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“‘Lembre-se que as pessoas podem tirar tudo de vocé, menos o seu
conhecimento”

Albert Einstein
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RESUMO

A alopécia € uma doenca caracterizada por perda de cabelo, que pode ter
fisiopatologia autoimune ou relacionada ao metabolismo hormonal de andrégenos,
sendo denominada alopécia areata e androgenética, respectivamente. Os
tratamentos medicamentosos descritos tém se mostrado eficazes na inducdo do
crescimento capilar. Porém, € necessario o0 uso continuo, sendo relatado
reaparecimento dos sintomas caso o tratamento seja interrompido, ndo sendo raros
0S casos em que o tratamento € descontinuado em funcao de efeitos adversos graves.
Nesse trabalho foi formulado e caracterizado um gel-creme transdérmico, contendo
uma substancia quimica vasodilatadora, cuja readequacdo farmacolégica é uma
proposta de nova alternativa para proporcionar aos pacientes um tratamento mais
eficaz. A caracterizacdo fisico-quimica, contemplou afericAo de cremacao, pH,
densidade, viscosidade, espalhabilidade, assim como doseamento e teste de
liberac&o in vitro por método validado. Foi encontrado pH levemente acido, compativel
com a aplicacdo na pele, assim como perfil reolégico adequado as condi¢cdes de
armazenamento e uso propostas. O perfil de liberacdo encontrado demonstra a
capacidade do sistema de veiculacao de cerca de 90% do ativo durante um periodo
de aproximadamente 10 horas, com velocidade de liberagdo adequada para efeito

local.

Palavras-chave: Alopecia. Calvicie. Terapia medicamentosa. Medicamentos. Formas

farmacéuticas. Vasodilatadores.



ABSTRACT

Alopecia is a disease characterized by hair loss, whose pathophysiology can be related
to hormonal metabolism of androgens or autoimmunity, being called androgenetic or
areata alopecia, respectively. The drug treatments previously described have been
effective in capillary growth induction. However, continuous use is required, and the
symptoms tend to recur if the treatment is discontinued, and treatment is commonly
discontinued because of serious adverse effects. In this work, a transdermal gel-cream
containing a vasodilating chemical substance was formulated and characterized. The
pharmacological re-adaptation proposed herein may be a new alternative to provide a
more effective treatment option for patients. The physico-chemical characterization
included determination of pH, cremation, density, viscosity, spreadability, as well as
dosing and in vitro release profile tested by a validated method. A slightly acidic pH
was found, which is compatible with the application on the skin, and the rheological
profile was adequate for the proposed storage and use conditions. The release profile
demonstrates the capacity of the delivery system to liberate about 90% of the active
compound over a period of approximately 10 hours with a suitable release rate for a
local effect.

Key-words: Alopecia. Baldness. Medicinal therapy. Medicines. Pharmaceutical forms.

Vasodilators.
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1 INTRODUCAO E RELEVANCIA DO TEMA

A alopécia € uma doenca caracterizada por perda de cabelo que ainda pode
ser subdividida em alopécia areata e alopécia androgenética. A alopécia areata € uma
doenca autoimune que afeta criancas e adultos, sendo mais comum na populagao
entre 3 e 30 anos, e € indiferente a cor do cabelo. A alopécia androgenética é o tipo
mais comum de perda de cabelo, e sua causa tem sido relacionada a fatores genéticos
que levam a um aumento da quantidade de diidrotestosterona nos foliculos que
culminam em miniaturizac&o progressiva e, posteriormente, queda capilar. A alopécia
androgenética afeta cerca de 50% dos caucasianos do sexo masculino com mais de

40 anos, sendo menos comum e mais suave em mulheres.

Os tratamentos medicamentosos para alopécia areata ou androgenética
disponiveis atualmente sdo uso topico de minoxidil e uso oral de finasterida. Outras
estratégias relatadas envolvem uso de anti-inflamatérios pelas vias oral, topica ou
intralesional, uso de vasodilatadores e de inibidores de Janus quinase. A maioria dos
tratamentos tem se mostrado eficazes na inducdo do crescimento capilar, porém é
necessario o uso continuo, sendo relatado reaparecimento dos sintomas caso o
tratamento seja interrompido. Associado a isso, hdo Sao raros 0s casos em que 0
tratamento é descontinuado em funcéo de efeitos adversos graves como desbalanco
do metabolismo androgénico ou adrenal, desordens cardiovasculares e piora de

hipertenséo ou diabetes.

Tanto para os casos de alopécia areata como para os de alopécia
androgenética é de extrema importancia controlar processos inflamatdérios instaurados
assim como prevenir recorréncia e agravamento dos casos. Por ter um padrdo de
ataque que ainda nao foi completamente elucidado, se torna de extrema importancia
o estudo de novos farmacos a fim de proporcionar aos pacientes uma possibilidade

de tratamento mais eficaz.
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A readequacao farmacoldgica tem se mostrado uma alternativa extremamente
relevante no que tange a descoberta de novas acOes terapéuticas para sustancias ja
descritas. Existem inUmeras substancias cuja seguranca ja foi demonstrada mas cujo
mecanismo de acao ainda ndo é completamente descrito. Assim, podem ser utilizadas
para o tratamento de doencgas alvo que ndo foram o motivo de suas descobertas,
principalmente aquelas que ainda nao tém sua fisiopatologia conhecida a fundo, como

a alopécia.

O novo uso encontrado para essas substancias pode, ainda, ser associado a
sistemas de liberacdo, como por exemplo, sistemas tépicos de administracdo. Neste
sentido, géis transdérmicos tém sido usados como alternativas ao tratamento por via
oral ou por via intralesional no caso de doencgas que atingem a pele, pois reduzem a
possibilidade de efeitos colaterais sistémicos. Esses sistemas sdo importantes em
casos de farmacos com intenso efeito de primeira passagem ou com pequena janela
terapéutica, podendo atuar também reduzindo o desconforto do paciente, e

consequentemente, aumentando a aderéncia ao tratamento.

Portanto, o desenvolvimento de formulagdes para liberacdo na pele de
substancias ja descritas, com atividade diferente da atividade que originou seu

desenvolvimento, esta em acordo com o conceito de readequacao farmacologica.

Neste contexto, este trabalho teve por objetivo o desenvolvimento de
formulacdo transdérmica para uso tdpico, tendo como substancia ativa uma
benzamidina. Esta substancia vem sendo utilizada como vasodilatora por nosso grupo
de pesquisa ha 4 anos para liberacdo ocular e neste trabalho a via de administracéo
escolhida foi a pele para o potencial emprego no tratamento da alopécia areata e

androgenética, podendo ser uma estratégia relevante nesta abordagem terapéutica.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 A peleeociclodocrescimento capilar

A pele é composta por duas camadas tissulares principais, a derme e a
epiderme, sendo essas compostas, respectivamente, por epitélio pavimentoso
estratificado e tecido conjuntivo denso (Figura 1). Logo ap6s a derme ha tecido celular
subcutaneo rico em tecido adiposo que constitui a hipoderme (PRISTA et al., 2003).

Figura 1: representacdo esquematica das camadas da pele com os anexos

Pelo

Gldandula sebacea

Terminagdo do nervo sensorial

LEpiderme

Capilares
Musculo

GI§NG9|8 eretordo Gordura, colageno,
sudoripara pelo fibroblastos

A epiderme € ainda subdividida em varias camadas ou estratos, sendo estes,
de fora pra dentro: o estrato cOrneo, o estrato lUcido, o estrato granuloso e o estrato

germinativo (SWARBRICK, 2007; JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2013).

O estrato cérneo, a camada mais externa da pele, tem como principal funcéo
ser uma barreira a difusdo de substancias sendo que, ndo sO protege o corpo de
influéncias externas, como também evita a perda de agua transepidérmica. O estrato
cérneo é composto por células mortas ou em degeneréncia, 0os cornedcitos, sendo
40% composto por proteinas, principalmente queratina, 40% agua e 20% uma mistura

de lipideos (SWARBRICK, 2007). A funcao de barreira é atribuida, principalmente aos
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lipidios intercelulares, que envolvem os cornedcitos mortos e formam membranas

multilamelares complexas (EICHNER et al., 2017; PRISTA et al., 2003).

Abaixo do estrato cérneo ha o estrato lucido, formado por células translicidas
ricas em eleidina, o precursor quimico da queratina. Na sequéncia ha o estrato
granuloso, formado por células losangulares com alto teor de glicoproteinas,
precursoras da eleidina (SWARBRIC, 2007; PRISTA et al., 2003). Finalmente, o
estrato germinativo é a camada viva da epiderme, cuja proliferacdo constante das
células é responsavel pela renovacdo epitelial. A medida que as células véo se
transformando, h4 um deslocamento para as camadas mais superficiais, o que leva a
formacdo dos estratos e manutencéo da epiderme (SWARBRIC, 2007; PRISTA et al.,

2003).

A derme, a camada que vem logo abaixo da epiderme, é flexivel e elastica e é
composta por duas camadas de tecido conjuntivo. Nessa camada estdo presentes
NUMeEerosos nervos e vasos sanguineos e linfaticos. Nas camadas mais profundas da
derme encontram-se 0s anexos, as glandulas sudoriparas e sebaceas e os foliculos
pilosos. A vascularizacdo dos anexos € feita pela microcirculagdo presente

(JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2013).

Os foliculos pilosos sao invaginacées do epitélio presentes na derme, que
envolvem a raiz dos pelos e o bulbo. Do foliculo, a haste do pelo se projeta para fora

através da superficie da pele (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2013).

Ao final de cada foliculo, na parte mais profunda da derme, existe uma pequena
saliéncia, chamada papila. Nela se encontram numerosos vasos sanguineos e
terminacdes nervosas (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2013). Ao redor da papila se
encontra o bulbo piloso, uma estrutura de textura mais mole e esbranquicada, onde

se encontra a matriz germinativa, cujas células indiferenciadas séo responsaveis pela
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formacéo do pelo e da melanina, e pela manutencdo das células do proprio foliculo

(JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2013).

A matriz germinativa tem a funcdo primordial de produzir fibra capilar e seu
funcionamento é ciclico. Isso resulta num ciclo capilar dividido em trés fases,
crescimento, regressdo e repouso (Figura 2). A grande maioria dos pelos que
compdem o cabelo se encontra em fase de crescimento. Do restante grande parte
estd em fase de repouso, e apenas uma pequena parte esta em fase de regresséo

(PARK et al., 2017).

Figura 2: ciclo germinativo do foliculo piloso

Fase Anagena Fase Catagena Fase Telogena Fase Anagena
eixo capilar novamente

misculo eretor

do pelo

terminacac nervosa 4

4

glandula sebacea epiderme

matriz capilar
papila dermal
B

X

foliculo capilar derme 2{

A fase de crescimento, também chamada de anagena, é caracterizada pela
proliferacdo continua da matriz germinativa, 0 que resulta em um crescimento
progressivo do pelo. Esta € a fase mais longa do ciclo e a sua duracdo varia de um
individuo para o outro, assim como depende do local do corpo onde esta o foliculo
piloso. Por exemplo, no cabelo, este ciclo costuma durar cerca de trés anos (PARK et

al., 2017; SEMALTY et al., 2011).

Na fase seguinte, a de regressédo, ou catagena, a atividade do foliculo vai
parando lentamente (SEMALTY et al., 2011). O foliculo inicia um processo de atrofia
e a base do pelo comeca a perder o contato com a papila e deslocar-se

progressivamente em direcdo a superficie (SEMALTY et al.,, 2011). Finalmente,
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guando o foliculo se encontra completamente atrofiado, ocorre a parada completa da
atividade folicular, o que caracteriza a fase de repouso, ou telégena. Essa fase dura

cerca de trés ou quatro meses e resulta na queda do pelo (SEMALTY et al., 2011).

Um novo ciclo se inicia quando uma nova matriz generativa se forma, a qual
entra em atividade e da inicio ao crescimento de um novo pelo, o qual
progressivamente empurra o pelo em fase telégena, que ocupa a porcdo mais

superficial do foliculo, até a parte externa do corpo (SEMALTY et al., 2011).
2.2 Alopécia

A alopécia € uma doenca caracterizada pela perda de cabelo, havendo duas
formas, a alopécia areata e a alopécia androgenética. A alopécia areata € uma doenca
autoimune que consiste na perda de cabelo em areas bem delimitadas com pele
aparentemente normal, geralmente no couro cabeludo e na regido da barba (Gilhar,
Etzioni e Paus, 2012). Pode estar presente uma Unica placa alopécica, quando se
define como alopécia areata unifocal (Figura 3a), ou ainda podem estar presentes
multiplas placas alopécicas, quando se define como alopécia areata multifocal (Figura
3b) (RIVITTI, 2005). A doenca apresenta uma rapida evolucédo e o paciente pode
apresentar perda de cabelo em todo o couro cabeludo, quando se define como
alopécia areata totalis ou total, ou mesmo no corpo inteiro, caracterizando-se a
alopécia areata universalis ou universal (GILHAR, ETZIONI E PAUS, 2012; RIVITTI,
2005). Nesse caso, as areas afetadas séo o couro cabeludo, os cilios, supercilios, a
barba e o bigode, axilas e areas genitais (GILHAR, ETZIONI E PAUS, 2012; RIVITTI,

2005).

Ha algumas variantes desta doenca que sdo denominadas de alopécia areata
ofiasis (Figura 3c) e alopécia areata sisaifo. No primeiro caso a regido comprometida

€ a temporo-occipital, ou seja, as margens inferiores do couro cabeludo.
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Figura 3: (a) alopécia areata unifocal, (b) alopécia areata multifocal e (c) alopécia areata
ofisiasis.

7

O segundo caso é quando ocorre o inverso, ou seja, ha perda de cabelo em
todo o couro cabeludo exceto na margem inferior (RIVITTI, 2005). Ha ainda as formas
difusas de alopécia, em que a perda de cabelo ocorre de forma aguda e difusa, casos
estes que costumam evoluir rapidamente para quadros mais graves de alopécia total

ou mesmo universal (RIVITTI, 2005).

A alopécia areata afeta criancas e adultos e é indiferente a cor do cabelo (LIU
et al., 2017). Embora seja incomum em criangas com menos de 3 anos, a maioria dos
pacientes é relativamente jovem, sendo que mais de 66% dos pacientes tem menos

de 30 anos e apenas 20% tem mais de 40 (GILHAR, ETZIONI e PAUS, 2012).

Acredita-se que a fisiopatologia da alopécia areata esta relacionada a
desordens do ciclo de crescimento folicular em que células inflamatdrias atacam os
foliculos pilosos em fase anagena, que em seguida entram precocemente na fase
catdgena (GILHAR, ETZIONI e PAUS, 2012). A distrofia folicular induzida por
inflamacéo causa uma perda progressiva da capacidade do foliculo de manter o fio
firmemente ancorado, o que leva a queda (GILHAR, ETZIONI e PAUS, 2012). O
foliculo piloso atacado na alopécia areata mantém sua capacidade de iniciar novos
ciclos, uma vez que as células germinativas ndo séo destruidas, portanto a desordem

do ciclo de crescimento &, em principio, reversivel (GILHAR, ETZIONI e PAUS, 2012).
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A alopécia areata pode ser considerada uma doenca autoimune Orgao-
especifica, uma vez que afeta apenas foliculos pilosos, unhas e raramente epitélio de
pigmento da retina (GILHAR, ETZIONI e PAUS, 2012). Dessa forma, o conhecimento
dos auto antigenos presentes nesses tecidos sao importantes para a elucidacéo da

fisiopatologia da doenca (GILHAR, ETZIONI e PAUS, 2012).

Ja foi demonstrada a presenca de infiltrado imunologico nas adjacéncias dos
foliculos pilosos afetados, composto por células T citoliticas (CTC), células T-helper
(TH) ativadas e células natural killer (NK), caracterizando uma resposta inflamatoria

tipo TH1 (PETUKHOVA et al., 2010).

Em estudos mais recentes, de XING L. e colaboradores (2014), foi identificado
no infiltrado inflamatério adjacente aos foliculos afetados por alopécia areata a
presenca de linfécitos T do tipo CD8*NKG2D™, assim como uma superexpressao, nos
préprios foliculos, de dois ligantes de NKG2D, ULBP3 e MICA5, cuja associacdo a
patogénese tem sido sugerida em estudos genémicos (PETUKHOVa et al., 2010;
XING et al., 2014). Dessa forma, linfocitos T CD8*NKG2D*, cuja ativacdo decorre da
superexpressdo de ULBP3 nos foliculos, reconhecem por meio de células
apresentadoras de antigenos alguns antigenos presentes nos foliculos,
desencadeando reagdo imunoldgica autoimune (PETUKHOVA et al., 2010; RIVITTI,

2005; XING et al., 2014).

