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EPIGRAFE

“Tudo aquilo que o homem ignora, ndo existe para ele.

Por isso o universo de cada um se resume ao tamanho do seu saber”

Albert Einstein
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RESUMO

O melasma € caracterizado pelo aumento de melanina, cujo tratamento se faz com a
utilizacdo de agentes despigmentantes como o 4cido kdjico. As farmdcias magistrais preparam
formulacdes contendo este ativo a partir de bases pré-elaboradas disponiveis no mercado que
possuem uma composi¢do de excipientes bastante diversas, proporcionando preparacdes
tépicas com constituicdo e consisténcia diferenciadas. As caracteristicas fisico-quimicas da
formulacao interferem na liberagdo do ativo, etapa primordial para o farmaco atingir seu local
de acdo. Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo preparar quatro diferentes
formulacdes a partir de bases magistrais comerciais, avaliando suas caracteristicas reoldgicas,
espalhabilidade e a liberacdo in vitro de acido kéjico. As formulacdes foram preparadas com
veiculos comerciais de grande utilizacio como a base Lanette N®, base ndo-idnica e uma
base comercial composta por fosfolipidios. As formulagdes apresentaram comportamento de
espalhabilidade semelhantes, sendo maior quanto maior o peso adicionado. Na reologia
evidenciou-se a caracteristica pseudoplastica em todas as formulacdes com G’ (mddulo de
armazenamento) superior a G” (médulo de perda). A validacdo da metodologia foi realizada
em ultravioleta-visivel em 269nm, em solu¢do tampao fosfato pH 7.4, levando-se em
consideracdo os aspectos do teste de liberacdo in vitro, obtendo-se linearidade, precisdo,
exatiddo e robustez para o método. Diferentes comportamentos de liberagdo do farmaco
foram obtidos, sendo que a F4, composta por base com fosfolipidios, apresentou a maior
liberacdo, seguido da F3, F2 (base nao idnica) e Fl(base Lanette N®) com a menor taxa de
liberacao do 4cido kéjico. Observou-se uma relagio entre a taxa de liberacao e a viscosidade,
sendo que quanto menor a viscosidade maior a taxa de liberacdo do farmaco. As membranas
de polietersulfona e acetato de celulose ndo apresentaram diferenca estatistica significativa (p-
value > 0,05) de liberagdo do 4cido kéjico, sugerindo-se a intercambialidade das mesmas
para o estudo do farmaco.

Palavras-chave: 4cido kdjico, espalhabilidade, liberagdo in vitro, reologia.



ABSTRACT

The melasma is characterized by the increase in melanina and its treatment is by topical with
depigmentation agents like kojic acid. The dosage form containing this isolated pharmaco are
generally prepared in pharmacies from prebuilt bases available in the market with a very
diverse composition, providing differentiated and varied topical preparations. The
physicochemical characteristics of the formulation influences on the release of the drug,
primordial stage for it to reach the site of action. In this context, the present work aimed to
assess the in vitro release of kojic acid. The formulations were prepared with commercial
vehicles, base Lanette N®, non-ionic base and a commercial base consists of phospholipids.
The formulations showed similar behavior spreadability, being greater with the weight added.
In the rheology characteristic is evidenced the pseudoplastic behavior in all formulations with
G' (elastic modulus) greater than G " (viscous modulus). The validation of the method was
performed in an ultraviolet-visible at 269nm, in phosphate buffer pH 7.4, resulting in
linearity, precision, accuracy and robustness to the method. Different drug release behavior
was obtained, and F4, base consisted of phospholipids, showed the greatest release, followed
by the F3, F2 (non-ionic base) and F1 (Lanette N®) with a lower rate release of kojic acid.
The membranes of polyethersulfone and cellulose acetate showed no statistically significant
difference (p-value> 0.05) release of kojic acid, suggesting the interchangeability.

Key words: kojic acid, spreadability, in vitro release test, theology.



SUMARIO

TINTRODUGAO. ...t 1
2OBJETIVOS. ...ttt et ettt e bt e st et e it et esaeeeabees 3
2.1 OBJETIVO GERAL......coiiiiiietet ettt ettt st 3
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS. .....ovouriimriimriieeirteiesesessseesseesss st st ssessssesssessssesons 3
3REVISAO DE LITERATURA .........oooomiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee e 4
BUl PRI e ettt ettt 4
3.1.1 FUNCOES A PEIE....ceiiiiiiiiiieiitie ettt ettt et et ettt e e 6
3.1.1.1 FUNCA0 MEIANOZENICA. . c..uveiiiiieiiiieiiieeeitee ettt ettt ettt ett et e st e e st e e sabeessaneeens 6
3.2 DASCIOIMIAS  ..ceuvteeutteeitieeite ettt et eab et e et e st e e eab e e bt e et e e sbeeeabe e bt e eabeeebbeeabeessbeeabeesbbeenbeesabeeaseas 9
3.2.1 HIPOCTOIMIAS. ...ttt ettt ettt et ettt et e bbbt e bt et e esabeeab e ebbeeabeesabeebeesaeeennes 9
3.2.2 LeucomelanOderTias. .....c..ueeueeriiinieenieeiteniie ettt ettt et 9
3.2.3 HIPECICIOMUIAS. ..cuutteeiiieeeiteeeitee et e ettt e ettt e et e et e ettt e e bt e e saateesabbeeeabeeesabteeeabeeesabeeenaneesnneas 9
3.2.3.1 MEIASIINIA. .ttt ettt ettt ettt et sab e et esaa e et e st e eaeeae 10
3.3 AGENTES DEPIGMENTANTES.......ooiti et 10
3.3.1 ACIAO KOJICO. co..evivireeeeeeeeeee ettt 11
3.3.2 HidrOQUINONA. ....ccouiiiiiiiieiiiie ettt ettt ettt e et e et e st ee st eesabbeeeabteeeabaeesaneeas 13
3.3.3 ACIAO TEUMGICO. .- veurvrarirneereriesreseeese sttt ettt 14
3.3.4 ACIAO GHCOIICO ..ot ees 14
3.3.5 ACIAO AZEIAICO. ..o 15
3.3.6 ACIAO SAICTICO.1vvvvrveerieneirneireis ettt 16
3.4 PENETRACAO DE FARMACOS NA PELE..........cooooiiiioiieeeereeeseeseeeeee e, 16
3.4.1 Substancias que promovem a abSOrCA0 CULANEA.........eeervreerrreerieeerieeeeieeesareesreeenseeens 18
3.5 ADMINISTRACAO DE MEDICAMENTOS ATRAVES DA VIA TOPICA................. 20

3.6 FORMAS FARMACEUTICAS SEMISSOLIDAS ..o nenne, 21



BT REOLOGIAL ...t 25

3.8 TESTE DE LIBERACAQ IN VITRO.........oooooeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeesersves e 29

3.9 VALIDACAO ANALITICA ..o 32
AMETODOLOGIA ... .ottt ettt ettt et saa e et esaaeens 36
4.1 MATERIAIS E EQUIPAMENTOS......ccotiiitiiententeteet ettt 36
4.1.1 Materiais € REAZENTES. .......eiiiuiiiiiiieiiiieeiee ettt ettt ettt e st e e saee e 36
4.1.2 EQUIPAMEINILOS. 1euvvieeiiieeiiieeiiieeeitieeeitteeeteeeeteeesteeessseeessseeessseessseeessseesnssessnsseesssessnseeennnes 36
4.2 PREPARO DAS FORMULAGOES.........coooiuiiitieeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e ess e aes s senesaes 37
4.3 DETERMINACAO DO PH.......ooooviieeeeeeeeeeeeeeeeeeee et 37
4.4 DETERMINACAO DA ESPALHABILIDADE............cococooiieieieeeceeeeeeeees oo 38
4.5 CARACTERIZACAO REOLOGICA ..o 39
4.6 VALIDACAO DO METODO.........coooooiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeseseeeeees s 40
4.6.1 LINEArTAACE. ....c..eeiiiiiiiieiieiieee ettt ettt et 40
4.0.2 PIECISAOD. ...uveiutieiiieeiie ettt ettt ettt et ettt et e sbe e st s e et e bt st e sat e et an e et e naneean 40
4.6.2.1 RePetitividade. ......cccueiiiiiiiiiieeiiie ettt ettt e et ee e sae e e taeeetaeeeaaeeensaeennneaenns 40
4.6.2.2 Precisao INtermediaria.......cooueeiiiiiiiiiiie ettt 41
4.6.3 EXALAAO. ... eeeueeieiiiieeitee ettt sttt sttt et ettt saeeenee s 41

4.0.4 RODUSIEZ......eeeeeeniteieeeie ettt ettt ettt et ettt e sae e s e e saeeesneesaneeneenane e 42
4.6.4.1 Influéncia do tempo de leitura na intensidade de absorgao..........ccecceeeevvuveeniieeenieennnne. 42
4.7 ENSAIO DE LIBERACAOQ IN VITRO.........cocooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e e esnans 42
4.77.1 SOIUGCAO RECEPLOTA. ...eeeueiiieiiieeiiieeiieeeiie ettt e e ste e e steeeseaeeeaaeeeaaeeessaeeensseesnsaeennseens 43
4.7.1.1 Teste de Solubilidade........c...oocuieriiriiiiiiirieeieee e 43
4.77.2 Preparo da aIMOSTIA. .....couueeeuieeriieeeite ettt ettt e st e et e esibeeesibeestbeesbteesbeeesabteesabeeesabeeenanes 44
4.77.3 Prepar0o das MeMDIANAS. ........uieiiriiieeeiiiiieeeriieeeeeiteeeesiiteeessieeeessibeeeessasaeeessasaeeesnanees 44
4.77.4 Preparo dO APATALO.......uuiieieiiiieeeeiiieeeeeitee e et e e e ettt e e s sttt e e s saaeeeessaabeeessnbaeeesanbaaeesannees 44

4.77.5 EXECUCAO O CNISALO. ....uueeiiiieiiiieiiiieeitee ettt e et e et e e st e e sabteesibeesiteesabbeesabteesabeeesaseesnnseeens 44



4.7.6 Célculo da velocidade de lIbEragao i71 VItFO..........ccovueeeiiiiiiiieeiieeieeeieeeeeeeeeeiee e 46

4.7.7 Comparagdo das velocidade de liberacdo in vitro entre as membranas..........c..ceeeuveeene. 46
5 RESULTADOS E DISCUSSOES..........ooooooiiieeeeeeeeeeeeeeee e 47
5.1 FORMULAGOES........ooiioiiieteeeeieeeeeeee ettt se e nas s 47
5.2 DETERMINACAO DA ESPALHABILIDADE............ccccooovimiieieieeeeeeeeeeeeees e, 48
5.3 CARACTERIZACAO REOLOGICAL..........covueveeeeeeeeeeeeeeeee e 50
5.3.1 Varredura de tENSA0. .....cc.ueerutiiiieiiieeieeitie ettt ettt et ettt e sat e e bt e st e bt e sieeebee st e eree e 50
5.3.2 Varredura de freQUENCIA........cccuveeruieeiiieeiiieeeitee et e et e esieeesteeesaeeeereeesaeessaeesnseeennseeas 51
5.3.2.1 Viscosidade abSOIULA......c...coruieriiriiiiiiiiieerieetete et 54
5.4 VALIDACAO DO METODO..........coouoiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee s 55
54,1 LIN@ATTAAGE. ......eeeiiieiiieiieet ettt ettt et e st ettt et e st eeeas 55
542 PIECISAO .ttt ettt ettt ettt e b e ettt eea bt et sab e e bt e st e b e naee 56
5.4.2.1 RePetIIVIAAAE. ...ceeuuiieiiiiiiiiieiie ettt ettt e et e et e st e e s e e eaee 56
5.4.2.2 Precisa0 INEIMEAIATIA. ......eeriieriirieiieerte ettt ettt ettt 57
543 EXAAAO. ¢ .eeeineeeeieeeeet ettt ettt ettt et e bt e st e e beeae 57
R N e] 011 ] 1</ USSR 59
5.4.4.1 Influéncia do tempo de leitura na intensidade de absOr¢ao.........ccccueeevvuveeriiveeniueeennneen. 59
5.5 ENSAIO DE LIBERACAQ IN VTIRO..........cocoooueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeese e 60
5.5.1 Liberacdo in vitro com a membrana de polietersulfona.............cceeceeeriieiniiiinniieinieennnne. 60
5.5.1.1 Cdlculo de velocidade de liberagcdo com a membrana de polietersulfona.................... 65
5.5.2 Liberacdo in vitro com a membrana de acetato de celulose..........cceevvveeeviiencieencieeennnnn. 66
5.5.2.1 Célculo de velocidade de liberacdo com a membrana de acetato de celulose.............. 70

5.5.3 Comparagdo das velocidade de liberacdo in vitro entre a membrana de polietersulfona e

ACELALO A& CEIULOSE . ..ot e e e e e e e e e et e aeeeeeeeeeaananaaaeeeeeeeaanens 71
6 CONCLUSAO. ...ttt e e et s s s s eeee s s eesenees 73

REFERENCIAS. ... e e e e s e s e e oo s s s 74



1 INTRODUCAO

A drea de dermocosméticos estd em rdpida expansio, hd uma elevada demanda por
tratamentos tépicos em um mundo globalizado onde a preocupagdo com a aparéncia fisica
tornou-se um aspecto de grande importancia.

As discromias sdo alteracdes na coloracdo normal da pele, resultados de diferencas
quantitativas de pigmento melanina. Sao patologias que geram madculas principalmente na
face afetando a aparéncia do paciente, podendo causar transtornos a nivel psicoldgico. O
melasma é discromia desencadeada pelas radiagdes solares, hormonios sexuais ou agentes
externos (fonte de radicais livres). O tratamento € feito basicamente por via tépica com
agentes despigmentantes como o acido kéjico. Substancia natural produzida por vdrios tipos
de fungos e bactérias, entre elas espécies de Aspergillus, Penicillium e Acetobacter. O 4cido
kojico apresenta acdo antimicrobiana e quelante de ions cobre, atua inibindo lentamente e
reversivelmente a tirosinase reduzindo assim a eumelanina (BENTLEY, 2006).

Produtos industriais apresentam na composicao o dcido kdjico associado a outros
agentes despigmentantes com o acido glicdlico e fitico. A administracdo de forma isolado do
acido kdjico € possivel através de formas farmac€uticas emulsionadas preparadas em
farmécias de manipulacio, a partir de bases pré-elaboradas industrialmente, proporcionando
preparagdes topicas com constitui¢do e consisténcia diversas.

As caracteristicas fisico-quimicas de uma emulsdao, como o teor de &4gua e as
caracteristicas reoldgicas sao consequéncias da constitui¢ao da formulagado, dos excipientes,
influenciam diretamente na liberacdo do ativo. Esta € a etapa inicial e fundamental para que
entdo o farmaco entre em contato com a superficie celular e permeie pelo estrato corneo para
atingir seu local de agdo.

Através de teste de liberacdo in vitro é possivel quantificar o ativo liberado do seu
veiculo. Este teste € aplicado no desenvolvimento de produtos e no controle de qualidade de
rotina.

O farmaco se difunde, nos estudos in vitro, através de uma membrana sintética ou
bioldgica para uma solucdo receptora, onde é feita a determinagdo analitica do contetiido
liberado ao longo do tempo. A Farmacopéia Americana sugere o uso de células de difusdo
vertical para ensaio de desempenho de produtos tépicos (UEDA et al., 2009). Entre as células

de difusdo vertical, o modelo de Franz € o mais utilizado, apresenta como caracteristica a



bicompartimentalizacdo, possuindo um compartimento para o firmaco e outra para a solugao
receptora, separados por uma membrana.

Os testes de liberacdo in vitro constituem uma ferramenta que auxilia no
desenvolvimento e controle de qualidade de produtos tépicos, a fim de selecionar bases que
proporcionem liberagdo e atividade terapéutica adequada do ativo, visto a grande variedade de

veiculos e adjuvantes disponiveis no mercado.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a liberacdo do 4cido kdjico de formas farmac€uticas semissolidas

emulsionadas preparadas com bases magistrais.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

® Preparar formulacdes com é4cido kojico utilizando como veiculo bases pré-elaboradas;

e Avaliar as caracteristicas reoldgicas das preparacoes;

e Avaliar a espalhabilidade das formulagdes;

e Validar metodologia para a quantificagdo de 4dcido kéjico em sistemas emulsionados;

e Avaliar a influéncia da formulacdo na liberagdo in vitro do acido kéjico;

e Avaliar a liberacdo in vitro do acido kéjico com a membrana de acetato de celulose e

polietersulfona.



