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RESUMO

No Brasil, o estudo comparativo exigido para registro das formulacGes topicas genéricas é o
estudo de equivaléncia farmacéutica (EF). Este estudo avalia apenas os parametros fisico-
quimicos e microbioldgicos dos medicamentos, o que, aparentemente, ndo garante aos
medicamentos genéricos 0 mesmo grau de eficacia e seguranca que o medicamento
referéncia. Assim, para garantir a equivaléncia farmacéutica e terapéutica de formulas
genéricas topicas em relagdo ao medicamento de referéncia um dos caminhos seria a busca da
similaridade qualitativa (Q1) e quantitativa (Q2) dos excipientes, bem como a similaridade da
microestrutura da formulacdo (Q3). O presente estudo avaliou trés pomadas (genéricos A e B
e similar) presentes no mercado brasileiro, contendo mupirocina a 2%, em relagéo ao seu
medicamento de referéncia Bactroban®, através de ensaios fisico-quimicos, de estudos de
liberacdo in vitro (IVRT) e estudos de dermatofarmacocinética (DPK) in vitro e in vivo.
Frente aos ensaios de EF e IVRT, as formulagdes, mostram-se ser Q1, Q2 e Q3 semelhantes,
sendo classificadas como classe 1 conforme o Sistema de Classificacdo de Produtos Topicos e
consideradas bioequivalentes ao medicamento de referéncia Bactroban®, com excecdo do
medicamento similar. Os resultados de DPK in vitro e in vivo demonstram que 0s genéricos A
e B sdo estatisticamente semelhantes ao Bactroban®, corroborando com o resultado da EF e
IVRT. Diante destes resultados, a escolha do metodo apropriado para avaliagdo da
bioequivaléncia (BE) de produtos topicos dermatolégicos (PTD) deve ser baseada numa
abordagem multifacetada, adaptada ao ativo e ao local alvo da doenca a que se destina. Os
resultados evidenciam a grande importancia de uma rediscussdo da legislacdo nacional e a
inclusdo de um maior nimero de testes para determinacdo da BE entre PTD bem como o
estabelecimento de diretrizes detalhadas para cada método e a harmonizacdo destes por

orgaos reguladores internacionais.

Palavras-chave: Mupirocina. Bioequivaléncia. Administracdo cutanea. Técnicas in vitro.

Estudo clinico.



ABSTRACT

In Brazil, the comparative study required for the registration of topical generic formulations is
the pharmaceutical equivalence study (PE). This study evaluates only physico-chemical and
microbiological parameters of drugs, which apparently doesn’t ensure for generic drugs the
same degree of efficacy and safety that reference drug. So, to ensure the pharmaceutical and
therapeutic equivalence of topical generic formulation in relation to the reference medicine,
one of the ways would be the search for the qualitative (Q1) and quantitative (Q2) similarity
of excipients, as well as the similarity of the microstructure of the formulation (Q3). The
present study evaluated three ointments (generic A and B and similar) present in the Brazilian
market, containing mupirocin 2%, in relation to reference medicine Bactroban®, through
physical-chemical tests, in vitro release test (IVRT) and dermatopharmacokinetics (DPK) in
vitro and in vivo. In relation to the PE and IVRT, all formulations shown to be Q1, Q2 and
Q3, being classified as class 1 according to the Topical Drug Classification System and
considered as bioequivalent to the reference drug Bactroban®, with the exception of the
similar drug. DPK results in vitro and in vivo demonstrated that generics A and B are
statistically similar a Bactroban®, corroborating with the result of PE and IVRT. So, in view
of these results, a choice of the appropriate method for evaluating of bioequivalence (BE) of
dermatological topical products (DTP) should be based on a multifaceted approach, adapted
to the active and the target local of the disease for which it is intended. The results evidence
the importance of a re-discussion of national legislation and the inclusion of a larger number
of tests for the determination of BE among DTP as well as the establishment of detailed

guidelines for each method and a harmonization for international regulatory agencies.

Key words: Mupirocin. Bioequivalence. Cutaneous administration. In vitro techniques.

Clinical study.
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1 INTRODUCAO

Os antibioticos revolucionaram a medicina em muitos aspectos, e inimeras vidas
foram salvas sendo, sua descoberta, uma reviravolta na historia da humanidade. Infelizmente,
0 uso destas farmacos tem sido acompanhado pelo répido aparecimento de cepas resistentes
(LIU; POP, 2009). A busca por novos antibidticos, modos de acdo e mecanismos de
resisténcia tém sido tépicos de pesquisas produtivas no meio académico (BRYSKIER, 2005)
e, até recentemente, na industria farmacéutica (DAVIES; DAVIES, 2010). Como produtos
naturais, eles trazem surpresas e exercicios intelectuais desafiantes em relacdo a sua natureza
quimica, as vias biossintéticas e o0 modo de ac¢éo bioquimico (BROTZE; BUNNER, 2008).

Neste sentido, a mupirocina (MPC), ou &cido pseudoménico A, antibidtico produzido
por cepas de Pseudomonas fluorescens, destaca-se pela sua estrutura e mecanismo de agéo
unico. Este mecanismo compreende o bloqueio da enzima isoleucina-RNAt-sintetase,
ocasionando a inibicdo da sintese proteica da bactéria. Como este mecanismo ndo é
compartilhado com qualquer outro antibidtico, a MPC apresenta poucos problemas de
resisténcia cruzada com outros agentes antimicrobianos (ECHEVARRIA, et al., 2003). Em
decorréncia do seu rapido metabolismo por via sistémica em acido ménico, seu principal
metabolito, o uso topico até 0 momento € a Unica op¢do disponivel da MPC, uma vez que na
pele esse metabolismo ocorre lentamente (CERN et al., 2014). Pacientes com infecgdes
primarias, como impetigo, e secundarias, como queimaduras, encontram na apresentacdo
mupirocina pomada a 2% uma alternativa para o tratamento de suas infeccdes
(ECHEVARRIA et al., 2003; BACTROBAN®, 2016).

