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RESUMO

Estudos in vitro de absorcdo percutdnea sao uma importante
ferramenta para avaliacdo de formulacbes semissélidas e transdérmicas.
Embora haja um grande nimero de agéncias reguladoras preocupadas com a
harmonizacao metodolégica, em muitos parametros elas permanecem flexiveis
e isto é possivel verificar na ampla variedade e divergéncias encontradas na
literatura. O objetivo do trabalho foi avaliar parametros ainda flexiveis a respeito
dos estudos in vitro como modo de separacdo das camadas da pele,
permeabilidade da pele congelada (tempo de armazenamento) e diferenca de
permeabilidade dos locais anatémicos. Os estudos foram conduzidos utilizando
células de Franz, pele suina como membrana e formulagdes (comercializada e
inovadora) contendo penciclovir. Inicialmente, nanoemulsdes foram preparadas
utilizando técnica de homogeneizacdo a alta pressdo, caracterizadas,
incorporadas em gel de carb6mero 940 e avaliadas quanto a liberagao tépica
em pele suina. Simultaneamente ao desenvolvimento da formulagdo foi
desenvolvido e validado método analitico para quantificagdo do farmaco nas
formulacdes e nas camadas da pele suina. As nanoemulsdes apresentaram-se
monodispersas com diametro de goticula em torno de 180-200 nm, potencial
zeta de -27 mV e teor de penciclovir de 98% mantendo sua estrutura apos a
incorporacdo em carbémero 940. A metodologia analitica demonstrou ter alta
sensibilidade (LoQ 0,05 pg/mL), especificidade e uma adequada recuperacao
do farmaco a partir das matrizes biolégicas (90 — 104%). Quanto aos estudos
in vitro de comparagdo de metodologias, foi possivel observar que,
dependendo da solubilidade do farmaco em &gua e das caracteristicas da
formulacéo, o método classico de separacdo das camadas da pele por imersao
em agua nao €& o mais indicado. Ja para permeabilidade da pele suina
congelada, os resultados obtidos indicam um aumento significativo na
penetrabilidade e permeabilidade apdés um més de congelamento. Dentre os
locais anatdémicos testados, ndo houve diferenca entre abdémen e orelha suina

desde que obtidos antes do procedimento de escaldo.
Palavras chave: penciclovir, nanoemulsdo, homogeneizacdo a alta pressao,

absorcdo percutanea, pele suina, separacdo das camadas da pele por

aquecimento






ABSTRACT

In vitro percutaneous absorption studies are an important tool for
evaluation of semisolid and transdermal formulations. Although there are a
large number of official guides concerned with methodological harmonization in
many parameters they remain flexible and it is possible to see the wide variety
and differences reported in the literature. The aim of study was to evaluate
some parameters regarding the in vitro studies as the mode of skin layers
separation, skin frozen stability and permeability difference of anatomical sites.
These studies were conducted with porcine skin and formulations (conventional
and novel) using penciclovir as model drug. Initially, nanoemulsions were
prepared using high pressure homogenization, characterized and incorporated
into carbomer 940 gel and evaluated for topical delivery using porcine skin.
Simultaneously with the development of the formulation, analytical method for
quantification of the drug in the formulations and porcine skin layers was
developed and validated. The nanoemulsions presented themselves
monodisperse with droplet diameter of 180-200 nm, zeta potential of about -27
mV and penciclovir content of 98% maintaining their structure after
incorporation into carbomer 940. The analytical methodology was shown to
have high sensitivity (LOQ 0.05 ug/mL), specificity and adequate recovery of
drug from the biological matrices (90-104%). Regarding the in vitro comparison
methodologies, it was observed that, depending on the solubility of the drug in
water and the characteristics of the formulation, the classical separation is not
the most suitable for separation of the skin layers. For the stability of frozen
porcine skin, the results indicate a significant increase in permeability and
penetrability after one month of freezing. Within the anatomical sites tested,
there was no difference between the abdomen and ear porcine skin since
obtained before the scald procedure.

Keywords: penciclovir, nanoemulsion, high pressure homogenization,
percutaneous absorption, porcine skin, heated separation skin layers
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INTRODUCAO







O tratamento de patologias cutaneas pela aplicacdo direta de uma
formulacdo é facil, conveniente e geralmente bem aceita pelos pacientes.
Mesmo constituindo uma barreira fisica, a pele tem sido extensivamente

utilizada para liberacao cutanea e percutanea de farmacos.

O crescente interesse em medicamentos de aplicacao na pele deve-se
a vantagens como, por exemplo, a possibilidade de terapia sistémica evitando
efeito de metabolismo de primeira passagem e minimizando efeitos adversos
(BAROLI, 2010; HENNING et al., 2009; SCHAFER-KORTING et al., 2007;
PROW et al., 2011; WAGNER et al., 2001). No caso de produtos tépicos, estes
sdo projetados para atingir o local de acédo no tecido no qual elas sédo aplicadas
fornecendo uma limitada absorcao sistémica (BOIX-MONTANES, 2011).

Nesse contexto, métodos in vitro de liberagao e/ou permeacao cutanea
tém sido empregados no desenvolvimento e otimizagdo de produtos
farmacéuticos de aplicacdo na pele (HENNING et al., 2009; WAGNER et al.,
2001). O método in vitro mais empregado é o sistema de difusdo
bicompartimental das células de Franz que pode utilizar como membrana pele
humana ou animal e artificial (SUPACSS, SCCP, 2006; 2008).