3 REVISAO DA LITERATURA
3.1 PELE

A pele apresenta espessura varidvel de 1 a 4 mm, area total no adulto de
aproximadamente 2m’ e ¢é composta por tecidos distintos mutuamente dependentes.
Apresenta-se mais espessa nas superficies dorsais e extensoras do corpo do que nas ventrais e
flexoras e mais distensiveis no dorso da mao. O fator etdrio condiciona a espessura da pele e a
elasticidade da mesma (DANGELO et al., 2000). A pele apresenta diversas fungdes como:
mecanica, barreira, receptora de estimulos externos, reguladora da temperatura corporal,
sintese, metabolizacdo e secrec¢do de substancias (BARRY, 1983).

A epiderme pode variar de espessura de acordo com a regido do corpo, sendo mais
fina ao redor dos olhos e mais espessa nas palmas das maos e planta dos pés. Encontra-se
estratificada, sendo formada pelo estrato cérneo, licido, granuloso, germinativo e camada
basal, renovando-se entre 14 e 30 dias, dependendo da regido da pele sendo que as células
produzidas nos estratos mais profundos sofrem um processo de corneificagcdo a medida que
atingem os estratos mais superficiais, sendo as células da epiderme continuamente
substituidas e convertidas em camadas de queratina (BARRY, 1983; DANGELO et al.,
2000).

A epiderme € composta basicamente de trés tipos de células: os queratindcitos, os
melandcitos e as células de Langerhans. Os queratindcitos ou células escamosas produzem
queratina, proteina estrutural dos pelos e unhas, além de ser um complexo filamentoso
proteico que forma o extrato cérneo. Os melandcitos sdo as células de pigmentacdo da
epiderme que produzem melanina e as células de Langerhans exercem seu papel na inducao
de rejei¢do ao enxerto, na sensibilizacdo e na imunovigilancia (ARNOLD, ODOM, JAMES,
1994).

O estrato corneo € a camada mais superficial, com apenas 15 a 20 pm de espessura,
onde as células estdo em estdgio final de diferenciacao (MARTINS, VEIGA, 2002). Esta
camada € a barreira da pele, sendo formada por uma estrutura bifasica de lipideo-proteina,
composta por células anucleadas (cornedcitos) e dispersas em uma matriz rica em lipideos nao
polares. A matriz € constituida principalmente por ceramidas (18%), dcidos graxos livres
(19%), esterdides (14%) e triacilglicerdis (25%), representando uma regido importante no

controle da absorcao cutanea de farmacos (GRATIERI et al., 2008).



O estrato licido é a camada pobre em hialina, presente nas palmas das maos e plantas
dos pés. Os percursores de queratina sdo produzidos pelos granulos de queratohialina,
presentes no estrato granuloso, que consiste em 3 a 5 camadas de queratindcitos achatados,
sendo esta a camada mais superficial em que as células ainda possuem niucleo. No estrato
germinativo observam-se alteracdes morfoldgicas e histoquimicas das células e a camada
basal localiza-se na juncdo dermo-epidermal, onde ocorrem constantes mitoses para a
renovacdo da epiderme e € a camada onde os melandcitos estdo presentes.

A derme, mais espessa que a epiderme, localiza-se sobre a hipoderme sendo composta
pelas camadas papilar e reticular, irrigada com extensas redes capilares, rica em fibras
coldgenas e elasticas (75% de coldgeno, 4% de elastina e 0,4% de reticulina), envolvidas em
mucopolissacarideos, conferindo a pele a capacidade de distender quando tracionada, além de
possuir elementos neuronais para percepcao de toque, dor, coceira e temperatura (BARRY,
1983).

As glandulas sudoriparas e sebdceas localizam-se na derme. As primeiras, possuem
um longo ducto excretor que atravessa a epiderme, apresentando importante func¢do na
regulacdo da temperatura corporal, pois o suor secretado por elas absorve calor por
evaporacdo da dgua. As glandulas sebaceas se abrem em foliculos pilosos e secretam sebo,
lubrificando a pele e os pelos (DANGELO et al., 2000).

A hipoderme ou tecido subcutaneo localizado abaixo da derme, € formada por células
adiposas unidas por fibras de coldgeno e desempenha as fun¢des de amortecedor mecanico,
barreira térmica e estoque de energia. Contém o maior nimero de vasos sanguineos da pele.
(AULTON, 2005).

A pele integra apresenta o pH entre 5,5 e 7 de acordo com a regido do corpo, sendo
mantido por um sistema tampao de dcido lactico/lactato pelos dcidos do suor, sebo e
elementos dcidos da queratina (PRISTA et al., 2003). Devido a producdo de &cido latico
ocorre a formagdo de um “manto dcido cutaneo” conferindo a superficie cutinea acgdo

bactericida e fungicida.
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FIGURA 1 - CAMADAS DA PELE E SUAS ESTRUTURAS
FONTE: ADAPTADO DE MEDICALLY SPEAKING, 2010.

3.1.1 Funcgdes da pele

A pele, como 6rgdo, desempenha diversas fungdes gerais e especificas como a
recepcao de estimulos externos como tato, calor e dor; sintese e metabolizacdo de substancias;
secrecdo de suor, sebo e hormonios, além de apresentar a funcao barreira, protegendo contra a
entrada de microrganismos, substancias quimicas, radiacdo, calor e choque mecanico,
considerados fungdes gerais da pele. As fungdes especificas estdo relacionadas com a sintese

de suor, sebo, queratindcitos e melanina (BARRY, 1983).

3.1.1.1 Fun¢ao Melanogénica

O principal determinante para a cor da pele € a melanina, porém ainda hd dependéncia
da hemoglobina dos vasos sanguineos e dos pigmentos exdgenos amarelos, os carotenoides.

As melaninas sdo encontradas em praticamente todos os tecidos vivos na forma
insoldvel, sendo um grupo de biopolimeros heterogéneos, pigmentados, polifendlicos de alto
peso molecular. Produzidas nos seres humanos pelos melandcitos na forma de eumelanina e
feomelanina, com distintas propriedades fisicas e biologicas, sendo responsdvel pela
coloracdo da pele, cabelos e olhos. A principal fun¢do da melanina é a prote¢do solar do

genoma celular contra os efeitos nocivos da radiacdo UV, além de neutralizar radicais livres e



superdxidos, protege contra afecgdes actinicas, previne cancer de pele, minimiza o impacto de
radiacOes solares e regulacdo da sintese de vitamina D (CHARLET, 1996).

A eumelanina é um pigmento solivel, resultante da polimerizacdo oxidativa de
compostos inddlicos, de coloragcao variando do marrom ao preto e contém pequena quantidade
de enxofre, absorve e dispersa a luz ultravioleta, reduzindo os efeitos nocivos do sol.
(VIGLIOGLIA, 1989).

A Feomelanina apresenta coloragdo varidvel de amarelo a marrom avermelhado,
resultado da polimerizacdo da cistenildopa e produtos de ciclizagdo. E facilmente degradada
pela radiacdo UV, sendo menos fotoestdvel que a eumelanina e apresenta grande potencial em
gerar radicais livres, em resposta a radiacdo ultravioleta. Pessoas com pele mais clara
apresentam uma quantidade maior de feomelanina, sendo assim apresentam um risco maior ao
dano epidérmico induzido por radiagcdo ultravioleta. A eumelanina e a feomelanina raramente
encontram-se isoladas, formam-se ambas em diferentes proporcdes durante a melanogénese
surgindo diferentes tonalidades de cores de pele (NORLUND et al., 1989).

Os melanécitos sdo células dendriticas, derivadas embriologicamente dos
melanoblastos, e geralmente estdo localizados na camada basal e, ocasionalmente, na derme.
A quantidade de melandcito varia de acordo com a drea e ndo de acordo com raca, sendo a
diferenca de cor de pele resultado da capacidade funcional do melandcito e na proporcao dos
subtipos de melanina formados (eumelanina e feomelanina). Na regido da cabeca e antebraco
existem em torno de 2000 melanécitos/mm?, enquanto que no restante do tegumento cerca de
1000 melanéeitos/mm” (SAMPAIO, RIVITTI, 1998).

No melandcito, a sintese de melanossomos se inicia no reticulo endoplasmatico rugoso
assim como a sintese do complexo tirosinase. J4 no complexo de Golgi, na presenca de cobre,
a tirosinase € ativada formando vesiculas citoplasmaéticas que se unirdo aos melanossomos e
ocorrera a sintese de melanina, sendo o cobre o cofator mais relevante .A sintese de melanina
ocorre exclusivamente no melanossomos, dependendo de diversos genes (ORDIZ, 2003).

A sintese de melanina, ou melanogénese, apresenta 3 fases distintas: a formacao de
cisteinildopa, dependente da concentracdo de cisteina; oxidac¢do da cisteinildopa para formar
feomelanina e producdo da eumelanina, processo que somente se inicia ao término da
cisteinildopa (ORDIZ, 2003).

A tirosina, é o aminodcido inicial e fundamental na sintese de melanina, sofre acao da

tirosinase em presenca de oxigénio e € transformada em dopa. Esta, novamente pela acao da



tirosinase armazenada nos melanossomas e em presenga de oxigénio € degradada em
dopaquininona (JIMBOW et al., 1999).

A presenca de cisteina determina o rumo da rota de sintese da melanina. Na auséncia
da cisteina a dopaquinona é convertida em ciclodopa e em seguida em dopacromo. O
dopacromo origina dois complexos : o DHI (dopa,5,6- dihidroxiindol) em maior proporg¢ao, e
o DHICA (5,6 diidroxiindol-2-dcido carboxilico) que sdo posteriormente oxidados a
eumelanina. Enquanto que na presenca de cisteina, a dopaquinona gera 5-S-cisteinildopa e 2-
S-cisteinildopa. As cisteneinilDOPA sdo oxidadas em intermedidrios benzotiazinicos € em

seguida em feomelanina (ITO, 2003).
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FIGURA 2- ESQUEMA BIOQUIMICO DA FORMACAO DA EUMELANINA E FEOMELANINA.
FONTE: ADAPTADO SULAIMON et.al, 2003

Apds a sintese de melanina, os melanossomas sdo inseridos no interior dos
queratindcitos pelo melandcito através de seus prolongamentos dendriticos. Dentro dos
queratindcitos, os melanossomas tendem a distribuir-se sobre a parte superior do nicleo,
protegendo contra as radiacdes ultravioletas e o DNA celular. Geralmente a unidade
epidérmica da melanina € constituida de trinta e seis queratindcitos para um melandcito,

formando uma unidade funcional chamada de *“unidade epidermo-melanica” (BOISSY, 1988).



Na camada basal da epiderme e foliculo pilo-sebiceo, os melandcitos produzem e
secretam, continuamente, melanina para os queratindcitos, cuja atividade diminuida ao longo

dos anos (VIGLIOGLIA, 1989).

3.2 DISCROMIAS

Discromias sao alteragdes na coloracdo normal da pele, formando méculas de
tonalidade variada e resultados de diferencas quantitativas de pigmentos, melanina. Sdo
patologias comuns e dependentes de fatores genéticos e ambientais. Apresentam-se de forma
localizada, difusa, regional ou circunscrita no corpo. As desordens pigmentares, locais ou
generalizadas sao classificadas de acordo com a distribuicdo andmala de melanina em

hipocromias, leucomelanodermias e hipercromias (FONSECA, SOUZA, 1986).

3.2.1 Hipocromias

Hipocromias, também conhecidas como hipopigmenta¢do, hipomelanose ou
leucodermias, caracterizam-se pela diminui¢do ou auséncia de melanina, que resultam da
auséncia de melandcito e problemas na formacgdo e transferéncia dos melanossomos para os
queratindcitos, levando a producdo insuficiente de melanina. A hipopigmenta¢do também

pode estar associada a falta de vitamina B (LEITE JR, 2000).
3.2.2 Leucomelanodermias

As leucomelanodermias sdo associagdes de hipocromias e hipercromias,
caracterizadas por manchas brancas de diferentes formatos com total auséncia de melanina,
envoltas por uma zona hiperpigmentada (FITZPATRICK, 1983).
3.2.3 Hipercromias

As hipercromias, hiperpigmentagdo ou hipermelanoses surgem devido a fatores

externos ou enddgenos que levam a uma produgdo excessiva de melanina dérmica. O depdsito

de melanina e o melandcito podem estar normais ou aumentados (LEITE JR, 2000).
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3.2.3.1 Melasma

Entre as hipercromias, a mais comum ¢é a formag¢dao do melasma, um distirbio
adquirido pigmentar comum, caracterizado por madculas castanhas, contornos irregulares,
comum em dreas fotoexpostas como face, pélpebras e membros superiores. Pode acometer
ambos 0s sexos e todas as racas, porém € mais comum em mulheres adultas em idade fértil,
representando apenas 10% dos casos no sexo masculino (RENDON et al., 2006).

Mais evidente em fototipos intermedidrios e individuos de origem oriental ou
hispanica, particularmente os tipos de pele Fitzpatrick IV e VI . Caracteriza-se como uma
anormalidade comum e benigna. Para combater e reverter as alteracdes estéticas utilizam-se
despigmentantes ou agentes clareadores topicos e seu controle com o uso de fotoprotetores
(GUEVARA, PANDYA, 2001).

Existem trés tipos de melasma; o epidermal (marrom), dermal (acinzentado) e misto
(azulado). Esta caracterizacdo determina a conduta no tratamento, pois o misto ndo responde
ao tratamento com agentes despigmentantes.

H4 intimeros fatores associados ao desenvolvimento do melasma, como: exposicdo a
radiacdo ultravioleta, predisposicdo genética, gravidez, cosméticos, terapias hormonais,
fatores emocionais, entre outros. Porém a exposicdo a radiacio ultravioleta e predisposi¢dao
genética sdo os fatores mais importantes e frequentemente associados ao aparecimento de

melasma (PONZIO, CRUZ, 1993).

3.3 AGENTES DESPIGMENTANTES

Agentes despigmentantes ou hipopigmentantes sdo produtos destinados a alterar a
pigmentagdo da pele. Atuam sobre os melandcitos, sobre a melanogénese em suas diversas
etapas e/ou na transferéncia de melanina para os queratinécitos (HERMANNS ez al., 2002).

Sao classificados em categorias de acordo com o seu mecanismo de ac¢ao: por inibi¢ao
direta da atividade da tirosinase; inibicdo competitiva e nao competitiva da tirosinase;
supressdo da sintese ou maturacdo da tirosina; toxicidade melanocitdria seletiva; esfoliante;
adsor¢do de melanina pré-formada, inibicdo indireta da tirosinase via quelacdo de
oligoelementos; agentes redutores; estimulacdo da eliminacdo da melanina dos queratindcitos

e/ou inibicdo da sintese da tirosinase.



11

Existem uma grande variedade de agentes despigmentantes no mercado, utilizados

isolados ou associados.
3.3.1 Acido Kéjico

O 4cido kéjico (2-hydroxymethyl-5-hydroxy-g-pyrone) possui férmula molecular
C,HgO4 e peso molecular de 142,1. Encontrado na forma de cristais quase brancos a amarelo
palido, apresenta ponto de fusdo entre 151°C a 154°C, sendo soldvel em dgua, etanol, acetona

e acetato de etila e pouco solivel em éter, dlcool etilico, cloroférmio e piridina

(BATISTUZZO, et al., 2002).

HO

O CH,OH

FIGURA 3- ESTRUTURA DO ACIDO KOJICO

O 4cido kdjico pode ser aplicado em diversas fun¢des na drea medicinal, de alimentos,

agricultura, cosméticos e quimica a Tabela 1 apresenta suas principais aplicacdes

TABELA 1 - APLICACOES DO A K.

Area Funcao
Antibacteriano
Medicina Antiftingico
Analgésico

Intensificador de sabor

Alimentos Antioxidante

Anti-melanose

Agricultura Ativador de inseticida

Agente clareador
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Inibidor da tirosinase

Cosméticos/ Farmacos Anti-radicais livres

Agente radioprotetor

Filtro ultravioleta

Reagente para determinagdo do ferro

Quimica Sintese de 2-metil-4-pirona

Quelante de ferro

Conjugados acido kéjico-quitosona

FONTE: MOHAMED, et al., 2010.

O 4cido kéjico foi descoberto no Japao por Saito em 1907, que isolou o “novo”
composto de uma cultura de Aspergillus oryzae, sendo considerado um dos primeiros
metabolitos secunddrio de fungos isolados e de interesse industrial. Em 1912, Yabuta foi
responsavel por nomear o composto de “koji” e observou que apresentava fraco poder
antisséptico em fungos e leveduras, sendo o crescimento bacteriano interrompido quando a
concentracdo de acido kéjico era de 0,5% (BENTLEY, 2006).