Entretanto, a eficacia de um ativo administrado topicamente dependente, dentre outros
fatores, de suas propriedades fisico-quimicas, do tipo de formulagéo e do tipo de associacao
estabelecida com a formulacdo. Assim, é de se esperar que a eficacia clinica de um produto
topico dermatologico (PTD) dependa amplamente dos componentes da formulacdo, sendo de
grande importancia a comprovacao da bioequivaléncia (BE) entre duas formulagdes distintas
que devem ter 0 mesmo grau de seguranca e eficacia (CHANG et al., 2013).

A metodologia para avaliacdo da BE de ativos de administracdo oral e
sistemicamente absorvidos com base na farmacocinética (PK) esta bem estabelecida, porém,
0 mesmo nao é verdadeiro para os medicamentos de aplicacdo tépica, seja de acao sistémica
ou local (BORDENLENZ et al., 2016). A este respeito, um esfor¢o consideravel tem sido
dirigido para encontrar alternativas que visam avaliar a BE de PTD de modo a

substituir ensaios clinicos que muitas vezes sdo caros, demorados, de dificil conducdo e
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implicam em um grande numero de pacientes (YACOBI et al., 2014). Neste sentido, a
proposicdo de um Sistema de Classificacdo de Produtos Topicos (SCPT), como o proposto
por Shah (2015), é de grande relevancia e se baseia na similaridade qualitativa (Q1) e
quantitativa (Q2) dos excipientes, bem como a similaridade da microestrutura da formulacéo
(Q3) da formulacdo visando facilitar o desenvolvimento de produtos genéricos e reduzir
requerimentos regulatérios, assegurando a qualidade dos produtos (SHAH, 2015). Outras
abordagens como os estudos de liberacdo e permeacédo in vitro (IVRT e IVPT), estudos de
dermatofarmacocinética (DPK), microdialise dérmica (MD), Near-infrared spectroscopy
(NIR), e confocal Raman spectroscopy (CRS), também estdo a ser consideradas, isoladamente
Oou em associacdo, como potenciais estratégias para estabelecer a BE para PTD por
pesquisadores e por 6rgdos reguladores (LU et al, 2016).

No que concerne aos aspectos regulatorios nacionais, a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), atraves da Resolucdo da Diretoria Colegiada (RDC) n°
37/2011, que trata da isencdo e substituicio de estudos de biodisponibilidade
relativa/bioequivaléncia, permite que a avaliacdo da bioequivaléncia do produto topico, seja
substituida por testes de equivaléncia farmacéutica (EF), descritos na RDC n° 31/2010, desde
que o0 produto teste apresente a mesma concentracdo do farmaco em relacdo ao medicamento
de referéncia e excipientes de mesma funcdo, em concentracdes compativeis (BRASIL,
2011). Esses testes envolvem a caracterizagédo fisico-quimica e microbioldgica da formulacéo
e fornecem informacdes importantes sobre os atributos de qualidade dos medicamentos
testados (FISHER et al., 2016). Os testes microbioldgicos sdo, naturalmente, ndo Uteis na
comparacdo de produtos, sendo o Brasil o Unico pais do mundo a solicitar-lhes para esse fim.
Adicionalmente, a RDC n° 73/2016, que trata das mudangas pos-registro, cancelamento de
registro de medicamentos com principios ativos sintéticos e semissintéticos, indica a
realizacdo de testes de desempenho in vitro comparativo apenas entre a formulacéo
atualmente aprovada e a proposta, seguindo o Capitulo Geral 1724 da Farmacopeia
Americana (General Chapters 1724: Semisolid Drug Products Performance tests) (BRASIL,
2016). No entanto, € importante destacar, que estes produtos candidatos a genéricos e
similares ndo foram comparados com o medicamento referéncia utilizando testes de
desempenho no momento do registro. Esta flexibilizacdo de exigéncias proporciona um maior
namero de PTD genéricos e similares intercambiaveis no mercado brasileiro sem a garantia
efetiva em termos de BE, o0 que evidencia a grande importancia de uma readequacdo da nossa

legislacéo.
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Diante do exposto, este trabalho teve por objetivo realizar a classificagdo da MPC
pomada, conforme proposto pelo SCPT utilizando os testes fisico-quimicos e os testes de
liberag&o in vitro, bem como realizar estudos de DPK in vitro e in vivo, de forma a reconhecer
a importancia de uma abordagem multifacetada na avaliacdo de PTD, colaborando assim, com
0s estudos de BE de PTD no Brasil e no mundo. Para isso, foram utilizadas quatro
formulagbes contendo MPC a 2% na forma farmacéutica pomada, comercializados no

mercado nacional como objeto de estudo.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Realizar o estudo de equivaléncia farmacéutica e bioequivaléncia, através de uma

abordagem multifacetada para avaliacdo de produto topico dermatoldgico contendo

mupirocina 2% na forma farmacéutica pomada.

2.2 Objetivos especificos

Desenvolver e validar metodologia analitica para o doseamento da MPC provinda dos
estudos de liberagdo in vitro por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE-UV);
Desenvolver e validar metodologia analitica para o doseamento da MPC provinda dos
estudos de permeacdo e retengdo cutanea in vitro e in vivo por liquid cromatography
coupled sprectoscopy in tanden (LC-MS/MS);

Avaliar a EF dos produtos medicamentosos (caracteristica organolépticas, densidade,
viscosidade, reologia, espalhabilidade, pH e teor);

Realizar o estudo da liberacédo in vitro de formulacGes selecionadas contendo MPC
utilizando membrana sintética (acetato de celulose);

Classificar as formula¢des conforme SCPT;

Realizar estudo ex vivo de permeacdo e retencdo cutanea em pele animal (suina);
Realizar estudo de dermatofarmacocinética (DPK) — tape-stripping in vitro e in vivo;
Correlacionar DPK in vitro/in vivo com os demais testes realizados (EF, IVRT,

permeacdo/retencdo cutanea).
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3 REVISAO DA LITERATURA
3.1 Antibioticos tépicos e MPC

3.1.1 Antibidticos tdpicos

A pele é o principal 6rgdo que protege o corpo de bactérias e outros patdégenos do
ambiente. Em injdrias como queimaduras e traumas, a pele torna-se vulnerdvel a invaséo
microbiana devido a perda de sua integridade e supressdo local e sistémica da imunidade
(BARAJAS-NAVA et al., 2013). Como resultado, a infeccéo local pode ndo apenas retardar o
processo de cicatrizacdo de feridas, mas também pode causar uma infeccdo sistémica sob
condicdes severas. A bactéria Gram-positiva mais comum na colonizacdo de feridas,
causando infeccBes, é o Staphylococcus aureus (S. aureus). Antibidticos tdpicos sao
utilizados no tratamento de infeccdes na pele ou como profilaxia na prevencdo de novas
infeccOes (DORRANI et al., 2014).

