UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA FILHO”

FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS DE ARARAQUARA

AVALIACAO DA LIBERACAO, PERMEACAO E RETENCAO
NA MUCOSA VAGINAL IN VITRO DE FORMULACAO
PROPOSTA PARA O TRATAMENTO DA CANDIDIASE

VAGINAL.

Jaqueline Martins Gehlen

ARARAQUARA - SP

2012



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA FILHO”

FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS DE ARARAQUARA

AVALIACAO DA LIBERACAO, PERMEACAO E RETENCAO
NA MUCOSA VAGINAL IN VITRO DE FORMULACAO
PROPOSTA PARA O TRATAMENTO DA CANDIDIASE

VAGINAL.

Jaqueline Martins Gehlen

Trabalho de conclusédo de curso apresentado
ao Curso de Graduacdo em Farmacia-
Bioguimica da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Araraquara, da Universidade
Estadual Paulista para obtencdo do grau de

Farmacéutica-Bioquimica.

Orientadora: Profa. Dra. Maria Virginia Scarpa

ARARAQUARA - SP

2012



AGRADECIMENTOS

Aos meus pais, obrigada pelo amor, apoio, incentivo e confianga sempre. Vocés sédo
meu porto seguro, como é bom voltar para a casa quando as coisas na faculdade

estao “dificeis”.

A repulblica Lolitas, minha segunda familia, obrigada pelos anos de amizade,
companheirismo e aprendizado. Obrigada principalmente as moradoras atuais
Martini, Mobilete, Rapunzel, Carolzinha, Riguelme, Talharim e Horta; Darla (qQue esta
longe e faz uma falta enorme!) e em especial a Din4, que sempre esteve ao meu

lado, nas aulas, nos estagios: as coisas nao teriam sido as mesmas sem voceé!

A minha orientadora Profa. Maria Virginia, obrigada pela oportunidade, pelas

orientacdes e conselhos!

A todos do laboratorio de Controle de Qualidade Fisico Quimico, em especial a

Fatiminha.

A Nati Ferri, sempre muito simpatica, obrigada por tornar minhas tardes no

laboratério mais divertidas e obrigada pela ajuda sempre que precisei.
A Flavia por ter ensinado os meus “primeiros passos” no laboratorio.

Ao Marcelinho pelas informacdes sobre o extrato e pela ajuda na parte de validacao

de metodologia.



Ao laboratério de Cosmetologia, principalmente a Profa. Vera Isaac, por ter auxiliado

na parte de reologia, e a llza, pela atencéo e simpatia.

Aos funcionarios da Biblioteca, em especial ao Rodrigo e Irani, obrigada pela

atencéo.

A todos os professores, técnicos e funcionarios que, direta ou indiretamente,

contribuiram com esse trabalho.

Ao PIBIC/CNPq pelo incentivo em forma de bolsa de iniciacdo cientifica.



SUMARIO

AGRADECIMENTOS

RESUMO

LISTA DE FIGURAS

LISTA DE TABELAS

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

IR 21011007\ 1R 13
LLOBJETIVOS ...ttt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e s e a st nnanaaaeeeeaans 15
2.1. OBJIETIVO GERAL ..outiiiiiiiie ettt ettt e et e e e e e e e s e ea e s 15
2.2. OBIETIVOS ESPECIFICOS ......ooviiieieicieceee et 15
HLLREVISAO BIBLIOGRAFICA .....coouiiiiiieieiieisieieieete ettt 16
3.1, SyNgonantnuS NITENS ........ooiiiiiiii e 16
3.1.1. Atividade antifungica do extrato de Syngonanthus nitens ...............ccccvvveeeee.n. 18
G T2 |V [0 [0 7= V= Vo [ = | PSS 19
3.2.1. A organizacao do tecido epitelial...........coouvieiiiiiiiiii 19
3.2.2. Modelos de estudo da mucosa vaginal ...........cccccviiiiiiiiiiii 20
3.3. Validacdo de Metodologia ANAIITICA .........ccceriiiiiiiiiiiiiie e 22
3.3.1. Especificidade e Seletividade ... 25
3.3.2. LINCAINUAUE. ... ..ttt e et 25
TG TG TR 01 (T Y= | o J PSSR 26
TR I S o =T o LS Lo PSSR 26
3.3.5. LIMite de UEIECCAD ... ccivvviie it e et e e e e e eens 27
3.3.6. Limite de QUANTIfICAGAD ...........uuiiiiiiiie e e e e e 28
TR T A = 1 £ T PRSPPI 28
.38 RODUSEIEZ ... ettt e et 28
3.4. Estabilidade Preliminar...........ooiii e 29
3.4.1. ENSaios Organol@pliCOS. ......cceiiiiiiiiiiiiiiiee ettt e e 30
3.4.2. ENSAI0S fiSICO-QUIMICOS .....eeiiiiiiiiiiiiiiiiieie ettt 31
3.5, REOIOGIA ... 32
3.6. Liberagdo, permeacgao € reteNGa0........cccuviiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee e 39

3.6.1. Células de difusao para determinacdo da permeacao cutanea in vitro........... 41



3.6.2. Modelos de liberag@o de fArmMacCoS. .........coouiiiiiiiiiiiiie e 44

YN I Y 1 PPN 49
4.1. Matéria-prima, Substancias € Reagentes..........cccceeveeiiiiiie 49
4.2. Vidrarias e Materiais de LaboratOrio...........cccccuvvviiiiiiiiiiiieeeee 50
G T = [ 1] =10 4= (o 1 50
S 10 i A1V U= U 51
V. METODOS ...ttt ettt ettt se bt se e et s s ene s 52
5.1. Coleta e obtencéo do extrato de Syngonanthus nitens...........cccccoeevvviieiiiiiinnnnnn. 52
5.2. Preparo da formulaGaO0 .........cooeeeeeeeeeee e 53
5.2.1. Creme VAgINGl .....coooeeeeeeeeeeeeeeeeee e 53
5.2.2. Gl VAGINGI ... 54
5.3. Validagao de metodolOgia .......coooeeiieee e 55
5.3.1. Especificidade e Seletividade. ..o 55
IR T 1 a1 g T =T = U 57
5.3.3. Limite de QUANIfICAGCAD .......cceeeeeieeeeeicc e 57
5.3.4. PrECISAD ..o 58
5.3.5. EXALAEO oo 59
5.3.6. RODUSIEZ ... 60
5.4. Estabilidade Preliminar..........ooooe e 61
5.4.1. ENSAIOS OrganOl@PliCOS. ...uuuuiiiieeiiieeeiiiiie e e e e e e e ettt s e e e e e e e eeeaanan e e e e e e e eeennnnnnnnes 62
5.4.2. Ensaios FiSICO-QUIMICOS.......cuuiiiiiiiiii e e e e e e e e e e e eens 62
5.5.REOIOIA ..o 63
5.6. Liberacao, permeacéo e retencdo na mucosa vaginal in Vitro..............cceeuvvnnnnn.. 64
VI RESULTADOS . ... e e e e e e et e e et e e e e e e aaaaeees 69
6.1.Validagcao de MetodOlOgia .......ccuvuuiiiiiiiiii e 69
6.1.1. Especificidade/Seletividade..............ccooiiiiiiiiiiiiiiie e 69
G I [ g T<T= T T =T = TP 70
6.1.3. Limite de QUANIfICAGCAD .......cceeeeiieieeici e 72
B.1.4. PrECISAD ..o eee oo 74
6.1.5. EXALAEO .ooeeeeeee e 78
6.1.6. RODUSIEZ ... 78

6.1.7. Quantificacdo de flavoniides tOtalS...........uuuuiiiiiiiie e 80



0.2. Estabilidade Preliminar.. .. ..., 81

6.2.1. ENSAI0S OrganOI@PLICOS ...cceeiiiiiiiiiiiiiie et 81
6.2.2.Ensaios FiSiCO-QUIMICOS........ccooiiiiiii e 82
LRC T = U=T0] [ o 1 - P 83
6.4. Liberacao, permeacéo e retengdo na mucosa vaginal in Vitro................cccccceeeee 86
6.4.1. LIDBIaGaO0.....cco oo 86
6.4.2. Permeacao e retengcdo na mucosa vaginal in Vitro...........cceuuveiinneeeeiiieeiinnnnnnnn. 90
VILCONCLUSAO ...ttt ettt en s 95
VIIILREFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..ottt 96

IX. ANEXO — LiSta 0 EQUAGOES.......uueeeiiiiiiiiiiitiiittieeiibeiebbeeebeee bbb eeaneeaneeeenne 100



RESUMO

A pesquisa de novas substancias com atividade anti-Candida é importante
devido a ocorréncia de resisténcia por parte de algumas destas espécies aos
antifingicos usuais. Araujo e colaboradores (2009) comprovaram a atividade
antifingica do extrato de Syngonanthus nitens e torna-se relevante a proposta de
formulacdes e o estudo destas.

O objetivo geral deste trabalho foi a avaliacdo da liberacdo, permeacao e
retencdo na mucosa vaginal in vitro de formulacdo (creme) contendo o extrato de
Syngonanthus nitens, em comparacdo com outra formulacdo proposta (gel), para
averiguar qual das formulacdes apresenta mais vantagens para o tratamento da
candidiase.

Foi validado um método analitico para quantificacdo do extrato de S. nitens
por espectrofotbmetro UV-VIS utilizando o padrdo luteolina. Os parametros
analiticos utilizados para avaliar a credibilidade do método analitico foram:
seletividade e especificidade, linearidade, limite de quantificacdo, precisao, exatidao
e robustez. O método analitico proposto mostrou-se satisfatorio: apresentou
seletividade e especificidade; linearidade (os pontos obtidos nas concentragdes de 5
a 30 pyg/mL apresentaram-se lineares e com um 6timo coeficiente de correlagéo
linear: 0,99996); precisao e exatidao; robustez; e o limite de quantificagao foi de 0,5
pg/mL, com coeficiente de variagdo menor que 5%.

Além disso, foram realizados testes de estabilidade preliminar e estudos
reologicos, e a formulacdo creme apresentou resultados adequados para 0 uso

proposto e também apresentou estabilidade.



Os ensaios de liberagdo demonstraram que ambas as formulacdes
apresentam cinética de liberacdo conforme o modelo de Higuchi, ou seja, a
velocidade de liberacdo do farmaco da matriz do sistema se da por difusdo
controlada. Os resultados mostram que as duas formulagbes apresentam perfil de
liberagéio muito semelhante; o creme apresentou fluxo(J) de 55,0 ug/cm?h e liberou
34,23% em 24 horas, enquanto que o gel apresentou fluxo de 52,41 pg/cm?h e
liberou 30,59%. Nos ensaios de permea¢do na mucosa vaginal in vitro apés 12
horas, o creme permeou 14,48% e apresentou fluxo (J) de 32,77 ug/cm?/h, enquanto
que o gel permeou 5,84% e apresentou fluxo duas vezes menor, 15,66 pg/cm?h. O
creme apresentou retencdo no estrato cérneo de 10,38 pg/cm® e na derme +
epiderme de 69,79 pg/cm?; o gel apresentou retencdo EC de 11,82 pg/cm? e 80,95
ug/cm? ficou retido na EP+D. Os resultados apresentados sugerem que a

formulacdo gel € mais adequada de acordo com o propésito do estudo.

Palavras-chave: extrato de Syngonanthus nitens, atividade antifingica, validacao
de metodologia analitica, liberacdo, permeacéo e retencéo in vitro, mucosa vaginal

de porca.
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l. INTRODUCAO

Syngonanthus nitens pertencem a familia das Eriocaulaceae e sao
popularmente conhecidas como sempre-vivas. Elas possuem porte geralmente
herbaceo e habito caracterizado em roseta, escapos e capitulos. A familia é tipica
dos campos rupestres, ecossistema associado a Cadeia do Espinhaco, que se
estende pelos estados de Minas Gerais e Bahia em altitudes entre 900 a 2000 m
(GIULIETTI et al., 1987).

Vérios autores realizaram estudos com o objetivo de identificar substancias
biologicamente ativas de espécies desta familia, apresentando algumas espécies
como fontes de importantes compostos fendlicos. Araujo e colaboradores (2009), por
exemplo, comprovaram a atividade antifingica do extrato de Syngonanthus nitens.
Aliado a importancia da Candidiase vaginal e a ocorréncia de resisténcia por parte
de algumas destas espécies aos antifungicos usuais, torna-se relevante a pesquisa
de novas substancias com atividade anti-Candida.

A formulacdo proposta serd submetida ao teste de estabilidade preliminar,
onde se verificara a estabilidade quimica desta. Os estudos de estabilidade tém por
objetivo avaliar a capacidade de um produto manter as suas caracteristicas
organolépticas, fisico-quimicas, microbiolégicas e de seguranca e eficacia. Assim, o
estudo da estabilidade deve ser visto como um requisito necessario para a garantia
da qualidade do produto (ANVISA, 2004). A estabilidade dos produtos farmacéuticos
depende de alguns fatores ambientais (como temperatura, umidade e luz, por
exemplo), e de outros fatores que estédo relacionados com o proprio produto; como

as propriedades fisicas e quimicas das substancias ativas e excipientes da
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formulacdo, forma farmacéutica e composicdo, processo de fabricacdo, tipo e
propriedades dos materiais de embalagem (ANVISA, 2005).

As formulacdes de uso topico sdo submetidas aos ensaios de liberagéo,
permeacao e retencao in vitro para estudar a cinética de liberac&do do principio ativo
e absor¢cdo dérmica, analisar a quantidade de principio ativo que ficara retido nas
camadas da mucosa vaginal e a quantidade permeada que podera ser absorvida in
vivo (CROSS et al., 2008).

