, existe uma variacdo das
caracteristicas da pele entre os individuos. Além disso, o tempo de armazenagem
também pode ser outra fonte de variacdo. O experimento de 2 horas para a formulacao

C3 foi realizado com um segmento de pele que estava congelado ha 45 dias, enquanto
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os demais experimentos foram realizados até 30 dias apds obtencdo da pele. E
possivel que esse maior tempo de armazenagem, mesmo que ainda incluido no prazo
estipulado (60 dias), tenha contribuido para o resultado anémalo observado para essa

formulacéo.

Quanto aos diferentes produtos, as massas de MCZ capazes de penetrar nas
camadas de pele, a partir das formulacdes em estudo, foram comparadas pelo teste
estatistico ANOVA com um fator e quando detectada alguma diferenca, seguido pelo
teste de Student-Newman-Keuls (SNK). Todos os testes foram realizados com um nivel
de significancia de 5%.

Na epiderme, apés 2 horas de contato das formulacbes com a pele, os
resultados obtidos com as formulagdes Al e B1 foram considerados iguais. Observou-
se uma maior penetracdo de MCZ, na epiderme, a partir da formulagéo C3, seguida da
formulagéo C1 e finalmente das formulagdes Al e B1. Ja na derme, os resultados foram

considerados estatisticamente iguais para as quatro formulagdes.

Na série de experimentos realizados por 4 horas, a formulacdo Al foi
considerada diferente das demais quanto a massa de MCZ determinada tanto na
epiderme quanto na derme (ver figura 4.8, barras claras nos graficos (a) e (b)). As
formulacées B1, C1 e C3 foram consideradas iguais entre si, e apresentaram uma
maior quantidade de MCZ em ambos os tecidos quando comparadas com a formulacao

Al
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De forma geral, a formulagdo Al foi a que resultou em menores quantidades de
MCZ nas camadas da pele. A principal diferenca entre as formulagbes A, Be C é a
presenca de propilenoglicol nas formulagcdes B e C. Esse excipiente pode ter acao
como promotor de penetracdo nas doses usualmente utilizadas em produtos
dermatoldgicos (TROTTET et al.,, 2004). O mecanismo da a¢do proposto seria a sua
entrada no EC e aumento da solubilidade do penetrante, com consequente aumento do
fluxo da passagem através do tecido (MOSER et al., 2001). Dessa forma, o
propilenoglicol pode ser o responsavel pela maior penetragdo de MCZ a partir das
formulacbes B e C. A acdo promotora da penetracdo do propilenoglicol ja foi
demonstrada para outros farmacos, como ibuprofeno (IRWIN et al., 1990) e
metronidazol (WOTTON et al., 1985).

O produto B, registrado como genérico na ANVISA apresentou comportamento
diferente do medicamento referéncia (produto A), nas condi¢cdes do presente estudo.
Segundo a legislacdo brasileira, o produto genérico deve conter excipientes
qualitativamente de mesma funcdo. Entretanto, varios excipientes utilizados podem
apresentar mais de uma funcdo. No caso do propilenoglicol, ele pode ter entrado na
formulacdo B categorizado como veiculo, no entanto, apresenta também funcdo de
promotor de penetragéo, causando as diferencas observadas entre o produto referéncia
e 0 genérico. Podemos concluir que os critérios para aceitagcdo de um produto
dermatolégico como genérico, adotados atualmente, permitem que formulagbes

possivelmente ndo bioequivalentes mantenham relacéo de referéncia/genérico.

Na comparacéao dos dois lotes da formulacéo C (C1 e C3), ndo foram observadas

diferencas na penetracao dos dois lotes na epiderme, em quatro horas, nem na derme.
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Entretanto, foi observada uma maior penetracdo de MCZ na epiderme apés duas horas
de contato da formulacdo C3 com a pele, sendo as supostas razfes jA comentadas
acima. No teste de liberacdo in vitro, o lote 3 apresentou comportamento distinto dos
demais, resultando em uma maior liberacdo de MCZ através das duas membranas
sintéticas testadas (4.2.2 e 4.2.3). No entanto, essa diferenca ndo pode ser confirmada

nos estudos ex-vivo realizados.

Os resultados obtidos para a penetragdo de MCZ em epiderme e derme suina,
em ensaios in vitro (ex-vivo) a partir dos trés produtos em estudo poderiam sugerir que
a biodisponibilidade do farmaco ap6s administracdo do produto A seria menor do que
com os produtos B e C quando aplicados em humanos. O teste in vitro, no entanto nao
€ considerado conclusivo quanto a biodisponibilidade e bioequivaléncia de produtos
tépicos, sendo o teste do tape-stripping em voluntarios, a proposta mais defendida por
alguns pesquisadores para determinacdo de BD/DE (US. FDA/CDER, 1998; SHAH et

al., 1998; PERSHING et al., 2003).

Ao tracar um paralelo com os resultados de liberagé&o in vitro, observou-se que 0
produto com maior liberacdo de MCZ né&o foi aquele que propiciou maior penetracao
nas camadas da pele.