XING L. e colaboradores (2014) identificaram ainda, em pele lesional de
pacientes com alopecia areata, trés fatores génicos associados a ocorréncia de
alopécia areata. A expresséo de genes de resposta a Interferon-y (IFN-y), tais como
agueles que codificam as quimiocinas da familia CXC, como a CXCL-9, CXCL-10 e

CXCL-11, induzidas por IFN; a expressao de fatores de transcicao especificos de CTL,
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tais como aqueles que codificam as citocinas CD8A; e a expressdo de fatores de

transcicao para interleucina-2 (IL-2) e IL-15 (LIU et al., 2017; XING et al., 2014).

Em resumo, a expressao de genes codificadores de NKG2D em células T CD8+
se mostra um ponto central na patogénese da alopécia, causando superexpressao de
IL-2 e IL-15 nos foliculos pilosos e finalmente producdo de INF-y, que marca os

foliculos para o ataque (LIU et al., 2017; XING et al., 2014).

A Alopécia androgenética, por sua vez, o tipo mais comum de perda de cabelo,
€ menos comum e mais suave em mulheres, mas chega a afetar cerca de 50% dos
caucasianos do sexo masculino com mais de 40 anos (ADIL e GODWIN, 2017). Nos
homens ha uma variacdo na gravidade com piora continua do quadro, sendo que o
inicio dos sintomas pode acontecer ainda no final da adolescéncia (ADIL e GODWIN,
2017). Em um primeiro momento ha queda nas laterais da linha de frente que evolui
para perda difusa dos cabelos no topo da cabeca até o estadgio mais avancado em
que sb6 ha cabelo ao longo das margens temporal e occipital (Figura 4) (ADIL e

GODWIN, 2017).

Figura 4: padréo de evolucado da alopécia androgenética masculina

Na alopécia androgenética a fisiopatologia estd relacionada a di-
hidrotestosterona (DHT) (ADIL e GODWIN, 2017; NAGASAWA et al., 2016). O alvo
da acdo dos androgenos no foliculo piloso esta provavelmente na papila dérmica,
sendo que os receptores especificos, ainda desconhecidos, apresentam baixa

afinidade pela di-hidroepiandrosterona (DHEA) e alta afinidade por testosterona e
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DHT, sendo a afinidade por DHT até 5 vezes maior que por testosterona (MULINARI-

BRENNER, SEIDEL e HEPP, 2011).

Os foliculos pilosos tém algumas enzimas capazes de converter esteroides
sexuais circulantes (MULINARI-BRENNER, SEIDEL e HEPP, 2011). A 3R-
hidroxiesteroide desidrogenase (3B3-HSD) é responsavel pela conversdo de
androgenos fracos em DHT, a qual € capaz de induzir a miniaturizacdo do foliculo
piloso seguida por afinamento difuso do cabelo e posterior perda de volume capilar,
conforme demonstrado na Figura 5 (ADIL E GODWIN, 2017; MULINARI-BRENNER,
SEIDEL e HEPP, 2011; NAGASAWA et al., 2016). J4 foi demonstrada uma
superexpressao da 3R-HSD nas areas calvas de pacientes acometidos por alopécia
androgenética (MULINARI-BRENNER, SEIDEL e HEPP, 2011). A presenca de maior
guantidade de 3R-HSD nas areas calvas de pacientes acometidos por alopécia
androgenética, especialmente nos foliculos frontais em comparag¢do com 0s occipitais,
pode explicar inclusive o padrdo de evolucdo da doenca (MULINARI-BRENNER,

SEIDEL e HEPP, 2011).

Figura 5: afinamento difuso em funcdo da miniaturizacédo dos foliculos

-

Os foliculos miniaturizados resultam no crescimento de pelos muito finos e sem
pigmento, os chamados pelos velus (KAUFMAN, 2002). A miniaturizagao resulta em
ascensao do foliculo do reticulo dermal para a papila dérmica, onde ocorrem rapidos

ciclos de crescimento compostos pelas fases anagena e catagena com crescimento e
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gueda de pelos muito finos e sem pigmento (KAUFMAN, 2002). Assim como na
alopécia areata, a situacao é reversivel (NAGASAWA et al., 2016) e um tratamento
efetivo pode transformar um foliculo miniaturizado de volta em um foliculo terminal,
com retorno para o reticulo dermal e desenvolvimento de pelos terminais normais

(KAUFMAN, 2002).

O diagnéstico confirmatdrio de alopécia androgenética é feito por meio de
bidpsia, em que se pode observar a miniaturizacdo dos foliculos com transformacéao
dos pelos terminais em pelos velus (Figura 6), maior namero de foliculos telégenos,
diminuicao de foliculos na hipoderme, glandulas sebaceas com volume aumentado,
diametro da haste do pelo alterado ou aumento do numero de tratos fibrosos
(MULINARI-BRENNER, SEIDEL e HEPP, 2011). Uma razéo de pelos terminal:velus
de 7:1 é considerada normal, mas quando se observa valores menores ou iguais a 3:1
tem-se um diagnadstico de alopécia androgenética (MULINARI-BRENNER, SEIDEL e

HEPP, 2011).

Figura 6: Imagem de bidpsia visual do couro cabeludo indicando presenca de pelos terminais
(terminal), velus (vellus) e miniaturizados (miniaturized).

Frequentemente, a miniaturizagdo folicular estd acompanhada de processo
inflamatorio perifolicular, sendo evidenciada na bidpsia a presenca de infiltrado

linfocitico com eventual fibrose. As causas da presenca de inflamacéo variam, sendo
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reportada colonizacéo ou presenca de toxinas bacterianas ou exposicéo de antigenos

foliculares (MULINARI-BRENNER, SEIDEL e HEPP, 2011).
2.3 Tratamento da Alopécia

O principal desafio do tratamento da alopécia, androgenética ou areata, €
reduzir o infiltrado inflamatério ja estabelecido e prevenir tanto a recorréncia quanto o
surgimento de novas placas alopécicas, no caso da alopécia areata (GILHAR,
ETZIONI e PAUS, 2012). Segundo GORDON e TOSTI (2011), os tratamentos
atualmente disponiveis podem induzir o crescimento do cabelo, mas nunca foi
provada na literatura, a mudanca no curso da doenca, especialmente nos casos mais
graves (ADIL e GODWIN, 2017; GILHAR, ETZIONI e PAUS, 2012; GORDON e

TOSTI, 2011; LIU et al., 2017).

A aplicacdo de anti-inflamatdrios esteroides intralesionais, como o acetato de
triancinolona na concentracdo de 2,5 a 5 mg/mL, um tratamento invasivo e
extremamente desconfortavel para o paciente, é o tratamento de primeira escolha nos
casos de alopécia areata uni ou multifocal, podendo ainda ser usado em casos mais
graves associada a outros tratamentos (STRAZZULLA et al., 2018). A taxa de sucesso
do tratamento é variavel, no entanto ha evidéncias que sugerem que o tratamento com
anti-inflamatoérios esteroidais intralesionais tem maiores taxas de sucesso em
pacientes mais novos, que tem alopécia ha menos tempo e em areas menores, assim
como naqueles que apresentam sinais de inflamacao nos foliculos tais como pelos em
ponto de exclamacéo (Figura 7) (STRAZZULLA et al., 2018). Podem ocorrer efeitos
adversos como atrofia da epiderme no local da inflamacéo, que pode ser evitada com
ajuste da dose ou revertida apds descontinuacéo da terapia, e ha ainda um pequeno

risco de aumento da presséo intraocular, glaucoma e catarata quando a aplicacéo &
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feita préxima aos olhos, por exemplo na regido das sobrancelhas (STRAZZULLA et

al., 2018).

Figura 7: pelo em ponto de exclamacédo ou pelo peladico.

|

e

O uso de anti-inflamatérios esteroidais em formulacdes topicas é mais bem
aceito pelos pacientes, principalmente os pediatricos, sendo usados diversos tipos de
formulacdo como géis; locbes e cremes, assim como diferentes ativos, incluindo
mometasona, fluocinolona e proprionato de clobetasol, sendo reportado o crescimento
capilar em até 89% da area tratada (STRAZZULLA et al., 2018). Os efeitos adversos
dessa terapia incluem prurido suave, queimacao, erupcao acneiforme que pode estar
associada a excipientes comedogénicos em pomadas e cremes, estrias,

telangiectasia e atrofia da pele (STRAZZULLA et al., 2018).

Anti-inflamatorios  esteroides sistémicos, utilizados diaria, semanal ou
mensalmente apresentam variavel sucesso na inducéo de recrescimento e reducao
da perda de cabelo em pacientes na fase aguda. (TOSTI, PIRACCINI e SOLI, 2001).
Strazzulla LC e colaboradores (2018) cita um estudo que avaliou a eficicia do uso de
prednisona 0,8 mg/kg durante 6 meses em 32 pacientes, no qual 47% dos pacientes,
alguns com mais de 75% de perda capilar, mostraram recrescimento capilar em mais
de 25% da area afetada (OLSEN, CARSON e TURNEY, 1992 apud STRAZZULLA et

al., 2018).

A utilizacdo de esteroides sistémicos é limitada pela ocorréncia frequente de

recaidas apos o fim do tratamento (TOSTI, PIRACCINI e SOLI, 2001), e efeitos
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adversos graves que impedem o uso continuo, como supressdo do eixo pituitaria e
adrenal, efeitos no crescimento ou integridade 0ssea, alteracdes oculares e piora de

hipertenséo ou diabetes (STRAZZULLA et al., 2018).

A imunoterapia tépica com difenilciclopropenona ou dibutiléster de acido
esquarico é uma boa opcdo em alopécia grave, incluindo alopécia total e universalis
(GORDON e TOSTI, 2011). O objetivo do tratamento € induzir a dermatite de contato
suave no couro cabeludo, ou seja, € um tratamento desconfortavel para o paciente
(GORDON e TOSTI, 2011). Apesar disso, a eficacia da difenilciclopropenona tem sido
comprovada por estudos que demonstraram o crescimento do cabelo limitado a

metade tratada (GORDON e TOSTI, 2011).

Alguns grupos de pesquisa, baseados em descobertas recentes dos
mecanismos fisiopatolégicos do desenvolvimento da alopécia areata, tém proposto
abordagens usando inibidores de Janus quinase (JAK) para o tratamento desta
doenca (HAREL et al., 2015; LIU et al., 2017). Estudos com formulacdes orais e
topicas de tofacitinib e barbacitinib mostraram resultados promissores e em estudo,
Liu e colaboradores (2017) mostraram que o tratamento oral por 4 a 18 meses com
tofacitinib alcancou resposta clinicamente satisfatoria em 77% dos pacientes,
incluindo pacientes com casos graves de alopécia areata, total e universal (LIU et al.,
2017). Os efeitos adversos desse tipo de terapia incluem aumento da ocorréncia de
infeccdes, dor de cabeca, acne, fadiga, ganho de peso, leucopenia e aumento dos
niveis sericos de triglicerideos, colesterol total e colesterol de baixa densidade (LIU et

al., 2017).

Em complementagéo aos tratamentos, ha reportado na literatura o uso de
fitoterapicos para tratamento da alopécia. Segundo Chung e colaboradores (2017),

um complexo herbal composto por Houttuynia cordata, Perilla frutescens e cha verde,
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tem sido usado tradicionalmente em paises asiaticos, especialmente na Coréia do Sul,
para o tratamento por via oral de pacientes com alopécia (CHUNG et al., 2017). O
estudo controlado em animais mostrou que o uso do complexo, ja disponivel
comercialmente na Coreia, € capaz de promover o crescimento capilar de pelos em
fase anagena, provavelmente por modulacdo de IGF-1 e TGF-f1 (CHUNG et al.,

2017).

LocOes capilares contendo Pilocarpina, uma substancia presente em extratos
de folhas de Jaborandi, tém seu uso relatado isoladamente ou em associacdo com
outros ativos (MEIDAN e TOUITOU, 2001). A Pilocarpina € um agonista de acetilcolina
e, portanto, causa vasodilatacdo via liberacéo de 6xido nitrico. Ainda, ja foi depositada
uma patente abordando o uso de extratos de Hypericum erectum para o tratamento
de queda capilar, sendo o0 mecanismo de acdo também baseado na propriedade
vasodilatadora dos extratos (KAO CORPORATION, 1995). Dados da literatura
mostram que a terapia a base de plantas tem grande potencial, mas sdo necessarios
estudos mais aprofundados para suportar as evidéncias observadas clinicamente

(MEIDAN e TOUITOU, 2001).

N&o obstante as diversas formas de tratamento até o momento descritas, as
Unicas aprovadas pelo FDA, para o tratamento de alopécia, sdo aquelas empregando
medicamentos contendo o Minoxidil ou a Finasterida, do ponto de vista quimico, e
ainda o tratamento por meio de low-level laser light therapy, do ponto de vista fisico

(CHUNG et al., 2017; NAGASAWA et al., 2016).

A Finasterida, aprovada pelo FDA, pela ANVISA e pela maioria dos paises
Europeus para tratamento da alopécia androgenética, tem sido usada em homens em
estagios iniciais de alopécia androgenética (Chung et al., 2017; Tosti, Piraccini e Soli,

2001). Sendo um inibidor da 5a-redutase, responsavel pela conversao de testosterona
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em diidrotestosterona, ja foi demonstrada a capacidade da finasterida de aumentar o
crescimento capilar em homens, observando-se inclusive aumento da quantidade de
cabelo nas regides frontal e do vértex do couro cabeludo (GOODMAN et al., 2007). A
principal preocupacao em relacdo ao seu uso esta relacionada a ocorréncia de efeitos
adversos sexuais graves em 0,5 a 2% dos pacientes (GOODMAN et al., 2007). Além
disso, a finasterida ndo deve ser usada por mulheres em idade fértil devido a
ocorréncia de anormalidades em fetos do sexo masculino quando o medicamento é
usado em gestantes (GOODMAN et al., 2007). A descontinuacdo do uso da finasterida
resulta em interrupcdo do efeito desejado (GOODMAN et al.,, 2007; TOSTI,

PIRACCINI e SOLI, 2001).

O uso do Minoxidil para tratamento de alopécia areata ou androgenética se
iniciou pela observacdo de aumento do crescimento capilar como um efeito adverso
do produto quando usado oralmente para tratamento de hipertensdo (RANUGHA e
BETKERUR, 2018; SEMALTY etal., 2011). O minoxidil administrado por via oral reduz
a pressdo arterial por relaxamento do musculo liso vascular. O seu metabdlito
sulfatado, o sulfato de minoxidil, atua abrindo canais de potassio sensiveis a
adenosina trifosfato (ATP) promovendo vasodilatacdo e consequente reducdo da

presséao arterial (SEMALTY et al., 2011).

Quando o minoxidil é usado topicamente, a conversdo para a forma ativa
sulfatada ocorre em maior proporcdo nos foliculos pilosos em relacdo a pele
adjacente, favorecendo sua atuagdo no crescimento capilar (RANUGHA e
BETKERUR, 2018). O mecanismo de acdo do minoxidil para promocédo de
crescimento capilar ainda néo é elucidado, no entanto propde-se que o efeito decorra
por mecanismos diversos. A abertura de canais de potassio sensiveis a ATP promove

vasodilatacdo e reducdo da entrada de calcio nas células do foliculo capilar,
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prevenindo a inibicdo do crescimento capilar induzida por fator de crescimento
epidérmico. O minoxidil também aumenta a quantidade local de ATP, o que promove
liberacdo de adenosina, que estimula o fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF), um promotor do crescimento do cabelo. O minoxidil ainda ativa a
prostaglandina sintase-1 citoprotectora, uma enzima que pode estimular o
crescimento do cabelo. E além disso, o minoxidil aumenta a expressdo do m-RNA de
factor de crescimento de hepatdcitos (HGF), outro promotor de crescimento de cabelo

capilar (RANUGHA e BETKEKUR, 2018)

O uso do minoxidil topico resulta em alguns efeitos adversos que, por vezes
determinam a necessidade de descontinuar o tratamento (SEMALTY et al., 2011).
Estes efeitos incluem prurido e formigamento, dores de cabeca, vertigem e até
irregularidades cardiacas, especialmente da frequéncia cardiaca (RANUGHA e
BETKEKUR, 2018; SEMALTY et al., 2011). Embora aparentemente seguro quando
esfregado no couro cabeludo, uma vez que apenas uma pequena quantidade é
absorvida sistemicamente, o minoxidil € um vasodilatador e por iSso seu uso nao €
recomendado em pessoas com problemas cardiacos (RANUGHA e BETKERUR,

2018).