Para quantificacdo do Syngonanthus nitens nos ensaios de liberacéo,
permeacdo e retencdo na mucosa vaginal, foi necessario o desenvolvimento e
validacdo de um método analitico adequado. De acordo com a ANVISA, a validagéo
€ um processo que tem como objetivos garantir que o método atenda as exigéncias
das aplicacdes analiticas e assegurar a confiabilidade dos resultados. Para tanto, 0s
parametros avaliados séo: especificidade e seletividade, linearidade, intervalo,
precisao, limite de quantificacdo, exatidao e robustez. A espectrofotometria na regiao
UV-VIS é uma das técnicas analiticas mais empregadas, pois apresenta robustez,
possui custo relativamente baixo e grande numero de aplicacdes desenvolvidas

(LOBINSKI, 1992).
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Il. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL
O objetivo geral deste trabalho foi a avaliacdo da liberacédo, permeacéo e
retencdo na mucosa vaginal in vitro de formulacdo contendo extrato de

Syngonanthus nitens para uso no tratamento da candidiase vaginal.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Elaborar formulacéo para uso vaginal e combate da Candidiase

- Avaliar estabilidade fisica preliminar da formulacao (Estabilidade Preliminar)

- Validar método analitico para quantificacdo do Syngonanthus nitens por

espectrofotdmetro UV-VIS.

- Analisar a liberacdo, permeacéao e retencdo na mucosa vaginal do principio ativo in

vitro, através do estudo de duas formulacdes propostas (creme e gel).
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M. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Syngonanthus nitens

hY

Syngonanthus nitens pertencem a familia das Eriocaulaceae que sdao
caracterizadas morfologicamente pelas folhnas em forma de roseta, de onde partem
0s escapos e destes escapos surgem as inflorescéncias do tipo capitulos. Os
capitulos e escapos permanecem com aparéncia de vivos durante muitos anos,
mesmo depois de retirados do solo, por isso, muitas espécies desta familia séo
conhecidas popularmente como “sempre-vivas” (SILVA, M. A., 2008).

Ruhland (1903) dividiu Eriocaulaceae em duas subfamilias: Eriocauloideae,
incluindo os géneros Eriocaulon e Mesanthemum, e Paepalanthoideae, incluindo
Blastocaulon, Lachnocaulon, Leiothrix, Paepalanthus, Philodice, Syngonanthus e
Tonina, sendo a separacdo basicamente feita através dos caracteres florais. A
subfamilia Eriocauloideae foi caracterizada por apresentar espécies com o numero
de pétalas igual ao dobro do numero de estames enquanto que a Paepalanthoideae
apresenta 0 numero de estames igual ao de pétalas ou possui estas em numero
reduzido (BOSQUEIRO, 2000).

A importancia econdmica da familia estd relacionada a beleza e alta
durabilidade das inflorescéncias que estimulam a comercializagdo como
ornamentacao. Mais recentemente, tem-se observado a sua utilizacdo na confeccao
de acessorios e bijuterias (brincos, anéis, pulseiras e colares), principalmente
envolvendo o escapo de Syngonanthus nitens (Bong.) Ruhland. As folhas, frutos e

sementes também podem ser utilizados para fins ornamentais (WATANABE, 2009).
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O género Syngonanthus inclui aproximadamente 200 espécies distribuidas na
Africa e Américas, sendo o maior nimero encontrado na América do Sul,
principalmente no Brasil, nos estados de Minas Gerais e Bahia (Cadeia do
Espinhago) (GIULIETTI, 1997).

S. nitens é uma espécie que possui ampla distribuicdo geografica e €
caracterizada por apresentar escapos longos e dourados. A partir do final da década
de 1990, esta espécie passou a ter sua coleta intensificada. Popularmente
conhecida como “sedinha” em Minas Gerais, esta espécie tornou-se um meio de
subsisténcia das comunidades rurais na regido do Jalapdo (Tocantins), onde é
conhecida como “capim-dourado” (WATANABE,2009).

Em relacdo ao estudo quimico, quatro subgéneros que sdo encontrados no
Brasil (Carpocephalus, Dimorphocaulon (Syngonanthus), Eulepis e
Thysanocephalus) foram estudados e foi identificada grande quantidade de flavonas,
com predominancia de O—glicosideos e C—glicosideos, derivados da luteolina, e com

menor frequéncia, O—glicosideos, derivados da apigenina (SILVA, M. A., 2008).



18

Figura 1: A-B, Artesanato produzido na regido do Jalapao utilizando capim-

dourado. C, Capitulo de Syngonanthus nitens. (Fonte: WATANABE, 2009).

3.1.1. Atividade antifangica do extrato de Syngonanthus nitens (ARAUJO,
2011)

Aratjo (2011) comprovou atividade antifingica do extrato de escapos de S.
nitens frente a diferentes cepas clinicas de C. albicans. Os resultados obtidos
mostraram que todas as cepas utilizadas no estudo foram suscetiveis ao extrato,
apresentando valores de CIM entre 62,5 e 250 pg/mL.

Foi testada a atividade sobre a formacdo de hifas de trés concentracdoes de
extrato (1000, 500 e 250 ug/mL) e o extrato de escapos S. nitens apresentou
capacidade de inibir a formacédo de hifas, um importante fator de viruléncia deste

microrganismo, apos 12 e 24 horas de tratamento.
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Em outro teste, Aradjo determinou a acdo do extrato de S. nitens sobre a
inibicdo de crescimento de C. albicans em células infectadas, o extrato diminuiu a
viabilidade do sistema células/C. albicans, significando diminuicéo da infeccao.

A atividade anti-candidiase foi testada através do tratamento de ratas fémeas
infectadas por C. albicans. Foram utilizados grupos de 6 animais: grupo controle
(ndo infectados), grupo controle de infeccdo (infectados e nao tratados), grupo
controle positivo (infectados e tratados com antifingico), grupos controle veiculo
(infectados e tratados com creme base) e grupos tratamentos (tratados com creme
contendo o extrato). O creme foi preparado nas seguintes concentracoes de extrato:
0,5, 1,0 e 2,0%. Os grupos tratados receberam o creme vaginal duas vezes por dia,
por oito dias. No 4° dia apdés o inicio do tratamento, observou-se reducao
significativa da infec¢cdo dos grupos tratados, comparado aos grupos controle da
infeccdo e veiculo. No 8° dia, os grupos tratados com creme apresentaram reducao
total da carga flngica, em todas as concentracdes de extrato, comprovando assim a

atividade anti-candidiase do extrato de escapos de Syngonanthus nitens.

3.2. Mucosa vaginal

3.2.1. A organizacao do tecido epitelial (SQUIER, 2008)

O epitélio é o tecido que reveste a superficie exterior do corpo e também o
interior das cavidades corporais. A classificacdo do epitélio é baseada nas
caracteristicas, numero de camadas celulares, formato das células e funcao. A pele
humana e as mucosas vaginal, oral e do es6fago sdo compostas pelo epitélio

estratificado escamoso. Este tipo de epitélio possui diferentes espessuras



20

dependendo do local; ele forma uma camada superficial que se adapta de acordo
com a necessidade do tecido e protege os tecidos subjacentes de danos mecéanicos,
guimicos e microbianos. O epitélio da pele (epiderme) e algumas regibes da
cavidade oral se diferenciam porque sao revestidos por uma camada de queratina
(sdo queratinizados). Outras mucosas da cavidade oral, do esdfago e da vagina séo
cobertas por uma camada menos diferenciada e mais flexivel chamada de epitélio
ndo queratinizado. A superficie da mucosa é umida por causa das secrecdes das
glandulas entre ou adjacentes ao tecido. No caso da cavidade oral estas glandulas
sdo as glandulas salivares, porém deve ser notado que na vagina ndo existem
estruturas deste tipo; na mucosa vaginal a umidade é resultado de secrecdes de
glandulas cervicais. O epitélio é sustentado por um tecido conectivo que possui um
importante papel na manutencéo e resposta a danos. Este € composto por colageno
com elementos vasculares e do sistema nervoso e fibroblastos com um variavel
numero de células inflamatorias.

A camada epitelial da mucosa escamosa estratificada forma uma barreira de
permeabilidade que protege os tecidos mais profundos. Se esta barreira estiver
comprometida, entdo substancias prejudiciais, se presentes na superficie, podem
penetrar e iniciar mudancgas patolégicas gerando uma doenca local ou até mesmo

sistémica.

3.2.2. Modelos de estudo da mucosa vaginal (SQUIER, 2008)

O uso de culturas in vitro evita muito dos problemas éticos e regulatérios que
existem quando se trabalha com humanos e animais. Porém, na pratica ndo tem

sido facil o crescimento de culturas de tecidos que reproduzam com eficacia a
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funcdo de barreira da mucosa vaginal, e a permeabilidade tende a ser 6-10 vezes
maior que a determinada em um tecido normal correspondente.

O uso de biopsias de tecido humano ou espécimes cirlrgicos evita alguns dos
inconvenientes do uso de modelos de cultura. Varios estudos tém sido feitos para
caracterizar as propriedades de barreira da mucosa vaginal humana e estudar a
permeacdo in vitro, entretanto a maioria destes estudos tem usado material de
mulheres na pos menopausa que passaram por uma histerectomia. Existem varios
fatores que precisam ser considerados na comparacdo de dados colhidos de
estudos ex vivo; propriedades fundamentais como a idade do doador e o local
anatémico podem influenciar os resultados.

Vérias pesquisas tém utilizado ratos e camundongos de laboratoério no estudo
de irritacdo vaginal. No entanto, a espessa camada queratinizada que reveste a
vagina dos roedores pode limitar a comparacdo dos resultados obtidos com o
modelo humano. O coelho provavelmente tem sido o animal mais frequentemente
utilizado para o estudo dos efeitos de substancias irritantes da mucosa vaginal e
este modelo de estudo é recomendado pelo FDS para avaliagdo da seguranca na
fase pré-clinica. Embora uma parte da vagina das coelhas seja revestida por epitélio
escamoso estratificado semelhante a vagina humana, a maior parte
(aproximadamente dois tercos) é revestida por epitélio colunar, que tende a ser mais
permedvel e menos resistente a danos do que o epitélio estratificado.

A semelhanca entre a vagina de porca e humana em termos de pH,
secrecdes, resposta inflamatéria, entre outros sugere que o porco € um bom modelo
de estudo.

Entre o vasto numero de animais experimentais que podem ser utilizados, o

porco tem a vantagem de ser notavelmente similar ao humano em termos de
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anatomia, fisiologia, metabolismo e patologias. Estudo comparando a mucosa
vaginal de porcas e humanas revelaram semelhancas morfoldgicas entre as
espécies, ambas possuem um epitélio ndo queratinizado, estratificado e escamoso.
A semelhanca na estrutura se estende até as células dendriticas no tecido intra-
epitelial, e recentemente descobriram que a vagina da porca possui células CD1 e
SLA-DR, assim como ja descrito na vagina humana.

No nivel estrutural, o epitélio da vagina da porca se assemelha muito a
humana, incluindo a organizagdo do estrato granuloso e as lamelas intracelulares
lipidicas que compde a barreira de permeabilidade. Dados sobre a composicdo
lipidica do epitélio vaginal de porca e humana indicam concentracfes parecidas de
lipideos, incluindo ceramidas, glucosil ceramidas e colesterol que sao os
componentes mais importantes da barreira. Essas semelhancas se estendem para
outros componentes incluindo a agua e vasopressina. Por outro lado, existe uma
diferenca significativa nos valores de compostos mais lipossoluveis, incluindo r-

arecolina e ocitocina.

3.3. Validacéo de Metodologia Analitica

Para a quantificacdo de Syngonanthus nitens, nos testes de liberacgéo,
permeacao e retencdo cutanea, foi necesséria a validacdo de um método analitico.
A metodologia empregada na quantificacdo do ativo foi por espectrofotometria UV-
VIS. Devido as suas propriedades e caracteristicas, este método é muito util nas
analises de farmacos incorporados a cremes, pois ndo exige separacfes prévias.
Além disso, o0 método em questdo € uma alternativa menos dispendiosa e também

s

eficiente, se comparada ao método da CLAE. A espectrofotometria UV-VIS é
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também precisa, sensivel, seletiva, reprodutiva e de baixo custo (PASCHOAL et al.,
2003).

O principal objetivo da validacdo de metodologia é demonstrar se o método
utiizado € apropriado para a finalidade desejada, seja ela a determinacéo
gualitativa, semi-qualitativa e/ou quantitativa de farmacos e outras substancias em
produtos farmacéuticos (BRASIL, 2003).

A validacdo deve garantir, através de estudos experimentais, que o0 método
atenda as exigéncias das aplicacbes analiticas, e deve produzir resultados
confiaveis. Para tanto, o método deve apresentar especificidade, linearidade,
intervalo, precisdo, sensibilidade, limite de quantificacdo e exatiddo adequados a
analise. No caso de metodologias analiticas ja descritas em farmacopéias ou
formularios oficiais, reconhecidos pela ANVISA, a metodologia pode ser considerada
validada. Caso contrario, a metodologia sera considerada validada desde que sejam

avaliados os parametros descritos acima, conforme mostrado nas Tabelas 1 e 2

(BRASIL, 2003):



Tabela 1. Classificacao dos testes, segundo sua finalidade:

Categoria Finalidade do teste

Testes quantitativos para a determinagéo do principio ativo em produtos
farmacéuticos ou matérias—primas
Testes quantitativos ou ensaio limite para a determinacdo de impurezas e
produtos de degradacao em produtos farmacéuticos e matérias-primas

1l Testes de performance (por exemplo: dissolugéo, liberacédo do ativo)

v Testes de identificacao

Fonte: BRASIL, 2003.

Tabela 2. Ensaios necessarios para a validacdo do método analitico, segundo sua

finalidade:
Categoria ll
Categoria  Categoria
Parametro Categoria |

Quantita Ensaio 11 v

tivo limite
Especificidade Sim Sim Sim * Sim
Linearidade Sim Sim N&o * Nao
Intervalo Sim Sim * * N&o
Repetibilidade Sim Sim N&o Sim N&o

Preciséo

Intermediaria i *x Nao o Nao
Limite de deteccédo N&o N&o Sim * N&o
Limite de quantificagéo Nao Sim N&o * Nao
Exatiddo Sim Sim * * N&o
Robustez Sim Sim Sim N&o N&o

* pode ser necessario, dependendo da natureza do teste especifico.
** se houver comprovacao da reprodutibilidade n&o é necesséria a comprovagédo da Precisao
Intermediéria.