Saruno et.al., 1979 observou que a cultura de A.albus inibia a atividade da tirosinase, o
inibidor foi extraido, filtrado e identificado como 4cido kéjico, o responsavel pela redugao da
induc@o da eumelanina em células de hiperpigmentacao (BENTLEY, 2006).

Produzido biologicamente como produto secunddrio do metabolismo de diversas
espécies de Aspergillus: A.alliaceus, A. awamori, A. arachidicola, A.bombycis, A. caelatus, A.
candidus, A. clavatus, A. effusus, A. flavus, A. fumigatus, A giganteus, A. glaucus, A.
gymnosardae, A. leporis, A. luteovirescens, A lutescens, A. minisclerotigens, A. nidulans, A.
nominus, A. parasiticus, A. parvisclerotigenus, A. pseudotamarii, A. tamarii e A.wentii.
Também como produto secundario do metabolismo de diversas cepas de Penicillium e
Acetobacter (BENTLEY, 2006).

Compostos com fontes de carbono também podem ser utilizados para a producdo de
acido koéjico, como o etanol, 4cido glicdlico, dihidroxiacetona, lactato, piruvato, éacido
tartarico, gluconolactona, dcido gluconico, manitol, sorbitol, além de materiais com estrutura
mais complexa como arroz, batata-doce, trigo, centeio e aveia. O mercado de producdo de
acido kdjico vem se desenvolvendo desde 1955, quando Charles Pfizer and Company,
anunciaram a primeira producdo deste dcido organico, contundo, o processo industrial de

producdo ainda estd sendo estudado extensivamente (MOHAMED, et al., 2010).
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A atividade inibitéria da tirosinase, enzima limitante na biosintese do pigmento
melanina, o efeito inibidor da melanogénse e a capacidade de alterar os melandcitos em nao
dendriticos, naturalmente desencadeou o uso do acido kéjico como agente clareador da pele e
seu uso com essa finalidade foi aprovado primeiramente pelas autoridades de saide no Japao
em 1988 (BENTLEY, 2006).

Atualmente € muito utilizado como agente despigmentante, formulado em cremes e
emulsdes fluidas ndo i0nicas, géis, géis-cremes e logdes aquosas na concentragdo de 1% a 3%.
Amplamente utilizado por ndo causar irritacdo e fotosensibilizacdo, possibilitando seu uso
inclusive de dia. Sua presenca pode ser associada a outros clareadores como o 4cido glicélico
e prolonga a vida util do produto por ndo sofrer oxidacdo e retardar tanto a degradagdo

quimica como microbiana (BATISTUZZO, et al., 2002).

3.3.2 Hidroquinona

A 1,4-benzenodiol é um agente despigmentante da pele, comercializado como cristais
em forma de agulha, incolores ou brancos de sabor adocicado e escurece quando em contato
com o ar e a luz, A hidroquinona atua como um substrato da tirosinase, competindo com a
tirosina e inibindo a oxidagdo a DOPA, além de diminuir a melanina cutinea através da

toxicidade melanocitdria, acelerando a degradacdo dos melanécitos (CHARLET,1996).

HO OH

FIGURA 4- ESTRUTURA DA HIDROQUINONA

Sua concentracdo pode variar de 2 a 10%, porém, por ser irritante deve-se evitar
aplicar em dreas com lesdes proximos aos olhos ou em criancas. Devido a sua toxicidade
mutagénica e citotoxica pode causar irritagdes cutaneas, como queimacgdo e vermelhiddo, altas
concentracdoes podem levar a ocronose em uso continuo, sendo sua utilizacdo proibida nos

Estados Unidos. (PETIT, PIERARD, 2003).
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3.3.3 Acido retinéico

O é4cido retindico também chamado de treitinoina, € a forma 4acida da vitamina A. Age
sobre os melanossomos, acelerando a renovacao celular e diminuindo a acdo da colagenase.
Geralmente é utilizado associado a hidroquinona, por isoladamente ser um fraco agente
despigmentante. Sua concentra¢do usual varia de 0,01 a 0,1 %, podendo apresentar efeito

teratogénico (PETIT, PIERARD, 2003).

FIGURA 5 — ESTRUTURA DO ACIDO RETINOICO

3.3.4 Acido glicélico

O 4cido glicdlico pertence a “familia” dos alfa hidroxi dcidos (AHAS), atua esfoliando
a pele e melhorando os transtornos de pigmenta¢do. Geralmente utilizado na concentracdo de
8 a 12%, quando isolado e de 5 a 10% quando associado com outro agente despigmentante

(ARCHIPRE,1996).

HO O
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FIGURA 6- ESTRUTURA DO ACIDO GLICOLICO

Os alfa hidroxi 4cidos apresentam diversas funcdes, além da acdo clareadora, atuam
hidratando, como antioxidante além de estimular a renovacdo da camada cérnea e sintese de

coldgeno.
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Quando aplicados sobre a pele em concentracdes elevadas provocam a liberacdo de
queratindcitos e a epidermdlise, e quando aplicados em concentragdes baixas reduzem a
coesdo entre os cornedcitos e causam evidente descamagdo da camada cérnea (CAMPOS, et
al., 1999).

Sua atividade estd diretamente relacionada ao valor de pH, sendo que devem estar na
forma acida para serem eficazes na promocgao da esfoliacao e renovagao celular. A reduciao do

pH provoca a maxima ac¢do de certas enzimas, resultando em um aumento da proliferacdao

celular e diferenciacao (CATEC, 2001).

3.3.5 Acido azelaico

O 4cido azeldico é o nome usual para o composto dicarboxilico denominado acido
mononodidico, ¢ um 4dcido graxo saturado de elevado peso molecular, atua inibindo

competitivamente a tirosinase.

0 0
HO OH
FIGURA 7 - ESTRTURA DO ACIDO AZELAICO

Além do efeito despigmentante, atua como antibacteriano (contra o Staphylococcus
epidermidis e o Propionibacterium acnes); antiinflamatorio; reduz o nivel de lipideos da
superficie da pele e controla o ciclo de renovagdo celular dentro do foliculo piloso, evitando
seu bloqueio por material queratinoso, possuindo também acdo anticomedogénica (FITTON,
1991).

Utilizado nas concentracdoes de 10 a 20 % em cremes e locdes, pode entretanto
ocasionar ardor, queimacdo, prurido e eritema. Ndo se encontram relatados dos efeitos
adversos sistémicos, podendo ser utilizado topicamente nos meses de maior insolacdo, na

gravidez e lactacdo, e por periodos bastante prolongados (DERMAGE, 2014).
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3.3.6 Acido salicilico

O 4cido salicilico é um B-hidroxidcido encontrado na casca do salgueiro e apresenta
propriedades queratoliticas.

Utilizado topicamente para o tratamento de patologias com escamacgdo da pele como
dermatite seborreica, psoriase, ictiose, além de apresentar acdo antifiingica. Seu uso mais
comum ¢é no tratamento da acne, porém, por ser um agente de descamacdo, promovendo a
remocdo do estrato cérneo reduzindo assim as manchas mais superficiais € promovendo um
aspecto mais uniforme na pele (FAGRON, 2014).

Com a finalidade queratolitica, o 4cido salicilico € utilizado em concentracdo acima de

2% e pode estar associado a outros agentes clareadores potencializando a agdo dos mesmos

(MAPRIC, 2014).

OH

FIGURA 8 - ESTRUTURA DO ACIDO SALICILICO

3.4 PENETRACAO DE FARMACOS NA PELE

A epiderme comporta-se como uma barreira lipidica, poucos farmacos conseguem
penetrar através da pele integra. Os que penetram, sua absor¢do € proporcional a drea da
superficie sobre a qual sdo aplicados e a sua lipossolubilidade. No entanto a derme ¢é
livremente permedvel a muitos solutos, como consequéncia a absor¢do sistémica de drogas €
muito mais rdpida pela pele danificada. A inflamac¢do aumenta o fluxo sanguineo cutaneo,
potencializando também a absor¢do (GOODMAN, GILMAN, 1996).

O fator determinante para o farmaco penetrar nas diversas camadas da pele é a

liberacao da substancia ativa do veiculo e difusdo. A pele e seus apéndices regulam a entrada
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de substancias externas no organismo, podendo ocorrer a penetracao pela via transepidérmica
e via apéndices (BARRY, 1983).

A via transepidérmica é a principal via de permeacdo de fiarmacos, envolvendo a
difusdo pelo estrato corneo, através de duas diferentes vias, a intercelular e a transcelular. Na
via intercelular, rota mais frequente de permeagdo, o farmaco difunde-se ao redor dos
cornedcitos permanecendo constante dentro da matriz lipidica. Na via transcelular, o farmaco
passa diretamente através dos cornedcitos e da matriz lipidica intercelular intermedidria
(GRATIERI et al., 2008; BARRY, 2004; MARTINS, VEIGA, 2002).

A via apéndice € representada pelo foliculo polissebiaceo e poros, constitui apenas
0,1% da pele, sendo essa via de permeacdo menos expressiva (MARTINS,VEIGA, 2002). A
Figura 9 é uma representacdo esquemadtica da pele das diferentes rotas de penetragdo de

ativos.

VIA INTERCELULAR VIA
TRANSCELULAR

VIA GLANDULAS SEBACEAS

VIA FOLICULOS PILOSOS

FIGURA 9- REPRESENTACAO ESQUEMATICA DAS ROTAS DE PENETRACAO DE ATIVOS
FONTE: RAFFIN, 2010

A permeacdo de farmacos através do estrato corneo pode ser descrita pela primeira lei

de Fick, a qual pode ser simplificada em (HADGRAFT, 1999):

DKAc
h

Onde:
J: € o fluxo de farmaco por unidade de area

D: € o coeficiente de difusdo na pele
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K: € o coeficiente de particdo entre a pele e o veiculo
Ac: € a diferenca de concentracdo do farmaco entre o veiculo e a pele

h: distancia difusional a ser percorrida (espessura da pele)

O coeficiente de parti¢ao (K) € a razao da solubilidade do farmaco na pele

(Sp) pela solubilidade do farmaco no veiculo (Sv):

Sp
Sv

O fluxo de farmaco através da pele, J, aumenta com o incremento do coeficiente de
difusdo do farmaco na pele (D), com a solubilidade do farmaco na pele (Sp), com o aumento
de concentragdao de farmaco no veiculo (Ac) ou com o decréscimo da sua solubilidade no

veiculo (Sv) (MARTINS, VEIGA, 2002).

3.4.1 Substancias que promovem a absor¢do cutinea

A pele humana € notavelmente uma eficiente barreira, causando dificuldades na
liberagdo de agentes terapéuticos. A maioria dos farmacos necessita permear o estrato corneo
para alcancar seu local de acdo, sendo assim, a utilizacdo de farmacos topicos estd limitada
pela capacidade deste de ultrapassar a barreira da pele. A fim de aumentar a efetividade de
medicamentos topicos, observam-se estudos e utiliza¢do crescente de substancias quimicas
capazes de potencializar a penetracao de farmacos (BARRY et al., 2004).

Os potencializadores de penetracdo sdo substincias quimicas, farmacologicamente
inativas, que interagem com os constituintes da pele para promover um fluxo aumentado de
farmaco, diminuindo a resisténcia da pele a difusdo da substancia ativa. Atualmente uma
grande variedade de substancias quimicas estdo sendo avaliadas como potencializadores de
penetracdo ou promoteres de absorcdo, ainda que suas inclusdes em formulagdes topicas ou
transdermais € limitada, uma vez que os mecanismos de acdo desses agentes ndo estdao
definidos com clareza. Modificacdes fisico-quimicas, uso de tensoativos, lipossomas,
métodos elétricos, aplicac@o de ultrassom e terapia génica, também podem ser utilizados para

aumentar a liberacdo de farmacos (MARTINS, VEIGA, 2002; BARRY et al., 2004).
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O promotor de permeacgdo ideal deve ser farmacologicamente inerte, ndo toxico, de
acdo imediata, ndo irritante, ndo alérgico, de acdo reversivel, quimica e fisicamente
compativel com o farmaco e excipientes, aceitavel cosmeticamente, inodoro, insipido, incolor,
acessivel e com boas propriedades de solvente. H4 uma grande dificuldade em encontrar um
promotor de permeacgdo que apresente todas as propriedades requeridas, porém muitos exibem
varios destes atributos e vém sendo amplamente testados e estudados. A dgua € considerada o
melhor promotor, devido a sua seguranga e eficiéncia, por ser hidratante e qualquer substancia
penetra melhor através de uma pele hidratada. (HADGRAFT, 1999).

Os fosfolipidios sdo fortes promotores de permeacdo/liberacdo de uma grande
variedade de farmacos aplicados topicamente. KATO et al., (1987) reportou que a liberagcdo
in vitro de bunazosin foi significativamente aumentada com a incorporagio de fosfolipidios,
que influenciam diretamente na bicamada lipidica do estrato cérneo, aumentando também a
permeacgdo da indometacina (YOKOMIZO, SAGITANI, 1996).

O mecanismo de acdo dos promotores de absorcdo estdo baseados na lei de Fick,
porém o mecanismo € complexo e nao estd totalmente esclarecido. Através da féormula da
Fick, € possivel predizer o mecanismo de a¢do dos promotores: aumentando a concentragao
efetiva do farmaco no veiculo; melhorando a particdo entre a formulacdo e estrato corneo;
diminuindo a espessura da pele (por exemplo, fornencenco um atalho para a permecao) ou
aumentando o coeficiente de difusdo do farmaco no estrato corneo ao romper a barreira
natural dessa camada, agindo, por exemplo, na bicamada lipidica intercelular, como

representado na Figura 10 (BARRY et al., 2004):
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FIGURA 10 - ACAO DOS PROMOTORES DE PENETRACAO NOS LIPIDIOS INTERCELULARES
FONTE: ADAPTADO DE BARRY et al., 2004

3.5 ADMINISTRACAO DE MEDICAMENTOS ATRAVES DA VIA TOPICA

O uso de medicamentos tépicos tem como objetivo maximizar a concentragdo de
farmaco no tecido alvo, podendo-se aplicd-los com diferentes fun¢des como agentes de
limpeza, protetores, anti-infecciosos, hidratantes, absorventes, agentes que aliviam os
sintomas e agentes anti-inflamatorios. Normalmente os farmacos administrados através da via
topica sdo muito potentes, ndo irritantes, com tempo de meia-vida curtos, ndo sofrem
metabolismo na pele e apresentam bom coeficiente de particio (MARTINS, VEIGA, 2002).

Observa-se o uso crescente da terapia tdpica, pois a mesma apresenta diversas
vantagens em relacdo as demais vias de administracdo de medicamentos: diminuicdo das
variagdes plasmdticas de farmaco, menor frequéncia de administragdo, ndo ocorre
variabilidade da absor¢do oral, nao ocorre o metabolismo pré-sistétmico, melhor adesao do
doente a terapéutica, facil aplicacdo permitindo a autoadministracdo e pode-se interromper o

uso de forma imediata (WAGNER et al., 2001).
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Assim como todas as formas de administragdo de medicamentos, existem algumas
desvantagens como a possibilidade de irritagdo local e de desencadeamento de tolerancia e/ou
resisténcia, além de ocorrer um intervalo de tempo entre a administracdo do medicamento e o
alcance da concentragdo terapéutica, pois o fArmaco necessita atravessar a barreira do estrato
corneo. Apesar das desvantagens, a aplicacdo cutanea de farmacos € uma alternativa atrativa
em relacdo as demais vias de administracdo e vem adquirindo crescente interesse (MARTINS,
VEIGA, 2002).

Os medicamentos topicos podem exercer acdo local ou sist€mica. Para o tratamento de
desordens dérmicas a acdo do farmaco deve ser local e a liberacdo do ativo deve ocorrer na
pele. Sao utilizadas formas farmacéuticas como suspensdes, locdes, sprays e aerossois, ou
semissOlidas como os cremes, pomadas e géis (SHAH et al., 1993).

Os farmacos numa formulacdo tdpica, sdo incorporados aos excipientes,
proporcionando preparacdes com composi¢do e consisténcia diversas. As propriedades fisico-
quimicas dos farmacos sdo fatores determinantes na modulacdo da absor¢cdo e permeacao dos
mesmos através da pele, entretanto, o restante dos componentes, como 0s excipientes,
determinam a natureza e a consisténcia das formulacdes afetando também na liberacdo do

farmaco do seu veiculo (MARTINS, VEIGA, 2002).