Dentre os tipos de membranas, a pele humana seria preferida para
experimentos de penetracao in vitro, porém, devido a dificuldade de obtencao
em quantidades apropriadas, vem sendo substituida por modelos de peles
animais. Varios pesquisadores consideram a pele suina como o modelo mais
apropriado, uma vez que se assemelha em permeabilidade e composicédo a
pele humana (BARBERO & FRASCH, 2009; BOUDRY et al., 2008; GODIN &
TOUITOU, 2007; HENNING et al., 2009; MOSER et al., 2001; SARTORELLI et
al., 2000; SCHMOOK et al, 2001). Segundo a Scientific Committee on
Consumer Products (SCCP), o local de obtencéo da pele varia entre abddmen,
perna ou seio para pele humana e abdémen, perna, peito, costas, flancos e
orelhas para pele suina (SCCP, 2006; 2008). Broudry e colaboradores relatam
costas e abdémen suino como os locais mais comuns para a obtencao da pele,
embora, na atualidade, a orelha suina seja considerada a principal regiao
anatémica para estudos de absor¢éo na pele (BOUDRY et al., 2008).
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A infeccao pelo virus Herpes simplex (HSV) é uma infeccdo comum e
onipresente da pele que provoca lesdes mucocutdneas chamadas herpes
simples (herpes labial). Estima-se que cerca de 80% da populacdo mundial
seja portadora do virus HSV e, aproximadamente, 40% sofra de infecgbes
recorrentes (HASLER-NGUYEN et al., 2009).

Para melhor efeito, os medicamentos antivirais devem ser capazes de
chegar em concentracdes terapéuticas nas células basais epidérmicas, que
sao o sitio inicial de entrada para a propagacao do virus. Conseqlientemente, a
penetragdo da substancia ativa na pele é um dos fatores mais criticos para a
terapia bem sucedida com uma formulagao topica para o tratamento de herpes
labial (HASLER-NGUYEN et al., 2009).

Assim, a utilizagdo de nanoestruturas no tratamento potencial de
doencas locais e sistémicas, através da pele, vem sendo cada vez mais
estudada, devido a sua potencialidade de aumentar a absorcao percutanea e
permitir uma boa segmentagcdo dos ativos na pele, proporcionando um melhor
risco beneficio da terapia tépica (SCHAFER-KORTING et al., 2007; PROW et
al.,, 2011).

Atualmente, ha inimeros trabalhos publicados com desenvolvimento
de formulagcdes micro e nanoemulsionadas que utilizam permeacgao/penetracao

cutanea in vitro como forma de avaliagdo de seu desempenho.

A normatizacado de protocolos in vitro para avaliagdo de desempenho
de formulagdes convencionais € nanoestruturadas, tem sido preocupacéao de
diferentes organizagdes, como a Organization for Economic Co-operation and
Development (OECD) e a Scientific Committee on Consumer Products (SCCP),
embora ainda sejam observadas, na literatura, relevantes variagbes nas
condi¢des dos experimentos realizados por diferentes pesquisadores. Assim, o
presente trabalho propde avaliar, experimentalmente, algumas condi¢des
empregadas nos estudos de permeacao/penetracao cutanea in vitro através de
duas diferentes formulagdes, uma convencional - presente no mercado - e
outra, inovadora — nanoemulsao - utilizando penciclovir como farmaco modelo,

com o objetivo de definir melhores condi¢des protocolares para estes estudos.
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A dissertacdo esta estruturada em revisdo bibliografica e dois
capitulos:

— O capitulo | apresenta os resultados obtidos no estudo de
desenvolvimento de hidrogéis contendo penciclovir incorporado em
nanoemulsoes, validacdo de método analitico para quantificacdo do farmaco
nas camadas da pele, e estudo preliminar de retencdo cutanea para a
formulac@o desenvolvida.

— O capitulo Il apresenta os resultados dos estudos in vitro de
permeacgao/retencdo cutdnea desenvolvidos com o objetivo de comparar
resultados entre diferentes técnicas usadas por pesquisadores.
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OBJETIVOS







Objetivo Geral

Avaliar, experimentalmente, diferentes condicdes empregadas nos estudos de
permeagao/retencao cutanea in vitro utilizando duas diferentes formulacdes de
um mesmo farmaco antiviral modelo (creme comercial e nanoemulsédo
desenvolvida para os propositos deste trabalho), visando definir melhores

condic¢des protocolares para estes estudos.

Objetivos Especificos

= Desenvolver e validar metodologia analitica para determinacdo de
penciclovir nas formulacbes e quantificacdo do farmaco nas diferentes
camadas do modelo de pele empregado;

= Desenvolver forma farmacéutica semissélida nanoemulsionada de
penciclovir;

» Caracterizar as propriedades fisico-quimicas da formulacao desenvolvida;

» Realizar estudos de permeacao/retengdo in vitro variando condi¢cdes
experimentais para as formulagcdes como: local de obtencéo da pele (abdémen
e orelha para pele suina), tempo de armazenamento da pele suina,
caracteristicas da pele (antes e apds escaldo do suino e diferente método de

separacao das camadas epiderme/derme apds contato com as formulagdes).

25






REVISAO DA LITERATURA







Pele

A pele, além de ser o maior érgao do corpo humano em extensao e em
peso, € também uma barreira protetora contra ataques fisicos, quimicos,
microbiolégicos e de raios ultravioletas. E composta por trés principais
camadas: epiderme, derme e, mais internamente, a hipoderme, sendo que,
numa perspectiva de penetracdo, somente a epiderme e a derme sao
importantes (BAROLI, 2010; HADGRAFT et al., 2005; MOSER et al., 2001;
PROW et al., 2011; SCHAFER-KORTING et al., 2007).