Os antibioticos tépicos oferecem uma alternativa atil em relacdo ao uso de agentes
orais e parenterais em determinadas condicOes e apresentam algumas vantagens como:
praticidade e facilidade no uso, menos efeitos adversos, concentracbes mais elevadas do
farmaco na area infectada, menor risco de desenvolvimento de resisténcia bacteriana, além de
apresentar-se  normalmente como uma opcdo econémica. Os objetivos da terapia
antimicrobiana tépica sdo o controle da colonizacdo microbiana, evitando assim o
desenvolvimento de infec¢des invasivas, a profilaxia e o tratamento das infeccdes de feridas,
piodermites, infeccbes em queimaduras, acne vulgaris e erradicacdo do Staphylococcus
aureus que coloniza a regido nasal. Alguns antibidticos topicos de escolha incluem

bacitracina, neomicina, polimixina B, MPC, nitrofurazona e acido fusidico (CESUR, 2002).

3.1.2 MPC: Estrutura quimica, farmacodinamica e farmacocinética

A MPC ¢é uma substancia antimicrobiana constituida de uma mistura de policetideos
(&cidos pseudomonicos) produzidos por Pseudomonas fluorescens e foi descrita pela primeira
vez em 1971 (LEYDEN, 1990). O &cido pseudoménico A, o qual constitui 90% da mistura,
consiste em uma porcdo de tetrahidropirano insaturado (&4cido mdnico) ligado a um acido
graxo saturado (&cido 9-hidroxi pentandico) (ALEXANDER et. al, 1978), conforme

apresentado na figura 1.
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Figura 1- Estrutura quimica da MPC.

Fonte: https://www.drugbank.ca/drugs/DB00410 (Acesso em: 07 dez. 2016).
Esta molécula destaca-se pela sua estrutura e mecanismo de agdo Unico, o qual

compreende a inibicdo de uma enzima, a isoleucina-RNAt-sintetase, ocasionando a inibicéo
da sintese proteica da bactéria. Uma vez que este mecanismo ndo é compartilhado com
qualquer outro antibi6tico, a MPC apresenta poucos problemas de resisténcia cruzada com
outros antibioticos. Esta molécula possui atividade in vitro contra uma variedade de bacterias
Gram-positivas e algumas Gram-negativas, tendo excelente atividade contra estafilococos
(incluindo cepas resistentes a meticilina) e streptotococos (WARD; CAMPOLI-RICHARDS,
1986; ECHEVARRIA et al., 2003).

Quando administrada sistemicamente, a MPC possui um curto tempo de meia vida,
sendo rapidamente convertido em &cido monico, seu metabolito inativo, o qual € excretado
principalmente através dos rins (WARD; CAMPOLI-RICHARDS, 1986). Assim, 0 uso
topico até 0 momento € a unica opc¢édo disponivel da MPC, uma vez que esse metabolismo, na
pele, ocorre lentamente (WARD; CAMPOLI-RICHARDS, 1986; CERN et al, 2014). Uma
vez presente no estrato corneo, a MPC é eliminada, principalmente, através do movimento
ascendente de descamacao das células da pele (BAINES et al., 1984; CONLY; JOHNSTON,
2002).

3.1.3 MPC: Tratamento de infeccBes e apresentacdes comerciais

A MPC tem sido utilizada no tratamento de infecches cutaneas primarias e
secundarias. Como indicacdo terapéutica no tratamento de infeccGes bacterianas cutaneas
primarias, a MPC ¢é utilizada no tratamento de impetigo, e foliculite (PORRAS-LUQUE,
2007).

As infec¢Oes bacterianas primarias da pele sdo causadas principalmente por bactérias
piogénicas dos géneros Staphylococcus e Streptococcus (WARD; CAMPOLI-RICHARDS,
1986). Alguns fatores predispdem o aparecimento destas infeccGes, como fatores ambientais,
fatores individuais, os quais incluem baixa resisténcia imunologica e higiene, e fatores
relacionados ao grau de viruléncia e patogenicidade do microorganismo. Um estudo com o

objetivo de conhecer e descrever a frequéncia dos casos de infec¢Bes bacterianas primérias da
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pele mais comuns na Regido Amazodnica, evidenciou que dentre as infec¢cbes mais prevalentes
na regido, estdo o impetigo e a foliculite (PIRES et al., 2015).

Atualmente, no Brasil, mais de 2 milhdes de casos por ano estdo relacionados ao
impetigo, sendo as criangcas entre 3 e 13 anos a populagdo mais afetada (HOSPITAL
ISRAELITA ALBERT EINSTEIN, 2017). O impetigo é uma infeccdo superficial da pele que
afeta mais comumente o rosto e as pernas, no entanto, podem atingir outras areas. As lesdes
iniciam com maculas eritematosas e evoluem para bolhas superficiais com contetdo seroso,
conforme demonstrado na figura 2 (WARD; CAMPOLI-RICHARDS, 1986; STEVENS,
2012).

Figura 2- Manifestacdo clinica do impetigo.

Fonte: https://www.medicinenet.com/impetigo/article.htm (Acesso em: 07 dez. 2016).