Ha relatos do sucesso do tratamento de alopécia areata e androgenética com
solucdes alcodlicas de minoxidil a 2 ou 5% aplicadas duas vezes ao dia (SEMALTY
et al.,, 2011). A reducdo da aplicacdo para uma vez ao dia ja é o suficiente para
desencadear recaida com perda capilar (SEMALTY et al., 2011), enquanto a
descontinuacdo do uso induz um eflavio telégeno, que é a entrada precoce dos fios
na fase telégena (fase de repouso a qual se segue queda capilar). Dessa forma, apés

cerca de 1 a 6 meses do fim do tratamento, observa-se perda capilar acentuada e
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difusa, com retorno ao quadro precedente ao tratamento (SEMALTY et al., 2011,

MEIDAN e TOUITOU, 2001).

Resumidamente, angiogénese, antagonismo androgénico, inibicdo de
processo inflamatorio e inibicdo da 5a-redutase e vasodilatacdo, sdo as estratégias
nao-cirdrgicas mais usadas para o tratamento de alopécia (CHUNG et al., 2017,

SEMALTY et al., 2011).

Sabe-se que a reducéo do aporte sanguineo periférico, tem como primeiro sinal
a perda de cabelo, e também é conhecido que o fluxo sanguineo subcutaneo esta
significativamente reduzido em pacientes nos estagios iniciais da alopécia,
principalmente da alopécia androgenética (KLEMP e PETERS, 1989; VAROTHAI e

BERGFELD, 2014).

Apesar da distinta fisiopatologia, farmacos vasodilatadores tém se mostrado
eficazes no tratamento de ambas as formas de alopécia, ou ainda se mostraram
capazes de aumentar os resultados de outras terapias quando usados em associacao

(NAGASAWA et al., 2016; VAROTHAI e BERGFELD, 2014).

Assim, terapias que abordem tratamentos que possam conduzir a uma maior
adesdo do paciente e ocasionar melhora dos sintomas da alopécia sdo preferidas.
Talvez, dentre estas abordagens, a mais conservadora e menos susceptivel a efeitos
colaterais indesejados ao paciente seja a utilizacdo de farmacos vasodilatadores. Nos
casos mais graves, a associacado de vasodilatadores a outros tratamentos poderia
permitir reducao de doses, com provavel reducéo de efeitos adversos, mas ao mesmo

tempo aumentando significativamente os resultados clinicos alcangados.

Para isso, é necessario que os farmacos sejam veiculados em formas

farmacéuticas adequadas a fim de viabilizar o transporte pela via mais dificil de
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penetracdo no corpo humano: a via transdérmica, onde o objetivo principal € atingir
sitios de acéo sistémica ou, no caso da alopécia, no maior 6rgao do corpo humano: a

pele.
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3 JUSTIFICATIVA

Avaliando o disposto acima, podemos inferir que um dos motivos do nao
sucesso dos tratamentos disponiveis, € a falta de adesdo do paciente devido ao
desconforto gerado por alguns tratamentos, seja pelo modo de aplicacdo ou por
efeitos adversos frequentes. Ainda, os tratamentos menos invasivos disponiveis
mostram recaidas apoés o término do tratamento além de demasiados e graves efeitos

adversos.

O tratamento com uma formulacéo tépica contendo uma substancia quimica
vasodilatadora e inibidora da ECA2, e de rapida depuracdo possui caracteristicas

interessantes tendo, portanto, potencial para ser utilizado no tratamento da alopécia.
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4 OBJETIVOS
4.1 Objetivo geral

e Desenvolvimento e caracterizacdo de sistema polimérico do tipo gel-creme
transdérmico para liberacéo de substancia quimica vasodilatadora hidrofilica

na pele.
4.2 Objetivos especificos

e Desenvolver e validar métodos analiticos para quantificacdo de substancia
teste em estudos de desempenho de formulagdo farmacéutica.

e Desenvolver um gel-creme transdérmico para liberacdo da substancia teste.

e Caracterizar fisico-quimicamente o gel-creme transdérmico pelas técnicas
de determinacao de densidade de massa e densidade relativa, avaliacdo da
estabilidade fisica, determinacéo do pH, viscosidade e espalhabilidade, com
e sem a substancia teste.

e Determinar o perfil de liberagdo da substancia teste pelas formulagdes
obtidas em estudo in vitro em célula de Franz com membrana de acetato de

celulose hidrofilica.



CAPITULO |

DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZACAO DE UM SISTEMA DE
LIBERACAO TRANSDERMICA DE SUBSTANCIA QUIMICA HIDROFILICA
COM POTENCIAL VASODILATADOR PARA TRATAMENTO DA ALOPECIA
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5 REVISAO BIBLIOGRAFICA DO CAPITULO |
5.1 Uso tépico de medicamentos

A aplicacéo tépica de medicamentos tem sido usada para o tratamento de
diversas patologias, sendo a eficacia diretamente relacionada a permeacao do ativo
nas camadas mais internas da pele (ROSSI et al., 2008). Um sistema de veiculacao
de farmacos deve considerar todas as caracteristicas da substancia ativa veiculada
assim como o objetivo terapéutico. Assim, para o tratamento topico de doencas é
necessario que a formulacdo seja conveniente para o uso pelo paciente, assim como
seja capaz de veicular os ativos até o local de acdo na pele. Para isso, por vezes se

faz necessario vencer temporariamente as barreiras de protecdo da pele.

Os maiores desafios a permeacado de substancia através da pele séo: (1) o
carater hidrofilico dos farmacos ou uso de peptideos e macromoléculas, (2) irritacdo
e sensibilidade quando ocorre uma perturbacdo muito grande do estrato cérneo e (3)
absorcao variada em condi¢des de pele diferentes, tais como feridas (AGHAZADEH-
HABASHI et al., 2015). Abordagens farmacotécnicas diferentes devem ser abordadas
de acordo com o insumo farmacéutico ativo que se deseja veicular, assim como o

local de aplicacéo da formulagéo.

A viabilidade de permeacédo cutédnea de farmacos depende de varios fatores,
como a concentracdo do farmaco no veiculo e as propriedades fisico-quimicas da
substancia, como massa molecular, solubilidade, coeficiente de particdo (estrato
corneol/veiculo) e constante de dissociacdo (SWARBRIC, 2007; ANSEL, POPOVICH
e ALLEN, 2000; PRISTA et al.,, 2006). A solubilidade do farmaco determina a
concentracdo a ser alcancada no local de absorcdo, enquanto o coeficiente de
particdo determina a velocidade de transporte entre uma camada e outra (ANSEL,

POPOVICH e ALLEN, 2000). Existem na pele barreiras tanto hidro quanto lipofilicas
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sugerindo que compostos com coeficientes de particdo entre 1 e 3, ou seja, capazes
de dissolver tanto em 6leo como em agua teriam permeacao mais rapida (SWARBRIC,
2007). Sabe-se ainda que substancias com baixo peso molecular tém facilidade de

permear a pele (AGHAZADEH-HABASHI et al., 2015).

A permeacao cutanea de um farmaco enfrenta duas barreiras principais, sao
elas o estrato corneo e a pelicula lipidica que esta sobre a epiderme. Uma vez
vencidas essas barreiras, o farmaco alcanca as camadas seguintes e pode ser
encontrado, mesmo que em pequenas quantidades no aparelho vascular papilar

(PRISTA et al., 2003).

A permeacdo pode ainda ocorrer por meio de apéndices da pele, incluindo as
glandulas sebaceas e os foliculos pilosos. Este tipo de permeacéo ndo costuma ser
abordada em formula¢des transdérmicas uma vez que o0s apéndices representam
apenas cerca de 0,1 a 1,0% da area total da pele. No entanto, esta distribuicdo ndo é
uniforme, sendo a quantidade de foliculos pilosos consideravelmente maior no couro

cabeludo (SWARBRIC, 2007).

Na invaginagdo presente em cada foliculo piloso, a camada cornea se torna
menos espessa, sendo que na base do foliculo é encontrada apenas uma camada de
células ndo queratinizadas. Por esse motivo, a permeacao cutanea de farmacos é
maior nos foliculos pilosos. Em menor grau, ocorre a permeacao transepidérmica.
Tendo isso em vista, uma vez vencida a barreira interposta pelo sebo presente no
foliculo piloso, ha grande chance de uma substancia alcancar a derme (PRISTA et al.,

2003).

Alguns compostos tém capacidade intrinseca de atravessar a pele, sendo esta
caracteristica diretamente relacionada ao coeficiente de particdo dos mesmos

(PRISTA et al., 2003). Compostos polares atravessam muito mais rapidamente as
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camadas da epiderme e da derme do que o estrato corneo (EICHNER et al., 2017;
PRISTA et al., 2003). Isso € justificado pela composicédo da camada mais externa, que
€ essencialmente acidos gordos e colesterol, sendo a quantidade de agua muito baixa,
variando entre 7 e 20%. (EICHNER et al.,, 2017; PRISTA et al.,, 2003). Assim,
compostos hidrofilicos, que néo terdo capacidade intrinseca de atravessar o extrato
corneo, podem ser veiculados em sistemas que provoquem uma desestabilizacdo
nesta barreira inicial por intermédio de artificios farmacotécnicos (PRISTA et al.,

2003).

A queratina, presente também em grande quantidade no estrato corneo, €
higroscopica e quando ha uma grande quantidade de agua presente, a queratina é
capaz de fixa-la e, por consequéncia, amolece (ANSEL, POPOVICH e ALLEN, 2000;
PRISTA et al.,, 2003). A evaporacdo da agua fixada é controlada conforme a
circunstancia e a necessidade fisiolégica da pele. Compostos muito polares se
difundem rapidamente na agua presente na forma livre, enquanto compostos menos
polares tém mais afinidade pela agua presente em coacervados (ANSEL, POPOVICH

e ALLEN, 2000; PRISTA et al., 2003).

Uma formulagcdo capaz de aumentar a retencdo cutanea de agua poderia,
portanto aumentar a quantidade de agua presente no estrato corneo e possivelmente
aumentar a permeacao cutanea de farmacos hidrofilicos (ANSEL, POPOVICH e

ALLEN, 2000; PRISTA et al., 2003).

Solucbes e lo¢des sdo formas farmacéuticas liquidas para aplicacdo externa
na pele (ANSEL, POPOVICH e ALLEN, 2000). Uma solu¢cdo € composta por um
veiculo no qual os solutos estdo meramente dissolvidos. As lo¢cdes, por sua vez
contém pos finos em suspensdo ou uma fase liquida imiscivel dispersada por

emulsificantes. Ambas as formas farmacéuticas sdo, com frequéncia, aquosas (
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ANSEL, POPOVICH e ALLEN, 2000). A baixa viscosidade dessas formas
farmacéuticas dificulta sua aplicacdo em areas bem delimitadas assim como reduzem
a friccdo ou massageamento feitos pelo paciente apds aplicacdo, o que diminui a

permeacao cutanea do ativo carreado (ANSEL, POPOVICH e ALLEN, 2000).

Uma alternativa a essa dificuldade séo as formas farmacéuticas semissolidas
como géis e cremes (ANSEL, POPOVICH e ALLEN, 2000). Géis sao dispersoes,
aguosas ou nado, de substancias geralmente poliméricas com grande massa molecular
capazes de formar macroagregados interpenetrados pelo veiculo originando um
aumento na viscosidade da formulacdo. (ANSEL, POPOVICH e ALLEN, 2000). Os
cremes, por outro lado sdo emulsées O/A ou A/O viscosas. Cremes cuja fase externa
€ aquosa costumam ser preferiveis pois sdo mais faceis de remover e mais agradaveis
ao tato além de terem Otima espalhabilidade, caracteristicas essas que ndo se

encontram nos cremes A/O (ANSEL, POPOVICH e ALLEN, 2000, 2000).

Atualmente tem sido relatado o uso de géis transdérmicos para veiculagédo
transdérmica de farmacos. Exemplos ndo exaustivos sdo glibenclamida, anti-
hipertensivos, anti-inflamatérios, cafeina e extratos vegetais para o tratamento das
mais diversas doencas (AHAD, AQIL e ALI, 2014; KANG e SHIN, 2010; KAUR, RAINA

e SINGH, 2014; RANADE e GAUD, 2016).

Foram encontrados poucos estudos na literatura sobre a veiculagéo
transdérmica de farmacos hidrofilicos, provavelmente em decorréncia da dificuldade

de permeacao dos mesmos através da pele.

MA e colaboradores (2015), estudaram propriedades de veiculacéo
transdérmica de cafeina e Rodamina B, substancias hidrofilicas, por meio de
microemulsédo usando um gel de hidroxipropilcelulose como controle, tendo observado

maior permeacdo atraves de pele de orelha de porco em célula de Franz pela
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microemulsdo em comparacao ao gel (MA et al., 2015). O gel formulado pelos autores
continha apenas o ativo, o polimero e agua, uma vez que foi usado como controle (MA
et al., 2015). O uso de um promotor de absorcdo poderia aumentar significativamente
o perfil de liberacdo da formulacao, permitindo a obtencéo de uma formulacéo topica

transdérmica por meio de um processo muito mais simples e barato (MA et al., 2015).

Um estudo de KAUR D e colaboradores (2014) avaliou a propriedade de
aumento de absorcédo transdérmica de glibenclamida, uma substancia hidrofobica
(KAUR, RAINA e SINGH, 2014), em gel de carbopol contendo propilenoglicol e &cido
oleico como promotores de absorcdo. Em estudos de difusdo através de membrana
semipermeavel foi observado que o aumento da concentracdo de propilenoglicol e
acido oleico aumentava a permeacéao da glibenclamida, sendo a formulagcéo proposta
um bom sistema de liberacao transdérmica de farmacos hidrofébicos (KAUR, RAINA

e SINGH, 2014).

Até o momento, as descri¢cdes realizadas restringem a veiculacdo de uma ou
outra formulagdo como gel ou como creme. H& a possibilidade farmacotécnica de se
produzir uma formulacgéo intermedidria a estas duas formas farmacéuticas, em que é
possivel unir as melhores caracteristicas de uma e de outra produzindo uma

formulacdo mais completa: o gel-creme.

Um gel-creme é uma emulsdao O/A em que, na fase aquosa externa ha um
polimero gelificante capaz de aumentar a viscosidade e, portanto, aumentar a
estabilidade da emulsdo e reduzir a quantidade necessaria de fase oleosa na
composic¢do, melhorando suas caracteristicas fisicoquimicas e efeitos adversos locais,
referentes a excesso de aplicacéo de Oleos e lipidios, tais como comedogenicidade

(ANSEL, POPOVICH e ALLEN, 2000; PRISTA et al., 2006). Além disso, por conter
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duas fases, o gel-creme permite a obtencédo de formulacdes mais elaboradas e com

melhor desempenho farmacotécnico.
5.2 Promotores de absorcao

Considerando que o gel-creme desenvolvido visa a veiculagdo de uma
substancia quimica hidrofilica, se faz necessaria a utilizacdo de um promotor de
permeacédo, uma vez que, conforme ja citado, farmacos muito polares tém dificuldade
em atravessar o estrato cérneo (AGHAZADEH-HABASHI et al., 2015;

ENGELBREACHT et al., 2012).

Ha diversos veiculos, lipofilicos e hidrofilicos usados em sistemas de
veiculacéo transdérmica de farmacos com a finalidade de aumentar a absorcdo do
farmaco, sdo exemplos oleato de etila, etanol, propilenoglicol e miristato de isopropila.
Estes compostos aumentam a permeacdo dos farmacos no estrato corneo pelo
aumento do coeficiente de particdo pele/veiculo e ainda alterando a barreira de

protecdo da pele (TUNTIYASAWASDIKUL et al., 2014).

Estudos anteriores mostram que o miristato de isopropila em formulacdes
semissélidas é capaz de aumentar significativamente a penetracédo de farmacos em

pele humana (WIECHERS et al., 2012; ZIDAN et al., 2017).