3.6 FORMAS FARMACEUTICAS SEMISSOLIDAS

Diferentes formas farmacéuticas foram desenvolvidas para facilitar a administracdo e
permitir melhor aproveitamento do farmaco. As formulacdes tdpicas podem ser sélidas
(cataplasma), liquidas (tinturas) ou semissdlidas (creme, pomada, géis). Com o avanco no
entendimento das propriedades da pele, dos fatores que controlam a permeacdo de farmacos,
das propriedades fisico-quimicas dos excipientes em uma formulacdo, exige-se produtos
dermatoldgicos fisicos, quimicos e biologicamente mais estaveis e com eficidcia melhorada
(SAINT, 2010).

As formas farmacéuticas semissdlidas sdo os principais veiculos de escolha, pois
quando aplicados sobre a pele apresentam elevada espalhabilidade, permanecendo aderidos ao
corpo até serem removidos por transpiragdo ou limpeza. A formulagdo para produtos
dermatoldgicos geralmente € influenciada pela fisiopatologia da pele (BARRY, 1993; SAINI,
2010).
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A Farmacopéia 5* edicdo (BRASIL, 2010), define preparacdes topicas semissolidas
como aquela prevista para aplicacdo na pele ou em certas mucosas para acdao local ou
penetracdo percutanea de farmacos, ou ainda por sua a¢do emoliente ou protetora. Os veiculos
semissOlidos podem apresentar-se na forma de cremes, pomadas ou géis.

As pomadas apresentam maior constitui¢do lipidica sdo utilizadas em regides menores,
com menos pelos, ndo sendo aconselhada sua utilizacio em lesdes abertas, normalmente
contém menos do que 20% de dgua e mais do que 50% de hidrocarbonetos, ceras ou polidis
como veiculo (USP, 2009).

Os géis sdo compostos por pequenas particulas inorganicas ou grandes moléculas
organicas preenchidas por um liquido. Sdo preparacdes normalmente formadas por agua,
alcool ou mistura hidro-alcéolica e um agente gelificante a base de derivados de celulose,
polimeros polissacarideos ou polimeros acrilicos. Constituidos por uma base aquosa, nao
contém Oleo ou gordura, sendo mais utilizados em regides umidas e para diminuir a
oleosidade da pele (LOURENCO, 2013; BRASIL, 2010).

Os cremes ou emulsdes possuem menor oleosidade que as pomadas e espalhabilidade
facilitada, sdo indicadas para dreas extensas do corpo e regides com pelos e podem conter
uma ou mais substancias ativas dissolvidas ou dispersas em suas formulagdes (BRASIL,
2010).

As emulsdes sdo sistemas heterogéneos, formado por duas fases contendo dois
liquidos imisciveis, um estd disperso no outro na forma microscopica ou goticulas
submicroscopicas. De acordo com a hidrofilia ou lipofilia da fase dispersante, do volume das
fases ou do tipo de agente emulsificante empregado, as emulsdes classificam-se em 6leo em
agua (O/A) ou dgua em 6leo (A/O), onde tradicionalmente a nomenclatura cita a fase dispersa
primeiramente (NETZ, ORTEGA, 2002; MINER, 1993).

Emulsdes O/A sao preparacdes utilizadas para a aplicacdo tépica de farmacos
hidrofilicos, sdo absorvidos de maneira mais rdpida e facilmente removidos da superficie da
pele devido ao baixo contetido de 6leo. As emulsdes A/O sdo utilizadas quando deseja-se
também a hidratacdo da pele, podendo-se ter efeito oclusivo com hidratacdo das camadas
superficiais do estrato cérneo. O desenvolvimento de multiplas emulsdes, O/A/O e A/O/A
permitem a inclusdo de farmacos e excipientes incompativeis e com propriedades fisico-
quimicas diferentes (MILAN, et al., 2007).

Diversos excipientes e adjuvantes podem ser adicionados a formulagdo com a

finalidade de melhorar determinadas caracteristicas como aspecto, odor, sabor ou para
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adequar a estabilidade da emulsdo, solubilizando, suspendendo, aumentando a viscosidade,
diluindo, emulsificando, estabilizando ou conservando os agentes terapéuticos (ALLEN JR. et
al., 2007).

A fase oleosa de uma emulsao é composta pelos emolientes conduzindo caracteristicas
importantes de um creme, podendo ser modulados de acordo com sua estrutura quimica,
determinando as caracteristicas sensoriais como espalhabilidade, grau de absorcdo,
emoliéncia, lubrificacdo, toxicidade, viscosidade, controle da umidade e comedogenicidade.
Na fase oleosa sdo acrescentados componentes como os antioxidantes, responsaveis pela
conservagdo da formulacdo contra a degradacdo quimica e fisica decorrentes das alteracdes
ambientais (LACHMAN, LIEBERMAN, KANIG, 2001).

Os antioxidantes previnem a degradacdo quimica por oxidacdo, podendo atuar por
diversos mecanismos : inibindo a auto-oxidagao pela auséncia de oxigénio; podem se oxidar
mais facilmente que os farmacos; inibindo a formagdo de radicais livres ou reduzindo o
farmaco ou o componente que pode ser oxidado . Geralmente utilizados na concentragdo de
0,001 a 0,1%. Para sistemas oleosos utilizam-se antioxidantes como o palmitato de ascorbila,
butil-hidroxianisol (BHA) e butil-hidroxitolueno (BHT). Existem antioxidantes para sistemas
aquosos como o acido ascérbico, bissulfito, metabissulfito e tiossulfato de sédio
(THOMPSON, 2006).

Na fase aquosa de uma emulsdo s@o incorporados elementos hidrossoliveis como
alguns farmacos, corantes, aromatizantes, tampdes e conservantes, pois esta é a fase mais
susceptivel a contaminagdo. Muitos sdo 0s conservantes que podem ser utilizados em
preparagdes tdpicas, como os dalcoois e glicois (dlcool etilico, &lcool isopropilico,
propilenoglicol, glicerina), dcidos organicos (4cido benzoico e acido sorbico) e parabenos. A
associacdo de mais conservantes aumenta o espectro de atividade por acdo sinérgica,
potencializando a ac¢do conservante em uma formulacdo (THOMPSON, 2006).

Os agentes emulsionantes sdo compostos que se localizam na interface das fases
imisciveis da emulsdo, promovendo a emulsificagdo e mantendo a estabilidade. H4 uma
grande variedade de agentes emulsionantes classificados em tensoativos sintéticos ou
semissintéticos, os quais sao classificados de acordo com o seu grau de ionizacdo em solucao
aquosa e substancias de origem natural e seus derivados (LACHMAN, LIEBERMAN,
KANIG, 2001).

Os tensoativos anidnicos em solucdo aquosa se dissociam formando fons carregados

negativamente, responsaveis pela sua capacidade emulsionante, sendo muito utilizados, de
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baixo custo. Sdo classificados como tensoativos anidnicos os sais de sdédio, potdssio ou
amonia, dcidos graxos de cadeia longa, trietanolamina, laurilsulfato de sédio e sais de cdlcio
(AULTON, 2005).

Os tensoativos catidnicos dissociam-se em solu¢do aquosa formando fons positivos,
como exemplo, a cetrimida (brometo de cetiltrimetilamo6nio). Os ndo i0nicos apresentam
natureza anfifilica ocorrendo um balanco entre as porcdes hidrofébicas e hidrofilicas da
molécula, se enquadrados nesta classificacdo os ésteres de glicerina e glicdis (monoestearato
de glicerila), ésteres de sorbitano (monoestearato de sorbitano), polissorbatos (polissorbato
80). Os tensoativos anféteros sido grupamentos carregados positiva e negativamente,
dependendo do pH do sistema como a lecitina e N-alquilaminodcidos (FLORENCE, 2003;
ALLEN JR et al., 2007).

A grande variedade de emulsionates permite a associagcdo dos mesmos com suas
diferentes caracteristicas, permitindo um melhor empacotamento e contribuindo para a
resisténcia do filme, bem como para a estabilidade da emulsdo de uma maneira mais eficaz
(LACHMAN, LIEBERMAN, KANIG, 2001).

Hé uma grande variedade de adjuvantes que podem ser acrescentados a uma emulsao
proporcionando caracteristicas distintas. A viscosidade, por exemplo, pode ser alterada pela
composi¢cdo de lipidios (dlcool cetilico, parafina, dlcool estearilico), pela propor¢do entre a
fase aquosa e oleosa, assim como pela concentracdo dos emulsionantes. Agentes acidificantes
(como o acido citrico, acético) e alcalinizantes (como a trietanolamina, hidréxido de sédio)
podem ser adicionados a uma preparagdo topica a fim de manter uma faixa especifica de pH
(BEZERRA et al., 2001).

O propilenoglicol, glicerina e polietilenoglicol geralmente estdo incluidos em uma
formulacdo como agentes umectantes, reduzindo a evaporacdo da 4dgua, tanto apds a abertura
do produtos acondicionados quanto apds sua aplicacdo sobre a superficie cutanea ( AULTON,
2005).

A grande diversidade de excipientes e adjuvantes permite associacdes variadas
formando formulagdes com caracteristicas distintas. Nas farmécias de manipulagdo, os
farmacos sao incorporados em bases galénicas, “preparacdes compostas de uma ou mais
matérias-primas, com férmulas definidas, destinadas a serem utilizadas como
veiculo/excipiente de preparacdes farmacéuticas” (BRASIL, 2007), as quais podem ser

elaboradas na propria farmacia ou adquiridas comercialmente.
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As bases autoemulsionantes comerciais sdo elaboradas a partir de uma ampla gama de
aditivos, apresentando diferentes apelos e funcdes, podendo ser utilizadas como veiculos de
uma grande variedade de farmacos e proporcionando preparagdes fisica e quimicamente
distintas. A base aniOnica, Lanette N® ¢ muito utilizada e conhecida, trata-se de uma
dispersao coloidal formada por alcool cetoestearilico e cetil estearil sulfato de sédio. Bases
auto-emulsionantes nao-idnicas também sao muito utilizadas, pois sdo compostas por agentes

espessantes, emolientes, umectantes e conservantes, possibilitando sua utilizagdo em uma

ampla variedade de formulag¢des semissélidas.

3.7 REOLOGIA

A palavra reologia provém do grego rheos, escoamento, primeiramente sugerida por
Reiner e Bingham, consistindo no estudo do escoamento e deformacdo do material quando
submetido a uma tensdo (for¢a). As medicoes reoldgicas sao utilizadas no desenvolvimento de
formulacdes e na avaliagdo de sua qualidade, permitindo caracterizar a facilidade com que o
material possa ser transferido de um recipiente para outro, do seu processo de embalagem e
também da sua espalhabilidade no momento da administracdo. Nos produtos semissélidos, as
caracteristicas reoldgicas podem afetar a liberacdo do farmaco e o grau de absorbancia
cutanea (BRASIL, 2010). A reologia em materiais semissélidos consiste em estabelecer a
relacdo entre as propriedades reolégicas do material e sua composi¢ao.

A viscosidade € a resisténcia que o produto oferece a deformacdo ou ao fluxo e
depende das caracteristicas fisico-quimicas e das condi¢des de temperatura do material. Com
o aumento da temperatura, aumenta a energia cinética média das moléculas, diminui o
intervalo de tempo que as moléculas passam juntas, tornando-se menos efetivas as forcas
intermoleculares e menor sua viscosidade. H4 vdarios métodos para se determinar a
viscosidade, os mais frequentes sdo viscosimetros rotativos, de orificio e capilares
(BRASIL,2007).

Robert Hooke, em 1678, desenvolveu a “verdadeira teoria da elasticidade”, onde em
um solido perfeitamente eldstico a tensdo e a deformacdo sdo diretamente proporcionas. Os
materiais sdo tradicionalmente classificados em sdlidos de Hooke ou liquidos newtonianos,
porém a grande maioria das substancias apresentam comportamento intermedidrio (FREITAS,

2003).
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O fluido newtoniano apresenta viscosidade igual, em uma determinada temperatura,
independente de sua taxa de cisalhamento. No material identificado como ndo newtoniano, a
viscosidade varia em funcdo da velocidade de cisalhamento, podendo ser dependente ou
independente do tempo, estando entdo de acordo com as suas propriedades reoldgicas sdo
classificados em trés grupos: plasticos, pseudo-plésticos e dilatantes (CHORILLI, 2007).

No comportamento plastico ou de Bingham, o material comeca a fluir a partir do
momento que se aplica uma tensdo minima, ocorrendo uma ruptura € o material comeca entao
a fluir. Os materiais pseudopldsticos se apresentam similar aos fluidos newtonianos, no
primeiro momento, onde se observa a influéncia da taxa de cisalhamento sobre a viscosidade,
sendo chamado de primeiro platd newtoniano. A partir de uma determinada taxa de
cisalhamento, ocorre uma diminuicdo abrupta da viscosidade, segundo platdé newtoniano. A
regido em que ocorre a diminui¢do da viscosidade com a tensdo de cisalhamento aplicada é
denominada de “lei das poténcias”. No comportamento dilatante observa-se um aumento da
viscosidade com o aumento da taxa de cisalhamento, sendo o comportamento inverso da

pseudoplasticidade (FREITAS, 2003), Figura 11.

FIGURA 11- CURVA DE FLUXO (1) E PERFIL DE VISCOSIDADE (2) DE FLUIDOS COM
COMPORTAMENTO NEWTONIANO E NAO-NEWTONIANO, ONDE A REPRESENTA UM FLUIDO
NEWTONIANO, B PSEUDOPLASTICO, C PLASTICO E D DILATANTE.

FONTE: ADAPTADO, FREITAS, 2003
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Fluidos ideais, como 4gua, deformam-se irreversivelmente, escoam e mudam suas
posicdes. A energia de deformacdo € dissipada para o ambiente, geralmente na forma de calor,
assim, quando a forca externa € removida o material ndo recupera sua forma original. Sélidos
ideais, como o aco, apresentam uma deformacao eldstica, mudam suas posi¢des mas a energia
¢ armazenada e quando forcas externas sdo removidas retornam a posi¢do original. Entretanto,
a maioria dos materiais ndo apresentam comportamento newtoniano ou completamente
eldstico, apresentam ambos, comportamento viscoso e eldstico, sendo denominados de
materiais viscoeldsticos. A viscosidade ndo é constante e sim varidvel de acordo com a taxa
de cisalhamento (NAE, 1993).

A consisténcia de uma emulsdo se deve a estrutura da fase continua que forma uma
rede de gel viscoeldstica, aspecto importantissimo em um produto tdpico afetando a aplicagao
e que pode ser avaliado por métodos reolégicos com técnicas em fluxo continuo, tensao
constante e oscilatéria (LIPPACHER, MULLER, MADER, 2004).

As andlises oscilatorias permitem a determinagdo da energia eldstica armazenada e a
energia perdida pelo fluxo através do cdlculo dos moédulos eldsticos, viscosos e complexos
entre outros parametros, que sio utilizados para o estudo da viscoelasticidade de sistemas
complexos (LIPPACHER, MULLER, MADER, 2004).

A Lei de Hooke descreve o comportamento mecanico ideal utilizando uma equagio
constitutiva na qual estresse e strain (tensdo aplicada) sdo relacionados através de uma
proporcionalidade constante chamada de médulo G*.

O médulo G* (G* = G + G”) é a medida de resisténcia a deformacgdo total do
material, onde G’(médulo eldstico ou de armazenamento) € a medida da elasticidade do
material, a habilidade do material de armazenar energia. O médulo G” (médulo viscoso ou de
perda) € a habilidade do material de dissipar energia, como por exemplo o calor
(LIPPACHER, MULLER, MADER, 2004).

O complexo modular (G* = G” + G”) inclui a por¢do eldstica e a por¢do viscosa do
comportamento reolégico, assim como o angulo de fase. O angulo de fase (8) é a defasagem,
medida de amortecimento do material, razdo entre o mddulo de perda e o moédulo de

armazenamento.

tan 6=G"/G’
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A faixa de tensdo onde o médulo G* e o angulo de fase 6 s@o independentes da tensdo
aplicada é chamada de regido viscoeldstica linear. Em um sistema elastico ideal, a curva de
tensdo ird seguir a curva de deformacdo e o angulo de fase serd de O°. Para um sistema
viscoso ideal, a tensdo ndo seguird a curva de deformacgdo, formando um angulo de fase de
90°, enquanto sistemas viscoeldsticos terdo um angulo de fase entre 0° e 90°, sendo que num
angulo mais préoximo a 0° o material apresenta mais caracteristicas eldsticas, enquanto que
mais préximo o angulo de fase a 90°, maior a caracteristica viscosa do material (NAE, 1993).