Fonte: BRASIL, 2003.
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3.3.1. Especificidade e Seletividade

Especificidade é a capacidade que o método analitico possui de medir um
composto em presenca de outros componentes (como impurezas, produtos de
degradacgao e componentes da matriz) (BRASIL, 2003).

Uma amostra, de maneira geral, consiste dos analitos a serem medidos, da
matriz, e as vezes também de outros componentes que ndo queremos quantificar,
mas que podem interferir na medicdo. A especificidade e a seletividade estéo
relacionadas ao evento da detec¢do. Um método que produz resposta para apenas
um analito é especifico, enquanto que um método que produz respostas para varios
analitos, mas que pode distinguir a resposta de um analito da de outros, é chamado
seletivo. Entretanto, os termos especificidade e seletividade sdo com frequéncia

interpretados de maneiras diferentes (INMETRO, 2007).

3.3.2. Linearidade

A linearidade consiste na capacidade de uma metodologia analitica
demonstrar que os resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a concentracao
do principio ativo na amostra, dentro de um intervalo de tempo especifico.
Recomenda-se que a linearidade seja determinada pela analise de, no minimo, 5
concentracfes diferentes de analito. O critério minimo aceitavel do coeficiente de
correlacédo deve ser igual a 0,99 (BRASIL, 2003).

A quantificacdo requer o conhecimento da relacdo entre a resposta medida e
a concentracdo do analito. A equacdo da reta que relaciona as duas variaveis &

(INMETRO, 2007):
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y=ax+bhb (equacéao 1)

Na qual:

y = resposta medida (absorbancia, altura ou area do pico, etc.);

X = concentragao;

a = inclinacdo da curva de calibracao = sensibilidade;

b = interse¢éo com o eixo y, quando x = 0.

3.3.3. Intervalo

O intervalo representa uma faixa de valores que contempla os limites de
guantificacdo superior e inferior de um método analitico. Geralmente deriva do
estudo de linearidade e depende da aplicacio desejada do método. E determinado
pela confirmacdo de que o método apresenta exatiddo, precisdo e linearidade
adequadas quando aplicados a amostras contendo concentragdes de substancias

dentro do intervalo especificado (BRASIL, 2003).

3.3.4. Precisao

A precisdo € determinada pela avaliacdo da proximidade dos resultados
obtidos em vérias medidas de uma amostragem multipla de uma mesma amostra.

Esta é considerada em trés niveis (BRASIL, 2003):



27

7

1. Repetibilidade (precisdo intracorrida): @ a concordancia entre o0s
resultados obtidos pelo mesmo analista e com mesma instrumentagdo em um curto
periodo de tempo.

A repetibilidade do método € verificada por, no minimo, 9 determinagdes,
contemplando o intervalo linear do método, ou seja, 3 concentracdes (baixa, média e
alta) , com 3 réplicas cada. Pode ser verificada também com o minimo de 6
determinacdes a 100% da concentracao do teste.

2. Precisdo intermediaria (precisdo intercorridas): € a concordancia entre
os resultados obtidos no mesmo laboratério, porém em dias diferentes (com
analistas diferentes e/ou equipamentos diferentes).

Para a determinacdo da precisao intermediaria recomenda-se um minimo de
2 dias diferentes com analistas diferentes.

3. Reprodutibilidade (preciséo interlaboratorial): € a concordancia entre os
resultados obtidos em laboratérios diferentes como, por exemplo, em estudos

colaborativos. Eles sdo geralmente aplicados em padronizacdo de metodologia

analitica, por exemplo, para inclusdo de metodologia em farmacopéias.

3.3.5. Limite de deteccéao

O limite de deteccdo € a menor quantidade do analito presente em uma
amostra e que pode ser detectado pela metodologia, mas ndo necessariamente

guantificado (BRASIL, 2003).
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3.3.6. Limite de Quantificacao

O limite de quantificacdo é a menor quantidade do analito em uma amostra
gue pode ser quantificada com precisdo e exatiddo adequadas sob as condi¢cdes
experimentais determinadas. O limite de quantificacdo é estabelecido por meio da
andlise de solucbes contendo concentracdes decrescentes do principio ativo até o

menor nivel que pode ser determinado (BRASIL, 2003).

3.3.7. Exatidao

A exatiddo de um método analitico é a proximidade dos resultados obtidos
pelo método em estudo em relagédo ao valor considerado como verdadeiro.

A exatiddo do método deve ser determinada ap6s o estabelecimento da
linearidade, do intervalo linear e da especificidade. Ela é verificada a partir de, no
minimo, 9 determinagfes contemplando o intervalo linear do procedimento, ou seja,

3 concentragbes (baixa, média e alta), com 3 réplicas cada (BRASIL, 2003).

3.3.8. Robustez

A robustez de um método analitico € a sua capacidade em resistir a algumas
variagbes dos parametros analiticos. Se a susceptibilidade do método a variagbes

nas condi¢Bes analiticas for verificada, estas deverdo ser controladas e precaucdes
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para que estas variagcbes ndo ocorram devem ser incluidas no procedimento

(BRASIL, 2003).

3.4. Estabilidade Preliminar (BRASIL, 2004)

O estudo da estabilidade de produtos farmacéuticos é importante, pois
fornece informacgdes que indicam o grau de estabilidade relativa do produto, nas
variadas condi¢cdes que este pode ser submetido desde sua fabricacéo até o término
de sua validade.

Essa estabilidade é relativa, pois pode variar com o tempo e em funcéo de
fatores que aceleram ou retardam alteracbes as caracteristicas do produto.
Modificagdes dentro de limites determinados ndo s&o motivos para reprovar o
produto.

O estudo da estabilidade de produtos farmacéuticos contribui para orientar o
desenvolvimento da formulacdo e escolha do material de acondicionamento
adequado; fornecer subsidios para o aperfeicoamento das formulagfes; estimar o
prazo de validade; auxiliar no monitoramento da estabilidade organoléptica, fisico-
guimica e microbiologica, produzindo informacdes sobre a confiabilidade e
seguranca dos produtos.

Segundo Monografia da International Federation of Societies of Cosmetic
Chemists— IFSCC o teste de estabilidade € considerado um procedimento preditivo
que é baseado em dados obtidos de produtos submetidos a situacées que visam
acelerar alteracdes que poderiam ocorrer nas condicbes de armazenamento de
mercado. Como em todo procedimento preditivo os resultados ndo sdo absolutos,

mas tém probabilidade de sucesso, por isso sdo considerados preditivos.
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O estudo de estabilidade preliminar é realizado na fase inicial do
desenvolvimento do produto. Ele emprega condi¢gbes extremas de temperatura com
0 objetivo de acelerar possiveis reagfes entre os componentes do produto e o
surgimento de sinais de instabilidade que devem ser observados e analisados.
Devido as condicbes em que é conduzido, este estudo ndo tem a finalidade de
estimar a vida util do produto, mas serve para auxiliar na triagem das formulacoes.

A duracédo do estudo é geralmente de quinze dias, as formulacbes em teste
sdo submetidas a condigcbes de estresse que visam acelerar o surgimento de
possiveis sinais de instabilidade. Geralmente as amostras sdo submetidas a
aguecimento em estufas, resfriamento em refrigeradores e a ciclos alternados de
resfriamento e aquecimento.

De modo geral, avaliam-se as caracteristicas organolépticas e fisico-quimicas

do produto:

o Caracteristicas Organolépticas: aspecto, cor, odor e sabor, quando
aplicavel.

o Caracteristicas Fisico-Quimicas: valor de pH, viscosidade e densidade,
ou outros.

3.4.1. Ensaios Organolépticos (BRASIL, 2004)

Os ensaios organolépticos fornecem parametros que permitem avaliar a
amostra em estudo por meio de andlises comparativas com uma amostra de
referéncia e tem o objetivo de verificar alteracdes como: separacdo de fases,

precipitacdo e turvacdo permitindo o reconhecimento primario do produto. Deve-se
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utilizar uma amostra de referéncia, recentemente elaborada, ou uma amostra,
armazenada a temperatura adequada, para evitar modificagbes nas propriedades

organolépticas.

o Aspecto: Observam-se visualmente as caracteristicas da amostra,

verificando se ocorreram modificacbes macroscopicas.

o Cor: O método utilizado pode ser o visual, onde se compara a cor da

amostra com a do padrao estabelecido, em um frasco de mesma especificacao.

o Odor: Compara-se o odor da amostra com a do padrdo estabelecido,

diretamente através do olfato.

3.4.2. Ensaios fisico-quimicos (BRASIL, 2004)

As avaliacOes fisico-quimicas permitem prever problemas que podem afetar a

estabilidade e a qualidade do produto.

o Potencial Hidrogenidnico (pH)

Na determinacdo potenciométrica utiliza-se o pHmetro (peagbmetro) e a
determinacao é medida pela diferenca de potencial entre dois eletrodos imersos na
amostra em estudo. E importante utilizar o eletrodo adequado ao tipo de formulagéo

a ser analisada.
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o Viscosidade

A viscosidade é um parametro que caracteriza reologicamente um sistema e
ajuda a determinar se um produto apresenta a consisténcia ou fluidez adequadas e
estabilidade, ou seja, fornece indicagdo do comportamento do produto ao longo do

tempo.

o Centrifugacgéao

O teste de centrifugacdo produz estresse na amostra aumentando a
mobilidade das particulas no seu interior e antecipando possiveis instabilidades.
Estas instabilidades poderéo ser observadas na forma de precipitacdo, separacéo
de fases, formacéo de caking, coalescéncia, entre outras.

A amostra é centrifugada em temperatura, tempo e velocidade padronizados

e em seguida avalia-se visualmente a amostra.

3.5. Reologia

A reologia é estudo do fluxo e descreve a deformacdo de materiais soélidos,
liguidos e semi-sélidos quando sofrem uma tensédo (ANSEL, 2007)

A analise reologica permite avaliar a qualidade de um determinado produto,
prevendo a sua estabilidade frente a situagcdes de transporte e armazenamento.

Os sdlidos ideais se deformam elasticamente, enquanto que os liquidos e
gases (fluidos ideais) deformam-se irreversivelmente.

O comportamento reoldgico € classificado como viscoso ou elastico
dependendo das condi¢cbes de tensédo, taxa de cisalhamento e tempo que o material

é submetido. A viscosidade de um material é a habilidade que este tem de resistir a
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gualquer alteracdo de suas caracteristicas (deformacdo), enquanto que a
elasticidade é a capacidade de uma substancia retornar ao seu estado original apos
ter sofrido uma deformacdo e a tensdo de cisalhamento ser reduzida ou
interrompida. Os equipamentos que medem as propriedades viscoelasticas de
corpos sélidos, semissolidos e fluidos sdo os rebmetros. Os viscosimetros sao
equipamentos que medem apenas o comportamento de fluxo viscoso (SCHRAMM,
2006).

A elasticidade que também é conhecida como mddulo de armazenamento
(G"), é representada pela equacéao 2.

G’ = (aly) cos & (equacao 2)
Na qual:

o = tensao,

y = defomacao,

0 = retardacgéo de fase (fase lag).

Outro modulo (G™), conhecido como médulo de perda (ou dissipagéo), € dado

por pela equacao 3:

G” = (oly) sen & (equacao 3)

Este pode ser relacionado a viscosidade (n’) através da equacao 4:

n'=G"w (equacao 4)
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Na qual w é a frequéncia de oscilacdo em rad (s™).

Podemos concluir entdo que:

G’/G'=tan d (equacéao 5)

A tan & é conhecida como tangente de perda (dissipacdo). Desta forma, um
material perfeitamente elastico produzira uma defasagem de 0°C, enquanto que de

um fluido perfeito, sera 90°C (AULTON, 2005).

O comportamento de fluxo de um liquido ideal é descrito pela lei basica da

viscosimetria:

T=ny (equacéo 6)

Na qual :
T = tenséo de cisalhamento
n = viscosidade

y = taxa de cisalhamento

O comportamento de fluxo de um liquido € demonstrado graficamente pela
“curva de fluxo” na figura 2, que relaciona a tensao de cisalhamento (T) e a taxa de

cisalhamento (y) (SCHRAMM, 2006).
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Figura 2: Curva de fluxo de um liquido Newtoniano.

Os materiais s&o classificados em newtonianos e nao newtonianos,
dependendo das propriedades de fluxo. O fluxo newtoniano é caracterizado por
apresentar viscosidade constante (independente da forca), enquanto que no fluxo
nao newtoniano a viscosidade se altera com o aumento da for¢ca de cisalhamento
aplicada, e esta alteracdo pode ser plastica, pseudoplastica ou dilatante (AULTON,
2005).

Para os liquidos que se comportam como liquidos Newtonianos o grafico da
curva de fluxo € uma reta, onde qualquer ponto desta reta define pares de valores
para T e Y. A viscosidade (n) € obtida dividindo-se valores de T por Yy, ou também
pode ser definida pela tangente do angulo de inclinacdo a: n = tag a (SCHRAMM,

2006).
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No caso de liquidos Newtonianos, que o grafico € uma reta, a razao de todos
os pares T e Y pertencentes a curva de fluxo € constante, ou seja, a viscosidade ndo
é afetada por mudancas na taxa de cisalhamento (SCHRAMM, 2006).

Outro grafico muito comum € o de “curva de viscosidade”, que relacionan e y:

Figura 3: Curva de viscosidade de um liquido Newtoniano.

Os liguidos que ndo possuem esse comportamento de “fluxo ideal” séo

conhecidos como liquidos ndo Newtonianos (SCHRAMM, 2006).
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Figura 4: Tipos de comportamento de fluxo.

Os liquidos pseudopléaticos sdo caracterizados por apresentar diminuicdo na
viscosidade conforme a taxa de cisalhamento aumenta. Para a maioria dos materiais
pseudoplaticos o efeito da taxa de cisalhamento é reversivel, ou seja, apds algum
tempo o0s liquidos recuperam sua viscosidade original quando a taxa de
cisalhamento é reduzida ou cessada. Porém, o comportamento de fluxo de liquidos
pseudoplaticos ndo € uniforme: em taxas de cisalhamento muito pequenas eles se
comportam de forma semelhante aos liquidos newtonianos, possuindo viscosidade
independente do cisalhamento (SCHRAMM, 2006).