A derme contém varios tipos de células, vasos sanguineos, linfaticos,
terminacdes nervosas, glandulas sudoriparas, sebaceas e foliculos capilares
(MOSER et al, 2001). E o principal suporte nutricional para a epiderme
avascular, fornece flexibilidade e atua como uma barreira contra infec¢des além
de funcionar como um reservatério de agua (WHO, 2006). Acima da derme,
estd a epiderme composta por varias camadas de células estratificadas de
queratindcitos que se organizam em cinco diferentes estratos: basal, espinoso,
granuloso, lacido e corneo. O estrato corneo € responsavel pela principal
funcdo de barreira da pele sendo, muitas vezes referenciado
simplificadamente, como “a barreira da pele”. Essa funcédo lhe é atribuida
devido a sua estrutura celular e matriz lipidica intercelular (BAROLI, 2010;
HADGRAFT et al., 2005; MOSER et al., 2001; PROW et al., 2011; SCHAFER-
KORTING et al., 2007). Contudo, a pele ndo é uma barreira impenetravel de
forma que muitas substancias podem penetrar nela e através dela (POET;
MCDOUGAL, 2002). O principal processo de penetracdo e permeacao de
farmacos ocorre por difusdo através da epiderme intacta, pelos foliculos
capilares e glandulas sebaceas (Figura 1). Estes ultimos representam a rota de
penetracdo trans-folicular ou transanexal. Os anexos abrangem cerca de 0,1%
da superficie da pele e, em estudos recentes, apesar de pequena area, é
ressaltada sua importancia na absorcao de grandes moléculas e pequenas

particulas, bem como moléculas hidrofilicas de pequeno peso molecular.

Em suma, a penetracdo anexal pode ser usada por “agentes” que
possuem dimensdes entre as dimensdes foliculares (10—210 um) e dispersao

viavel no micro-ambiente das glandulas sebaceas. Essa rota, embora
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negligenciada por muito tempo, tem ganhado atencao recentemente por ser
sugerida como via predominante na penetracdo de nanoparticulas, lipossomas
e farmacos hidrofilicos (BAROLI, 2010; BOLZINGER et al, 2012; WAGNER et
al., 2001).

A difusao através da epiderme viavel, mais precisamente através do
estrato corneo, ocorre por duas rotas: transcelular e intercelular. Destas, o
caminho intercelular é responsavel, predominantemente, pela maior parte de
difusdo de moléculas (Ansel; Popovich; Allen, 2000; BAROLI, 2010; MOSER et
al., 2001; PROW et al., 2011; SCHAFER-KORTING et al., 2007; WHO, 2006).

Penetration pathways Close-up of penetration
pathways through SC
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Formulation
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Figura 1. Camadas da pele e caminhos de penetracao através da pele. Adaptado de
BOLZINGER et al., 2012.

Mesmo constituindo uma barreira fisica, a pele tem sido
extensivamente utilizada para liberacdo cutdnea e percutanea de farmacos.
Nos ultimos anos tem crescido o interesse em medicamentos de aplicagdo na
pele devido as suas vantagens como, por exemplo, a possibilidade de terapia
sistémica evitando efeito de metabolismo de primeira passagem e minimizando
efeitos adversos (HENNING et al., 2009; WAGNER et al., 2001).
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Assim, a possibilidade de empregar a pele como via para
administragdo sistémica de medicamentos alavancou interesse em estudos
referentes a absor¢cdo cutdnea de farmacos, resultando numa melhor
compreensao desses mecanismos e, consequentemente, em um melhor

entendimento dos processos envolvidos para medicamentos de agao local.

Métodos In Vitro para avaliacao de absorcao percutanea

A eficacia in vivo de uma formulagdo tdpica depende da
biodisponibilidade do farmaco no interior da pele no local de acdo. Métodos
para a avaliacdo da absorcao percutanea de farmacos podem ser divididos em
in vivo e in vitro (HENNING et al, 2008; 2009). Atualmente os métodos in vitro
estdo sendo bem aceitos em substituicdo aos métodos in vivo devido, em sua
grande parte, pela possibilidade de variacdo de parédmetros, menor custo e,
principalmente, aos problemas éticos que envolvem os estudos in vivo
(HENNING et al, 2008; 2009). Além disso, tem sido confirmado que estudos in
vitro podem predizer a absorcao in vivo, desde que adequada metodologia seja
utilizada (SAMARAS et al, 2012).

O OECD Test Guidelines 428 é um dos guias elaborados com o intuito
de uniformizar as metodologias utilizadas nos estudos in vitro. Parece ser
unanimidade dentre as demais guias existentes, como por exemplo, WHO,
SCCP, SUPAC-SS, que o documento da OECD deve ser seguido o mais
préximo possivel para que se possam correlacionar dados in vitro obtidos com

dados in vivo.

Quando da utilizacdo de um sistema in vitro para avaliar a absorcao
dérmica ha que se considerarem quatro pontos principais: tipo de célula, fonte
de pele, viabilidade, preparacédo, composicao de fluido receptor e apuracéo de
resultados (POET; MCDOUGAL, 2002).

Sistemas de células de difusédo foram descritos pioneiramente por T. J.
Franz em 1970 e possuiam a configuracdo basica de um aparelho de pequeno
volume celular, constituido por uma camara doadora para aplicacdo da

formulacédo, uma membrana por meio do qual ela pode permear, € uma camara
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receptora a partir do qual as amostras podem ser analisadas quanto a
presenca do farmaco. Este tipo de célula ficou conhecido popularmente como
"célula de Franz" (FRANZ, 1975; OECD, 2004; POET; MCDOUGAL, 2002).
Atualmente o sistema de célula de difusao vertical (CDV), que é considerado
um aprimoramento da célula inicial de Franz, é mais utilizado (Figura 2)
(FRANZ, 1975; OECD, 2004; TANOJO et al.,, 1997). O FDA através do guia
SUPAC-SS recomenda o CDV para avaliar as alteragbes scale-up e péds-
aprovacao em formulagdes topicas (SUPAC-SS, 1997). Assim, durante um
experimento, um banho de circulacdo fornece agua aquecida as células
encamisadas para manter uma temperatura constante (tipicamente 32 °C para
aplicagdes na pele) e cada unidade de célula controla a mistura de sua camara
receptora ao longo do teste. As amostras sdo coletadas e o volume retirado do
meio receptor é simultaneamente reposto para manter uma interface de

membrana constante.
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Figura 2. Célula de difusdo vertical de Franz aprimorada. Fonte:
http://www.hansonresearch.com/media/DTAPrimerReleaseRateTestingofSemis

olids.pdf

Para avaliar a absorcado, varios tipos de membranas como pele
humana e animal, obtidas de diferentes regides anatbmicas podem ser
utiizadas no compartimento doador. Além destes, a variabilidade dos
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resultados obtidos in vitro podem também ser devido a sexo, raga, idade ou a
inconsisténcias na obtencdo e na preparacdo da pele (GODIN; TOUITOU,
2007; GHAFOURIAN, et al, 2010; POET; MCDOUGAL, 2000).

