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“O valor de praticar com rigor, por algum

tempo, uma ciéncia rigorosa néo esta propriamente
em seus resultados: pois eles sempre serdo uma
gota infima, ante o mar das coisas dignas de saber.
Mas isso produz um aumento de energia, de
capacidade dedutiva, de tenacidade; aprende-se a
alcancar um final de modo pertinente. Neste sentido
é valioso, em vista de tudo o que se fara depois, ter

sido um homem de ciéncia.”

Nietzsche (1878)



RESUMO

A mucosa bucal funciona como um sitio atrativo para a liberagéo sistémica de farmacos, que
incluem peptideos e proteinas, em fungédo da sua permeabilidade consideravel e por evitar
os efeitos hepaticos e intestinais de primeira passagem. A pele representa outra via
alternativa, podendo também ser direcionada para efeitos locais ou sistémicos, com a
vantagem de conveniéncia na administragdo/aplicagdo, além de também evitar o
metabolismo de primeira passagem. Para a avaliagao do potencial destas vias como sitio de
liberagdo de farmacos e para a estimativa de efeitos téxicos de compostos utilizados no
desenvolvimento de formulagdes, o modelo da camara de Franz foi selecionado para este
propésito. A mucosa esofagica suina tem mostrado ser um substituto Gtil e pratico da
mucosa bucal suina nos estudos de permeabilidade ex vivo por oferecer uma maior area de
superficie e facilidade no preparo do tecido. Além disto, estes tecidos demonstraram
caracteristicas histolégicas similares. Assim, parametros de permeabilidade tais como fluxo,
tempo de laténcia e coeficiente de permeabilidade da carbamazepina (CBZ) e do acetonido
de triancinolona (AT) foram estimados nestas mucosas, para fins de comparagédo. Além
disto, o efeito do congelamento (-80°C) sobre a permeabilidade ex vivo destes farmacos nas
mucosas bucal e esofagica suinas também foi avaliado. Para os estudos de permeacao ex
vivo, através da pele de orelha de porco, selecionou-se o metil, etil, propil e butilparabeno,
tendo em vista os questionamentos recentes sobre a seguranga dos mesmos, decorrente
das suas absorcgoes sistémicas. O efeito das interagcdes destes adjuvantes farmacéuticos na
permeacao cutanea foi avaliado através de delineamento fatorial. As amostras testadas
foram veiculadas em solugdes e, como meio de dissolugdo da fase receptora, solugdes
tampdes em presenga de solubilizante, geralmente o etanol (estabelecimento da condi¢ao
sink) foram utilizadas. Métodos analiticos, previamente validados, tais como cromatografia
liquida de alta eficiéncia, espectrofotometria na regiao do ultravioleta e eletroforese capilar
foram selecionados para a quantificagdo dos farmacos e adjuvantes. Os resultados
indicaram que as mucosas esofagicas suinas poderiam substituir as bucais nos estudos de
permeabilidade ex vivo da CBZ, tendo em vista a semelhancga estatistica (p>0,05; SNK)
entre os parametros de permeabilidade calculados a partir das cinéticas de permeacao da
CBZ. Ja para o AT, os resultados desta comparacdo foram estatisticamente diferentes
(p<0,05; SNK) e, neste caso, a mucosa esofagica suina nao seria recomendada como
substituto da mucosa bucal suina. Mesmo que o congelamento ndo tenha alterado os
parametros de permeabilidade para a CBZ, observou-se maior retencédo deste farmaco em
tecidos congelados, provavelmente devido a formagéo de vacuolos, fato observado durante
a avaliacao histoldgica destes tecidos. Para o AT, nao foi observada diferenga estatistica
significante (p>0,05; SNK) entre os parametros de permeabilidade dos tecidos frescos e
congelados. Assim sendo, os tecidos congelados poderiam ser utilizados nas situagdes em
que a avaliagdo da retencdo nao é desejada. A ordem de permeacido dos parabenos
(BP=PP<EP<MP), através da pele de orelha de porco, foi contraria a ordem de lipofilicidade
dos mesmos (BP>PP>EP>MP), notando-se maior retengéo dos parabenos na epiderme do
que na derme, provavelmente pelas diferengas no conteudo lipidico destas camadas. No
delineamento fatorial, efeitos estatisticamente significantes foram observados apenas para
as combinagdes MP e EP, bem como para MP e PP, com reducao nos fluxos de permeacao
e, assim sendo, estas associagdes seriam recomendadas até a definicdo de protocolos de
seguranga mais confiaveis, tendo em vista que efeitos nocivos destes adjuvantes seriam
observados quando das suas absorgdes sistémicas, conforme literatura.

Palavras-chave: sistema de liberacdo transbucal, permeacdo em pele, carbamazepina,
acetonido de triancinolona, parabenos, camara de difusao de Franz.



ABSTRACT

The buccal mucosa serves as an attractive site for the systemic delivery of drugs, including
peptides and proteins, because of its considerable permeability and the avoidance of
intestinal and hepatic first-pass effects. The skin represent another alternative, can be
directed to local or systemic effects, with the advantage of administration convenience, and
also it avoid the first-pass metabolism. To assess the potential of these routes as a drugs
delivery site and to estimate the toxic effects of compounds used in the formulations
development, the model of Franz diffusion cell was selected for this purpose. The porcine
esophageal mucosa has been shown be a useful and practical substitute for porcine buccal
mucosa ex vivo permeability studies in that it offers a larger surface area and it is much
easier to prepare. Further, these tissues demonstrated similar histological characteristics.
Thus, permeability parameters such as flux, lag time and permeability coefficient of
carbamazepine (CBZ) and triamcinolone acetonide (AT) were estimated in these mucosae,
for comparison purposes. In addition, the freezing effect (-80°C) on the ex vivo permeability
of these drugs in the porcine buccal and esophageal mucosae was also evaluated. To
evaluate the ex vivo permeation through pig ear skin were selected methyl- (EP), ethyl- (EP),
propyl- (PP) and butyl- (BP) paraben due the recent questions about safety, resulting from
systemic absorption of these parabens. The interactions effect of pharmaceutical adjuvants
in skin permeation was assessed by factorial design. The tested samples were incorporated
in solutions and as dissolution mean of the receptor phase were used buffer solutions in the
solubilising presence, usually ethanol (establishment of sink condition). Analytical methods,
previously validated, such as high performance liquid chromatography, UV/Vis
spectrophotometry and capillary electrophoresis were selected to the drugs and adjuvants
quantification. The results indicated that the esophageal could replace the buccal mucosa in
CBZ permeability studies, considering the statistical similarity (p> 0.05, SNK) between the
calculated permeability parameters from CBZ diffusion kinetics. For the AT, results of this
comparison were statistically different (p <0.05, SNK) and in this case the swine esophageal
mucosa would not be recommended as a substitute for porcine buccal mucosa. Although
freezing has not changed the CBZ permeability parameters, there was greater drug retention
in frozen tissue probably due to the formation of vacuoles, fact shown during the histological
evaluation of these tissues. For the AT, there was no significant statistically difference (p>
0.05, SNK) between the permeability parameters of fresh and frozen tissues. Therefore, the
frozen tissue could be used when retention evaluation is not required. The parabens
permeation order (BP = PP <EP <MP) through the pig ear skin was contrary to the
lipophilicity order of these (BP> PP> EP> MP), presenting higher parabens retention in
epidermis than dermis, probably due lipid content differences of these layers. In the factorial
design, significant statistically effects were shown only for MP and EP as well as MP and PP
combinations with reduction in permeation fluxes. In this way, these associations would be
recommended until definition of security protocols more reliable, by consider that harmful
adverse effects of these adjuvants would be shown when of their systemic absorption,
according literature.

Keywords: transbuccal drug delivery, skin permeation, carbamazepine, triamcinolone
acetonide, parabenos, Franz diffusion cell.
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1 INTRODUGAO

Dificuldades como a baixa biodisponibilidade oral, inconveniéncia durante a
administracdo intravenosa, metabolismo hepatico de primeira passagem, bem como a
possibilidade de tratar patologias locais levaram a exploragdo de rotas alternativas para a
liberagao de farmacos, cada qual com suas particularidades e vantagens frente a estes
problemas. Adicionalmente, varias estratégias tém sido implementadas para promover maior
biodisponibilidade dos farmacos, que incluem a administracdo suplementar de inibidores
enzimaticos, uso de promotores de absor¢cdo, novas formulacbes estratégicas, e
modificagdes quimicas reversiveis (WANG; PEARLMAN, 1999).

Dentre as vias transmucosas, a mucosa bucal destaca-se pela excelente
acessibilidade, grande extensao de musculo liso, relativa imobilidade. Além disto, o acesso
direto para a circulagao sistémica evita o metabolismo hepatico de primeira passagem dos
farmacos, permitindo um aumento da biodisponibilidade. Esta via apresenta baixa atividade
enzimatica; é apropriada para farmacos e adjuvantes farmacéuticos que causam danos ou
irritam mucosas; permite uma facil retirada do farmaco; permite a utilizacdo de promotores
de absorgdo e inibidores enzimaticos ou modificagbes no pH da formulagdo (ALUR;
JOHNSTON; MITRA, 2001). Desta forma, varios sistemas de liberagdo, uni ou
multidirecionais, podem ser elaborados permitindo uma acgao local ou sistémica, conforme
desejado. Em terapias locais, pode-se tratar gengivites, candidiase oral, lesdes orais (como
herpes), entre outras. Na via sistémica, este espectro de agdo pode ser ampliado, com as
vantagens acima citadas (SMART, 2005).

A pele representa outra via atrativa, podendo também ser direcionada para
patologias locais (administragdo tépica) ou sistémicas (administragao transdérmica), com a
vantagem de conveniéncia na aplicagdo/administracdo (PRAUSNITZ; MITRAGOTRI;
LANGER, 2004). Entretanto, a penetracao de muitos farmacos através da pele é dificultada
em funcao das propriedades de barreira, exercidas principalmente pelo estrato cérneo (EL
MAGHRABY; BARRY; WILLIAMS, 2008). Desta forma, diversos mecanismos quimicos e
fisicos, tais como alteragcbes nos componentes das formulagbes ou dos sistemas de
liberagdo, podem ser combinados para garantir maior permeacao cutdnea dos farmacos
(THONG; ZHAI; MAIBACH, 2007). Paralelamente a estes estudos, deve-se avaliar também
a permeacao dos adjuvantes farmacéuticos, bem como o efeito sinérgico dos mesmos,
através da pele, visando a seguranca de medicamentos topicos ou cosmeéticos.

Os estudos de novas vias de administracdo de farmacos “conhecidos”, com o
objetivo de melhorar a eficacia dos mesmos (quer seja por redugéo da dose, pelo aumento
da absorgao ou, ainda, pela liberagao do farmaco diretamente no sitio alvo), tém ampliado o

interesse dos pesquisadores e da industria farmacéutica, através da possibilidade de



requisicdo de novas patentes e ganhos em competitividade, ja que as pesquisas de
farmacos inovadores envolvem recursos financeiros vultuosos, sem garantia de retorno.
Considerando-se o explicitado acima, o Laboratério de Virologia Aplicada da UFSC
iniciou uma nova linha de pesquisa baseada na utilizacdo de modelos ex vivo para avaliagao
da permeabilidade e permeacao de farmacos e adjuvantes farmacéuticos, através de vias
de administragdo alternativas. Neste ambito, esta dissertagdo objetivou a padronizagédo de
do modelo de difusdo ex vivo da camara de Franz, para estudos de permeabilidade e
permeacao de farmacos, adjuvantes e preparacdoes farmacéuticas.
Para fins de padronizacdo da terminologia utilizada neste trabalho, serao
empregados os seguintes termos, de acordo com Rieger (1993):
1) Penetragéo: passagem do(s) componente(s) ativo(s) somente através do estrato corneo;
2) Permeacao: passagem do(s) componente(s) ativo(s) através da epiderme, atingindo a
epiderme viavel ou a derme;
3) Absorg¢ao: passagem do(s) componente(s) ativo(s) para a corrente sanguinea.

4) Permeabilidade: passagem do(s) componente(s) ativo(s) através das mucosas.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 MUCOSA BUCAL

2.1.1 ASPECTOS ANATOMICOS, HISTOLOGICOS E FISIOLOGICOS

A regido bucal é classificada em trés partes: mastigatoria, de revestimento e mucosa
especializada. A primeira compreende a gengiva e o palato, sendo caracterizada por um
epitélio estratificado, escamoso, queratinizado e fracamente permeavel. A segunda inclui o
revestimento das bochechas (mucosa bucal) e labios, consistindo de um epitélio
estratificado, escamoso e ndo queratinizado; esta por¢gao exibe maior permeabilidade que a
superficie queratinizada e, desta forma, representa uma opgao interessante para a liberagao
de farmacos (CONSUELO et al.,, 2005b). A terceira € a mucosa bucal, constituida por
diferentes camadas de células, que podem ser genericamente agrupadas em epitélio,
membrana basal e tecido conectivo. Primeiramente, recobrindo a cavidade oral, existe uma
camada de muco, rica em glicoproteinas insoluveis em agua, de aspecto geleificante
(comportamento viscoelastico). O epitélio bucal exerce a fungdo de protegcdo e € nado
queratinizado, representando uma barreira de permeabilidade, tendo em vista sua grande
concentragao de lipideos, o que protege o tecido contra perda de fluidos e entrada de
agentes ambientais potencialmente nocivos, tais como antigenos, carcindgenos, toxinas
microbianas, etc. O tecido conectivo confere propriedades mecanicas a mucosa bucal, e a
ldmina prépria é seu principal componente, rica em vasos sanguineos e capilares, que se
associam com a veia jugular interna para, entdo, garantir o efeito sistémico (SANDERS,
1990; SALAMAT-MILLER; CHITTCHANG; JOHNSTON, 2005) (Figura 1).
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Existem trés glandulas salivares principais (paroétida, submaxilar, sublingual), que
secretam saliva no interior da cavidade oral. As secre¢des produzidas por estas glandulas
apresentam diferengas quanto a sua consisténcia. Enquanto que glandulas parétidas e
submaxilares produzem secrecdo com aspecto “aguado”’, as glandulas sublinguais
produzem secrecao mais viscosa, contendo mucina e fraca atividade enzimatica.

A saliva tem grande importancia para a lubrificagédo das estruturais orais, contribui
para a formagao do bolo alimentar, previne a desmineralizagdo dos dentes, garante a
digestao dos carboidratos (através da atividade das amilases), regula a flora microbiana
oral, além de contribuir para a manuteng¢ao do pH da cavidade oral e para a efetivacao de
leves reparos nos tecidos (SLOMIANY et al., 1996). A saliva tem acao tamponante,
apresentando pH proximo da neutralidade, podendo sofrer variagdes quando a secrecao
salivar é estimulada ou quando na presenga de bactérias formadoras de caries (SMART,
2005). Um individuo normal produz, aproximadamente, 1L de saliva/dia, com uma taxa de
fluxo média de 0,5 mL/min, podendo chegar a 7 mL/min, quando ocorrer forte estimulacao
do sistema parassimpatico (GHANDI; ROBINSON, 1994).

2.1.2 PERMEABILIDADE DA MUCOSA BUCAL

Os farmacos administrados através da cavidade oral sdo absorvidos pelas veias
reticulada e jugular e, entdo, drenados para a circulagao sistémica, evitando o metabolismo
hepatico de primeira passagem. As barreiras superficiais da mucosa bucal (epitélio, muco)
representam a defesa primaria, impedindo a entrada de substincias do exterior.
(KUROSAKI; KIMURA, 2000; VEUILLEZ, 2001). Existem duas possiveis rotas principais,
para o transporte de farmacos, através do epitélio estratificado escamoso da mucosa bucal:
a transcelular (ou intracelular, atravessando a membrana celular e entrando na célula) e a
paracelular (ou intercelular, passando entre as células), sendo que ambas as rotas
representam processos passivos de difusdo (JUNGINGER; HOOGSTRAATE; VERHOEF,
1999).

Processos diferenciados de permeabilidade sdo relatados para moléculas de
diferentes tamanhos moleculares. Segundo Hao e Heng (2003), moléculas maiores
atravessariam o epitélio estratificado através do espaco intercelular (transporte paracelular)
e esta barreira de penetragcdo seria resultante de modificagdes na substancia intercelular
(liquido intersticial) das camadas superficiais. Contudo, a taxa de penetragao varia conforme
as propriedades fisico-quimicas de cada molécula e do tipo de tecido. Segundo Song e
colaboradores (2004), as moléculas pequenas e lipofilicas apresentam maiores taxas de

penetragao no epitélio estratificado do que moléculas hidrofilicas. Assim sendo, foi proposto



que moléculas lipofilicas atravessam a membrana celular, sendo transportadas via
transcelular, enquanto que moléculas hidrofilicas seguem pelo espago intercelular, sendo
transportadas pela via paracelular.

Outros tipos de transporte, tais como difusdo mediada por carreadores, transporte
ativo, endocitose e pinocitose, podem estar envolvidos no transporte de farmacos através da
mucosa bucal. Por exemplo, glicose, acidos monocarboxilicos, acidos salicilicos e acidos
nicotinicos utilizam o mecanismo de difusdo mediado por carreadores para penetrarem
através do epitélio bucal (SALAMAT-MILLER; CHITTCHANG; JOHNSTON, 2005).

O pH pode ter um efeito pronunciado na carga da molécula, na relagao natureza
hidrofilica/lipofilica do farmaco e na taxa de absorcao do farmaco (SONG et al., 2004). Os
acidos e bases fracas estao sujeitos a uma ionizacdo dependente do pH. Assume-se que
espécies ionizadas penetram fracamente através da mucosa bucal, quando comparadas
com espécies nao-ionizadas. O aumento da quantidade de espécies nao-ionizadas é
acompanhado de um aumento da permeabilidade do farmaco, através da barreira epitelial,
que pode ser obtido por alteragdes no pH do sistema de liberagdo do mesmo (DENEER et
al., 2002; MASHRU et al., 2005).

A mucosa bucal tem sido utilizada como alvo potencial para a liberagao controlada
de farmacos macromoleculares hidrofilicos, tais como peptideos, oligonucleotideos e
polissacarideos. No entanto, o alto peso molecular destes farmacos confere-lhes baixa
permeabilidade e baixa biodisponibilidade, e a utilizacdo de promotores é considerada uma
opc¢ao viavel para aumentar a permeabilidade dos mesmos. A baixa biodisponibilidade, em
fungcéo da agéo de enzimas salivares que degradam composto(s) ativo(s), pode ser evitada
através da utilizagdo de inibidores destas enzimas (LANGOTH; BERNKOP-SCHNURCH,;
KURKA, 2005).

Os promotores de absorgao, utilizados para facilitar a passagem de farmacos pela
barreira da mucosa bucal, agem por uma série de mecanismos diferenciados, que incluem
aumento da fluidez da membrana celular, interacdo com os lipideos inter e intracelulares,
alteragdes nas proteinas celulares e/ou alteragbes na superficie da mucina (SENEL,;
HINCAL, 2001). E desejado que tais promotores exibam baixa ou nenhuma toxicidade. A
associacao entre diferentes promotores pode aumentar a absor¢do dos farmacos, por
mecanismos diferenciados, além de possibilitar reducdo da toxicidade dos primeiros,
particularmente quando ocorre redugdo da concentragao individual de cada promotor em
funcao destas associagdes (SHOJACI, 1998).

Conforme mencionado anteriormente, a degradagdo enzimatica representa uma
barreira para a penetracdo dos farmacos através do epitélio bucal. A saliva ndo contém
proteases, mas apresenta niveis moderados de esterases, carboidrases e fosfatases
(ROBINSON; YANG, 2001). Além disto, varias enzimas proteoliticas sdo também



encontradas no epitélio bucal (VEUILLEZ; KALIA; JACQUES, 2001). Walker et al. (2002)
relataram que endopeptidases e carboxipeptidases ndo se encontram presentes na
superficie da mucosa bucal, mas as aminopeptidases representam a maior barreira
enzimatica para farmacos peptidicos liberados na mucosa bucal. Polimeros mucoadesivos,
associados a agentes inibidores enzimaticos, tém sido utilizados para contornar esta
barreira enzimatica nos sistemas de liberagéo de proteinas e peptideos (SALAMAT-MILLER,;
CHITTCHANG; JOHNSTON, 2005).

2.2  MUCOSA ESOFAGICA

2.2.1 ASPECTOS ANATOMICOS, HISTOLOGICOS E FISIOLOGICOS

A mucosa esoféagica, similarmente a mucosa bucal, é constituida por uma camada de
epitélio escamoso estratificado, sustentada por fibras de tecido conectivo (com poucas
células e grande quantidade de matriz). Estas mucosas sao diferenciadas pela presenga de
uma camada de fibras musculares, dispostas longitudinalmente, na mucosa esofagica
(SQUIER; KREMER, 2001).

O esoéfago apresenta dois tipos principais de glandulas secretoras, adaptadas as
suas fungbes fisiologicas. No tergo superior, os ductos das glandulas submucosas
atravessam a membrana e aparecem como “buracos” no epitélio. O numero e a distribuicao
destas glandulas variam entre amostras e entre espécies, estando presentes em humanos,
porcos e cachorros. Agua, mucinas, bicarbonato, fatores de crescimento epidermais e
prostaglandinas sao secretados por estas glandulas (LONG; ORLANDO, 1999). Outro tipo
de glandulas secretoras situa-se na parte inferior do eséfago e apresenta constituicao similar
a das glandulas das juncbes gastroesofagicas. Elas produzem maiores taxas de muco,
visando proteger a mucosa esofagica nas situagdes de refluxo gastrico, uma vez que ele
pode induzir a transformacgao do epitélio normal (escamoso estratificado) em epitélio colunar
(SPECHLER; GOYAL, 1996).

2.2.2 PERMEABILIDADE DA MUCOSA ESOFAGICA

Neste tépico, a abordagem textual ndo sera direcionada para a administragdo de
farmacos via mucosa esofagica, mas para as evidéncias, em termos de permeabilidade, que
tornam esta mucosa um modelo experimental que pode substituir a mucosa bucal nos
estudos ex vivo de permeabilidade de farmacos. A importancia desta substituicao sera

melhor compreendida no item 2.3.



Similarmente @ mucosa bucal, as propriedades de barreira da mucosa esofagica
também se situam nas camadas superficiais (epitélio), considerando-se experimentos que
demonstraram o aumento da permeabilidade quando as camadas superficiais foram
removidas por stripping (SQUIER; KREMER, 2001). Mais especificamente, Consuelo et al.
(2005a) analisaram o conteudo lipidico desta camada, observando um teor lipidico entre 12
e 13% da massa total de epitélio dessecado, com abundancia de fosfolipideos, seguido de
colesterol e glicosilceramidas. Estes lipideos intercelulares, particularmente as ceramidas,
representam uma importante barreira de permeabilidade, tendo em vista que a extragdo dos
mesmos resultou em aumento da permeabilidade.

Os tipos de transporte de moléculas, através da mucosa esofagica, sdo semelhantes
aos da mucosa bucal, bem como a existéncia de um transporte diferencial para moléculas
de alto peso molecular. Fatores interferentes destas taxas de transporte incluem a natureza
fisico-quimica da molécula, tipos de tecido e veiculo, pH, entre outros (SQUIER; KREMER,
2001).

2.3 SELECAO DO TIPO DE MUCOSA PARA AVALIAGAO EXPERIMENTAL DA
PERMEABILIDADE

A selecdo da espécie animal apropriada para a realizagao de experimentos ex vivo é
fundamental para a aplicabilidade dos resultados obtidos a partir desses experimentos.
Neste sentido, a mucosa bucal suina tem sido utilizada, em fung¢ao da sua similaridade com
a mucosa bucal humana (HOOGSTRAATE et al., 1996). Alguns parametros, tais como
permeabilidade, composicdo da barreira lipidica, histologia e organizagdo ultra-estrutural,
sdo similares para ambas as mucosas bucais. A exigéncia de mucosa bucal nao
queratinizada, semelhante a humana, representa a principal limitacdo para a utilizagao de
outros modelos animais de menor complexidade (LANGOTH; BERNKOP-SCHNURCH,;
KURKA, 2005).

Tendo em vista que a mucosa bucal se intercomunica com o tecido muscular
subjacente, existe uma certa dificuldade no processo de separagao destas camadas para a
realizacdo dos experimentos. Assim, diversas propostas foram apresentadas para tentar
resolver este problema, com propdsito experimental. Uma delas seria a utilizacdo do epitélio
para os estudos de permeabilidade ex vivo que, apds tratamento em solugdo salina a 60°C
(1 min), pode ser separado do tecido conectivo. A justificativa para utilizacao do epitélio em
detrimento da mucosa (epitélio + tecido conectivo), seria de que as principais propriedades
de barreira estariam situadas nesta camada (CONSUELO et al.,, 2005a). Outra proposta
seria a utilizacdo da mucosa esofagica suina que, como citado anteriormente, apresenta

como vantagem uma maior area de superficie, tipicamente intacta e, como o tecido bucal,



consiste de epitélio estratificado, escamoso e nao queratinizado, suportado por uma camada
de tecido conjuntivo (SQUIER; KREMER, 2001). A composigao lipidica dos epitélios bucal e
esofagico é similar quali e quantitativamente, ja que a alta proporgao de glicosilceramidas e
a baixa quantidade de ceramidas caracterizam a natureza de um epitélio ndo queratinizado
em geral (CONSUELO et al., 2005a). No entanto, para que a mucosa esofagica suina possa
ser utilizada nos estudos de permeabilidade de farmacos, ela requer ndo apenas
equivaléncia histolégica com a mucosa bucal, mas também deve apresentar paradmetros
equivalentes de permeabilidade. Um estudo que comparou a permeabilidade do citrato de
fentanil nas mucosas suinas bucal e esofagica encontrou uma correlagao positiva entre
ambas. Porém, tal estudo teve como limitagao o fato de ter utilizado apenas um farmaco
para avaliar as diferencas de permeabilidade (CONSUELO et al., 2005b).

Assim sendo, é necessario avaliar outras moléculas, com propriedades fisico-
quimicas diversas, visto a influéncia direta destes parametros na permeabilidade, para

entdo, propor a mucosa esofagica como um modelo substituto da mucosa bucal.

2.4  MODELOS PARA AVALIACAO DA PERMEABILIDADE DE FARMACOS, ATRAVES
DE MUCOSAS

A permeabilidade de farmacos através da mucosa bucal pode ser avaliada através
de técnicas in vivo, in vitro e ex vivo.

Poucos estudos foram realizados in vivo por duas razdes principais. Uma delas diz
respeito a dificuldade de administracdo do farmaco na cavidade bucal dos animais. A outra
limitagdo relaciona-se com a necessidade de mucosas nao queratinizadas (similares a
mucosa humana), encontrada em poucos representantes animais (apenas em coelhos e
porcos) (SALAMAT-MILLER; CHITTCHANG; JOHNSTON, 2005; NICOLAZZO; FININ,
2008).

Culturas in vitro de células bucais tém sido uteis para estudos de permeabilidade de
farmacos. No entanto, esta metodologia requer controle rigoroso da diferenciagdo celular,
além de monitoramento da sua composicao lipidica (LEIPOLD; QUADROS, 1993). Como
exemplo, pode-se citar a linhagem celular TR146 (células de carcinoma bucal humano) para
avaliagdo do potencial da quitosana em promover a absorcdo de peptideos e proteinas
(PORTERO; REMUNAN-LOPEZ; NIELSEN, 2002).

Assim sendo, as técnicas ex vivo sao as mais utilizadas, em funcao da simplicidade
de suas condi¢coes experimentais (FRANTZ, 1990). O modelo de maior aplicabilidade ¢é
aquele no qual uma mucosa seccionada € montada em um aparato de difusdo. Contudo,
este ensaio ex vivo requer a manutencdo da integridade e da viabilidade das mucosas
utilizadas (SALAMAT-MILLER; CHITTCHANG; JOHNSTON, 2005).



2.5 VIABILIDADE E INTEGRIDADE DAS MUCOSAS

A preservacgao dos tecidos dissecados € uma questao relevante, que pode afetar os
resultados a serem obtidos. Nao existem protocolos padronizados para garantir a viabilidade
e a integridade dos tecidos dissecados. O método mais adequado para a avaliagédo da
viabilidade tecidual é o préprio experimento de permeabilidade. Se a permeabilidade do
farmaco nao variar, durante todo o periodo do experimento, em funcdo de diferentes
condi¢cdes experimentais, tais como pH e temperatura, entdo o tecido pode ser considerado
viavel (SUDHAKAR; KUOTSU; BANDYOPADHYAY, 2006). Entretanto, pode ocorrer morte
tecidual durante o experimento e, desta forma, o estado de fluxo constante sera diferente
daquele observado em tecidos viaveis. A avaliagdo dos aspectos morfoldgicos celulares,
através de analises histologicas, e o monitoramento dos niveis enzimaticos s&o
considerados ferramentas bastante uteis (NICOLAZZO; REED; FINNIN, 2003).

Outro método proposto para a avaliagcao da viabilidade celular € aquele com azul de
tripano. Apdés o experimento, o meio do compartimento superior da camara de difuséo é
removido e o tecido incubado com pequena quantidade deste corante, por um curto periodo
de tempo. Apds, realiza-se a avaliacdo microscopica, que indicara o indice de células
viaveis (ndo coradas) em relagdo as nao viaveis (coradas de azul) (LANGOTH; BERNKOP-
SCHNURCH; KURKA, 2005).

O ensaio colorimétrico com o sal de tetrazélio MTT também pode ser utilizado para
quantificar a sobrevivéncia e a proliferacao celulares. O MTT é convertido nas células
viaveis em cristais de formazana, por enzimas presentes em mitocdndrias ativas, e a
quantidade de formazana gerada é diretamente proporcional ao numero de células viaveis
(MOSMANN, 1983). Contudo, uma limitagéo deste ensaio reside no fato de que as enzimas
conversoras do MTT sao resistentes ao congelamento. Assim, podem ocorrer alteragdes
morfolégicas celulares, sem que ocorram alteragdes na atividade desta enzima, conduzindo
a uma falsa viabilidade tecidual. Por isto, tal técnica deve ser evitada ao se trabalhar com
tecidos congelados (NICOLAZZO; REED; FINNIN, 2003).

A possibilidade de congelamento das mucosas, para posterior utilizagdo
experimental, ainda gera discussdo. Consuelo et al. (2005b) ndo observaram diferencas
estatisticas significativas na permeabilidade do citrato de fentanil em mucosas bucais suinas
congeladas (-20°C) e ndo congeladas. Nicolazzo et al. (2003) compararam a permeabilidade
de dois farmacos de diferentes caracteristicas fisico-quimicas: a cafeina (hidrofilica) e o
estradiol (lipofilico), através do epitélio bucal suino fresco e congelado (-20°C/1 més), e os
resultados demonstraram fluxos similares entre os epitélios. No entanto, foram detectados

sinais de morte celular nos tecidos congelados, através da avaliagao histolégica e também
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foi visualizado um processo de vacuolizagao celular, devido a formagao de cristais de gelo.
Van Eyk, Van der Bijl (2006) utilizaram trés compostos (178-estradiol, arecolina e
vasopressina) para comparar a permeabilidade da mucosa bucal suina fresca e congelada (-
85°C/8 meses), e detectaram alteragbes na permeabilidade dos mesmos, através de
modificagbes dos seus valores de fluxo, nas duas condigdes.

Em linhas gerais, baseando no exposto acima, pode-se afirmar que é preferivel
utilizar tecidos frescos até que protocolos padronizados de congelamento sejam
estabelecidos, levando-se em consideracao nao apenas a natureza quimica do farmaco a
ser testado, como também o tempo de armazenagem, a atividade enzimatica do tecido,
entre outros fatores. Na realidade, o procedimento ideal € avaliar preliminarmente as duas
condi¢cdes para cada material a ser testado e, dependendo destes resultados, direcionar os

estudos com o tecido fresco ou congelado.