As substancias “dilatantes” também possuem a viscosidade dependente da
taxa de cisalhamento, mas ao contrario dos liquidos pseudoplasticos, eles
apresentam um comportamento de fluxo dilatante, ou seja, conforme a taxa de

cisalhamento aumenta, a viscosidade também aumenta. A dilatancia em liquidos é
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rara e como este comportamento dificulta as condi¢cdes de producdo, recomenda-se
alteracao da formulacao para reduzir a dilatancia (SCHRAMM, 2006).

A plasticidade descreve o comportamento de liquidos pseudoplasticos que
possuem limite de escoamento. Estas substancias possuem um caréater sélido com
uma viscosidade extremamente alta devido a forgas ligantes no seu interior (forcas
polares, de Van der Waals, etc) (SCHRAMM, 2006).

Outro fenémeno reoldgico importante é a tixotropia. Este fenbmeno descreve
0 comportamento de liquidos ndo Newtonianos sem limite de escoamento que
guando o cisalhamento diminui ou € interrompido, este volta ao seu estado original.
Em um gréfico de curva de fluxo a curva “superior” (taxa de cisalhamento crescente)
se sobrepbe a uma curva “inferior” que corresponde a taxa de cisalhamento
decrescente (SCHRAMM, 2006).

Se os fluidos ndo newtonianos forem submetidos a uma taxa de cisalhamento
crescente, e em seguida, esta taxa de cisalhamenhto for interrompida de modo
imediato, a curva descendente estard deslocada em relagdo a curva ascendente, e 0
reograma apresentara uma area de histerese. No caso de materiais plasticos e
pseudoplaticos, as curvas giram em sentido horario, ou seja, a curva descendente
estd deslocada para a direita da curva ascendente, e para os materiais dilatantes
nota-se o contrario. Esta area de histerese indica a energia necessaria para quebrar
a estrutura tixotropica e é utilizada como indice do grau dessa ruptura (AULTON,
2005).

A propriedade de fluxo oposta da tixotropia € a reopeticidade. Os liquidos
reopéticos ou anti-tixotropicos sédo caracterizados pelo aumento da viscosidade e
guando a taxa de cisalhamento cessa, recuperam sua forma original, ou seja, de

baixo nivel de viscosidade (SCHRAMM, 2006).
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3.6. Liberacéo, permeacéao e retencéo

Durante a fase de desenvolvimento de produtos dermatoldgicos,
procedimentos de liberacdo in vitro sdo importantes para ajudar a selecionar
excipientes para as formulacoes, para que estas possam proporcionar uma atividade
terapéutica adequada. Os estudos de liberacdo de farmacos proporcionam dados
valiosos sobre as particularidades estruturais do veiculo e a capacidade deste em
liberar os farmacos (SATO, 2007).

A escolha de um sistema adequado para incorporacdo de farmacos € de
fundamental importancia para a estabilidade do produto, para a disponibilidade no
local de aplicacdo e, consequentemente, para a obtencdo dos efeitos desejados. O
veiculo tem influéncia na absorcdo do farmaco, tendo um papel importante nas
formulacdes topicas (Florence, Atwood, 2003).

As caracteristicas de liberacdo de um farmaco a partir de uma formulacao
podem ser avaliadas também através da determinacdo do coeficiente de particdo
Oleo/agua, mas os estudos de liberacdo in vitro e in vivo proporcionam dados mais
significativos (SATO, 2007).

Os sistemas de difuséo celular sdo empregados in vitro para determinar a
velocidade de liberagdo dos principios ativos das preparacfes topicas. Nesses
sistemas, membranas de pele ou sintéticas podem ser empregadas como barreiras
ao fluxo do farmaco e do veiculo, simulando assim um sistema in vivo (ANSEL,
2007).

A passagem de drogas através da pele (permeacao cutéanea) tem sido uma
importante area de estudo ha muitos anos. Experimentos de permeacéao pela pele in
vitro sdo executados no inicio de varios estudos envolvendo absorcédo percutanea.

Estes experimentos permitem a identificacado de informagdes da formulagdo que séo
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importantes para entender a permeacdo de drogas através da pele. Desta forma, a
permeacdo de drogas através da pele em condi¢cBes in vitro pode ser usada para
prever a absor¢cdo percutdanea em humanos, diminuindo assim inUmeros testes em
humanos (FRIEND, 1991).

Alguns fatores fisiolégicos devem ser considerados durante a avaliagdo da
permeabilidade da pele humana em ensaios in vitro. Um problema € o
armazenamento da pele antes de utilizd-la no experimento in Vvitro.
Preferencialmente, pele humana fresca deve ser utilizada em estudos de absorcéo
percutanea quando a pesquisa tiver aplicacdes clinicas (FRIEND,1991).

Porém é comum congelar a pele humana para armazenamento antes de
utiliza-la. Harrisson et al. (1984) descobriu que ndo existe diferenca significativa
entre a permeabilidade da pele humana armazenada congelada por mais de um ano
e a mesma pele fresca. Franz (1975) também concluiu que o congelamento por
mais de 3 meses nao altera as propriedades de barreira da pele. Estudos
mencionam sobre utilizar um Unico modelo de permeacéo e pele de apenas um local
(FRIEND, 1991).

Os estudos de permeacao in vitro que utilizam a pele humana séo limitados
devido as dificuldades de obtengcdo do material, armazenagem, custos e
variabilidade das amostras, que podem variar em qualidade e permeabilidade
(ANSEL, 2007).

Pesquisas tém usado por muitos anos peles retiradas de roedores e outros
animais. Peles de animais sdo muito mais faceis de serem obtidas, além disso, a
idade e o sexo dos animais podem ser controlados e um grande numero de

amostras pode ser obtido (FRIEND, 1991).
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Existem varios fatores que podem afetar a liberacdo da droga, a absorcao na
pele, a permeacdo pela pele e o transporte do fArmaco para o sistema vascular.
Uma forma farmacéutica aplicada topicamente que possui funcao terapéutica requer
informagdes em relacdo a estes fatores. Desta forma, experimentos de permeacao
in vitro devem permitir a coleta de informacdes precisas e se a meta inicial desses
experimentos é prever a permeacao do farmaco em humanos, devem simular as
condic¢des que ocorrem in vivo (FRIEND, 1991).

Experimentos de absor¢do percutdnea geralmente requerem equipamentos
especificos como um equipamento designado “side-by-side ” ou um outro tipo “flow-
through”. Nestes casos, a presenca do farmaco na solucdo receptora ou a
diminuicdo da quantidade de farmaco na forma farmacéutica utilizada € monitorada
em funcado do tempo. Dados coletados sé&o expressos como um perfil de permeacéo
cutdnea e existem varias relacbes matematicas utilizadas para descrever a

permeacédo de farmacos através da pele (FRIEND, 1991).

3.6.1. Células de difusdo para determinacao da permeacgédo cutanea in vitro

Vérios sistemas de difusdo tém sido desenvolvidos para serem utilizados com
membranas (por exemplo, pele humana ou de animais) em testes de permeacao
cutanea (FRIEND, 1991).

Estas células de difusdo geralmente possuem alguns elementos em comum:
dois compartimentos, um contendo o principio ativo (formulacéo contendo o farmaco
em estudo) e o outro contendo uma solucao receptora, em agitacdo, separados por
uma membrana que pode ser a pele. As células de difusdo séo dispostas

geralmente lado a lado (“side-by-side”) ou verticalmente. No caso de compartimentos
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“side-by-side” ambos os lados devem ser agitados homogeneamente. A agitacao
dos compartimentos € geralmente feita através de barras de agitacdo magnética,
porém a agitacdo adequada em células de difusdo pode ser um problema em alguns
tipos de células de difusdo dependendo do seu formato. A agitacdo deve ser
suficiente para ndo permitir que o farmaco se concentre em um Unico local, e
também para minimizar a resisténcia de difusdo. O controle da temperatura pode ser
realizado através de “banhos de agua” externos ou simplesmente submergindo a
célula inteira montada em um banho de agua (FRIEND, 1991).

Inameros tipos de células tém sido utilizados nos ultimos 30 anos. No entanto,
a maioria destas € classificada em duas categorias gerais: células de difusdo “side-
by-side” e células de difusdo que imitam situacdes in vivo (FRIEND, 1991).

As células de difusdo projetadas para imitar condi¢des in vivo sdo sistemas
geralmente verticais, na qual o compartimento inferior recebe a solucao receptora.
Este compartimento é agitado na tentativa de se manter a condi¢do “sink” durante o
experimento. Uma vantagem da célula vertical é a habilidade de variar a natureza do
veiculo doador. Uma pelicula de material pode ser aplicada por evaporacdo de
solvente; pomadas, dispositivos transdérmicos também podem ser estudados.
Condicbes atmosféricas (por exemplo, umidade) podem ser também controladas
nessas células (FRIEND, 1991).

A célula de difuséo de Franz € um dos sistemas mais utilizados nos estudos
de permeacdo cutanea in vitro. Esta célula possui um pequeno compartimento
doador e uma camara receptora em formato de haltere. A parte inferior da camara
receptora se comunica com um tubo cilindrico mais estreito que se estende para a
parte superior do compartimento perto da area de contato com a membrana. No

projeto inicial a célula era estatica e depois adquiriu uma porta de amostragem por
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onde é possivel fazer coletas da solugdo receptora ao longo do experimento. A
parte central do compartimento receptor é envolvida por uma camara de agua
circulante que serve para controlar a temperatura. Assim como na maioria dos

sistemas verticais, 0 compartimento receptor é agitado por uma barra magnética

(FRIEND, 1991).

Porta de amastragem:
para realizar coletas da solucdo receptora

Pele ou membrana ]
sintética """"----.._é
Anel dosador s MR TR AN

Banho de dgua
para controle da

Saida
temperatura

Entrada

Barra
magnéetica

Figura 5: Célula de Franz (Fonte: Friend, 1991).

Véarias modificacfes tém sido feitas na célula de Franz original: um segundo
braco lateral foi adicionado para permitir passagem de fluxo durante o procedimento,
o compartimento doador pode ser fechado, e pode ser feito em varios tamanhos

(FRIEND, 1991).
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3.6.2. Modelos de liberacdo de farmacos

3.6.2.1. Cinética de ordem zero

A equacéo 7 representa a dissolucdo de farmacos que ocorre pela liberacao
do principio ativo de formas farmacéuticas que ndo se desagregam, sendo a area
constante e desde que ndo se obtenha condi¢des de equilibrio.

Wo — W, = K; (equacao 7)

W, é a quantidade inicial de farmaco na forma farmacéutica, Wt € a
guantidade de farmaco na forma farmacéutica no tempo t e K é a constante de
proporcionalidade. Dividindo esta equacéo por Wo podemos transformar a equacgao
e obtemos:

f1 = Kot (equacéao 8)

Sendo f; = 1- (W¢/Wop) (equacdo 9), f; representa a fragdo de farmaco
dissolvido no tempo t e Ky € a taxa de dissolugcdo ou a constante de liberacdo de
ordem zero. Desta forma, e desde que as condi¢des estabelecidas se mantenham, o
gréafico da fracdo de farmaco dissolvido versus tempo sera linear (COSTA, 2000).

Em uma reagdo de ordem zero, a velocidade da reacdo (decomposicao,
dissolucéo, liberacdo de farmaco) é independente da concentracdo do principio
ativo. A cinética de ordem zero é com frequéncia aplicada a processos que ocorrem
nas fronteiras entre as fases, onde a concentracdo na superficie permanece
constante porque os sitios de reacao estao saturados (cinética enzimatica, interacao
entre farmaco e receptor) ou porque as substancias sao continuamente repostas

(ANSEL, 2007).
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Nas formas farmacéuticas que seguem a cinética de ordem zero a quantidade
de farmaco liberada € dependente do tempo, ou seja, liberam a mesma quantidade
de farmaco por unidade de tempo e este € o método ideal de liberacdo de farmacos
guando se deseja um efeito terapéutico prolongado. A expressao seguinte, de um
modo simplificado, representa este modelo:

Q1= Qo + Kot (equacéo 10)

Na qual, Q: é a quantidade de farmaco dissolvida no tempo t, Qp € a
quantidade inicial de farmaco presente na solucéo (na maioria das vezes, Qo = 0) e

Ko € a constante de liberacdo de ordem zero (COSTA, 2000).

3.6.2.2. Cinética de primeira ordem

Na cinética de primeira ordem a velocidade é determinada pela concentracao
do principio ativo. Muitas decomposi¢cées de farmacos em armazenamento e a
passagem de farmacos de um compartimento do corpo para outro seguem a cinética
de primeira ordem. A velocidade de reacdo € mais simplesmente definida como a
variacédo da concentracao dividida pela variacao de tempo (ANSEL, 2007).

Este perfil de dissolucdo foi proposto primeiramente por Gibaldi e Feldman
(1967) e posteriormente por Wagner (1969) (COSTA, 2000).

O fendbmeno de dissolucdo de uma particula sélida em um meio liquido é
descrito pela Equacao de Noyes-Whitney:

dC/dt=K (Cs—C) (equacéao 11)

na qual C é a concentracdo de soluto no tempo t, Cs € a solubilidade no
equilibrio e K é a constante de primeira ordem (COSTA, 2000).

Hixson e Crowell modificaram esta equacédo da seguinte forma:
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dw/dt = KS (Cs — C) (equacgéo 12)

Na qual W é a quantidade de soluto no tempo t, dW/dt é a taxa de passagem
do soluto para a solu¢do no tempo t e K € uma constante. Brunner et AL. (1900)
incorporou 0 S na equacgao que é o valor da area de contato do sélido (COSTA,
2000).