Idealmente, a pele humana seria preferida para avaliar a penetracéo e
permeacdo de farmacos uma vez que ela é considerada como o “gold
standard” dos estudos in vitro. A freqlente indisponibilidade e obtencdo em
quantidades insuficientes limitam seu uso e fazem com que se busquem
alternativas para sua substituicao (GODIN; TOUITOU, 2007; HENNING et al,
2009; SCHMOOK et al, 2001).

Uma vasta gama de modelos animais tem sido sugerida como
adequada para substituicdo da pele humana como primata, suina, de rato e
camundongo e também de cobra (GODIN; TOUITOU, 2007). Uma vez que o
uso de primatas na pesquisa é altamente restrito, a pele suina emerge como o
modelo animal mais relevante. Isto pode ser atribuido a similaridade fisioldgica
da pele suina com a humana e a facilidade de sua obtencdo (BARBERO;
FRASCH, 2009; BOUDRY et al., 2008; GODIN; TOUITOU, 2007; HENNING et
al., 2009; MOSER et al.,, 2001; SARTORELLI et al., 2000; SCHMOOK et al.,
2001).

Outro fator que pode influenciar é a espessura da pele. Para
membranas de pele humana a espessura varia até em 2 mm para espessura
total (epiderme+derme). Samaras e colaboradores (2012) através de modelo
de analise ndo linear a respeito da espessura da membrana apontaram que o
fluxo € muito maior para amostras de pele com espessura < 1,21 mm do que
para amostras com espessura > 1,21 mm. Assim, uma espessura mais fina
favorece um maior fluxo enquanto, uma espessura mais grossa resulta numa
maior quantidade de farmaco retida na pele (OECD, 2010; WILKINSON et al,
2006).

Naturalmente, a integridade da pele € um fator que deve ser levado em
consideracao nos estudos de penetracdo in vitro, pois o comprometimento da
barreira (estrato cérneo) devido a idade, machucados e doencgas de pele como
dermatite atépica e psoriase pode levar a um aumento potencial da
permeabilidade da pele para penetracao de compostos (PROW et al., 2011;
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SCHAFER-KORTING et al., 2007). Assim, uma pele ndo integra favorece a
permeacdo de compostos de modo que uma maior quantidade do penetrante
alcancara o fluido receptor e, quando neste meio, a condigdo sink deve ser
garantida (OECD, 2010).

A escolha do fluido receptor também é um fator importante.
Geralmente, nao ha um fluido receptor definido, este deve ser validado em um
sistema em que prove a solubilidade do penetrante no fluido receptor
(SARTORELLI et al, 2000). Um exemplo disso é a adequabilidade de solucdes
salinas para compostos hidrofilicos e a sua inadequabilidade para compostos
lipofilicos (OECD, 2010).

Pele humana e pele suina

A pele suina demonstra ter similaridades com a pele humana em
termos de morfologia, permeabilidade, espessura e composicao lipidica
(GODIN; TOUITOU, 2007; SEKKAT et al, 2001). Devido a esses fatores, a pele
suina tem sido recomendada como modelo de pele humana para estudos in

vitro de absorcao percutanea.

Varios estudos reforcam as similaridades descritas acima. No ano de
2000, Sartorelli e colaboradores publicaram uma revisdo dos principais
métodos in vitro na tentativa de padronizar estes experimentos, concluindo que
a pele suina é uma alternativa viavel a pele humana por ser mais proxima

fisiologicamente desta e pela facil aquisi¢ao.

Schmook e colaboradores (2001) através de um estudo comparativo de
absorcdo em pele humana, animal (rato e porco) e modelos de pele
reconstruida para terbinafina, clotrimazol, hidrocortisona e acido salicilico
observaram que, quando comparados os resultados obtidos para os modelos
de membranas e farmacos testados, estes demonstraram que a pele artificial é
bem mais permeavel que os demais tecidos, sendo seguida pela pele de rato.
As peles suina e humana apresentaram valores de permeabilidade préximos e

bem menores que as demais.
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Barbero e Frasch (2009) obtiveram coeficiente de correlacdo de
Pearson de 0,88 ao correlacionar coeficientes de permeabilidade in vitro para
pele suina e pele humana obtidos para 26 diferentes compostos quimicos.
Demonstrando que, embora semelhante, a pele suina ainda € mais permeavel

que a humana.

Jacobi e colaboradores (2007), em estudo comparativo de espessura
do estrato corneo e quantidade de foliculos entre a pele humana e pele de
orelha suina, obtiveram, como resultados, 21 um para espessura do estrato
cérneo da pele de orelha suina, enquanto que para pele humana esse valor é
um pouco menor variando entre 6-19 ym. Em 1cm? de pele suina, foram
numerados cerca de 20 foliculos capilares, sendo que esse valor, para pele
humana de mesma area, varia de 14 a 32. Além disso, os autores demonstram
que, histologicamente, os foliculos capilares suinos sdo muito similares aos

humanos.