A liberacdo do farmaco do veiculo que o contém € prerrogativa para a
penetracdo na pele. O farmaco deve estar disponivel na superficie da pele para que
haja difusdo através do estrato corneo. As principais caracteristicas da formulacéo que

irAo governar essa etapa sdo a solubilidade do farmaco no veiculo e a atividade

termodinamica. Entretanto, uma vez disponivel para penetracdo na superficie da pele, a
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penetracdo e permeacdo irdo depender da capacidade do farmaco de atravessar a
camada cornea da pele, e de caracteristicas como lipofilicidade e tamanho da molécula,

além de modulacéo da formulacdo por meio da adigdo de promotores de penetracao.
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4.3.4 Permeacdo de MCZ atraves de pele suina

Na avaliacdo da possivel permeacdo cutanea de MCZ, observou-se que em
apenas algumas células quantidade detectavel de MCZ foi capaz de atravessar todas
as camadas da pele e atingir o tampao receptor (TR), ap0s 2 e 4 horas de contato das
formulagBes com a pele suina. Na maioria dos casos, a quantidade de MCZ encontrada
no tampéo receptor foi menor do que o limite de quantificacdo estabelecido para o
método cromatografico (0,34 ug/mL). Na Tabela 4.9 estd apresentado o numero de
células que apresentaram MCZ no tampdao receptor, das oito réplicas que foram

realizadas para cada formulacéo.

A solubilidade do MCZ no tampéao receptor foi de 235 ug/mL. Considerando as
baixas concentragbes de MCZ observadas no TR, concluiu-se que a condig¢ao sink foi

obedecida.

Tabela 4.9 Numero de células de Franz com pele suina onde foram observadas quantidades detectaveis
de MCZ tampé&o receptor para cada formulagdo em estudo.

Numero de células que 2 HORAS 4 HORAS
apresentaram quantidades Al Bl C1 C3 Al Bl C1 C3
detectaveis de MCZ no TR: 2 1 4 ) 4 2 0 2

Apenas na série de experimentos realizada para a formulagdo C3, por duas
horas, é que foram determinadas concentracdes acima do LQ para o MCZ no TR, em
todas as oito células. A massa média de MCZ permeada, nesta condicdo foi de 4,5 +

1,4 png. Como discutido no item 4.3.3, os segmentos de pele utlizados nesses
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experimentos foram armazenados por periodo de tempo um pouco maior do que 0s
demais. Levando em consideragao os resultados anémalos obtidos tanto na penetragéo
(4.3.3) quanto na permeacdo, pode-se considerar que esses segmentos de pele
estavam com as caracteristicas de permeabilidade alteradas em relacdo aos demais, e

gue isso pode ter sido consequéncia de um maior tempo de congelamento.

No caso de produtos dermatolégicos, como o0s antifingicos, cuja agdo se
desenvolve nas camadas superiores da pele (EC e epiderme vivente), ndo é desejado
que o farmaco atravesse a derme e atinja a circulacdo sistémica, 0 que poderia
acarretar efeitos indesejaveis. Dessa forma, o estudo de permeacdo pode fornecer

dados importantes quanto a seguranca desse tipo de produto.

Os resultados obtidos para a permeagdo de MCZ indicam que o farmaco
encontrou grande dificuldade em alcancar o tampao receptor. Uma vez que foram
encontradas quantidades mensuraveis de MCZ na derme no estudo de penetracéo,
pode-se supor que essa camada acabou retendo esse pouco farmaco pela baixa
capacidade de particdo do mesmo para 0 meio receptor aquoso. A derme, que possui
caracteristicas mais hidrofilicas do que a epiderme, também pode representar uma
barreira a passagem de substancias, principalmente as que possuem alto coeficiente de
particdo e solubilidade em &agua limitada (KOU et al., 1993). Substancias muito
lipofilicas, portanto, tendem a ficar acumuladas no SC/epiderme, tanto por afinidade por

esses tecidos quanto por dificuldade em atravessar a derme.
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Experimentos com tempos superiores a quatro horas deverao ser realizados para
averiguar se o tempo de lag foi atingido e assegurar que nao serao atingidas
guantidades plasmaticas consideraveis de MCZ apo6s administracdo das formulagfes

semi-sélidas estudadas.
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Com base nos resultados obtidos no presente trabalho, pode-se concluir que:

O método analitico desenvolvido para determinacdo de nitrato de miconazol por
CLAE de fase reversa nas matrizes de trabalho demonstrou linearidade, sensibilidade e

precisdo adequadas aos objetivos do estudo.

A determinacgdo do perfil de liberacdo in vitro em células de Franz equipadas com
membrana sintética se mostrou um método adequado para avaliacdo de
homogeneidade entre diferentes lotes dos produtos em estudo. Foi observada boa
homogeneidade entre os trés lotes dos produtos A e B. Entretanto, para o produto C,

um dos lotes apresentou comportamento distinto das demais.

De forma geral, o produto A apresentou maior liberacdo de MCZ da formulacéo
guando comparado aos demais, nas condi¢cdes de ensaio. Esse comportamento foi

atribuido a presenca de propilenoglicol nas formulacdes B e C.

Os resultados de fluxo e lag time obtidos com as membranas de acetato de celulose

e polissulfona foram estatisticamente iguais, para um a de 5%.

O método de extracdo e quantificacdo de MCZ em epiderme e derme suina se
mostrou exato, preciso e seletivo e, portanto, adequado ao emprego em estudos de

penetragcdo cutanea.

N&o foi possivel observar um crescimento substancial da quantidade de MCZ nas

camadas da pele com a duplicagéo do tempo de contato entre a formulacéo e a pele.
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De forma geral, o produto A foi o que resultou em menores quantidades de MCZ nas
camadas da pele, sendo a diferenca de comportamento entre os produtos novamente

explicada pela presenca de propilenoglicol nas formulagdes B e C.

A permeacdo de MCZ através de pele suina apos duas e quatro horas de contato

com as formulagdes em estudo foi considerada insignificante.

Com base nos resultados in vitro foi possivel constatar que os medicamentos
referéncia nacional e genérico apresentam comportamentos distintos, o que, in vivo,

poderia resultar em diferengas nas suas biodisponibilidades .

As metodologias in vitro aplicadas nesse estudo se mostraram Uteis na avaliagéo e

comparacao de formulacdes tdpicas semi-sdélidas de nitrato de miconazol.
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