A foliculite é uma inflamacdo do foliculo piloso causada por infeccdo, irritacdo
quimica ou dano fisico. Caracteriza-se por uma pustula pequena e fragil que ocorre no
infundibulo de um foliculo piloso, geralmente no couro cabeludo das criangas, e na area da
barba, axila e nadegas dos adultos (figura 3) (WARD; CAMPOLI-RICHARDS, 1986).

Figura 3- Manifestacdo clinica da foliculite.

s s €

Fonte.ﬁhtt/medifoco.com.br/fotos—de—foliculite/ (Acesso em: 07 dez. 2016).

MPC também ¢ indicada no tratamento de infec¢Oes bacterianas cutaneas secundarias,
como: dermatite atopica, dermatite eczematosa, dermatites de contato, psoriase, Ulceras, e em
lesbes traumaticas infectadas (WARD; CAMPOLI-RICHARDS, 1986; BACTROBAN®,
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2016). De um modo geral, infeccBes secundarias sdo caracterizadas por uma inflamacéo na
epiderme e na derme provocando eritema, prurido e exsudatos (WARD; CAMPOLI-
RICHARDS, 1986).

A MPC é formulada na forma farmacéutica pomada a 2% em base de polietilenoglicol
que é miscivel com &gua ou na forma farmacéutica creme em base de parafina (CONLY:;
JOHNSTON, 2002). Atualmente, no Brasil, s&o comercializados sete produtos contendo MPC
a 2%, na forma farmacéutica pomada (quadro 1), sendo o Bactroban® produzido pela
Glaxosmithkline Brasil LTDA, o medicamento de referéncia, produto utilizado neste trabalho.
No entanto, a lista atualizada de genéricos da ANVISA (junho/2017) traz o produto
Bactroban® ainda como referéncia, e produzido pela Laboratério Prati Donaduzzi & Cia
LTDA (ANVISA, 2017).

Quadro 1- ApresentacBes comerciais nacionais de MPC pomada 2% (anterior a atualizacdo realizada pela
ANVISA em junho/2017 e utilizada como base neste trabalho).

Apresentacéo Fabricante Referéncia/Genérico/Similar
-MPC 20mg/g - Pomada Glaxosmithkline brasil LTDA Referéncia (Bactroban®)
MPC 20mg/g - Pomada Prati donaduzzi & cia LTDA Genérico

o ] ) Genérico
MPC 20mg/g - Pomada | Cristalia produtos quimicos farmacéuticos LTDA _ _
Similar (Murici®)
-MPC 20mg/g - Pomada Valeant Farmacéutica do Brasil LTDA Similar (Bacrocin®)
MPC 20mg/g - Pomada EMS S/A Similar (Dermopirox®)
-MPC 20mg/g - Pomada | Brainfarma industria quimica e farmacéutica S.A Similar (Bactroneo®)

Fonte: Autoria prépria.
3.2 A pele

3.2.1 Pele humana: estrutura e funcdo

A pele € 0 maior 6rgdo do sistema tegumentar em humanos com uma area superficial
de cerca de 2 m2 e espessura variando de 0,5 a 4 mm. Ela apresenta varias funcdes, tais como
o fornecimento de uma barreira de protecdo do ambiente exterior e regulacdo da temperatura
corporal (CHANG et al, 2013).

A pele é formada por trés camadas: epiderme, derme e hipoderme (tecido subcutaneo),
da mais externa para a mais profunda, respectivamente (figura 4) (GILABERTE et al, 2016;
MURTHY; SHIVAKUMAR, 2010; BEMVINDO, 2006)
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Figura 4- Anatomia da pele: seccdo transversal da pele mostrando diferentes estratos e anexos.
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Fonte: Adaptado de MURTHY; SHIVAKUMAR, 2010.
A epiderme é formada pelo estrato corneo (EC), que é a camada mais externa, e a

epiderme viavel. O estrato corneo apresenta uma espessura de apenas 15 a 20 um e ¢
considerada a principal barreira a permeacéo dos farmacos na pele, por isso merece atencédo
especial (HADGRAFT, 2001; BRONAUGH; MAIBACH, 2005; GOEBEL, 2012). Esta
camada é constituida por celulas epidérmicas mortas ou em via de degeneracdo ricas em
queratina, parcialmente dessecadas, chamadas de corneodcitos e dominios intercelulares
compostos por uma mistura unica de lipidios (ELIAS, 1983). Sua funcéo € neutralizar a perda
de agua e os sais da pele e a penetracdo de substancias soliveis em agua, atuando como uma
funcéo protetora (WERTZ; VAN DEN BERGH, 1988; BOUWSTRA et al., 2006). A barreira
que rege a permeacdo da agua ndo é absoluta. O movimento normal da agua do estrato corneo
para a atmosfera € conhecida como perda de agua transepidérmica (PAT). As medicdes da
PAT podem ser Uteis para identificar danos causados por certas substancias quimicas, injdrias
fisicas (como tape stripping), ou condi¢cdes patolégicas como eczema, uma vez que as taxas
de PAT aumentam na proporc¢éo do nivel de dano (BARONE et al., 2012). Além dos lipidios,
0 manto &cido do EC também parece ser importante para a funcéo barreira da pele. A pele tem
uma superficie acida que pode ter uma funcdo importante na prevencdo de infecgéo,
entretanto, a origem do pH &cido na superficie da pele permanece conjectural. O pH cutaneo é
afetado por um grande namero de fatores enddgenos, como umidade, suor, sebo e
predisposicdo genética, e por fatores exdgenos, como surfactantes, produtos cosméticos,
curativos oclusivos e antibioticos topicos. Mudangas no pH estdo relacionadas na patogénese

de doencas dermatoldgicas, como dermatite de contato e dermatite atopica (WILHELM,;
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MAIBACH, 1990; ELIAS, 2005). O quadro 2 resume as principais funcbes do EC na

protecdo dérmica em mamiferos.

Quadro 2- Funcoes de prote¢do do estrato cdrneo de mamifero.