Embora a similaridade seja evidente, a permeabilidade da pele varia de
local para local e, com a flexibilidade dos guias, as pele sdo obtidas de regides
anatémicas diferentes. Nesse contexto, Bolzinger e colaboradores (2012)
através de estudo in vitro de absorcdo percutdnea para um composto
organofosforado, compararam a permeabilidade de diferentes regides
anatdbmicas para pele humana e suina (Figura 3). Como resultado, a pele de

orelha suina foi a que melhor se correlacionou com a pele humana.
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Figura 3. Comparacao da absorcao percutanea in vitro para composto
organofosforado (VX) em diferentes regides anatdmicas da pele humana e suina.
Fonte: BOLZINGER et al. 2012.

Além disso, regides como abdémen e orelha suina tém sido reportados
como as regides mais comumente utilizadas para estudos in vitro que utilizam
este tipo de pele como membrana. Embora ndo haja diferenca significante na
composigao lipidica entre estas regides e a pele humana, como pode ser
observado na Figura 4, a pele de orelha suina tem sido continuamente
escolhida (HASANOVIC et al, 2011).
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Figura 4. Comparacao de espectros FTIR para abdominal suino, orelha
suina e abdémen humano (de cima para baixo). Fonte: Hasanovic et al. 2011.

Para Herkenne e colaboradores (2006), a orelha suina deveria ser
preferida em relagdo ao abdémen, uma vez que esta pode ser retirada apds o
sacrificio do animal, antes que o corpo seja submetido ao processo de limpeza
em 4gua com alta temperatura.

Sekkat e colaboradores (2002) e Otto e colaboradores (2008) também
confirmam a utilizacdo de orelha suina como bom modelo para substituicdo da
pele humana, através de estudos in vitro comparativos entre pele humana e
suina. Sendo que para estes ultimos a orelha foi indicada como a melhor regiao
anatdmica para estudos de absorcao.

Assim, ha uma forte tendéncia na escolha de orelha suina para estudos
in vitro e, embora similares do ponto de vista de composic¢ao lipidica, nao foram
encontrados estudos na literatura que comparem a permeabilidade entre
abddmen e orelha suinos, podendo se presumir que a escolha ocorre pela
facilidade de aquisicao do tecido.
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Nanoemulsoes

O fato da terapia de aplicacao de farmacos na pele ter sua eficacia
limitada pela baixa penetracao e permeacao através do estrato cérneo levou a
pesquisa de promotores de absor¢cdo e ao desenvolvimento de novas
formulacdes, como micro e nanoemulsdes, para aumentar a liberacdo cutanea
de farmacos (WAGNER et al., 2001).

Assim, a utilizagdo de nanoestruturas no tratamento de doengas locais
e sistémicas, através da pele, vem sendo cada vez mais estudada, devido a
sua potencialidade de aumentar a absorcdo percutanea e permitir uma boa
segmentacao dos ativos na pele, proporcionando um melhor risco beneficio da
terapia tépica (PROW et al., 2011; SCHAFER-KORTING et al., 2007).

As nanoemulsées tém sido consideradas um bom sistema para
administragdo tépica de moléculas com reduzida hidrossolubilidade. Essas
podem ser definidas como goticulas nanométricas oleosas em uma fase
aquosa externa e estabilizadas por um sistema tensoativo adequado; possuem
caracteristicas de liquido leitoso de baixa viscosidade e reduzido didmetro de
goticula, sendo que as moléculas de reduzida hidrossolubilidade encontram-se
dispersas e/ou adsorvidas na fase interna da nanoestrutura (SONNEVILLE-
AUBRUN et al, 2004; TROTTA et al, 2002; VANDAME et al., 2002;
WASHINGTON et al, 1996). Alguns trabalhos tém mostrado que estes
sistemas podem reduzir efeitos colaterais e aumentar a biodisponibilidade,
quando comparados com formulagées convencionais (OLIVEIRA, 2004;
YILMAZ; BORCHERT, 2006). Com relagdo ao nucleo oleoso, este representa
de 10 a 20% da composicao final das nanoemulsdes. A selecao do tipo e
concentracao da fase oleosa é feita de acordo com a solubilidade do farmaco a
ser veiculado. Os Oleos de origem vegetal ou semisintética, como o0s
triglicerideos de cadeia média (TCM), tém sido largamente utilizados
(MUCHTAR; BENITA, 1994).

No que se refere a interface dleo/agua das nanoemulsdes, estas
devem ser estabilizadas com o uso de tensoativos. As lecitinas, por exemplo,
sao misturas complexas de fosfolipidios de origem natural, extraidas da gema

do ovo ou da soja, e mesmo em altas concentracées ndo sdo toxicas e sao
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biocompativeis, sendo que a concentracdo usual esta entre 1,2 e 3,0% para
emulsdes contendo 10 a 20% de fase interna. Além disso, pode-se considerar
0 uso da combinacao de lecitinas com tensoativos sintéticos como polissorbato
80 e poloxamero, na preparacao de nanoemulsdes. Isso se deve ao fato das
lecitinas terem composicao heterogénea, resultando em uma variabilidade na
estabilidade das formulacdes (YILMAZ; BORCHERT, 2006; PRIMO et al.,
2006).

Quanto a técnica de obtencdo, o método de homogeneizagdo a alta
pressao esta entre os mais citados na literatura para o preparo de emulsoes e,
nos ultimos anos, tem-se demonstrado que o método € um dos mais efetivos
no preparo de dispersdes de porte submicrométrico. Ao contrario de outras
técnicas, o scaling up nao representa problemas na maioria dos casos
(MEHNERT; MADER, 2012).

Esta metodologia pode ser resumida em trés passos: em primeiro
lugar, ocorre a formacao de uma pré-emulsdao, em seguida, a pré-emulsao é
homogeneizada por um homogeneizador de alta pressédo, inicialmente em
baixa pressdo por varias vezes e, finalmente, homogeneizado em presséao
elevada por um numero suficiente de ciclos até que as nanoemulsdes atinjam o
tamanho desejado (PU et al, 2009;. ALMEIDA et al, 2008).