2.6 PELE

2.6.1 ASPECTOS ANATOMICOS, HISTOLOGICOS E FISIOLOGICOS

A pele, maior 6rgao do corpo, apresenta diferentes tipos celulares na sua estrutura,
além de células transitérias dos sistemas imune e circulatério, atuando como barreira fisica
(contra choques, pressao, radiagao ultravioleta), quimica (limita a passagem de substancias
exdégenas, conservacgao da pele e substancia endégenas) e microbioldgica. Substancias que
penetram o estrato corneo estao sujeitas ao metabolismo na epiderme viavel, que é o maior
sitio de metabolismo da pele. Embora estas propriedades de barreira da pele fornecam
protecao ao homem, isto representa um fator limitante, quando da administracdo de
farmacos por esta via objetivando-se um efeito sistémico (HARDING, 2004).
Adicionalmente, a pele contribui para o controle da temperatura corporal (termorregulagao);
apresenta fungdes endécrinas, como por exemplo, sintese da vitamina D e sintese periférica
de pro-horménios (como a conversdo da testosterona em diidrotestosterona, mais ativa)
(MENON, 2002); fungdes sensoriais (dor, tato, percepgéao de temperatura) e impede a perda
de agua.

A pele é composta por duas camadas principais (Figura 2). A derme, a camada mais
profunda, € composta por proteinas fibrosas (colageno e elastina) e um gel interfibrilar de
glicosaminoglicanas, sais e agua. Além disto, & extensivamente vascularizada, com
unidades pilosebaceas e glandulas. A epiderme é formada por varias camadas de células,
que incluem o estrato germinativo (camada basal), estrato espinhoso (camada espinhosa),

estrato granuloso (camada granular) e estrato cérneo. Cada camada € definida pela
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posigdo, morfologia e estado de diferenciagdo dos queratindcitos. As células tornam-se
queratinizadas a medida que migram para a superficie. Considerando-se que a epiderme
ndo apresenta vasos sanguineos, os nutrientes devem se difundir da derme para a
epiderme para garantir a viabilidade da mesma (EL MAGHRABY; BARRY; WILLIAMS,
2008).

Estrato corneo

Estrato granuloso % EPIDERME
Estrato espinhoso

Estrato basal

P o 7 e e B e e
,

Glandula sebacea

Fibra muscular de|
ancoragem
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=
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Foliculos pilosos

Vasos sanguineos

TECIDO
SUBCUTANEO

Figura 2: Estrutura da pele e seus apéndices. Fonte: EL MAGHRABY; BARRY; WILLIAMS (2008).

A camada basal é formada por células jovens, colunares, com intensa atividade
mitética, sendo responsavel pela renovagao das células da epiderme. A camada espinhosa
é formada por células poligonais e projecdes citoplasmaticas, que garantem o ancoramento
das células umas as outras, conferindo resisténcia ao atrito. As células da camada
granulosa sao poligonais, mais achatadas e contém granulos de querato-hialina
(precursores da queratina do estrato corneo) no seu citoplasma. O estrato cérneo, camada
mais superficial, € constituido por células mortas, secas, alongadas, denominadas de
cornedcitos, produto final da diferenciacdo das células produzidas na epiderme viavel
(MONTEIRO-RIVIERE, 2006).

O estrato cérneo representa a principal barreira fisica a entrada de substancias na
pele e a perda de agua, sendo constituido por dois sistemas heterogéneos, compostos por
queratinécitos (também conhecidos como cornedcitos, nesta camada), embebidos em uma
matriz lipidica intercelular, organizada em bicamadas lamelares. Os lipideos encontrados no
estrato corneo sdo acidos graxos, colesterol e esfingolipideos (tais como as ceramidas).
(BERGH et al., 1997). Harada et al. (1992) removeram os lipideos intercelulares do estrato
cérneo e observaram um aumento da permeabilidade de compostos lipofilicos. Desta forma,
a queratina representaria uma barreira para compostos hidrofilicos, enquanto que, os

lipideos, para as substancias hidrofdbicas.
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A derme é constituida por um conjunto de células residentes (fibroblastos, histiocitos,
macréfagos e mastoécitos) e migratdrias (leucdcitos, eosindfilos, plasmaécitos), bem como por
elementos extracelulares (fibras elasticas, colagenas, reticulares, pré-elasticas e de
ancoragem), vasos sanguineos e linfaticos e nervos. As fibras colagenas conferem
capacidade de distensdo a pele. A derme é formada, ainda, pelas camadas papilar e
reticular (a mais profunda), que apresentam grandes semelhangas estruturais (MONTEIRO-
RIVIERE, 2006).

A hipoderme ou tecido celular subcutineo representa uma transicdo do tecido
dérmico conectivo fibroso para o tecido predominantemente adiposo. Esta estrutura confere
protecdo contra traumas fisicos, além de servir como reserva energética (MONTEIRO-
RIVIERE, 2006). Os foliculos pilosos e ductos sudoriferos encontrados nesta camada se
comunicam com o meio externo através da superficie da pele, constituindo uma rota de
passagem de substancias (via apéndices da pele) (EL MAGHRABY; BARRY; WILLIAMS,
2008).

2.6.2 ADMINISTRACAO CUTANEA DE FARMACOS

A utilizagdo da pele como via de administragdo de farmacos € atrativa nao apenas
pelo seu efeito cutaneo (tratamento local), mas também pela possibilidade de obtengéo de
efeito sistémico (terapias transdérmicas) (PRAUSNITZ; MITRAGOTRI; LANGER, 2004).
Além disto, a rota de administragdo transdérmica tem como vantagens a limitada atividade
metabdlica, quando comparada ao figado, bem como a possibilidade de se alcangar um
perfil continuo de liberagado. A barreira de permeacao exercida pelas diferentes camadas da
pele representa a principal limitagdo desta rota de administragdo (BOUWSTRA et al., 2003).
No entanto, diferentes estratégias podem ser utilizadas para reforgar a permeagao destes
farmacos, que incluem a utilizacdo de promotores quimicos, métodos fisicos e novos
sistemas de liberagdo (MOSER et al., 2001a).

Geralmente, em preparagdes dermatoldgicas, ndo é desejavel que o farmaco
alcance a circulagdo sistémica, mas que se concentre nas camadas superficiais,
possibilitando um efeito local (como acontece com antibidticos, antifungicos,
corticosteroides, retindides, agentes anti-inflamatérios, anestésicos locais, etc.). E desejavel
também que os adjuvantes farmacéuticos ndo penetrem através das camadas da pele,
evitando-se interferéncia com diferentes sistemas organicos e garantindo a segurancga na
utilizacao destas preparacdes (BARRY, 2002).

Como o processo de permeacdo cutinea envolve diferentes etapas que incluem,
primeiramente, a liberagédo do farmaco do veiculo, seguida da sua penetragdo através das

barreiras da pele e, por fim, a ativagdo da resposta farmacoldgica, todas estas etapas
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devem ser otimizadas para garantir a eficacia terapéutica. Adicionalmente, deve-se
considerar aspectos relativos a natureza fisico-quimica do farmaco, o tipo de veiculo
utilizado, as condigbes da pele, as interagdes pele/farmaco e pele/veiculo (ANSEL;
POPOVICH; ALLEN, 2000), entre outros.

Com a finalidade de aumentar a permeagao cutanea, objetivando maiores efeitos
locais ou sistémicos, diferentes estratégias podem ser utilizadas para facilitar a penetragéo
de farmacos no estrato corneo ou maximizar o efeito transdérmico. Promotores fisico-
quimicos de penetragao [ultrasom, promotores quimicos, iontoforese (emprego de corrente
elétrica) e eletroporacao] tém sido utilizados para reforgar o transporte de farmacos através
desta barreira (THONG; ZHAI; MAIBACH, 2007). Tais promotores facilitam o transporte de
farmacos através de um ou mais mecanismos: (a) aumento da solubilidade do farmaco
(promotores quimicos); (b) aumento do coeficiente de difusdo (promotores quimicos,
ultrasom, eletroporacgao); (c) disponibilidade de forcas condutoras adicionais (ultrasom,
iontoforese, eletroporagcdo). Embora estes promotores tenham sido utilizados
individualmente para melhorar o transporte de farmacos, a combinagdo dos mesmos tem
sido bastante efetiva quando comparada aos efeitos isolados (MITRAGOTRI, 2000).
Outros mecanismos de promogédo da absorgao incluem: (d) extragcdo dos componentes
lipidicos, tornando a camada cérnea mais permeavel; (e) promogao da partigao; (f) aumento
da fluidez dos lipideos do estrato corneo e (g) aumento da atividade termodindmica dos
veiculos (THONG; ZHAI; MAIBACH, 2007).

O promotor ideal de penetragcdo deve apresentar uma série de caracteristicas: ser
farmacologicamente inerte, atdxico, néo irritante e ndo alergénico; apresentar agéo imediata
e efeito adequado e previsivel; quando da sua remogao, a pele deve recuperar imediata e
totalmente sua capacidade normal de barreira; ndo ocasionar perda de fluidos corporais,
eletrdlitos ou outros materiais enddgenos; apresentar compatibilidade com todos os
farmacos e adjuvantes da preparagdo em questdao; admitir variagbes nas formas
farmacéuticas; e, na medida do possivel, ser inodoro, insipido, incolor e economicamente
viavel (BARRY, 2005). No entanto, nenhum material isoladamente apresenta todas estas
propriedades desejaveis, o que refor¢ca a necessidade de pesquisas para avaliacdo da sua

seguranca.

2.6.3 TRANSPORTE DE MOLECULAS ATRAVES DA PELE

Com relacao aos fenbmenos de transporte, farmacos e outras moléculas podem
penetrar no estrato corneo através de trés rotas: via transcelular, intercelular e pelos

apéndices.
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A penetracdo através destes ultimos, sob condigdes normais, ndo é muito
significativa, tendo em vista a baixa predominancia dos mesmos na pele (EL MAGHRABY;
BARRY; WILLIAMS, 2008). Otberg et al. (2004) mostraram que o numero de foliculos, o
didmetro de abertura e o volume folicular sao fatores que interferem na liberacdo de
farmacos nestes apéndices. Sob condigbes estacionarias, esta rota normalmente é ignorada
para fluxo molecular. No entanto, moléculas muito grandes e particulas de dimensdes
coloidais podem ter a rota folicular como alvo.

Na via transcelular, as moléculas atravessam as membranas das células e
encontram um meio hidrofilico no interior das mesmas. Na rota intercelular, as moléculas
interagem com a matriz lipidica intercelular, sem penetrar pelas células (BARRY, 2002)
(Figura 3).

VIA INTERCELULAR VIA TRANSCELULAR

Membrana
plasmatica

Acidos graxos aquoso Ceramida

Espaco | F——r—
intercelular | f——————ou=—A
: Lipideos
Meio .
ipi Colesterol Queratina
Lipideos aquoso Triglicerideos

Figura 3: Rotas de penetragao de moléculas através do estrato corneo. Fonte: EL MAGHRABY;
BARRY; WILLIAMS (2008).

O estrato corneo apresenta caracteristicas fisico-quimicas diferenciadas, permitindo
a passagem tanto de moléculas hidrofilicas (em menor grau) quanto lipofilicas, mas apenas
moléculas de baixo peso molecular, ou seja, abaixo de 600 Da. A matriz de queratina
apresenta carater polar, transferindo substancias polares, enquanto que as demais
estruturas lipidicas seriam responsaveis pelo transporte de moléculas de carater hidrofébico
(PRISTA; BAHIA; VILAR, 1992).

Segundo Welling (1997), as moléculas hidrofébicas atravessariam as membranas

com maior velocidade que as hidrofilicas, em fungao da constituicao lipidica da maioria das
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membranas. No entanto, esta afirmagdo deve ser avaliada com cautela, pois as
caracteristicas de cada farmaco podem influenciar a taxa de penetracdo, tais como os
coeficientes de particdo e de difusdo, tamanho e forma das moléculas (BARRY, 2002).

Adicionalmente, foi sugerido que as ligagbes de hidrogénio do soluto com a pele
representariam o fator determinante da difusividade do soluto no estrato coérneo,
contrariamente ao “dogma” de que a lipofilicidade é quem determina o transporte de
farmacos através da epiderme (ROBERTS; PUGH; HADGRAFT, 1996).

Akomeah; Martin; Brown (2007) explicaram que a grande variabilidade dos
coeficientes de permeabilidade observada para solutos polares poderia ser explicada pelas
diferengas de interagcdo com os sitios ligantes da pele, ocorrendo interagdo entre estas
moléculas e os grupos polares dos lipideos intercelulares da pele.

Em relacdo aos fendmenos de transporte, as moléculas sao transferidas do meio
externo para o estrato corneo através de difusdo passiva, sem gasto energético (ocorre
espontaneamente). Nao ha ocorréncia de transporte ativo e nem de outra modalidade de
transporte mediada por carreadores/proteinas transportadoras nesta camada, devido a sua
constituicdo (AKOMEAH et al, 2004). Embora a concentragéo diferencial seja usualmente
considerada a forga motriz da difusdo, o gradiente de potencial quimico e o de atividade
termodinamica s&o realmente os parametros fundamentais (BARRY, 2002).

Nas situagbes em que o fluxo do soluto é proporcional ao seu gradiente de
concentracdo, pode-se explicar a permeacdo do farmaco através das Leis de Fick. A
primeira Lei de Fick indica que a taxa de transferéncia do soluto difundida por unidade de
uma secgdo de tecido é proporcional ao seu gradiente de concentragdo, conforme a

equacgao (1):

J =dm/dt = -D dC/dx (equagio 1)

Onde:

O fluxo (J) do farmaco, expresso em termos de massa (dm) transportada em
determinado tempo (dt), através de um plano por unidade de area (DdC/dx), fornece o
gradiente de concentragao (D), que é o coeficiente de difusdo expresso em unidades de
area por unidade de tempo. O sinal negativo indica que o fluxo esta na diregdo da reducao
do gradiente de concentracao (BARRY, 2002).

No entanto, a primeira Lei de Fick também descreve o processo de difusdo sob
condicbes de estado estacionario, ou seja, quando o gradiente de concentragao (dC/dx) nao
varia com o tempo. Esta situagdo é aplicavel apenas para membranas artificiais
homogéneas, ndo sendo observavel em membranas biologicas heterogéneas, tal como o

estrato corneo. Na determinacdo experimental da quantidade de farmaco permeada em
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funcdo do tempo, observa-se que esta relagdo nao é totalmente linear, como se esperaria
na abordagem do estado estacionario. Na realidade, observa-se, nos tempos iniciais, uma
pequena curvatura, onde ndo ha constancia do fluxo em relagédo ao tempo. Este tempo
necessario para que a passagem de um farmaco, através de uma membrana, atinja o
equilibrio é definido como lag time ou tempo de laténcia, obtido através da extrapolagao da
linha do estado estacionario até o eixo do tempo. Desta forma, o processo de difusdo em
membranas biologicas pode ser melhor explicado pela segunda Lei de Fick (equagéo 2),
que expressa a velocidade de alteragao da concentragao do farmaco em fungéo do tempo e
da area, ou seja, duas variaveis importantes na determinagcdo do coeficiente de difusao
(NETZ; ORTEGA, 2002).

(dm/dt) =-DCoK/ h (equagio 2)

Onde:

C, € a concentragao constante do farmaco na solugédo doadora,
K ¢é o coeficiente de particdo do soluto entre o veiculo e a membrana,
h é a espessura da membrana.

2.6.4 MODELOS PARA AVALIAGAO DA PERMEAGAO CUTANEA DE FARMACOS

O desenvolvimento de formulagdes dermatoldgicas e transdérmicas exige
estimativas prévias da taxa e da extensao de penetracdo do(s) composto(s) e adjuvante(s),
através da pele. Modelos in vivo e ex vivo podem ser utilizados com este propdsito
(MUHAMMAD; RIVIERE, 2006).

Dentre os métodos in vivo utilizados nos estudos de permeacado, a microdialise e
tape stripping tem maior relevancia, considerando-se sua aplicabilidade nos estudos de
bioequivaléncia e biodisponibilidade tdépicas. Na microdialise, sondas s&o inseridas na
derme e perfundidas com solugao tampao, que permite a troca de substancias com o meio
extracelular, através de um sistema passivo de difusdo, e simula o fluxo sanguineo neste
local. A principal vantagem deste método € a capacidade de monitoramento continuo da
concentragao extracelular de farmacos, em diferentes compartimentos corporais. Em
experimentos com humanos, varios sitios de amostragem podem ser criados e utilizados
para determinar a penetragdo do farmaco na pele, o efeito de diferentes veiculos, o
metabolismo cutdneo, bem como o impacto de perturbagdes nesta barreira. Esta técnica é
pouco invasiva e provoca pequeno trauma, geralmente reversivel, quando da insergcéo da
canula, que pode ser evitado por tratamento prévio da area experimental com anestésico
local (HERKENNE et al., 2008).

O método do tape stripping envolve a remogao sequencial de camadas

microscoépicas (de 0,5 a 1 mm) do estrato corneo. Esta técnica nao € invasiva (apenas
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células mortas dispostas na matriz lipidica sédo removidas) e pode ser utilizada para
determinar o perfil de concentracdo de um farmaco, em fungdo da profundidade da pele
(MUHAMMAD; RIVIERE, 2006).

A validade do tape stripping € questionada por alguns pesquisadores, em fungéo de
suas limitagdes. A principal delas reside na incapacidade de quantificacdo do farmaco em
camadas subjacentes ao estrato corneo. A area de contato do farmaco ou adjuvante com o
estrato cérneo deve ser limpa para a remocao do excesso do mesmo, sem redirecionamento
para o interior da barreira, o que poderia comprometer os resultados. Por isto, deve-se
adotar procedimentos padronizados de limpeza para evitar a remog¢ao do estrato cérneo
(aumentando as chances de reprodutibilidade). Além disto, a quantidade de estrato cérneo
removido por tape stripping depende de parametros, tais como tipo de adesivo utilizado,
pressao aplicada e forga de remocgao, assim como diferengas na estrutura do estrato cérneo
inter-individuos e intersazonais (BASHIR et al., 2001). O veiculo utilizado também pode ter
efeito significativo na coesao dos cornedcitos € na adesao dos mesmos na fita adesiva, o
que exige complementacao com outras técnicas, tais como as espectroscopicas para a
determinacao da quantidade de cornedcitos nas fitas (JACOBI et al., 2005).

Considerando-se as dificuldades éticas e econdmicas associadas a realizagdo de
ensaios clinicos, diferentes modelos animais tém sido desenvolvidos com o intuito de
estimar a permeacao cutdnea em humanos. Embora a estrutura basica da pele humana seja
similar a de muitos mamiferos, diferengas intra e inter-espécies sao observaveis, tanto
relativas a espessura da epiderme e da derme, quanto aos apéndices (MONTEIRO-
RIVIERE, 1991).

Dentre os modelos animais, a pele de porco tem sido amplamente utilizada em
funcao da sua similaridade estrutural e funcional com a pele humana, aliada a praticidade de
obtencdo deste material em abatedouros. Caracteristicas comuns entre as peles humana e
suina incluem a distribuicao esparsa dos pélos, pigmentagédo e vascularizagao, bem como
composicao lipidica e propriedades biofisicas do estrato cérneo (MUHAMMAD; RIVIERE,
2006). Diversos estudos demonstraram que a permeacgao de farmacos é bastante similar
entre ambas (CHANG et al., 1994; SCHMOOK et al., 2001; HERKENNE et al., 2006).

Embora os modelos in vivo apresentem vantagens relativas aos estudos de
biodisponibilidade, algumas limitagbes (citadas anteriormente) e desvantagens (utilizacdo de
grande numero de animais vivos, diferencas de permeabilidade entre as espécies; questao
ética) tém impulsionado o desenvolvimento de metodologias ex vivo, cujos resultados sejam
correlacionaveis com dados obtidos in vivo (MONTEIRO-RIVIERE, 1991).

Desta forma, a utilizagdo das camaras de difusdo também representa uma alternativa
interessante para estudos de permeagéao cutanea de farmacos e adjuvantes, pois permite a

avaliacdo do metabolismo da pele, quando houver manutencao da viabilidade da mesma.
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Além disso, ndo ha interferéncia metabdlica de enzimas de outros locais do corpo, em
fungéo do isolamento do tecido (BRONAUGH, 2006). Adicionalmente, pode-se calcular os
valores de fluxos e os coeficientes de particao e de difusdo dos farmacos e adjuvantes, além

de se poder melhor controlar as variaveis experimentais (BARRY, 2002).

2.7  MODELO DE DIFUSAO DA CAMARA DE FRANZ

O modelo de difusdo da camara de Franz (Figura 4), também chamado de modelo
estatico, representa uma opcédo de ampla aplicabilidade para estudos de permeabilidade e
permeacao ex vivo (FRANTZ, 1990). Apods o preparo do tecido (seccionamento da porgao
de interesse), este é colocado entre dois compartimentos, denominados de compartimento
doador (ou superior) e receptor (ou inferior). O epitélio da mucosa ou o estrato cérneo da
pele encontra-se voltado para o compartimento doador, enquanto que o tecido conectivo (na
mucosa) ou derme (na pele) para o receptor. O compartimento receptor € preenchido com
uma solugao, geralmente tamponante, evitando-se a formagao de bolhas, ja que as mesmas
alteram a area de difusdo. No compartimento superior é colocada uma solugdo do farmaco
ou qualquer outro material-teste. Os experimentos s&o realizados geralmente a 37° C
(temperatura corporal), e sob agitagdo constante e controlada. Aliquotas da solugao
receptora sao coletadas, em diferentes tempos, e efetua-se a quantificagdo do farmaco ou
adjuvante farmacéutico. As metodologias para quantificagdo mais utilizadas s&o técnicas
espectrofotométricas e cromatograficas. Apdés a quantificacdo, os parametros de
permeabilidade sao calculados (SHOJAEI; BERNER; XIAOLING, 1998; MASHRU et al.,
2005; MOHAMMADI-SAMANI; BAHRI-NAJAFI; YOUSEFI, 2005).

G Figura 4. Esquema da camara
de difuséo de Franz.
A = compartimento doador
B = compartimento receptor

C = tecido
D = suporte esmerilhado
l o B E = compartimento para
Saida de agua . i circulagédo da agua com controle
" / ' da temperatura (37°C)
— F = barra magnética
E G = canula de amostragem
Fonte: Hanso Research (2007)
H.
. _—
Entrada de agua ™,
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A camara de Franz apresenta algumas vantagens e desvantagens em relagédo a
outros modelos disponiveis no mercado. A formagao de bolhas de ar, no compartimento
receptor, durante a retirada da amostra representa uma destas desvantagens (CLOWES;
SCOTT; HEULINGS, 1994). Outra desvantagem € a necessidade de agitagdo constante, a
fim de garantir uma solugdo receptora homogénea (FRANTZ, 1990). Uma vantagem
importante da parede dupla do compartimento inferior por onde circula agua a 37°C é o
controle da temperatura da solugéo receptora (TOJO, 1987). No entanto, estas dificuldades
podem ser superadas, tal como aconteceu quando da fabricagcdo do equipamento que foi

utilizado nesta dissertacao (Apéndice A).

2.8  SISTEMA DE CLASSIFICAGAO BIOFARMACEUTICA

O Sistema de Classificagdo Biofarmacéutica (SCB), proposto por Gordon Amidon e
colaboradores (1995), assume que tanto a solubilidade quanto a permeabilidade sao
parametros-chave que controlam a absorg¢ao intestinal dos farmacos. Esta classificagao
propde a subdivisdo dos farmacos em quatro categorias:

- Classe I: farmacos de alta solubilidade e alta permeabilidade.

Considerando que farmacos desta classe sdo rapidamente absorvidos, o fator
limitante da absorgdo é a dissolugcdo do farmaco a partir da forma farmacéutica ou o
esvaziamento gastrico.

- Classe ll: farmacos de baixa solubilidade e alta permeabilidade.

Neste caso, a dissolugao € o fator limitante a absorgédo do farmaco no organismo.
Assim, a escolha adequada do meio e do método de dissolugao in vitro propiciara maior
correlacdo com dados in vivo.

- Classe lll: farmacos de alta solubilidade e baixa permeabilidade.

O perfil de dissolucdo pode até ser bem definido, mas a absor¢cédo in vivo é
dependente da permeabilidade do farmaco nas membranas, e a probabilidade de correlagcao
in vitro - in vivo é baixa. Em outras palavras, mesmo que a dissolugdo seja rapida, as
variagbes encontradas serdo devido ao transito intestinal, conteudo Iluminal e
permeabilidade da membrana, e n&o a fatores relacionados a formulagao.

- Classe 1V: farmacos de baixa solubilidade e baixa permeabilidade.

Farmacos desta classe apresentam sérios problemas para administragao oral.

A apresentacao desta SCB nao teve como objetivo a extrapolagao destes dados para
explicar a permeabilidade nas mucosas bucal e esofagica, mas reunir critérios racionais
para a escolha dos farmacos a serem testados nestas mucosas. Para a realizagao dos

estudos de permeabilidade, objeto desta dissertagdo, através das mucosas suinas bucal e
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esofagica, a escolha de um farmaco da classe Il parece ser interessante, devido a
possibilidade de maior correlacdo dos dados in vitro & in vivo. Considerando que os
farmacos da classe IV apresentam problemas quando administrados pela via oral
convencional, o estudo de rotas alternativas para administracdo dos mesmos também
parece ser interessante. Desta forma, selecionou-se a carbamazepina (classe Il) e o
acetonido de triancinolona (classe V) para a padronizagao do modelo de difusdo ex vivo da
camara de Franz para estudos de permeabilidade e permeacao de farmacos, adjuvantes e
preparagdes farmacéuticas, a serem realizados futuramente no Laboratério de Virologia da
UFSC.

2.8.1 CARBAMAZEPINA

A formula estrutural da carbamazepina (CBZ) é C4sH2N,O (Figura 5) e seu peso
molecular é de 236,3 g/mol. Apresenta-se como um po cristalino branco amarelado, com
ponto de fusdo entre 189°C a 193°C, praticamente insolivel em agua e éter, levemente
soliuvel em etanol e acetona, soluvel em cloroférmio e propilenoglicol (MOFFAT,;
OSSELTON; WINDDOP, 2004).

Figura 5: Estrutura quimica da carbamazepina.

A CBZ apresenta, pelo menos, quatro formas polimérficas (I, 11, lll e IV) e uma forma
diidrato. O polimorfismo reflete a existéncia de diferentes estruturas cristalinas que, embora
quimicamente semelhantes, podem diferir nas suas propriedades fisico-quimicas, tais como
diferentes pontos de fusdo, reatividade quimica, taxas de dissolu¢ao e de biodisponibilidade
(RUSTICHELLI et al., 2000). A CBZ anidra tem solubilidade cerca de 2X maior que a forma
diidrato. Contudo, a forma anidra isolada, em contato com a agua, converte-se na forma
diidrato (NAIR; GONEN; HOAG, 2002). Segundo Giannola et al. (2005), nas formulagdes
soélidas convencionais, os polimorfos da CBZ coexistem, implicando em maior flutuacao na
sua absorcdo. Assim sendo, o reconhecimento da existéncia de diferentes polimorfos e a
evidéncia de comportamentos fisico-quimicos diferenciados reforcam a importancia da

identificacdo da amostra a ser estudada previamente a realizagdo dos experimentos.
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Com relacao a utilizacao terapéutica, a CBZ é o farmaco de primeira escolha para o
tratamento da neuralgia do trigémio e profilaxia das crises epilépticas, agindo pré e pos-
sinapticamente, diminuindo a condutancia dos canais de soédio/potassio e suprimindo a
atividade espontanea periférica ectdpica das fibras Ad e C. Existem diversas restricdes para
sua utilizagao, particularmente quando associada a farmacos que sofrem metabolizagao
hepatica, através do citocromo P450, além de ser contra-indicada para pacientes diabéticos
e pacientes idosos (RANG; DALE; RITTER, 2001). Os efeitos adversos mais comuns s&o
sedacao excessiva e ataxia, mas ha relatos de um efeito adverso raro, porém sério, a
anemia aplasica irreversivel. Ha necessidade de monitoramento regular das fungbes
hematolégicas e hepaticas (ROWBOTHAM, 2005).

Conforme mencionado anteriormente, segundo o SCB, a CBZ pertence a classe I,
que inclui compostos que apresentam alta permeabilidade e baixa solubilidade em agua.
Assim, a biodisponibilidade de compostos desta classe é limitada pela solubilidade (NAIR;
GONEN; HOAG, 2002) e, neste caso particular, € bastante irregular e lenta. Além disso,
durante terapia crénica, observa-se reducdo do tempo de meia-vida da CBZ, devido ao
metabolismo auto-induzido (o préprio farmaco induz sua biotransformacéao) (USP 30, 2007).

Estas limitacdes relativas a solubilidade, picos plasmaticos irregulares, metabolismo
auto-induzido, bem como problemas de biodisponibilidade, estimularam a pesquisa de
novas estratégias terapéuticas. Neste sentido, Wolf et al. (1992) desenvolveram formulagées
de liberacdo sustentada com a idéia de reduzir o numero de doses, bem como o nivel sérico
de flutuagdes, visando a melhor eficacia terapéutica e reducdo da toxicidade. Koester et al.
(2004) desenvolveram um complexo de carbamazepina e B-ciclodextrina, em matriz de
hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) e demonstraram que esta estratégia, ndo apenas
aumentou a solubilidade aquosa da CBZ (em aproximadamente 7X), como também permitiu
um maior controle da sua liberacdo. A dissolugdo in vitro revelou que comprimidos com
matriz de HPMC possibilitaram um maior controle do perfil de liberagao, quando comparado
a liberacao da formulagao de referéncia.

Outra possibilidade, frente a tais limitacdes, € o estudo de vias alternativas para
administracdo deste farmaco. A mucosa bucal representa uma opc¢ao interessante, pois
além de se poder modular a absor¢ao da CBZ (mediante utilizagdo de promotores de
permeabilidade), poder-se-ia evitar o metabolismo de primeira passagem (reduzindo
interagbes medicamentosas). A principio, estas vantagens resultariam em maior
biodisponibilidade e na redugao da dose, diminuindo riscos de intoxicagao (devido ao seu
baixo indice terapéutico).

Neste sentido, Ikinci et al. (2000) prepararam comprimidos mucoadesivos de
liberagdo controlada de CBZ, utilizando o glicodeoxicolato como promotor de

permeabilidade. Os resultados nado foram interessantes, ja que ndo foram obtidos niveis
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plasmaticos satisfatérios de CBZ, tanto na presenga quanto na auséncia do promotor.

Contrariamente a estes estudos, Giannola et al. (2005) demonstraram a capacidade
da CBZ de atravessar a mucosa bucal humana, através de experimentos ex vivo conduzidos
em camaras de difusdo de Franz, e de penetrar o epitélio oral humano, através de
experimentos in vitro, com linhagens celulares TR146 e sistema de difusdo celular, através
de insertos. Além disto, eles desenvolveram trés diferentes formulacbes de comprimidos
(com microesferas e matrizes revestidas e mistura fisica dos componentes através da
compressao) e os resultados demonstraram diferengas nos perfis de liberagdo da CBZ,
entre estas formulagdes, os autores concluiram, entdo, que a administracao da CBZ, através
da mucosa suina bucal € uma estratégia viavel. Todos os resultados foram expressos em
funcao de parametros de permeabilidade, particularmente valores de fluxo e coeficientes de
permeabilidade.

Estes resultados promissores, aliados aos raros estudos utilizando a mucosa bucal
para administracdo de formulagdes contendo CBZ, revelam oportunidades para novos
estudos, bem como servem de estimulo para a realizagdo de ensaios in vivo (inicialmente
em animais), complementando as informagdes sobre biodisponibilidade e perfil de liberacao

de tais formulagdes.