Sabe-se que compostos muito hidrossolUveis sdo repelidos pela camada
lipidica que fica sobre o estrato corneo e, portanto uma formulagdo exclusivamente
com compostos dessa natureza nao seria capaz de interagir com as camadas
externas da epiderme. O miristato de isopropila € uma cera liquida conhecida por
aumentar a taxa de permeacao de farmacos através da pele quando presente em

formulacdes topicas. Embora seja uma molécula lipofilica, apresenta uma pequena
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porcdo polar devido a presenca do grupo éster (ENGELBREACHT et al.,, 2012;

PRISTA et al., 2006).

O miristato de isopropila atua como um agente de permeacéao por mecanismos
ainda ndo esclarecidos. Sabe-se que apds incorporacdo ao estrato cérneo, ele é
capaz de causar perturbacdo do arranjo lipidico multilamelar, possivelmente por
interacdo com as cabecas polares dos lipideos de membrana, provocando
desordenamento do estrato corneo (EICHNER et al., 2017; ENGELBREACHT et al.,
2012). Sabe-se também que o miristato de isopropila € capaz de liquefazer
parcialmente as membranas intercelulares do estrato corneo (EICHNER et al., 2017).
Esses efeitos, em conjunto, resultam em reducéo da capacidade de barreira do estrato
cérneo, favorecendo a permeacdo de farmacos (EICHNER et al., 2017;

ENGELBREACHT et al., 2012).
5.3 Benzamidinas para-substituidas

O sistema Renina-Angiotensina (SRA), responsavel pela regulacao da presséo
arterial e do equilibrio hidroeletrolitico, € muito conhecido por sua associacdo a
doencas cardiovasculares, tais como hipertensdo e insuficiéncia cardiaca
(FERRARIO, 2006). Estudos da literatura tém associado o SRA a regulagédo de
processos inflamatoérios e imunolégicos, inclusive de autoimunidade (LV et al., 2018;
PLATTEN et al., 2009; CAPETTINI et al., 2012) associando-o inclusive a doencas
como glaucoma, sindrome metabdlica, distrofia muscular, neuropatia diabética,
doencas inflamatorias e artrite reumatoide (COBANKARA et al., 2005; FOUREAUX et
al., 2016; LAUTRETTE et al., 2005; TAN et al., 2018). Ainda, estudos ja demonstraram
a presenca de componentes do SRA em tecidos como cérebro, glandula adrenal,

ovarios, tecido adiposo visceral, coracao e tecido vascular (SWARBRICK, 2007).
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Namazi e colaboradores (2014) estudaram o envolvimento do SRA na
fisiopatologia da alopécia areata, tendo encontrado uma atividade da enzima
conversora de angiotensina 1 (ECA1l) 17% maior no plasma dos pacientes com
alopécia areata em comparacdo aos controles, apesar de nao haver diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos. Os autores inferem que este aumento
da atividade da enzima conversora de angiotensina pode indicar envolvimento local

do SRA na fisiopatologia da alopécia areata (NAMAZI et al., 2014).

Figura 8: estrutura quimica do aceturato de diminazeno
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Nosso grupo de pesquisa tem trabalhado (estudos ainda ndo publicados) com
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substancias derivadas do aceturato de diminazeno (Figura 8), especialmente

benzamidinas para-substituidas (Figura 9).

Figura 9: estrutura quimica de uma benzamidina para-substituida, onde X sdo grupos
funcionais polares
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O aceturato de diminazeno € relatado na literatura como um ativador da Enzima
conversora de Angiotensina 2 (ECA2), responsavel pela conversao de Angiotensina Il
em Angiotensina(1-7) (FOUREAUX et al., 2013). O aumento da atividade da ECA2,

pode aumentar a concentracdo local de Angiotensina(1l-7) que, através do eixo
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ECA2/Ang(1-7)/Mas, pode reduzir efeitos da Angiotensina Il em receptores ATz, tais
como vasoconstricdo acentuada, modulacdo do crescimento e atividade pro-

inflamatoria (FOUREAUX et al., 2013).

Por outro lado, documentos de patente sobre o tema relatam que animais
tratados com formulac6es contendo Ang(1-7) apresentaram crescimento de pelos
significativamente maior em relacdo aos controles tratados somente com veiculo,
engquanto que o uso de um inibidor do receptor Mas reduz o crescimento de pelos,
sugerindo entdo que a modulacdo do eixo ECA2/Ang(1-7)/Mas pode ser benéfica no

tratamento de alopécia (DANIEL CAMPOS VILELA e cotitulates, 2015; UFMG, 2016).

Ha relatos na literatura do uso de benzamidinas como inibidores de
serinoprotease (GADWAL et al., 2014; SERINE et al., 2017). Em estudos ainda néo
publicados, realizados por nosso grupo de pesquisa, um derivado para-substituido de
benzamidinas tem mostrado atividade biolégica vasodilatadora. Esta substancia sera
denominada como substancia teste no presente trabalho e sua estrutura ndo sera

revelada por se tratar de propriedade intelectual em sigilo.

Levando em conta que a reducao de processos inflamatérios e a vasodilatacdo
podem ser benéficas no tratamento da alopécia, tanto androgenética como areata, e
ainda, as evidéncias supracitadas de associacao de mecanismos fisiopatolégicos da
alopécia areata com o SRA, hipotetiza-se que um tratamento tépico contendo a

substancia teste poderia ser benéfico no tratamento de alopécia.

Assim, a utilizacdo de substancias novas com atividade bioldgica promissora e
0 emprego de formas farmacéuticas que possibilitem uma facil adeséo ao tratamento
e manipulacdo por parte do paciente com diminuigéo de efeitos colaterais sistémicos

se torna promissor no tratamento de doencas como a alopécia areata e androgenética.
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Portanto, neste trabalho objetivou-se desenvolver um gel-creme contendo uma
substancia vasodilatadora, a substancia teste, para o potencial uso no tratamento da

alopécia.
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6 MATERIAIS E METODOS

A proposta para o desenvolvimento do presente trabalho é a obtencdo de um
gel-creme a partir da mistura de um gel de base aquosa com um polimero derivado
da celulose, a hidroxietilcelulose, e um creme de formulacéo simples obtido de cera
autoemulsionante composta por alcool cetoestearilico e alcool cetoestearilico
etoxilado. O gel-creme contém ainda um promotor de absorcédo, neste caso o miristato
de isopropila, a substancia teste, a glicerina como umectante, uma solucéo alcodlica

de brometo de cetilmetilamdnio como conservante e agua.
6.1 Materiais

Para a realizacdo dos experimentos descritos no presente capitulo, foram
utilizados substancia teste, fornecida pela Sigma-Aldrich (Islandia); hidroxietilcelulose,
fornecida pela Denver-Cotia Industria e Comércio Ltda. (Cotia, Brasil; acido
cetoestearilico e acido cetoestearilico etoxilado fornecidos pela Oxiteno (S&o Paulo,
Brasil); glicerina, fosfato de potassio monobésico anidro e fosfato de sodio dibésico
anidro, fornecidos pela Synth (Diadema, Brasil), miristato de isopropila e brometo de
cetilmetilaménio fornecidos pela Neon (Sdo Paulo, Brasil); fitas Universallndikator®
MColorpHast fornecidas pela Merk (Alemanha) e membrana de celulose hidrofilica
com diametro de 47 mm e tamanho de poros de 0,45 um fornecida pela Millipore®
(EUA). Também foram utilizadas duas laminas de vidro com peso aproximado de 5,0
gramas, pesos aferidos de 2, 5 e 10 gramas, uma folha de papel milimetrado,
microcubetas de quartzo com caminho optico de 1 cm, altura de 45 mm,e capacidade
para 700 uL (SysCroma) e células de Franz de vidro com capacidade para 5 mL de

solucéo aceptora.

Em todos os experimentos, foi utilizada agua tratada por osmose reversa em

aparelho agua milliQ (Marca Millipore, modelo Direct-Q, Morshem, Franca). Demais
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reagentes fazem parte da grade do laboratoério e apresentam grau analitico ndo tendo

sido purificados para sua utilizacao.

Os equipamentos utilizados foram o Agitador de hélice IKA® Eurostar modelo
Power-basic (GROB-WERKE GmbH & Co. KG, Alemanha), Viscosimetro de
Brookfield, modelo LVDVI+ (Brookfield Eng. Labs. Inc. Stoughton, EUA),
microcentrifuga modelo Espresso Personal Microcentrifuge (Thermo Fisher Scientific
Inc, EUA), o circulador de imersdo com aquecimento modelo Ecoline E100 (LAUDA
DR. R. WOBSER GmbH & Co. KG, Alemanha) e Espectrofotometro UV-Visivel

modelo Evolution 201 (Thermo Fisher Scientific Inc, EUA).
6.2 Manipulacdo do gel-creme

Levando em conta a necessidade de uma formulacdo néo irritante,
preferencialmente com baixo teor de lipideos e contendo um promotor de absor¢éo
para a substancia quimica veiculada, um gel-creme composto por cera
autoemulsionante n&o ibnica na concentragéo de 6%, uma fase gel composta por um
derivado de celulose n&o i6nico e miristato de isopropila como promotor de absorgéo
se mostra como um promissor veiculo. Os excipientes usados, assim como a
quantidade de cada componente foram definidos com base nas concentracdes
sugeridas no Handbook de excipientes farmacéuticos e em formulagdes sugeridas no
Formulario Nacional da Farmacopéia Brasileira (ROWE, SHESKEY e QUINN, 2009;
BRASIL, 2012). Os detalhes da formulacdo do gel creme desenvolvido estédo

apresentados no Quadro 1.

Para o preparo do gel-creme adicionou-se, em um béquer de volume
adequado, o alcool cetoestearilico, o alcool cetoestearilico etoxilado e o miristato de
isopropila, e aqueceu-se em banho maria até a completa fusdo dos componentes.

Sobre a mistura fundida, verteu-se 34,1 g de agua a 80°C e entdo agitou-se a 1300
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rom com hélice do tipo “agitador dissolvente”, para obtencdo de uma emulsdo até o
seu resfriamento a temperatura ambiente. Apos arrefecimento, o creme formado foi
reservado. Em outro béquer, de tamanho adequado, adicionou-se 43 g de agua e
agueceu-se até aproximadamente 70°C. Neste béquer, sob agitacdo de 300 rpm com
hélice do tipo “agitador de turbina”, foi adicionada lentamente a hidroxietilcelulose para
obtencdo de um gel. A agitacdo foi mantida por 10 minutos. Apos arrefecimento,
adicionou-se a este gel, a substancia teste, a glicerina e a solugdo conservante sendo
mantida agitacdo a 500 rpm por 5 minutos. Apdés a completa homogeneizacao do gel,
o creme obtido anteriormente foi vertido sob o gel e a mistura foi agitada a 700 rpm

por 10 minutos, com a mesma hélice usada para obtencéao do gel.

Quadro 1: constituintes propostos para a formacao do gel-creme produzido

Componente Quantidade (g) Porcentagem (%)
Alcool cetoestearilico etoxilado 204g 2

Alcool cetoestearilico 409 4
Miristato de isopropila 10 g 10
Hidroxietilcelulose 0,84 g 0,84
Glicerina 5009 3
Substancia vasodilatadora 0,100 g 0,1
Solugédo conservante? 1,09 1

Agua gsp 100 g gsp 100

a A solucdo conservante consiste em uma solugdo alcéolica a 5 g/mL de brometo de
cetilmetilaménio

6.3 Avaliacao da estabilidade fisica

A estabilidade fisica do gel-creme foi avaliada pelo teste da centrifuga
(FRIEDRICH et al., 2007) em que foram adicionados cerca de 1,5 mL de gel-creme
em tubos de microcentrifuga de 2,0 mL. Estes tubos foram submetidos a centrifugacao
por 30 minutos a 5000 rpm em microcentrifuga. Decorrido o tempo determinado nao
deve ser perceptivel qualquer separacéo de fases, pois isso indicaria a ocorréncia de

floculacé@o ou coalescéncia (PRISTA et al., 2003). O teste foi realizado em triplicata.
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6.4 Mensuracado de densidade de massa e densidade relativa

A densidade, de massa e relativa, foi determinada de acordo com o método do
picndmetro descrito na Farmacopeia Brasileira, 5% edicdo (BRASIL, 2010). O

picndmetro utilizado foi o de aluminio. O teste foi realizado em triplicata.

A massa da amostra foi calculada através da diferenca entre o peso do
picndmetro cheio e vazio. A partir dessa massa calculou-se a densidade relativa da
amostra (Equacdao |), que € a razdo de sua massa pela massa de igual volume de

agua:

d3) = — Equago |
agua

Onde d3) ¢é a densidade relativa a 20°C, e m é a massa (BRASIL, 2010).

A partir do valor de densidade relativa (d39) se obtém o valor da densidade de

massa, de acordo com a Equacéo I

pr = daguq X d30 + 0,0012 Equacéo Il
Onde p, € a densidade de massa da amostra, d4,,, € a densidade da agua a

20°C e d3) ¢ a densidade relativa da amostra a 20°C (BRASIL, 2010).
6.5 Afericdo do pH de superficie

O pH de superficie das formulacdes foi determinado de acordo com o método

colorimétrico descrito na Farmacopeia Brasileira, 52 edi¢cdo (BRASIL, 2010).

Com uma seringa de 1 mL, adiciona-se 0,1 mL de amostra a um vidro de
penicilina e em seguida adiciona-se 1,0 mL de agua mili-Q. Em seguida a solucéo é
homogeneizada e o pH aferido com fitas indicadoras. O teste foi realizado em

triplicata.
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6.6 Determinacdo da viscosidade do gel-creme

A viscosidade da formulacéo foi determinada em viscosimetro de Brooksfield
de acordo com o método descrito na Farmacopeia Brasileira, 52 edicdo (BRASIL,

2010).

Nesse método adiciona-se a amostra a ser analisada ao recipiente apropriado
até a marca indicadora e programa-se o aparelho de acordo com a rotacdo a ser
testada e, em seguida, imerge-se o spindle na amostra e aciona-se o aparelho. Foi
utilizado o spindle de niumero 31, usando o adaptador para pequenas amostras. As
rotacdes testadas foram aquelas apropriadas para se obter valores mensuraveis pelo
aparelho, ou seja, com o torque entre 10 e 90%, sendo que valores precisos foram
considerados aqueles com o torque entre 30 e 70%. As leituras foram realizadas em

temperatura controlada a 20°C.

Quando em condi¢des apropriadas, o valor da viscosidade comeca a crescer
até que se atinge um valor maximo que depois comeca a cair. Este valor maximo é o

valor da viscosidade para a rotagéo programada. O teste foi realizado em triplicata.
6.7 Determinacéo da espalhabilidade do gel-creme

A espalhabilidade foi determinada pelo método da lamina de vidro descrito por
Souza (2007) e aprimorado por esse mesmo grupo de pesquisa (CRUZ, 2013;

SOUZA, 2007).

Em uma folha de papel milimetrado tragaram-se os lados de uma lamina de
vidro assim como suas diagonais para marcagcao do ponto central. Com o auxilio do
desenho feito e de uma pipeta, foram colocados 10 mg de gel-creme (0,01mL) no
centro da lamina. Em seguida, a outra lamina de vidro, de peso equivalente a 5 g, foi

posicionada, suavemente sobre a gota de gel-creme depositada. (Figura 10a)
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Figura 10: a) demonstracéo da colocacéo da lamina de peso aferido em 5 gramas sobre a
goticula de gel. Acima das placas estao os pesos de massas aferidas em 2, 5 e 10 gramas,
respectivamente;(b) a forma como os pesos sdo colocados por cima da lamina.

Imediatamente e apds um minuto, o raio do circulo formado foi medido. Sobre
a lamina de vidro superior foi colocado um peso aferido de 2 gramas, sendo o raio do
circulo formado aferido apés um minuto. O mesmo procedimento foi seguido com
pesos aferidos de 5 e 10 gramas, nesta ordem, posicionando-os sobre a segunda
lamina de vidro (Figura 10b). O raio foi medido sempre um minuto apos o

posicionamento do peso.

As areas médias das superficies correspondentes foram calculadas por meio

da Equacéo llI:
A=T1.r2 Equacao Il
Onde A é a area, 1 é 3,14 e r 0 raio médio da circunferéncia proveniente do

espalhamento da formulagcdo (SOUZA, 20017; CRUZ, 2013).

O gréafico de espalhabilidade, onde y é a espalhabilidade em mm2 e x 0 peso

em gramas, foi obtido com as médias das areas. O teste foi realizado em triplicata.
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6.8 Doseamento

O doseamento do farmaco foi realizado por método espectrofotométrico

desenvolvido e validado conforme descrito no capitulo 2 deste trabalho.