A equacao de Hixon e Crowell pode ser reescrita, aplicando a integral e os

logaritmos decimais, obtém-se a seguinte equacao:

log Q ¢ =log Qo + K;t/2303 (equacéo 13)

Na qual Q 1 é a quantidade de farmaco liberado no tempo t, Q0 é a
quantidade inicial de farmaco na solucdo e K1 € a constante de liberacdo de
primeira ordem. Desta forma, um grafico do logaritmo decimal da quantidade de
farmaco liberada em funcdo do tempo serd linear. Nas formas farmacéuticas que
seguem esse modelo de dissolucdo a liberagdo do farmaco ocorre de forma
proporcional a quantidade de farmaco remanescente no seu interior, desta forma, a

quantidade liberada por unidade de tempo diminui (COSTA, 2000).

3.6.2.3. Modelo de Higuchi

Higuchi desenvolveu varios modelos tedéricos para o estudo da liberacdo de

farmacos sollveis e pouco soluveis em agua incorporados em matrizes solidas ou

semi — solidas (COSTA, 2000).
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A equacdo 14 exemplifica a dissolu¢éo de farmacos a partir de um sistema
plano que contém uma matrix homogénea.

f,= Q = [D(2C — Cs) Cst] * (equacéo 14)

Na qual, Q é a quantidade de farmaco liberada no tempo t por unidade de
area, C é a concentracéo inicial de farmaco, Cs é a solubilidade do farmaco no meio
matricial e D é a difusividade das moléculas de farmaco (constante de difusdo) na
matriz (COSTA&LOBO, 2000).

Essa relacdo foi proposta pela primeira vez por Higuchi para descrever a
dissolucdo de farmacos em suspensdo em pomadas, mas serve para descrever
também outros tipos de dissolucéo de diferentes formas farmacéuticas. Um perfil de

concentracdo para estas formas farmacéuticas pode ser representado pela figura 6:

Figura 6: Perfil tedrico de concentracdo do farmaco num sistema matricial em
contato direto com um meio de liberacdo em condicbes “sink” (Fonte:
COSTA&LOBO, 2000).

A linha soélida representa a variagcdo da concentracdo de farmaco no sistema
farmacéutico, apds o tempo t, da camada matricial para a superficie de liberacao,
sendo todo o farmaco liberado rapidamente em condi¢cdes “sink” perfeitas. A

concentracdo total de farmaco € mostrada na distancia h e nenhuma dissolucéo
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ocorre até que a concentracdo cai abaixo da solubilidade do farmaco na matriz (Cs).
Em distancias maiores que h, o gradiente de concentracdo seré constante (C >> Cy).
No tempo t, a quantidade de farmaco liberado pelo sistema corresponde a area
sombreada da figura (COSTA, 2000).

De maneira geral, o0 modelo de Higuchi é resumido a seguinte expressao

(conhecida também como modelo simplificado de Higuchi):

Fe = Kyt'? (equacdo 15)

Na qual Ky é a constante de dissolucao de Higuchi (COSTA, 2000).

Higuchi descreve a liberacdo de farmacos como um processo de difusdo
baseado na lei de Fick, ou seja, depende da raiz quadrada do tempo. Esta relacdo
pode ser usada para descrever a dissolucédo de farmacos de varios tipos de formas
farmacéuticas de liberacdo controlada, como no caso de alguns sistemas
transdérmicos e comprimidos matriciais com farmacos hidrossolliveis (COSTA,

2000).



V.

MATERIAIS

4.1. Matéria-prima, Substéancias e Reagentes

Agua ultrapura obtida em Sistema Milli Q

Acido citrico (Quemis)

Acido cloridrico (Synth)

Alcool etilico (Quemis)

Alcool metilico (Quemis)

Cloreto de aluminio purissimo hexahidratado (Vetec)
Durex (Scotch 3M 750)

Extrato de Syngonanthus nitens

Fosfato de potassio monobasico (Merck)

Glicerina (Ely Martins)

Hidréxido de sddio (Vetec)

Hidroxietilcelulose (Galena)

Membrana sintética de acetato de celulose 0,45 um (Sigma-Aldrich®)
Metilparabeno (Henrifarma)

Mucosa vaginal de porca

Oleo mineral (Tec Lab)

Padrao luteolina (Sigma-Aldrich®)

Peroxido de hidrogénio (Synth)

Polawax (Croda do Brasil)

Propilenoglicol (Vetec)

49
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Propilparabeno (DEG)

4.2. Vidrarias e Materiais de Laboratério

Balao volumétrico
Bastao de vidro
Béquer

Cubeta de quartzo de caminho 6ptico de 10 mm e volume de 2 mL, C9417

Lote 87HD619 (Sigma-Aldrich®)

4.3.

Espatula de metal

Filtro de seringa porosidade 0,45 pym
Pipetas volumétricas

Tubos de ensaio

Vidro reldgio

Equipamentos
Balanca analitica e semi — analitica
Centrifuga Fisher Scientific
Espectrofotdmetro UV-VIS, SHIMADZU, UV MINI-1240
Estufa Binder
Geladeira Consul biplex CDR36
Microette HANSON 0700-1252

Peagometro digital Gehaka

Rebmetro HAAKE, modelo RHEOSTRESS RS-1

Sensor tipo cone-placa (C35/2°Ti)



4.4.

Ultrassom, Branson, Modelo 1210

Ultra Turrax® T25 basic

Vortex Phoenix mod.-AT:56

Softwares

Software Rheowin 3.0
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V. METODOS

5.1. Coleta e obtencé&o do extrato de Syngonanthus nitens

O Syngonanthus nitens foi coletado em janeiro de 2008, na regido de
Diamantina (Minas Gerais) e foi identificado pelo Prof. Paulo Takeo Sano do Instituto
de Biociéncias da USP. Uma exsicata de numero Sano3895 esta depositada no
herbario IB-USP-S&o Paulo.

Apds secagem em estufa a 40 °C, por 48 horas, as partes aéreas do S. nitens
foram separadas em capitulos, escapos e folhas e posteriormente foram trituradas
em moinho de facas.

Neste estudo utilizou-se o extrato metandlico de escapos de S. nitens. A
extracdo ocorreu por maceracao e/ou percolacdo com solventes organicos, no caso
metanol. As misturas foram filtradas e concentradas em rotoevaporador sob pressao
reduzida (temperatura de 45°C). O extrato foi colocado em recipiente de vidro e
mantido em capela de exaustdo até completa evaporacdo dos solventes e depois
foram armazenados em freezer.

O extrato de escapos de Syngonanthus nitens foi fornecido gentilmente pela
Profa. Dra. Lourdes Campaner dos Santos do Laboratério de Quimica Orgéanica do

Instituto de Quimica da UNESP- Araraquara.
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5.2. Preparo da formulacao

Foram propostas duas formulacbes, creme e gel, para incorporacao do
extrato de Syngonanthus nitens. A utilizacdo de duas formulag¢des foi importante
para comparar o perfil de liberacdo, permeacéo e retencdo na mucosa vaginal do

principio ativo in vitro em sistemas diferentes.

5.2.1. Creme vaginal

A composicdo da formulacdo esta descrita na tabela 3 abaixo. O creme foi
preparado aquecendo-se os componentes da fase oleosa (polawax, 6leo mineral e
conservantes) e aquosa (glicerina e agua) até 70°C. Verteu-se a fase aquosa sobre
a oleosa, com agitacdo manual constante até o resfriamento. Na temperatura de
35°C, o extrato foi adicionado, dissolvido em propilenoglicol, previamente
solubilizado em ultrassom (30 minutos). Verificou-se o pH da formulacao, e néo foi

necessaria a acidificacdo com o acido citrico.
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Tabela 3. Composicéo da formulacéo de creme vaginal

Componente Concentracao (%)
Polawax 12

Oleo mineral 2
Glicerina 2

Agua q.s.p. 100
Metilparabeno 0,15
Propilparabeno 0,02
Propilenoglicol 6

Extrato 0,5

Acido citrico g.s. pH 4,5

5.2.2. Gel vaginal

A tabela 4 mostra a composicdo da formulacdo, que foi realizada com o
aguecimento de todos os componentes (exceto propilenoglicol, extrato e acido
citrico) até a geleificacdo. Apos resfriamento adicionou-se o propilenoglicol com o
extrato solubilizado com o auxilio do ultrassom (por 30 minutos). Verificou-se o pH
da formulacédo, e ndo foi necessario o ajuste de pH com o acido citrico, pois a

formulacao ja encontrava-se acida.
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Tabela 4. Composigéo da formulagéo de gel vaginal

Componente Concentracao (%)
Hidroxietilcelulose 2
Glicerina 2

Agua q.s.p. 100
Metilparabeno 0,15
Propilparabeno 0,02
Propilenoglicol 6

Extrato 0,5

Acido citrico g.s. pH4,5

5.3. Validagcdo de metodologia

5.3.1. Especificidade e Seletividade

A avaliacdo da especificidade foi realizada com aliquotas de uma solucéo
metanolica do extrato de S. nitens na concentracdo de 400 pyg/mL submetidas a
cinco condi¢des de degradacdo por 1 hora: solugdo de hidréxido de sodio 0,1 N;
solucdo de acido cloridrico 0,1 N; solucdo de perdxido de hidrogénio 3%; luz
ultravioleta (254 nm) e temperatura (37°C).

As solucdes foram preparadas em baldo volumétrico de 10 mL. Transferiu-se
aliqguotas de 1 mL da solugcdo metandlica de extrato de S. nitens de concentracao
400 ug/mL para baldes volumétricos, adicionou-se 1 mL de solucdo de cloreto de
aluminio a 2,5% e o volume final dos bal6es foram ajustados com as diferentes

solucbes propostas para a degradacdao. Nas amostras expostas a luz ultravioleta e
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temperatura o volume foi ajustado com agua. Desta forma, a concentracao final de
extrato em cada baldo volumétrico de 10 mL € de 40 pg/mL.

As amostras ficaram ao abrigo de luz e apés uma 1 hora foi feita a leitura das
absorbancias em comprimento de onda de 351 nm.

Para o branco do sistema, foram preparadas solu¢cdes contendo 1 mL de
metanol e 1 mL de solucédo de cloreto de aluminio 2,5% em baldo volumétrico de 10
mL e completou-se o volume com as diferentes solu¢des de degradacéo.

Para a avaliacdo da seletividade preparou-se uma solucéo etandlica contendo
1 g da formulacéo (na qual o extrato de S. nitens encontra-se a 1%), solubilizado em
ultra-som por 10 minutos em um baldo volumétrico de 50 mL.

Aliguota de 2 mL dessa solucéo etandlica contendo a formulacao foi colocada
em um baldo volumétrico de 10 mL, onde adicionou-se também 1 mL de solucdo de
cloreto de aluminio a 2,5% e completou-se o volume com etanol. Obteve-se assim,
uma amostra com concentragao de extrato igual a 40 pg/mL.

Como branco do sistema utilizou-se aliquota de 2 mL de solucdo etandlica
contendo somente placebo (formulacdo sem extrato) em baldo volumétrico de 10
mL, onde adicionou-se 1 mL de solugéo de cloreto de aluminio 2,5 % e ajustou-se o
volume com etanol.

Ambos, branco e amostra ficaram sob abrigo de luz por meia hora e apés
esse tempo foram observados os picos de absorbancia no espectrofotbmetro UV-

VIS.
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5.3.2. Linearidade

Para avaliacdo da linearidade foram preparados seis padrdes do flavonoide
luteolina em diferentes concentragdes, em duplicata: 5, 10, 15, 20, 25 e 30 ug/mL.

Primeiramente, preparou-se uma solucao etandlica de luteolina a 50 pg/mL
em um baldo volumétrico de 50 mL. A partir desta solucéo, foram preparadas as 6
amostras contendo concentracéo entre 5 e 30 pg/mL: transferiu-se aliquotas de 1, 2,
3, 4,5 e 6 mL da solucdo etandlica de luteolina a 50 pg/mL para baldes volumétricos
de 10 mL, contendo 1 mL de solucao de cloreto de aluminio a 2,5 %, e completou-se
o volume final de cada baldo com etanol. Obteve-se assim, solucbes de
concentracdo igual a 5, 10, 15, 20, 25 e 30 pg/mL, respectivamente.

Foi utilizado como branco do sistema, 1 mL da solucédo de cloreto de aluminio
a 2,5 % diluido em etanol em baldo volumétrico de 10 mL. As solucbes foram
mantidas ao abrigo da luz por meia hora. Depois, foram realizadas as leituras de

absorbancia em comprimento de onda 351 nm (FUNARI, 2006; ARAUJO, 2009).

5.3.3. Limite de Quantificag&o

Para determinacdo do Ilimite de quantificacdo utilizou-se uma solucéo
etandlica de luteolina a 50 pg/mL, e a partir desta foram feitas diluicdes até encontrar
a menor concentragdo de amostra que apresenta absorbancia no espectrofotbmetro.

A partir desta primeira solucéo etandlica de luteolina a 50 ug/mL, preparou-se
uma segunda solucéo etandlica de concentracdo 10 ug/mL, transferindo-se aliquota
de 2 mL da primeira para um baldo volumétrico de 10 mL e completando-se o

volume com etanol.
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Tendo uma solucéo etandlica de luteolina a 10 ug/mL, obteve-se solugbes de
1, 2, 3 e 4 yg/ mL transferindo-se aliquotas de 1, 2, 3 e 4 mL, respectivamente, para
baldes volumétricos de 10 mL. Em cada baldo volumétrico colocou-se também 1 mL
de solucdo de cloreto de aluminio a 2,5 % e completou-se o volume final de cada
baldo com etanol.

Sendo necessaria a producdo de amostras de luteolina de concentracéo
ainda menor para se chegar ao limite de quantificacdo, preparou-se uma terceira
solucdo etandlica de luteolina de concentracdo 1 pg/mL: transferiu-se aliquota de 1
mL da solucéo etandlica de luteolina a 10 uyg/mL para um baldo volumétrico de 10
mL e diluiu-se com etanol. A partir desta solucéo etandlica de concentracdo 1 ug/mL
obteve-se amostras de concentracdes menores: 0,5 e 0,1 pg/mL, transferindo-se 5 e
1 mL, respectivamente, para um baldo volumétrico de 10 mL, na qual adicionou-se
também 1 mL de solucdo de cloreto de aluminio e ajustou-se o volume final com
etanol.