Funcéo Localizagéo
Barreira de permeabilidade Extracelular
Coeséo (integridade) > descamacéo Extracelular
Barreira antimicrobiana (imunidade inata) Extracelular
Barreira mecanica (impacto e resisténcia ao cisalhamento) | Cornedcitos
Barreira contra quimiotdxicos e antigenos Extracelular
Absorcdo quimica seletiva Extracelular
Hidratacdo Cornedcitos
Barreira contra raios ultravioletas (UV) Cornedcitos
Iniciagdo de inflamagdo (ativacdo de citoquinas) Cornedcitos
Interface psicossensorial Desconhecidos
Barreira térmica Desconhecidos

Fonte: Adaptado de ELIAS, 2005.

Assim, qualquer modificacdo na diferenciacdo epidérmica e composicdo lipidica
resulta em funcdo de barreira alterada, um evento central em varias alteracbes e doencas
dermatoldgicas (GOEBEL, 2012; HADGRAFT, 2001). A epiderme vidvel é formada por
células em constante atividade proliferativa, divida em camadas ou estratos: camada licida,
camada granulosa, camada espinhosa e camada basal ou germinativa (figura 5). Em
movimento ascendente de diferenciacdo da camada basal, as células metabolicamente ativas
se alteram, de forma ordenada, originando os cornedcitos que se dispéem no EC (MELO,
2012; WICKETT; VISSCHER, 2006).

Figura 5- Diagrama da epiderme mostrando as principais camadas.
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Fonte: Adaptado de WICKETT; VISSCHER, 2006.
A derme apresenta alta vascularizacdo e € constituida por fibras colagenas e elasticas,

fornecendo um bom suporte mecanico, compacto e flexivel. A partir da derme emergem 0s

apéndices cutaneos como foliculos pilosos e glandulas sebaceas. A derme contém inlmeras
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celulas, incluindo fibroblastos e macrofagos. Os fibroblastos sdo responsaveis pela sintese e a
renovacdo da matriz extracelular, enquanto que os macréfagos contribuem para eliminar
corpos estranhos e reparar o tecido danificado (BARONI et al., 2012).

A regido mais interna da pele humana, a hipoderme ou tecido subcutaneo, oferece
protecdo mecanica, isola o corpo contra calor externo e frio, e € ativo no metabolismo e
armazenamento de energia em geral (MURTHY; SHIVAKUMAR, 2010; BARRY, 1983).

No geral, a derme e a hipoderme sdo as barreiras cutaneas mais efetivas contra

estresses traumaticos e térmicos. (BARONI et al., 2012)

3.2.2 Penetracéo cutanea de farmacos: vias e estratégias

O EC constitui a principal barreira para a absorcdo percutdanea de substancias
exogenas, como os farmacos (MADISON, 2003). Trata-se de um processo complexo mediado
pelos seguintes mecanismos: absorcéo transcelular (através dos corneocitos envolvidos com
queratina); absorcéo intercelular (em torno dos corneocitos em regides extracelulares ricas em
lipidos) e absorcdo através de apéndices (pelos foliculos pilosos, glandulas sudoriparas e
glandulas sebaceas). As rotas intercelular e transcelular sdo consideradas as mais importante
para a permeacdo de produtos quimicos através da pele, tal como pode ser observado na
figura 6 (BOUWSTRA et al., 2001; SUHONEN et al., 1999).

Figura 6- Vias de permeacdo do farmaco através do estrato cérneo, através da matriz lipidica entre os
cornedcitos (via intercelular) e através dos cornedécitos e da matriz lipidica intercelular (via transcelular).
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Fonte: Adaptado de SUHONEN et al., 1999.
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Apesar da absorcdo através dos apéndices cutadneos ndo contribuirem de forma
significativa para penetragdo (menos de 0,1%), esta rota pode ser importante em momentos
iniciais apés a aplicacdo e em éareas com grande densidade de apéndices cutaneos,
funcionando com um reservatério para alguns medicamentos (SUHONEN et al., 1999;
KIELHORN et al., 2006).

A previsdo da absorcdo dérmica é um tema de pesquisa importante e relaciona-se com
a otimizacdo da entrega de substancias ativas, bem como com o risco a ela conjugado
(TSAKOVSKA et al.,2017). Apesar de complexidade da pele, a lei de difusdo proposta por
Fick, geralmente pode ser usada para analisar e prever dados de permeacdo (BARRY, 1999).
A primeira lei de Fick é usada para descrever o estado de equilibrio de difusdo e pode ser
simplificada, conforme equacgédo 1, em (HADGRAFT, 2001):

_ DKAc

(Equacdo 1)
Onde:
J: é 0 fluxo por unidade de area
D: é o coeficiente de difusdo na pele
K: é o coeficiente de particao entre a pele e o veiculo
Ac: € a diferenca de concentracdo do farmaco entre o veiculo e a pele
h: distancia difusional a ser percorrida (espessura da pele)

Considerando um sistema bicompartimental, onde existe uma membrana
semipermeavel, separando dois meios (doador e receptor) e mantendo-se as condi¢des sink, a
quantidade acumulada de farmaco (m) que atravessa a membrana, por unidade de area (cm?) e
em funcdo do tempo (t) até atingir o equilibrio pode ser expressa pela equagdo 2 (AULTON,
2005; SATO, 2007):

dm _ DxCoxK

J =

dt h (Equacéo 2)

Onde:

dm é a derivada da massa;

dt é a derivada do tempo;

Co € a concentracao do farmaco na solucéo doadora;

K é o coeficiente de particdo do soluto entre a membrana e o veiculo e;

h é a espessura da membrana.
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O coeficiente de particdo (K) é a razdo da solubilidade do farmaco na pele

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

Sv (Equacéo 3)

Logo, o fluxo de farmaco através da pele, J, aumenta com:

e O incremento do coeficiente de difusdo do farmaco na pele (D) e com a solubilidade
do farmaco na pele (Sp);
e O aumento de concentracdo de farmaco no veiculo (Ac) ou com o decréscimo da sua

solubilidade no veiculo (Sv). (MARTINS;VEIGA, 2002)