Em baldo volumétrico de 10 mL, adicionou-se com o auxilio de uma seringa,
aproximadamente 0,1000 g de formulacao e o valor exato foi anotado. O gel-creme foi
entdo dissolvido em tampéo fosfato pH 5,9 por meio de agitacéo vigorosa e o volume
foi completado com 0 mesmo solvente. Uma aliquota foi retirada, filtrada em microfiltro
PES com tamanho de poro de 0,22 ym, e submetida a leitura em espectrofotdmetro
em 293 nm em microcubeta de quartzo. Foi usada solucdo tampao fosfato pH 5,9

como branco. O teste foi realizado em triplicata.
6.9 Teste de liberacéao in vitro

O ensaio de liberacdo in vitro do gel foi realizado em aparato de vidro

denominado Verticall Diffusion Franz Cell, ou célula de Franz.

Foram utilizadas células de difusdo de Franz de vidro de 15 mm com dois
compartimentos, o doador superior e o receptor inferior. O compartimento receptor
inferior apresenta capacidade para um volume de 5 mL de solucdo aceptora. A célula
conta ainda com um braco de amostragem e camisas de circulacdo de agua para
padronizacao da temperatura. A solucdo aceptora usada foi tampéao fosfato pH 5,9. A
cada amostragem retirada para quantificacdo, todo o volume do compartimento
receptor foi coletado e substituido por tampé&o fosfato pH 5,9 recém-preparado. Esta
metodologia visa manter a condicao “sink”, ou seja, garantir que haja concentracao
zero da substancia a ser dosada/formulagédo no compartimento inferior. A membrana
usada foi de acetato de celulose com tamanho de poros de 0,45 um com diametro de

27 mm.
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O sistema de célula de Franz foi montado com estabilizacdo de temperatura
em 37,0 £0,5 °C. A membrana de celulose hidrofilica anteriormente descrita foi
utilizada como simulador da pele. O gel-creme em teste foi colocado na porgao
superior da membrana, ja posicionada na camara doadora da célula de difuséo, a qual
foi entdo ocluida com parafilme. O fluido aceptor foi colocado no outro lado da
membrana até completar o volume total da camara, sendo removidas todas as bolhas.
Durante todo o ensaio foram mantidas a circulagdo de agua a 37,0 +0,5 °C nas
camisas das células e a agitacdo magnética na solucdo aceptora. A difusdo do
farmaco através da membrana foi monitorada por quantificacdo do farmaco nas
amostras recolhidas sequencialmente do fluido receptor, por espectrometria no UV.
Foram realizados ensaios de liberacdo com amostras coletadas em 30, 60, 90, 120,

180, 240, 300, 360, 420, 480, 540, 600 minutos e 24 horas.
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7 RESULTADOS E DISCUSSAO

Existem diversas composicfes de ceras auto-emulsionantes propostas no
Handbook de excipientes farmacéuticos (ROWE, SHESKEY e QUINN, 2009), e no
Formuléario nacional da Farmacopéia Brasielira (BRASIL, 2012), tanto ibnicas quanto
nao-idnicas. Uma cera auto-emulsionante ndo iénica €, segundo o USP32-NF27, uma
mistura de alcool cetoestearilico e derivados de polioxietileno de um éster de acido
graxo ou de sorbitano, como o alcool cetoestearilico etoxilado, sendo notavel a
existéncia de diversas ceras autoemulsionantes similares compostas por diferentes

surfactantes néo iénicos e alcoois de acidos graxos.

O alcool cetoestearilico etoxilado, também conhecido como Ceteareth-20,
CH3(CH2)15(OCH2CH2)yOH em que y varia de 10 a 60, € um surfactante n&o i6nico
usado em formulacbes farmacéuticas tdpicas, especialmente em emulsdes O/A
(ROWE, SHESKEY e QUINN, 2009). Seu uso ainda inclui a solubilizacdo de

componentes lipossollveis em veiculos aquosos (ROWE, SHESKEY e QUINN, 2009).

O A&lcool cetostearilico € uma mistura de alcoois alifaticos solidos sendo pelo
menos 90% composto por uma mistura de alcool estearilico (C1sHssO) e alcool cetilico
(C16H340), sendo a propor¢cdo entre eles variavel em torno 50 a 70% de alcool
estearilico e 20-35% de alcool cetilico (ROWE, SHESKEY e QUINN, 2009). O alcool
cetostearilico é usado em formulagbes farmacéuticas tépicas para aumento de
viscosidade e como co-emulsionante em emulsdes O/A, sendo capaz de aumentar a
estabilidade de emuls6es diminuindo a quantidade de surfactante necessaria (ROWE,

SHESKEY e QUINN, 2009).

A cera autoemulsionante proposta para o gel-creme foi formulada visando a
menor concentracdo possivel de fase oleosa, que fosse estavel fisicamente e

suficiente para solubilizar o miristato de isopropila a 10%.
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Dentre os polimeros gelificantes néo ibnicos mais utilizados estédo os derivados
da celulose, especialmente a hidroxietilcelulose, um polimero néo iénico, solivel em
agua e extensivamente usado em formulacdes topicas em concentracdes de 1 a 5%
(ROWE, SHESKEY e QUINN, 2009; Brasil, 2012). A concentra¢éo de 0,84% objetivou
a obtencdo de um gel a 1% na fase externa do gel-creme, visando a estabilidade da
formulacdo assim como um perfil reoldgico adequado a aplicacdo na pele. Foram
testadas conentracfes de hidroxietilcelulose de 1 a 2%, sendo escolhida a maior pela

facilidade de espalhamento na pele, consequéncia de sua menor viscosidade.

Também foi incluida na formulacdo a glicerina a 5% (p/p) como agente
umectante e emoliente. A Glicerina tem sido usada em formulacfes para uso tépico,
inclusive como co-solvente em géis e emulsdes e, portanto, ndo se espera que sua
presenca seja capaz de desestabilizar a malha polimérica ou a emulsdo formadas
(ROWE, SHESKEY e QUINN, 2009). Ainda, a glicerina ndo tem relatada capacidade
de perturbar a barreira do estrado corneo, sendo possivel seu uso juntamente com o
miristato de isopropila sem expectativa de demasiada irritagdo, como poderia ocorrer
caso fosse utilizado, por exemplo, o propilenoglicol (ROWE, SHESKEY e QUINN,
2009). Apesar disso, a sua capacidade emoliente pode aumentar a retencdo de agua

da epiderme e aumentar a permeacao de substancias hidrofilicas.

Foi usada também uma solucdo alcodlica de brometo de
hexadeciltrimetilamonio como solucdo conservante a 1% (p/v) (ROWE, SHESKEY e
QUINN, 2009). Inicialmente foi utilizada a solucéo conservante de parabenos descrita
no Formulario Nacional da Farmacopéia Brasileira (BRASIL, 2012). Por serem
substancias aromaticas disubstituidas, o0s parabenos apresentam expressiva
absorcdo na regido do ultravioleta (UV), o que impossibilitou a validacdo de um

meétodo de quantificacdo da substancia teste por espectrometria UV na presenca de
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parabenos. Por isso, utilizou-se uma solucdo conservante que consiste em uma
solucédo alcoolica a 5g/mL de brometo de cetilmetilaménio (ROWE, SHESKEY e

QUINN, 2009).

A obtencdo da formulacdo foi dividida em trés etapas: obtencdo do creme,

obtencéo do gel e incorporagcédo do creme ao gel, respectivamente.

Para a obtencdo do creme foi utilizado um agitador dissolvente, que
proporciona um fluxo radial na preparacédo. Este fluxo tem a funcdo de deslocar o
material a ser misturado do topo para o fundo enquanto gera alta turbuléncia e altas
forcas de cisalhamento. Este efeito gera uma reducado de particulas e formacéo das

micelas. Este tipo de agitador € o ideal para obtencédo de emulsdes.

Para obtencéo do gel, assim como para a incorporacéo do creme ao gel optou-
se pelo agitador de turbina. Este agitador é utilizado para deslocar o material a ser
misturado a partir da parte de cima enquanto gera fluxo axial no frasco. Como gera
forcas de cisalhamento minimas é o ideal para manipulacéo de géis, pois reduz o risco
de cisalhamento das malhas poliméricas quando utilizado em velocidades de média a
alta. A obtencéo inicial do gel foi possivel em velocidade baixa, em torno de 300 rpm.
No entanto a medida que a viscosidade da formulacdo aumenta, devido a formacéao
do gel ou incorporacdo do creme, € necessario aumentar a velocidade de agitacao,

sendo que os ajustes foram feitos para 500 e 700 rpm, respectivamente.

Com estas etapas, foi possivel obter a formulacdo gel-creme proposta no
Quadro 1 de forma estavel e reprodutivel. Uma vez terminada a fase de preparacao

do gel, procedeu-se aos testes de caracterizacdo da formulacao.
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7.1 Estabilidade fisica

Conforme ja descrito anteriormente, um gel-creme é essencialmente uma
emulsdo O/A em que a fase externa, ao invés de ser agua, passa a ser um gel, no
caso, uma solucdo aquosa contendo hidroxietilcelulose. A formacdo das emulsdes
envolve a agitacdo vigorosa de duas fases imisciveis na presenca de tensoativos, com
a intencao de formar goticulas ou micelas (LACHAMAN; LIEBERMAN; KANIG, 2001).
Os tensoativos sdo moléculas anfifilicas capazes de interagir com ambas as fases,
reduzindo a tensdo superficial e, portanto, estabilizando as goticulas formadas
(LACHAMAN; LIEBERMAN; KANIG, 2001). Esta estabilidade alcancada deve ser
mantida ao longo do tempo, sendo necessario o correto planejamento farmacotécnico
de forma a impedir que ocorra floculacdo, coalescéncia ou separacdo de fases

(PRISTA et al., 2003).

A floculagdo ocorre quando varias goticulas se aglomeram formando
agregados ou fléculos que, por diferenca de densidade podem sedimentar ou se
deslocar para a superficie da emulsdo (PRISTA et al.,, 2003). A formacdo desses
agregados leva a perda de homogeneidade da formulagéo, tanto no aspecto quanto
na distribuicdo da substancia ativa, o que nado € de forma alguma desejavel em um
medicamento (PRISTA et al., 2003). O processo de floculagdo poderia ser revertido
pela simples agitagdo da formulagdo, mesmo assim sua ocorréncia € indesejada

(PRISTA et al., 2003).

A coalescéncia, por sua vez, € um processo irreversivel em que as goticulas se
aderem umas as outras, reagrupando-se (PRISTA et al., 2003). Uma vez iniciada a
coalescéncia, o processo evolui rapidamente para a separacao de fases e uma nova
agitacao nao é capaz de dispersar novamente as fases, a ndo ser que seja adicionado

mais tensoativo (PRISTA et al., 2003). Quanto mais rigida e compacta for a pelicula
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formada pelo tensoativo na superficie das goticulas, maior sera a sua capacidade de
formar uma barreira a interacao da por¢ao interna da goticula com o ambiente externo

e, portanto mais lenta sera a coalescéncia (PRISTA et al., 2003).
A velocidade de sedimentacdo de particulas/micelas em uma dispersédo €&
definida segundo a Lei de Stokes:

2r?(d;—dj)g
91

V= Equacéao IV

Em que V € a velocidade de sedimentacao, r é o raio das particulas, di1 e d
representam a densidade das fases dispersa e dispersante, respectivamente, g a
aceleracado da gravidade e n a viscosidade da fase dispersante (ATKINS e PAULA,
2014; PRISTA et al., 2003; VARSHOSAZ e HAJIAN, 2004). Em situacéo de estoque
da formulacéo a aceleracdo da gravidade sera constante, no entanto, para avaliar a
estabilidade de uma emulsao utiliza-se da forca centrifuga gerada artificialmente para
acelerar algum dos processos citados acima. Uma vez que conforme a Lei de Stokes
(Equacdo 1V), quanto maior a aceleracdo (g) maior serd a velocidade de
sedimentacao (V), o teste realizado em centrifuga permite a predicdo da estabilidade

da emulsdo em longo prazo (PRISTA et al., 2003).

Apos realizacao do teste em centrifuga com as formulacdes obtidas, nenhuma
das amostras avaliadas sofreu separacdo de fases. Portanto, a emulsdo foi
considerada estavel. O raio das particulas, cujo quadrado € diretamente proporcional
a velocidade de sedimentacao, nado foi aferido, no entanto, a estabilidade da emulséo
permite inferir que a velocidade de agitagéo utilizada para obtencdo da emulsdo esta
adequada e o tamanho das particulas formadas é tal que a emulsao tenha estabilidade
fisica. De forma andloga, pode-se inferir que a densidade das fases nao necessitaria

de ajustes. A estabilidade da formulagdo também pode ser atribuida, em partes, a
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elevada viscosidade da fase dispersante externa em funcdo da presenca da

hidroxietilcelulose, uma vez que, conforme a Lei de Stokes, quanto maior a

viscosidade da fase dispersante, menor a velocidade de sedimentacéao.

7.2 Densidade de massa e densidade relativa do gel-creme

As densidades de massa (p) e relativa (drelaiiva) foram determinadas de acordo

com o método do picnémetro descrito na Farmacopeia Brasileira, 52 edicdo (BRASIL,

2010). O teste foi realizado em triplicata. Os resultados estdo enumerados na Tabela

1 e as médias dos resultados de densidade de massa estdo demonstradas na Figura

11.

Tabela 1: resultados de densidade relativa (dreiaiva), densidade de massa (p), p média e desvio

padrao (SD).

Amostra
drelativa P (mépd|a)
Amostral | 0,827 0,8157 0,807 | 0,8267 0,8154 0,8067 | 0,8163
Amostra 2 | 0,8808 0,8804 0,8809 | 0,8804 0,8801 0,8805| 0,8803
Amostra 3 | 0,8595 0,8542 0,8559 | 0,8591 0,8539 0,8555| 0,8562
Média  0,8509
SD 0,0323

Branco
drelativa P (mépdla)
Branco 1 0,8568 0,8637 0,8586 0,8565 0,8633 0,8583 0,8594
Branco 2 0,8388 0,8304 0,8231 (0,838 0,8301 0,8228 | 0,8304
Branco 3 0,8847 0,8858 0,8866 | 0,8843 0,8854 0,8862 | 0,8853
Média  0,8584
SD 0,0274

E possivel perceber na tabela e na Figura 11 a similaridade dos resultados

para o gel-creme branco e para aquele contendo ativo, sendo que a diferenca entre

os resultados néo foi estatisticamente significativa, com valor de p de 0,6251 para o

teste Two-way ANOVA.
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Os valores de densidade variam de acordo com 0 empacotamento espacial das
moléculas. No caso de liquidos e semi-sdlidos, a temperatura e a pressao podem

afetar a densidade.

Quando ha uma mistura de diversos componentes, como é o exemplo do gel-
creme obtido, a densidade sera influenciada pela proporcéo entre estes, sendo maior
guanto maior for a quantidade daqueles mais densos. A formacdo de micelas muda o
empacotamento espacial das moléculas, sendo esperada a mudanca na densidade
da mistura. A densidade ir4 depender ainda da quantidade de micelas formadas na
emulsado e da quantidade de ar presente na formulacdo como consequéncia do tempo
e velocidade de agitacao, sendo que, quanto maior o niumero de micelas mais denso
sera o gel-creme e quanto maior a quantidade de ar incorporada menos denso sera o

gel-creme (ROWE, SHESKEY e QUINN, 2009).

Figura 11: grafico demonstrativo dos valores de densidade de massa encontrados para o gel-
creme branco e o gel-creme amostra. (*) indica grupos estatisticamente semelhantes ao nivel
de significancia de 1%.