Esta é uma técnica rapida, simples e confiavel para a preparacao de
nanoemulsdes. Ainda, apresenta vantagens como facilidade de incorporacao
de farmacos que sao dificeis de solubilizar em solventes aquosos e organicos e
utilizagdo de formulagbes contendo lipidios numa faixa de 5 — 10%. A
desvantagem é o desgaste dos equipamentos (KOHLER et al, 2010).

Antivirais - Penciclovir
O desenvolvimento de compostos anti-herpéticos efetivos talvez tenha

sido o acontecimento que desencadeou todos os esforcos posteriores de
terapia antiviral. A infeccao pelo virus Herpes Simplex (HSV) é uma infeccao
comum e onipresente da pele e mucosas que provoca lesbes mucocutaneas

chamadas herpes simples (herpes labial). Estima-se que cerca de 80% da
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populacdo mundial seja portador do virus Herpes simplex e, aproximadamente,
40% sofra de infeccoes recorrentes (HASLER-NGUYEN et al., 2009).

A descoberta e desenvolvimento do aciclovir, aprovado em 1982, deu
origem aos compostos relacionados, tais como o valaciclovir, penciclovir,
famciclovir, que apresentam espectro ligeiramente diferente de atividade
antiviral e/ou farmacodindmica melhorada (GOODMAN; GILMAN, 2006;
JEROME, 2005).

Quimicamente o PCV é conhecido como 9 - [4-hidroxi-3-(hidroximetil)
butil] guanina derivado sintético da guanina aciclica e tem a estrutura molecular

demonstrada na Figura 4.
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Figura 5. Estrutura molecular do penciclovir.

A 20 °C, PCV tem uma solubilidade de 0,2 mg/mL em metanol, 1,3
mg/ml em propileno-glicol, e 1,7 mg/mL, em agua. Em tampéao aquoso (pH 2), a
solubilidade é de 10,0 mg/ml. Seu coeficiente de particdo n-octanol/agua em
pH 7,5 é 0,024 (logP = -1,62).
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O uso de penciclovir (PCV) no tratamento de infeccoes com
herpesvirus tem aumentado significativamente desde a introducdo dessa
classe de antivirais no mercado. O tratamento tépico com medicamentos
antivirais como o PCV é eficaz em reduzir a duracéo da lesdo e no alivio da
dor, como tem sido demonstrado em estudos randomizados de grande porte,
duplo cego, ensaios clinicos multicéntrico (HASLER-NGUYEN et al., 2009).

Validacao de Metodologias Analiticas
Um dos fatores mais importantes no desenvolvimento de

medicamentos € assegurar que os métodos de ensaio de analiticos que séo
usados para analisar os produtos gerem dados significativos (SABIR, 2003).
Dados analiticos nao confiaveis podem conduzir a decisées desastrosas e a
prejuizos financeiros irreparaveis (RIBANI et al, 2004).

Para garantir que um novo método analitico gere informagdes
confiaveis e inequivocas sobre a amostra, ele deve sofrer uma avaliagéo
denominada validagéo (RIBANI et al, 2004).

Validacdo de método analitico é a confirmacdo por exame e
fornecimento de evidéncia objetiva de que o0s requisitos especificos para um
determinado uso pretendido sdo atendidos. A validacdo do método analitico
permite demonstrar que o método € "adequado ao uso" pretendido (BARROS,
2002).

A validacao deve garantir, por meio de estudos experimentais, que o
método atenda as exigéncias das aplicacbes analiticas, assegurando a
confiabilidade dos resultados. Para tanto, deve apresentar precisao, exatidao,
linearidade, limite de deteccdo e limite de quantificagcdo, especificidade,
reprodutibilidade, estabilidade e recuperacdo adequadas a analise (ANVISA,
2003). Assim, segundo a legislacdo brasileira, para considerar um método

validado este deve atender aos parametros da Tabela 1.
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Tabela 1. Parametros de validagéo.

INMETRO ANVISA
Especificidade/seletividade Especificidade/seletividade
Faixa de trabalho e faixa linear Intervalos da curva de

de trabalho calibracao

Linearidade Linearidade
Limite de Deteccao Limite de Deteccao
Limite de Quantificacao Limite de Quantificagcao
Sensibilidade Exatidao
Exatidao Preciséo
Precisao Robustez

Robustez
Incerteza de medicao

Fonte: Adaptado de RIBANI et al, 2004.

E importante destacar que ndo h& uma completa uniformidade nos
parametros de validacdo, embora haja agéncias reguladoras que trabalham no
intuito de harmoniza-las como, por exemplo, o International Conference

Harmonisation (ICH).

Quanto a validacao de métodos bioanaliticos, os parametros a serem
avaliados permanecem os mesmos. O que diferencia um método do outro é a
presenca de uma matriz biolégica que serd analisada a fim de quantificar o
farmaco nela presente. Devido a presenca dessa matriz, a variabilidade
nesses ensaios € superior aos métodos analiticos fisico-quimicos e isto pode
ser observada pela mais ampla faixa de aceitacdo dos resultados como, por
exemplo, a faixa de recuperagédo que vai de 80 — 120 % (ANVISA, 2012).
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CAPITULO I

Assessment of penciclovir in porcine skin samples by liquid
chromatography and a comparative cutaneous retention study between
an hydrogel containing penciclovir-loaded nanoemulsion and commercial
formulation