2.8.2 ACETONIDO DE TRIANCINOLONA

A férmula estrutural do acetonido de triancinolona (AT) é C,4H31FO¢ (Figura 6) e seu
peso molecular € de 434,5 g/mol. Apresenta-se como um p6 cristalino branco, com ponto de
fusdo entre 292°C a 294°C, ligeiramente soluvel em &agua, pouco solivel em etanol e
metanol, exibindo maior solubilidade em acetona e cloroférmio (MOFFAT; OSSELTON;
WINDDOP, 2004).

Figura 6: Estrutura quimica do acetonido de triancinolona.

Tendo em vista a baixa solubilidade deste farmaco em agua (17,5 ug/mL a 28°C),
diferentes sistemas de cosolventes podem ser utilizados para reforcar sua solubilidade, sem

interferir na sua estabilidade. A decomposigcdo do AT em etanol-agua apresenta-se
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cineticamente como uma reacéo de pseudo primeira-ordem, dependente do pH e da forga
ibnica do meio. A taxa de decomposi¢ao diminui com o aumento da forga idnica em pHs
superiores a 7. Assim sendo, agentes tamponantes podem ser adicionados nas formulagbes
contendo AT para reforgar sua estabilidade (UNGPHAIBOON et al., 2005).

Com relagao a utilizagao terapéutica, o AT € efetivo no alivio de sinais e sintomas de
muitas condi¢des inflamatdrias orais, particularmente a estomatite aftosa (NIZOLAZZO;
REED; FINNIN, 2005) e o liquen plano (VINCENT, 1991).

Desta forma, a aplicabilidade terapéutica do AT em doengas da mucosa bucal tem
estimulado estudos de permeabilidade deste farmaco, através da mesma (ADDY, 1980;
SHIN; BUM; CHOI, 2000; SHIN; KIM, 2000;; UNGPHAIBOON; MAITANI, 2001;
NICOLAZZO; REED; FINNIN, 2005). A maior parte destes estudos teve como obijetivo
evidenciar um efeito local, considerando a baixa absor¢ao sistémica do farmaco, reduzindo
as chances de interacdo com outros sistemas e o aparecimento de efeitos adversos.

Os resultados destes e de outros estudos envolvendo matrizes poliméricas com
potencial efeito adesivo contribuiram para a elaboracdo do primeiro medicamento
bio/mucoadesivo - o Aftach®, disponivel no mercado europeu. Os comprimidos de Aftach®
sdo indicados para o tratamento da estomatite aftosa, sendo representados por discos
constituidos por dupla camada: uma camada adesiva branca contendo a substéncia ativa e
outra camada colorida como suporte, para promover a adesdo. Considerando sua
capacidade de fixagdo na area afetada, o Aftach® demonstrou, quando comparado com
preparagdes convencionais, um grande poder de adesdo e maior eficacia terapéutica
(AFTACH, 2003).

2.9 PARABENOS

Os parabenos representam uma série homoéloga de antimicrobianos comumente
utilizados como conservantes em alimentos, cosméticos e medicamentos. S&o derivados da
esterificacdo do acido p-hidroxibenzodico, na posicdo C4. Esta esterificagao inclui os grupos
metil, etil, propil, butil, heptil e octil (Figura 7) (LAKERAM et al., 2007).

)

Figura 7: Estrutura quimica dos ésteres do acido
p-hidroxibenzéico, onde R = metilparabeno (O-

R CHs;), etilparabeno (O-C,Hs), propilparabeno (O-
C3Hy7), butilparabeno (O-C4Hg), heptilparabeno (O-
C,H;5), ocitlparabeno (O-CgH47).

HO

A utilizagdo de conservantes é requerida em muitas formulagdes farmacéuticas e

produtos cosméticos, objetivando prevenir o crescimento de microorganismos (EL HUSSEIN
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et al., 2007). Dados sobre a composi¢cdo dos produtos dermocosméticos revelaram que a
extensdo da utilizacdo dos parabenos, isolados ou em combinacdo, ultrapassa 13.200
produtos (SONI et al., 2002). Eles apresentam efeito inibitorio, tanto sobre o transporte de
membrana microbiano quanto sobre as fun¢des mitocondriais (EL HUSSEIN et al., 2007),
que aumenta com o aumento do grupo alquil (PEDERSEN et al., 2007).

Formulacbes semi-sdlidas a serem aplicadas na pele podem apresentar diversos
outros adjuvantes, além dos parabenos, tais como surfactantes, solubilizantes,
estabilizantes e agentes reologicos. Nestas formulagbes, geralmente deseja-se alta
permeacao do farmaco e auséncia de penetracdo transdérmica dos adjuvantes,
considerando-se que a permeacao destes ultimos pode ser potencialmente nociva. Diversos
adjuvantes de formulagcdes cosméticas e farmacéuticas sdo considerados seguros em
funcdo da sua baixa permeacao na pele, devido ao alto peso molecular e/ou ao carater
hidrofdbico destas substancias. Contrariamente, outros sdo altamente permeados através
da pele, como é o caso dos parabenos, pois devido ao seu baixo peso molecular e elevada
lipofilicidade (Quadro 1), eles sdo capazes de penetrar e permear facilmente pela pele. Além
disto, foi demonstrado recentemente que a limitada atividade metabdlica destas moléculas

na pele permite que as mesmas alcancem a circulagao sistémica (NICOLI et al, 2008).

Quadro 1: Caracteristicas fisico-quimicas de alguns parabenos.

Peso molecular loa K" Solubilidade em agua
(g/mol) 9 Roota (mg/mL)
Metilparabeno (MP) 152,15 1,93 2131012
Etilparabeno (EP) 166,18 2,27 1,16 £ 0,21
Propilparabeno (PP) 180,20 2,81 0,37 £ 0,03
Butilparabeno (BP) 194,23 3,57 0,158 £ 0,014

"Coeficiente de particao octanol:agua. Fonte: NICOLI et al. (2008)

Esta absorcao sistémica talvez explique os resultados obtidos por Darbre et al.
(2004), que conseguiram quantificar ésteres intactos (MP, EP, PP, BP) em tecidos de cancer
de mama, estimulando discussdes internacionais. Embora a presencga destas substancias
nao tenha um papel funcional nos processos desta patologia, estes achados estimularam
revisdbes sobre a seguranga da utilizagcdo dos parabenos, em diferentes produtos. Além
disto, eles foram confirmados por Ye et al. (2006), que quantificaram ésteres de parabenos
também na urina humana. O fato de que os parabenos encontrados poderiam ser originados

de aplicagbes topicas de produtos cosméticos foi, ainda, comprovado por Janjua et al.
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(2007), que demonstraram que os parabenos alcangam o sistema sanguineo, através de
uma unica aplicagao cosmeética topica.

Adicionalmente, estudos realizados, tanto em culturas celulares quanto em modelos
animais, demonstraram a capacidade dos parabenos de modificar importantes fungdes
fisiolégicas. Por exemplo, no sistema enddécrino, eles agiriam como agonistas dos
receptores de estrégeno, antagonistas dos receptores de andrégeno ou como inibidores das
enzimas sulfotransferases. Além disto, eles poderiam modificar fungbes mitocondriais e
lisossomais, causando danos ao DNA e potencializando os danos induzidos pelos raios
ultravioleta tipo B, através da producdo de espécies reativas de oxigénio e oxido nitrico
(DARBRE; HARVEY, 2008).

Neste sentido, deve-se intensificar os estudos relativos aos riscos decorrentes da
utilizagcdo de produtos que contenham parabenos, particularmente cosméticos, tendo em
vista o longo periodo de exposi¢cao, bem como a frequéncia de utilizagdo dos mesmos. El
Husssein et al. (2007) sugeriram a utilizacdo de modelos ex vivo de penetracdo e
permeacao cutinea para realizar tais estudos, por questdes éticas e por serem bastante
viaveis, vantagens essas de extrema importancia para a avaliagdo da seguranga de
adjuvantes. Além disto, o modelo da cadmara de Franz permite uma quantificagdo precisa
dos componentes testados, além de ser de baixo custo e apresentar reprodutibilidade.

A reducao da penetragdo/permeacao dos parabenos através da pele representa uma
alternativa interessante a ser avaliada e diferentes estratégicas podem ser utilizadas:
aplicagdo de uma barreira externa na superficie da pele; aplicacdo de ceramidas ou seus
analogos para reforgar a barreira do estrato corneo; utilizagdo de retardadores de
permeacao, que promovem maior ordenamento dos lipideos tornando o estrato corneo mais
impermeavel, entre outros. Contudo, tal redugdo deve ocorrer sem interferir na
penetragao/permeacgao cutanea do(s) composto(s) ativo(s) (NICOLI et al, 2008).

Outro ponto a ser explorado refere-se a possibilidade de interacdo dos parabenos
entre si, bem como dos parabenos individuais com outros componentes da formulacédo. O
entendimento destas associagdes € interessante, visto que, em muitas formulagbes, os
parabenos sao combinados para potencializar o efeito antimicrobiano (MEYER et al., 2007),
e, na literatura consultada, ndo foram encontrados estudos avaliando a influéncia de

diferentes combinag¢des dos parabenos na permeacgao ex vivo através da pele.
2.10 METODOS DE QUANTIFICACAO
Anteriormente aos estudos de permeabilidade e permeacgao através de mucosas e

da pele, é necessario o desenvolvimento de um método analitico para a quantificagcdo da

substancia(s) ativa(s) ou de qualquer outro material-teste. O esfor¢o despendido na escolha
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e validacdo do método analitico dependera, tanto das questdes a serem respondidas neste
estudo, bem como do propésito dos dados gerados. Para avaliagdes rotineiras, métodos
rapidos de triagem, como espectrofotometria na regido do UV, podem ser utilizados.
Contudo, se uma elucidacido detalhada do fenbmeno de transporte é requerida, ou se os
dados serdo utilizados em processos de solicitagdo de registro de um produto, métodos
sensiveis e validados devem ser utilizados.

Métodos cromatograficos, tal como a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE),
sdo bastante utilizados para a separagao e quantificacdo de compostos ativos e metabdlitos
em fluidos biolégicos (HASSAN et al., 2008; LIANG et al., 2008; RHIM et al., 2008;
ZIELONKA; HARDY; KALYANARAMAN, 2009). No entanto, nos ultimos anos, a eletroforese
capilar (EC) esta se consagrando como uma técnica analitica de grande utilidade (PIZARRO
et al.,, 2002; JAWORSKA; SZULINSKA; WILK, 2005). Devido ao fato da CLAE ser uma
metodologia bastante conhecida, esta revisdo bibliografica abordara somente a EC, que é

menos difundida em analises de rotina.

2.10.1 ELETROFORESE CAPILAR

O rapido avancgo da eletroforese capilar (técnica baseada na migragéo diferencial de
compostos idnicos ou ionizaveis, quando submetidos a um campo elétrico), na industria
farmacéutica, decorre principalmente da variedade de modos de separagcdo que pode ser
efetuada em uma Unica coluna capilar e da diversidade de compostos passiveis de analise
em cada modo (TAVARES, 1997). Os equipamentos de EC e CLAE convencionais
apresentam custos equivalentes, mas o custo operacional é significativamente menor na
EC, principalmente devido ao baixo consumo de solventes e ao baixo custo das colunas
capilares (PERRETT, 2003).

O sistema basico da EC (Figura 8) consiste de uma fonte de alta tensao, capilares
(geralmente de silica fundida), eletrodos (geralmente de platina) e um detector apropriado
(UV/Vis é o mais utilizado, no entanto, exige que o analito apresente grupamentos
cromoforos). A fonte de alta tensido € utilizada para estabelecer um campo elétrico no
capilar, que é conectada, através dos eletrodos, a dois reservatérios contendo o eletrélito de
corrida. Os capilares de silica fundida sdo preenchidos com uma solugdo tampao,
funcionando como um canal de migracdo. Estes tubos, além de possibilitarem uma
dissipacao eficiente do calor (gerado pela passagem da corrente elétrica) suportam campos
elétricos elevados, que garantem maior eficiéncia na separagdo, em tempos de analise
relativamente curtos. Por fim, as extremidades dos capilares sdo imersas nos reservatorios
da solugcdo tampao para completar o contato elétrico e eles sdo mantidos a temperatura

constante, para minimizar efeitos térmicos (TAVARES, 1997).



27

Fonte de alta tensao (0-30 kV)

Sistema de aquisig¢ao
e controle

| .
Eletrélito de , Eletrodo (catodo)

Figura 8: Esquema do equipamento de eletroforese capilar.
Fonte: Elaborado com base no esquema de Tavares (1997).

Na EC, é comum a presenca do fluxo eletrosmadtico, que pode contribuir para a
separagdo, ou pode ser completamente indesejavel. Em capilares de silica fundida, o
contato com solucdes de pH > 2 promove desprotonacao dos grupamentos silanol (SiOH) da
superficie dos mesmos, conferindo carga negativa a parede. Para contrabalancear as
cargas negativas da parede do capilar, os grupos silanoato (SiO’) atraem cations do
eletrolito, formando uma camada (fixa) destinada a estabilizar as cargas negativas da
parede do capilar que, por atragdo eletrostatica, permanece imobilizada. Devido ao excesso
de cargas negativas, uma segunda camada de cations (mével) é formada, dando origem ao
modelo da dupla camada elétrica. A aplicagdo do campo elétrico ao longo do capilar causa a
movimentacdo dos cations hidratados da camada movel em direcdo ao eletrodo de carga
oposta, no caso, o negativo. Durante a migragdo, os ions transportam moléculas do
solvente, induzindo um fluxo da solucdo, conhecido como fluxo eletrosmético. Como
consequéncia, tal fluxo permite uma separagao muito eficiente, em comparagao as técnicas
que empregam pressao para bombeamento dos fluidos, cujo perfil de velocidade radial é
parabdlico (sendo mais frequente o alargamento dos picos nestes casos) (SILVA et al.,,
2007).

A Eletroforese Capilar em Zona (ECZ) é um dos modos de separacgao eletroforética
mais utilizado, provavelmente em razao da sua facilidade de implementacéo e otimizagao
das condigbes experimentais. Neste caso, o tubo capilar é preenchido com um eletrdlito,
geralmente com caracteristicas tamponantes. A separagao ocorre como resultado de duas
estratégias: maximizacdo das diferengcas entre as mobilidades efetivas dos solutos e
minimizagao das causas de alargamento das zonas (TAVARES, 1997).

A andlise de farmacos em fluidos biolégicos, como nos experimentos ex vivo de

permeabilidade/permeacgéo de farmacos e adjuvantes, através das mucosas e pele, requer a
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obtengdo de baixos limites de deteccdo e quantificagdo. Considerando que a EC, em
comparagdao a CLAE, apresenta como principal desvantagem uma menor sensibilidade,
diversas estratégias podem ser desenvolvidas para contornar este problema: pré-
concentracdo da amostra; precipitagado protéica; extragdo liquido-liquido; pré-tratamento
com extragdo em fase sdlida; e otimizagdo das técnicas de injegdo (ALTRIA, 1999). O
procedimento de pré-concentragao pode aumentar a sensibilidade da técnica em até 100X,
tornando-a util quando limites de detecgédo bastante baixos sdo necessarios (MANETTO et
al., 2000). A menor precisdo de injecdo da amostra na EC, comparativamente a CLAE,
ressalta a importancia da utilizagdo de um padrao interno, como forma de eliminar esta
variacao (ALTRIA, 1999).
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Padronizar, no Laboratério de Virologia Aplicada da USFC, o modelo de difusdo ex
vivo da camara de Franz para estudos de permeabilidade e permeacdo de farmacos e

adjuvantes farmacéuticos, através das mucosas bucal e esofagica, e da pele de suinos.

3.2 ESPECIFICOS

— Obter as mucosas bucal e esofagica e a pele da orelha de porcos, em condigdes tais que
a integridade dos tecidos seja mantida durante os experimentos.

— Padronizar a camara de difusdo de Franz como modelo para os estudos de
permeabilidade e permeacdo de farmacos e adjuvantes farmacéuticos, considerando
variaveis, tais como dimensdes da camara, temperatura, agitacao, area de difusdo e
espessura do tecido.

— Selecionar os métodos analiticos apropriados para a quantificacdo das amostras,
validando-os de acordo com literaturas oficiais.

— Avaliar a permeabilidade ex vivo de farmacos de baixa e alta permeabilidade (AT e CBZ),
nas mucosas bucal e esofagica, candidatos a administragéo através da mucosa bucal.

— Para a carbamazepina, comparar os resultados dos estudos de permeabilidade ex vivo,
variando-se os meétodos analiticos.

— Avaliar o efeito da adigdo de promotores quimicos na permeabilidade do acetonido de
triancinolona, através das mucosas suinas bucal e esofagica, visando melhorar a absorgao
da mesma.

— Avaliar a permeacédo cutdnea dos parabenos isolados e em associacao, através da pele
de orelha de porco.

— Verificar a influéncia dos coeficientes de particdo (K) e de difusdo (D) na permeacao dos
parabenos, através de modelos matematicos previamente descritos.

— Calcular os paradmetros de permeabilidade e permeacdo (fluxo, coeficiente de
permeabilidade e tempo de laténcia) para fins de comparacao com dados da literatura.

— Correlacionar os valores de permeabilidade encontrados para as mucosas bucal e
esofagica.

— Avaliar a viabilidade tecidual das mucosas bucal e esofagica, através de técnicas
histologicas.

— Verificar o efeito do congelamento na viabilidade tecidual das mucosas bucal e esofagica,

correlacionando-o com os experimentos de permeabilidade.
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4 MATERIAIS E METODOS

41 AMOSTRAS

As matérias-primas empregadas nos experimentos ex vivo apresentavam grau
de pureza farmacéutico. As caracterizacbes da carbamazepina e do acetonido de
triancinolona foram efetuadas para a garantia da qualidade destes farmacos,
considerando a presenca de formas polimoérficas para os mesmos.

Os testes de identificagao da CBZ, obtida da industria farmacéutica Henrifarma,
foram realizados por Regina Kelmann, no Laboratério de Controle de Qualidade da
UFSC, conforme descrito nas Farmacopéias Americana (2005) e Brasileira (2001). Os
resultados indicaram que a CBZ em analise estava de acordo com os parametros
estabelecidos pelos compéndios oficiais pesquisados, e a forma polimérfica
encontrada foi a forma B3, preconizada pela Farmacopéia Americana.

Para a caracterizacao do AT, obtida da industria Aspen Farmacéutica S.A. (lote
2007A0400), também foram considerados compéndios oficiais e os resultados desta
caracterizacdo podem ser visualizados no Apéndice B desta dissertacao.

Os parabenos MP, EP, PP e BP, obtidos da industria farmacéutica Farma
Service Bioextract, foram anteriormente caracterizados no Laboratério de Eletroforese
Capilar (LABEC) da UFSC.

4.2  AVALIACAO EX VIVO DA PERMEABILIDADE DE FARMACOS, ATRAVES
DAS MUCOSAS SUINAS BUCAL E ESOFAGICA

4.2.1 OBTENGAO DAS MUCOSAS BUCAL E ESOFAGICA

As mucosas foram obtidas em um matadouro local, situado na cidade de
Anténio Carlos (SC), tendo sido armazenadas em tampao Krebs', a 4°C, até o seu
processamento, que ocorreu, no maximo, em até 6h apds a morte dos animais. Apds o
processamento, ou seja, a delimitacdo das secgbes de interesse, com o auxilio de
materiais cortante (pinga e tesoura anatémica, bisturi), adaptou-se a mucosa (bucal ou
esofagica) na camara de Franz, na interface entre o compartimento doador e receptor
(SHOJAEI; BERNER; XIAOLING, 1998).

1Solugé\o tampéao de Krebs: NaCl (20mM); KCI (4,7mM); KH,PO,4 (1,2mM); NaHCO; (25mM);
CaCl, (2,5mM); MgCl, (1mM); glicose (5,5mM), pH 7,4.
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Um aspecto importante considerado foi a necessidade de manter a
uniformidade da espessura dos cortes (aproximadamente 1 mm), pois 0 né&o
cumprimento deste requisito poderia resultar em alteracbes na permeabilidade, com

resultados controversos e de dificil comparagéo.

4.2.2 EXPERIMENTOS DE PERMEABILIDADE

Para a realizacdo dos experimentos, foi elaborado o esquema de um
equipamento, com base em literatura da area, que foi fabricado pela empresa DIST.
Informagdes complementares podem ser obtidas no Apéndice A, ao final desta
dissertacdo. Variaveis importantes para a realizacao dos experimentos, tais como
dimensdes da camara de Franz, volume da solucdo tampao nos compartimentos, pH,
volumes e intervalos de tempo de retirada das aliquotas e espessura das mucosas
foram definidas com base em reviséo bibliografica (dados ndo mostrados).

As dimensdes da cAmara de difusdo determinaram o volume da solucéo a ser
utilizada no compartimento receptor. As caracteristicas fisico-quimicas do farmaco,
bem como a necessidade de reproducdo do ambiente bucal foram os critérios de
escolha do pH das solugdes receptora e doadora. Os intervalos de tempo de retirada
das aliquotas do compartimento receptor representam a variavel de maior
aleatoriedade, pois foram selecionados aqueles que melhor se adaptavam as
condi¢cdes experimentais e aos objetivos do estudo. No entanto, o tempo total do
experimento considerou aspectos da viabilidade tecidual.

Foram utilizadas mucosas bucal e esofagica suinas, frescas e congeladas,
adaptadas em camaras de Franz, com area de difusdo de 1,77 cm?. A composicdo da
solugdo tampdo do compartimento inferior (receptor) considerou caracteristicas de
solubilidade para manutencdo das condicbes sink. Os volumes totais dos
compartimentos doador e receptor foram de 2 e 10 mL, respectivamente.

As condi¢cdes especificas dos experimentos para a avaliagdo da
permeabilidade dos dois farmacos em estudo (AT e CBZ), através das mucosas
[concentracdo de farmaco, composicdo das solugbes do compartimento superior
(solugao doadora) e inferior (solugdo receptora), incluindo o uso de promotores
quimicos de permeabilidade (tipo e concentragédo)] foram testadas, com base na
literatura da area. O raciocinio légico empregado para tal esta explicitado no item
Resultados e Discusséo.

Os experimentos iniciaram-se com a alocagao das camaras de Franz no banho
termostatizado, com agitagdo multiponto (Dist), para estabilizagdo da temperatura

(37°C) (Figura 9; 1). Na sequéncia, a solugdo receptora foi adicionada, juntamente
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com as barras magnéticas (destinadas a simular os movimentos bucais e manter a
solugdo com concentragdo uniforme do farmaco). Apds delimitagcdo da regido de
interesse (Figura 9; 2), as mucosas bucal ou esofégica foram dispostas na parte
superior da célula receptora (Figura 9; 3), com o epitélio voltado para o compartimento
doador da camara e o tecido conectivo voltado para o compartimento receptor. Com
auxilio de pipeta automatica, 2 mL das solugdes dos farmacos em estudo foram
depositados sobre as mucosas, e o sistema foi coberto com papel aluminio para evitar
evaporagao. A agitagdo foi acionada, e seis a sete aliquotas de 400 pL da solugéo
receptora foram retiradas pela canula de amostragem, em intervalos regulares de 1h.
Adicionou-se quantidade equivalente da solugcido, no compartimento receptor, apds a
retirada das aliquotas, que foram imediatamente armazenadas a -20°C, até o

momento da quantificagéo.

Figura 9: 1) Disposi¢cdo das camaras de Franz no equipamento; 2) Seccionamento da regido
de interesse (neste caso, mucosa bucal suina); 3) Disposicdo da mucosa na camara de Franz;
4) Camaras de Franz pés-montagem, destinadas a aplicagdo do farmaco em andlise (as duas
primeiras).

A andlise final da permeabilidade dos farmacos, através das mucosas bucal e
esofagica (frescas x congeladas), incluiu o calculo dos coeficientes de permeabilidade,
dos fluxos constantes e dos tempos de laténcia, bem como a representagao grafica
(plotagem) das quantidades permeadas dos farmacos (ug/cm?) em fungéo do tempo
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(h). Os coeficientes de permeabilidade (P) foram calculados pela equacio abaixo
(CHEN; HUI-NAN; XIAO-LING, 2002):

Onde:
P=dQ/dt A = superficie da area de difusédo
A x Cyq dQ/dt = quantidade de farmaco que permeou por unidade de tempo
Cq = concentragdo do farmaco no compartimento superior
(equagéo 3)

O estado de fluxo constante (J) foi obtido através do produto entre o coeficiente
de permeabilidade e a concentragao inicial do farmaco no compartimento doador; ou
ainda, pelo coeficiente angular da reta que relaciona a quantidade permeada (ug/cm?)
em fungao do tempo (h) (MASHRU et al., 2005).

O tempo de laténcia (T.), que é definido como o tempo necessario para que a
passagem de uma substancia, através de uma membrana, atinja o equilibrio, foi

calculado a partir da extrapolagao da linha do estado estacionario (BARRY, 2002).

4.2.3. AVALIACAO DA RETENGAO DE FARMACOS NAS MUCOSAS SUINAS
BUCAL E ESOFAGICA

Considerando a existéncia de dois estudos de avaliagao da retengdo do AT em
mucosas bucais de hamsters (UNGPHAIBOON; MAITANI, 2001) e suinas
(NICOLAZZO; REED; FINNIN, 2005), inclusive com utilizagdo de promotores
(NICOLAZZO; REED; FINNIN, 2005), optou-se por nado avaliar a retencdo deste
farmaco nas mucosas suinas bucal e esofagica utilizadas neste estudo.

Para a CBZ, definiu-se que a avaliacdo da retencao era imprescindivel, tendo
em vista os poucos estudos existentes de permeabilidade em mucosas deste farmaco
(IKINCI et al., 2000; GIANNOLA et al., 2005), o papel promissor desta via de
administragcdo como alternativa para a via oral convencional, e a importancia de se
obter uma baixa retencao para otimizacado do efeito sistémico. A analise da retencao
da CBZ nas mucosas suinas bucal e esofagica foi realizada apés a finalizagao dos
estudos de permeabilidade.

Anteriormente a retirada das mucosas, a solucdao doadora de CBZ foi
homogeneizada, com auxilio de pipeta, transferindo-se 200 pL desta solugdo para
tubos tipo Eppendorf®, para analise posterior da quantidade retida e balango da

massa final.
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Na sequéncia, as mucosas foram retiradas do equipamento e lavadas com
solugdo tampao saliva®etanol (80:20) para remover o excesso de farmaco na
superficie das mucosas. Com auxilio de bisturi e pinga anatébmica, delimitou-se a
regido central, equivalente a area permeada. Estas mucosas foram
recortadas/picoteadas e os fragmentos foram pesados em tubos de 15 mL.

Apo6s as pesagens, adicionou-se 5 mL de metanol (liquido extrator) em cada
tubo. Estes materiais foram submetidos a agitacdo (Vortex®) e sonicados (Branson®),
durante 10 min (cada um dos processos) para o rompimento das células e aumento da
eficiéncia de extragcdo. Os restos celulares, proteinas e outros interferentes foram
removidos através de filtragdo (Millipore®; 0,45 um), e as amostras permaneceram
armazenadas a -20°C, até o momento da quantificagdo. As taxas de recuperacio das
quantidades de CBZ adicionadas a secg¢des de tecido (mucosas bucal ou esofagica),
em trés niveis de concentragdo e mantidas em intervalo de tempo equivalente a
duracéo total do experimento, foram satisfatérias (entre 97,2 e 103,4%), tornando este

meétodo de extragao viavel para a avaliagao da retencao do farmaco nestes tecidos.

4.2.4 AVALIACAO DA VIABILIDADE TECIDUAL E EFEITO DO CONGELAMENTO

O método utilizado para a avaliagdo da viabilidade tecidual foi o préprio
experimento de permeabilidade (SUDHAKAR; KUOTSU; BANDYOPADHYAY, 2006).
Conforme descrito anteriormente, se nao variar a permeabilidade do farmaco, durante
o periodo do estudo, em funcdo de condi¢cdes experimentais, o tecido podera ser
considerado viavel. Para tal, apdés os experimentos, foram realizadas analises
histoldgicas, conforme descrito abaixo.

Para avaliagdo do efeito do congelamento (-80°C) na viabilidade tecidual,
também utilizou-se o proprio experimento de permeabilidade e analises histologicas
foram realizadas conforme descrito abaixo. O descongelamento foi realizado a

temperatura ambiente (25°C), com adigdo da solugdo tampao de Krebs.

4.2.4.1 PREPARAGOES HISTOLOGICAS

Apds os cortes e separacdo da seccdo de interesse, os tecidos foram
imediatamente colocados em 10% de tamp&o formalina (fixador), com a finalidade de
impedir a solubilizagdo das proteinas teciduais. As amostras foram, entao,

desidratadas com concentragdes crescentes de etanol, de forma a evitar uma retracao

2Solugé\o tampéao saliva: Constituigdo tampéao saliva: 2,38 g de Na,HPO4; 0,19 g de KH,PO4 e
8,00 g NaCl por litro de agua ultra-pura ajustado com acido fosférico para pH 6,75.
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pronunciada do tecido, ocasionando lesdes estruturais celulares de carater
irreversivel. A impregnagao do tecido com meio de inclusao foi impossivel de realizar
nesse estagio, pois substancias semelhantes a parafina usadas para a incluséo nao se
solubilizam no etanol. O tecido foi, portanto, imerso em xilol, no qual etanol e parafina
sao soluveis. Visando eliminar o xilol contido no tecido e ocupar os espagos vazios
deixados pela agua e lipideos, utilizou-se a parafina, que foi fundida (56 a 60°C) para
possibilitar sua impregnagado no tecido. A solidificagdo da parafina foi realizada em
temperatura ambiente. Este processo serviu também para preparar o tecido para os
cortes, fornecendo-lhe a consisténcia adequada para que pudesse ser cortado. Os
cortes foram feitos com auxilio de micrétomo (Lupe®) e apresentaram espessura
variando entre 4 e 5 ym. Considerando a baixa diferenciacao optica entre os tecidos
considerados neste estudo, foi fundamental a utilizagdo de corantes. Para tal, utilizou-
se a combinacgao eosina-hematoxilina (EH). Antes da coloragédo propriamente dita, foi
necessario remover a parafina. O corte, ja aderido a lamina de vidro, foi banhado no
xilol para dissolver a parafina. Considerando que estes corantes eram sollveis em
agua, foi necessario remover o xilol do tecido e substitui-lo por agua (hidratacido). Nas
células coradas com HE, os acidos nucléicos foram corados pela hematoxilina, dando
ao nucleo coloragao azul-purpura. A eosina € atraida pelas proteinas citoplasmaticas,
corando-as de rosa a vermelho. Depois da coloragéao, foi feita uma desidratagao final,
objetivando aumentar a sobrevida do preparado histoldgico. Finalmente, o corte foi
banhado novamente com xilol e uma gota de Balsamo de Canada foi utilizada para a
montagem da laminula sobre a lamina. As amostras de todos os tecidos frescos e
congelados foram fixadas da mesma maneira e analisadas por microscopia Optica
(Olympus BX40, 40X).

43  AVALIACAO EX VIVO DA PERMEAGAO DOS PARABENOS, ATRAVES DA
PELE DE ORELHA SUINA

4.3.1 OBTENGAO DA PELE DE ORELHA SUINA

As condicdes de transporte das orelhas suinas foram as mesmas utilizadas no
transporte das mucosas (item 4.2.1). Inicialmente, as orelhas foram lavadas com agua
destilada, os pélos foram cortados com tesoura, e selecionou-se as partes integras,
livres de lesdes ou manchas. Com auxilio de pinga anatémica, bisturi e tesoura,
procedeu-se a dissecacao extraindo conjuntamente derme e epiderme, e descartando

a hipoderme (tecidos subcutaneos e gordurosos subjacente a derme) (Figura 10).
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Figura 10: Dissecacdo da pele de orelha suina (a esquerda) e tecido pronto para os
experimentos, apos descarte da hipoderme (a direita).