0.88 0.88

0.84 0.84

Densidade (g/mL)

0.82 0.82

Branco Amostra

Fazendo uma média ponderada das densidades dos componentes do gel-
creme, considerando a porcentagem como fator de ponderacdo, a densidade
esperada da formulagdo seria em torno de 0,97 g/mL. Considerando que o
componente presente em maior quantidade € a agua, seria de se esperar que a

densidade calculada estivesse préoxima a 1,0 g/mL (ROWE, SHESKEY e QUINN,
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2009). No entanto, o valor observado foi bem inferior. Isso pode ser explicado pela
incorporacdo de ar durante a fabricacdo do gel-creme, especialmente durante a
formacdo do creme, para a qual é necessaria uma alta velocidade de agitagcdo com
geracado de alta turbuléncia. O aumento da quantidade de ar na formulacdo reduz a
viscosidade e, portanto, aumenta a espalhabilidade. Como sera discutido
detalhadamente mais abaixo, o0 aumento da espalhabilidade é capaz de aumentar a

velocidade de difusédo, conforme a 12 Lei de Fick (Equacéo V).
7.3 pHde superficie do gel-creme

O pH de superficie das formulacdes foi determinado de acordo com o0 método
colorimétrico descrito na Farmacopeia Brasileira, 5% edicdo (BRASIL, 2010). Os
resultados de pH estdo na Tabela 2. Nao foi calculado desvio padréo para o pH por

se tratar de um teste qualitativo.

E perceptivel que o pH de superficie aferido foi mais acido nas formulacdes
contendo o principio ativo. Essa diferenca foi estatisticamente significativa, tendo valor
de p < 0,0001 de acordo com o teste Two-way ANOVA. Esta reducdo no pH de
superficie pode ser justificada pelo uso da substancia teste na forma de cloridrato de
amina para obtencdo das formulacgbes. lons de aminas quaternarias tém caréater de
acido fraco, podendo liberar ions de H* no meio, mesmo que em pequena quantidade,

justificando a pequena reducéo do pH.

Uma vez que o gel-creme destina-se a aplicacdo tépica, o pH ideal da
formulacdo esta relacionado diretamente ao pH da pele, o qual depende de varios
fatores como hidratacdo, intensidade e composicdo do suor e do sebo, fatores
geneéticos, género e idade (Ciszek, 2017). Estima-se que o pH da pele saudavel varia
entre 4,1 a 5,9, ou seja, acido (GARBOSSA e MAIA CAMPOS, 2016; MAURO, DI et

al., 2017; SCHMID-WENDTNER e KORTING, 2006).
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O filme lipidico que recobre o estrato corneo tem um papel importante nao
apenas como a principal barreira de protecdo da pele, mas também na manutencao
de sua acidez (CISZEK, 2017). atuando juntamente com um tampao de acido
latico/lactato, acidos dicarboxilicos do suor, componentes acidos do sebo e elementos

acidos da queratina (PRISTA et al., 2003).

Tabela 2: resultados de pH com média

pH Média pH Média
4 5
Amostra 1 4,5 4,2 Branco 1 5 50
4 5
4 5
Amostra 2 4 4,0 Branco 2 5 5,0
4 5
4 5
Amostra 3 4,5 4,3 Branco 3 5 5,0
4,5 5

Um aumento no pH do filme lipidico mais externo para faixas entre 6,5 a 8, ou
seja, alcalino, é irritante e capaz de alterar o perfil da microbiota, assim como afetar a
atividade enzimatica das camadas mais externas. Essa alteracdo na homeostase,
principalmente no que se refere as enzimas, afeta diretamente o metabolismo de
lipideos, como a ceramida (SCHMID-WENDTNER e KORTING, 2006), e pode
interferir na hidratacdo da pele e na perda transepidermal de agua, o que resulta em
desidratacéo e até atrofia (CISZEK, 2017). Perturbac8es no pH tépico fisioldégico ainda
podem acarretar no surgimento de doencas como dermatite de contato, dermatite
atopica, acne, ictiose e outras infec¢des, por exemplo por Staphylococcus aureus,
Candida albicans e Malassezia dermatites (CISZEK, 2017). Sendo assim, & possivel
inferir que o ambiente acido da pele tem um papel central na manutencéao da saude

(SCHMID-WENDTNER e KORTING, 2006).
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Dados da literatura mostram que formula¢cdes com pH acido, tal como o gel-
creme proposto, preferencialmente entre 4,5 e 5, sdo adequadas para aplicacéo topica

(FROELICH et al., 2017; SCHMID-WENDTNER e KORTING, 2006).
7.4 Viscosidade do gel-creme

A viscosidade é definida, na Farmacopéia Brasileira, 5% edicdo, como “a
expressao da resisténcia de liquidos ao escoamento, ou seja, ao deslocamento de

parte de suas moléculas sobre moléculas vizinhas.” (BRASIL, 2010).

Os resultados obtidos estdo enumerados na Tabela 3 e demonstrados na

Figura 12.

Tabela 3: resultados médios de viscosidade em Poise (P) com desvio padréo (SD)

Branco Amostra
Ve'(?g':]")"de Média (P) SD Média (P) SD
0.5 28000 35,77 156,50 13,74
1 14310 33,08 122,67 1,50
2 98,03 7,85 89,91 1,79
25 75,84 8,54 78,05 3,64
4 56,22 7,70 60,70 6,22
5 47,60 7,18 49,86 8,20
10 24,81 3,59 25,12 4,88
20 12,01 1,77 12,14 219

Os principios que regem a reologia se baseiam em duas leis fundamentais, a
lei da elasticidade de Hooke e a lei da viscosidade de Newton. Essas leis podem ser
aplicaveis em materiais com comportamento extremo, de pura deformacéo elastica,
no caso dos materiais com comportamento Hookeano, ou de pura viscosidade
Newtoniana. A deformacéo elastica pura ocorre quando um material retorna a forma
original uma vez que a forgca seja retirada, enquanto que a viscosidade pura é
observada quando um liquido flui & menor forga aplicada e néo retorna a sua forma

original uma vez que a forca cesse (GERBINO, 2005).
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No século 19, surgiram evidéncias de que nem todos os materiais se
comportam em um dos extremos, de forma que a classificagdo entre eles passou a
compreender uma enorme quantidade de materiais com comportamentos
intermediarios, variando de acordo com a forca aplicada e a sua duracdo (GERBINO,

2005).

Figura 12: grafico demonstrativo dos valores de viscosidade em Poise (P) em funcao da
velocidade de rotagdo em RPM. Os grupos foram estatisticamente diferentes ao nivel de
significaAncia de 1%.
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No caso do gel-creme desenvolvido, € possivel perceber na Figura 13 que ha um
perfil de comportamento ndo-newtoniano em que a viscosidade diminui a medida que
a velocidade de agitagcdo aumenta, em uma mesma temperatura. Este comportamento
€ explicado por varios eventos que ocorrem simultaneamente uma vez que um gel-
creme é composto tanto por micelas caracteristicas da emulsdo quanto por longas
cadeias poliméricas (GERBINO, 2005). Dados da literatura confirmam que,
tipicamente, géis de derivados de celulose assim como cremes ou emulsdes tém
comportamento ndo-newtoniano (GUPTA e GARG, 2002; MATOS et al., 2018;

VILJOEN, BOTES e STEENEKAMP, 2018).

No caso de emulsdes, o comportamento € semelhante ao de uma dispersao de

particulas solidas floculadas, em que as micelas formadas no processo de
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emulsificacdo se comportam como particulas soélidas em suspenséo, sendo que a
forca de atracdo entre as particulas € menor que a forca de agitacdo aplicada. As
ligacdes intermoleculares das micelas, mesmo em um sistema estavel com reduzida
tensdo superficial, podem causar a formacdo de pequenos agregados de micelas
(GERBINO, 2005). A agitacdo do spindle quebra esses agregados a uma taxa
diretamente proporcional a velocidade (GERBINO, 2005). O movimento Browniano
aleatério das particulas leva a formacdo de novos agregados a uma taxa
independente da forca de agitacdo (GERBINO, 2005). Para cada velocidade de
agitacdo ha um tamanho médio de agregados que se formam em um estado de
equilibrio. Esse tamanho diminui & medida em que a velocidade aumenta, resultando

em uma menor resisténcia ao fluxo, ou seja, menor viscosidade (GERBINO, 2005).

Adicionalmente, o emaranhado de macromoléculas poliméricas contendo
moléculas de agua imobilizadas, responsavel pela estrutura dos géis, tem um
comportamento reoldgico semelhante, ou seja, ndo newtoniano (GERBINO, 2005). As
moléculas de hidroxietilcelulose tém sua conformacéo tipica sempre envolta por
moléculas de hidratacdo. Num estado de repouso, a estrutura flexivel da
hidroxietilcelulose € atingida continuamente pelas moléculas de agua e pelas micelas
gue estdo se movimentando aleatoriamente ao seu redor, seguindo um movimento
Browniano (GERBINO, 2005). Quando se inicia a agitacdo, uma for¢a unidirecional
laminar é superimposta a movimentagdo aleatéria de todo o sistema. Como
consequéncia, as cadeias do polimero, ao serem atingidas por particulas que se
movimentam na dire¢do do fluxo, tendem a se desemaranhar de acordo com esta
mesma direcéo, oferecendo menor resisténcia ao fluxo, e paralelamente liberando as
moléculas de agua presas no interior de suas estruturas antes emaranhadas. O menor

aprisionamento de agua e o reduzido emaranhado polimérico reduzem o tamanho da
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unidade de fluxo, o que reduz a resisténcia ao movimento do spindle, ou seja, reduz

a viscosidade (GERBINO, 2005).

Todos esses fatores juntos culminam em reducao da viscosidade a medida que
a velocidade de agitacdo aumenta, comportamento chamado de pseudoplastico ou

tixotropico.

Outro evento notado na viscosidade, representado na Figura 12, é que, para
as formulagdes brancas, a viscosidade € notavelmente maior que para as formulagdes
contendo farmaco, sendo ainda essa diferenca estatisticamente significativa, com

valor de p ¢ no teste de Two-way ANOVA.

Considerando que, para solucdes poliméricas, a viscosidade aumenta com o
aumento da concentracao, era esperado que a viscosidade das formulacfes brancas
fosse maior. A presenca do farmaco no gel-creme, uma molécula altamente polar, ir4
deslocar moléculas de agua livres para o processo de solvatacdo, reduzindo o
aprisionamento de agua nas malhas polimérica e consequentemente reduzindo a
viscosidade. Como o sistema ndo € uma simples solucdo contendo o soluto sélido,
esse evento tera maior impacto nas menores velocidades de agitacdo em que os
eventos que ocorrem com as micelas e com os emaranhados poliméricos, explicados

acima, sao menos significativos (GERBINO, 2005).

A aplicacédo do gel-creme sera realizada em areas bem determinadas, porém
variadas de acordo com a necessidade de cada paciente (SOUZA, FREITAS, DE E
MAIA CAMPOS, 2017). Para aplicacdo topica, uma formulacdo deve ser
relativamente viscosa quando em repouso e se tornar mais fluida quando esfregada
na pele, ou seja, ser facil de espalhar apenas apos esfregada (NANUWI E TENGKU-
AHMAD, 2015). Esta é uma das vantagens das formulacfes semissolidas em

comparacoes as liquidas.
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Este resultado pratico esperado se reflete reologicamente em baixa
viscosidade em alta velocidade de agitacdo acompanhada de comportamento néo-

newtoniano tixotropico. (SOUZA, FREITAS e MAIA CAMPOS, 2017).

Formulacdes com valores de viscosidade entre 1,6 e 15,5 P, aferidos em altas
taxas de cisalhamento, ja foram consideradas adequadas para formulacdes

destinadas a aplicacéo topica (ANUWI e TENGKU-AHMAD, 2015).

Sendo assim, a presente formulacdo, que apresentou viscosidade média de
12,14 P em alta taxa de cisalhamento (20 rpm), como descrito na Tabela 3, e
comportamento ndo newtoniano tixotropico, como observado na Figura 12, pode ser

considerada reologicamente adequada para a finalidade a que se propde.
7.5 Espalhabilidade do gel-creme

Os valores de espalhabilidade encontrados estdo enumerados na Tabela 4. O
gréfico de espalhabilidade, onde y é a espalhabilidade em mmz2 e x 0 peso em gramas,

estd demonstrado na Figura 13.

Tabela 4: média dos resultados de espalhabilidade em mm2 com desvio padréo (SD)

Branco Amostra
Pés)o Média (mm?)  SD | Média(mm?  SD
0 43,5 2.3 45,0 6,0
5 380,3 6,7 364,8 38,4
7 462,1 196 | 4458 42,0
10 534,4 7.9 506,7 34,0
15 605,0 147 | 5680 39,6

Como pode ser observado na Figura 13, a espalhabilidade foi muito
semelhante para as formulagbes com e sem o ativo. Esses resultados foram
confirmados pelo teste Two-way ANOVA, em que o valor de p determinado foi de

0,8370, comprovando que os resultados sao estatisticamente iguais.
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Considerando que a viscosidade da formulacdo teve um comportamento
reologico adequado a finalidade proposta, o padréo encontrado para a espalhabilidade

ja era esperado.

Figura 13: demonstracéo grafica dos resultados médios de espalhabilidade com desvio
padrao. (*) indica grupos estatisticamente semelhantes ao nivel de significancia de 1%.
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A espalhabilidade é inversamente proporcional a viscosidade, ou seja, quanto
menor viscosidade de uma formulagdo, maior sera sua espalhabilidade. Isso se
justifica pela menor resisténcia de uma formulagéo pouco viscosa ao deslizamento

entre as placas de vidro, e posteriormente entre o dedo e a pele do paciente.

Conforme ja demonstrado acima, a viscosidade do gel-creme proposto mostrou
perfil reolégico adequado para aplicacdo na pele, um indicio de que o paciente
apresentaria facilidade de espalhar o contetddo na regido a ser tratada. Os resultados
de espalhabilidade fortalecem essa hipétese. Os valores baixos de viscosidade para
altas taxas de cisalhamento (12,14 P a 20 rpm) estdo em acordo, portanto, com 0s
altos valores de espalhabilidade detectados neste experimento (aumento de 45 mm?

para 568 mm>).
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A espalhabilidade é uma caracteristica essencial para o sucesso do tratamento,
uma vez que interfere diretamente na aceitacdo do mesmo por parte do paciente,
principalmente aqueles com casos mais graves de alopécia multifocal ou até total, em
que a aplicacdo pode ser necessaria em grandes areas (NIKOLIC, GOHLA e

MULLER, 2011).

A espalhabilidade ainda interfere na velocidade de difusdo através de uma
membrana, ou mesmo atraves da pele. De acordo com a primeira lei de Fick (Equacao

V), a velocidade de difusao (V) pode ser definida como:

V=KxPxS x% Equacdo V

Onde K é o coeficiente de difusédo do farmaco no veiculo, Pc € o coeficiente de
particdo entre a membrana e o meio doador, S é a superficie de difusdo, dC € a
diferengca de concentragdo da substancia nos dois lados da membrana e dx é a
espessura da membrana (ATKINS e PAULA, 2014; PRISTA et al, 2006;

VARSHOSAZ e HAJIAN, 2004).

A difusédo da substancia quimica através da formulacdo ainda sera discutida
mais detalhadamente, porém, com exce¢do de S os fatores que determinam a
velocidade de difusdo (Equacao V) ndo podem ser controlados farmacotecnicamente.
Estes dependem da dose a ser administrada, de caracteristicas da substancia a ser

veiculada ou de caracteristicas da pele.

Sendo assim, se uma formulacéo apresenta alta espalhabilidade e, portanto é
capaz de ocupar uma grande area, sua velocidade de difusdo através da pele sera

maior, fatos estes que sé@o os descritos para esta formulacao.
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7.6 Doseamento

O doseamento do farmaco foi realizado por método desenvolvido e validado,
conforme descrito no capitulo 2 deste trabalho, utilizando-se espectrometro UV-Vis. O
doseamento foi realizado em triplicata. Os resultados encontrados estéo listados na

Tabela 5.

Tabela 5: Valores de teor, determinados por espectrofotometria no UV, para as formulacdes
fabricadas com média e desvio padréo (SD)

Amostra Peso (g9) Absorvancia Resultado Média SD
1.1 0,116 0,946 97,5%
1.2 0,1006 0,830 98,6% 97,8% 0,006303
1.3 0,1026 0,835 97,3%
2.1 0,089 0,745 100,1%
2.2 0,1029 0,865 100,5% 100,3% 0,002082
23 0,0965 0, 808 100,2%
3.1 0,0922 0,754 97,8%
3.2 0,1072 0,865 96,5% 97,0% 0,006807
3.3 0,1071 0,867 96,8 %

Com base em compéndios oficiais, como as Farmacopéias Brasileira, Européia
e Americana, foi determinado que seriam aceitos valores de 95 a 105%. Conforme
pode ser verificado na Tabela 5, todos os lotes fabricados passaram no teste. Isso

significa que ndo houve perda da substéancia ativa durante o processo.