Neste primeiro capitulo experimental, objetivou-se o desenvolvimento de
nanoemulsées contendo penciclovir (PCV) e a validacdo de um método por
cromatografia liquida isocratica para quantificar o farmaco nas diferentes
camadas de pele de orelha suina. Em uma primeira fase, apos definir a
composicdo da nova formulagcdo, caracterizou-se as propriedades das
nanoemulsées de PCV (1mg/mL) constituidas de um nudcleo oleoso de
triglicerideos de cadeia média (TCM) estabilizado por lecitina de gema de ovo e
poloxamer 188, obtidas por homogeneizacdo a alta pressdo. As analises
quantitativas do farmaco foram realizadas em temperatura ambiente utilizando
coluna de fase reversa C8, fase movel composta de metanol: agua (7:93, v/v) e
deteccdo ultravioleta a 251 nm. Nao foram detectadas interferéncias dos
adjuvantes das formulagbes e dos constituintes das camadas da pele. Na
sequéncia, o método foi aplicado na determinacdo do PCV liberado das
formulacées nas diferentes camadas da pele, apds 8 horas de contato,
utilizando células de difusdo de Franz. A maior concentracdo de PCV foi
detectada na epiderme tanto para hidrogéis contendo as nanoemulsées quanto
para a formulacdo comercial. Além disso, foi possivel quantificar o farmaco
permeado no fluido receptor.







Resumo

Adequado método para a quantificacdo de penciclovir (PCV) nas principais
camadas de pele de orelha suina foi validado, e um estudo comparativo foi
realizado para analisar a retencdo e a permeacao do farmaco em creme
comercial de hidrogel contendo a nanoemulsdo (HN) desenvolvida.
Nanoemulsdes de PCV foram preparadas pelo método de homogeneizacao de
alta pressdo. Entre as formula¢des desenvolvidas, 0,1% de PCV contendo
poloxdmero 188 de foi a que apresentou os melhores resultados de
caracterizacao. Nanoemulsoes revelaram ser esféricas, com tamanho médio de
gota de 180 nm, -potencial de cerca de - 27 mV, e eficacia associacédo de
87%. O método bioanalitico desenvolvido apresentou especificidade para as
interferéncias das matrizes (epiderme e derme), bem como para o0s
componentes das formulacdes. Linearidade na faixa de 0,1-25 ug/mL de
farmaco, e ANOVA mostrou desvio linear ndo significativo (p> 0,05). Os dados
médios de recuperacado para os trés niveis testados foram de 95,2% para a
epiderme e 97,3% para a derme. Repetibilidade e precisdo inter-dia foram
como esperado, demonstrando que o método é adequado e confiavel em
estudos in vitro de PCV retencao cutanea. Além disso, um estudo comparativo
de PCV retencao cutanea foi realizado utilizando o creme comercial (1%) e o
HN (0,1%). A quantidade de PCV retido na pele usando o creme comercial foi
apenas trés vezes maior que o valor retido usando HN. Por outro lado, as
quantidades cumulativas de PCV a partir de permeado do creme e HN, 8 h
apds a administracdo, foram 2,60 e 4,15 ug/cm?, respectivamente, o que
representa um fluxo muito maior e um coeficiente de permeabilidade muito

mais elevado para a formulagao desenvolvida.
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CAPITULO II

Evaluation of porcine skin layers separation methods, freezing times and
anatomical site in in vitro percutaneous absorption studies using
penciclovir formulations







Neste segundo capitulo experimental, objetivou-se avaliar algumas condigées
experimentais dos estudos de absorcdo cutdnea in vitro, as quais exibem
alguma divergéncia e flexibilidade na literatura e nos guias oficiais. Desse
modo, condicbes como técnicas de separacado das camadas da pele, tempo de
congelamento em que a pele mantém sua permeabilidade e diferenca de
penetragcdo e permeacdo entre os locais anatbmicos mais frequentemente

utilizados, obtidos de diferentes formas, foram avaliadas para pele suina.

A formulagdo comercial disponivel e a nanoelmulsdo gelificada, anteriormente
desenvolvida, foram utilizadas nos experimentos que foram conduzidos
utilizando células de difusdo de Franz, tampao fosfato pH 7,4 como solugcdo
receptora mantida a 32 °C e pele suina como membrana. Foi determinada a
quantidade de PCV na epiderme, derme e fluido receptor nos tempos de 1, 2,
4, 6 e 8 horas.







Resumo
A literatura apresenta elevada variacao nas técnicas utilizadas para os estudos

in vitro de absorgao percutanea, resultando em diversos resultados e tornando
dificil de estabelecer uma correlacado com a absorcao in vivo. Nosso objetivo foi
investigar algumas condicées sobre estudos in vitro empregando penciclovir
(PCV) como farmaco modelo nas formas convencionais (creme comercial) e
uma formulacdo inovadora (nanoemulsdo hidrogel). Em primeiro lugar, o
método de separacdo de camadas da pele suina, apds contato com a
formulacéao foi avaliado por meio da técnica classica de separacao proposta por
Kligman e Christofers (1963) e pela separacao utilizando apenas bisturi.
Capacidade de penetracédo e permeacgao da pele de orelha suina congelado foi
avaliada durante trés meses. Ainda, avaliou-se a diferenca na penetragdo e
permeacgao entre os diferentes sitios anatémicos de pele de porco (abdémen
ndao escaldado e orelha e abdémen escaldado). A quantidade retida em
camadas da epiderme obtida apés o modo classico de separacao foi mais
baixa do que a observada apds a separacao utilizando apenas um bisturi para
as duas formulagdes testadas, embora a nanoemulsdo hidrogel, néao
apresentou diferenca significativa entre as condicdes testadas. A soma do valor
obtido a partir de penetracdao com a quantidade restante do farmaco na agua,
depois submetido ao modo classico, é proximo da quantidade total obtida por
separacao mecanica. Independentemente da localizacdo anatémica, ndo houve
diferenca significativa ma penetragao e permeacao para ambas as formulacdes
entre o abdébmen nao escaldado e pele da orelha. Para as amostras de
abddmen escaldadas, foi medido um aumento na quantidade do farmaco
penetrado nas camadas permeado para a solucdo receptora quando
comparado com as peles ndo submetidas a esse procedimento. Finalmente, foi
detectado que a permeabilidade da pele de orelha suina aumenta com o tempo
de armazenamento congelado. Este estudo mostra que o congelamento de
pele de porco em até 30 dias nao altera a funcdo barreira da pele e a
permeabilidade do PCV.
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DISCUSSAO GERAL







A crescente utilizacdo de métodos in vitro para avaliar a absorcao
percutanea de medicamentos topicos ou sistémicos tem voltado as atencdes
de agéncias regulatérias na tentativa de harmonizacado de técnicas utilizadas
durante os experimentos, uma vez que as divergéncias podem ser claramente
encontradas na literatura e também entre os guias regulatérios. Diante disso,
avaliando a flexibilidade desses documentos, muitos autores tém trabalhado no
contexto de minimizar as diferencas, padronizando protocolos e tornando os

métodos in vitro mais reprodutiveis e confiaveis.