As amostras de 0,1; 0,5; 1; 2; 3 e 4 uyg/mL foram feitas em duplicata e foram
mantidas ao abrigo da luz por 30 minutos. ApoOs esse periodo, foi feita a leitura da
absorbancia das amostras no comprimento de onda de 351 nm.

Como branco do sistema utilizou-se 1 mL de solug&o de cloreto de aluminio a

2,5 % em um baldo volumétrico de 10 mL com o volume completado com etanol.

5.3.4. Precisao

A precisado foi avaliada realizando ensaios em dias diferentes com o mesmo

analista (repetibilidade), e em dias diferentes com analistas diferentes

(intermediaria).
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A avaliacao da preciséo intra-corrida (repetibilidade) foi realizada utilizando-se
3 concentracdes do intervalo linear: baixa (5 pg/mL); média (15 pg/mL) e alta (30
Mg/mL), com trés réplicas cada.

Para tal, preparou-se uma solucdo etandlica de luteolina de 50 pyg/mL em um
baldo volumétrico de 50 mL. Desta solucéo retirou-se aliquotas de 1, 3 e 6 mL e
transferiu-se para baldo volumétrico de 10 mL, obtendo-se assim, solucbes de
concentracdo 5, 15 e 30 ug/mL, respectivamente. A cada baldo também se
adicionou 1 mL de solugdo de cloreto de aluminio a 2,5 % e o volume final foi
completado com etanol. As amostras foram mantidas as abrigo de luz por 30
minutos e depois foram lidas as absorbancias no comprimento de onda de 351 nm.
Como branco do sistema utilizou-se solucdo contendo 1 mL de cloreto de aluminio
2,5 % e etanol para completar o volume do baldo volumétrico de 10 mL.

Para a avaliacdo da precisao inter corrida (intermediaria) utilizou-se o mesmo
procedimento.

Analisou-se desta forma a concordancia dos resultados através do coeficiente

de variagéo.

5.3.5. Exatidao

A exatidao foi avaliada com trés com concentracdes do extrato de S. nitens: 5;
15 e 30 pyg/mL, com adicéo de placebo (formulagcdo sem extrato), em triplicata.

Preparou-se uma solucdo etandlica de extrato de S. nitens 50 pg/mL e
placebo. A quantidade de placebo adicionada foi calculada levando-se em
consideracdo que a concentracdo de extrato na formulacdo € 1%. Esta solucéo foi

colocada em ultrassom por 10 minutos para melhor solubilizagdo do extrato.
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Obtiveram-se amostras de 5, 15 e 30 pg/mL de extrato retirando-se aliquotas
de 1, 3 e 6 mL, respectivamente, da solucéo etandlica citada acima. Estas aliquotas
foram transferidas para baldes volumétrico de 10 mL, na qual se adicionou 1 mL de
solugcéo de cloreto de aluminio e o volume final foi completado com etanol. Foram
preparados 3 brancos para o sistema (um para cada concentracdo), cada um
contendo placebo, solucéo de cloreto de aluminio 2,5 % e etanol. Os brancos foram
preparados da mesma forma que as amostras, porém sem adicdo do extrato. As
amostras e os brancos foram mantidos ao abrigo de luz por 30 minutos. ApGs esse
tempo, foram lidas as medidas de absorbancia das amostras em comprimento de

onda 351 nm.

5.3.6. Robustez

Para a avaliacdo da robustez utilizou-se uma amostra do padrao luteolina na
concentracdo de 15 uyg/mL e trés amostras do extrato S. nitens na concentracao
equivalente de padrédo. Calculou-se através da linearidade do extrato e da
linearidade do padrdo que essa relagdo é de aproximadamente 20%, entdo se
preparou amostras de extrato de concentragéo 75 pg/mL.

As medidas de absorbancia foram realizadas variando-se dois parametros:

1- Tempo de reacao com cloreto de aluminio 2,5 %;
2- Comprimento de onda.

No primeiro parametro, mediu-se a absorbancia das amostras apés 20, 30 e

50 minutos, no comprimento de onda 351 nm.

No segundo parametro variou-se o comprimento de onda para 354 nm.



61

Para o preparo da amostra de luteolina 15 pug/mL, retirou-se aliquota de 5 mL
de uma solucao etandlica 30 pg/mL e colocou-se em um baldo volumétrico de 10 mL
adicionado de 1 mL de solu¢do de cloreto de aluminio 2,5 % e completou-se o
volume com etanol. As amostras de extrato foram obtidas retirando-se aliquotas de 3
mL de uma solugéo etanodlica de 250 ug/mL (deixar no ultrassom por 10 minutos
para solubilizar extrato) e colocando-se em balées volumétrico de 10 mL. A estes
balbes também se adicionou 1 mL de solucéo de cloreto de aluminio e o volume foi
completado com etanol. Como branco do sistema utilizou-se solugdo contendo

cloreto de aluminio e etanol.

5.4. Estabilidade Preliminar

Inicialmente, as amostras foram submetidas ao teste de centrifugacdao a 3000
rpm, por 30 minutos, e avaliadas visualmente verificando seu aspecto, cor, odor,
precipitacbes e separacbes de fases. As amostras que foram submetidas a
centrifugacéo e néo apresentaram sinais de instabilidade foram submetidas aos
testes de estabilidade preliminar (ensaios organolépticos e fisico-quimicos) por um
periodo de 15 dias. As formulacdes foram expostas a temperatura ambiente,
geladeira (T=5 + 2 °C), estufa (T= 45 * 2 °C) e ciclo de 24 horas entre geladeira e
estufa. Foram analisados os aspectos macroscopicos, cor, odor, pH e viscosidade
no primeiro, sétimo e décimo quinto dia, em triplicata.

A analise do primeiro dia é chamada de analise inicial (Al), sendo esta feita 24

horas ap6s a manipulacéo da formulagéo.
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Caso a formulacdo submetida ao teste de estabilidade preliminar néo
apresente sinais evidentes de instabilidade, esta serd submetida aos testes de

liberacdo, permeacéo e retencao.

5.4.1. Ensaios Organolépticos

As caracteristicas organolépticas foram avaliadas quanto ao aspecto

macroscopico, cor e odor.

5.4.2. Ensaios Fisico-Quimicos

54.21. PH

A determinagéo do pH foi realizada em peagdmetro Gehaka, devidamente
calibrado, empregando-se o0 método descrito no Manual of Cosmetic Analisys, no
gual adiciona-se 9,0 mL de agua destilada e 1,0 g da amostra (Newburger, S. H.,

1997).

5.4.2.2. Viscosidade

A viscosidade foi determinada utilizando o Redémetro HAAKE, modelo

RHEOSTRESS RS-1, com sensor do tipo cone-placa (C 35/2° Ti) acoplado a um

controlador de temperatura HAAKE-C25P. A viscosidade minima aparente foi obtida
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através da curva de fluxo, sendo observada quando a taxa de cisalhamento méaxima
era alcancada. As andlises foram realizadas em triplicata, & temperatura de 30°C. Os
dados foram analisados pelo software RHEOWIN 3 Data em computador acoplado

ao redbmetro.

5.5. Reologia

A reologia da formulacdo foi analisada em Redmetro HAAKE, modelo
RHEOSTRESS RS-1, com sensor do tipo cone-placa (C 35/2° Ti) acoplado a um
controlador de temperatura HAAKE-C25P. Os dados foram analisados pelo software
RHEOWIN 3.

O comportamento reolégico foi avaliado determinando-se: propriedades de
fluxo (flow curves) e fluéncia e recuperacao (creep and recovery). Na curva de fluxo
as condicées utilizadas no ensaio foram taxa de cisalhamento de 0 — 100 s™ por um
periodo de 120 segundos para curva ascendente e taxa de cisalhamento de 100 — 0
s-1 durante 120 segundos para a curva descendente, a temperatura de 30 + 0,5 °C.

No ensaio de fluéncia e recuperacgéo foi utilizado tenséo de cisalhamento de
1 Pa por 300 segundos, em temperatura de 30 + 0,5 °C. A varredura de frequéncia,
foi realizada usando a frequiéncia de 0,1 até 100 Hz e tensdo de cisalhamento de 1
Pa, enquanto que na varredura de tensao, a tensdo de cisalhamento foi de 0 - 10

Pa, e a frequéncia de 1 Hz.
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5.6. Liberacao, permeacéo e retencdo na mucosa vaginal in vitro

Os estudos de liberacédo, permeacdo e retencdo na mucosa vaginal in vitro
foram realizados no equipamento automatizado Microette HANSON 0700-1252, que
contém seis células de Franz (figura 8) modificadas com volume aproximado de 7

mL, conforme a figura 7 abaixo:

Figura 7: Equipamento automatizado Microette HANSON 0700-52.
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Figura 8: Célula de Franz.

A liberacdo do farmaco foi avaliada utilizando-se uma membrana sintética de
acetato de celulose 0,45 ym e a fase receptora utilizada foi tampé&o fosfato de
potassio monobasico 0,01 M pH 7,4.

Na formulag&o creme, a formulagéo foi colocada até completar o anel dosador
do equipamento (aproximadamente 260 mg de formulacdo e area de exposicdo de
1,77 cm?). Quando se utilizou a formulacdo gel, foi necessario o uso de um copo
adaptador (figura), e a quantidade de formulacéo utilizada foi de aproximadamente
895 mg numa area de exposicao de 1,77 cm?.

Os experimentos foram conduzidos a 37,5 °C e a solucdo receptora foi
constantemente agitada a 300 rpm, por meio de um agitador magnético.

Aliguotas de 2 mL foram coletadas automaticamente nos tempos

programados (1, 2, 4, 6, 8, 12 e 24 horas) e as amostras coletadas foram



66

guantificadas por espectrofotometria UV-VIS de acordo com metodologia validada
anteriormente.

As aliquotas de 2 mL foram transferidas para um baldo volumétrico de 5 mL
com a ajuda de um pipetador, adicionou-se 1 mL de solug&o de cloreto de aluminio
2,5% e completou-se o volume com etanol. As amostras permanecerem ao abrigo
de luz por 30 minutos e ap0s este tempo realizou-se a leitura das absorbancias no
comprimento de onde de 351 nm. Utilizou-se a curva analitica obtida na validacéo do
método analitico para quantificar o extrato de Syngonanthus nitens.

Os ensaios de permeacdo e retencdo na mucosa vaginal in vitro foram
realizados utilizando a mucosa de vagina de porcas. As vaginas foram obtidas de
um abatedor de Araraquara, e ap0s serem recebidas foram lavadas com agua
destilada e a membrana vaginal for retirada com auxilio de pinca e bisturi.

A mucosa vaginal foi colocada na célula de difusdo, com o lado da derme
voltado para baixo, desta forma o estrato cérneo ficou em contato com a formulagéo.

As condi¢cdes de temperatura e agitagdo foram mantidas como as descritas no
ensaio de liberagao.

No ensaio de permeacédo os tempos de coletas foram 1, 2, 4, 6, 8 e 12 horas.
A quantificagdo das amostras foi realizada por espectrofotometria UV-VIS nas
mesmas condi¢des do ensaio de liberacao.

Para analise de retencéo in vitro a mucosa vaginal ficou exposta a formulacéo
por 8 e 12 horas, nas condi¢des ja descritas anteriormente.

Ao final do experimento o excesso de formulagéo foi retirado com auxilio de
papel absorvente com suporte de um vidro relégio para ndo haver perda do principio
ativo. O estrato cérneo foi retirado através da técnica de tape stripping, utilizando 16

pedacos de fita adesiva (Durex Scotch 3 M 750), e descartando sempre a primeira
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fita. As fitas foram transferidas para um tubo de ensaio com 5 mL da solucdo extrato
(etanol), agitado em vortex por 2 minutos e em seguida submetido ao ultrassom por
30 minutos. Uma aliquota de 2 mL foi coletada da solucdo obtida e foi transferida
para um baldo volumétrico de 2 mL, adicionou-se 1 mL de solucéo de cloreto de
aluminio a 2,5%, o volume foi completado com etanol, e entdo a amostra foi filtrada
em membrana 0,45 ym e quantificada por espectrofotometria UV-VIS.

ApoOs a retirada do estrato cérneo verificou-se a retencdo da derme e
epiderme. A mucosa foi picotada com auxilio de uma tesoura e os fragmentos foram
transferidos em tubo para centrifuga e adicionou-se 5 mL da solucdo extratora
(etanol). Os tubos foram agitados em vértex por dois minutos, levados ao
homegeneizador Ultra Turrax® por 1 minuto e por fim no ultrassom por 30 minutos.
Aliguotas de 2 mL também foram coletados da solucéo obtida e seguiu-se com o
mesmo procedimento do estrato corneo.

A equacédo abaixo (USP 2010) foi utilizada para calcular a quantidade real

liberada/permeada (Q real, t) em determinado tempo t:

Qreal,t=Ct.Vr+> Vc.Cc (equacéao 16)

Na qual:

Q real, t = quantidade real liberada/permeada referente ao tempo t;
Ct = concentragao obtida referente ao tempo t;

Vr = volume da solucé&o receptora (7 mL);

Cc = concentracdo da amostragem anterior;

V¢ = volume amostrado (coletado + limpeza).
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A avaliagdo do modelo de cinética foi realizada através de tratamento
mateméatico dos resultados obtidos e determinagdo da ordem de reag&o: zero ordem
(concentracao versus tempo), primeira ordem (log da concentracdo versus tempo) e

modelo de Higuchi (concentracao versus raiz quadrada do tempo).
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VI. RESULTADOS

6.1. Validacao de Metodologia

6.1.1. Especificidade/Seletividade

Na tabela 5 abaixo se encontram os resultados obtidos das amostras no
ensaio de especificidade, tendo as medidas de absorbancia no comprimento de
onda de 351 nm, a concentracdo de extrato correspondente a absorbancia e o teor

percentual.

Tabela 5. Teste de especificidade do extrato de S. nitens.