A carta controle apresentada abaixo (Figura 14) mostra os resultados
encontrados na Tabela 5 representados graficamente, facilitando a visualizacdo dos
mesmos. No eixo y, os valores 105 e 95 representam os desvios permitidos positivos
e negativos (c+3 e ¢-3) da média (valor 100). As barras em cada ponto se referem

aos desvios de cada leitura, feita em triplicata.

Considerando que os valores do doseamento para a formulagdo estdo em
acordo com os limites especificados nos compéndios oficiais, prosseguiu-se a

realizagdo do teste de liberacdo em célula de Franz com os lotes fabricados.



70

Figura 14: representacdo gréafica dos valores de teor encontrados, com a média e desvio

padrao.
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7.7 Perfil de liberac&o in vitro e cinética de liberagéo

Testes de liberagdo e permeacéao, geralmente, sdo realizados com membranas
sintéticas e porcdes de pele, respectivamente (DUTRA, BIANCHETTI E STULP,
2013). O uso de pele humana enfrenta algumas dificuldades de aquisicdo e
armazenamento, além de ter propriedades diferentes para diferentes regiées do corpo
(GUIMARAES, 2001). A permeabilidade na regido do couro cabeludo humano é uma
das maiores se comparado a outras regides anatdmicas ou a pele de outros animais
(GUIMARAES, 2001), dessa forma, a realizacdo de estudos de liberacdo com
amostras de pele que nédo fossem de couro cabeludo humano n&o seria uma

simulacéo proxima da realidade.

Nesse sentido, a utilizacdo de membranas artificiais sintéticas se torna
interessante ndo apenas pela sua disponibilidade comercial como também pela
facilidade de manuseio e uniformidade entre os lotes (GUIMARAES, 2001). Com o
uso de membranas sintéticas, a velocidade de liberacdo ndo depende da permeacao
pela membrana, mas do coeficiente de particdo entre a formulacéo e o fluido aceptor

e da difusdo da substancia através da formulacdo (GUIMARAES, 2001). Membranas
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de acetato de celulose tém sido utilizadas em estudos preliminares de formulacdes
topicas (ANDRADE, 2013; DUTRA, BIANCHETTI e STULP, 2013; SILVA, DA et al.,

2009).

Na Figura 15 esta a representacao grafica dos resultados encontrados no teste
de liberacdo. Pode-se observar uma rapida liberacdo do farmaco nas primeiras 4
horas de liberac&o. E possivel observar que em 30 minutos foi liberado cerca de 20 %
do ativo e em trés horas houve a liberacdo de pouco mais de 50%. De uma forma
geral, para um sistema de liberacdo de farmacos nao € interessante uma liberacéo
muito rapida do ativo, pois isso pode ocasionar efeito burst, definido como a liberacao
de mais de 80% do ativo em 30 minutos, havendo entdo disponibilidade de uma

guantidade elevada da substancia ativa (BRAZEL e HUANG, 2004).

A liberacdo da substancia teste pode ser dividida em duas fases, a primeira que
vai até cerca de quatro horas e uma segunda a partir dai. A primeira fase da liberacéo
€ caracterizada por uma liberagcdo mais rapida da substancia ativa vasodilatadora,
sendo ainda mais rapida nos primeiros 30 minutos. Isso pode ser uma consequéncia
da grande hidrofilia da substancia ativa fazendo com que a mesma interaja
prontamente, na forma de uma dispersédo molecular, com a estrutura gelificada da fase
externa do gel creme. Posteriormente, em contato com o filtro de acetato de celulose,
esta substancia penetra facilmente os poros néo interagindo com os mesmos. Nas
horas subsequentes, hd o processo de difusdo da substancia ativa através da

formulacdo (FAISANT et al., 2002; PATEL et al., 2018).

De 4 horas em diante, a taxa de liberacdo diminui até que atinge um platé, a
partir de 7 horas. Essa reducdo da taxa de liberacdo se da mais provavelmente por
dois fatores. Primeiro uma provavel dificuldade de difusdo da substancia ativa através

do gel-creme, devido a viscosidade da formulacdo, o que pode ser minimizado pelo
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espalhamento voluntério realizado pelo paciente no momento da aplicacdo. Segundo

por uma provavel saturacdo da membrana pela alta carga lipidica da formulacao.

Figura 15: representacéao grafica do resultado do teste de liberacdo da substancia teste em
célula de Franz
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A membrana de acetato de celulose € uma membrana de celulose hidrofilica,
dessa forma, substancias hidrofébicas interagem com os poros da membrana e séao
retidas, sendo removidas apenas pela passagem de solventes menos polares, o que
nao ocorreu na realizacdo dos estudos de liberacdo. Dessa forma, a fase oleosa do
gel-creme, no decorrer do ensaio foi se acumulando nos poros da membrana,
podendo ter ocasionado seu entupimento. As camadas mais externas da pele sao
hidrofobicas e, por isso, capazes de interagir com a fase oleosa do gel-creme, sendo
inferior a possibilidade de reducédo da velocidade de permeacédo. As camadas mais
internas da pele, por sua vez, sao vivas e por isso sdo capazes de remover qualquer

substancia que se acumule. Sendo assim, a provavel saturacdo da membrana
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ocorrida pela alta carga lipidica da formulacdo ndo deve ocorrer na ocasiao de

aplicacado em pele humana.

Considerando que o gel-creme é para uso em areas acometidas por alopécia,
geralmente o couro cabeludo, é interessante que a formulacdo apresente rapida
liberacdo, uma vez que a area pode estar em contato constante com chapéus ou com
as proprias maos do paciente, que poderiam remover a formulacéo do local aplicado.
Ainda, a area sera exposta a higienizacdo durante os banhos do paciente que

removeriam residuos néo liberados ainda no dia da aplicacéo.

Dessa forma, pode-se considerar positiva a liberacdo de cerca de 88% da
formulacdo em 10 horas de contato, com uma liberacdo de mais de 50% antes de 3

horas.

Com base nos dados obtidos, realizou-se um estudo do mecanismo de
liberacdo do farmaco. Existem modelos matematicos de cinética de liberacdo que sao
apropriados para avaliacdo da liberacdo de substancias quimicas por dispositivos
farmacéuticos de liberacao de farmacos. A maioria desses modelos é baseado na Lei
de Fick (Equacao V), que descreve matematicamente a forma como ocorre difusao
de matéria ou de energia em condicbes em que nao ha equilibrio quimico ou

energético.

Nesses modelos, a quantidade de substancia liberada (A) é expressa como
uma funcgéo do tempo (t), sendo descritos modelos de ordem zero, primeira, segunda
e terceira ordem (COSTA e LOBO, 2001). O modelo mais apropriado, que representa
a cinética mais provavel, € aquele que resulta na regresséo linear de melhor qualidade

no intervalo de tempo avaliado (CESAR, 2015).
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Existem diversos modelos tedricos desenvolvidos por Higuchi para o estudo da

liberacdo de substancias hidrofilicas a partir de sistemas semissolidos de liberacao
(Costa e Lobo, 2001). Segundo um dos modelos, baseado na primeira Lei de Fick

(Equacéo V), a quantidade de substancia liberada, assumindo superficie de avaliacéo

constante e condicao sink, pode ser resumida na Equacéo VI:
[A]; = k.t Equac&o VI

Onde [A]: & a concentracdo de substancia ativa liberada no tempo (t) e k é a
constante de difusdo da substancia no veiculo (Costa e Lobo, 2001). Com base nesse
modelo, é possivel obter o valor de k plotando-se [A]: em funcdo da raiz quadrada de
t, sendo k o valor do intercepto encontrado por regresséao linear dos dados (Figura

16a).

Figura 16: (a) a esquerda a regressao linear dos valores de [A]: em fun¢do da raiz quadrada do
tempo, e (b) a direita a distribuicdo dos residuos padronizados.
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A analise por regressao linear dos valores de liberacdo obtidos obteve valor de
r2 de 0,9736. No entanto, a distribuicdo dos residuos padronizados ndo tem indicios
de homocedasticidade (Figura 16b). Dessa forma, o modelo pode ser usado para
descrever apenas parcialmente a cinética de liberacdo da formulacdo estudada. Este
modelo tem sido usado na avaliagdo de sistemas de liberacdo transdérmicos e

sistemas matriciais para liberacdo de farmacos hidrofilicos (COSTA e LOBO, 2001).

De forma a aprofundar a andlise, foi feita uma analise matematica de acordo

com o modelo de Korsmeyer-Peppas (Equacéao VIl), o qual estabelece que:

— = kt" Equacéo Vi

Onde Mt é a quantidade de substancia liberada no tempo t, M- € a quantidade
total de substancia liberada apés um longo periodo de tempo, k é a constante cinética
e n é a funcdo que representa o mecanismo de liberacdo da substancia (COSTA e

LOBO, 2001; KIM e FASSIHI, 1997).

Para a determinacdo do expoente n deve-se considerar a por¢cdo da curva em
que Mi/M-é menor que 0,6 (COSTA e LOBO, 2001). Portanto, considerando a fragédo
M¢/M- como f e transformando a equagédo em logaritimica temos a Equacgéo VIl (KIM

e FASSIHI, 1997):
log f =logk + n.logt Equacéo VI

A partir dessa equacao, é possivel encontrar o valor de n plotando-se log f em
funcdo do logt, sendo n o multiplicador de logt encontrado na regresséo linear.
Segundo Peppas (1985), valor de n igual a 0,5 indica liberag&o por difuséo Fickiana;
valores entre 0,5 e 1,0 indicam transferéncia de massa nao-Fickiana correspondente
a ocorréncia simultanea de difusdo e relaxamento da malha polimérica; e valor de n

igual a 1,0 indica liberagéo n&o-Fickiana de ordem zero (COSTA e LOBO, 2001). Esse
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modelo é também conhecido como Power Law e tem sido usado para descrever o

mecanismo de liberacdo de diversas formas farmacéuticas (KIM e FASSIHI, 1997).

Apés os calculos, foi encontrado valor de n igual a 0,5766, sendo o valor de r2
da regresséo linear igual a 0,9977 (Figura 17). Portanto, o gel-creme desenvolvido
apresenta 0 mecanismo de liberagcdo do ativo mais provavel por transferéncia de
massa nao-Fickiana, correspondente a ocorréncia simultanea de difusdo, conforme
previsto parcialmente pelo modelo de Higuchi, e relaxamento da malha polimérica.

Figura 17: regresséao linear dos valores de log(t) em funcéo de log(f)
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A difusdo é um processo que ocorre em funcédo da diferenca do gradiente de
concentracdo, enquanto o relaxamento da malha polimérica ocorre em funcdo da
hidratac&o progressiva da formula¢éo, mediada pelo liquido aceptor contido na célula
de Franz. Este liquido fica em constante contato com a membrana onde se encontra
a formulacdo. Assim, quanto maior a quantidade de agua absorvida pela formulacéo,
menos entrelacadas estardo as malhas poliméricas, facilitando a passagem da

substancia.

O ultimo modelo considerado para a andlise dos resultados foi o0 modelo de
Hixson-Crowell, um modelo de 12 ordem que tem sido usado para explicar a liberag&o
de farmacos hidrofilicos por matrizes porosas (COSTA e LOBO, 2001). Segundo o

modelo de Hixson-Crowell:

Kit
2,303

logQ: =log Qo + Equacao XIX
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Onde Q: é a quantidade de substancia liberada no tempo t, Qo é a quantidade
inicial de substancia, K1 & a constante de primeira ordem e t é o tempo (COSTA e
LOBO, 2001). A regresséo linear do logQt em funcdo do tempo permite verificar a
adequabilidade do modelo aos dados. De acordo com a analise realizada (Figura 18),
0 modelo pode explicar a liberacdo do gel-creme obtido, uma vez que a regressao
apresenta alto valor de r2 (0,8748) e os residuos padronizados tém indicio de

homocedasticidade.

Figura 18: (a) a esquerda a regressao linear dos valores de log(Qt) em func¢éo de log(t), e (b) a direita
a distribuicdo dos residuos padronizados.
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As formas farmacéuticas com liberacdo conforme o modelo de Hixson-Crowell
apresenta liberacdo proporcional a quantidade de substancia remanescente em cada
tempo, de forma que a quantidade de substancia liberada por unidade de tempo, ou
seja, a velocidade de liberacao, diminui com o passar do tempo. Esse resultado esta

de acordo com o perfil de liberagéo observado (Figura 15).



CAPITULO I

DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODO ANALITICO PARA
QUANTIFICACAO DA SUBSTANCIA TESTE
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8 DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DO METODO ANALITICO PARA

QUANTIFICACAO DA SUBSTANCIA TESTE

Para a quantificacdo da substancia teste no gel-creme, foi necessario
desenvolvimento e a validacdo de método analitico. A da substancia teste estudada
no presente trabalho tem reportada na literatura atividade inibitéria de serino-
proteases (GADWAL et al., 2014; SERINE et al., 2017), ndo tendo sido atribuido,
ainda, atividade biologica de interesse para a industria farmacéutica e sua cadeia de
producdo. Ela se encontra em uso comercial como reagente quimico para uso,
principalmente, em laboratdrios de pesquisa. Nosso grupo, como dito anteriormente
no capitulo 1 deste trabalho, tem trabalhado com esta substancia quimica ha quatro
anos e tem descoberto atividade promissora no campo das doencas que ocasionam
hipertensédo. O fato de ndo ser tratada ainda como um insumo farmacéutico ativo
(farmaco) impossibilita varias formas de caracterizacdo desta substancia, no que diz
respeito a sua aplicacdo na area farmacéutica. Dessa forma, ndo é encontrado em
nenhum compendio oficial (como as farmacopéias) um método de quantificacdo desta
substancia quimica. Assim, a necessidade do desenvolvimento de um método
analitico validado para esta substancia se tornou premente para o prosseguimento

deste trabalho.

Benzamidinas, por serem substéncias com um anel aromético substituido,

costumam ter absor¢ao significativa na regiao do ultravioleta.

Assim, iniciou-se essa etapa do trabalho realizando um espectro de varredura

da substéancia teste fim de identificar o seu maximo de absor¢ao (Figura 19).
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Figura 19: Espectro de absorcao no UV da substancia teste na regido entre 200 e 400 nm
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Conforme pode ser observado no espectro de absovancia na regido entre 200
e 400 nm da substancia teste, h4 uma forte absor¢gdo em 293 nm, correspondente a

banda benzendide da benzamidina.

Tendo isso em vista, optou-se por um método de quantificacdo por
espectrofotometria de absor¢do na regido do ultravioleta, que é uma técnica simples

de quantificacao e por isso facilmente aplicavel na rotina.
O método foi desenvolvido e validado como segue.
8.1 Materiais

Para a realizacdo dos experimentos descritos no presente capitulo, foram
utilizados benzamidina para-substituida (substancia teste), fornecida pela Sigma-
Aldrich (Islandia), hidroxietilcelulose fornecida pela Denver-Cotia Industria e Comércio
Ltda. (Cotia, Brasil), acido cetoestearilico e acido cetoestearilico etoxilado fornecidos
pela Oxiteno (S&o Paulo, Brasil), glicerina, fosfato de potassio monobasico anidro e
fosfato de sodio dibasico anidro fornecidos pela Synth (Diadema, Brasil), miristato de
isopropila e brometo de cetilmetilamonio fornecidos pela Neon (Séo Paulo, Brasil) e

fitas Universallndikator® MColorpHast fornecidas pela Merk (Alemanha). Em todos os
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experimentos, foi utilizada agua tratada por osmose reversa em aparelho de agua
milliQ (Marca Millipore, modelo Direct-Q, Morshem, Franca). Demais reagentes fazem
parte da grade do laboratorio e apresentam grau analitico ndo tendo sido purificados

para sua utilizacao.

Os equipamentos utilizados foram o Agitador de hélice IKA® Eurostar modelo
Power-basic (GROB-WERKE GmbH & Co. KG, Alemanha) e Espectrofotdmetro UV-

Visivel modelo Evolution 201 (Thermo Fisher Scientific Inc, EUA).

Solugdes contendo 0,5; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 5,0; 6,0; 7,0; 8,0; 9,0; 10; e 12 ug/mL
foram obtidas a partir de uma solugédo-estoque contendo 100 ug/mL da substancia
teste. A solucdo-estoque, por sua vez, foi obtida pela diluicdo de 10,0 mg da

substéancia teste em 100mL de tampao fosfato pH 5,9.