Apos fragmentagao, as amostras dissecadas de pele foram acondicionadas em
papel aluminio e armazenadas a -80°C, imersas em solugdo tamp&o de Krebs, até o
momento da utilizagdo. O periodo de armazenamento variou entre um e dois meses.

O descongelamento foi realizado a temperatura ambiente (25°C), com adigao
da solucdo tampao de Krebs.

4.3.2 EXPERIMENTOS DE PERMEACAO CUTANEA

As cémaras de Franz foram alocadas no banho termostatizado (37°C) com
agitacao multiponto (Dist). O compartimento receptor foi preenchido com tampao PBS:
etanol (10 mL). A proporcao de etanol foi de 20% (V/V) nos experimentos com os
parabenos isolados, e de 50% (V/V) nos experimentos de interacdo dos parabenos.
Optou-se por utilizar tais concentragbes de etanol, considerando-se o estudo de
Sznitowska (1996), no qual o efeito promotor do etanol na permeagao cutanea foi
otimizado quando se utilizou 25 e 50% de etanol. Além disto, segundo recomendacéao
do FDA (U.S. FDA/CDER, 1997), misturas hidroalcdolicas podem ser utilizadas como
meio receptor em estudos de permeacao ex vivo, quando a amostra for muito pouco
soluvel em agua.

O tecido foi disposto na camara de Franz, evitando-se a formagao de bolhas de
ar, com a epiderme voltada para o compartimento doador e a derme para o
compartimento receptor. Os parabenos (metil, etil, propil e butilparabeno) foram
solubilizados na mesma mistura utilizada no compartimento receptor.

Para a definicdo das concentragbes dos parabenos a serem testadas, levou-se

em consideracdo que quando os mesmos fossem associados, a concentragdo total
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maxima n&o poderia exceder o limite de 0,4%, conforme estabelecido pela Resolugao
n® 79, de 28 de agosto de 2000 (BRASIL, 2000). Desta forma, os quatro parabenos
testados isoladamente foram preparados na concentragdo de 0,1% (p/V) de forma
que, quando combinados, este limite fosse respeitado. As diferentes solugdes das
combinacgdes dos parabenos foram preparadas de acordo com delineamento fatorial
2%, com ftriplicata no ponto central para a estimativa do erro experimental (BARROS
NETO; SCARMINIO e BRUNS, 2003). Manteve-se constante o nivel (concentragéo)
de um dos parabenos e os demais foram alternados, representando os trés fatores do
delineamento. Dois niveis de concentragdo (minimo — 0 e maximo — 1000 pg/mL)
foram considerados nos experimentos para a avaliagao da interagdo entre os mesmos,
e um nivel central adicional (500 pg/mL) foi utilizado para a estimativa do erro
experimental.

Apods a disposicao do tecido na camara de Franz, o sistema de agitagao foi
acionado e 2 mL das solugdes do(s) parabeno(s) foram depositadas sobre a superficie
da epiderme, com auxilio de pipeta automatica. O sistema foi coberto com papel
aluminio para evitar a evaporacao. A agitacao foi acionada e aliquotas de 400 uL da
solugado receptora foram retiradas pela canula de amostragem (com reposicdo da
solugdo) e imediatamente armazenadas a -20°C, até o momento de quantificagdo por
EC, em condicbes pré-estabelecidas. As aliquotas foram retiradas em intervalos
regulares de 1h nos experimentos com os parabenos isolados (duragao total de 6 h) e
de 1,5h nos experimentos com os parabenos associados entre si (duragao total de
7,5h).

A andlise final da permeacao cutanea dos parabenos incluiu os calculos dos
tempos de laténcia (Ly), dos fluxos constantes (J) e dos coeficientes de
permeabilidade (P), através de equagbes, fundamentadas nas Leis de Fick, e a
plotagem gréfica das quantidades permeadas dos parabenos (ug/cm?) em fungédo do
tempo. As massas das amostras acumuladas no compartimento receptor, em cada
intervalo de tempo, foram calculadas considerando-se o volume total da camara, as
concentragdes dos parabenos nas aliquotas retiradas, bem como a area efetiva de
permeacao (AKOMEAH; MARTIN; BROWN, 2007).

O perfil de permeacao, bem como a influéncia dos coeficientes de difusdo e de
particdo na permeacao podem ser melhor compreendidos com a utilizagdo de modelos
matematicos para representa-los, incluindo diferentes variaveis independentes. Com
este propdsito, utilizou-se o0 modelo equacional de Moser et al. (2001b) para o calculo

destes parametros.
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Onde: Q = quantidade acumulada da amostra por unidade de area em determinado tempo
Cy = concentragdo da amostra no compartimento superior
K = coeficiente de particao
D = coeficiente de difusédo
H = espessura da membrana

4.3.3 AVALIACAO DA RETENCAO CUTANEA DOS PARABENOS

A analise da retencao cutidnea dos parabenos foi realizada apds o término dos
estudos de permeacao cutanea.

Anteriormente a retirada da pele, as solugbes doadoras contendo os parabenos
foram homogeneizadas, com auxilio de pipeta e transferiu-se 200 uL destas solugdes
para tubos tipo Eppendorf®, para analise posterior da quantidade retida e balango da
massa final. Neste caso especifico, a quantificacao por EC foi realizada apés diluicao
1:200 das solugdes doadoras.

Na sequéncia, as amostras de pele foram retiradas do equipamento e lavadas
com solugdo tampao PBS:etanol para remover o excesso dos parabenos na superficie
da epiderme. Com auxilio de bisturi e pinga anatdbmica, separou-se a epiderme da
derme. Apenas a regido central, equivalente a area de permeacgéo, foi delimitada,
recortada e picoteada. Os fragmentos de derme e epiderme gerados foram pesados
em tubos de 15 mL.

Os procedimentos utilizados para a extracdo dos parabenos da pele foram
equivalentes aqueles da extragao da CBZ em mucosas (ver item 4.2.3).

Para evitar interferéncias na mobilidade efetiva dos analitos em questédo, bem
como assimetria dos picos, durante as analises por EC, optou-se por evaporar o
metanol (60°C) e ressuspender os analitos no mesmo meio do compartimento

receptor, utilizado nos experimentos de permeacao.
44  METODOS DE QUANTIFICACAO
4.41 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA
A quantificacdo da CBZ e do AT foi realizada em cromatégrafo liquido de alta

pressdo (Shimadzu), equipado com detector UV (Shimadzu SPD-10A), coluna de

empacotamento de fase reversa, injetor manual e duas bombas isocraticas (Shimadzu
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LC-10AD). Todos os solventes utilizados apresentavam alto grau de pureza (reagente
grau HPLC).

Apbs pesquisa na literatura (dados nao mostrados), algumas condigbes
analiticas para quantificagdo do AT foram selecionadas e testadas. Para escolha da
fase mével mais efetiva, foram considerados os resultados obtidos relativos ao tempo
de retengao, simetria e largura da base dos sinais cromatograficos. Além disto, o
detector e a fase movel utilizados mostraram-se adequados e permitiram a
quantificacdo dos componentes das amostras. Outros parametros avaliados durante o
desenvolvimento do método incluiram o comprimento de onda e a velocidade de fluxo.

Ajustados os parametros operacionais, as condigdes cromatograficas foram

entdo definidas para a quantificagdo do AT (Quadro 2).

Quadro 2: Condi¢cbes cromatograficas empregadas nas analises do acetonido de
triancinolona.

Caracteristica Descrigcao

Fase estacionaria C18 Phenomenex (300 mm x 4 mm; 5um)
Fase movel Acetonitrila: H,O (55:45 v/v)

Volume de injecao 20 uL

Fluxo da fase moével 1,0 mL/minuto

Detecgéo UV (254 nm)

Temperatura de analise 25°C £ 1

Com relagédo a CBZ, durante a etapa de revisado da literatura para a escolha do
método mais adequado para sua quantificagdo por CLAE, selecionaram-se estudos
nos quais a mesma era facilmente separada de matrizes complexas e com tempo de
analise relativamente curto (inferior a 10 min). O primeiro critério possibilitou melhor
seletividade analitica, tendo em vista os diferentes interferentes das matrizes
biolégicas, enquanto que o segundo critério garantiu, tanto redugéo de custos (em
fungdo do menor consumo de reagentes), bem como otimizagcdo na utilizagdo do
equipamento (maior numero de analises em menor tempo).

Desta forma, selecionou-se o método desenvolvido por Kelmann et al. (2007),
que além de preencher os requisitos acima mencionados, utilizava reagentes simples
(metanol e agua), procedimentos minimos de preparacdo da amostra, bem como
equipamento semelhante ao existente no laboratério. Embora o farmaco estivesse
disposto em uma matriz diferente, analises preliminares (dados n&o mostrados)
revelaram perfis cromatograficos semelhantes aos do estudo de Kelmann et al. (2007),
sem diferengcas nos tempos de retencao e em outros parametros de conformidade
(largura do pico, auséncia de cauda, etc.), tornando o método adequado para os
estudos aqui propostos. As condigdes cromatograficas foram entao definidas para a
quantificagdo da CBZ (Quadro 3).
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Quadro 3: Condigcbes cromatograficas empregadas nas analises da carbamazepina

Caracteristica Descri¢cao

Fase estacionaria C18 Kromasil® (150 mm x 4.6 mm; 5um)
Fase movel Metanol: H,O (70:30 v/v)

Volume de injegéo 20 yL

Fluxo da fase movel 0,7 mL/minuto

Deteccéao UV (286 nm)

Temperatura de analise 25°C + 1

Melhores resultados quantitativos sdo obtidos através da calibragdo com um
padrao interno, adicionando-se uma quantidade conhecida de uma substancia de
referéncia nao interferente a amostra. Com este propdésito, para a quantificagcao do AT,
utilizou-se prednisolona, e para a quantificacdo da CBZ, o alprazolam.

Geralmente, o pré-tratamento de amostras bioldgicas é requerido em analises
cromatograficas de farmacos, objetivando reduzir a presenca de interferentes, o que
aumenta a sensibilidade e a seletividade analitica. Neste trabalho, a estratégia
utilizada foi a filtragdo prévia das amostras, utilizando microfiltros de 0,45 pm
(Millipore). Do volume de amostra total, metade foi filtrada. Em tubos tipo Eppendorf®,
adicionaram-se 50 pL dos filtrados e 50 pyL do padréo interno a 40 pg/mL
(prednisolona ou alprazolam). Apds agitagéo, estas amostras foram injetadas no
cromatografo.

Nos métodos de quantificacdo da CBZ e do AT, efetou-se a validagao conforme
critérios estabelecidos por 6rgaos oficiais e os resultados indicaram que os parametros
de desempenho analitico tais como especificidade, linearidade, sensibilidade, precisdo
e exatidao foram satisfatorios, permitindo a utilizacdo destes métodos nos estudos de

permeabilidade de farmacos (Apéndice C).

4.42 ELETROFORESE CAPILAR

A quantificacdo dos parabenos foi conduzida em sistema de eletroforese
capilar HP*P-CE (Hewlett-Packard®, Agilent Technologies), equipado com detector de
arranjo de fotodiodos e injetor automatico. O software HP Chemstation versao 08.03
(Agilent Technologies) foi utilizado para controle do sistema, aquisicdo e tratamento
dos dados. As separagoes foram realizadas em capilar de silica fundida com 48,5 cm
de comprimento (40 cm de comprimento efetivo) e 50 ym de didmetro interno
(Agilent®).
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Capilares novos foram condicionados com uma solugdo de NaOH 1 M, durante
1 h. A ativacdo diaria, previamente as analises, consistiu de lavagens com uma
solugdo de NaOH 0,1 M (30 min) e eletrdlito (15 min). Ao término da sequéncia de
analises, os capilares foram pés-condicionados com lavagens de agua ultra-pura (10
min).

Durante o desenvolvimento do método de analise (Eletroforese Capilar em
Zona), foram feitos ensaios preliminares variando parametros eletroforéticos, tais
como pH e concentragdo do eletrdlito, voltagem e injegcdo da amostra. A sensibilidade
foi o principal critério utilizado para a escolha das melhores condigdes analiticas
(Quadro 4).

Quadro 4: Condigbes eletroforéticas empregadas nas analises dos parabenos.

Caracteristica Descrigcao

Capilar de silica fundida Lt = 48,5 cm; Lyt = 40 cm

Eletrdlito 30 mmol.L™ tetraborato de sédio (TBS)
Tenséo aplicada 30 kV (polaridade positiva)

Injecao hidrodindmica 50 mBar (durante 10 s)

Comprimento de onda A =297 nm (UV-Vis)
Pré-condicionamento NaOH 0,1 M (30 min), eletrdlito (15 min)
P&s-condicionamento H,O (10 min)

Temperatura 25°C + 1

O acido 3,5-dinitrobenzdico foi utilizado como padrado interno, em funcdo da
ndo interagdo do mesmo com as amostras e caracteristicas estruturais similares
aquelas dos analitos.

Tendo em vista a composigdo diversificada das matrizes bioldgicas, obtidas
nos experimentos, evidenciou-se a necessidade de separacdo dos analitos de
interesse dos demais compostos presentes na amostra. Com este propdsito,
adicionou-se acetonitrila as amostras, objetivando precipitar proteinas e peptideos
interferentes e evitando a aderéncia dos mesmos nas paredes internas dos capilares,
0 que diminuiria sua vida util.

Em tubos do tipo Eppendorf®, adicionou-se 150 pyL da amostra e 90 pL da
solugdo do acido-3,5-dinitrobenzéico em acetonitrila (20 ug/mL). Esta mistura foi
centrifugada a 2000 xg, durante 10 min, e 200 yL do sobrenadante foram entao
transferidos para os frascos de analise.

Apos ajustes operacionais, iniciou-se o processo de validagdo dos parabenos,
considerando os mesmos parametros de desempenho analitico. Os resultados

demonstraram que o método foi especifico (sem interferéncia da matriz bioldgica),
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exato, preciso, linear e sensivel, permitindo sua utilizagcdo em estudos de permeacao

ex vivo através da pele de orelha de porco (Apéndice C).

4.4.3. ESPECTROFOTOMETRIA NA REGIAO DO ULTRAVIOLETA

A determinagdo da quantidade de carbamazepina retida nas mucosas e
permeada foi também avaliada por espectrofotometria na regido do ultravioleta
(PerkinElmer®, Lambda 25 UV/VIS), com medidas de absorbancia a 286 nm. Estes
resultados foram comparados com aqueles obtidos por CLAE.

Para avaliar a especificidade do método bioanalitico e reduzir o efeito de
interferentes na quantificacdo da CBZ, utilizaram-se amostras de matriz biolégica na
qual nenhum analito foi adicionado - amostra branco.

Diferentes curvas de calibragao foram previamente geradas para o calculo da
concentracao de farmaco nas amostras resultantes dos ensaios ex vivo. Outros
detalhes e os resultados da curva de calibracdo da CBZ sao apresentados no

Apéndice C.

4.5 ANALISE ESTATISTICA

Todos os experimentos foram realizados com, no minimo, trés repeticoes
independentes, com excecao dos experimentos oriundos do delineamento fatorial. A
comparagao entre os diferentes valores de fluxo, de tempo de laténcia e os
coeficientes de permeabilidade obtidos foi realizada por analise de variancia (ANOVA),
incluindo testes de comparagbes multiplas (SNK). Diferengas entre os grupos foram

consideradas significativas quando p<0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 AVALIACAO EX VIVO DA PERMEABILIDADE DA CARBAMAZEPINA E DO
ACETONIDO DE TRIANCINOLONA, ATRAVES DAS MUCOSAS BUCAL E
ESOFAGICA

5.1.1 AVALIACAO HISTOLOGICA

A analise das laminas histologicas, em microscopia optica, revelou similaridade
entre as mucosas bucal e esofagica, fresca e congeladas (Fig. 11). A estrutura mais
externa compreende o epitélio estratificado escamoso nao-queratinizado, sustentado
por uma camada de tecido conectivo, que contém a microcirculagéo (lamina prépria).
A lamina basal separa o epitélio da lamina prépria. Um aspecto de diferenciacio entre
estas mucosas é a presenca de uma camada de células musculares lisas, dispostas
longitudinalmente, na mucosa esofagica - a mucosa muscular. Outro ponto de
diferenciagéo relacionou-se com a espessura do epitélio, mais delgada no eséfago.
Além disto, as papilas esofagicas sdo menores e mais regulares em relagao ao epitélio
bucal. Pequenas glandulas foram encontradas no tecido bucal, similarmente ao
esbfago. Estas glandulas abrem-se no lumen e parte transversal da mucosa. Ambas
mucosas sao separadas do musculo ao nivel de submucosa. No tecido bucal, esta
jungao confere grande dificuldade de separacao, contrariamente ao tecido esofagico.

O esbéfago suino apresentou comprimento médio de 25 cm, mas apenas a
porcado central foi considerada para os estudos de permeabilidade e a avaliagédo
histoldgica.

Observaram-se pequenas alteragdes morfolégicas no tecido congelado em
fungdo das condi¢cdes de armazenagem. Estas alteragbes incluiram a formagado de
vacuolos, provavelmente associados a formagado extracelular de cristais de gelo
durante o processo de congelamento, e descamagao das camadas mais superficiais.

A avaliagdo histolégica destes tecidos, durante todo o tempo experimental, é
importante, pois € possivel verificar a influéncia dos solventes, componentes da
formulagdo e dos compostos ativos na integridade celular, bem como interferéncias
nas propriedades de barreira destas mucosas. Mesmo que esta abordagem ndo tenha
sido utilizada nesta dissertagcdo, em trabalhos futuros do laboratério, estes aspectos

serao considerados.
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Figura 11: Microscopia optica das secgdes transversais das mucosas bucal e
esofagica suinas (frescas e congeladas) (ampliagéao, 40X).

A) Mucosa bucal fresca; B) Mucosa bucal congelada; C) Mucosa esofagica fresca; D)
Mucosa esofagica congelada.

E = epitélio escamoso estratificado; LB = lamina basal; TC = tecido conectivo; P =
papilas; M = mucosa muscular (aparece somente no es6fago).

5.1.2 AVALIACAO DA PERMEABILIDADE DA CARBAMAZEPINA

Tendo em vista as limitagdes relativas a solubilidade, picos plasmaticos
irregulares, metabolismo auto-induzido e problemas de biodisponibilidade, a pesquisa
por rotas alternativas para a administragcdo da CBZ é crescente. Conforme comentado
anteriormente, a mucosa bucal € uma opcao interessante, considerando a

possibilidade de modular a absor¢do da CBZ, mediante utilizagdo de promotores.
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Contrariamente ao AT, para a CBZ, a absorgao sistémica € desejada e todo o
direcionamento das estratégias, na elaboragdo da formulagéo, deve ser para a
observacao deste efeito. Teoricamente, a administracdo da CBZ pela mucosa bucal
evitaria, tanto o metabolismo hepatico de primeira passagem, como melhoraria a
biodisponibilidade. Desta forma, poder-se-ia reduzir a dose terapéutica, diminuindo a
probabilidade de aparecimento de efeitos adversos.

Na pratica, Ikinci et al. (2000) ndo encontraram resultados satisfatorios para a
permeagao da CBZ através das mucosas suinas bucais, quando ela foi veiculada em
formas farmacéuticas sélidas; enquanto que, Giannola et al. (2005), com abordagem
mais detalhada, utilizando experimentos ex vivo (em mucosas suinas bucal) e in vitro
(epitélio oral humano), comprovou o potencial de administracdo da mesma por esta
via, estimulando novos estudos na area.

Para os estudos de permeabilidade da CBZ, através das mucosas suinas bucal
e esofagica (frescas e congeladas), optou-se por utilizar uma solugao do farmaco
(Tmg/mL) em tampao saliva: etanol (80:20), evitando tanto fenémenos de
supersaturagado quanto para manter as condigdes sink. O objetivo deste trabalho nao
era veicular a CBZ em solugbes aquosas para administragdo em mucosa bucal, mas
melhorar a permeabilidade do farmaco nesta mucosa e permitir que o experimento
pudesse ser realizado em curto intervalo de tempo (inferior a 12 h), facilitando os
calculos dos parametros de permeabilidade. Quanto menor o tempo total experimental,
menores sao as chances de comprometimento da viabilidade tecidual e maior a
fidedignidade dos resultados. Além disto, para farmacos com baixa solubilidade e alta
permeabilidade, como a CBZ, a dissolugéo é geralmente a fase limitante da absorgao,
conforme comentado por Welling (1997).

Apds o0s ensaios ex vivo de permeabilidade da CBZ, utilizaram-se duas
metodologias de quantificagdo: CLAE e espectrofotometria na regidao do ultravioleta
(UV/Vis). O objetivo foi correlacionar estas duas metodologias, verificando o potencial
da utilizacdo de uma metodologia mais simples, mais rapida e de menor custo para
estudos de permeabilidade de farmacos com alta permeabilidade (classes | e Il).

A quantificacdo da CBZ por CLAE, realizada apdés os experimentos de
avaliagdo da sua permeabilidade, através das mucosas suinas bucal e esofagica,
frescas e congeladas, gerou cromatogramas, tais como os visualizados nas Figuras 12
e 13. Nota-se que quanto maior o intervalo de tempo considerado, maior a quantidade

de farmaco permeada.
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Figura 12: Cromatogramas referentes a quantidade de carbamazepina permeada, através das
mucosas suinas bucal (A) e esofagica (B), ambas frescas. Cromatogramas referentes a
quantidade de carbamazepina permeada, através das mucosas suinas bucal (A) e esofagica
(B), ambas frescas. Os cromatogramas foram sobrepostos, ordenando-os de forma crescente

em relagéo ao tempo.

Condi¢des cromatograficas: Fase movel: metanol:agua (70:30); Fase fixa: C18 - 150x4,6 mm
(Kromasil®); Detecc¢do: UV (A = 286 nm); Fluxo = 0,7 mL/min.
CBZ = carbamazepina; APZ = alprazolam (padrao interno).
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Figura 13: Cromatogramas referentes a quantidade de carbamazepina permeada, através das
mucosas suinas bucal (A) e esofagica (B), ambas congeladas. Os cromatogramas foram
sobrepostos, ordenando-os de forma crescente em relagéo ao tempo.

Condigbes cromatograficas: Fase movel: metanol:agua (70:30); Fase fixa: C18 - 150x4,6 mm
(Kromasil®); Detecgdo: UV (A = 286 nm); Fluxo = 0,7 mL/min.

CBZ = carbamazepina; APZ = alprazolam (padrao interno); t, = tempo de retengdo médio.

7.5
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Através dos cromatogramas da CLAE, foi possivel calcular as concentragdes
de CBZ no compartimento receptor (considerando-se a equacgao da reta resultante da
construcao de diferentes curvas de calibracdo), realizar os ajustes de diluicao
necessarios, obtendo-se, entdo, o grafico que relaciona a quantidade permeada
(ug/cm?) em funcdo do tempo (h), frente as diferentes condigdes testadas (Figura 14,
A). Este grafico permite visualizar o perfil cinético de difusédo e, a partir dele, calcular
os parametros de permeabilidade.

Este mesmo tratamento dos dados foi realizado com os valores de
absorbancia, resultantes da quantificagao por espectrofotometria de UV, no mesmo

comprimento de onda que o utilizado na detecc¢ao por CLAE (A=286 nm) (Fig. 14, B).
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Figura 14: Cinética de difusdo da carbamazepina, através das mucosas suinas bucal e
esofagica, frescas e congeladas.

Condigdes experimentais: compartimento doador: 0,1% farmaco, tampao saliva: etanol (80:20);
compartimento receptor: tampéao saliva: etanol (80:20).

A) Quantificacdo por CLAE; B) Quantificagao por espectrofotometria na regido do UV.
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A anadlise das cinéticas de difusdo (Figura 14) mostrou um aumento da
quantidade de CBZ permeada com o tempo, com um comportamento de permeacao
mais uniforme na quantificagdo por CLAE. Para CLAE, nos intervalos finais (3,4,5 e
6h), todas as mucosas demonstraram um comportamento estatisticamente semelhante
com relagao a permeacgao do farmaco (p>0,05; SNK), fato néo observado nos estagios
iniciais, em funcdo da ndo constancia dos fluxos nesta faixa. Na quantificagdo por UV,
observou-se que, em quase todos os intervalos de tempo (1,2,3,5,6h), ndo ocorreu
diferenca de permeacado da CBZ entre mucosas bucal e esofagica, bem como entre
tecidos frescos e congelados (p>0,05; SNK). Os maiores desvios-padrdes das
amostras quantificadas por UV pode ser a explicagao para esta metodologia analitica
ter detectado menos diferencas entre as condi¢des testadas.

O perfil cinético da CBZ, obtido por quantificacdo por CLAE, revelou
comportamento linear, mediante calculo dos coeficientes de correlacdo (R?*>0,997),
classificando-o como sendo de ordem zero. Esta avaliagcdo da linearidade
desconsiderou o primeiro intervalo de tempo, considerando apenas o intervalo onde o
estado do fluxo foi constante. Desta forma, pode-se dispensar o modelo de Higuchi,
que relaciona a quantidade permeada com a raiz quadrada do tempo, para o
tratamento dos dados.

No entanto, a analise do perfil cinético da CBZ, obtido por quantificagdo por
espectrofotometria na regiao do UV, nao revelou linearidade para classificar o modelo
cinético como sendo de ordem zero; apresentando pontos dispersos que tornam os
valores dos coeficientes de correlagao inferiores a 0,997. Desta forma, procedeu-se o
tratamento dos dados conforme o modelo de Higuchi. Os coeficientes de correlagéo
obtidos foram inferiores aqueles do modelo cinético de ordem zero, sugerindo que o
modelo de ordem zero seria mais adequado para explicar o comportamento cinético
da CBZ, quando quantificada por espectrofotometria de UV. E preciso ter cautela
durante comparacdes entre os diferentes parametros de permeabilidade, considerando
0 erro associado aos mesmos.

Com relagao aos parametros de permeabilidade (Tabela 1), observou-se que o
tempo de laténcia foi relativamente baixo (inferior a 1,19 h), demonstrando a rapida
difusdo do farmaco através do epitélio e tecido conectivo das mucosas suinas bucal e
esofagica, dispensando outras estratégias de reforco de permeabilidade. A
comparagao entre os tempos de laténcia, resultantes da quantificagdo por CLAE e por
espectrofotometria na regido do UV, demonstrou que as mucosas bucais (frescas e
congeladas), quantificadas por UV, apresentaram menor tempo de laténcia que as
mucosas esofagicas (frescas e congeladas). Quando a mesma mucosa foi comparada,

variando-se apenas a metodologia de quantificagdo, ndo foram observadas diferengas
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estatisticamente significantes entre os tempos de laténcia obtidos (p>0,05; SNK). A
duragéo total dos experimentos (6h) foi quase 6X maior que o maior tempo de laténcia
evidenciado (igual a 1,1853h para mucosa esofagica fresca), aumentando a

confiabilidade dos parametros de permeabilidade calculados.

Tabela 1: Resultados obtidos durante a avaliagcdo da permeabilidade da carbamazepina
0,1% (p/V), através de mucosas suinas bucal e esofagica (frescas e congeladas), apés

quantificagao por CLAE e espectrofotometria na regido do UV (N=4).

Quantificagdo por Mucosa Bucal Elrgf(a:f\osi:a Mucosa Bucal Elrgf(a:f\osi:a
CLAE Fresca Fres%a Congelada Congeglla do
Fluxo (média % dp) 29,203 + 27,1415 + 28,0025 + 27,3117 +
(ug/cm?.h) 2,4491® 1,8788? 0,5268% 1,8687
Tempo de Laténcia 1,0903 + 1,1853 0,7182 + 1,0709 £
(média % dp) (h) 0,128 0,089" 0,071® 0,217
Coeficiente de
permeabilidade 2,92x107 + 2,71x107 + 2,80x107 + 2,73x107 +
(média % dp) 2,45x10°@ 1,87x10°® 5,27x10™*® 1,87x10°@
(cm/h)
Sl GE PO Mucosa Bucal Muc'os_a Mucosa Bucal Muc'os_a
espectrofotometria Esofagica Esofagica
na regiao do UV REEE Fresca CEEEECE Congelado
Fluxo (média % dp) 23,8463 + 21,424 + 22,6785 + 23,2375 +
(ug/cm?.h) 3,8382@ 2,5498® 2,9634@ 1,6864
Tempo de Laténcia 0,4361 % 0,7002 0,4355 % 0,6449 +
(média % dp) (h) 0,005@ 0,127® 0,2749 0,287
Coeficiente de
permeabilidade 2,38x107 + 2,14x107 + 2,27x107 + 2,32x107 +
(média £ dp) 3,83x107%@ 2,55x10°%@ 2,96x10°@ 1,69x107°@
(cm/h)

Utilizou-se os testes ANOVA e SNK; valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente
significantes. Letras iguais indicam que nao ha diferencas estatisticas significantes entre as
médias. Cada parametro de permeabilidade foi analisado separadamente.

Com relagao aos valores de fluxo (J) e coeficientes de permeabilidade (P)
(Tabela 1), ndo foram observadas diferengcas estatisticas significantes entre as
diferentes condig¢des testadas (p>0,05; SNK). O fluxo da CBZ, na mucosa suina bucal,
foi maior (cerca de 1,5X) que o encontrado por Giannola e colaboradores (2005), em
seus estudos de permeabilidade da CBZ, através da mucosa suina bucal. Isto poderia
estar relacionado tanto com o efeito reforgador do etanol, quanto com a maior
quantidade de farmaco da solugao doadora dos nossos experimentos (1 mg/mL versus
0,4 mg/mL). No entanto, o coeficiente de permeabilidade foi menor (cerca de 1,5 vezes
menor) pois, conforme visto anteriormente, o célculo do mesmo inclui a concentragéo
inicial de farmaco no compartimento doador. Esta diferenca pode ser explicada com

base no tipo de membrana utilizada, considerando que o fluxo € menor quanto maior



51

forem as barreiras limitantes para a passagem do farmaco. Estes autores utilizaram
apenas o tecido epitelial, retirando tecido conectivo e gorduroso, diferentemente do
nosso estudo que incluiu o tecido conectivo. Desta forma, este tecido também poderia
atuar como barreira limitante para a passagem do farmaco, reduzindo o fluxo da CBZ.
Adicionalmente, Nicolazzo e colaboradores (2003) também observaram que a
presencga do tecido conectivo reduzia significativamente a permeabilidade da cafeina e
do estradiol. Além disto, eles observaram maior tempo de laténcia, considerando o
aumento do percurso difusional até a solugao receptora. Considerando que o objetivo
dos estudos de permeabilidade ex vivo € mimetizar as condigbes in vivo, a utilizacao
do tecido conectivo € de suma importancia, permitindo maior correlagéo entres estes
dados.

Outra caracteristica avaliada, ndo explorada para a CBZ, e muito importante
para estudos de comparagcao da permeabilidade entre mucosas bucal e esofagica
(frescas e congeladas), foi a retengdo do farmaco nestas mucosas. Tal avaliagao
adquire maior relevancia quando se considera o estudo de Squier e colaboradores
(1999), que demonstrou a capacidade da mucosa bucal de atuar como reservatorio de
farmacos.