Assim, saturacdo do ativo no veiculo, fornece uma forca motriz maior para o
transporte atraves da pele, aumentando a atividade termodindmica (CHANG et al., 2013).
Nesse contexto, entende-se atividade termodindmica como a “tendéncia a escapar”, ou seja, a
forca para que o farmaco seja liberado do veiculo e penetre na pele. Uma vez que a
concentracdo terapéutica da forma farmacéutica geralmente ndo pode ser alterada, 0s
formuladores podem otimizar a solubilidade de um farmaco, por meio do controle da
composicdo do veiculo (BARRY, 2005). Os promotores de permeacdo quimicos sdo a
alternativa mais frequentemente utilizada em formulagdes semissélidas e transdérmicas. Sao
compostos desprovidos de acdo farmacoldgica, que quando incorporados em uma formulacéo
podem permear ou interagir com 0s componentes do estrato corneo, reduzindo a resisténcia da
pele a difusdo do farmaco e incrementando o coeficiente de particdo do mesmo (MARTINS;
VEIGA, 2002; STORPIRTIS et al, 2009). Possuem ainda capacidade de hidratacdo cutanea,
de alteracdo da composicédo, propriedades fisico-quimicas e disposicao lipidica e protéica do
EC, diminuindo de modo reversivel, a sua funcdo barreira e/ou aumentando o coeficiente de
particdo do farmaco favorecendo sua difusdo através da pele (MELO, 2012; SILVA et al,,
2010). A exemplo, formulacdes contendo MPC, apresentam polietilenoglicol, compondo seu
veiculo base, constituindo uma pomada hidrofilica e conferindo boa solubilidade para o
farmaco no wveiculo. Além disso, a pele ocluida, por aplicacdo de pomada, pode reter
quantidades significativas de agua transepidermal e facilitar ainda mais o transporte do ativo
através da pele hidratada (CHANG et al., 2013; FRUIJTIER-POLLOTH, 2005).

H& ainda, outras técnicas/estratégias para promover o aumento da penetracdo dos
farmacos na pele, que sdo os métodos fisicos, estes, atuam favorecendo a penetracdo de
compostos no estrato corneo por alterar temporariamente e reversivelmente essa barreira
(LIRA et al., 2004; GOEBEL, 2012). Podem ser citadas como técnicas fisicas a iontoforese, a
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sonoforese, a eletropermeabilidade e a magnetizacdo (BARRY, 2005; CHORILLI et al.,
2007).

3.2.3 Produtos tépicos dermatoldgicos e o desenvolvimento de produtos topicos genéricos.

PTD oferecem uma alternativa util no tratamento de uma variedade de desordens e
apresentam como vantagens: a praticidade e facilidade no uso, menos efeitos adversos quando
comparado a outras vias, além de ser normalmente uma opg¢do econdmica (CHANG et al.,
2013).

PTD podem ser subdivididos em duas categorias:

e Sistemas transdérmicos, cujo objetivo é a absorcdo dos farmacos pela circulacdo
sanguinea para tratamento de doengas sistémicas;

e Formulagdes dermatologicas topicas para o tratamento local de doencas sendo a pele o
orgao-alvo.

Apesar de possuirem caracteristicas e objetivos distintos, a eficacia de ambos
dependera da liberacdo do farmaco da formulacdo que o contém e de sua penetracdo/difuséo
pelas camadas da pele (SHAH et al., 1991). Ambas as etapas sdo dependentes das
propriedades fisico-quimicas do farmaco, do veiculo e da barreira da pele (OSTRENGA;
STEINMETZ; POULSEN, 1971; NISHIHATA et al., 1988).

Neste sentido, uma atencéo especial deve ser dirigida para os excipientes, visto que
diferentes tipos de excipientes podem gerar um impacto significativo nos atributos de
qualidade de um medicamento. Além disso, diversos estudos tém demonstrado que a escolha
do(s) excipiente(s) influéncia(m) diretamente a penetracdo do ativo na pele
(MUGGLESTONE et al., 2012; WATKINSON et al., 2011; SANTOS et al., 2010; LIRA et
al., 2004; HADGRAFT et al., 2003).

Assim, para garantir a equivaléncia farmacéutica e terapéutica de férmulacbes
genéricas em relacdo ao medicamento de referéncia, € prudente usar informacdes contidas nas
patentes publicadas na literatura, juntamente com os dados obtidos no processo de engenharia
reversa. O objetivo principal de uma formulacdo genérica topica é ter a mesma composicdo
quantitativa (Q1) e qualitativa (Q2) que o medicamento de referéncia (MR). Além disso, €
possivel que a formulacdo genérica se apresente sensivel as mudancas do processo de
fabricacdo. Isto pode ser atribuido ao fato de que o processo de fabricacdo pode ter um
impacto profundo sobre a microestrutura da formulacdo (Q3). Logo, alcancar um arranjo

semelhante a0 MR (Q3) também é um dos principais objetivos do processo de
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desenvolvimento de medicamentos genéricos (MG) (CHANG et al.,2013; SHAH, 2009;
LIONBERGER, 2005).

Em resumo, € essencial gerenciar os efeitos das varidveis do processo sob os atributos
de qualidade do MG (Q1/Q2/Q3) em relacdo ao MR para que tanto o0 sucesso técnico quanto o
regulamentar possa ser garantido (CHANG et al., 2013). Entretanto a legislacéo brasileira ndo
considera importante a manutencdo da similaridade Q1, Q2 e Q3, sendo 0s aspectos

regulatérios nacionais e internacionais detalhados no item 3.4

3.2.4 Pele animal

Estudos de permeacdo em pele animal desempenham um papel essencial na selecéo de
formulacbes contendo farmacos para uso topico, e, portanto, a escolha de modelos in vitro
preditivos de permeacdo é altamente importante (ARAUJO, 2016). Apesar da pele humana
excisada, ser considerado o modelo mais apropriado (padrdo-ouro) para experiéncias de
permeacdo e penetracdo in vitro, algumas desvantagens levam a usar outros modelos. As
principais desvantagens incluem pouca conveniéncia, dificuldade de obtengéo e baixo nivel
de padronizacdo devido a variabilidade relacionada ao género, raca, idade e local anatémico
do doador (PRACA et al, 2017).