Os calculos estatisticos foram realizados utilizando os softwares Minitab® 18.1,

GraphPad Prism 6.01 e o Microsoft Office Exel 2007.
8.2 Método desenvolvido

A guantificacdo da substancia teste por espectroscopia de absorcéo na regiao
do ultravioleta foi feita utilizando solugdes desta substancia em tampéo fosfato pH 5,9.
Estas solu¢des foram preparadas de modo idéntico aquelas obtidas em testes de
liberacdo da substancia teste através de membrana em célula de Franz. Assim, a
guantificacdo foi realizada conforme as seguintes orienta¢des/etapas:
a) Zerar o equipamento com tampéao fosfato pH 5,9
b) Ler a absorvancia da amostra em 293 nm

c) Se ovalor da absorvancia ultrapassar 1,000, diluir a amostra em tampao fosfato

pH 5,9 e ler novamente
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A quantificacdo da substancia teste por espectroscopia de absorcéo na regiao
do ultravioleta no produto acabado, ou seja, no gel-creme, foi realizada conforme as
seguintes orientagdes/etapas:

a) Pesar cerca de 0,100 g de produto acabado e anotar o peso exato

b) Diluir a amostra em 10 mL de tampé&o fosfato pH 5,9

c) Agitar até completa homogeneizacao

d) Filtrar em filtro PES 0,22 ym

e) Ler a absorvancia da amostra em espectrometro de absorcdo em 293 nm,
utilizando-se tampéao fosfato pH 5,9 para zerar o equipamento.

f) Calcular o teor da substancia teste na amostra por meio da formula:
Teor = {[(A+0,002479)/0,08388]*10}/(m*1000)

Onde A é a absorvancia lida no espectrofotbmetro e m é o peso exato da

amostra encontrado na etapa “a”.
8.3 Validacdo do método

A validacdo do método foi realizada de acordo com a resolugdo RDC 166/2017

da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2017).

O método desenvolvido foi validado para aplicacdo em testes de quantificacao
da quantidade da substancia teste no gel-creme e de quantificacdo da quantidade da
substancia teste liberada através de membrana em célula de Franz. Portanto, para
que o método seja validado conforme a RDC 166/2017, este deve cumprir 0s
requisitos estabelecidos para “Doseamento” no Anexo | da referida legislagédo, sendo
estes: intervalo, linearidade, exatiddo, precisdo intermediaria e repetibilidade
(BRASIL, 2017, p. 19). Por se tratar de um método ndo cromatografico, ndo é
necessaria a demonstracéo de seletividade, conforme Art. 21, 82°, item Ill da mesma

resolugéo (BRASIL, 2017, p. 8 e 9).
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8.3.1 Intervalo

De acordo com o Art. 32 da RDC 166/2017,

“Devem ser consideradas as seguintes faixas de trabalho:
|.- para teor: de 80% (oitenta por cento) a 120% (cento e vinte por cento);

.- para teste de dissolugéo: de -20% (menos vinte por cento) da menor
concentracdo esperada a +20% (mais vinte por cento) da maior concentragdo

esperada a partir do perfil de dissolugdo;” (BRASIL, 2017, p. 10 e 11)

Dessa forma, considerando que a concentracdo esperada para a solucdo de
afericao de teor é de 10 pg/mL, a faixa de trabalho para quantificacdo da substancia

teste no produto acabado foi definida como sendo de 8 a 12 pg/mL.

Para a quantificacdo das amostras dos testes de liberacdo da substancia teste
através de membrana em célula de Franz, a concentracdo esperada é desconhecida,
pois ndo teria como saber qual seria a taxa deliberacdo da substancia quimica neste
experimento. Por isso foram realizadas as andlises estatisticas com os dados das
concentracfes de 0,01, 0,1; 0,5; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 5,0; 6,0; 7,0; 8,0; 9,0; 10 e 12 pg/mL,
sendo validada a faixa de trabalho até o valor minimo de 0,5 pg/mL, pois essa é a

menor concentracao que atende os requisitos de validacéo.

Considerando que o método poderia ser usado futuramente com outros
propésitos, seria interessante a validacdo de faixas mais amplas do que a minima
estabelecida pela legislacdo. No entanto, a absorvancia das solucdes de substancia
teste na concentracdo de 12 ug/mL em tampéo fosfato pH 5,9 ja estéd bem proxima de
1. Em concentra¢cbes maiores o valor lido pelo equipamento seria, portanto maior que
1, refletindo uma transmitancia muito baixa e valores pouco confiaveis para um

método de quantificagéo.
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8.3.2 Linearidade

A linearidade foi avaliada pela construgdo de trés curvas analiticas obtidas
plotando-se a absorvancia das solucdes da substancia teste versus a concentracao
conhecida da solucdo. Foram analisadas solu¢cdes contendo 0,5; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 5,0;
6,0; 7,0; 8,0; 9,0; 10 e 12 ug/mL da substancia teste em tampéao fosfato pH 5,9. A
leitura foi realizada em quintuplicada para cada uma das trés curvas e 0os dados estao

apresentados na Tabela 6.

Tabela 6: Concentracfes da substancia teste e valores de absorvancia média para a
construcao da curva analitica do método de quantificacdo utilizando espectroscopia de
absorcao naregido do ultravioleta

5 Absorvancia media
Concentragao (ug/mL)
Curval Curva 2 Curva 3

0,5 0,0394 0,0388 0,0362
1 0,0846 0,081 0,088
2 0,1532 0,162 0,153
3 0,25 0,255 0,257
4 0,3306 0,312 0,343
5 0,4212 0,424 0,42
6 0,4938 0,4874 0,5016
7 0,5858 0,591 0,576
8 0,6662 0,6706 0,669
9 0,751 0,74 0,754
10 0,8362 0,837 0,835
11 0,934 0,932 0,934
12 1,0052 1,0022 0,999

Utilizando-se o software GraphPad Prism 6.01, os valores obtidos (Tabela 6 e
Figura 18) foram submetidos a analise de regressao linear pelo método dos minimos
quadrados ordinarios, seguida de testes estatisticos nos quais foi utilizado um nivel

de significancia de 5%
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Foi constatado que as trés curvas (Figura 18) sdo estatisticamente iguais por
meio de uma analise de covariancia realizada pelo software GraphPad Prism 6.01. Foi
encontrado valor de p=0,6719 para a inclinacao e valor de p=0,9335 para o intercepto.
Nesse teste, o valor de p indica a probabilidade de, a partir de uma amostragem
aleatéria, serem encontrados interceptos e inclinacdes tdo diferentes quanto os
encontrados para os conjuntos de dados, considerando que estes conjuntos de dados
tém inclinacdes e interceptos idénticos. Para um nivel de significancia de 5%, valores
de p maiores que 0,05 indicam que a diferenca entre o intercepto e a inclinacao das
diferentes curvas nao € significativa. Dessa forma, foi possivel obter uma equacéo

Unica (Equacéo 1X) para as trés retas. A equacao obtida foi:
A =0,008388c — 0,002479 Equacéao IX
onde A é a Absorvancia e ¢ a concentracao da solucéao.

Para determinacdo do quédo diferente de zero € o coeficiente angular, foi
realizado no software GraphPad Prism 6.01 um teste cuja hipétese nula responde a
pergunta: “Se nao houvesse relacédo linear entre X e Y em geral, qual a probabilidade
de os pontos selecionados aleatoriamente resultarem em uma linha de regresséao tao
longe da horizontal quanto a observada?” O valor de p encontrado foi menor que
0,0001 e, dessa forma, o coeficiente angular foi considerado significativamente
diferente de zero. Ainda, o coeficiente de determinacéo (r?) da regresséo foi de 0,9995
e o coeficiente de correlacdo (r) foi de 0,9998, o que significa que a equacado
encontrada na regressao linear explica mais de 99,9% dos resultados obtidos

experimentalmente.
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Figura 20: representacdo grafica das respostas em funcéo da concentracdo da substancia

teste
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Na Figura 19 encontra-se a representacéao grafica da distribuicao dos residuos,
obtida no software Minitab® 18.1, na qual é possivel perceber que os residuos
padronizados estdo aleatoriamente distribuidos em torno de 0, sem evidéncia de
tendéncia, havendo indicios de que a variancia dos residuos padronizados é

homoscedastica.

De forma a comprovar esse comportamento, utilizando-se o software Minitab®
18.1, foi realizado o teste de normalidade dos residuos padronizados pelo método de

Anderson Darling, encontrando-se valor de p de 0,284 ao nivel de significancia de 5%.

Para o teste de Anderson Darling, um valor de p maior que 0,05 indica que nao
se deve rejeitar a hipotese nula e, portanto, os dados seguem uma distribuicdo normal.
Pela analise dos resultados apresentados na Figura 19, assume-se que 0s residuos
padronizados cumprem as quatro premissas da analise de regressdo, que sao
normalidade, valores centrados em zero, homocedasticidade e auséncia de outliers

ou tendéncias temporais.
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Figura 21: Representacéo gréafica da andlise de normalidade dos residuos padronizados da
regressao linear, pelo método dos minimos quadrados ordinarios, das respostas em funcéo da
concentracdo da substancia teste.
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Portanto, o método dos minimos quadrados ordinarios € um modelo adequado

para a analise estatistica dos dados obtidos.

Como os dados sédo homocedasticos, o coeficiente de correlagdo € maior que
0,990 e o coeficiente angular é significativamente diferente de zero, conforme
estabelecido pela RDC 166/2017 (BRASIL, 2017), o método foi considerado linear na

faixa de concentracao trabalhada.

8.3.3 Precisao

Primeiramente, a repetibilidade foi calculada utilizando-se os dados obtidos
para trés solucdes de seis concentracdes diferentes (0,5; 1,0; 5,0; 8,0; 10 e 12 ug/mL).
Para as concentragfes de 8,0; 10 e 12 pg/mL, as solugdes foram obtidas por meio da
contaminacdo da matriz com quantidades conhecidas da substancia teste. As
concentracdes de 0,5; 1,0 e 5,0 pg/mL foram obtidas pela diluicdo de quantidades

conhecidas da substancia teste em tampao fosfato pH 5,9. A absorvancia das
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solucdes foi medida em triplicata e a média e o desvio-padrdo (SD) das absorvancias

foram calculados (Tabela 7).

Os SD e as médias das absorvancias foram utilizados para calcular o desvio
padrao relativo (DPR), conforme a férmula "DPR=(DP/CMD)X100", em que DP é o
desvio padrdo e CMD, a concentracdo média determinada, de acordo com a RDC
166/2017 (BRASIL, 2017). Os calculos foram realizados com trés algarismos
significativos e o critério de aceitacdo estabelecido foi DPR menor que 5%. Uma vez
gue todas as concentra¢cdes cumpriram o critério, o método foi considerado dotado de

repetibilidade na faixa de trabalho avaliada (BRASIL, 2017).

Tabela 7: Validagdo de método de quantificacdo da substancia teste: repetibilidade

Repetibilidade (1° dia)

Concentracio (ug/mL) A B C Média CMD DP DPR
0,5 0,0397 10,0370 0,0387 0,0384 0,488 0,001347 0,276
1,0 0,0833 0,0880 0,0890 0,0868 1,06 0,00302 0,2842
5,0 0,421 0,422 0,424 0,4224 5,07 0,001503 0,02967
8 0,6663 0,6677 0,6707 0,6682 8,00 0,00222 0,0278
10 0,8362 0,835 0,8361 0,8358 9,99 0,000666 0,00666
12 1,002 1,003 1,004 11,0030 12,0 0,000751 0,00626
Repetibilidade (2° dia)
Concentracao (ng/mL) A B C Média CMD DP DPR
0,5 0,0394 10,0363 0,0390 0,0382 0,485 0,00167 0,343
1,0 0,0850 0,0833 0,0883 0,0856 1,05 0,00255 0,2426
50 0,421 0,420 0,422 0,421 50 0,001018 0,0202
8 0,6662 0,6706 0,669 0,6686 8,00 0,00223 0,0278
10 0,837 10,8369 0,8366 0,8368 10,0 0,000208 0,00208
12 1,005 1,002 1,001 11,0028 12,0 0,00216 0,0181

A precisao interdia foi calculada por dois analistas diferentes que repetiram o
método utilizado para a repetibilidade em dois dias diferentes. O DPR também foi
calculado para o conjunto de dados e os resultados obtidos estdo apresentados na
Tabela 7. Como nenhum dos DPR esta acima de 5%, o método foi considerado dotado

de precisao interdia para a faixa de trabalho avaliada (BRASIL, 2017).
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8.3.4 Exatidao

A exatiddo do método foi avaliada por contaminacao da matriz. Pela adi¢cao de
guantidades determinadas de uma solucdo-estoque a uma solucdo de formulacéo
branca diluida em tampéao fosfato pH 5,9. A solucdo-estoque, contendo 100 pg/mL da
substancia teste, foi obtida pela diluicio de 10 mg da substancia em 100 mL de
tampao fosfato pH 5,9. A solucdo de matriz foi obtida pela diluicdo de cerca de 0,100
g de formulacéo branca, obtida conforme descrito no Capitulo I, em 10 mL de tampéao
fosfato pH 5,9, exceto para a concentracdo de 12 ug/mL, para a qual diluiu-se cerca

de 0,050 g de formulac&o branca em 5 mL de tampao fosfato pH 5,9.

Tabela 8: Validagdo de método analitico para quantificacdo da substancia teste: exatidao

Conc. - Absorvancia Concentracao % o
(nug/mL) 1 2 2 Media = tedrica encontrada Recuperagéo Media bl
8 0,660 0,665 0,670 0,665 0,005 0,669 7,941 99,47 97,81 1,44
10 0,797 0,816 0,821 0,811 0,012 0,836 9,941 97,02
12 0,942 0,992 0,987 0,973 0,027 1,004 11,941 96,93

As preparacoes contendo 8,0; 10 e 12 uyg/mL da substancia teste foram obtidas
pela adicdo de, respectivamente, 800, 1000 e 600 uL da solugao-estoque as
respectivas solucdes de trabalho, antes de se completar o volume com solucéo
tampéo. Apdés homogeneizacdo, as solucdes foram filtradas em microfiltro PES
0,22um e a absorbancia da solucéao foi aferida em 293 nm utilizando-se tampéao fosfato
pH 5,9 para zerar o equipamento. O experimento foi realizado em triplicata e os dados
de absorbancia obtidos, bem como a porcentagem de recuperacdo estao
apresentados na Tabela 8. S&o aceitos valores de porcentagem de recuperacao
acima de 95% (BRASIL, 2017). A porcentagem de recuperacao obtida foi de

97,81+1,44% e, portanto, o método foi considerado exato na faixa avaliada.
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9 CONCLUSAO E PERSPECTIVAS FUTURAS

e O gel-creme transdérmico para liberacdo de substancia quimica vasodilatadora
hidrofilica (Substancia teste) foi obtido e o método de obtencdo se mostrou
reprodutivel entre os lotes.

e O gel-creme foi caracterizado conforme densidade de massa e densidade
relativa, cremacao, valor de pH, viscosidade e espalhabilidade; e foi realizado
estudo do perfil de liberacéo in vitro da substancia teste, em célula de Franz. A
formulac@o proposta apresentou boa estabilidade fisica, bom perfil reologico,
assim como pH e perfil de liberacdo adequados a aplicacdo na pele,
especialmente em pele lesional de paciente com alopécia areata ou
androgenética.

e O método analitico desenvolvido para quantificacdo de substancia teste foi
validado, tendo apresentado resultados de acordo com a legislagao vigente em
todos os testes realizados. Portanto, € um método adequado para os testes de
desempenho de formulacdo farmacéutica realizados. Ademais, uma vez que na
faixa validada os valores de absorvancia minimos e maximo estdo muito
proximos de 0 e 1, respectivamente, 0 método pode ser usado para outros tipos

de analise de quantificacdo de aminobenzamidina para-substituida

Como perspectiva futura para o aperfeicoamento do gel-creme obtido tem-se
estratégias para o aumento da estabilidade microbiolégica do gel-creme, e a realizacao

de estudos de estabilidade acelerada.

Ainda, tém-se como perspectivas, estudos in vivo de permeacao e vasodilatacédo
em orelha de camundongos Balb-C por meio de técnicas de microscopia intravital em
microscopio confocal de fluorescéncia. Apds outros estudos clinicos de toxicidade,
seguranca e efetividade, o candidato a farmaco e a formulacdo proposta poderéo,
conforme os resultados apresentado, ser uma alternativa ao tratamento da alopécia

areata e androgenética.
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