A Figura 15 mostra as quantidades retidas de CBZ por grama de tecido, nas

diferentes condicdes testadas.
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Mucosa bucal Mucosaesofagica Mucosabucal Mucosa esofagica
fresca fresca congelada congelada

B Espectrofotometria na regiao do UV
B Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Figura 15: Quantidades retidas (ug de carbamazepina/g de mucosa) nas mucosas suinas
bucal e esofagica, frescas e congeladas, através de duas metodologias de quantificagdo (N=4).
Diferencas foram consideradas significativas entre os diferentes tratamentos quando p<0,05
(ANOVA; SNK). Letras iguais indicam que ndo ha diferenca estatistica significante entre as
médias.
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As mucosas suinas esofagica e bucal ndo demonstraram diferengas
estatisticas significantes, quanto a capacidade de retengao de farmaco (p<0,05; SNK),
quando comparadas entre si. No entanto, as mucosas congeladas, independente da
origem, demonstraram maior capacidade de retengdo que as mucosas frescas
(p<0,05; SNK). As duas metodologias analiticas utilizadas para a quantificagdo da
CBZ retida nas mucosas demonstraram resultados estatisticamente semelhantes
(p<0,05; SNK). Esta maior capacidade de retencao das mucosas congeladas pode ser
explicada quando sao considerados os dados obtidos na avaliagcao histolégica. Nesta
avaliagdo, foi demonstrada a presenca de vacuolos nas mucosas, provavelmente
associada a formagao extracelular de cristais de gelo, durante o processo de
congelamento. A formacao destes cristais parece ndao comprometer as propriedades
de barreira das mucosas bucal e esofagica, considerando-se que os valores de fluxo
nao foram alterados, comparativamente, aqueles das mucosas frescas. No entanto,
observou-se um aumento da retentividade, provavelmente devido ao aciumulo da CBZ
nestes vacuolos.

Considerando-se as semelhancas dos perfis cinéticos de difusdo da CBZ,
através das diferentes mucosas, bem como sua maior capacidade de retengdo nos
tecidos congelados, acreditava-se que, no calculo de balango final da massa (Figura
16), os experimentos com tecidos congelados mostrariam menores quantidades da
CBZ nas solugdes doadoras. No entanto, observou-se que, as quantidades do farmaco
nos compartimentos doadores, foram semelhantes em todos os experimentos (p>0,05;
SNK). Os altos desvios-padrées, associados as quantidades médias de farmaco
presentes nas solugdes doadoras, poderiam explicar esta semelhanca estatistica entre
as diferentes condigdes avaliadas.

Informagdes sobre a quantidade inicial de farmaco adicionada no
compartimento doador, a quantidade final presente nas solugbes doadora e receptora,
e a quantidade retida nas diferentes mucosas permitem calcular os percentuais de
recuperacao e de perdas experimentais, através do balango final de massa (Figura
16). Na quantificagdo por CLAE, os percentuais de recuperagao variaram entre 91,5 e
93,7%; enquanto que, por espectrofometria de UV, os percentuais variaram de 84,8 a
90,1%. A diferenca entre o percentual de recuperacao e o percentual total tedrico (sem
perdas = 100%) corresponde ao percentual de perdas. Estas perdas podem ser
resultantes, tanto da adsorgéo de CBZ nas paredes dos compartimentos da cAmara de
Franz, quanto da difusdo por rotas indesejadas (ex.: excesso de membrana disposta
lateralmente a area de difusédo), ou ainda, podem ser decorrentes da degradagéo do
farmaco pelas enzimas das mucosas bucal e esofagica. Os percentuais de perdas da

CBZ variaram entre 6,3 a 8,5%, quando se utilizou CLAE, e entre 9,9 a 15,2%, quando
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se utilizou espectrofotometria de UV. De forma geral, observou-se que, a

espectrofotometria no UV produziu maior variagdo nas estimativas de perdas e de

recuperacgao.
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Figura 16: Balango da massa final da carbamazepina, apés sua quantificagdo por CLAE (A) ou
espectrofotometria na regido do UV (B). A quantidade total inicial da CBZ adicionada no
compartimento doador foi de 2000 pg (1mg/mL).

Resumindo, os resultados obtidos demonstraram que mucosas esofagicas
podem substituir as bucais nos estudos de permeabilidade ex vivo da CBZ, enquanto
que os tecidos congelados podem substituir os frescos apenas nos estudos em que a
avaliagdo da retencdo da CBZ nado é desejada, tendo em vista as diferencas
encontradas entre estes tecidos quando da avaliagdo da mesma. Quanto a
comparagao entre as metodologias de quantificagdo, CLAE e espectrofotometria no
UV, esta ultima pode ser utilizada nos estudos ex vivo de permeabilidade da CBZ, pois
os dados obtidos, particularmente os parametros de permeabilidade, ndo foram
estatisticamente diferentes entre estas duas técnicas. Aconselha-se um maior nimero

de repeticdes dos experimentos de permeabilidade, quando da quantificacdo por
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espectrofotometria por UV, para facilitar a deteccdo de diferencas entre diferentes

condic¢des testadas, bem como reduzir os desvios-padrbes associados as médias.

5.1.3 AVALIGAO DA PERMEABILIDADE DO ACETONIDO DE TRIANCINOLONA

Anteriormente a realizagdo dos experimentos, as condicdes dos mesmos foram
definidas com base na literatura. Mesmo que o AT seja utilizado, convencionalmente,
em sistemas mucoadesivos para tratamento local de patologias, neste trabalho,
objetivou-se otimizar a absor¢cdo do mesmo, através da utilizacdo de agentes de
solubilizagdo, para que os parametros de permeabilidade (fluxo, coeficiente de
permeabilidade e tempo de laténcia) pudessem ser estimados com maior
confiabilidade. Na auséncia de promotores, as quantidades de AT permeada
(compartimento receptor) sdao pequenas e proximas aos limites de quantificacao
(NICOLAZZO; REED; FINNIN, 2005), o que exige a avaliagdo conjunta de outros
parametros, como retencao e desaparecimento de farmaco do compartimento doador,
para que as discussdes se tornem mais representativas, particularmente nas situagdes
de desenvolvimento de formulagbes. Como este trabalho visava facilitar aspectos
experimentais, a estratégia de utilizacdo de promotores mostrou ser mais viavel.

A otimizagdo da permeabilidade do AT exigiu varias etapas, onde foram
testados diferentes promotores, mas apenas as mais relevantes sdo apresentadas
nesta dissertacdo. A Figura 17 resume as condigbes experimentais de cada etapa,
algumas limitagdes, direcionamentos e os principais resultados obtidos.

Em todos os experimentos, o AT foi veiculado em solugdes, visando eliminar a
etapa de liberagédo do componente ativo, comum em formas farmacéuticas solidas (no
caso, comprimidos mucoadesivos), reduzindo o tempo de duragao dos experimentos.

Diferentes promotores quimicos de permeabilidade, tais como dodecil sulfato
de sodio (SDS), dimetilsulfoxido (DMSO) e etanol foram testados e a escolha das
concentragdes considerou aspectos da solubilidade do farmaco, bem como relatos de
toxicidade destes promotores. A utilizacdo do SDS, com este propésito, € bastante
antiga e, segundo Scheuplein e Ross (1970), os surfactantes anibnicos sdo mais
efetivos que os catidnicos ou ndo-ibnicos, justificando sua escolha neste trabalho. Ja o
DMSO, um solvente dipolar, miscivel em agua e solventes organicos, € utilizado pela
sua capacidade de acelerar a permeacdao de compostos, tais como esterdides,
salicilatos e antimicoticos (JANTHARAPRAPAP; STAGNI, 2007), mediante
modificagdes do conteudo lipidico da membrana celular. Segundo Prista, Bahia e Pilar
(1992), este aumento da permeabilidade, nas concentragbes de 2 a 20%, é reversivel

e desaparece ao final de trés horas, demonstrando que a desorganizagao do conteudo
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lipidico n&o é permanente. Embora a semelhanca estrutural do AT com os esterdides
sugerisse que este promotor seria adequado para melhorar a absor¢cdo do AT, os
resultados ndo foram satisfatérios, estimulando a pesquisa por outros promotores,
tendo em vista que, a elevacdo da concentragdo do mesmo, resultaria em problemas
de toxicidade celular, além de limitagdes analiticas (redugao da vida util da coluna de
separagao). Neste sentido, o etanol foi utilizado como substituto do DMSO, eliminando
os problemas citados acima, com a vantagem de melhorar a permeacao do AT de

forma significativa, fato comprovado experimentalmente.

Obijetivo: verificar a variacao dos parametros de permeabilidade com diferentes
concentragdes de AT.

Condicdes experimentais:

Compartimento doador: 0,1 ou 1% AT + 0,1% SDS + 5% DMSO (em tampé&o saliva)
Compartimento inferior: tampao saliva

Tecidos: mucosas suinas bucal e esofagica, frescas e congeladas
Limitacdes: o estabelecimento de condi¢des sink foi desconsiderado. Etapa 1
Resultados: baixa influéncia da concentragdo no aumento da permeabilidade,

nestas condi¢gdes. O DMSO nao contribuiu, para melhora significativa da absorgéo
do AT.

Substituicdo do DMSO Estabelecimento de condigdes sink

Obijetivo: avaliar o efeito da adi¢do de diferentes concentragdes de etanol nos
parametros de permeabilidade

Condicdes experimentais:

Compartimento doador: 1% AT + 0,1% SDS + 30 ou 50% de etanol (em tamp&o
saliva)

Compartimento inferior: apenas tampéo saliva ou tampéo saliva + 30 ou 50% de
etanol

Tecidos: mucosas suinas bucal e esofagica, apenas congeladas Etapa 2
Resultados: o efeito promotor da combinagdo SDS + etanol foi superior ao da

combinagéo SDS + DMSO. A mistura tampé&o saliva: etanol (50:50), nos
compartimentos doador e receptor, resultou em valores de fluxos e coeficientes de
permeabilidade mais elevados e a absor¢ao do AT foi otimizada.

Utilizagcao do etanol como promotor

Objetivo: avaliar a permeabilidade do AT
Condicdes experimentais:
Compartimento doador: 0,1% AT + 0,1% SDS + 50% de etanol (em tamp&o saliva)

Compartimento inferior: apenas tampao saliva ou tamp&o saliva + 30 ou 50%
de etanol Etapa 3

Tecidos: mucosas suinas bucal e esofagica, frescas e congeladas

Resultados: mucosas bucal e esofagica congeladas podem substituir as frescas em
experimentos de permeabilidade com AT. As mucosas esofagicas demonstraram
maior permeabilidade. para o AT. aue as bucais.

Figura 17: Fluxograma das principais etapas experimentais referente a avaliacdo da
permeabilidade ex vivo do AT, através das mucosas bucais e esofagicas, visando a otimizagéo
das condi¢bes experimentais.
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Na primeira etapa experimental, optou-se por testar a permeabilidade do AT
nas concentragdes de 0,1% (p/V), conforme os estudos de Shin e Kim (2000), e de 1%
(p/V). Em situagdes em que o farmaco é€ lipofilico e, preferencialmente, transportado
por sistemas de difusdao passiva, como no caso do AT, variagdes de concentragdo do
farmaco, no compartimento doador, sdo interessantes, pois um aumento desta
concentragao poderia potencialmente provocar aumento da permeabilidade (SHOJAEI
et al., 1998). Este tipo de abordagem, relacionado a elevagdao da concentragao do
farmaco, nado muito frequente, pode ser utilizado quando se deseja reduzir a
concentracao dos promotores quimicos utilizados, ou até mesmo, elimina-los.

A avaliagao da permeabilidade do AT, nas mucosas bucal e esofagica suinas,
frescas e congeladas, incluiu tanto a analise do perfil de permeabilidade (quantidade
permeada x tempo; Figura 18), quanto o calculo dos parametros de permeabilidade:
[fluxo (J; pg/cm?h), coeficiente de permeabilidade (P; cm/h) e tempo de laténcia (Lr;
h)] (Tab. 2 e 3).
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Figura 18: Avaliagdo da permeabilidade do acetonido de triancinolona, através das mucosas
suinas bucal e esofagica, frescas e congeladas. Compartimento doador: 0,1% AT (A) ou 1% AT
(B); 0,1% SDS; 5% DMSO. Compartimento receptor: tampéo saliva. (N=3)
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A analise dos perfis de difusdo do AT (Figura 18) demonstrou que a quantidade
de farmaco permeada (compartimento receptor), aumentou com o tempo. No(s)
primeiro(s) intervalo(s), anterior(es) ao tempo de laténcia, € comum a n&o
diferenciacdo entre as condigcdes testadas, em fungdo da auséncia ou baixa
permeabilidade. Isto reforca a idéia de que a duragdo dos experimentos deve ser
superior a 3X o tempo de laténcia (SHAH, 1993), uma vez que, se houver diferengas
entre as condicbes testadas, elas poderao ser evidenciadas apdés o calculo dos
parametros de permeabilidade (que consideram todo o perfil de difusdo) e o
tratamento estatistico.

Quando foram considerados os valores de fluxo (J), nos experimentos com AT
a 0,1% (p/V) (Tab. 2), ndo houve diferencas estatisticas significativas entre tecidos
frescos e congelados; no entanto, a mucosa esofagica demonstrou maior
permeabilidade (p<0,05; SNK). Nos experimentos utilizando AT a 1% (p/V) (Tab. 3),
todos os valores de fluxo foram estatisticamente iguais (p>0,05; SNK), tanto nos
tecidos frescos quanto congelados e entre as diferentes mucosas. O tempo de laténcia
do AT, de todas as condigbes testadas (Tab. 2 e 3), situou-se entre 3 e 4 h,
demonstrando baixa permeabilidade do farmaco, mesmo na presenca dos promotores
de permeabilidade testados (0,1% SDS e 5% DMSO), o que exigiu a adogao de outras
estratégias de promogao mais efetivas.

Com relagao ao coeficiente de permeabilidade (P), esperava-se uma elevagao
dos mesmos com o aumento da concentragcdo do AT no compartimento doador, tendo
em vista que o farmaco é transportado passivamente através das mucosas. No
entanto, mesmo com pequeno aumento do fluxo (J), em muitos casos, observou-se a
redugéo dos coeficientes de permeabilidade nestes experimentos com 1% (p/V) de AT,
particularmente, naqueles que utilizavam mucosas esofagicas (frescas e congeladas).
Como o compartimento receptor era constituido por solugdo tampéo saliva e o farmaco
€ pouco soluvel nestas condigbes, acredita-se que este baixo coeficiente de
permeabilidade, obtido mesmo na maior concentracao do AT (1%, p/V), relaciona-se a
limitacbes de solubilidade e ao ndo atendimento das condi¢des sink. Outra explicagao
para este menor coeficiente de permeabilidade, em concentragdes mais elevadas,
seria a possibilidade de recristalizacdo do farmaco, fenébmeno comum com farmacos
altamente lipofilicos e em condicdes de supersaturagao, como descrito por Moser et al.
(2001b). Quando os promotores quimicos provocam irritagdo em mucosas ou pele, o
fenbmeno de supersaturagcdo pode ser utilizado para aumentar a atividade
termodindmica do farmaco na formulagcdo e, consequentemente, aumentar a

permeabilidade. No entanto, este fendmeno pode levar a recristalizagao do farmaco e,
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muitas vezes, ha necessidade de se adicionar polimeros para retardar esta cinética de

recristalizacao, fato desconsiderado neste trabalho.

Tabela 2: Resultados obtidos durante a avaliagédo da permeabilidade do Acetonido de
Triancinolona 0,1% (p/V), através de mucosas suinas bucal e esofagica (frescas e congeladas)
(N=3).

Parametros Mucosa Bucal Mucosa Esofagica Mucosa Bucal Mucosa Esofagica
avaliados Fresca Fresca Congelada Congelada
Fluxo (média * 0,0399 + (b) 0,0678 + (b)
dp) (ugicm2h) 0.0004@ 0,2916 + 0,0542 0.0004@ 0,3325 + 0,0254

Tempo de
laténcia (média g'gzz:gai 3,9100 + 0,0369" g'gggj(é', 3,4818 + 0,1515®
+ dp) (h) ’ :
tdp) (
Coeficiente de
permeabilidade 3,99x107 + 2,916x10™ + 6,678x10™ + 3,325x10™ +
(média % dp) 4x107@ 5,542x10™°® 4x107@ 2,54x10°®

(cm/h)

Utilizou-se os testes ANOVA e SNK; valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente
significantes. Letras iguais indicam que ndo ha diferengas estatisticas significantes entre as médias.
Cada parametro de permeabilidade foi analisado separadamente.

Tabela 3: Resultados obtidos durante a avaliagao da permeabilidade do Acetonido de
Triancinolona 1% (p/V) através de mucosas suinas bucal e esofagica (frescas e congeladas) (N=3).

Parametros Mucosa Bucal Mucosa Esofagica Mucosa Bucal Mucosa Esofagica
avaliados Fresca Fresca Congelada Congelada
Fluxo (média * 0,0641 + @) 0,1041 @
dp) (ug/cm?.h) 0.0273@ 0,0697 + 0,0432 0.0583@ 0,0724 + 0,0395

Tempo de
laténcia (média g’ggg&) 3,7463 + 0,3407® g’gfgg&) 3,4727 + 0,5161%
*dp) (h ’ ’
tdp) (h)
Coeficiente de
permeabilidade 6,41x10™ + 6,97x10™ + 1,041x10™ + 7,24x10™ +
(média % dp) 2,73x10°@ 4,32x10°® 5,83x10°@ 3,95x10°®
(cm/h)

Utilizou-se os testes ANOVA e SNK; valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente
significantes. Letras iguais indicam que nao ha diferencas estatisticas significantes entre as médias.
Cada parametro de permeabilidade foi analisado separadamente.

Através dos resultados obtidos, pdde-se determinar o modelo de cinética de
difusdo do AT empregando-se regressao linear, pelo método dos minimos quadrados,
para a AT (ug/cm?) em fungdo do tempo (h) (modelo de cinética de ordem zero) e em
fungdo de raiz quadrada do tempo (t"?) (modelo de cinética segundo Higuchi) (KALIA;
GUY, 2001).

Segundo Shah e colaboradores (1994), aceita-se como valor de coeficiente de

correlagdo adequado, na determinagcao do modelo de cinética, aquele igual ou superior
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a 0,997. A maior parte das repeticdes apresentou como modelo de cinética para a
liberagdo do AT o de ordem zero, com coeficiente de correlagcdo superior a 0,997.
Apenas o intervalo linear, superior ao tempo de laténcia, foi considerado para o calculo
do R? (dados ndo mostrados). Shah (1993) relatou que a duragdo total do experimento
deve ser superior a 3X o tempo de laténcia, para que os valores de fluxo sejam mais
representativos, sem que sejam sub ou superestimados. No entanto, este requisito
nao foi respeitado nestes experimentos, agregando erro aos valores de fluxo obtidos.

Em sintese, nesta primeira etapa experimental, ndo se observou uma influéncia
significativa da concentragdo do AT no aumento da sua permeabilidade, com
resultados bastante inconsistentes. A combinagdo dos promotores quimicos DMSO
(5%, viv) e SDS (0,1%, p/v) foi pouco efetiva para a melhoria da permeabilidade,
considerando-se o0s baixos valores de fluxo e o longo tempo de laténcia,
comparativamente, aos experimentos realizados preliminarmente (dados nao
mostrados).

Aspectos como a baixa permeabilidade do farmaco, o nao estabelecimento da
condigao sink e a baixa solubilidade do farmaco estimularam a realizagédo de novos
experimentos (Etapa 2), priorizando estas questdes. O objetivo foi reduzir o tempo de
laténcia e aumentar os valores de fluxos e dos coeficientes de permeabilidade. Assim
sendo, optou-se pela utilizagcdo de estratégias de promog¢do mais efetivas, que
possibilitassem incrementos de permeabilidade (com redug¢ao do tempo de laténcia) e
solubilidade. Nesta perspectiva, o etanol é considerado um promotor promissor, pois
além de efeitos diretos na permeabilidade da pele e mucosas, ele também facilita a
solubilizacdo de outros promotores, amplificando o efeito de modulacdo lipidica
(BERNER; LIU, 1995). Optou-se por utilizar duas concentragées de etanol (30 e 50%)
com base no trabalho de Sznitowska (1996), que mostrou melhor efeito promotor, na
pele, em concentragdes entre 25 e 50%.

Para testar a efetividade do etanol como promotor de permeabilidade do AT,
sinergicamente ao efeito do promotor SDS (0,1%, p/v), diferentes propor¢cdes de etanol
foram testadas (30 e 50%, v/v). Tendo em vista o grande estoque de mucosas
congeladas, bem como o propésito desta etapa em testar o efeito promotor do etanol,
para otimizar as condi¢cdes experimentais, optou-se pela utilizagdo somente de tecidos
congelados, sem necessidade de deslocamento ao abatedouro. O Quadro 5 resume o

delineamento experimental e os resultados obtidos.
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Quadro 5: Resumo do delineamento experimental (composi¢ao das solugbes dos compartimentos superior e inferior) e dos principais resultados obtidos para os

pardmetros de permeabilidade: fluxo (J), tempo de laténcia (T.) e coeficiente de permeabilidade.

H

Delineamento

A

B

C

D

E

F

G

1% farmaco

1% farmaco

Compartimento
superior
V=2mL

1% farmaco
30% etanol
0,1% SDS

1% farmaco
50% etanol
0,1% SDS

1% farmaco
30% etanol
0,1% SDS

1% farmaco
50% etanol
0,1% SDS

1% farmaco
30% etanol
0,1% SDS

1% farmaco
50% etanol
0,1% SDS

30% etanol
0,1% SDS

50% etanol
0,1% SDS

Etanol: tampao

Etanol: tampéao

Tampéo saliva

Tampéao saliva

CorT}E?er::(r;ento Etanol: tampdo | Etanol: tampdo Tampéo saliva | Tampé&o saliva
V=10 mL saliva (50:50) saliva (50:50) saliva (50:50) saliva (50:50)
Mucosa Mucosa Mucosa Mucosa Mucosa Mucosa Mucosa Mucosa
Tecido bucal bucal bucal bucal esofagica esofagica esofagica esofagica
congelada congelada congelada congelada congelada congelada congelada congelada
Resultados — Parametros de Permeabilidade (fluxo, coeficiente de permeabilidade, tempo de laténcia); (N=1).
Fluxo (J) 42,265 77,961 3,8353 10,046 45,556 107,11 0,4413 0,3454
(ug/em®.h)
Tempo de 1,09173 0,56923 1,24454 0,36873 1,18397 0,83675 0,05937 0,56688
laténcia (T,) (h)
Coeficiente de
Permeabilidade 4,23x10” 7,796x107 3,84x10° 1,005x107 4,56x107 1,07x10" 4,413x10™ 3,454x10™
(P) (cm/h)
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Quando da analise dos valores obtidos, relativos aos parametros de
permeabilidade, notou-se que o tempo de laténcia teve redugao significativa (cerca de
3 a 4X), em relagao aos experimentos anteriores. Quanto maior a proporgao de etanol,
no compartimento doador, notou-se que menor é o tempo de laténcia, pois melhor é o
particionamento do farmaco nas mucosas bucal e esofagica. A duragao total do
experimento foi maior que 3X o tempo de laténcia, requisito este a ser cumprido,
segundo Shah e colaboradores (1993), para que os valores de fluxo e outros
parametros de permeabilidade possam ser calculados com maior confiabilidade.

Com relagao aos valores de fluxo, observou-se um aumento dos mesmos com
0 aumento da proporg¢ao de etanol, com exceg¢ao da condicido H.

Na mucosa bucal, o aumento da propor¢cado de etanol de 30 para 50%, no
compartimento doador, aumentou o valor de fluxo em 1,84X, quando o compartimento
receptor continha etanol: tampéao saliva (50:50) e em 2,61X, quando era somente
tampao saliva.

Na mucosa esofagica, este mesmo aumento da propor¢do de etanol, no
compartimento doador, promoveu um aumento do fluxo em 2,35X, quando o meio
receptor foi etanol: tampao saliva (50:50), porém, reduziu em 1,28X quando o
compartimento receptor continha apenas tampéao saliva. Isto demonstra que o etanol
teve um papel reforcador da permeabilidade do AT, quando utilizado em
concentragdes elevadas (30 e 50% V/V), comparando-se com as situagdes anteriores.
No entanto, a condicdo sink deve ser considerada para que, muitas vezes, este efeito
promotor ndo seja perdido (considerar condicdo H em que o meio receptor foi
constituido apenas por tampao saliva).

As cinéticas de difusdo que relacionam a quantidade permeada do farmaco
(ug/cm?) em fungdo do tempo (h), em condigdes nas quais o meio receptor era
constituido por tampéao saliva ou por uma mistura deste tampao com etanol (50%),
permitem visualizar a importancia da manutencéo da condic&o sink nestes estudos de

permeabilidade ex vivo (Figura 19).
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Figura 19: Cinéticas de difusdo do acetonido de triancinolona (1% p/V), através das mucosas suinas bucal (A,B,C,D) e esofagica (E,F,G,H), ambas
congeladas (N=1). As letras (A,B,C,D,E,F,G,H) representam as diferentes condi¢gdes experimentais, conforme consta no Quadro 5.

EtOH = etanol; SDS = dodecil sulfato de sédio.
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O modelo cinético de ordem zero foi preponderante nas situacdes testadas,
sendo que apenas os intervalos lineares foram considerados para o calculo dos
coeficientes de correlagdo. Os coeficientes de correlagdo apresentaram valores
superiores a 0,997, com exce¢do das condicdes G e H. No entanto, para essas
condigdes, quando foi plotada a quantidade permeada (ug/cm?) versus raiz quadrada
do tempo (h'), os valores dos coeficientes de correlagdo obtidos foram inferiores
(R?=0,9648 para G; R?=0,9765 para H) ao obtido com o modelo cinético de ordem zero
(R?=0,9933 para G; R?=0,9879 para H) sugerindo que, este ultimo modelo, é mais
representativo para estes casos. Novos experimentos poderiam esclarecer esta
duvida, considerando que foi realizada apenas uma repeticdo de cada condig¢ao.

A combinagao dos promotores quimicos etanol (30 e 50% V/V) e SDS (0,1%
p/V) demonstrou maior eficacia, comparativamente a combinagdo DMSO (5% V/V) e
SDS (0,1% p/V) (Figura 19) na progressao da permeabilidade do AT. Considerando
aspectos de citotoxicidade, o etanol pode ser utilizado com maior seguranga, em
concentragcdes mais elevadas do que as de DMSO, optando-se entdo pela utilizacao
do primeiro nos experimentos subsequentes (Etapa 3, Figura 17).

Tendo sido comprovados a baixa influéncia da concentragdo no aumento da
permeacgao do AT (Etapa 1, Figura 17) e o potencial promotor do etanol (Etapa 2,
Figura 17), definiu-se como condi¢gdes experimentais da etapa 3: compartimento
superior (0,1% farmaco; 0,1% SDS; tampao saliva: etanol — 50:50) e compartimento
inferior (tamp&o saliva: etanol — 50:50). Com estes experimentos, objetivou-se
determinar se a mucosa esofagica poderia substituir a mucosa bucal em experimentos
de permeabilidade, tendo em vista as vantagens ja citadas, e se o congelamento dos
tecidos provocaria alteragdes nos parametros de permeabilidade.

As cinéticas de difusdo do AT (Figura 20) mostraram um aumento da
permeabilidade com o tempo. Notou-se que, nos intervalos iniciais (1,2,3 e 4h),
apenas as mucosas bucais frescas e congeladas permearam a mesma quantidade de
farmaco no compartimento receptor (p>0,05; SNK), com maior quantidade permeada
no caso do es6fago congelado. Nos intervalos finais (5 e 6h), o AT mostrou
comportamentos semelhantes (p>0,05; SNK) entre tecidos frescos e congelados,
sendo superior através da mucosa esofagica (fresca e congelada), visivel no grafico.
Esta analise fragmentada, comparando-se as diferentes mucosas em cada tempo
isolado, torna as discussdes ndo conclusivas. Assim, todo o perfil cinético de difusao
pode ser resumido em variaveis, os parametros de permeabilidade, que tornaram

estas discussbes mais objetivas e representativas.



64

150 -
© —e— Bochecha Fresca
g ---0--- Bochecha Congelada
(] 120 —a— Esoéfago Fresco
g - ---O0- - - Es6fago Congelado
ag 90
0o L
T O
N —
3 3 60
€
S 30
S
(e

0
1 2 3 4 5 6
Tempo (h)

Figura 20: Cinéticas de difusdo do acetonido de triancinolona, através das mucosas suinas
bucal e esofagica, frescas e congeladas. Condi¢gbes experimentais: compartimento doador:
0,1% farmaco; 0,1% SDS; 50% EtOH. Compartimento receptor: tampéao saliva: etanol (50:50)
(N=4).

Os perfis cinéticos de difusdo do AT (Figura 20) demonstraram a prevaléncia
do modelo cinético de ordem zero. Nas situagbes em que o tempo de laténcia foi
inferior ao primeiro tempo de coleta (1h), todos os pontos foram considerados para
analise do perfil cinético e do calculo do coeficiente de correlagido. Nas demais
situagcbes, os primeiros intervalos de tempo foram desconsiderados e apenas o
intervalo linear (onde o estado de fluxo foi constante) foi considerado para que o
coeficiente de correlagdo alcangasse o valor esperado (acima de 0,997), bem como
para os calculos dos parametros de permeabilidade.

Para farmacos lipofilicos, como o AT, frequentemente observa-se um
desaparecimento bioexponencial dos farmacos da cavidade oral (KUROSAKI; YANO;
KIMURA, 1997), sugerindo rapida permeabilidade do farmaco por particionamento
através do epitélio bucal, seguida de retengao tecidual e baixa transferéncia para a
circulagao sistémica (HO; 1993). Este comportamento também foi observado por
Nicolazzo e colaboradores (2005), quando a taxa de desaparecimento do AT do
compartimento doador foi cerca de 18,8X maior que a taxa de aparecimento no
compartimento receptor, indicando alta retengdo ou estocagem do farmaco na
mucosa, ou ainda, perda de farmaco nas paredes dos compartimentos.

A adicdo do etanol, neste estudo, contribuiu para aumentar a taxa de
transferéncia do AT das camadas subjacentes ao epitélio para a via sistémica,
considerando-se a reduc¢ao do tempo de laténcia (entre 0,65 e 1,29h — Tab. 4), em

relagdo aos experimentos anteriores.
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Tabela 4: Resultados obtidos durante a avaliagao da permeabilidade do acetonido de
triancinolona 0,1% (p/V), através de mucosas suinas bucal e esofagica (frescas e congeladas)
(N=4).

Parametros Mucosa Bucal Mucosa Mucosa Bucal Muc’os_a
. - Esofagica
avaliados Fresca Esofagica Fresca Congelada
Congelada
a4
Z':;‘&I;r;::fﬁ'éah)‘ oaod 23840£30147% 10907 24757402871
Tempo de
(m';a;fa“f'gp) 01'12:;0(’-;) 1131+ 0,1277@ 01'02790685, 0,6529 + 0,1599®
(h)
Coeficiente de
permeabilidade  1,08x1072+ 2,384x107° + 1,34x102 + 2,4757x107 +
(média £ dp) 1,484x107°@ 3,015x10™® 1,7099x107°@ 2,871x10*®

(cm/h)

Utilizou-se os testes ANOVA e SNK; valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente
significantes. Letras iguais indicam que n&o ha diferencgas estatisticas significantes entre as
médias. Cada parametro de permeabilidade foi analisado separadamente.

Com relagado aos valores de fluxo (Tab. 4), embora se tenha observado um
pequeno aumento na permeabilidade dos tecidos congelados, este aumento nao foi
considerado significativo (p<0,05; SNK). O congelamento provocou pequenos danos
teciduais, porém eles nao afetaram as propriedades de barreira das mucosas, no caso
do AT, nas condi¢cdes experimentais testadas, possibilitando a utilizacdo de tecidos
congelados em substituicio aos frescos.

Esta mesma comparagao entre mucosa bucal suina fresca e congelada foi
realizada por Van Eky (2006). Neste estudo, um dos farmacos utilizados foi o 17-p-
estradiol, que possui caracteristicas fisico-quimicas e estruturais similares as do AT. A
anadlise da curva, que relaciona a quantidade permeada de farmaco em fungao do
tempo, nao mostrou diferengas entre tecidos frescos e congelados. Mesmo com um
tempo experimental relativamente alto de 24 h, ndo ocorreu constancia no estado de
fluxo. A média estimada para o fluxo do 17-B-estradiol, através da mucosa bucal suina,
foi 24% maior no tecido congelado em relagao ao tecido fresco.