Numerosos modelos de pele animal de varios mamiferos, roedores e répteis sao
utilizados como substitutos a pele humana. (VECCHIA; BUNGE, 2006; WALKER et al.,
1983). Em geral, a pele de primatas e de porco séo modelos mais bem aceitos do que a pele de
roedores, uma vez que a pele de roedores tende a sobrestimar a permeacdo (MEYER et al.,
1978; MONTEIRO-RIVIERE; RIVIERE, 1996; REIFENRATH; SPENCER, 1985;
WESTER; MAIBACH, 1977). Por razdes éticas, a pesquisa de primatas € restrita e a pele de
porco, além de ser facilmente obtida a partir de matadouros, suas propriedades bioquimicas e
histolégicas foram repetidamente demonstradas como semelhantes a pele humana
(CALABRESE, 1984; MEYER et al., 1978; MONTEIRO-RIVIERE; RIVIERE, 1996). No
Brasil, em se tratando da regulamentacdo ética sobre o uso de animais em pesquisas, 0O
Conselho Nacional De Controle De Experimentacdo Animal (CONCEA), publicou em 2 de
fevereiro de 2016 a Resolucdo Normativa n° 30, que traz a Diretriz Brasileira para o Cuidado
e a Utilizacdo de Animais em Atividades de Ensino ou de Pesquisa Cientifica (DBCA). Esta
resolucdo delega ao responsavel pela atividade e sua equipe que cadaveres ou parte deles
oriundos das atividades de matadouros, frigorificos, abatedouros ou produtores rurais para

consumo mantenha a documentacdo que evidencia a origem do animal de forma inequivoca,
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bastando a evidéncia ser nota fiscal de compra, recibo, fotografias ou documentos oficiais dos
servigos de vigilancia, dentre outros aplicaveis.

Em termos de permeabilidade a pele de porco também é um excelente substituto ao
uso da pele humana. Um estudo conduzido por Barbero e colaboradores em 2009, reuniu 18
estudos de 26 diferentes substancias quimicas confirmando ser a pele de porco um excelente
modelo em substituicdo a pele humana para os compostos avaliados. No entanto, é importante
destacar que, o modelo de pele animal eleito em substituicdo a pele humana, dependera do
proposito final do estudo e da substancia sob investigagdo (BARBERO et al., 2009). Além
disso, embora, estudos in vitro de permeacdo/penetracdo de farmacos utilizando modelos
animais em substituicdo a modelos humanos sejam numerosos na literatura, 0s mesmos estao
sujeitos a uma grande variabilidade. Assim, cuidados como: a procedéncia do animal a ser
utilizado, a dermatomizacdo da pele, seu grau de hidratacdo e seu armazenamento,
representam um desafio com relacdo padronizacdo e reprodutibilidade do metodo (PRACA,
2017).

3.3 BE/BD DE PTD: Técnicas de analise.

A avaliacdo da BE destina-se a fornecer informac6es comparativas sobre a seguranca e
eficacia dos produtos com base em suas BD relativas. A determinacdo da BD de produtos
sistemicamente absorvidos é definida como a velocidade e a extensdo na qual o principio
ativo é absorvido a partir do produto medicamentoso se tornando disponivel em seu local da
acdo (KANFER, 2010). Assim, é de extrema importancia, do ponto de vista clinico e
regulatorio, realizar um estudo de avaliagdo da BE para garantir que a formulacdo genérica
seja terapeuticamente equivalente ao seu MR. (LU et al., 2016).

A avaliacdo da BE de PTD de acdo local provou ser bastante dificil e desafiadora
(KANFER, 2010). A depender do pais, a avaliacdo da BE é tratada de forma diferente
conforme detalhamento descrito no item 3.4. De uma maneira geral, com excecdo de
corticosterdides topicos cutaneos, cujo método farmacodinamico mede o branqueamento da
pele no local de acdo em funcdo do tempo provocado por esta classe terapéutica, o padrao
ouro para estabelecer a BE da maioria dos produtos topicos dermatologicos ainda sdo o0s
estudos com desfechos clinicos, que normalmente, sdo caros, demorados e muitas vezes
associados a um alto grau de variabilidade e baixa sensibilidade na deteccdo das diferencas
das formulacdes (RANEY et al., 2015; KRISHNAIAH et al., 2014; YACOBI et al., 2014,
JAIN, 2014). Outros métodos, tais como a ‘suc¢do vesicular’ ¢ a biopsia da pele, tém sido

utilizados para determinar a concentracdo do farmaco na pele humana, no entanto estes
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métodos apresentam alguns inconvenientes devido a sua natureza agressiva, podendo causar
cicatrizes permanentes. Assim, as agéncias regulatorias, juntamente com as industrias
farmacéuticas, tém avancando no desenvolvimento de novas abordagens para avaliagédo da BE
dos PTD. Estas abordagens promissoras incluem o estudo dermatofarmacocinetica (DPK),
microdialise dérmica (MD), estudos in vitro, estudo farmacocinético (PK), near-infrared

spectroscopy (NIR) e confocal Raman spectroscopy (CRS) (figura 7) (LU et al., 2016).

Figura 7- Abordagens para a avaliagdo de PTD.

[ Abordagens para a avaliacio de produtos tépicos dermatolégicos ]

Nio aceitos

“Succio vesicular”

Biopsia dérmica

Fonte: Adaptado de LU et al., 2016.

No que diz respeito aos estudos in vitro, 0 modelo mais utilizado é o sistema de
difusdo seguindo o modelo de células vertical proposto por Franz em 1975 (FRANZ, 1975).
Neste sistema de células de difusdo bicompartimentais, pode-se utilizar tanto a membrana
sintética quanto tecido cutaneo, separando um compartimento doador de um compartimento
receptor, para conhecer o comportamento de cedéncia ou biofarmacéutico de uma formulacgéo,
no que diz respeito a penetracdo e/ou permeacdo do farmaco (figura 8) (STORPITIS et al.,
2009).
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Figura 8- Células de difusdo de Franz automatizadas.