A viscosidade de um semissélido pode ser influenciada pela temperatura da amostra,
pela técnica de amostragem, tamanho e forma do recipiente e a metodologia empregada para a
medida da viscosidade. Materiais ndo-newtonianos nao apresentam uma proporcionalidade
entre a taxa e tensdo de cisalhamento, sendo que ocorrem variagdes da viscosidade em funcao
da taxa de cisalhamento, nao se devendo determinar um tnico ponto de viscosidade (MINER,
1993).

Cada componente de uma emulsdo contribui para a reologia do sistema, a fase
dispersa, a fase continua e o emulsificante. A fase dispersa pode afetar a reologia da emulsao
através da sua concentragdo, tamanho da particula, forma e distribuicdo, viscosidade e
constituicdo quimica. Com o aumento da concentragcdo, cresce a interagdo entre as goticulas
aumentam a viscosidade do sistema. A forma das goticulas e sua susceptibilidade a
deformacao afetam as propriedades viscoeldsticas da emulsdo, particularmente quando em um
nivel alto de concentragdo. A natureza quimica da fase também influencia as forcas de
interacdo entre as particulas, assim como a parti¢do do emulsificante entre a fase dispersa e
continua (MINER, 1993).

A fase continua, entretanto, depende muito da sua viscosidade pela presenca de um
emulsificante. A variagdo da concentragdo do emulsificante tem um efeito maior na
viscosidade da fase continua, o tamanho da particula e sua distribui¢ao na fase dipersa afetam
em menor propor¢do. A selecdo correta do emulsificante € muito importante e fundamental
para a reologia do sistema, dois ou mais emulsificantes fornecem mais flexibilidade e controle
da formulagao em relag¢do ao uso de somente um emulsificante (MINER, 1993).

A caracterizagao reoldgica, de um semissélido, permite o entendimento e influéncia da
taxa de cisalhamento e da tens@o de cisalhamento no processo de produgdo; assim como a
falta de conhecimento nesta drea pode levar a formulagdes com sensoriais potencialmente
indesejaveis. Compreender os efeitos dos ingredientes na estabilidade da formulagdo, assim

como prever antecipadamente a resposta final do produto, como a dispensagdo e aplicacdo
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sobre a pele, permitem formular cremes e logdes com uma adequada espalhabilidade,

agregando valor ao produto (MINER, 1993).

3.8 TESTES DE LIBERACAO IN VITRO

O teste in vitro pode ser aplicado como um teste de desempenho, capaz de quantificar
a liberacdo do farmaco do seu veiculo, esta liberacdo é a maneira em que o ativo se torna
disponivel para ser absorvido pelo organismo (CHOWDARY, RAJYALAKSHMI, 1987;
UEDA et al., 2009).

A reprodutibilidade € um requisito bdsico para testes de desempenho, embora o
mesmo nao quantifique a biodisponibilidade, € capaz de detectar alteragdes nas caracteristicas
de liberacdo de ativos que podem alterar o desempenho biolégico do farmaco (UEDA et al.,
2009).

Os testes de desempenho de produtos dermatolégicos devem ser interpretados de
maneira diferenciada em relacdo aos testes de produtos transdérmicos. O local de acdo de um
produto dermatolégico € a pele, devendo apresentar uma alta retencao do farmaco na mesma e
pequeno fluxo através da membrana. Nos produtos de acdo transdérmica, o efeito desejado €
sist€émico, devendo apresentar assim, baixa retencdo na pele e grande fluxo através da
membrana (SHAH, 1993).

No desenvolvimento de produtos e no controle de qualidade de rotina, os testes in
vitro sdo amplamente aplicados pela industria farmacéutica, apesar de terem sido
desenvolvidos para formas sélidas, podendo ser aplicados também para formas semissolidas
(MARCOLONGQO, STORPIRITIS, 2003).

Nos primeiros estdgios de desenvolvimento farmacotécnico, os testes in vitro sdo uteis
na identificacdo das varidveis criticas na produgdo, para selecio de uma formulacdo, para
avaliacdo de risco, em geral para a otimizacdo do produto e processo. Durante a fase de
producdo, sdo importantes para a liberacdo dos lotes e para avaliagdo de impacto quando
ocorrer mudancas nos equipamentos ou local de fabricacao de farmacos (MANADAS et al.,
2002; BRASIL, 2003).

A literatura mostra uma grande variedade de equipamentos que podem ser compostos
por cilindro rotatério; suporte reciproco; células de difusdo. Sdo empregados em estudos de

cinética de liberacdo e/ou permeagdo de farmacos. Para formas farmacéuticas emulsionadas
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utilizam-se as “células de difusdo vertical” também conhecidas como “células de Franz”
(UEDA et al., 2009).

O sistema de célula de difusdo vertical (VDC) é um método simples, confidvel e
reprodutivel para liberacdo de farmacos a partir de formas farmac€uticas semissolidas.
Composto por duas cameras, uma contendo amostra e outra a solucao receptora, separadas por
um compartimento contendo a membrana, onde aplica-se normalmente de 200 a 400mg de
amostra (UEDA et al., 2009).

Para produtos semissdlidos, estes estudos sdo realizados para que o farmaco seja
liberado da formulacao onde estd veiculado, se difunda através de uma membrana (bioldgica
ou sintética) para uma solucdo receptora, onde € feita a determinagdo analitica do contetido de
principio ativo liberado ao longo do tempo (BARRY, 1983). A solucdo receptora pode ser
bombeada continuamente (fluxo continuo) ou o volume da solucdo receptora pode

permanecer constante (fluxo estatico) durante o experimento (CHIEN, 1987).
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FIGURA 12 - CELULA DE DIFUSAO DE FRANZ

A pele humana oriunda de cirurgia pladstica pode ser utilizada como membrana
biolégica, porém necessita-se submeter ao Comité de Etica, apresenta pouca disponibilidade e
elevado custo de armazenamento, tornando o uso desta membrana limitado. A pele de orelha
de porco, de abdomen de rato e pele de cobra também podem ser utilizadas como membranas
biologicas. As membranas sintéticas sdo uma boa alternativa, pois nao apresentam a
interferéncia de fatores bioldgicos, apresentando custo de armazenamento mais baixo (BABY

et al., 2008).
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As membranas sintéticas servem como suporte para a amostra, nao podendo interagir
com o farmaco, com o veiculo ou com a solucdo receptora e apresentado permeabilidade
suficiente para garantir uma resisténcia minima a difusdo (CORBO et al., 1993; TOSCANO
et al., 1997).

Uma grande variedade de membranas sintéticas tem sido utilizada nos testes de
liberacao in vitro, com diversos materiais e espessuras. O tamanho do poro geralmente € 0,45
pm e o material das mesmas podem ser: nylon, celulose, acetato de celulose, nitrato/acetato
celulose  (misto de  ésteres de celulose), PVDF, PTFE, polipropileno,
polissulfona/polietersulfona, silicone e fibra de vidro. As mais comuns sdao as de
polissulfona/polietersulfona, celulose/acetato de celulose e silicone (ZATZ, SEGERS, 1998;
TOSCANO et al., 2001, NG et al., 2010).

A selecao de um meio receptor adequado € um fator critico para a realizacdo de um
teste de liberacdo eficiente. A concentra¢do do farmaco dissolvida no meio de liberagdo deve
ser menor que 10% da sua concentracdo de saturagdo a temperatura de 32°C(+/- 0,5), diz se
que o sistema estd operando sob a sink condition. A composi¢cdo do meio receptor para
farmacos soldveis em dgua apresenta-se como solu¢do tampao com pH fisioldgico e para
farmacos lipofilicos sugere-se meio hidro-alcodlico (SHAH et al., 1995).

Higuchi (1960, 1962) descreveu o modelo que caracteriza a difusdo em membranas
sintéticas. Quando um farmaco estd disperso/suspenso em uma matriz semissélida a

quantidade liberada em funcdo do tempo pode ser descrita por:

M=,2xCoxCsxDxt ,Cs<<Cy

Ou se o farmaco estiver totalmente dissolvido no veiculo:

Dxt
/4

M=2xC,

Onde:

M = quantidade de farmaco liberado no meio por cm®
Co = Concentrac¢ao do farmaco na matriz

Cs = Solubilidade de farmaco na matriz

D = Coeficiente de difusdo do farmaco através da matriz

t = tempo
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A VDC de Franz em sistema estdtico e fluxo continuo tem sido a ferramenta mais
empregada para acompanhar o desenvolvimento farmacotécnico, a caracterizagdao
biofarmacéutica e estabelecer critérios de qualidade (SHAH et al., 1994).

O férum da Farmacopéia Americana (USP, 2008) sugeriu o uso da VDC para ensaios
de controle da qualidade dos produtos topicos e transdérmicos (UEDA et al., 2009), assim
como 0 O FDA s Guidance for Industry (1997) descreve o estudo de taxa de liberacdo in vitro
utilizando a VDC de Franz para semissélidos (FDA, 1997).

Uma terapia tépica efetiva requer que o farmaco seja liberado em concentragdes
adequadas para produzir o efeito farmacoldgico desejado. Os veiculos e seus excipientes
podem afetar o grau de liberacdo dos farmacos neles solubilizados, sendo o teste de liberagdao
in vitro uma ferramenta que auxilia no desenvolvimento e controle de formulacgdes a fim de
assegurar uma liberacdo suficiente do ativo e consequentemente um tratamento eficiente

(SHAH et al., 1994).

3.9 VALIDACAO ANALITICA

O conceito de validacdo foi estabelecido, na década de 70, a partir da preocupacao
com a qualidade dos produtos farmacéuticos, na medida em que a industria farmacéutica
comegou a intensificar a producdo de medicamentos, surgindo entdo, a necessidade de
adequacdo de procedimentos e metodologias para garantir a qualidade do produto produzido.
A validagdo de metodologias ndo apresenta uma unica legislacdo ou um tnico método de
trabalho, permitindo diferentes interpretacdes e adaptacdes para cada tipo de problema.
(BRASIL, 2003).

A Resolugdo n°® 899, de 29 de maio de 2003 cita que o objetivo da validacdo é
demonstrar que o método € apropriado para a finalidade pretendida, garantindo que os
resultados de uma anélise sejam confidveis (BRASIL, 2003).

A diversidade e complexidade de métodos e substancias tornam invidvel um método
unico para efetuar a valida¢do. Todos os equipamentos utilizados devem estar devidamente
calibrados e € importantissimo um bom planejamento onde sejam avaliados os requerimentos
legais e o método analitico selecionado (CHASIN et al., 1998).

Devido a grande variedade de métodos, os testes s@o classificados (Tabela 2) segundo

sua finalidade:
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TABELA 2- CLASSIFICACAO DOS TESTES SEGUNDO SUA FINALIDADE

Categoria Finalidade do teste

I Testes quantitativos para a determinacdo do principio ativo em produtos farmacéuticos

ou matérias-primas.

I Testes quantitativos ou ensaio limite para a determinacdo de impurezas e produtos de

degradacdo em produtos farmacéuticos ou matérias-primas.

I Testes de performance (dissolugdo, liberacdo de ativo).

| AY% Testes de identificacao.

FONTE: BRASIL,2003.

Os parametros analiticos geralmente analisados em um processo de validagdo sdo:

especificidade, linearidade, intervalo, precisao, exatidao e robustez.

TABELA 3- ENSAIOS NECESSARIOS PARA A VALIDACAO DO METODO ANALITICO,
SEGUNDO SUA FINALIDADE.

Parametro Categoria I Categoria I1 Categoria III | Categoria IV
Quantitativo | Ensaio Limite
Especificidade Sim Sim Sim * Sim
Linearidade Sim Sim Nio * Nio
Intervalo Sim Sim * * Nio
Precisao Sim Sim Nio Sim Nio
Repetibilidade
Intermediaria *E o Nio ok Nio
Limite de Nao Nao Sim * Nao
deteccao
Limite de Nao Sim Nao * Nio
quantificacao
Exatidao Sim Sim * * Nio
Robustez Sim Sim Sim Nao Nao

* Pode ser necessdrio, dependendo da natureza do teste especifico;
** Se houver comprovacdo da reprodutibilidade ndo € necessaria a comprovacdo da precisdo
intermedidria.

FONTE: BRASIL, 2003.

A especificidade define-se como a capacidade que o método possui de medir
exatamente um composto em presenca de outros componentes como impurezas, produto de
degradacdo e da matriz, sendo o primeiro passa para a validacao de um método (BRASIL,

2003).
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A linearidade é a capacidade de uma metodologia de demonstrar que os resultados
obtidos sdo diretamente proporcionais a concentracdo do analito na amostra. Os resultados
devem ser analisados através de métodos estatisticos adequados para a determinacdo do
coeficiente de correlagdo linear, intersec¢ao com o eixo Y, coeficiente angular, soma residual
dos quadrados minimos da regressdo linear e desvio padrdo relativo. O critério minimo
aceitdvel € o coeficiente de correlacao (R) ser igual a 0,99 (ICH, 1996).

A faixa de trabalho, normalmente derivada da linearidade entre os limites de
quantificacdo superior e inferior de um método analitico € o intervalo. A precisdo € a
avaliacdo da proximidade dos resultados obtidos em uma série de medidas de amostragem
multiplas de uma mesma amostra (BRASIL, 2003).

A exatidao deve ser determinada a partir de no minimo nove determinagdes,
contemplando o intervalo linear do procedimento. E um método analitico que analisa a

proximidade dos resultados obtidos pelo método em relagdao ao valor verdadeiro (BRASIL,

2003; ICH, 1996). Sendo calculada a partir da férmula abaixo:

Exatiddao = Concentragdo média experimental  x 100
Concentracgio tedrica (real)

A Robustez € a capacidade em resistir a pequenas variacdes dos pardmetros analiticos,

os quais deverao ser controlados e suas precaugdes devem ser incluidas no procedimento.

TABELA 4 — FATORES QUE DEVEM SER CONSIDERADOS NA DETERMINACAO DA
ROBUSTEZ DO METODO ANALITICO
Preparo das amostras Estabilidade das solugdes analiticas

Tempo de extragdo

Espectrofotometria Variacdo do pH da solucdo

Temperatura

Diferentes fabricantes do solvente

Cromatografia liquida Variagdo do pH

Variagdo na comparacio da fase mével

Diferentes lotes ou fabricantes de colunas

Temperatura

Fluxo da fase movel

Cromatografia gasosa Diferentes lotes ou fabricantes de coluna

Temperatura




35

Velocidade do gés de arraste

FONTE: BRASIL, 2003.

A revalidagdo é uma reavaliacdo de um método analitico validado em resposta a uma
mudanca em algum aspecto do método. Pode ser considerada quando o nivel de qualidade
desejado € alterado, o processo € modificado ou quando o método € usado novamente apds
um certo tempo ( JENKE, 1998; HILL, 1999).

Os parametros que devem ser inclusos na revalidacdo, ndo estdo definidos, sendo que

quanto maiores as altera¢des, maior devera ser a abrangéncia da validagao.
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4 METODOLOGIA
4.1 MATERIAIS E EQUIPAMENTOS
4.1.1 Materiais e Reagentes

e Acido Kéjico, Pharmanostra®

e Agua Purificada

e Base comercial C, Biotec®

e (Cloroférmio, Merck®

e (Creme base Lanette N®, Bula Verdde®

e (Creme base nao io6nico, Bula Verdde®

e Fosfato de s6édio monobasico, Neon®

e Fosfato de sédio dibasico, Proquimios®

¢ Membrana de acetato de celulose 0,45 um, Merck®
®

e Membrana de polietersulfona 0,45um, Sartorius

Metanol seco 0,003% de dgua, Merck®
4.1.2 Equipamentos

e Balanca analitica AG200, Gehaka® Brasil

e Baldes volumétricos de 10, 25, 100 e 1000 mL

e (Cubetas de quartzo

e Espectrofotometro de UV-visivel — 1800, Shimadzu® Tokyo, Japan

e Micropipetas automadticas ajustaveis 5 a 50 UL

e Medidor de pH mPA210, MS Tecn0p0n®’ Piracicaba, Brasil

e Topical and Transdermal Diffusion Cell Systems, Hanson Research® Chatsworth,
USA

e Haakerheostress 1, Thermo Scientific® Victoria, Australia

e Karl Fisher V20 volumetric KF Titrator, Mettler Toled0®, Schwerzenbach,
Switzerland.

o  Shaker MA 830, Marconi, Sdo Paulo, Brasil
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4.2 PREPARO DAS FORMULACOES

Foram preparadas quatro formulagdes (Tabela 5) variando-se o veiculo utilizado, os
quais foram adquiridos como bases pré-elaboradas produzidas industrialmente. Em todas as

formulacgdes o 4dcido kdjico foi acrescentado na concentragdo de 3%.