Outro estudo mais elaborado, também com o estradiol, realizado por Nicolazzo
e colaboradores (2003), avaliou o efeito do congelamento do epitélio e da mucosa
bucal (epitélio + tecido conectivo) suinos na permeabilidade. Nao foi possivel calcular
o fluxo do estradiol, quando os estudos de permeabilidade foram conduzidos com a
mucosa bucal, mas a analise da quantidade permeada demonstrou semelhancga entre
os dois tratamentos: fresco e congelado. Com o epitélio, teoricamente mais permeavel
que a mucosa bucal, em fun¢ao da redu¢ao do caminho difusional, o0 armazenamento

do mesmo a -20°C, por um més, ndo afetou os valores de fluxo e da quantidade
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permeada de estradiol, também sugerindo que os tecidos congelados podem substituir
os frescos considerando esta mesma abordagem experimental.

Quando se compararam os valores de fluxo do AT, entre as mucosas suinas
bucal e esofagica (Tabela 4), detectou-se diferengas estatisticas significativas entre
elas (p<0,05; SNK). A mucosa esofagica fresca apresentou um valor de fluxo 2,2X
maior que o da mucosa bucal fresca. A mucosa esofagica congelada demonstrou um
valor fluxo 1,84X maior que o da mucosa bucal congelada. Esta mesma analise
comparativa foi realizada por Consuelo e colaboradores (2005b), utilizando o citrato de
fentanil (CF). Os valores de fluxo e as cinéticas de difusdo foram similares para ambas
as mucosas. Em outro estudo realizado por este mesmo grupo (CONSUELO et al.,
2005a), foram comparados os perfis lipidicos das mucosas suinas esofagica e bucal e
poucas diferencas foram encontradas entre ambas. No entanto, os autores afirmaram
que uma das limitagdes de seus estudos foi a utilizagdo de um unico modelo de
farmaco para avaliar diferentes condigoes.

Assim sendo, acredita-se que as caracteristicas fisico-quimicas diferenciadas
entre estes dois farmacos (AT e CF) expliquem tais comportamentos divergentes. O
citrato de fentanil € um farmaco potencialmente ionizavel e, desta forma, segue pela
via paracelular (SQUIER; HALL, 1985), diferentemente do AT que é fracamente
ionizavel. Outra explicacao, de carater especulativo, poderia ser a existéncia de um
sistema enzimatico diferenciado nestas mucosas. No caso do AT, ocorreria maior
degradacdo na mucosa bucal e isto explicaria a menor permeabilidade ou valor de
fluxo. Outra hipétese poderia ser uma interagéo diferenciada com os lipideos da via de
transporte nas mucosas.

Resumindo, os resultados obtidos demonstraram que as mucosas esofagicas
nao podem substituir as mucosas bucais nos estudos de permeabilidade ex vivo do
AT, tendo em vista que os parametros de permeabilidade obtidos foram diferentes.
Embora o congelamento provocasse pequenos danos teciduais (item 5.1.1), ele nao
afetou as propriedades de barreira das mucosas, no caso do AT, nas condigbes
experimentais testadas, tornando possivel a substituicao dos tecidos congelados pelos
frescos. O estabelecimento das condi¢des sink e de eficiente estratégia de reforgo
foram importantes para a otimizagao das condigbes experimentais, gerando dados

mais confiaveis e representativos que tornaram esta discussao mais objetiva.



67

5.2 AVALIAGCAO EX VIVO DA PERMEAGAO DOS PARABENOS, ATRAVES DA
PELE DE ORELHA SUINA

5.2.1 PERMEAGCAO CUTANEA DOS PARABENOS ISOLADOS

A possibilidade dos parabenos serem absorvidos sistemicamente, interferindo
em diferentes sistemas organicos, reforga a necessidade de estudos avaliando a
seguranga dos mesmos. Estes estudos devem considerar tanto a frequéncia de
utilizagao de produtos que contenham parabenos (que é bastante alta quando se
consideram os cosméticos), o periodo de exposi¢cdo, além da possibilidade de
interacdo dos mesmos com outros componentes das formulagoes.

Inicialmente, estudou-se a permeacdo ex vivo dos principais parabenos
isolados (metil, etil, propil e butilparabeno) para, entado, prosseguir com a avaliacdo da
interacado entre os mesmos, mediante delineamento fatorial. O meio de dissolugdo, foi
constituido por PBS:etanol (80:20). Optou-se pela utilizagdo do etanol, como
reforcador de permeacao, em funcao das vantagens anteriormente reconhecidas. Para
possibilitar maior correlagdo com os dados in vivo, a forma farmacéutica testada deve
ser equivalente & utilizada na pratica. E comum a utilizacdo de parabenos como
conservantes em xampus, solugdes de uso tépico, entre outras aplicagdes. Assim
sendo, para os estudos de permeagao, solugdes destes adjuvantes farmacéuticos
demonstraram maior conveniéncia. Além disto, esta forma farmacéutica elimina a
etapa de liberagdo do adjuvante da formulagéao, facilitando a difusdo dos mesmos no
veiculo. Com isto, o tempo de laténcia e o tempo total experimental sdo reduzidos e a
constancia no estado de fluxo é atingida mais rapidamente. Lembrando que, quanto
menor o tempo experimental, menor as chances de comprometimento da viabilidade
das camadas viaveis, subjacentes ao estrato corneo.

Apos a realizacdo dos experimentos ex vivo, procedeu-se a quantificagdo dos
parabenos por EC. Alguns resultados desta quantificagdo podem ser visualizados nas
Figuras 21 e 22. Semelhantemente aos outros experimentos de permeacao, notou-se
um aumento da quantidade permeada dos parabenos com o tempo, com exceg¢ao do

BP a presenca do mesmo nao foi detectada, nos trés intervalos de tempo iniciais.
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Figura 21: Eletroferogramas referentes a quantidade de metil e etilparabeno permeada na pele
de orelha suina. Os eletroferogramas foram sobrepostos, ordenando-os de forma crescente em
relacdo aos tempos de permeacéo.
Condigodes analiticas: capilar, 48,5 cm Ly, 40 cm Lyt (50 um d.i.); eletrdlito de corrida, 30
mmol L tetraborato de sédio (TBS); tensédo, 30 kV; polaridade positiva; inje¢ao hidrodindmica,
50 mbar durante 10 s. Pl (padrao interno): acido 3,5-dinitrobenzéico 20 ug mL-1. Detecgdo UV-
Vis (A 297 nm).




69

Propilparabeno (MP) Butilparabeno (BP)

1h

PI

2h

=t b

Figura 22: Eletroferogramas referentes a quantidade de propil e butilparabeno permeada na
pele de orelha suina. Os eletroferogramas foram sobrepostos, ordenando-os de forma
crescente em relagao aos tempos de permeagao.

Condigdes analiticas: capilar, 48,5 cm Ly 40 cm Lyt (50 um d.i.); eletrdlito de corrida, 30
mmol L tetraborato de sédio (TBS); tensédo, 30 kV; polaridade positiva; inje¢ao hidrodindmica,
50 mbar durante 10 s. Pl (padrao interno): acido 3,5-dinitrobenzéico 20 ug mL-1. Detecgdo UV-
Vis (A 297 nm).
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Apos obtengao dos eletroferogramas e tratamento dos dados, obtiveram-se os
diferentes perfis de difusdo para os parabenos em estudo, agrupando-os em um unico

grafico para facilitar a analise comparativa dos mesmos (Figura 23).
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Figura 23: Perfis de permeacéo do metil, etil, propil e butilparabeno (0,1% p/V), através da pele
de orelha suina. Cada ponto representa a média = desvio-padrdo. Os parabenos foram
testados isoladamente, no entanto, foram agrupados para facilitar a analise comparativa (N=4).
Condigdes experimentais: o0 meio de dissolugao dos compartimentos doador e receptor foi
uma mistura de PBS:etanol (80:20).

Quando a quantidade permeada, nos diferentes intervalos de tempo, foram
comparadas, notou-se um aumento das diferencas entre os parabenos com o tempo,
particularmente para o MP e BP. O MP mostrou maior permeacdo com o tempo,
seguido do EP e PP. O BP apresentou a mais baixa permeacgao, principalmente
quando se consideram os tempos iniciais. O alto desvio-padrdo encontrado para as
amostras ¢é justificavel, considerando-se a variabilidade intra-espécie, bem como
outras variaveis interferentes. Um estudo realizado por Heuber e colaboradores
(1998), envolvendo 10 laboratérios, avaliou as causas de variagdes experimentais nos
estudos de permeagao de uma mesma substancia através da pele de porco e estimou-
se que 55% destas variacbes podem estar associadas com diferengcas da pele. Os
outros 45% estariam associados com fatores experimentais (32%) e erros humanos
(13%).

Os perfis cinéticos de difusdo dos parabenos, que relacionam a quantidade
permeada dos mesmos em fungido do tempo, apresentaram tendéncia a linearizacao,
indicando provavel modelo cinético de ordem zero. No entanto, os baixos valores dos
coeficientes de correlagdo (R? < 0,997) estimularam a busca por outro modelo que

pudesse melhor representar este perfil cinético. Os coeficientes de correlacdo obtidos
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com o modelo de Higuchi foram ainda inferiores aos do modelo cinético de ordem
zero. Desta forma, considerando-se o0s erros associados aos parametros de
permeabilidade, calculados conforme o modelo cinético de ordem zero (em fungéo do
baixo valor de coeficiente de correlagéo),foi necessario buscar outros modelos
matematicos para complementar esta discussao do comportamento de permeacao dos
parabenos. Neste contexto, o modelo proposto por Moser e colaboradores (2001b)
mostrou-se como uma proposta interessante, ja que os dados experimentais sao
ajustados a Lei de Fick e ndo ha exigéncia de um estado de fluxo constante para a
obtencgao dos diferentes parametros de permeabilidade.

Os parametros de permeabilidade, obtidos a partir dos graficos que relacionam
a quantidade permeada dos parabenos em fungdo do tempo (modelo cinético de

ordem zero), podem ser visualizados na Tabela 5.

Tabela 5: Resultados obtidos, durante a avaliagdo da permeabilidade dos parabenos 0,1%
(p/V), através da pele de orelha suina, apés quantificagao por eletroforese capilar (N=4).

Pararpetros Metilparabeno Etilparabeno Propilparabeno Butilparabeno
avaliados
Fluxo (média * @) + (b) © 2,1989 +
dp) (ug/cmZ.h) 20,657 £ 4,133 14,288 + 2,108 7,274 + 3,205 0.0744©
Tempo de
laténcia (média 1,1675+0281®  2873% 436731 03883@ 22936+
0,1905 0,2081
xdp) (h)
Coeficiente de
permeabilidade 0,0206 + 0,0143 © 0,0022 +
(média # dp) 0.0041@ 0.0021® 00073 £0,0032 7 43885105
(cm/h)

Utilizou-se os testes ANOVA e SNK; valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente
significantes. Letras iguais indicam que nao ha diferencas estatisticas significantes entre as
médias. Cada parametro de permeabilidade foi analisado separadamente.

Um dos parametros de permeabilidade, o tempo de laténcia, que € definido
como o tempo necessario para que a passagem de uma substéncia, através de uma
membrana, atinja o equilibrio (BARRY, 2002) foi calculado a partir da extrapolagéo da
linha do estado estacionario. Este tempo de laténcia é dependente da espessura da
membrana de permeagao e da interagdo entre e a amostra e as diferentes moléculas
que constituem esta membrana. Considerando-se que a permeacdo dos parabenos
ocorre através dos lipideos intercelulares da pele humana (AKOMEAH; MARTIN;
BROWN, 2007), quanto maior a interagdo dos parabenos com estes lipideos, maior
sera o tempo de laténcia e menor a difusdo. Quando se observa a Tabela 5, nota-se
um pequeno aumento no tempo de laténcia do metil para o etilparabeno

(aproximadamente 8,6%), bem como do EP para o PP (aproximadamente 7,5%). Esta
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diferencga é ainda maior quando o BP é comparado aos demais parabenos (96,4; 80,9
e 68,4% em relagdo ao MP, EP e BP, respectivamente). Quando se aplica o teste de
separacido  das médias  Student-Newman-Keuls, observa-se  diferengas
estatisticamente significativas apenas entre o BP e os demais parabenos (p<0,05). No
estudo de Pedersen e colaboradores (2007), foi testado o EP (0,08% p/V)
isoladamente e foi demonstrada uma rapida permeacido do mesmo através da pele de
coelho, com tempo de laténcia nulo. Akomeah e colaboradores (2007) avaliaram a
permeacdo do MP e BP, através da epiderme humana, cujos tempos de laténcia
calculados foram de 17,27 £ 5,57 e 26,97 + 6,55 min, respectivamente. Os valores dos
tempos de laténcia obtidos neste trabalho foram superiores aos relatados na literatura.
Umas das justificativas para esta diferenca poderia ser o modelo de membrana
utilizado. Diferentemente do estudo de Akomeah e colaboradores (2007) que utilizou
apenas epiderme humana, aqui foi utilizada pele de orelha de porco (incluindo derme e
epiderme), assim, as barreiras a serem percorridas pelos parabenos sdo maiores,
explicando o maior tempo de laténcia encontrado. Além disso, diferentes espécies
animais foram utilizadas nestes estudos.

A comparacgao entre os valores de fluxo dos parabenos (Tabela 5) demonstrou
reducao destes valores com o aumento da lipofilicidade dos mesmos. Esta mesma
analise pode ser efetuada com os coeficientes de permeabilidade, considerando-se
que a concentragao inicial foi fixa (0,1% p/V), o que facilita comparagbes entre os
parabenos. O MP apresentou maior valor de fluxo, seguido pelo EP, e foram
estatisticamente diferentes (p<0,05; SNK). Mesmo que tenha ocorrido uma redugéo do
fluxo do PP para o BP, esta diferenga nao foi estatisticamente significativa (p>0,05;
SNK).

A comparagado dos valores obtidos com dados da literatura (NICOLI et al.,
2008; AKOMEAH et al., 2007; EL HUSSEIN et al., 2007; PEDERSEN et al., 2007)
mostrou que a ordem de permeacéo foi influenciada pela lipofilicidade, sendo que os
mais lipofilicos (BP>PP>EP>MP) atravessaram as barreiras da pele com menor
velocidade, apresentando menores valores de fluxo (BP=PP<EP<MP).

Além disto, para fins de comparagéo com os dados obtidos experimentalmente,
optou-se por estudos onde os parabenos foram testados isoladamente e na forma de
solugdes. Segundo Nicoli e colaboradores (2008), os valores de fluxo do MP, EP, PP e
BP foram 110, 48, 33 e 22 pg.cm'z.h'1, respectivamente. Pedersen e colaboradores
(2007) encontraram fluxo de 22,4 + 4,4 pyg.cm?h™ para o EP. Estes dois estudos
foram realizados pelo mesmo grupo de pesquisadores, ambos utilizando solugdes
saturadas dos parabenos (em agua) e pele de orelha de coelho, e detectaram uma

diferenca (cerca de 2X) entre os valores de fluxo do EP, nas mesmas condi¢bes



73

experimentais. Os valores de fluxo do MP e BP, obtidos nos experimentos deste
trabalho, também foram inferiores aos do estudo de Akomeah e colaboradores (2007).
Porém, quando os coeficientes de permeabilidade dos mesmos foram comparados
(apds converséao dos valores), observou pequena diferenga para o MP (P=0,0212 cm/h
— literatura; P=0,0206 cm/h — experimental), enquanto que para o BP, esta diferenga
aumentou (P=0,01044 cm/h — literatura; P=0,0022 cm/h). Uma das explicagbes para
tal é que, neste trabalho, utilizou-se tanto derme quando epiderme suina,
diferentemente do estudo de Akomeah que apenas utilizou epiderme humana. A
derme parece ter tido maior influéncia sobre a permeacido do BP do que do MP. O
carater mais hidrofilico da derme, comparativamente a epiderme, em fungao do menor
conteudo lipidico, limitaria a passagem de substancias que apresentam maior carater
lipofilico, no caso, o BP. Com isto, com uma barreira adicional, seu coeficiente de
permeabilidade foi menor, explicando as diferengas encontradas.

Considerando-se as limitagdes citadas anteriormente, relativas aos erros
associados com os parametros de permeabilidade, devido aos baixos coeficientes de
correlagdo, quando a quantidade permeada é relacionada com o tempo ou com a raiz
quadrada do mesmo, o modelo proposto por Moser e colaboradores (2001b) foi
utilizado como complemento desta discussido. Neste modelo, ndo ha exigéncia de um
estado de fluxo constante e os principios da Lei de Fick s&o facilmente ajustaveis.
Com esta equacdo, foi possivel calcular os parametros KH e D/H? (Tabela 6), que
indicam as caracteristicas de particionamento da molécula e os parametros de difusdo

através da pele, respectivamente.

Tabela 6: Parametros da permeacgao dos parabenos através da pele de orelha de
porco (obtidos com a equagao mostrada no item 4.3.2) (N=4).

KH (cm) D/H? (cm™) P (cm/h)
MP 0,20724 £ 0,09688 0,11116 £ 0,03222 0,02148 £ 0,00409
EP 0,35001 £ 0,08974 0,05874 £ 0,01805 0,01975 £ 0,00105
PP 0,15598 £ 0,06107 0,07273 £ 0,03797 0,01019 £ 0,00148
BP 0,06632 £ 0,07247 0,04513 £ 0,00053 0,00313 £ 0,00016

Valores médios + desvio-padrao; KH = caracteristicas de particionamento das moléculas;
D/H? = parametro de difuséo; P = coeficiente de permeabilidade calculado.
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Com relagdo as caracteristicas de particionamento (KH), o MP e o PP
apresentaram comportamento similar ao encontrado nos estudos de Nicoli e
colaboradores (2008). O menor valor de KH para o BP, comparativamente aos demais
parabenos, ndo era esperado. Acredita-se que o maior tempo de laténcia (cerca de
2,3h), o tempo total do experimento (6h) e o menor coeficiente de permeabilidade
poderiam explicar esta discrepancia. Atravées de projecbes estatisticas das
quantidades permeadas (dados ndo mostrados), em intervalos de tempo maior do que
6h, notou-se o aumento dos coeficientes de particido e de permeabilidade do BP,
sugerindo que, em experimentos futuros, sejam utilizados promotores mais eficientes
(ou em maiores proporgdes), objetivando reduzir o tempo de laténcia e, ainda, que se
aumente a duracdo do experimento.

Quanto ao parametro difusional (D/H?), o BP apresentou menor difuséo através
da pele de orelha de porco, e 0 MP a maior difusédo (cerca de 1,53X mais que o PP e
1,89X que o EP). Esta difusdo, através da pele, depende tanto da interagdo dos
parabenos com os lipideos intercelulares (considerando-se o transporte intercelular
dos mesmos), bem como do tamanho da molécula. De forma geral, quanto maior a
lipofilicidade dos parabenos, maior a interagdo com os lipideos intercelulares e menor
a difusao, com excec¢ao do EP, que teve menor difusdo em relagcao ao PP.

A analise dos coeficientes de permeabilidade, obtidos mediante multiplicagao
destes dois parametros (KH x D/H?), demonstrou que os parabenos mais lipofilicos
permeiam menos através da pele de orelha de porco. O tratamento estatistico dos
dados (ANOVA; SNK, p=0,05) revelou a seguinte ordem de permeagéo:
MP=EP>PP>BP. No estudo de Nicoli e colaboradores (2008), os coeficientes de
permeabilidade calculados nao diferiram estatisticamente entre o MP, EP e PP. Neste
mesmo estudo, o BP apresentou maior coeficiente de permeabilidade, em fungao do
maior parametro de particionamento, contrariamente aos nossos achados. A provavel
causa deste menor coeficiente de permeabilidade ja foi exposta anteriormente: menor
parametro de particionamento em relacdo aos demais parabenos; diferencas na
membrana utilizada e maior tempo de laténcia. O coeficiente de permeabilidade médio
do MP, obtido com o modelo de Moser (P=0,0215 cm/h), foi semelhante ao encontrado
nos estudos de Akomeah e colaboradores (2007) (P=0,0212 cm/h), apds
transformacéo das unidades de medida. Para o EP, o coeficiente de permeabilidade
experimental médio (P=0,0198 cm/h) foi menor que o encontrado nos estudos de
Pedersen e colaboradores (2007) (P=0,028 cm/h). Esta diferenga poderia ser atribuida
as diferentes membranas utilizadas (pele de orelha de coelho versus pele de orelha

suina).
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Ao final dos experimentos de permeagdo dos parabenos, analisou-se as
quantidades finais dos parabenos retidas na epiderme e na derme, bem como as
diferencas de retencdo entre estas camadas, para cada parabeno, mediante
tratamento estatistico (ANOVA; SNK) (Figura 24). Para MP e PP, observou-se maior
acumulo de parabenos na epiderme, comparativamente a derme. Para PP e BP, foram
observadas retengbes semelhantes nestas duas camadas (p>0,05; SNK). As
diferencas de lipofilicidade dos parabenos, bem como da composicao lipidica destas
duas camadas de pele, poderiam explicar estas diferencas. A epiderme é constituida
por uma rica camada lipidica, o estrato cérneo, com a qual os parabenos apresentam

alta afinidade, justificando a maior quantidade de parabenos nesta camada.
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Figura 24: Avaliagdo da quantidade percentual de metil, etil, propil e butilparabeno retida (por
grama de tecido) na derme (barra cinza) e epiderme (barra preta) da pele de orelha suina
(N=4).

Informagdes sobre as quantidades dos parabenos presentes nos
compartimentos doador e receptor, e as retidas na derme e epiderme, permitiram o
célculo do balango da massa final (Figura 25). Com isto, foi possivel estimar as perdas
dos parabenos (degradacao enzimatica, adesdo as paredes das células de Franz,
entre outros fatores), bem como seus teores de recuperagao. A quantidade final total
recuperada, para cada parabeno, foi utilizada para a normalizagcdo dos dados,
diferentemente de Pedersen e colaboradores (2007), cuja normalizagdo dos dados
considerou a quantidade inicial de parabeno adicionada no compartimento doador.
Esta diferenca no tratamento dos dados explica a ordem de retengdo contraria
encontrada quando da comparacgao dos resultados aqui obtidos com os deles. Quando
os dados aqui obtidos foram normalizados com relagdo a concentracdo inicial dos

parabenos, a ordem de retencao foi similar ao encontrado por estes mesmos autores



76

(MP<EP=PP). Em funcio das altas porcentagens de perdas para o PP e o BP, optou-

se pela estratégia de normalizagdo que considerou apenas a quantidade recuperada.
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Figura 25: Balango da massa final (valores médios + desvio-padrao). A quantidade total inicial
dos parabenos adicionados no compartimento doador foi de 2000 pg (1mg/mL).

O balango da massa final revelou maiores quantidades de parabenos no
compartimento doador, particularmente para MP e EP. O calculo das quantidades
percentuais dos parabenos na solugdo doadora, ao final do experimento, apds
normalizacdo dos dados com base nas quantidades totais recuperadas, demonstrou
uma variacado entre 60,5 e 74,3% e, na solugdo receptora, de 3,5 a 17,3%. Com
relagcdo as quantidades retidas na derme e epiderme da pele de orelha suina, os
intervalos percentuais foram, respectivamente, de 5,8 a 11,9% e 10 a 14,4%.

Baseado na comparacdo da quantidade total de parabeno recuperada e da
quantidade total inicial adicionada (2000 ug) foi possivel estimar as perdas. O MP foi o
que apresentou melhor recuperagao (95,28%), seguido por EP (75,98%), BP (36,62%)
e PP (34,53%), respectivamente.

Considerando os altos percentuais de perdas, particularmente para PP e BP,
iniciou-se uma investigacao tedrica das provaveis causas deste fato. Cabe lembrar
que é esperado uma certa perda de parabenos, que aderem nas paredes dos
compartimentos, além de uma difusdo nao desejada dos mesmos por secgdes de
tecidos nao correspondentes a area de permeacao (excesso de membrana disposta
lateralmente).

Outra explicagdo para esta baixa recuperagdo poderia ser a ocorréncia de
atividade metabdlica na pele. Além das propriedades de barreira, € conhecida a
capacidade da pele viavel de metabolizar xenobidticos. De forma geral, o metabolismo

na pele inclui reagbes de fase | (oxidativas, redutoras ou hidroliticas) e reagbes de
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biotransformacéo de fase Il (conjugacdo) (BOEHNLEIN et al., 1994). A baixa
temperatura de armazenamento (-80°C) das orelhas também poderia contribuir para a
manutencio das enzimas responsaveis por este metabolismo.

A pele apresenta elevados niveis de esterases que tém importantes funcdes
farmacoldgicas, tais como a ativagdo de pro-farmacos com grupamentos ésteres
aplicados topicamente (JEWELL et al., 2007a). De forma analoga aos pro-farmacos,
os derivados do p-hidroxibenzoico (como os parabenos) s&o hidrolisados pelas
carboxilesterases, presentes tanto em fragbes citosdlicas quanto microssomais dos
componentes da pele. Existem duas isoformas principais desta enzima, a
carboxilesterase 1 (CE1) e a carboxilesterase 2 (CE2), que exibem seletividade
diferenciada aos substratos (JEWELL et al., 2007b). A CE1 demonstra preferéncia por
substratos que apresentam grupamento alcool de pequeno tamanho ou um grande
grupo acil (ZHANG et al., 1999), enquanto que a CE2, hidrolisa substratos lipofilicos
com grupamento alcool de maior tamanho ou um pequeno grupamento acil (SATOH;
HOSOKAWA, 2006). Assim sendo, o MP e o EP sao hidrolisados preferencialmente
pela CE1 enquanto que, o PP e o BP, pela CE2 (JEWELL et al., 2007b).

Além disto, estas isoformas também apresentam diferentes niveis de
expressao, que podem facilitar a compreensao das diferencas de perdas encontradas
neste trabalho. Com relacdo aos niveis de expressdo destas isoformas, Jewell e
colaboradores (2007b) observaram que a pele apresenta maior proporgéo da CE2 do
que da CE1, comparativamente ao figado. Assim, neste trabalho, acredita-se que a
maior ocorréncia da CE2 na pele, em relagéo ao figado, poderia contribuir para maior
metabolizagdo do PP e BP (em relagao ao MP e EP). Adicionalmente, estes mesmos
autores também demonstraram que os parabenos sdo similarmente absorvidos
através da pele humana e de porcos (minipigs), apesar da pele suina ter apresentado
maior capacidade de hidrolisar os ésteres, particularmente os mais lipofilicos
(BP>PP>EP>MP) do que a pele humana. Inclusive, na pele suina foi detectada a
presenga do acido 4-hidroxibenzéico (precursor dos parabenos), diferentemente do
que ocorreu na pele humana.

Outra propriedade interessante da CE1 relaciona-se com sua capacidade de
transesterificacao na presenca de alcool de baixo peso molecular (SUN et al., 2004).
Este mecanismo foi melhor explicado por Oh e colaboradores (2002) (Figura 26). Na
auséncia de etanol, a quantidade de MP e de &acido p-hidroxibenzéico aumentava
linearmente com o tempo. Em diferentes concentragdes de etanol, no compartimento
doador, observou-se que a atividade termodindmica do MP diminuiu com o aumento
da concentracao de etanol, reduzindo a particdo do MP na pele e o fluxo aparente. Foi

observado um fluxo maximo de EP (produto desta transesterificagdo), quando a



78

concentracao de etanol foi de 20%. Assim, estes resultados sugerem que moléculas
contendo grupamentos ésteres podem ser convertidas em outras formas esterificadas

quando etanol é utilizado como veiculo.
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Evidéncias de metabolizacido dos parabenos pelas esterases da pele, nos
estudos de permeacgao ex vivo, podem ser visualizadas quando se consideram alguns
resultados analiticos obtidos (Figura 27). Inicialmente, acreditava-se que estes picos
inespecificos “ndo esperados” seriam resultantes da contaminagdo cruzada entre as
amostras ou, até mesmo, da contaminacdo das solu¢cdes padrdes. No entanto, a
presenca de tais picos era recorrente e, assim foi sugerido que eles seriam
provavelmente frutos da metabolizagcdo dos parabenos por enzimas da pele viavel,

fato ja relatado em outros estudos da area (ja citados anteriormente).
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Figura 27: Eletroferogramas referentes as quantidades de etil - EP (A) e propilparabeno - PP
(B) permeada, apdés 6 h, através da orelha de porco, onde se notam tragos resultantes de
provavel metabolizagcdo dos parabenos. Pl = padréo interno.

Nao foram detectados picos inespecificos nas solugbes doadoras, nao
significando, necessariamente, que as camadas superficiais da pele ndo apresentam
atividade enzimatica. As diluicdes efetuadas com as solugdes doadoras, para que os
resultados obtidos estivessem dentro do limite quantificavel (correspondente a curva
de calibragéo), poderiam ter causado redugao dos picos de metabdlitos que pudessem
eventualmente existir solu¢cdes doadoras.

Os baixos valores dos coeficientes de correlagdo obtidos (R* < 0,99);
particularmente para os parabenos mais lipofilicos, bem como os valores de fluxo
encontrados inferiores aos relatados na literatura, em alguns casos, também sugerem
a ocorréncia de metabolizagdo ou transesterificacdo destes parabenos. Com a
degradagéo enzimatica ou interconversao em outros produtos, a difusdo da amostra
também é reduzida e o tempo de laténcia aumenta. Outros metabdlitos dos parabenos
podem néo ser visualizados nestas condigdes analiticas, em fung¢ao das diferencas de
mobilidade eletroforética.

Resumindo, observou-se que a ordem de permeacdo dos parabenos
(BP=PP<EP<MP), através da pele de orelha de porco, foi contraria a ordem de
lipofilicidade dos mesmos (BP>PP>EP>MP), notando-se maior retencdo dos
parabenos na epiderme do que na derme, em fungdo das diferengcas no conteldo
lipidico destas camadas. A aplicacdo do modelo de Moser et al. (2001b), que relaciona
os parametros de particionamento e de difusédo, gerou coeficientes de permeabilidade
similares aos obtidos com o método tradicional (relagdo entre o fluxo e a concentragao
inicial), quando os parabenos mais lipofilicos apresentaram menores coeficientes de

permeabilidade. As altas perdas, evidenciadas pelo balanco da massa final, aliadas a
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presenca de picos inespecificos nos eletroferogramas, bem como a obtencdo de
baixos coeficientes de correlagdo na andlise dos perfis cinéticos de difusdo dos
parabenos sugeriram a hipotese de metabolizacdo dos mesmos, por enzimas das

camadas viaveis da pele.

5.2.2 PERMEAGCAO CUTANEA DE DIFERENTES COMBINACOES DOS
PARABENOS

Tendo em vista que os parabenos podem ser associados para potencializar
seu efeito antimicrobiano, particularmente o MP e o PP, o estudo do efeito da
interacdo dos mesmos na permeacao, através da pele, tem grande importancia.
Diversas propostas de planejamentos experimentais podem ser utilizadas com este
propésito, nos quais 0s processos sao representados por modelos matematicos e,
com a construcao de superficies de resposta, as analises dos efeitos se tornam mais
consistentes.