Nesse contexto, a presente pesquisa foi desenhada no intuito de
avaliar parametros in vitro flexiveis nos guias e divergentes na literatura como o
modo de separacdo das camadas da pele, estabilidade da capacidade de
penetracdo e permeacao da pele congelada e a comparacdo entre os dois
locais anatdbmicos de obtencdo da pele mais reportados na literatura,
empregando pele suina como modelo de membrana e penciclovir como
farmaco modelo. Além disso, desenvolveu-se uma formulacdo inovadora
(nanoemulséo) visando contemplar diferentes comportamentos das questdes
analisadas perante o tipo de formulagao utilizada. Ainda, método bioanalitico foi
validado para avaliar a penetracdo e permeacao cutanea do PCV in vitro.

Primeiramente, desenvolveram-se as nanoemulsdes de PCV. Para
isso, utilizou-se a técnica de homogeneizacao a alta pressédo e a concentracao
final da formulacao foi 0,1%.

Simultaneamente ao desenvolvimento da formulacdo, método
bioanalitico por cromatografia liquida para quantificacdo do farmaco nas
camadas da pele foi desenvolvido e validado. A validagdo de método por
CLAE, com a utilizagdo de coluna C8 e detector UV/DAD, permitiu a analise
qualitativa e quantitativa do farmaco de maneira rapida e eficiente. Além disso,
a eluicao diferenciada do farmaco e matriz biolégica garantiu a especificidade

do método.

Na sequiéncia foram realizados estudos de permeacdo e penetracado
cutanea in vitro utilizando células de difusdo de Franz e pele suina como

membrana e tampao fosfato pH 7,4 como meio receptor para verificar a
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liberacao topica da formulacao desenvolvida em comparacao com a formulacéo

comercial (creme 1%).

Finalmente, foram executados os estudos comparativos in vitro para
avaliar as questdes anteriormente mencionadas utilizando as condigdes acima.
Quanto a técnica de separacdo, o modo de separacao mecéanico demonstrou
ser mais adequado devido a maior aplicabilidade e menor perda de farmaco. A
permeabilidade da pele suina apresenta-se estavel em até 30 dias apds o
congelamento das peles frescas e entre os locais anatémicos testados (orelha
e abddémen suino) nao houve diferenca significativa de permeacdo e
penetracdo para as duas formulagdes testadas tanto na epiderme quanto
derme quando obtidas antes do escaldo, em contrapartida o abdome obtido
apds o escaldo tem sua permeacado e penetracdo aumentada e isso pode ser
assegurado devido a nao integridade da pele como péde ser visualizado nas
analises histolégicas.
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As nanoemulsdes contendo PCV desenvolvidas pelo procedimento de
homegenizacdo a alta pressdo apresentaram-se monodispersas com
diametro de goticula de 180-200 nm, potencial zeta de cerca de -27 mV
e teor de penciclovir de 98%.

A estrutura das nanoemulsdes foi mantida ap6s a incorporagédo em gel
de carbdmero 940 e as formulagdes gelificadas apresentaram
comportamento reolégico do tipo nao-Newtoniano plastico e nao

apresentaram tixotropia.

A metodologia analitica desenvolvida e validada para quantificagcédo de
penciclovir em amostras de pele de orelha suina demonstrou ter alta
sensibilidade, especificidade e uma adequada recuperacao do farmaco a

partir das matrizes biolégicas epiderme e derme.

Estudos in vitro conduzidos com o objetivo de avaliar o método analitico
e a entrega tépica das nanoemulsées gelificadas em comparacdo com a
formulacdo comercial (creme a 1%) demonstraram que, embora a
formulacdo comercial seja 10 vezes mais concentrada, diferenca menor

foi obtida nas quantidades de PCV retidas nas camadas da pele.

A formulacdo comercial forneceu retencdo do farmaco apenas trés
vezes maior que a formulacdo desenvolvida, sendo que a formulacao
desenvolvida apresentou maiores fluxo e coeficiente de permeabilidade
do que a formulacdo comercial, podendo estes paradmetros ser os
responsaveis pela menor diferenga na retencao a partir das formulagoes.

As nanoemulsdes incorporadas em gel hidrofilico demonstraram ser

promissoras para liberacao tépica de PCV na pele.

Os estudos comparativos in vitro para a técnica de separagdo das
camadas da pele demonstraram que o método de separacdo mecénica
€ a melhor escolha, por ndo possuir as limitacbes do modo classico e
fornecer resultados mais confiaveis principalmente quando aplicado a

farmacos soluveis em agua.

O congelamento da pele suina demonstrou um aumento significativo na

retencao e permeabilidade do PCV apés 30 dias de congelamento.
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Nao foram encontradas diferencas significativas na penetracao e
permeacdo entre orelha e abdome suino quando obtidos antes do

procedimento de escaldo.

Andlises histol6gicas demonstram que, apo6s passar pelo escaldo, a pele
suina perde sua integridade, sendo este o principal fator para o aumento
da penetracao e permeabilidade detectadas em comparagdo com a pele

integra.
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