Condigéo Absorbéancia Concentragao Teor (%)
(nm) (Mg/mL)
NaOH 0,1 N 0,1212 8,74 19,42
HCI 0,1 N 0,4690 32,85 73,00
Peréxido 3% 0,4172 29,26 65,02
Luz 0,3948 27,71 61,57
Temperatura 0,4182 29,33 65,18

Calculou-se a concentracdo de extrato a partir da equacdo de reta y =
0,0722x — 0,0049, obtida no teste de linearidade (item 6.1.2) e também levou-se em
consideracdo a quantificacdo do flavondide luteolina no extrato de Syngonanthus

nitens (item 6.1.7).
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O teor percentual foi calculado considerando a concentracdo de 45 pg/mL
como 100%, que foi a concentracdo real da solucdo metandlica de extrato de S.
nitens.

No teste de seletividade foram observados dois picos de absorbancia em
espectros diferentes: um pico no comprimento de onda 359,0 (com absorbéancia
igual a 0,5044) referente a amostra; e outro pico no comprimento de onda 258,0
(com absorbancia de 1,3241) referente a formulacédo placebo (sem extrato). Assim,

evidenciamos a nao interferéncia do placebo no pico do extrato.

6.1.2. Linearidade

A figura 9 apresenta a curva de linearidade obtida a partir de 6 concentragdes

do padréo luteolina e os resultados obtidos encontram-se na tabela 6.

Linearidade

2,5
€ 2 y=0,0722x-0,0049
£ R?=0,9999
3 15
c
«T
2
o 1
vy
.

0,5

0]
0] 5 10 15 20 25 30 35
Concentrag¢do (ng/mL)

Figura 9: Curva de linearidade da luteolina, equacéo de reta (y) e respectivo

coeficiente de correlacéo (R?).
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A curva da figura 9 apresentou-se linear no intervalo de concentracao de 5 a
30 upg/mL, com coeficiente de correlagdo de 0,99996. O critério minimo aceitavel
pela ANVISA é de 0,99 (BRASIL, 2003).

A equacgdo de reta que correlaciona as duas variaveis (concentracdo e

absorbancia) é: y = 0,0722x — 0,0049.

Tabela 6. Dados do teste de linearidade do padréo luteolina.

[ ] tedrica []real Abs* FR DP CV (%) Ccv
(mg/mL) (Mg/mL) (nm) geral
(%)

5 4,84 0,3498 13,83 0,0064  1,8393

10 9,68 0,6889 14,05 0,0042 0,6158
15 14,52 1,0377 13,99 0,0066 0,6337 0,6333

20 19,36 1,3916 13,91 0,0119 0,8587

25 24,2 1,7504 13,82 0,0105 0,6019

30 29,04 2,0873 13,91 0,0092  0,4404

*média de dois valores, [ ] — concentra¢do, abs — absorbancia, FR — Fator de

Resposta, DP — desvio padrao e CV — coeficiente de variacao.

O fator de resposta foi calculado pela razdo entre a concentracédo do padrao e
a média da absorbancia.
O coeficiente de variacao foi calculado pela equacao 17:
CV =DP x 100

M (equacéo 17)
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Na qual:
CV = coeficiente de variacao
DP = desvio padréo das medidas de absorbancia

M = média das medidas de absorbancia

A concentracdo real € consequente da quantidade de padrdo pesada e as
diluicdes feitas para o preparo das amostras. Observa-se na tabela 6 que o maior
coeficiente de variacdo foi 1,84%, ainda dentro do valor permitido que é 5%. O
coeficiente de variacdo entre todas as amostras é o coeficiente de variacao geral e

foi de 0,63%.

6.1.3. Limite de Quantificacéo

Na figura 10 encontra-se a curva obtida na linearidade, acrescida das
concentragcbes 4,0; 3,0; 2,0; 1,0 e 0,5 pg/mL, utilizadas no ensaio de limite de
guantificagéo.

O limite de quantificacdo obtido foi a menor concentragdo de padrao
determinada e foi de 0,5 pg/mL. N&o foram testadas concentragcfes menores, pois
ndo é esperado encontrar valores menores que este nos testes de liberacao,

permeacao e reten¢cdo na mucosa vaginal.



73

Limite de Quantificagao

y=0,0729x-0,0216
2 R?=0,9999

Absorbancia

0] 5 10 15 20 25 30 35
Concentragdo (ug/mL)

Figura 10: Curva da linearidade incluindo concentragbes proximas ao limite de

quantificacéo.

Observa-se que a curva analitica da linearidade acrescida de concentracdes
menores continua linear. Nota-se também que o valor obtido do coeficiente de
correlagdo (R? = 0,99997) ficou muito préximo ao obtido na anlise de linearidade
demonstrada na figura 9. Conclui-se que a inclusédo de concentragbes menores na
curva analitica da linearidade ndo modificou significativamente os resultados da
linearidade.

O coeficiente de variagcdo da concentracdo 0,5 pyg/mL foi 2,51%, ou seja,
encontra-se dentro do limite especificado pela ANVISA que é de 5% (BRASIL,
2003). As concentragdes menores apresentaram coeficiente de variacdo maior, mas
nao ultrapassaram os 5% permitidos.

A tabela 7 possui os dados obtidos no ensaio do limite de quantificacéo:
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Tabela 7. Dados do teste de limite de quantificacdo do padrao luteolina.

[] []real Abs* FR DP CV (%)
tedrica  (ug/mL) (nm)
(Mg/mL)
4 3,872  0,2583 14,9874 0,000636 0,2463
3 2,904 0,1855 15,6508 0,000495 0,2668
2 1,936  0,1206 16,0464 0,001485 1,2308
1 1,06  0,0482 21,9689 0,001626 3,3707
0,5 0,53 0,0196 26,9720 0,000495 2,5189
0,1 0,106  -0,0021 - - -

*média de dois valores, [ ] — concentracdo, abs — absorbéncia, FR — Fator de

Resposta, DP — desvio padréo e CV — coeficiente de variacéo.

6.1.4. Precisao

Foram avaliadas a precisdo por repetibilidade (intra-corrida) e a preciséo

intermediaria (inter-corrida). A primeira com ensaios em dias diferentes com o

mesmo analista e a segunda, com analistas diferentes em dias diferentes.

6.1.4.1. Repetibilidade

A tabela 8 apresenta os resultados obtidos na preciséo por repetibilidade.
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Tabela 8. Resultados obtidos na analise da preciséo intra-corrida (mesmo

analista em dias diferentes).

DIA []real Abs* FR DP CV (%) CV geral

(Mg/mL) (nm) (%)

4,96 0,2538 19,5455 0,004285 1,6886

1 14,88 0,7884 18,8744 0,013109 1,6628
29,76 1,5816 18,8160 0,009508 0,6011 1,1443

4,84 0,3498 13,8345 0,006435 1,8393

2 14,52 1,0377 13,9918 0,006576 0,6337

29,04 2,0873 13,9127 0,009192 0,4404

*média de trés valores, [ ] — concentracdo, abs — absorbancia, FR — Fator de

Resposta, DP — desvio padréo e CV — coeficiente de variacéo.

O coeficiente de variagao foi calculado pela equagéo 17:

CV = DP x 100

M (equacéo 17)

Na qual:

CV = coeficiente de variacao

DP = desvio padrédo das medidas de absorbancia

M = média das medidas de absorbancia

O fator de resposta é obtido pela raz&o entre a concentracdo e a absorbancia

de cada amostra.



76

Neste teste foram utilizadas trés concentragdes, baixa, média e alta (5, 15 e
30 p/mL). Para a comparacao entre os resultados, foram utilizadas as absorbéancias
obtidas nas trés concentracdes no teste de linearidade e as absorbancias do teste
de preciséo realizado em outro dia pelo mesmo analista.

O coeficiente de variagao geral, de todas as amostras nos diferentes dias e
diferentes concentracfes foi de 1,14%. De acordo com a ANVISA, o valor maximo
aceitavel do coeficiente de variacdo € definido de acordo com a metodologia
utilizada, a concentracdo do farmaco na amostra, o tipo de matriz e a finalidade do
método, ndo sdo admitidos valores superiores a 5% (BRASIL, 2003). Conclui-se que
0 método possui concordancia entre os resultados de diferentes dias efetuados pelo

mesmo analista.

6.1.4.2. Precisao intermediaria

A tabela 9 apresenta os resultados da preciséo intermediaria.



77

Tabela 9. Resultado obtidos na precisao inter-corrida (analistas diferentes em dias

diferentes)

DIA []real Abs* FR DP CV (%) cV
(Mg/mL) (nm) geral

(%)
5 0,2493 20,0588 0,003262 1,3088
1 15 0,7370 20,3519 0,007525 1,0210

30 1,4657 20,4685 0,007217 0,4924  0,9559

4,84 0,3498 13,8345 0,006435 1,8393
2 14,52 1,0377 13,9918 0,006576 0,6337
29,04 2,0873 13,9127 0,009192 0,4404

*média de trés valores, [ ] — concentracdo, abs — absorbancia, FR — Fator de

Resposta, DP — desvio padréo e CV — coeficiente de variacao.

Na precisdo intermediaria o coeficiente de variacdo e o fator de resposta

foram calculados do mesmo modo que na preciséo por repetibilidade (item 6.1.4.1.).

Para comparacdo entre os valores, foram utilizadas as absorbancias das trés

concentracdes obtidas no teste de linearidade e as absorbancias obtidas na precisédo

intermedidria realizada por outro analista em dias diferentes.

O coeficiente de variacdo entre todas as andlises com as amostras em

diferentes dias e diferentes concentracdes foi de 0,95%. Considera-se que o método

analitico possui precisao se apresentar coeficiente de variacdo menor ou igual a 5%

(BRASIL, 2003).
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6.1.5. Exatidao

Na tabela 10 encontram-se os resultados obtidos na analise da exatiddo do

método analitico.

Tabela 10. Valores obtidos no ensaio de exatidao

[] []real Abs* FR DP CV (%) CcVv
tedrica  pg/mL (nm) geral
Mg/mL (%)

5 5,06 0,0548 92,3358 0,000557  1,0160
15 15,18 0,1673 90,7533 0,000666 0,3981 1,3268

30 30,36 0,3375 89,9644 0,001097 0,3250

*média de trés valores, [ ] — concentracdo, abs — absorbancia, FR — Fator de

Resposta, DP — desvio padréo e CV — coeficiente de variacéo.

O fator de resposta foi obtido dividindo-se a concentracdo pela média de
absorbancia de cada amostra. O coeficiente de variacdo foi calculado através da
equacao 17 (item 6.1.4.1.).

Nota-se que o coeficiente de variagdo entre as amostras nas trés

concentragdes foi de 1,33%, menor que 5% permitido pela ANVISA.

6.1.6. Robustez

A tabela 11 apresenta os resultados obtidos na robustez.
Nos trés primeiros testes o parametro variado foi o tempo de reacdo com a

solucéo de cloreto de aluminio a 2,5%. No primeiro, a medida da absorbancia foi lida
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apos 20 minutos de reacdo, no segundo apds 30 minutos e no terceiro apos 50

minutos. No teste quatro variou — se o comprimento de onda para 354 nm.

Tabela 11. Valores obtidos no teste de robustez

Teste Abs (nm) Teor (%) Média (%) CV (%)
Padrao 1,0918
Amostra 1 0,8992 90,3247
1 Amostra 2 0,9329 93,7099 92,5179 2,0555
Amostra 3 0,9310 93,5190
Padrao 1,0828
Amostra 1 0,9261 93,8000
2 Amostra 2 0,9370 94,9041 94,4584 0,6161
Amostra 3 0,9347 94,6711
Padrao 0,9659
Amostra 1 0,9172 104,1419
3 Amostra 2 0,9360 106,2765 105,7050 1,2960
Amostra 3 0,9397 106,6966
Padréo 1,0713
Amostra 1 0,9342 95,6362
4 Amostra 2 0,9481 97,0592 96,5507 0,8220
Amostra 3 0,9471 96,9568

Abs — absorbancia, CV — coeficiente de variacdo, Média — média dos trés valores de

teor.

O teor foi calculado utilizando a equacao 18:
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AA x [Pd] x 100
AP x [Am]
(equacéo 18)
Na qual,
AA = absorbéncia da amostra
AP = absorbancia do padrao
[Pd] = concentracao do padrao

[Am] = concentracdo da amostra

Sabe-se que a concentracdo de luteolina no extrato de S. nitens é de
aproximadamente 19,98% (item 6.1.7), entdo a concentracdo de cada amostra foi

calculada em funcéo do padrao luteolina.

6.1.7. Quantificac&o de flavonodides totais

Determinou-se a quantificagdo do flavondide luteolina no extrato de
Syngonanthus nitens. Para isto, realizou-se um teste de linearidade do extrato na
qual foram medidas as absorbancias de trés solugcbes com diferentes
concentractes: 30,72; 38,4 e 76,8 ug/mL.

Baseou-se na equacdo de reta y = 0,0136x + 0,0238 para obter a
concentracdo da amostra em equivalente de luteolina. A figura 11 apresenta a curva

de linearidade obtida a partir das trés concentracdes do extrato de S. nitens.
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Figura 11: Curva de linearidade do extrato de S. nitens, equacéao de reta (y) e o

respectivo coeficiente de correlacdo (R?).

Calculou-se que a concentracdo de luteolina no extrato de S. nitens € de

aproximadamente 19,98%.

6.2. Estabilidade Preliminar

6.2.1. Ensaios organolépticos

A formulacdo apresentou aspecto de creme homogéneo, de cor bege
esverdeado, opaco, com odor caracteristico do extrato de S. nitens.

Durante o periodo de andalise, em nenhuma das condi¢cdes, na qual a
formulacdo foi exposta, houve alteracdes da formulacdo quanto ao aspecto, cor e

odor.



6.2.2.Ensaios Fisico-Quimicos

6.2.2.1. pH
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Na tabela 12 encontram-se os valores de pH medidos no primeiro, sétimo e

décimo quinto dia.