TABELA 5- FORMULACOES PREPARADAS

Férmula Composicao
F1 Base A 100g
Acido kéjico 3%
F2 Base B 100g
Acido kéjico 3%
Base C 100g
F3 Acido kéjico 3%
10% de agua do volume final
Base C 100g
F4 Acido kéjico 3%

50% de dagua do volume final

O creme base A (anionico) é comercializado como Lanette N® e se difere da base B
(n@o0-10nico) somente em relacdo ao tensoativo, sdo bases auto-emulsionantes utilizadas em
uma grande variedade de formulac¢des e suportam a adi¢do de diferentes ativos, sendo uns dos
principais veiculos para o preparo de formas farmacé€uticas semissdlidas emulsionadas. A
base comercial C apresenta cardter ndo i6nico e € disponibilizada como um veiculo funcional
elaborada com fosfolipidios € permanece estavel com até 80% de dgua podendo-se preparar

cremes de diferentes consisténcias.

4.3 DETERMINACAO DO pH

A determinagdo do pH foi realizada no medidor de pH (mPA210 MS Tecnopon®

Piracicaba, Brasil) com eletrodo de vidro, dispersando uma amostra de cada formulagdo em
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agua destilada, na propor¢ao de 10% (m/v) e o eletrodo foi inserido diretamente na dispersdao

aquosa (BRASIL, 2010).

4.4 DETERMINACAO DA ESPALHABILIDADE

A determinacdo da espalhabilidade foi realizada de acordo com a metodologia
previamente descrita na literatura por KNORST (1991). Sob um suporte com drea de 400cm?,
onde foi posicionada uma folha de papel milimetrada e sobre o papel aplicou-se uma placa de
vidro. Uma placa-molde, circular, de vidro (didmetro de 20cm, espessura de 0,2mm), com
orificio central de 1,2 cm de didmetro foi colocada sobre a placa suporte.

A amostra foi introduzida no orificio da placa-molde, com o auxilio de uma espatula
foi espalhada e nivelada. Em seguida, a placa-molde foi cuidadosamente retirada e sobre a
amostra, colocou-se uma placa de petrie e diferentes pesos pré-determinados. Ap6s 1 minuto,
calculou-se a superficie que a formulacdo abrangeu, através da medicdo do didmetro médio
em duas posicdes opostas. Este procedimento foi realizado em triplicata em todas as
formulacdes, aplicando-se 5 pesos diferentes.

Os resultados foram expressos em espalhabilidade da amostra em fun¢do do peso

aplicado, determinados a 25 °C, através da equagao:

d’>.

.
)

Onde:
Ei= espalhabilidade da amostra para peso i (mm?)

d= diametro médio (mm)
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FIGURA 13 - DETERMINACAO DA ESPALHABILIDADE
FONTE: ADAPTADO KNORST, 1991

4.5 CARACTERIZACAO REOLOGICA

As andlises reoldgicas foram realizadas no equipamento Haakerheostress 1 (Thermo
Scientific®™ Victoria, Austrélia), equipado com banho termo circulante para controle da
temperatura. Utilizou-se o sistema de medida cone-placa com o sensor C60/2°Ti (raio= 30cm;
angulo B = 2°; material de titanio).

Primeiramente realizou-se uma varredura de tensdao, com o objetivo de determinar a
regido viscoeldstica de cada formulacdo em fun¢do da tensdo. Assumiu-se a tensdo de 1Pa
para as 4 formulacdes e em seguida foi realizada uma varredura de frequéncia na faixa de 0,05
a 10Hz, em duplicata. As amostras foram carregadas com o auxilio de uma espétula e ajustou-

se o banho termo circulante em 25°C.
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4.6 VALIDACAO DO METODO

A validagdo deve garantir, por meio de estudos experimentais que o método atenda as
exigéncias das aplicagdes analiticas, sendo classificada em quatro categorias (de I a IV) de
acordo com a finalidade dos testes.

Testes quantitativos para a determinacdo do farmaco em produtos farmacéuticos foram
realizados (categoria I), onde validou-se a quantificagdo do 4cido kéjico em tampao fosfato
pH 7.4. O método espectrométrico de absor¢do em UV-vis foi desenvolvido e validado
considerando-se a metodologia proposta por Gomara (2003), a qual determina a regido de
absor¢do do 4cido kdjico em UV-vise metodologia proposta por Piantavini (2010), que
relaciona diferentes solugdes e pH para determinagdo do 4cido kéjico na metodologia

proposta.

4.6.1 Linearidade

A linearidade foi determinada através do preparo de 3 solugdes-mae (2000 pg/mL de
acido kojico, em dias diferentes) da qual foram feitas diluigdes volumétricas para se obter
solucdes de concentragdes (0,75; 2,6; 5; 10; 15; 20 ug/mL) de 4cido koéjico. Realizou-se
ensaio em triplicata, e a leitura foi realizada em espectrofotometro de UV-visivel 269 nm,
utilizando como branco tampao fosfato pH 7,4.

Relacionaram-se as absorbancias obtidas com as suas concentracdes correspondentes e

tragou-se um gréfico, determinando-se a equacdo da reta e o coeficiente de determinagdo.

4.6.2 Precisao

Avaliou-se em dois niveis, a repetitividade (precisdo intra-dias) e a precisio

intermedidria (inter-dias).
4.6.2.1 Repetitividade
Para avaliar a concordancia entre os resultados dentro de um curto periodo de tempo,

preparou-se no mesmo dia, trés solugdes-mae de 2000 pLg/mL. A partir destas, preparou-se

solucdes volumétricas com diferentes concentracdes de dcido kdjico (5,10 e 15 pg/mL). O
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desvio padrdo relativo (DPR) de cada uma das diferentes concentragdes foi calculado e as
leituras das absorbancias foram realizadas em 269nm, utilizando como branco o tampao

fosfato pH 7,4.
4.6.2.2. Precisao Intermediaria

Avaliou-se a concordancia entre os resultados inter-corridas, preparando-se em dias
distintos, duas solucdes-mae de concentragdes iguais de 2000 pg/mL. A partir destas,
realizou-se diluicdes em baldo de 10 mL para obter-se diferentes concentracdes de dcido
kojico (5,10 e 15 pg/mL). O teste foi realizado em triplicata e as leituras das absorbancias
foram realizadas em 269nm, utilizando como branco o tampao fosfato pH 7,4. O DPR de cada

uma das concentragdes foi avaliado.
4.6.3 Exatidao

A exatidao foi determinada através do ensaio de recuperacdo, método mais utilizado
para a validacdo de processos analiticos. Reflete a quantidade do analito recuperado no
processo em relagcdo a quantidade real presente na amostra.

A exatidao é expressa como erro sistemdtico percentual inerente ao processo que
ocorre pela baixa recuperacdo da extracdo, medidas volumétricas imprecisas ou substancias

interferentes na amostra.

Realizou-se o ensaio de recuperacdo segundo INMETRO (2011), preparando-se 3
solucdes distintas, ¢l ( solucdo fortificada com o veiculo), c2 ( solugdo com o creme base) e

c3 (solucdo de acido kojico adicionado). A recuperacdo foi calculada segundo a férmula:

cl—c2

100
c3 )x

Recuperagio (%) = (

A leitura foi realizada em 269nm, utilizando como branco o tampao fosfato pH 7,4
com 5 determinagdes, sendo estas em 3 niveis de concentragdes (5, 10, 15 pg/mL).
Para avaliar a exatiddo, aplicou-se o teste de significancia Teste ¢ de Student. Os

valores foram submetidos ao teste hipdtese, sendo estabelecida como hipétese nula (Ho):
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u=100% e como hipétese alternativa (H;): u # 100% . O valor de t experimental foi calculado

através da equacao :

- (i}(c( - “ )\"“;

exp .S
Ree

onde:

XRree = média de recuperacdo do métodos
u = valor esperado

n= tamanho da amostra

Srec = desvio padrao das médias de recuperacdo de cada nivel de fortificacdo

4.6.4 Robustez

No teste de robustez, avaliou-se a influéncia do tempo de leitura na intensidade de

absor¢ao, visto que os testes in vitro foram realizados em um periodo de 6 horas.
4.6.4.1 Influéncia do tempo de leitura na intensidade de absor¢dao

Preparou-se uma solugdo-mae de acido kéjico de 2000 pug/mL, a partir da qual se
obteve trés solucdes volumétricas com concentragdes de 1; 7,6 e 15ug/mL. O teste foi
realizado em triplicata e procedeu-se a leitura em espectrofotdmetro de ultravioleta em 269
nm utilizando como branco o tampao fosfato pH 7,4.

Ap6s a primeira leitura (tempo zero), a amostra foi mantida em temperatura ambiente
e realizou-se uma segunda leitura 6 horas apds a primeira. Para verificar a igualdade das
médias das varidveis no tempo zero e tempo 6 aplicou-se o teste z-student, obtendo-se o valor

de Gép”.
4.7 ENSAIO DE LIBERACAO IN VITRO

O ensaio de liberacdo in vitro foi realizado utilizando o equipamento “Topical and
Transdermal Diffusion Cell Systems”, Hanson Research® O sistema é composto por:
microetteplus® (responsdvel pela injecdo da solucdo receptora e onde programa-se o ensaio),

multiFill® (realiza as coletas), Stirrer® (responsdvel pela agitacdo magnética), banho de
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aquecimento, suporte para as células, impressora e as células e seus componentes como o
wafer (anel dosador), disco oclusivo, tampa metdlica e trava, Figura 14. O sistema é composto

por 6 células que apresentam area difusional de 1,76 cm’e volume de aproximadamente 7 mL.

4 Precision 6-cell |
drive and stainfess
stand

FIGURA 14 - EQUIPAMENTO DE PERMEACAO CUTANEA (HANSON RESEARCH®)
FONTE: HANSON RESEARCH, 2014

4.7.1 Solugdo Receptora

Com base em estudo de (GOMARA, 2003) estabeleceu-se o tampao fosfato pH 7,4
como solucdo receptora, a qual foi preparado conforme a Farmacopéia Brasileira (BRASIL,
2010). Com a finalidade de conhecer a sink-condition para o farmaco na solugdo receptora de

escolha, realizou-se teste de solubilidade do 4cido kéjico em tampao fosfato pH 7.4.

4.7.1.1 Teste de Solubilidade

O teste de solubilidade foi realizado por meio do método de equilibrio, empregando a
técnica do shake-flask, no equipamento shaker (MA 830 Marconi, Sao Paulo, Brasil), com
temperatura controlada de 32°C e agitacdo de 150 rpm. O farmaco foi acondicionado em um

frasco com tampa com capacidade de 50 mL, contendo 10 mL de tampao fosfato pH 7,4 em
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uma dispersdo supersaturada. Apds 72 horas, as amostras realizadas em triplicata, foram

filtradas, diluidas e quantificadas em UV-visivel em 269nm.
4.7.2 Preparo da amostra

As amostras de 400mg foram pesadas e aplicadas sobre a membrana com o auxilio de

uma seringa.
4.7.3 Preparo das membranas

Utilizaram-se membranas artificiais de acetato de celulose e polietersulfona, ambas

com 0,45 uym de didmetro de poro e 25mm de diametro.
4.7.4 Preparo do aparato

O teste foi realizado em triplicata para cada amostra e membrana. Como controle,
utilizaram-se formula¢des sem o farmaco as quais foram procedidas os testes de liberacao nas

mesmas condi¢des que nas formulagdes analisadas.
4.7.5 Execucdo do ensaio

As células de difusdo foram encaixadas nas respectivas posi¢des do suporte,

o
25
& o

FIGURA 15 - DESENHO EXPERIMENTAL DA DISPOSICAO DAS CELULAS NO TESTE DE
LIBERACAO IN VITRO
FONTE: HANSON RESEARCH, 2012

obedecendo a ordem, Figura 15.
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Conectaram-se as células os canais para entrada de 4dgua para aquecimento na
temperatura de 32°C. As bolhas foram retiradas das células de liberagdo e se conectaram os
canais para entrada e coleta da solucao receptora.

Programou-se o equipamento para a execugdo do teste, com rotacdo de 500rpm e
volume de coleta de 0,5mL. Realizaram-se oito coletas, nos intervalos de tempo de 15, 30, 60,
120, 180, 240, 300 e 360 minutos.

Acionou-se o preenchimento das células com a solucdo receptora e com o auxilio de
uma seringa, manualmente, completou-se o volume até a formacao de um menisco positivo na
parte superior da célula, as bolhas foram retiradas cuidadosamente. A membrana, previamente
saturada por 30 minutos no meio receptor, foi delicadamente colocada sobre a célula,
evitando a formacao de bolhas e sobre a mesma colocou-se o anel dosador, wafer.

A amostra, com o auxilio da seringa, foi aplicada dentro da cavidade do anel e
espalhada uniformemente com uma espatula. Colocou-se o disco oclusivo sobre a amostra e

apos, a tampa metdlica e a trava, Figura 16.

C S— y s | I__L _____ I 12
trava ! I| tampa metalica
J
:l disco oclusivo
% amostra
L ,3'
wafer
membrana

FIGURA 16 - REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA MONTAGEM DA CELULA DE
LIBERACAO
FONTE: ADAPTADO HANSON RESEARCH, 2012

As amostras coletadas foram diluidas em tampao fosfato pH 7,4 e realizou-se a leitura

em espectrofotdmetro de UV-vis em 269nm, utilizando como branco a solugdo receptora.
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4.7.6 Célculo da velocidade de liberagao in vitro

A velocidade de liberacdo dos produtos foi obtida através de grafico da quantidade
liberada de farmaco por unidade de drea de membrana (ng/cm?) em funcdo da raiz quadrada

do tempo (horas).

4.7.7 Comparacao das velocidades de liberacdo in vitro entre as membranas

Com o objetivo de comparar a similaridade de liberagdo in vitro entre a membrana de
polietersulfona e acetato de celulose, utilizou-se um teste estatistico de comparacdo de 2

médias (teste t) com varidncias desconhecidas e diferentes.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 FORMULACOES

As quatro formulagdes preparadas apresentaram aspectos visuais distintos, as
manipulagdes com a base comercial C apresentaram uma coloragdo mais amarelada, enquanto
com a base A e base B a coloracdo ficou mais proxima ao branco. Esta coloragdo das
formulacdes corresponde a mesma da base isenta do fairmaco, visto que a adi¢do de acido
koéjico ndo alterou o aspecto visual do veiculo.

Os veiculos foram adquiridos na forma de bases comerciais de uma farméacia de
manipulacdo. O creme base Lanette N® e o ndio idnico sdo bases auto-emulsionantes utilizadas
em uma grande variedade de formulagdes e suportam a adicao de diferentes ativos, sendo uns
dos principais veiculos de escolha na prescricdo e no momento da manipula¢do. Enquanto a
base comercial C estd disponivel como veiculo funcional e a incorporacdo de acido kdjico
nesta base foi testada e indicada pelo fornecedor, sendo que este veiculo permanece estavel
com até 80% de &4gua, podendo-se manipular cremes de diferentes consisténcias. A

composi¢cdo qualitativa das bases estd descrito na Tabela 6.

TABELA 6 — COMPOSICAO QUALITATIVA DOS VEICULOS

Base A Base B Base C
- Aqua - Aqua - Glyceryl Stearate
- Sorbitol - Glycerin - PEG 100 Stearate
- Mineral oil - Phenoxyethanol - Hydrogenated ethylhexyl olivate
- Cetearyl alcohol - Cearyl Alcohol - Isopropryl myristate
- Cetearyl Sulfate - Ceteareth 20 - Sodium acrylates copolymer
- Acid - Mineral Oil - Hydrogenated polyisobutene
etilenodiaminatetracético | - Lanolin Alcohol - Phospholipids
- Phenoxyethanol - Acid - Polyglyceril- 10 stearate

etilenodiaminatetracético
- PEG 75 Lanolin

- Helianthus annus seed oil

- Lecthin

Phenoxyethanol

- Aqua

- EDTA disodium

- Hydroxypropyl methylcellulose

Basicamente a base A e B apresentam em suas composi¢cdes umectantes € emolientes,

enquanto a base C apresenta uma variedade maior de umectantes e emolientes, além de ser

composta por fosfolipidios e lecitina que atuam nas membranas celulares proporcionando
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maior hidratacdo. Todas as bases apresentam carateristica de emulsdo O/A e como
conservante o fenoxietanol, um éter dlcool aromdtico também com acdo bactericida.
Conforme a ficha de informag¢do de seguranca de produto (VIAFARMA, 2014)
referente ao farmaco em estudo, as formulacdes foram ajustadas para permanecer no pH em
torno de 4, sendo o pH ideal de estabilidade para preparagdes contendo o dcido kéjico, Tabela
16. A F3 e F4 foram manipuladas com a base comercial C e se diferem apenas pela
quantidade de 4dgua adicionada, atribuindo uma consisténcia visual mais liquida a F4. Entre as

formulacdes, a F1 apresentou-se visualmente mais pesada.