Dentre as varias propostas de planejamento, optou-se pelo delineamento
fatorial, considerando sua utilizacdo em estudos de avaliagdo dos efeitos da interagéo
dos fatores sobre determinada(s) resposta(s) (OLIVIER et al., 2007). O planejamento
prévio incluiu a escolha das variaveis (fatores) e das diferentes faixas de estudo
(niveis — neste caso, diferentes concentragbes dos parabenos) identificados como
minimo, central e maximo, e codificados como -1, 0 e +1, respectivamente. O conjunto
das combinagdes possiveis entre os niveis de diferentes fatores € chamado de matriz
de planejamento. Entende-se por efeito de um fator a variagdo da resposta produzida
por mudangas de nivel do fator, e ele pode ser aditivo ou com interagdo (BARROS
NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2003). Para melhor compreensao destas modalidades
de efeitos, € aconselhavel a leitura do apéndice D, para que a discusséo abaixo seja
mais clara.

Existem diversos tipos de planejamento fatorial e a selecdo do mais adequado
foi realizada com base no objetivo do estudo e no nimero de ensaios envolvidos, para
se conseguir extrair o maximo de informagdes com a realizacdo de um minimo de
experimentos.

Desta forma, os experimentos foram realizados de acordo com quatro
planejamentos fatoriais, onde cada um deles apresentou trés fatores e dois niveis
(delineamento fatorial 2%), com triplicata no ponto central. Manteve-se constante o nivel
(concentragao) de um dos parabenos e os outros foram variados, por exemplo, para o

fatorial 1, manteve-se constante a concentragdo do MP (1000 ug/mL) enquanto que,
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as concentracdes dos demais parabenos (EP, PP e BP) variaram de acordo com o
planejamento experimental. O mesmo raciocinio é valido para os fatoriais 2, 3 e 4,
respectivamente. Portanto, as respostas de permeacido cutdnea obtidas para os
fatoriais 1, 2, 3 e 4 foram em relagdo ao MP, EP, PP e BP, respectivamente. Os
experimentos realizados no ponto central foram utilizados para calcular o erro
experimental, parametro necessario para verificar a significancia dos parametros em
analise (valores de fluxos) e das interagbes. Quanto maior o numero de repeticdes
deste ponto central, maior sera a confiabilidade do erro experimental estimado.

As variadveis instrumentais [voltagem, injegdo, comprimento de onda de
detecgéao, temperatura do cartucho e dimensdes do capilar (comprimento e diametro)]
foram mantidas constantes durante os experimentos para reduzir o numero de
interferentes no erro experimental.

A realizacdo dos experimentos foi aleatéria para evitar a distor¢gao estatistica
dos resultados, isto €, impedir que erros atipicos sejam obrigatoriamente associados a
determinadas combinagdes de niveis.

Apods a realizagdo dos experimentos e obtengdo dos dados, foram utilizadas
técnicas de regressdao multipla para a obtencdo dos parametros de regressdo do
modelo (Betas) com o intuito de avaliar a influéncia de variagbes multivariada nos
niveis dos fatores sobre as respostas (valores dos fluxos de permeacao), bem como a
ocorréncia ou nao de interagdo entre eles (sinergismo ou antagonismo), o que
possibilita identificar quais fatores realmente influenciaram as respostas medidas para
um determinado intervalo de significancia.

Preliminarmente, o erro experimental foi obtido a partir das trés repeticoes do
ponto central, com avaliacdo simultdnea da permeacdo dos quatro parabenos, em
niveis intermediarios de concentragdao (500 pg/mL). Os resultados (dados nao
mostrados) demonstraram que a sensibilidade (neste caso, vista como a capacidade
de detectar diferengas) nao foi suficiente para apontar quais fatores eram
significativos, sendo coerentes do ponto de vista estatistico, mas sem grande
importancia para os estudos de permeacdo. Esta variagdo pode ser atribuida a
diferengas na preparagdo das membranas, variagdes intra-espécie, realizagdo destas
repeticoes em dias diferentes, com solugdes diferentes, entre outras causas. Desta
forma, procedeu-se uma analise qualitativa das respostas obtidas, tanto quando os
parabenos foram testados isoladamente, quanto combinagées dos mesmos.

Quando um dos parabenos foi mantido no nivel alto (1000 ug/mL) e os demais
em nivel baixo (0 ug/mL), a permeacéo através da pele de orelha de porco foi de 27,2;

26,7; 21,2 e 12,3 para o MP, EP, PP e BP, respectivamente. Cabe lembrar que nestes
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experimentos utilizou-se 50% de etanol, diferentemente dos anteriores que utilizaram
20%.

Combinagbes binarias do PP com os demais parabenos demonstraram
redugdes, em cerca de 2X, das respostas (fluxos de permeagao), com excegéo da
combinagédo EP e PP, na qual esta redugédo foi maior (Jgp=3,2; 8,3X para o EP e
Jpp=4,1; 5,2X para o PP), comparativamente aos testes com os parabenos isolados.

De forma geral, a associagao de trés parabenos provoca diminuigdo, em cerca
de 2X, dos fluxos de permeacdo dos parabenos através da pele, exceto para a
combinacdo MP, PP e BP, em que o BP mostrou taxa de permeacgao cerca de 2X
maior em relagao a condigao isolada, evidenciando-se um efeito sinérgico favoravel ao
aumento da sua permeacgéo, nestas condigdes.

Em nivel elevado para os quatro parabenos (1000 ug/mL), simultaneamente,
obtiveram-se baixos valores de fluxos de permeagao, em comparacao as condigdes
isoladas, 0 que sugere a ocorréncia de certo antagonismo entre os mesmos.

Resumindo, do ponto de vista da redugdo da permeacao através da pele de
orelha de porco, o experimento com altos niveis de EP e PP e baixos niveis de MP e
BP (-1,1,1,-1) foi o mais efetivo, considerando-se as baixas respostas obtidas em
relacdo aos fluxos de permeacao e ao total permeado (ultima coleta). Contrariamente,
0 experimento com niveis altos de MP, PP e BP e baixo nivel de EP (1,-1,1,1), os
parabenos demonstraram altas taxas de permeacgao. Assim, com base nestes
resultados, sugere-se priorizar combinag¢des de parabenos que demonstraram baixos
fluxos de permeacao, até a confirmagao de aspectos de seguranga dos mesmos.

A estratégia adotada para contornar o problema do grande erro experimental
das repeticdes do ponto central, mencionado anteriormente, foi a normalizacao das
quantidades permeadas dos parabenos em fungdo da quantidade permeada final
(tempo de 7,5 h), em cada situagao particular, com a obtengédo de novos valores de
respostas (fluxos de permeacao), inclusive para de fluxo para a triplicata do ponto
central. A Tabela 7 ilustra a matriz de planejamento para um fatorial 2% (2 niveis e trés

fatores/variaveis) e as respostas dos fluxos obtidas para cada fatorial isoladamente.
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Tabela 7: Delineamento fatorial 2° e respostas obtidas [valores de fluxo=J (ug/cm?)]
nos estudos de permeacao do MP, EP, PP e BP, através da pele de orelha suina.

Fatores 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1

A -1 1 -1 1 -1 1 -1 1 0 0 0

B -1 -1 1 1 -1 -1 1 1 0 0 0

Cc -1 -1 -1 -1 1 1 1 1 0 0 0
Repostas

Fatorial1 192 16,3 191 189 17,7 188 16,5 21,0 199 18,9 18,0
(Rwe)

Repostas
Fatorial2 152 154 11,0 17,0 14,7 16,3 16,2 18,3 16,5 16,8 15,3

(Rep)

Repostas
Fatorial 3 15,1 18,1 12,2 18,0 16,1 17,1 16,3 183 16,6 16,8 15,1

(Rep)

Repostas
Fatorial4 16,0 16,2 150 16,3 16,9 17,1 16,9 18,7 159 17,0 15,6

(Rep)

- Fatorial 1: A (EP), B(PP) e C(BP); Fatorial 2: A(MP), B(PP) e C(BP); Fatorial 3: A(MP), B(EP)
e C(BP); Fatorial 4. A(MP), B(EP) e C(PP). Cada delineamento fatorial foi considerando
isoladamente para a analise dos efeitos.

- Niveis (pg/mL): (=) 0,000; (0) 500,0; (+) 1.000;

- Ryp, Rep, Rpp and Rgp representam as respostas pés-normalizagao (coeficientes angulares-
fluxos).

A analise qualitativa da Tabela 7 demonstra que o fluxo de permeagao pode
aumentar ou diminuir de acordo com a combinacgao dos parabenos, conforme descrito

abaixo:

A) Fatorial do metilparabeno (concentragao fixa em 1.000 ug/mL para o MP, com
variagdo dos niveis dos demais parabenos)

- Em nivel elevado de PP e BP, e variando-se o nivel de EP de -1 (0) para +1 (1000
pMg/mL), observou-se um aumento dos fluxos de permeagao, enquanto que, para nivel
baixo de PP e BP, e variando-se o nivel de EP de -1 para +1, notou-se um decréscimo
da permeacéo.

- Mantendo-se nivel reduzido de EP e BP, e com elevagao do nivel de PP, ndo se
observou variagdo da taxa de permeacao. Contrariamente, mantendo-se nivel elevado
de EP e BP, com variagao do nivel de PP, um aumento dos fluxos de permeagéo foi

observado.
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- Em nivel reduzido de EP e PP, com variagdo do nivel de BP, notou-se um
decréscimo da taxa de permeacao. Por outro lado, nivel elevado de EP e PP, com

variagao do nivel de BP, proporcionaram aumento dos fluxos de permeacéo.

B) Fatorial do etilparabeno (concentragao fixa em 1.000 ug/mL para o EP, com
variagdo dos niveis dos demais parabenos)

- Em nivel baixo de PP e BP, com variagao do nivel de MP, ndo se observou variagcao
da taxa de permeagdo. Contrariamente, nivel elevado de PP e BP, com variagéo do
nivel de MP, resultaram em aumento dos fluxos de permeacéo.

- Mantendo-se nivel reduzido de MP e BP, com variacdo do nivel de PP, notou-se
diminuig¢ao do fluxo de permeacao. Por outro lado, em nivel elevado de MP e BP, com
variagao do nivel de PP, observou-se aumento das taxas de permeacgao.

- Nivel baixo de MP e PP e variagao do nivel de BP, resultaram em diminui¢do na taxa
de permeacdo. Contrariamente, mantendo-se nivel alto de MP e PP e variagcao do

nivel de BP promoveram aumento do fluxo de permeacéo.

C) Fatorial do propilparabeno (concentragao fixa em 1.000 ug/mL para o PP, com
variagdo dos niveis dos demais parabenos)

- Mantendo-se, simultaneamente, o nivel elevado ou reduzido de EP e de BP com
variagao do nivel de MP, observou-se aumento da taxa de permeacéo.

- Em nivel baixo de MP e BP, com variacdo do nivel de EP, notou-se diminuigao da
taxa de permeacdo. Inversamente, em nivel elevado de MP e BP, com variagdo do
nivel de EP, um aumento dos fluxos de permeacao foi registrado.

- Em nivel reduzido de MP e EP, e variagao do nivel de BP, resultaram em aumento
do fluxo de permeacgao. Por outro lado, em nivel elevado de MP e EP, com variagéo do

nivel de BP, ndo se observou variagao significativa da taxa de permeacgéao.

D) Fatorial do butilparabeno (concentragdo fixa em 1.000 ug/mL para o BP, com
variagdo dos niveis dos demais parabenos)

- Em nivel reduzido de EP e PP, com variagdo do nivel de MP, ndo se observou
variacao significativa na taxa de permeacao. Inversamente, niveis altos de EP e PP,
com variagao do nivel de MP, resultaram em aumento do fluxo de permeacgao.

- Mantendo-se o nivel baixo de MP e de PP, com variagdo do nivel de EP, notou-se
diminui¢ao do fluxo de permeacao. Contrariamente, nivel elevado de MP e PP, com
variagao do nivel de EP, demonstraram aumento da taxa de permeacao.

- Mantendo-se, simultaneamente, o nivel baixo ou alto de MP e de EP, com variacao

do nivel de PP, observou-se aumento do fluxo de permeacéo.
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Quando estes dados normalizados foram submetidos a tratamento estatistico,
(Tabela 8), observou-se que o MP foi o unico fator que apresentou efeito positivo
significativo na permeagéao, através da pele de orelha suina (fatoriais 2 e 3). Para os
fatoriais 1 e 4, nenhum dos efeitos foi considerado significativo para o nivel de

significancia selecionado (95%).

Tabela 8: Tratamento estatistico dos resultados do delineamento fatorial 2° para estudos de
permeacao do MP, EP, PP e BP, através da pele de orelha suina.

Fatorial

Fatorial

Fatorial feitoy, 0N OEfeitor, 9N CEfeitops | g o ‘Efeitogp
Média 1858  Meédia 1570  Meédia 1634  Média  16.50
EP 0.66 MP 2.49* MP 2.95* MP 0.86
PP 0.89 PP 0.25 EP 0.38 EP 0.22
BP 0.14 BP 1.72 BP 1.13 PP 1.52
EPPP 152  MPPP 157  MP*EP 096  MP'EP  0.68
EPBP 214  MPBP 064 MPBP  -146  MPPP 0.5
PP*BP 036 PP*BP 153  EPBP 108  EPPP 064
S o MEPFT 30 MEERT 046 MEERT 03

*Efeitos significativos para o de 0,05%.
2bedyalores de efeitos maiores que 2,91; 2,39; 2,88; 2,13 sdo considerados significativos para as
colunas efeitoyp, efeitogp, efeitopp e efeitogp, respectivamente.

Na revisdo bibliografica, foi comentado que a reducao da permeacao dos
parabenos na pele inclui diferentes estratégias, entre elas, a adicao de retardadores
de permeacdo que, em geral, desconsidera a associagdo dos parabenos entre si e
destes com outros adjuvantes da formulagao, durante a realizagdo dos experimentos
ex vivo. Assim, deveriam ser realizados experimentos, ndo apenas com a combinacao
binaria parabeno e retardador de permeacao, geralmente solu¢gées dos mesmos, mas
também incluindo a avaliagdo da permeacdo do produto final. Isto evitaria que, apés a
formulagdo de um produto cosmético, o efeito retardador seja perdido através de
interagbes indesejadas ou pela presenga de componentes da formulagédo que
demonstrem potencial reforgador de permeacgao.

Os resultados mais interessantes, apés a normalizacao dos dados, foram os

das combinagcées MP e EP, e para MP e PP, tendo em vista os efeitos
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estatisticamente significativos (p<0,05) e a redugdo das taxas de permeacao dos
parabenos através da pele de orelha de porco, nestas condigdes. Coincidentemente,
anadlises recentes confirmaram a presenca de MP e PP na maioria dos produtos
cosméticos (SHEN et al., 2007). Nestes casos, em que a interagao entre os parabenos
resulta na queda dos fluxos de permeacao dos mesmos, a adicdo de retardadores de
permeacao poderia tornar a reducdo deste parametro de permeacdo ainda mais
significativa, tornando os produtos cosméticos mais seguros, considerando que grande
parte dos efeitos adversos estudados, até o momento, exigem uma absorgao

sistémica dos mesmos.
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6 CONCLUSOES

- Na avaliagao histologica, observaram-se pequenas alteragdes morfoldgicas no tecido
congelado, em fungdo das condigdes de armazenagem, tais como formagbes de
vacuolos e descamagéao das camadas mais superficiais.

- As mucosas esofagicas podem substituir as bucais nos estudos de permeabilidade
ex vivo da CBZ tendo em vista que os pardmetros de permeabilidade calculados, a
partir das cinéticas de permeacao, foram estatisticamente semelhantes.

- Mesmo que o congelamento ndo tenha alterado os pardmetros de permeabilidade
para a CBZ, observou-se maior retengao deste farmaco em tecidos congelados. Desta
forma, experimentos de avaliacdo da retencao da CBZ devem ser conduzidos com
tecidos frescos.

- A espectrofotometria na regido do UV pode ser utilizada nos estudos de
permeabilidade ex vivo da CBZ, considerando a semelhanca estatistica dos dados
obtidos, particularmente os parametros de permeabilidade e retengao, em relagcédo a
CLAE.

- As mucosas esofagicas ndao podem substituir as mucosas bucais nos estudos de
permeabilidade ex vivo do AT, tendo em vista que os pardmetros de permeabilidade
obtidos foram estatisticamente diferentes.

- Embora o congelamento provocasse pequenos danos teciduais, ele ndo afetou as
propriedades de barreira das mucosas, no caso do AT, nas condigcdes experimentais
testadas, tornando possivel a substituicdo dos tecidos congelados pelos frescos em
estudos de permeabilidade ex vivo da mesma.

- Dentre as diferentes estratégias de promogéo da permeabilidade do AT, o etanol foi o
mais efetivo.

- A ordem de permeacgao dos parabenos (BP=PP<EP<MP), através da pele de orelha
de porco, foi contraria a ordem de lipofilicidade dos mesmos (BP>PP>EP>MP),
notando-se maior retencido dos parabenos na epiderme do que na derme, em fungao
das diferengas no conteudo lipidico destas camadas.

- A aplicagdo do modelo de Moser e colaboradores (2001b) resultou em coeficientes
de permeabilidade similares aos obtidos com o método tradicional (relagido entre o
fluxo e a concentragao inicial) em que os parabenos mais lipofilicos apresentaram
menores coeficientes de permeabilidade.

- As altas perdas experimentais dos parabenos, evidenciada no balanco da massa
final, a presencga de picos inespecificos nos eletroferogramas, bem como obtengao de
baixos coeficientes de correlagdo na andlise dos perfis cinéticos de difusdo dos

parabenos sugeriram a hipétese de metabolizagdo dos mesmos, por enzimas das
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camadas viaveis da pele em que o etanol funcionaria como catalisador destas
reacdes, nas concentragdes utilizadas.

- Na analise fatorial, efeitos estatisticamente significantes foram observados apenas
para as combinagbes MP e EP, bem como para MP e PP, com redugéo nos fluxos de
permeacao. Desta forma, estas associagdes seriam recomendadas até a definicdo de
protocolos de seguranga mais confiaveis, tendo em vista que efeitos nocivos destes
adjuvantes seriam observados quando das suas absorg¢des sistémicas, conforme

estudos da literatura.
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APENDICE A - FABRICAGAO DO EQUIPAMENTO UTILIZADO NESTA DISSERTAGAO

Anteriormente a realizagao dos experimentos de permeabilidade e permeagao ex
vivo, foi necessaria a elaboragdo de um sistema adequado para tal. Iniciou-se pela busca na
literatura de diferentes modelos existentes de cAmara de difusdo e optou-se pela de Franz,
considerando sua ampla aplicabilidade e vantagens. Uma de suas principais limitagdes seria
a formacgdo de bolhas na interface da membrana e do compartimento inferior, alterando a
area de difusao (CLOWES; SCOTT; HEYLINGS, 1994). No entanto, este problema pdde ser
resolvido com os principios fisicos da hidrostatica, considerando-se a canula de amostragem
e o compartimento inferior da cAmara de Franz como um sistema de vasos comunicantes.
Desta forma, para se evitar a formagao de bolhas de ar nesta interface, a canula de
amostragem foi projetada em altura superior ao compartimento inferior. Além disto, a
solugao receptora foi previamente desgaseificada, removendo bolhas de ar do seu interior.
Com relacao as dimensdes da camara de Franz, considerou-se uma area de difusdo de 1,77
cm?, e volumes de 10 e 2 mL para os compartimentos inferior e superior, respectivamente.

Avaliaram-se diferentes variaveis que pudessem interferir nos resultados dos
experimentos visando a uniformizagao e padronizagao das mesmas. Dentre estas variaveis,
considerou-se pH, temperatura, agitacdo e volume das aliquotas retiradas. Estas variaveis
foram controladas para a garantia de maior reprodutibilidade experimental e maior
correlagdo quando da comparagdo dos resultados obtidos com dados in vivo. Nos
experimentos preliminares, utilizou-se um agitador magnético convencional e a temperatura
foi controlada através da conexdo da camara de Franz a um banho-maria munido de uma
pequena bomba de aquario. O agitador tinha como fungdo mimetizar os movimentos
mecanicos bucais, bem como distribuir a amostra de forma homogénea na solugéo
receptora, e o banho-maria objetivava simular a temperatura corpérea (37°C). A Figura 1

ilustra a montagem deste aparato de experimentacao preliminar.
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Figura 1: Aparato preliminar de experimentagéo para os estudos de permeabilidade ex vivo.

Considerando-se a variabilidade na agitagdo deste aparato, devido a utilizagdo de
diferentes agitadores magnéticos de formatos variados e a falta de controle da mesma, além
da dificuldade de monitorar a perda efetiva de calor, durante a passagem da agua do banho-
maria para a camara de Franz, cogitou-se a possibilidade de projetar um equipamento para
eliminar tais variagdes entre as diferentes unidades experimentais. O projeto inicial de um
equipamento foi apresentado para a microempresa DIST, situada em Florianépolis, que se
comprometeu com a construgdo do mesmo. Discussodes periddicas foram realizadas visando
a sua confeccao, envolvendo competéncias e habilidades do mestrando e da professora
orientadora, bem como dos profissionais da empresa. O produto final resultante destas
discussobes consta na Figura 2.

Este banho termostatizado com agitagcao multiponto permitiu a uniformizacao de
duas variaveis importantes, agitacdo e temperatura. Através de um dispositivo de controle,
que integra todos os pontos de agitacdo em um uUnico comando, é possivel controlar a
agitacao em todas as camaras. Os canais de distribuicdo da agua, destinados ao controle
da temperatura nas camaras, partem de um reservatério termostatizado, localizado na
porcao posterior do equipamento, e alimentam as camisas duplas das cAmaras com agua a
37°C + 1 . Considerando que este sistema de distribuicdo de agua é fechado e tem um
percurso menor em relagdo ao sistema anterior, as perdas de calor foram certamente
minimizadas. A possibilidade de se trabalhar com oito cémaras simultaneamente
representou outra vantagem metodolégica. Apenas os experimentos realizados neste

equipamento foram considerados nesta dissertagao.
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Figura 2: Banho termostatizado com agitagdo multiponto para estudos de permeabilidade ex vivo.
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APENDICE B - CARACTERIZACAO DA AMOSTRA TESTADA DE ACETONIDO DE
TRIANCINOLONA (AT)

1 METODOLOGIA

A caracterizagdo do AT (Aspen Farmacéutica S.A., Brasil) foi realizada de
acordo com literaturas oficiais (USP 30, 2007; BRITISH FARMACOPEIA, 2006;
MOFFAT; OSSELTON; WINDDOP, 2004), além de outros métodos, tais como
espectroscopia nas regides do infravermelho e do ultravioleta, polarimetria,
cromatografia em camada delgada, bem como analises termoanaliticas

[termogravimetria (TG) e calorimetria exploratdria diferencial (DSC)].

1.1 CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA (CCD)

Para a realizagdo da cromatografia em camada delgada, utilizaram-se dois
sistemas cromatograficos (Quadro 1) (MOFFAT; OSSELTON; WINDDOP, 2004).

Quadro 1: Sistemas cromatograficos utilizados para a caracterizagao
do acetonido de triancinolona

SISTEMA CROMATOGRAFICO R¢(referéncia)

Fase fixa: gel de silica G, 250 um de espessura

Fase movel: diclorometano: éter: metanol: agua 0,32
(77:15:8:1,2)

Fase fixa: gel de silica, 250 ym de espessura,

impregnada com uma mistura de acetona: 0,06
propilenoglicol (9:1)

Fase movel: ciclohexano: tolueno (1:1)

1.2 POLARIMETRIA

Considerando que o AT é um farmaco opticamente ativo, procedeu-se a
avaliagdo do seu poder rotatério em polarimetro (Quimis), sob duas condigbes
distintas: dissolugdo de 0,100 g do farmaco em 10 mL de 1,4-dioxano (BRITISH
FARMACOPEIA, 2006); e dissolucao de 0,050 g do farmaco em 10 mL de
dimetilformamida (USP 30, 2007). Variaveis como concentracdo e comprimento do
tubo onde foi colocada a amostra foram considerados para o calculo do poder

rotatorio, realizado de acordo com a equagao abaixo:

Onde:
[aa]=0a.1000 o = valor medido
T el ¢ = concentragao (g/100mL)

| = comprimento do tubo (cm)
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1.3 DETERMINACAO DO PONTO DE FUSAO

Pequena quantidade do AT foi colocada no equipamento destinado a aferigao
do ponto de fusao (Microquimica®), previamente calibrado. A amostra foi aquecida

sob razdo de aquecimento de 5°C/min até completa fusdo (USP 30, 2007).

1.4 ANALISES TERMOANALITICAS

As técnicas de DSC e TG foram realizadas conforme literaturas da area
(BECKET; QUAH; HILL, 1993; BRUNI et al., 2002; MURA; GRATERI; FAUCCINI,
2002).

As curvas DSC foram obtidas na faixa de temperatura entre 25°C e 350°C,
utilizando-se célula calorimétrica modelo DSC-50 (Shimadzu), sob atmosfera dinamica
de nitrogénio (100 mL.min™"), razdo de aquecimento de 10°C.min™", e capsula de
aluminio parcialmente fechada contendo a amostra.

As curvas TG foram obtidas na faixa de temperatura entre 25°C e 900°C,
utilizando-se termobalanga modelo TGA-50 (Shimadzu), sob razdo dinamica de
nitrogénio (50 mL.min™"), razdo de aquecimento de 10°C.min™", e cadinho de platina

contendo aproximadamente 3 mg da amostra.

1.5  ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DO INFRAVERMELHO

Os espectros de absor¢cdo na regiao do infravermelho (IV) foram realizados
com o equipamento FT-IR Shimadzu (IR Prestige 21), com resolugdo de 4 cm™. As
amostras foram dispersas em brometo de potassio (KBr) e as leituras foram realizadas
entre 500 e 4000 cm™ (MOFFAT; OSSELTON; WINDDOP; 2004).

1.6 ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DO ULTRAVIOLETA (UV)

Preparou-se uma solugéo 0,001% (p/v) do farmaco em metanol. Empregaram-
se cubetas de quartzo de 1 cm de percurso Optico, utilizando metanol como branco. O
espectro de absorcdo foi obtido na faixa de 200 a 400 nm, em espectrofotdbmetro UV-
Vis (Perkin-Elmer Lambda 35) (BRITISH FARMACOPEIA, 2006)

2 RESULTADOS

O Quadro 2 resume os resultados obtidos, comparando-os com especificagdes

dos compéndios oficiais.



103

Quadro 2: Resultados da caracterizagdo da amostra testada do acetonido de

triancinolona.

Teste Especificagoes Resultados
Identificacdo P6 branco cristalino De acordo
colorimétrica (BRITISH FARMACOPEIA, 2006)

Praticamente insoluvel em agua,
Solubilidade fracamente soluvel em alcool, muito pouco De acordo

Cromatografia em
Camada Delgada

Polarimetria

Ponto de Fuséo
(aparelho de
fusao)

Espectroscopia
no UV

Espectroscopia
no IV

soluvel em éter
(BRITISH FARMACOPEIA, 2006)

R = 0,32 (sistema 1)
R¢ = 0,06 (sistema 2)
(MOFFAT; OSSELTON; WINDDOP, 2004)

Em dimetilformamida (entre +118 e +130)
(USP 30, 2007)
Em 1,4-dioxano (entre +100 e +107)
(BRITISH FARMACOPEIA, 2006)

Entre 292°C e 294°C
(MOFFAT; OSSELTON; WINDDOP; 2004)

Absor¢cao maxima em 238 nm
(MOFFAT; OSSELTON; WINDDOP; 2004;
BRITISH FARMACOPEIA, 2006)

Principais picos de absorcéo séo: 1663,
1057, 1618, 1609, 902, 1080 cm"
(MOFFAT; OSSELTON; WINDDOP, 2004)

R¢= 0,347 (sistema 1)
R¢ = 0,025 (sistema 2)

+368,5

+308,5

281,2°C a 282,5°C

238 nm

De acordo (Fig. 1)

3392,79
1707,00—

rJh
[
e
-
o
= D
w

_ 166264——

L T T Y R T R B
0 3000 2500 2000 1750

testada de acetonido de triancinolona.

[
1500

856,39

1080,14~——

1086,95-—
898,83

L T O I B
1250 1000 750

Figura 1: Espectro de absorg¢ao na regiao do infravermelho da amostra
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Tendo em vista que a faixa de fusdo medida para o AT em analise, utilizando-
se aparelho de fusdo, forneceu resultado diferente daquele especificado na literatura
(Quadro 2), as analises termoanaliticas foram bastante Uteis para comprovar esta
diferenca.

A curva DSC do AT apresentou um evento endotérmico na faixa de 280,96 e
291,12°C, caracteristico do processo de fusdo do farmaco, com um pico maximo em
288,05°C (Figura 2).

A partir de 309,03°C, observou-se o inicio da decomposicao térmica do AT
(Figura 3), sendo essa dividida em duas etapas: a primeira endotérmica (309,03 e
405,37°C) e a segunda exotérmica (405,37 e 517,49°C).

heating rate:

3K min~ T = 290°C

Al pan i \
DSC [‘
vy dQidT I|

Tanduthsrmm T, = 288°C |

T,=207°C ‘J
200_ 50 100 1?(3‘i o 200 250 300
(NATHER, JESS$, 2006)

0.00- \

-2.00- |

||
-4.00r
Endotérmico o
T, =288,05°C
-6.00 . . .
100.00 200.00 300.00

Temp [C]

Figura 2: Resultado da analise calorimétrica exploratéria diferencial (DSC) da amostra
testada do acetonido de triancinolona.
Tp = temperatura de pico
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TGA
DrTGa
mg mag/mir
Atmosfera de N,
Razao de1aquecimento:
o o
5.00. 10°C.min .
—— — 0.00
4.00 e
— -2.00
2.00-
l Endotérmico
| | | L L ~ -4.00
0.00 200.00 400.00 600.00 800.00

Temp [C]

Figura 3: Resultado da analise termogravimétrica (TG) da amostra testada de
acetonido de triancinolona.

Os dados encontrados confirmaram os obtidos anteriormente, ainda
divergentes aos da literatura (MOFFAT; OSSELTON; WINDDOP, 2004);
demonstrando que a utilizagdo de um simples aparelho de fusdo pode ser bastante util
nos processos de caracterizagdo de matérias-primas.

A divergéncia dos resultados obtidos para este parametro, bem como daqueles
obtidos no ensaio de avaliagdo do desvio da luz polarizada, levantou a hip6tese da
existéncia de diferentes estruturas cristalinas (polimorfismo) para o farmaco. Ao
prepararem diferentes suspensdes da forma cristalina deste farmaco em diferentes
solventes, Nather e Jess (2006) demonstraram, através de analises termoanaliticas e
cristalograficas, que o AT pode existir em, pelo menos, duas formas polimérficas (I e
II). A forma I, um hidrato, seria a forma convencionalmente utilizada na terapéutica e
caracteriza-se por apresentar uma pequena quantidade de agua que confere
estabilidade a esta forma. Quando a agua é removida, observa-se a transigdo para a
forma Il, bem como quando o farmaco é dissolvido em etanol. Comparando-se as
analises termoanaliticas aqui realizadas com as apresentadas por Natger e Jess,
acredita-se que o farmaco em questdo apresenta-se sob a forma Il. Na analise por
DSC, o farmaco fundiu-se em aproximadamente 288°C, sem qualquer transformacgéao
adicional e, por TG, ndo houve perda inicial de massa (referente a agua). Desta forma,
fica claro que o ponto de fuséo relatado para este farmaco (MOFFAT; OSSELTON;

WINDDOP; 2004) nao corresponde a forma | e sim a forma Il (anidra). Considerando
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que este farmaco geralmente é utilizado como suspensdo da sua forma cristalina,
estes resultados indicam que a forma Il também pode ser utilizada, ja que ocorre a
interconverséao para a forma | em meio aquoso.