Tabela 12. pH da formulacao

T.A. 5°C 45°C Ciclo

1°dia* 4,32 4,32 4,32 4,32
7° dia* 4,31 4,3 4,25 4,25
15° dia* 4,23 4,25 4,11 4,13
DP 0,049 0,036 0,107 0,096
Média 4,286 4,29 4,226 4,233
CV (%) 1,151 0,840 2,53 2,27

*média de trés valores; DP — Desvio Padrao; CV — Coeficiente de Variacédo

Conforme mostrado na tabela, o pH da formulacdo durante a estabilidade

preliminar sofreu pequenas variagdes. O pH apresentou valores entre 4,11 e 4,32.

Nota-se que os maiores coeficientes de variacdo séo os referentes as condicdes de

estufa e ciclo, enquanto o menor coeficiente de variacédo foi observado na geladeira.

As médias obtidas na temperatura ambiente e geladeira foram muito semelhantes,

assim como a da estufa e ciclo.
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A figura 12 representa os resultados da varredura de tenséo e a varredura de

frequéncia esta representada da figura 13.
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Figura 12: teste de varredura de tensao

G’ (verde) = moédulo elastico, G” (azul) = mddulo viscoso, n (rosa) = viscosidade

complexa.
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Figura 13: teste de varredura de frequéncia.
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G’ (verde) = mébdulo elastico, G” (azul) = mddulo viscoso, n (rosa) = viscosidade

complexa.

No teste de varredura de tensdo, figura 12, observa-se o modulo de

estocagem (G), e verifica-se que G’ encontra-se acima de G”, indicando grande

estabilidade da formulacéo, pois 0 médulo de armazenamento € maior que o mddulo

de perda. Podemos observar que até a tensdo 10 Pa aplicada a formulacao

apresentou uma regiao quase linear de viscoelasticidade.

A caracterizacdo do comportamento viscoelastico da formulacdo também foi

avaliado através da observacdo dos modulos G’, G” e n em funcao da frequéncia

(Hz). Podemos verificar que o componente elastico G’ (modulo de armazenagem)

permanece em quase toda a faixa de frequéncia acima do componente viSCOSO

G”(méddulo de perda), indicando comportamento mais elastico da amostra.
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Abaixo na figura 14 pode-se observar a curva de fluxo.

200y
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[Pa]

100

50*5, %
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HAAKE RheaWin 2 50 001

Figura 14: curva de fluxo (em triplicata).

De acordo com a curva de fluxo (figura 14), podemos caracterizar a
formulacdo creme como um sistema ndo newtoniano, pois nao apresentou
linearidade entre a tenséo e a taxa de cisalhamento, sendo que o perfil da curva de
fluxo é caracteristico de um fluido pseudoplastico, ou seja, a viscosidade diminui
com o aumento da taxa de cisalhamento. Além disso, podemos observar a formacao
de uma éarea de histerese, caracterizando um sistema tixotrépico.

No teste de fluéncia e recuperacdo (figura 15), na qual observamos se a
caracteristica inicial do sistema é recuperada apos deformacéo causada por taxa de

cisalhamento aplicada em uma tenséo fixa, a recuperacédo foi quase 50 % como

pode ser observado na figura 15.
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Figura 15: teste de fluéncia e recuperacao (em triplicata).

6.4. Liberacado, permeacéao e retencdo na mucosa vaginal in vitro

6.4.1. Liberagao

O ensaio de liberacéo foi realizado para verificar a capacidade da formulacéo
de liberar o farmaco e determinar a quantidade liberada deste em intervalos
especificos de tempo. Também foi objetivo do estudo caracterizar os sistemas
guanto ao modelo cinético de liberacgao.

Foram avaliadas as liberacfes das duas formulagcfes propostas, creme e gel,

nos seguintes tempos: 1, 2, 4, 6, 8, 12 e 24 horas.



Os resultados estao apresentados nas tabelas 13 e 14:

Tabela 13. Liberagao do creme

Tempo (horas) MédiaQreal,t % CV %
(Mg/cm?)
1 37,34 5,11 1,24
2 60,19 8,24 2,04
4 92,17 12,62 2,34
6 117,33 16,07 3,98
8 140,70 19,27 3,93
12 176,91 24,23 5,92
24 249,99 34,23 4,27
CV% - Coeficiente de variagéo percentual
Tabela 14. Liberacéo gel
Tempo (horas) MédiaQreal,t % CV%
(g/cm?)
1 23,18 3,17 4,44
2 40,26 5,51 2,51
4 63,00 8,63 2,73
6 87,81 12,02 3,59
8 115,95 15,88 2,94
12 148,14 20,29 2,04
24 223,33 30,59 2,79

CV% - Coeficiente de variagcédo percentual
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A quantidade real liberada (Q real, t) em pg/cm? foi calculada utilizando a
equacdo 16 descrita no item 5.6. A tabela apresenta também a % liberada por cm?
gue foi calculada levando em consideracdo a quantidade de amostra colocada no
anel dosador (ou copo adaptador, no caso do gel) no ensaio de liberacdo e a
concentracdo do principio ativo presente na formulacdo. Calculou-se também o
coeficiente de variagcdo a partir do desvio padrdo entre os valores de Q real, t
obtidos.

Os valores de coeficiente de variagdo obtidos entre as amostras sdo menores
gue 10%, atendendo as especificacdes, em ambas as formulacdes (SCCP,2006).

As figuras 16, 17 e 18 apresentam as diferentes cinéticas de liberacédo e a
comparacao entre os dois sistemas, desta forma, podemos definir o0 modelo de

cinética que melhor caracteriza a liberacao do principio ativo das formulacoes.

Liberacao Zero Ordem

300

250 y=8,9068x + 52,422
~ R?=0,9466
€ 200
&
2 150
: ® Creme
T
$ 100
o y=8,5822x + 30,356 M Gel

50 R2=0,9648
0
0 5 10 15 20 25 30
Tempo {horas)

Figura 16: Modelo de cinética de liberacao de zero ordem.
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Liberagao Primeira Ordem
3 y=0,0309x+ 1,7739
R2=0,7588

‘l':r 2f5
£
)
2
o y=0,0374x+ 1,5949
Tu'; T R*=0,7675 # Creme
o 1 B Gel
&
= 0,5

0

0 5 10 15 20 25 30
Tempo {horas)

Figura 17: Modelo de cinética de liberacédo de primeira ordem.

Liberacao Higuchi
300
_ 250 y = 55,008x- 16,935
~ 2o
R?=0,9993
€ 200 '
=
2 150
= # Creme
[}
100
g y = 52,408 - 34,937 B Gel
<0 R?=0,9957
0
0 1 2 3 4 5 6
Raiz quadrada do tempo (horas)

Figura 18: Modelo de cinética de liberacdo com aplicacao de Higuchi.

A avaliacdo do modelo de cinética no teste de liberacéo foi realizada a partir
dos graficos: de zero ordem (concentracdo em funcao do tempo), de primeira ordem
(log da concentracéo liberada em funcdo do tempo) e modelo de Higuchi
(concentracao liberada em fungéo da raiz quadrada do tempo).

Apbés a determinacdo dos modelos matematicos e comparacdo dos

coeficientes de correlacdo linear (R?) das formulaces creme e gel, podemos
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observar que os modelos de cinética de liberacéo que apresentam os maiores R?, ou
seja, mais proximos de 0,99, sdo os que seguem o modelo de Higuchi. Este modelo
sugere que a velocidade de liberacdo do farmaco da matriz se da por difuséo
controlada.

O valor do fluxo (J) de liberacao € obtido a partir do coeficiente angular (a) da
reta de regressdo do modelo de cinética aplicavel a formulacdo. O fluxo obtido para
a formulacdo creme foi de 55,0 yg/cm2/h, e para a formulagcdo gel foi de 52,4
pg/cm2/h. Comparando o fluxo das duas formulacées ndo observamos diferencas
significativas, pois o creme apresentou um fluxo de liberacdo apenas um pouco

maior que o gel.

6.4.2. Permeacdao e retencdo na mucosa vaginal in vitro

Os ensaios de permeacgédo e retencdo na mucosa vaginal in vitro foram
realizados utilizando-se as mesmas condicdes que o teste de liberacdo. Nas tabelas
15 e 16 encontram-se o0s resultados da quantidade real permeada (ug/cm2), a
porcentagem em relacéo ao total de principio ativo utilizado no teste e o coeficiente

de variacdo para as formulagcdes creme e gel.
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Tabela 15. Permeacdo na mucosa vaginal in vitro creme

Tempo Média Q real, t % CV %

(horas) (Mg/cm?)
1 23,48 3,21 3,87
2 37,38 5,12 10,03
4 52,26 7.16 11,68
6 66,68 9,13 13,99
8 81,38 11,14 14,88
12 105,71 14,48 14,64

CV% - Coeficiente de variagcéo percentual

Tabela 16. Permeacédo na mucosa vaginal in vitro gel

Tempo (horas) Média Q real, % CV %
t (Mg/lcm?)
1 5,18 0,71 16,81
2 7,40 1,01 6,93
4 14,12 1,93 11,53
6 21,56 2,95 9,07
8 31,34 4,29 14,75
12 42,64 5,84 19,05

CV% - Coeficiente de variagcéo percentual

Os coeficientes de variagdo apresentaram valor menor que 30%, 0 que esta
de acordo com as especificagbes que determinam que o valor maximo de CV

permitido para ensaios de permeacdo e retencdo é 30% (SCCP, 2006). O
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coeficiente de variagdo para o teste de permeacdo é maior, pois a utilizacdo de

modelos animais (mucosa vaginal) aumenta as variagdes e 0s desvios, pois existem

variagdes entre os animais.

120

100

80

60

40

Q real, t {(pg/cm2)

20

Permeacao

y=32,772x-10,709
R?=0,9936

# Creme

M Gel

y=15,657x-13,961

R?=0,9642

1 2 3

Raiz quadrada do tempo (horas)

Figura 19: permeagdo na mucosa vaginal das formulagdes creme e gel.

Como pode ser observado na figura 19, o fluxo (J) de permeacéao, obtido para a
formulacéo creme, foi de 32,77 yg/cm2/h e para o gel foi de 15,66 pg/cm2/h, ou seja,
0 creme permeou com uma velocidade mais rapida que o gel.

Apesar das formulacdes possuirem perfil de liberacdo muito semelhante, a
porcentagem de permeagdo do creme foi maior comparada com a do gel, isso

significa que o fluxo da formulacédo gel é mais dependente do tipo de membrana e

nao do sistema.

As figuras 20 e 21 apresentam os valores obtidos no teste de retencdo na

mucosa vaginal das duas formulagdes.



Retencao (estrato corneo)

11,82

10,38

93

Figura 20: Retencdo no estrato cérneo das formulacbes creme e gel em

pug/cm2 (1- creme 8 horas; 2- creme 12 horas; 3- gel 12 horas).

Reteng¢ao (derme + epiderme)

80,95

69,79

56,53

Figura 21: Retencédo na derme e epiderme das formulacbes em ug/cm2 (1-

creme 8 horas; 2- creme 12 horas; 3- gel 12 horas).

Na retencdo na mucosa vaginal o menor coeficiente de variacao foi 11,03% e

0 maior foi 18,0%.
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A formulacdo creme ficou apenas um pouco menos retida no estrato corneo
do que o gel, apds 12 horas de ensaio. Os valores obtidos para a formulacdo creme
nos tempos 8 e 12 horas foram semelhantes, isto sugere que a formulagao
provavelmente atingiu a concentracdo maxima de retencdo no estrato corneo. No
perfil de retencdo da derme e epiderme verifica-se que o gel ficou mais retido nestas

camadas do que o creme.
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VIl. CONCLUSAO

O meétodo proposto para quantificacdo do extrato de S. nitens por
espectrofotdbmetro  UV-VIS mostrou-se adequado. O método apresentou
especificidade e seletividade. Na linearidade, a curva analitica apresentou-se linear
no intervalo de concentracdo entre 5 e 30 ug/mL e obteve-se um excelente
coeficiente de correlacdo; 0,99996. A precisdo (repetibilidade e intermediaria)
apresentou coeficiente de variacdo menor que 5%, permitido pela ANVISA. O
método apresentou também exatiddo e robustez adequados; mesmo com pequenas
variacbes no método, os resultados da robustez foram satisfatorios. O limite de
guantificacdo determinado foi de 0,5 pg/mL, com coeficiente de variacdo menor que
5%.

Os resultados obtidos no teste de estabilidade preliminar foram satisfatorios,
comprovando que nas condicbes testadas a formulacdo creme apresentou
estabilidade. A formulacdo creme também se apresentou adequada para 0 usoO
tépico no que diz respeito as suas caracteristicas reologicas.

Nos ensaios de liberacdo, permeacao e retencdo na mucosa vaginal in vitro a
formulacdo creme foi comparada com outra formulacdo (gel) para o uso no
tratamento da candidiase. Os perfis de liberacdo das duas formulacdes foram
semelhantes, porém o creme apresentou melhor perfil de permeacgéo e ficou menos
retido na derme e epiderme do que o gel, isso é importante, pois nas formulacdes de
uso local espera-se que o farmaco penetre além da superficie, mas néo é desejavel
qgue ele seja absorvido pela circulacao sistémica. Portanto sob estes aspectos o gel

mostrou-se mais adequado.
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IX. Anexo — Lista de equacdes

e Equacéo 1:
e Equagéo 2:
e Equacéo 3:
e Equagéo 4:
e Equacéo 5:
e Equacéo 6:
e Equacéo 7:
e Equacéo 8:
e Equacéo 9:
e Equacéao 10
e Equacao 11
e Equacao 12

e Equacéao 13

e Equacéao 14:

e Equacéao 15
e Equacéao 16

e Equacao 17

e Equacéao 18

y=ax+b

G’ = (oly) cos &

G’ =(oly)sen d

nN'=G"w

G’IG’ =tan d

T=ny

Wy — W, =K;

f1 = Kot

f1 = 1- (W¢Wy)

Q1= Qo + Kot

: dC/dt =K (Cs — C)

: dW/dt = KS (Cs — C)

: log Q ¢ = log Qo + K1t/2303
f,= Q = [D(2C — Cs) Cst]
: Fy = Ktt?
:Qreal,t=Ct.Vr+3 Vc.Cc

: CV = DP x 100
M

. /AA x [Pd] x 100
AP x [Am]

100
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