TABELA 7 - CARACTERISTICAS DAS FORMULACOES

Formulacao | pH Caracteristicas Organolépticas
1 4,19 Branca, brilhante, inodora, homogénea
2 4,20 Branca, brilhante, inodora, homogénea
3 4,20 Amarelada, brilhante, inodora, homogénea
4 4,20 Amarelada, brilhante, inodora, homogénea

5.2 DETERMINACAO DA ESPALHABILIDADE

A espalhabilidade tem como objetivo avaliar a expansdo de uma formulacdo
semissOlida sobre uma superficie apés um determinado periodo de tempo € uma caracteristica
fundamental em preparacdes semissolidas, pois reflete na aplicacio da formulagdo e
consequentemente na absorcdo pela pele (MUENZEL, 1959).

Os valores de espalhabilidade obtidos para as formulacdes em fung¢do do peso
adicionado, revelam o mesmo comportamento em todas as formulacdes. Observou-se o
acréscimo na espalhabilidade com o aumento do peso adicionado, porém cada formulagdo

apresentou valores distintos, Tabela 8.

TABELA 8- VALORES DE ESPALHABILIDADE EM FUNCAO DO PESO APLICADO

F1 F2 F3 F4
Ei (mm’)
Peso de 50g | 19,102+1,1 | 19,887 1,1 | 22,503 +1,0 | 22,896 +0,9
Ei (mm’)
Peso de 200g | 23,288 +0,9 | 24,989 +0,9 | 25,643 +0,8 | 25,774 +0,8
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Ei (mm®)

Peso de 500g | 27,606 +0,8 | 27,998 +0,8 | 28,914 +0,7 | 29,699 +0,7

Ei (mm’)

Peso de 1000g | 27,737 +0,8 | 28,522 +1,5 | 30,092+1,9 | 31,662+ 1,4

Ei (mm®)

Peso de 2000g | 28,653+ 1,3 | 29,568 +0,7 | 33,363 +0,1 | 34,409 +0,6
*n=3 =+ DP

A F4 apresentou a maior espalhabilidade, justificado pelo teor de dgua superior e o
aspecto mais liquido entre as formulagdes. A maior espalhabilidade confere maior facilidade

de distribui¢ao da formulagao sobre a pele.
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FIGURA 17- ESPALHABILIDADE MEDIA DAS FORMULACC)ES EM FUNCAO DO PESO

ADICIONADO

A espalhabilidade estd estreitamente relacionada com as caracteristicas reoldgicas,
contribuindo significativamente na viscosidade. A avalia¢do das caracteristicas reoldgicas de
produtos semissélidos ¢é utilizada no progndstico dos efeitos da formulagdo e do

processamento, nas caracteristicas do produto, na avaliacio da qualidade e estabilidade

(BORGHETTI, KNORST, 2006).
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5.3 CARACTERIZACAO REOLOGICA
5.3.1 Varredura de tensio

A varredura de tensao foi realizada com o objetivo de determinar a regido viscoelastica
linear das formulagdes, nesta regido os valores de G’ (mdédulo de armazenamento) e G”
(médulo de perda) permanecem constantes com o aumento da amplitude da tensao aplicada.

Na viscoelasticidade, o material comporta-se com propriedades viscosas e eldsticas
simultaneamente, resistindo ao escoamento, como os liquidos, e sofre deformacdo quando
submetido a uma for¢a, como nos sélidos, sendo essa deformag@o removida quando a forca
atuante € retirada do sistema.

Frequéncias distintas de 0,05 Hz e 10 Hz foram aplicadas e a tensdo de 1Pa foi
selecionada para andlise de varredura de frequéncia, pois nesta tensdo todas as formulagcdes
permaneceram com a estrutura integra, G’ ¢ G” constantes. E de fundamental importincia
realizar a andlise do regime oscilatério nesta regido, pois a rede péctica, a estrutura da
emulsdo, encontra-se integra, caso contrario os valores dos médulos seriam muito menores

devido ao cisalhamento e a destrui¢do da rede péctica, Figura 18 e 19.
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FIGURA 18 - VARREDURA DE TENSAO NA FREQUENCIA DE 0,05HZ.
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FIGURA 19 - VARREDURA DE TENSAO NA FREQUENCIA DE 10 Hz.

5.3.2 Varredura de frequéncia

A varredura de frequéncia demonstrou que o médulo G’(armazenamento) apresentou,
de maneira geral, um valor superior ao G” (mdédulo eldstico) em todas as formulacoes,
refletindo na aparéncia semissélida das formulacdes.

Valores de G’> G” demonstram a predominancia da propriedade eldstica, sendo que
formulacdes semissolidas devem apresentar altos valores de G’ apds estresse, demonstrando
que se deformam durante a aplicagdo, tornando-se mais fluidas, facilitando o espalhamento e
recuperando a viscosidade inicial no momento em que se encerra a aplicagdo, o que evita que
o produto escorra (NAGELREITER, et al., 2013).

Todas as formulacdes apresentaram G’> G” (Figura 20 a 23) em todas as frequéncias
aplicadas, sendo a tangente de delta préximo a 0 e evidenciado o maior cardter eldstico das
formulacdes e comportamento pseudopléstico. Estas caracteristicas reoldgicas refletem no
enchimento e retirada do material de acondicionamento, espalhabilidade e aderéncia sobre a

pele e aceitabilidade pelo paciente.
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FIGURA 23 - VARREDURA DE FREQUENCIA F4

Cada componente de uma emulsdo contribui para a reologia do sistema; a fase

dispersa, a fase continua e o emulsificante, justificando os comportamentos reolégicos

distintos nas formulacdes testadas.
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O comportamento reoldgico € de fundamental importincia na manipulacio e
desenvolvimento de produtos tépicos, pois um fluxo adequado do sistema € exigido para que

a atividade terapéutica seja assegurada.

5.3.2.1 Viscosidade Absoluta

Através da varredura de frequéncia (Figura 24) obteve-se a viscosidade absoluta das
formulacdes, observando-se uma diminui¢dao da viscosidade com o aumento da frequéncia.
Este resultado revela uma estrutura formada pela interacdo dos componentes da formulagdo,

sendo gradualmente quebrada pelo aumento da frequéncia e consequentemente diminuindo a

viscosidade.
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FIGURA 24 - VISCOSIDADE ABSOLUTA DAS FORMULACOES

Segundo LACHMAN et al. (2001), a viscosidade de uma emulsdo pode ser alterada
pela composi¢do de lipidios, fato que pode ter contribuido para a viscosidade absoluta inferior
da F3 e F4 € a composicao do veiculo, pois apresenta em sua constitui¢ao fosfolipidos.

A viscosidade de emulsdes depende da viscosidade da fase continua e dispersa; do
tamanho médio e distribuicdo das goticulas; taxa de deformacgdo; temperatura; natureza e

concentracdo do agente emulsificante (MENDONCA, et. al., 2009).
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A taxa de liberacdo de um farmaco depende diretamente das caracteristicas fisico-
quimicas do veiculo e do farmaco. A viscosidade € um fator fundamental, sendo que quanto
maior a viscosidade da formulacdo, maior € a probabilidade do farmaco ser liberado

lentamente (MENDONCA, et al., 2009).

5.4 VALIDACAO DO METODO

O método foi desenvolvido e validado levando-se em consideracdo o comprimento de
onda utilizado por Gomara (2003) para a quantificagcdo da matéria-prima, acido kdjico, em
especialidades farmacéuticas semissolidas. Os parametros analisados foram linearidade,

precisao, exatidao e robustez.

5.4.1 Linearidade

Através de espectrofotometria no ultravioleta obteve-se a curva padrdo do &cido
kéjico, a qual apresenta linearidade entre as concentragdes de 0,75 a 20 pg/mL.

Obteve-se um coeficiente de determinagdo (Rz) de 0,9996, valor satisfatorio que
atende o valor exigido pelo Inmetro de 0,9 e pela Anvisa (BRASIL, 2003), a qual exige um
coeficiente de 0,99. O coeficiente de correlagdo, préximo a 1, demonstra que hd correlacdo
linear entre as concentragdes e os valores de absorbancia na faixa analisada. A curva padrdo
obtida assim como a equacdo da reta e o coeficiente de correlagdo estdo representados na

Figura 25.
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FIGURA 25- CURVA PADRAO DE A K.

5.4.2 Precisao

A precisdo foi avaliada através da repetitividade e da precisao intermedidria

5.4.2.1 Repetitividade

O ensaio de repetitividade apresentou valores de desvios padrao relativo igual ou

inferiores a 1%, valor dentro do aceitdvel para teste intra-dia, comprovando a precisdo do

método (CHASIN, 1998), Tabela 9.

TABELA 9- CONCENTRACOES OBTIDAS NA AVALIACAO INTRA-DIA

Conc. Teorica | Concentracio média | Média + DP | DPR

AK (ng/mL) %
5 pg/mL 464 | 4,65 | 468 | 4,65+0,02 | 0,44
10 ug/mL 9,08 | 898 | 9,09 | 9,09+006 | 067

15ug/mL | 15,10 | 1540 | 15,18 | 15,23 0,15 | 0,99

*n=3
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5.4.2.2 Precisdo intermediaria

A precisdo intermedidria foi avaliada em dois dias distintos, obtendo-se valores de
DPR abaixo de 2,0%, o qual é considerado aceitdvel para anédlises realizadas em diferentes
dias (CHASIN, 1998). Demonstrou-se que o procedimento € estdvel para a quantificacdo do

acido koéjico, Tabela 10.

TABELA 10- CONCENTRACOES OBTIDAS NA AVALIACAO INTER-DIAS

Conc. Concentracao Concentracao Média+ DP | DPR
teorica A.K Dia 1 (ug/mL) Dia 2 (ug/mL) %

5 ug/mL 4,972 | 4,992 4,914 5,070 5,031 5,109 5,014 £ 0,07 1,40
10 ug/mL | 10,216 | 10,313 | 10,450 10,548 | 10,684 | 10,743 | 10,492+0,20 | 1,96
IS pg/mL | 15,109 | 15,323 | 15,050 | 15,167 | 15,245 | 14,992 | 15,148 +0,12 | 0,81

*n=3

5.4.3 Exatidao

Com a finalidade de avaliar se os veiculos utilizados interferiam na quantificacdo do
acido kéjico realizou-se o teste de exatidao através da recuperagdo incorporando-se as bases
pré-elaboradas industrialmente.

Segundo Gomara (2003) o conservante metilparabeno possui semelhanca eletronica
com o 4cido kdjico e apresenta uma banda de absor¢do na faixa espectral de 250 a 300nm,
interferindo diretamente na quantificacdo do acido kéjico. As bases comerciais utilizadas
como veiculo, apresentam em sua composi¢ao o conservante fenoxietanol e com o objetivo de
verificar se 0 mesmo poderia interferir no ensaio de recuperagdo, realizou-se um espectro de

varredura de 200 a 400nm, Figura 26.
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FIGURA 26 — ESPECTRO DE ABSORCAO~NO ULTRAVIOLETA DA SOLUCAO DE 1 pg/mL DA
BASE EM TAMPAO FOSFATO pH 7,4

Apesar do espectro de absor¢do do ultravioleta da solu¢do contendo somente o creme
apresentar uma pequena absorcao na faixa de 250 a 300 nm, ndo ocorreu interferéncia do
creme no ensaio de exatidao.

Para todos os niveis de concentracdo de édcido kéjico (5,0; 10,0 e 15,0 pg/mL), a
solugdo final (c1) foi preparada a partir de 2,5mL da solucdo c2 e 2,5mL da solucdo c3
respectiva. As solucdes c2 e ¢3 para os 3 niveis de concentragdo de acido kéjico foram
preparadas com diferentes concentracdes a fim de se obter a solug¢do final de acido kéjico
correspondente ao proposto: 5,0; 10,0 e 15,0 pg/mL .

As porcentagens de recuperacao obtidas com todas as bases estdo proximas a 100 % e
dentro do limite considerado aceitavel por Leite Jr (2002) de 98 a 102 % e Anvisa (BRASIL,
2003) que admite um desvio de até 15%. Sendo assim, o método de quantificacdo do acido

kéjico por espectrofotometria no ultravioleta mostrou-se exato, Tabela 11.

TABELA 11 — TESTE DE RECUPERACAO

Conc. teodrica Recuperacao (%)
(ug/mL) Base A | BaseB | Base C
5,0 98,98 98,83 99,37
10,0 99,51 99,51 100,68
15,0 99,16 99,16 100,72

*n=3
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A exatiddo também foi avaliada através do teste de significancia (t-Student), através
da média de recuperagdo e do desvio padrdo da média obteve-se o valor de tex, < 1,55, sendo o
valor t tabelado de 2,776 com 95% de confianga e n-/ graus de liberdade. Como texp < tap S€
aceita a hipétese nula (Hyp), ou seja, nao se pode afirmar que existam diferencas significativas
entre os valores esperados e encontrados para todos os veiculos estudados com 95% de

confian¢a, mostrando que o método proposto € suficientemente exato, Tabela 12.

TABELA 12- VALOR DE t CALCULADO PARA O TESTE DE EXATIDAO

Veiculo | X Rec (%)* SRec+ [——

Base A 99,53 0,925 1,136
Base B 99,47 0,766 1,547
Base C 100,25 1,268 0,440

*média de recuperacio do método
**desvio padrdo da média das recuperacdes
**% t de Student calculado

5.4.4 Robustez

Através da robustez avaliou-se a capacidade do método resistir a pequenas variacdes

dos parametros analiticos como o tempo de leitura.

5.4.4.1 Influéncia do tempo de leitura na intensidade de absor¢do

O teste de liberagcdo in vitro, utilizando as células de Franz, foi realizado por um
periodo de 6 horas, justificando-se a necessidade de avaliar se o método resistiria a esta
varia¢do do tempo de leitura.

Aplicou-se o teste t-Student para verificar a igualdade das médias das varidveis no
tempo zero e tempo 6 . Em todas as concentragdes (1; 7,6 e 15 ug/mL) obteve-se valores de
“p” > 0,05 ndo se devendo rejeitar a hipétese nula e que os valores sdo estatisticamente iguais

aos ‘“‘verdadeiros”, assumindo assim que as varidveis sdo iguais e demonstrando que ha

estabilidade da leitura da absorbancia do dcido kéjico em 6 horas.
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TABELA 13 - CONCENTRACOES OBTIDAS NA AVALIACAO DO TEMPO DE LEITURA

Conc. tedrica Concentracao obtida Concentracao obtida “p-value”
AK Tempo 0 (ug/mL) Tempo 6 (ug/mL)
1 pg/mL 0,996 | 0,665 | 0,489 | 1,250 | 0,899 | 0,762 0,289

7,6 ug/mL 6,474 | 7,273 | 7370 | 6,844 | 7,565 | 7.663 | 0,450
15 ug/mL 15,109 | 15,402 | 14,797 | 15,363 | 15,869 | 15,090 | 0,305

*n=3

5.5 ENSAIO DE LIBERACAO IN VITRO

O ensaio de liberagdo in vitro foi conduzido com célula de difusdo do tipo Franz, com
temperatura controlada de 32°C e agitacio magnética de 500rpm para evitar a obtencdo de
concentracoes localizadas de farmaco e para minimizar as camadas de difusdo na interface da
membrana.

A selecdo da solugdo receptora é um fator critico no teste de liberagdo in vitro pois
depende da solubilidade do farmaco, além da necessidade em se manter a sink-condition.
Como o dcido kéjico € solivel em dgua, as solugdes receptoras mais indicadas sdo solugdes
tampao isotdnicas com valores de pH em torno de 7,4.

Avaliou-se a solubilidade do 4cido kéjico em tampao fosfato pH 7,4 obtendo-se uma
saturacao média de 24942,13ug de 4cido kdjico em 1mL de solucdo tampao fosfato pH 7.4.

A quantidade de 4cido kdjico liberada foi determinada a partir de curva padrao do

farmaco em tampao fosfato pH 7,4, obtida em comprimento de onda de 269nm.