Em conclusdo, os experimentos de permeabilidade, propostos nesta
dissertacdo, utilizando mucosas suinas e solugdes tampdes aquosas, foram
conduzidos com seguranga, sem que tenham ocorrido interferéncias nos parametros

biolégicos avaliados, devido ao provavel polimorfismo do AT testado.
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APENDICE C - VALIDAGAO DAS METODOLOGIAS ANALITICAS CLAE E EC
UTILIZADAS NESTA DISSERTAGAO

A necessidade de se mostrar a qualidade de medi¢cbes quimicas, através de
sua comparabilidade, rastreabilidade e confiabilidade, esta sendo cada vez mais
reconhecida e exigida. Dados analiticos ndo confiaveis podem conduzir a decisdes
desastrosas e a prejuizos financeiros irreparaveis. Para garantir que um método
analitico gere informacdes confiaveis e interpretaveis sobre a amostra, ele deve sofrer
uma avaliagdo denominada validacdo. A validagcdo de um método € um processo
continuo que comecga no planejamento da estratégia analitica e continua ao longo de
todo o seu desenvolvimento e transferéncia (RIBANI et al., 2004); tendo papel
relevante na avaliagao e interpretacao dos resultados de estudos de bioequivaléncia,
biodisponibilidade, farmacocinética e toxicocinética (SHAH, 2007).

As técnicas de separacao, tais como cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) e eletroforese capilar (EC), vém se destacando na quimica analitica pela
capacidade de realizarem analises quali e quantitativas em amostras ambientais,
farmacéuticas, biolégicas e em alimentos. Assim, estes dois métodos foram utilizados
para a quantificagdo das amostras resultantes dos estudos de permeabilidade e
permeacao ex vivo, e tem sido alvo de procedimentos de validagédo, seguindo-se
parametros definidos por 6érgéos oficiais, tais como ICH (2005), ANVISA (BRASIL,
2003) e INMETRO (2003).

1 PARAMETROS DE DESEMPENHO ANALITICO

1.1 LINEARIDADE

A linearidade é a capacidade de uma metodologia analitica demonstrar que os
resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a concentracdo do analito na
amostra, dentro de um intervalo especificado. A legislagéo vigente recomenda que a
linearidade seja determinada pela andlise de, no minimo, cinco concentragdes
diferentes, e que o critério minimo aceitavel para o coeficiente de correlagéo (R?) deve
ser igual a 0,99 (BRASIL, 2003), superior ao limite minimo estabelecido pelo
INMETRO (2003), que € de 0,90.

Quando o exame visual do grafico (sinal versus concentragdo) demonstrar uma

relagcao linear aparente, os resultados deverao ser tratados por métodos estatisticos
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apropriados, para determinagdo do coeficiente de correlagdo (R?), interseccdo com o
eixo Y, coeficiente angular, soma residual dos quadrados minimos da regresséo e
desvio padrdao relativo. Se ndo houver relacdo linear, deve ser realizada a
transformacao matematica dos dados, até obtencédo da mesma (BRASIL, 2003).

O preparo das solucdes padroes pode ser realizado de diversas maneiras;
neste trabalho optou-se pelo preparo de uma solugdo mais concentrada (solugao
estoque), a partir da pesagem do farmaco ou adjuvante. As solugdes de trabalho
foram preparadas partindo-se da solugao estoque, com excecdo das situagdes em que
baixas faixas de concentragbes foram desejadas. Nesses casos, as diluigbes da
solucao estoque envolveriam medicdes de volume tdo pequenas que o erro se tornaria
grande e, por isto, optou-se pela realizacdo de diluicdbes seriadas. O tempo de
utilizacdo destas solugdes (estoque e trabalho) n&do ultrapassou uma semana, para
evitar problemas de estabilidade dos materiais utilizados. O mesmo sistema de
solventes dos experimentos de permeabilidade e permeacao ex vivo foi utilizado para

o preparo destas solugdes.

1.2 LIMITE DE DETECGCAO

O limite de deteccdo é o menor valor de concentragdo da substancia em
analise capaz de ser detectado com grau de confiabilidade adequado, porém, néo
quantificado com precisdo e exatiddo aceitaveis. Diferencia-se do ruido do
equipamento na relagdo minima de ruido: resposta instrumental de 1:3 (ICH, 2005;
BRASIL, 2003).

Considerando que o método da relagdo sinal-ruido nao é ftrivial e as vezes
subjetivo (ja que a curva analitica € construida com a area e nao somente o sinal do
detector), outras abordagens podem ser utilizadas para o calculo do limite de detecgéo
e quantificacdo. Uma delas, que utilizada pardmetros da curva analitica, permite

estimar o limite de detecgao (LD) através da seguinte equagéo:

Onde:
LD=3.3xs s = estimativa do desvio-padrao da resposta, que pode ser a
’ é estimativa do desvio-padrdo do branco, da equac¢éo da linha
de regresséao ou do coeficiente linear da equagao

S = inclinagéo ou o coeficiente angular da curva analitica

1.3 LIMITE DE QUANTIFCAGAO

O limite de quantificagdo (LQ) € a menor concentragdo da substancia em

analise que pode ser determinada com precisdo e exatidao aceitaveis. Os valores
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limites de precisdo e exatidao adequados apresentam-se referendados pela literatura
(ICH, 2005; BRASIL, 2003; USP, 2003).
Como o método de mediagdo sinal-ruido também é problematico para a

avaliagao do LQ, como suporte, pode-se utilizar a seguinte equagao:

Onde:
LD=10xs s = estimativa do desvio-padrédo da resposta, que pode ser a
S estimativa do desvio-padréao do branco, da equagao da linha
de regresséao ou do coeficiente linear da equagao

S = inclinagéo ou o coeficiente angular da curva analitica

1.4  PRECISAO

A precisao é a avaliacao da proximidade dos resultados obtidos em uma série
de medidas de uma amostragem multipla de uma mesma substancia em analise,
sendo comumente expressa como desvio padrao relativo ou coeficiente de variagao.
Ela pode ser estimada em trés niveis: repetibilidade, precisdo intermediaria e
reprodutibilidade (BRASIL, 2003). Apenas a repetibilidade (precisdo intra-dia) e
precisao intermediaria (precisao inter-dia) foram determinadas neste trabalho.

A repetibilidade representa a concordancia entre os resultados dentro de um
curto periodo de tempo, com o mesmo analista e mesma instrumentagéo (BRASIL,
2003). O guia ICH (2005) recomenda que sejam realizadas nove determinagdes
contemplando toda a faixa de calibragdo, ou seja, trés concentragdes (baixa, média e
alta) com amostras em triplicata, ou um minimo de seis determinacées em amostras
contendo uma concentracao equivalente a concentracdo média da faixa de calibragao.

A precisao intermediaria € a concordancia entre os resultados do mesmo
laboratério, mas obtidos em dias diferentes, com analistas diferentes e/ou
instrumentos diferentes. A ANVISA recomenda um minimo de dois dias diferentes com
analistas diferentes (BRASIL, 2003). A ICH (2005) recomenda que as variaveis
estudadas sejam avaliadas conforme as circunstancias em que o método sera
utilizado; as variaveis mais comuns incluem dias, analista, equipamento; nao sendo

necessaria a avaliagdo destas variaveis de forma independente.

1.5  EXATIDAO

A exatidao reflete a proximidade entre o valor medido e um valor de referéncia
considerado verdadeiro. Pode ser estimada de duas formas: aplicando-se a

metodologia proposta em uma substancia de pureza conhecida, como por exemplo,
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padrdes certificados; ou pela comparagdo com os resultados obtidos utilizando-se uma
segunda metodologia, que seja bem estabelecida e com exatiddo e preciséo
conhecidas (BRASIL, 2003). O guia ICH recomenda que a exatiddo devera ser
estabelecida ao longo de toda a faixa de calibragéo especificada para o procedimento
analitico somente apds a precisao e a linearidade terem sido estimadas. A ANVISA
estabelece que a exatidao devera ser verificada em trés niveis de concentragao; alta,
intermediaria e baixa (no minimo com determinagdes em ftriplicata).

Neste trabalho, a exatidao foi avaliada pelo método de adicdo de padrao, em
que se adicionam quantidades conhecidas do analito a amostras resultantes dos
estudos de permeabilidade e permeacdo ex vivo, previamente quantificadas. E
calculada como porcentagem de recuperagcado da quantidade de analito adicionado a
amostra, ou como a diferenga percentual entre as médias e o valor verdadeiro aceito,

acrescida dos intervalos de confiancga.

1.6  SELETIVIDADE

A seletividade de um método instrumental de separacdo é a capacidade de
avaliar, de forma inequivoca, as substancias em exame na presenca de componentes
que podem interferir com a sua determinacdo em uma amostra complexa. A
seletividade avalia o grau de interferéncia de espécies como outro ingrediente ativo,
adjuvantes, impurezas e produtos de degradagdo, bem como outros compostos de
propriedades similares que possam estar, porventura, presentes. A seletividade
garante que o pico de resposta seja exclusivamente do composto de interesse
(RIBANI, 2004; BRASIL, 2003; ICH, 2005).

Segundo Ribani (2004), a avaliacdo da especificidade é o primeiro passo no
desenvolvimento e validagdo de um método instrumental, pois se a seletividade nao
for assegurada, a linearidade, a exatiddo e a precisdo estardo seriamente
comprometidas.

Na avaliagdo da seletividade dos métodos cromatografico e eletroforético,
utilizados nessa dissertagdo, comparou-se os resultados analiticos da matriz isenta da
substancia de interesse com a matriz adicionada dessa substancia. Para a evidéncia
de seletividade do método, nenhum interferente deveria eluir tempo de retencio da
substancia de interesse (no caso da CLAE) ou demonstrar mobilidade semelhante a
esta substancia (no caso da EC). Adicionalmente, o sistema de detecgéo por arranjo
de fotodiodos, na EC, também foi utilizado para a pesquisa de interferentes em outros

comprimentos de onda.
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2 RESULTADOS

2.1 LINEARIDADE E ESTUDO DO INTERVALO

Os niveis de concentracoes utilizados para a construcédo das curvas analiticas
do AT, CBZ e dos parabenos podem ser visualizados no Quadro 1. Para a
quantificagdo do AT e CBZ utilizou-se CLAE, enquanto que, para os parabenos (MP,
EP, PP e BP) foi utilizada a EC. Adicionalmente, a CBZ foi também quantificada por

espectrofotometria na regido do UV.

Quadro 1: Concentra¢des de amostras utilizadas para a constru¢do das curvas analiticas

[AT] pg/mL [CBZ] pg/mL [PARABENOS] pg/mL
0,0500 0,100 1,000
0,1500 0,200 2,000
0,2500 0,500 4,000
0,5000 1,000 8,000
1,0000 2,000 12,00
2,0000 4,000 15,00
4,0000 6,000 20,00
6,0000 8,000 25,00
8,0000 10,00 32,00
12,000 12,00 40,00
15,000 15,00
20,000

A linearidade do método foi avaliada no grafico que relaciona a razao das
areas (area da amostra/area do padrao interno) versus concentragdes das amostras.

Os resultados sdo mostrados nas Figuras 1, 2, 3 e 4, bem como na Tabela 1.

0,18 -
© y = 0,0058x + 0,0655
g 0,14 - R2 = 0,9978
«C
2
o
7]
< 01
0,06 T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16
Concentragao (ug/mL)

Figura 1: Curva analitica da CBZ (n=3), pds-quantificagdo por espectrofotometria na regido do
UV, com sua equagéao da reta e coeficiente de correlagao.
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Figura 2: Sobreposicdo dos cromatogramas obtidos com a quantificacdo de diferentes
concentragdes conhecidas de CBZ e curva analitica da mesma (com sua equagéo da reta e
coeficiente de correlagéo) (n=3).

Condigdes cromatograficas: Fase movel: metanol:agua (70:30); Fase fixa: C18 - 150x4,6 mm
(Kromasil®); Fluxo = 0,7 mL/min; Detecc¢ao: UV (A = 286 nm); Pl = alprazolam.
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Figura 3: Curva analitica do acetonido de triancinolona (n=3), com sua equagao da reta (y = ax
+ b) e coeficiente de correlacéo (Rz). Condicdes analiticas: Fase estacionaria: C18 (300 mm x 4

mm; S5um); Fase moével: acetonitrila: H,O (55:45 v/v); Detecgéo: UV (254 nm); Fluxo: 1 mL/min;

Pl = prednisolona.
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Figura 4: Curva analitica [raz&o (area do parabeno/ area do PI) versus concentragao] do metil

(A), etil (B),
correlagdo (R

fropil (C) e butilparabeno (D), com suas equagdes da reta e coeficiente de
)

Condig¢des analiticas: capilar, 48,5 cm L; 40 cm Lget (50 um d.i.); eletrdlito de corrida, 30 mmol
L" tetraborato de sédio (TBS); tensdo, 30 kV; polaridade positiva; injegdo hidrodindmica, 50
mbar durante 10 s. PI: acido 3,5-dinitrobenzoico 20 ug mL-1. Detecgao UV-Vis (A 297 nm).
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Tabela 1: Dados obtidos para a elaboragao da equagao da reta pelo calculo da regresséao linear por meio do método dos minimos quadrados
para a curva analitica das diferentes amostras

A Af:eto_nldo de Carbamazepina Carbamazepina Metilparabeno Etilparabeno Propilparabeno Butilparabeno
Parametros triancinolona

(CLAE) (CLAE) (L) (EC) (EC) (EC) (EC)
C‘;‘:‘f"ﬂlea';te 0127167 + 02226 + 0,0058 + 0,1296 + 01134 + 0,103933 + 0,092633 +
Ang 0,009154 0,001375 0,000141 0,001709 0,001411 0,00132 0,001026
(média * dp)
ci)“;e;c:if(? -0,03105 + -0,0131 + -11,3058 + 01777316 +  0,2516545 + 0,11801 + 0,1921101 +
n G y 0,175418 0,039081 0,336627 0,1208808 0,1047434 0,0962373 0,1047614
(média * dp)
R’ (médiat  0,995767 + 0,9920 + 0,99705 + 0,099567 + 0,9996 + 0,099567 + 0,9996 +

dp) 0,001943 0,00203 0,001061 0,000153 0,0002 0,000153 0,0002
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O estudo do intervalo delimitou a regido em que o método comportou-se de
forma linear. Calculos complementares do desvio-padréo relativo (ou coeficiente de
variagéo, em porcentagem) e da exatidao dos niveis de concentragbes utilizados, para
a construgdo da curva analitica, auxiliam no estudo deste intervalo. Geralmente,
observa-se uma tendéncia de aumento do coeficiente de variagdo (CV) com o
decréscimo dos niveis de concentracdo, em funcdo da proximidade com o limite de
quantificacdo. Dos niveis de concentragdes selecionados para a construgcao da curva
analitica, apenas o AT teve duas concentragdes descartadas (0,0125 e 0,025 pg/mL),
em funcgéo destes CVs apresentarem valor superior ao limite de 5% estabelecido pela
ANVISA (BRASIL, 2003). As curvas analiticas de todas as amostras (parabenos, AT,
CBZ) apresentaram, no minimo, dez niveis de concentracbes, considerando a
existéncia de situacbes de baixa (primeiros intervalos de tempo ou experimentos
conduzidos na auséncia de p) e alta (ultimos intervalos de tempo) permeabilidade nos
experimentos ex vivo.

Os coeficientes de correlagao obtidos, para as curvas analiticas das diferentes
amostras, forneceram estimativas favoraveis da qualidade das mesmas, pois 0s seus
valores foram superiores ao limite minimo estabelecido pela ANVISA (R? = 0,99)
(BRASIL, 2003) e proximo de 1, reduzindo a incerteza dos coeficientes de regressao
(a e b) estimados.

Considerando-se que o valor do coeficiente de correlagdo nao é suficiente para
garantir a adequacao do ajuste linear a curva de calibragdo, outras estratégias podem
ser utilizadas, como a andlise dos residuos das diferentes amostras. Modelos de
calibragdo com alto residuo no sinal analitico ou pontos mal distribuidos ao longo da
faixa de calibragdo poderdo fornecer um coeficiente de correlagdo aceitavel, mesmo
que uma fungao linear néo seja a melhor descrigdo para o comportamento entre as
variaveis dependente e independente.

O gréafico de residuos do AT apresentou uma distribuicdo adequada e
homogénea para os oito niveis iniciais de concentragdes, com exceg¢do das duas
ultimas concentragées (10 e 20 ug/mL), que apresentaram varidncia nao uniforme
(dados nao mostrados). Para os parabenos, todos apresentaram uma distribuicao
uniforme dos residuos, principalmente o MP e PP (Figura 5). A CBZ foi a amostra que
demonstrou a mais inadequada distribuicdo dos residuos (dados ndo mostrados). No
entanto, o ajuste linear simples foi o que forneceu um menor valor para a soma
quadratica dos residuos, sendo o modelo de regressdo mais representativo para esta

situagao.
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Figura 5: Grafico dos residuos para o metil (A) e propilparabeno (B).

LIMITES DE DETECCAO E QUANTIFICACAO

2.2

Com base nos parametros das curvas analiticas, os limites de detecgado e

quantificacao de todas as amostras foram estimados (Quadro 2).
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Quadro 2: Limites de deteccao e quantificagcao para as diferentes amostras.

Parametros da AT CBz MP EP PP BP
curva analitica (ug/mL)  (pg/mL)  (pg/mL)  (ug/mL)  (ug/mL)  (ug/mL)

Limite de detecgao 0,2 0,4 0,4 0,4 0,4 0,3
Limite de 08 1.4 1,2 1,2 1,2 1,1
quantificagao

Para os parabenos, a estimativa dos limites de deteccdo e de quantificagao
também foi realizada pelo método do sinal-ruido, com proporc¢des de 3:1 ou 2:1 para o

primeiro e de 10:1 para o segundo (Figura 6).

mAU| E E
7.57 3 E
57 S8eccccccccccccccccccccce®
2.5;
o Limite de detecgao: 0,25 pg/mL
L A Relagéo sinal ruido: 3:1
-7.5%
-10%

0.5 1 1.5 2 2.5 3 min

0000000000000 00000000000
D) .
mAU ° .
7.5 p 4
° .
° .
5
° .
. .
2.5 S8oeecccccccccccccccccccoe®

5] B Limite de quantificagao: 1 pg/mL
Relacao sinal ruido: 10:1

-7.57

-107]

-12.5]

=15

0.5 1 1.5 2 25 3 3.5 min

Figura 6: Eletroferogramas dos limites de deteccdo (A) e de quantificagcdo (B) dos
parabenos, apos analise pelo método do sinal-ruido.
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2.3. PRECISAO

Os resultados de repetibilidade e de precisao intermediaria foram expressos em
termos de desvio padrao relativo (DPR) (Tabela 2). A precisado intermediaria foi avaliada em
trés dias consecutivos, com amostras de mesma concentragao, com excecao da CBZ. Para
as duas metodologias de avaliacdo da preciséo, os valores de DPR foram inferiores a 5,
demonstrando repetibilidade e precisao intermediaria adequadas para os métodos analiticos
em questado (EC e CLAE).

Tabela 2: Valores de desvio padrao relativo da avaliacdo da precisao intermediaria e
da repetibilidade dos métodos EC e CLAE, utilizados na quantificacdo das amostras.

Concentracao Dia 1 Dia 2 Dia 3 Média
(ug/mL) DPR DPR DPR
Metilparabeno
4 2,968094
15 1,554583 1,140513 3,223631 1,972909
32 0,627496
Etilparabeno
4 0,462302
15 1,236865 1,67461 2,266973 1,726149
32 0,616334
Propilparabeno
4 1,115539
15 2,131312 1,106052 2,447812 1,895059
32 0,879634
Butilparabeno
4 2,739058
15 1,193816 1,42681 1,729711 1,450112
32 1,017613
Acetonido de triancinolona
2 1,622339
8 1,888177 4,187848 1,879523 2,651849
20 2,396766
Carbamazepina
1 2,348226
6 3,684188 - - -
12 0,808372

2.4 EXATIDAO

A exatiddao foi calculada como a porcentagem de recuperacdo da quantidade
conhecida do analito adicionado a amostra, conforme item 1.5.

Para os parabenos, foram combinadas solugbes de amostras, resultantes dos
estudos de permeacao ex vivo, com solugdes de concentragdes conhecidas dos mesmos.

Com base nas quantidades utilizadas e nos resultados prévios da quantificacido destas
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solugdes, avaliaram-se as porcentagens de recuperagédo (Quadro 3). Todos os valores

obtidos encontravam-se dentro dos limites aceitaveis.

Quadro 3: Porcentagem de recuperacéo do metil, etil, propil e butilparabeno das
amostras provenientes de estudos de permeacéao ex vivo.

RECUPERAGAO (%)

Situagdo 1 Metilparabeno  Etilparabeno  Propilparabeno  Butilparabeno

Repeticdo 1 94,6514 104,4751 104,5629 116,1534
Repeticdo 2 88,5929 99,0572 97,3102 107,6621
Repeticéo 3 91,0166 97,1450 97,3102 106,1900
Média 91,4203 100,2258 99,7277 110,0019

Situacdo 2  Metilparabeno Etilparabeno  Propilparabeno  Butilparabeno

Repetigdo 1 89,5553 97,4361 95,5385 105,0644
Repeticdo 2 89,1308 96,6913 94,2454 104,5721
Repeticéo 3 89,0182 97,4361 95,5385 106,1984
Média 89,2348 97,1879 95,1075 105,2783

Nas situacdes 1 e 2, solugdes padrdes de concentragdes conhecidas (8 ug/mL)
foram adicionadas a diferentes amostras, resultantes de estudos da permeacao
ex vivo dos parabenos combinados, analisando-se a quantidade extraida e
passivel de quantificagao por EC.

Com relagdo a exatiddao do AT, avaliada pela adicdo de solugbes padrdoes deste
farmaco na matriz biolégica isenta do mesmo, o método permitiu a recuperagao de 92,75 +
1,37% para a concentragéo de 2 ug/mL; 98,62 + 1,88% para 8 ug/mL e 99,24 + 1,43 para 20
Mg/mL, o que caracteriza o método como exato, conforme estabelecido pela ANVISA e pela
ICH (variagéo de + 20%).

2.5 SELETIVIDADE

A andlise dos cromatogramas e eletroferogramas, em diferentes comprimentos de
onda, demonstrou que ha separacao dos picos de farmacos ou de parabenos dos outros

interferentes da matriz.

Resumindo, temos que os métodos bioanaliticos propostos para a quantificagdo do
AT e dos parabenos apresentaram parametros de desempenho analitico tais como
especificidade, sensibilidade, linearidade, precisdo e exatidao satisfatérios, permitindo a

utilizacao destes métodos nos estudos de permeabilidade e permeacgao ex vivo de farmacos
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e adjuvantes farmacéuticos. Para a CBZ, o método proposto por Kelman e colaboradores
(2007) foi reprodutivel, tendo em vista que parametros de conformidade do sistema
(resolugéo, fatores de retengao e de alargamento) e de desempenho analitico (seletividade,

linearidade estudo do intervalo, repetibilidade, sensibilidade) foram satisfatorios.
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APENDICE D — ASPECTOS BASICOS DO DELINEAMENTO FATORIAL

1. EFEITO ADITIVO E INTERACAO

O significado de efeito aditivo e interagédo, conceitos basicos da analise fatorial,
pode ser melhor compreendido quando se consideram exemplos numéricos. Suponha
uma situagao simples, em que cada fator apresenta dois niveis (fator A - niveis a; e a;
fator B - niveis b, e b,) e as respostas das combinagdes asb4, a;b, e ab; sejam 10, 15

e 12, conforme esquema abaixo.

Nivel de A

‘ aiq ds
Nivel de b1 10 (y1) 12 (Y2)
B b2 15(ys) 7 (va)

Se estes valores forem verdadeiros, ou seja, na auséncia de variagao aleatéria,
o efeito da mudanga do fator B do nivel b, para b,, com o fator A fixo em a,, € 5. Se os
efeitos forem aditivos, o efeito da mudanca de B dos niveis by para b,, com A fixo em
a,, a resposta também seria 5, de modo que, o valor final da variavel y, seria 17. O
efeito da alteracao do fator A do nivel a; para a, é 2, independente do nivel de B. Em
geral, se as respostas apresentadas no esquema acima estiverem livres de erros
aleatdrios, entao y.>-y1=y4-ys3, caso os efeitos sejam aditivos (Figura 1A). Quando estes
efeitos ndo sao aditivos, sugere-se a existéncia de interacdo entre A e B (Figura 2A),

tendo em vista que uma combinagao particular de A com B produz um valor diferente

do esperado.

Nivel de A = a,

Nivel de A = a, Nivel de A = a,

Nivel de A =a,

Resultado
Resultado

|
b, b, b, b,
Nivel de B Nivel de B

Figura 1: A) Efeitos que sao aditivos; B) Efeitos que interagem
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Em ambos os graficos, cada resultado é relacionado com os niveis B e pontos
com mesmo nivel de A sao conectados. Se os efeitos forem aditivos, as linhas serao
paralelas conforme grafico da esquerda. Intersecgdo entre as linhas é observada
quando existe interagdo entre os efeitos, conforme grafico da direita.

No entanto, a realidade experimental é confundida pela presenca de erros
aleatdrios. Quando o termo desconhecido assume o valor numérico 17 e prossegue-se
a analise da variancia, esta torna o valor residual da soma dos quadrados igual a zero.
Com a alteragdao numérica de qualquer outra variavel, o valor residual é alterado e
torna-se diferente de zero e, neste tipo de experimento, ndo tem como estimar se o
erro é aleatdrio ou causado pela interacido entre os dois efeitos. Este problema pode
ser resolvido através da repeticao experimental de diferentes combinacdes dos fatores
e, com isto, fica ainda mais clara a importancia da triplicata no ponto central, realizada

nos experimentos de permeacao cutanea dos parabenos associados.

2. DELINEAMENTO FATORIAL E OTIMIZAGAO EXPERIMENTAL

O processo que envolve a avaliagao dos niveis fatoriais 6timos é conhecido
como otimizacao. Para a avaliagao dos fatores e interacbes dos mesmos que afetam
as repostas, pode-se utilizar o delineamento fatorial. Com base no conhecimento do
processo, na experiéncia do pesquisador e em parametros fisicos sdo definidos os
fatores e niveis a serem avaliados. Por exemplo, se a agua € utilizada como solvente,
apenas temperaturas entre 0-100°C poderdo ser utilizadas e, desta forma, os niveis
devem ser definidos dentro desta faixa. A quantidade de fatores e niveis avaliados é
que determinara o numero de experimentos a serem realizados. No caso desta
dissertagdo, foram considerados trés fatores, com dois niveis, caracterizando o

delineamento fatorial 2%, com oito combinagées experimentais (Tabela 1).

Tabela 1: Matriz para um planejamento fatorial 2°.

Combinagéao A B C Resposta
1 - - - Y1
a + - . Y2
b - + - Y3
C - - + Ya
ab - + + Vs
ac + - + Ve
ab + + - y7

abc + + + Vs
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Para facilitar a compreensao da maneira como os fatores e suas interagdes sao
estimados, apresentou-se o exemplo numerico a seguir.

Em experimentos com cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), a
influéncia de trés variaveis (fatores) no parametro retengéo (k') foi avaliada. Estes
fatores foram pH (fator P), a concentragao do co-ion (fator T) e a concentragao dos
solventes da fase movel (fator C). Foram considerados dois niveis para cada fator e
duas réplicas para cada combinacio. As respostas médias obtidas para uma destas

réplicas sdo apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2: Respostas obtidas para o parametro de

retencao

Combinagao dos niveis dos  Parametro de retencéo

fatores (k")

1 4,7

p 9,9

t 7,0

C 2,7

pt 15,0

pc 5,3

tc 3,2

ptc 6,0

1 — indica que todos os fatores estdo no nivel baixo

(a) Efeito dos fatores individuais

O efeito da reducao do nivel de P pode ser encontrado pelas diferencas médias
das respostas, com niveis fixos de C e T. Para esta situagido, foram encontrados
quatro pares de respostas, e efeitos da variacdo do nivel de P puderam ser estimadas
(Tabela 3).

Tabela 3: Efeitos da diminui¢ao do nivel de P

Nivel de P
Nivel de C Nivel de T + - Diferencga
- - 9,9 4,7 5,2
+ - 53 2,7 2,6
- + 15,0 7,0 8,0
+ + 6,0 3,2 2,8

Total = 18,6

Efeito médio das alteragbes dos niveis de P = 18,6/4= 4,65
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O efeito médio das redugdes dos niveis de T (2,15) e C (-4,85) foi estimado

seguindo-se 0 mesmo raciocinio.

(b) Interagao entre dois fatores

Na auséncia de interacéo entre os fatores P e T, a variagcado na resposta entre
os niveis de P deveria ser independente do nivel de T. As duas primeiras diferengas
obtidas na analise do efeito dos fatores individuais (Tabela 3) consideraram variagdes
da resposta quando o nivel de P é reduzido e o fator T € mantido em nivel baixo, e a
média destas duas diferencas é 3,9 [(5,2+2,6)/2]. No caso das duas Uultimas
diferencas, evidenciou-se o efeito da variagdo de P quando T esta em nivel alto e a
meédia destas diferengas € 5,4. Na auséncia de interacdo e de erros aleatérios, as
estimativas do efeito da variagcdo do nivel de P seriam equivalentes. O efeito da

interagéo PT é a metade da diferenga das duas médias obtidas anteriormente.

Efeito da interagao PT = (5,4 — 3,9)/2 = 0,75

Esta quantidade estimada expressa o grau em que os efeitos P e T ndo sao
aditivos, ou ainda, o quanto a variagdo das respostas dos niveis de T é independente
do nivel de P. As outras interacbes podem ser calculadas da mesma maneira (efeito

da interagao CP = -1,95; efeito da interacédo CT = -1,55).
(c) Interagéo entre trés fatores

A interagéo PC pode ser particionada de acordo com os niveis de C. Em niveis
baixo e alto de C, a interagado estimada seria de (8,0-5,2)/2 = 1,4 e de (2,8-2,6)/2 =
0.1, respectivamente. Na auséncia de interagao (efeitos sdo aditivos) entre estes trés
fatores, bem como de erros aleatérios, as estimativas das interagdes PT seriam
equivalentes. A interagao entre os trés fatores é estimada pela metade da diferenca
das médias calculadas anteriormente [(0,1-1,4)/2] = -0,65. Supondo que os efeitos da
interacdo PT e de C nao sejam aditivos, a interacdo entre os trés fatores poderia ser
calculada pela diferenca entre a interacdo estimada de PC para altos e baixos niveis
de T, ou ainda, pela da diferenga da interacdo estimada de TC para baixos e altos

niveis de P. Estes resultados podem ser sumarizados na Tabela 4.
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Tabela 4: Resumo dos efeitos obtidos para um fator Gnico
e as diferentes combinacoes.

Efeito

Fator unico (efeito principal)
4,65
T 2,15
C -4,85

Interagdes com dois fatores
TP 0,75
CT -1,55
CP -1,95

Interagdo com trés fatores

PTC -0,65

Estes calculos foram detalhados para facilitar a compreensao dos principios
envolvidos nos estudos de interagdo. No entanto, algoritmos como o de Yates podem
simplificar estes calculos, tendo maior relevancia nas situacbes em que varios fatores
sdo avaliados simultaneamente.

Para avaliagéo da significancia dos efeitos, a analise da variancia (ANOVA)
pode ser utilizada, bem como para verificar a adequagao do modelo de regressao a
um conjunto de dados. Esta analise consiste em um procedimento que decompde, em
varios componentes identificaveis, a variagdo total entre os valores obtidos no
experimento. Cada componente atribui a variagdo a uma causa ou fonte de variagéo
diferente, e o numero de causas de variagdo depende do delineamento da
investigagdo. Um dos modelos mais simples de ANOVA é o que analisa os dados de
um “delineamento completamente casualizado” onde a variagao global é subdivida em
duas fragdes — variagdo entre tratamentos e dentro dos tratamentos. Para que os
resultados da ANOVA sejam validos, € necessario que as variancias amostrais sejam
semelhantes nas diferentes amostras e que os dados apresentem uma distribuicao
normal.
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