5.5.1 Liberacao in vitro com membrana de polietersulfona

As porcentagens de dcido kdjico liberadas em cada formulacdo, através da membrana

de polietersulfona, em cada tempo de coleta estao apresentadas na Tabela 14 a 17.

TABELA 14 - QUANTIDADE LIBERADA DE A K. NA F1, ATRAVES DA MEMBRANA DE

POLIETERSULFONA
TEMPO Taxa de liberacao DPR
(horas) (%) (%)
0,25 4,02 2,42

0,5 6,60 7,54




1 9,50 5,43
2 12,60 4,36
3 13,46 2,26
4 15,28 2,40
5 15,75 0,60
6 14,49 2,94

*n=3

TABELA 15 - QUANTIDADE LIBERADA DE A.K. NA F2, ATRAVES DA MEMBRANA DE

POLIETERSULFONA
TEMPO  Taxa de liberacao DPR
(horas) (%) (%)
0,25 547 4,39
0,5 9,89 0,54
1 13,25 1,41
2 16,46 2,44
3 20,65 1,43
4 21,59 0,56
5 20,65 1,07
6 18,43 0,94

*n=3

TABELA 16 - QUANTIDADE LIBERADA DE A.K. NA F3, ATRAVES DA MEMBRANA DE

POLIETERSULFONA
TEMPO  Taxa de liberacao DPR
(horas) (%) (%)
0,25 10,87 6,17
0,5 15,16 1,13
1 21,20 4,14
2 25,72 2,51
3 27,61 3,00
4 24,69 4,35
5 23,72 5,00
6 21,34 2,94

*n=3
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TABELA 17 - QUANTIDADE LIBERADA DE A.K. NA F4, ATRAVES DA MEMBRANA DE

POLIETERSULFONA
TEMPO  Taxa de liberacao DPR
(horas) (%) (%)
0,25 13,12 1,03
0,5 16,91 2,18
1 25,06 3,48
2 36,99 4,58
3 39,94 2,10
4 38,67 4,69
5 37,98 2,28
6 35,99 1,53

*n=3

O desvio padrao relativo entre as seis células de cada experimento foi menor que 10%
para todas as amostras, apresentando baixa variabilidade entre as réplicas dos ensaios de
liberagdo, demonstrando boa precisdo do método.

Em um produto dermatoldgico, a medida que a concentracdo do ativo diminui, o fluxo
através da membrana também tende a diminuir, fato observado no perfil de liberacdao. A F3 e
F4 liberaram em maior porcentagem o 4cido kéjico e atingiram um pico de liberacdo mais
rapido (5* coleta) que as demais formulacdes que liberaram porcentagens menores € atingiram

a liberacdo maxima entre a 6* e 7* coleta, Figura 27.
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FIGURA 27 - PORCENTAGEM DE A K. LIBERADA EM CADA COLETA, ATRAVES DA
MEMBRANA DE POLIETERSULFONA

Através do perfil de liberagcdo e da quantificagdo da amostra que restou sobre a
membrana apds o teste de liberacdo, Tabela 18, observa-se que ndo foi liberada a totalidade
do farmaco e que a solugdo receptora obedece a sink-condition, sendo que o valor permeado

nao ultrapassa 10% da concentragdo de saturagao do acido kéjico em tampao fosfato pH 7,4 .

TABELA 18- QUANTIDADE DE A.K. RETIDA SOBRE A MEMBRANA DE
POLIETERSULFONA APOS O TESTE DE LIBERACAO IN VITRO

Férmula Quantidade retida (%)
1 49,86
2 39,68
3 29,41
4 20,49

*n=3

A alteracdo no fluxo, com picos de liberagao seguidos por queda, possivelmente esteja
ocorrendo devido a diferenga na cedéncia do ativo. H4 uma liberag¢do superior do farmaco que
estd em contato direto com a membrana e liberagdo menor e diferenciada do farmaco que ndo

estd em contato com a mesma.
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A liberacdo superior de acido kéjico na F4 e F3, as quais apresentavam o mesmo
veiculo diferindo apenas na quantidade de 4gua, pode ser explicada pela composicdo
fosfolipidica da base (comercial C) que reconhecidamente sdo agentes promotores de
liberacdo (KATO et.al., 1987). A sele¢do do veiculo desempenha um efeito sinérgico com os
fosfolipidios no aumento da liberagdo, sendo que o veiculo é o fator determinante para o
desempenho deste promotor (YOKOMIZO, SAGITANI, 1996).

Através da viscosidade e teor de dgua € possivel explicar os diferentes
comportamentos das formulacdes, influenciados pelos excipientes, e consequentemente a
diferenca de liberagcdo do acido kéjico entre as férmulas.

Segundo MENDONCA et al. (2009) uma viscosidade menor da formulacdo é um
indicativo de liberacdo mais rdpida do farmaco, fato também observado no presente trabalho
comprovado pelo coeficiente de determinacio (R’= 0,9935) muito préximo da correlacio
perfeita, Figura 28.

BARRY (1983) correlacionou inversamente os valores de viscosidade com a taxa de
liberagdo, MARRIOT (1996) observou que a absorcdo de agentes ativos pela pele diminuia
com o aumento da viscosidade do veiculo. WALKOW, MCGINITY (1987), CHORILLI et
al., (2007) E BRUSCHI et al., (2007) também constataram esta relacdo inversa entre

viscosidade e quantidade liberada de farmaco.



65

30 T
3
< 25
()
-]
e
§ 20
% ¢ formula 1
< 15 ,
g W formula 2
-§ 10 A formula 3
=
= ® formula 4
g s -
o
o 4

0 20000 40000 60000 80000 100000 120000 140000 160000

Viscosidade (mPas)

*Porcentagem de A.K liberada com membrana de polietersulfona, coleta 3
** Viscosidade na freqiiéncia de 4,33 Hz
FIGURA 28 - RELACAO ENTRE PORCENTAGEM DE A K LIBERADA COM A MEMBRANA DE

POLIETERSULFONA (COLETA 3) E VISCOSIDADE DAS FORMULACOES

5.5.1.1 Célculo da velocidade de liberagdao com a membrana de polietersulfona

Segundo Guy e Hadgraft (1990) os dados obtidos de um teste de liberagdo in vitro
deveriam ser analisados empregando-se a raiz quadrada do tempo, esse procedimento seria
necessdrio para linearizar os dados e para um melhor aproveitamento dos pontos do perfil
(HIGUCHLI, 1962; GUY, HADGRAFT, 1990).

Segundo Higuchi (1962) a relacdo da quantidade liberada com a raiz quadrada do
tempo se demonstra linear e véalida para formulagdes tdpicas, enquanto a porcentagem do
farmaco liberada € menor que aproximadamente 30% da quantidade aplicada sobre a
membrana (HIGUCHI, 1962; GUY, HADGRAFT, 1990). Fato observado no perfil de
liberacdo, até 3 horas de ensaio, a liberacdo do acido kéjico para todas as formulacdes foi
crescente e inferior a 30% da quantidade aplicada sobre a membrana.

Quando a liberacdo excede aproximadamente 35 a 45% do conteddo inicial de
farmaco, o pressuposto que hd uma relacdo linear entre a quantidade liberada e a raiz
quadrada do tempo ndo € mais valida (ZATZ, SEGERS,1998).

Zatz e Segers (1998) afirmam que hd um intervalo de tempo em que os experimentos

devem ser realizados, sendo que a coleta de dados deve ser realizada somente apds o
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equilibrio da difusdo, porém, antes de ocorrer um esgotamento excessivo do firmaco no
semissolido.
Levando em consideracdo o exposto, o fluxo de 4cido kéjico das formulacdes foi

calculado por regressdo linear e corresponde a inclinacdo dos 5 primeiros pontos

experimentais, a partir de 0,25h até 3 horas.
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*n=3
FIGURA 29 - QUANTIDADE LIBERADA EM FUNCAO DA \t COM A MEMBRANA DE

POLIETERSULFONA UTILIZANDO OS PONTOS DE COLETA DE 0,25h A 3 HORAS.

5.5.2 Liberacdo in vitro com membrana de acetato de celulose

As porcentagens de 4cido kdjico liberadas em cada formulacdo através da membrana

de acetato de celulose, em cada tempo de coleta estdo apresentadas na Tabela 19 a 22.

TABELA 19 - QUANTIDADE LIBERADA DE A.K. NA F1 UTILIZANDO MEMBRANA DE ACETATO

DE CELULOSE
TEMPO  Taxa de liberacao DPR
(horas) (%) (%)

0,25 4,00 5,13
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0,5 6,71 3,19
1 9,05 0,18
2 12,37 3,09
3 13,58 1,35
4 15,26 5,3
5 15,69 3,00
6 14,76 2,55
*n=3

TABELA 20- QUANTIDADE LIBERADA DE A K. NA F2 UTILIZANDO MEMBRANA DE ACETATO DE

CELULOSE
TEMPO  Taxa de liberacao DPR
(horas) (%) (%)
0,25 5,49 2,04
0,5 9,45 3,91
1 13,79 2,05
2 16,39 2,00
3 20,07 0,50
4 21,23 1,55
5 20,60 0,48
6 18,69 0,81
*n=3

TABELA 21 - QUANTIDADE LIBERADA DE A K. NA F3 UTILIZANDO MEMBRANA DE ACETATO DE
CELULOSE

TEMPO  Taxa de liberacao DPR

(horas) (%) (%)
0,25 11,19 2,41
0,5 14,81 5,66

1 20,17 0,34

2 24,81 0,43
3 25,77 0,59
4 22,42 1,33
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5 22,61 1,32
6 20,64 2,40

TABELA 22 - QUANTIDADE LIBERADA DE A.K. NA F4 UTILIZANDO MEMBRANA DE ACETATO

DE CELULOSE
TEMPO  Taxa de liberacao DPR
(horas) (%) (%)
0,25 13,23 0,35
0,5 17,33 2,46
1 24,47 2,23
2 37,04 4,59
3 40,50 1,06
4 38,91 1,62
5 37,56 3,58
6 36,68 2,93

*n=3

O DPR entre as seis células de cada experimento foi menor que 10% para todas as
amostras, apresentando baixa variabilidade entre as réplicas dos ensaios de liberagao, ou seja,
boa precisdao do método.

O teste de liberacdo utilizando a membrana de acetato de celulose apresentou
comportamento semelhante ao da membrana de polietersulfona. As F3 e F4 liberaram em
maior porcentagem o acido kéjico e atingiram um pico de liberagdo mais rapido (5* coleta)
que as demais formulagdes que liberaram porcentagens menores e atingiram a liberacdo

méxima entre a 6* e 7* coleta, Figura 30.
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FIGURA 30 - PORCENTAGEM DE A.K. LIBERADA EM CADA COLETA, UTILIZANDO

MEMBRANA DE ACETATO DE CELULOSE

Através do teste estatistico t-Student, comprova-se que apds o teste de liberacdo in
vitro nao ocorreu diferencas significativas em relacdo a quantidade de amostra retida sobre as
membranas (polietersulfona e acetato de celulose). Obteve-se um p-value> 0,05 para todas as
formulacdes, ou seja, nao ha diferenca significativa na quantidade de acido kdjico retida na

membrana de acetato de celulose e na membrana de polietersulfona, Tabela 23.

TABELA 23 - QUANTIDADE RETIDA, APOS O TESTE DE LIBERACAO IN VITRO, COM CADA

MEMBRANA
Foérmula Quantidade retida (%) Quantidade retida (%) p-value
Polietersulfona Acetato de Celulose
1 49,86 49,73 0,828
2 39,68 40,22 0,218
3 29,41 29,73 0,673
4 20,29 20,83 0,516

*n=3
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FIGURA 31 - RELACAO ENTRE PORCENTAGEM DE A.K LIBERADA COM A MEMBRANA DE

ACETATO DE CELULOSE (COLETA 3) E VISCOSIDADE DAS FORMULACOES

5.5.2.1 Célculo da velocidade de liberagdo com a membrana de acetato de celulose

O célculo da velocidade de liberag@o utilizando a membrana de acetato de celulose
levou em consideracdo os mesmos aspectos relacionados a membrana de polietersulfona, pois
0 mesmo comportamento de liberagcao foi observado.

O fluxo de 4cido koéjico das formulagcdes foi calculado por regressdo linear e

corresponde a inclinagdo dos 5 primeiros pontos experimentais, a partir de 0,25h até 3 horas.



71

2500 -+

2000 -

E

9

S~

[T}

2

x

<

g 1500 - =¢—Fformula 1
[}

'g == férmula 2
[}

2 1000 - formula 3
(]

S =@=formula 4
= 500 -

c

@

=]

g

O T T T 1
0 0,5 1 1,5 2

Raiz quadrada do tempo (V horas)

FIGURA 32 - QUANTIDADE LIBERADA EM FUNCAO DA vVt COM A MEMBRANA DE
ACETATO DE CELULOSE UTILIZANDO OS PONTOS DE COLETA DE 0O,25h A 3 HORAS.

5.5.3 Comparacdo das velocidades de liberagdo in vitro entre a membrana de polietersulfona e

acetato de celulose

A porcentagem de acido kdjico liberada com a membrana de polietersulfona foi
semelhante a membrana de acetato de celulose. As porcentagens de liberagdo correspondentes
a cada coleta com as duas membranas foram avaliados estatisticamente através do teste para
comparacao de 2 médias (teste t) com variancias desconhecidas e diferentes.

Para todos os tempos de coleta obteve-se um p-value > 0,05, podendo-se considerar as
porcentagens de liberacdo, do farmaco em estudo, relativas 2 membrana de polietersulfona
semelhantes a acetato de celulose. Nao hd diferencas significativas entre as membranas

utilizadas quanto a liberac¢do de dcido kéjico nas formulacdes analisadas.

TABELA 24- TESTE ESTATISTICO (TESTE T) ENTRE A MEMBRANA DE POLIETERSULFONA E DE

ACETATO DE CELULOSE
Coleta p-value p-value p-value p-value
(horas) F1 F2 F3 F4
0,25 0,913 0,891 0,525 0,324

0,5 0,755 0,179 0,559 0,293




1 0,269
2 0,592
3 0,600
4 0,968
5 0,853
6 0,460

0,071
0,823
0,084
0,217
0,733
0,140

0,179
0,139
0,063
0,071
0,257
0,225

0,393
0,974
0,412
0,844
0,684
0,425
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Segundo a literatura (SHAH et al., 1989; SHAH, ELKINS, 1995; SHAH et al., 1999;

NG et al., 2010) nao ha um padrao de comportamento das membranas, pois podem ocorrer

variacdes de acordo com o farmaco, veiculo e solucdo receptora utilizados. SHAH, 1989,

SHAH, 1995 e BEMVINDO, 2006 obtiveram resultados semelhantes na comparacio entre

membranas de acetato de celulose e polietersulfona.

Alta porosidade, espessura minima e nao ocorrer ligacao do firmaco a membrana sao

caracteristicas que oferecem a menor resisténcia difusional (ZATZ,1995), objetivo das

membranas sintéticas, pois permitem identificar a taxa de interferéncia do veiculo na

liberacdo do ativo.



73

6 CONCLUSAO

e As quatro formulagdes foram preparadas com bases magistrais muito utilizadas em
farmécias magistrais, compostas por diferentes excipientes proporcionando preparagdes

com caracteristicas fisico-quimicas distintas.

e A caracterizagdo reoldgica, através da varredura de frequéncia, evidenciou caracteristicas
pseudopldsticas nas formulagdes com médulo G* (médulo de armazenamento) superior a
G” (moédulo de perda) nas frequéncias aplicadas, comportamento esperado para

preparacdes semissdlidas.

e As formulagdes apresentaram comportamentos semelhantes de espalhabilidade com o

aumento do peso adicionado.

* A metodologia validada em espectrofotometria em UV-vis em 269nm apresentou
linearidade, precisdo, exatiddo e robustez para o 4cido kdjico em solugdo tampao fosfato

pH 7.4, em 269nm.

e O teste de liberagcdo demonstrou que a escolha do veiculo pode interferir na atividade
terapéutica, sendo que a F4 liberou a maior quantidade de dcido kéjico, seguida pela F3, F2
e F1. As foérmulas que apresentaram a maior taxa de liberacdo foram preparadas com

veiculo composto por fosfolipidios.

e A taxa de liberagdo foi influenciada pela viscosidade das formulagdes, sendo que quanto

menor a viscosidade maior a taxa de liberagao do dcido kéjico observada.

e Naiao ocorreram diferencgas significativas de libera¢do in vitro de acido kéjico com as
membranas de acetato de celulose e polietersulfona, sugerindo que as membranas sdo

intercambidveis para a andlise do farmaco.
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