Fonte: http://www.easyfairs.com/events_216/lab-innovations-lausanne-2016_77587/lab-innovations-lausanne-
2016_77799/exhibitors-products_77853/exhibitor-catalogue_77857/stand/598398/ (Acesso em 20 dez. 2017).

Variaveis chave no processo de difusdo incluem a escolha do meio/solugdo receptor(a)
e a membrana usada no teste. O meio receptor deve solubilizar o farmaco suficientemente
para garantir as condi¢oes sink (SHAH; ELKINS; WILLIAMS, 1999). O teste de liberacéo in
vitro que até entdo tinha sua aplicabilidade voltada para avaliar indicadores de desempenho da
formulacdo, ou seja, particdo ou cedéncia do veiculo para o fluido receptor, uma vez que ndo
mimetiza o comportamento in vivo, comeca a ganhar novas perspectivas. Shah (2015) através
do sistema de classificacdo de produtos tépicos (SCPT) detalhada mais adiante, expande 0 uso
desta metodologia para avaliar a qualidade do produto genérico, em termos de microestrutura
(Q3) em relacdo ao seu produto de referéncia. Assim os dados de IVRT poderiam auxiliar a
avaliacdo da BE entre as formulacGes sem a necessidade de testes clinicos, inclusive alguns
esbocos de guia ja tem executado a avaliacdo de PTD desta maneira e nosso estudo corrobora
com estes guias (SHAH, 2015; FDA, 2012a; FDA, 2017a; FDA, 2012b; FDA, 2013; FDA,
2017h).

Outro método utilizado tanto in vitro quanto in vivo é a DPK. Neste método, as
camadas de estrato cérneo sdo removidas sequencialmente, utilizando a técnica de tape-
stripping (figura 9), e a concentragdo de farmaco no estrato cdrneo é medida em funcdo do

tempo pos- aplicagdo e pds-remocédo do produto testado (JAIN, 2014; AU et al., 2010).


http://www.easyfairs.com/events_216/lab-innovations-lausanne-2016_77587/lab-innovations-lausanne-2016_77799/exhibitors-products_77853/exhibitor-catalogue_77857/stand/598398/
http://www.easyfairs.com/events_216/lab-innovations-lausanne-2016_77587/lab-innovations-lausanne-2016_77799/exhibitors-products_77853/exhibitor-catalogue_77857/stand/598398/
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Figura 9- Representacgdo da técnica de tape stripping através da remocao de uma camada de estrato cérneo com
uma fita adesiva.
Fonte: Adaptado de AU et al, 2010.

Fita adesiva

Estrato corneo

_________---—-—]Es&atogranuloso
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O principal pressuposto por tras da metodologia, é que a quantidade de farmaco
recuperado do estrato corneo, principal barreira da absor¢do percutanea, estad diretamente
relacionada a quantidade de ativo que alcanca as células-alvo. Assim, a concentragdo do
farmaco no estrato corneo em fungdo do tempo para dois produtos pode entdo ser comparada
quanto a BE (BRADDY et al., 2015). Em 1998, a Food and Drug Administration (FDA)
publicou o ‘esbogo’ de um guia para avaliagdio de métodos DPK, utilizados na
bioequivaléncia de PTD. O ‘esbo¢o’ do guia foi retirado em 2002, apds 0s resultados
inconsistentes entre dois estudos. Considerando que a DPK é uma metodologia mais barata,
mais rapida, que necessita de um menor nimero de voluntarios em relacdo aos testes clinicos
e na teoria pode ser aplicada a todos os farmacos de uso topico, varios estudos tiveram como
objetivo a identificacdo dos problemas e limitagdes do guia original de DPK levando a um
processo de refinamento da técnica para a producdo de dados com qualidade,
reprodutibilidade e sensibilidade para demonstrar pequenas diferencas entre formulac6es
(FDA, 1998; FDA, 2002; BRADDY et al., 2015).

A MD é uma técnica para a medi¢do em tempo real da taxa e extensdo da penetracao
de farmacos na pele, sendo capaz de determinar a concentracdo de farmacos no local de acédo
em quase todos os tecidos humanos. Uma das vantagens mais importantes deste método no
que trata da avaliacdo de PTD ¢ a possibilidade de utilizacdo de peles saudaveis e doentes. No
entanto, MD é um procedimento relativamente invasivo e que pode causar inflamacgdes
transitorias. Ao mesmo tempo, a depender da profundidade de insercdo da sonda, o0s

resultados podem apresentar uma maior variacdo (KANFER, 2015; LU et al., 2016).

Com relacdo ao método farmacocinético (PK), como mencionado anteriormente, 0s

niveis sanguineos ndo sdo uma medida adequada do medicamento presente no local de acdo
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para avaliagdo de PTD. No entanto, para medicamentos contendo lidocaina 5% que devem ser
aplicados na pele para anestesia local os dados farmacocinéticos (PK) sdo aceitos para
demonstrar a BE. Neste caso, o farmaco atinge concentracBes suficientes na circulaco
sanguinea para ser detectado e o nivel de farmaco no plasma € proporcional a quantidade de
medicamento no local de acéo (nervos do tecido dérmico) (JAIN, 2014).

A near-infrared spectroscopy (NIR) e a confocal Raman spectroscopy (CRS) sdo
duas abordagens in vivo ndo invasivas utilizadas no monitoramento em tempo real da
penetracdo de farmacos em toda a pele. Entretanto, tanto o NIR como o CRS exigem que a
molécula de interesse possua picos espectrais distintos com intensidade suficiente para
quantificagdo (LU et al, 2016).

Uma outra abordagem no ambito da bioequivaléncia de PTD, tem sido proposta por
Shah e colaboradores (SHAH et al., 2015). Tal como o Sistema de Classificacdo
Biofarmacéutica (SCB) baseia-se em principios cientificos solidos e levou a um grande
sucesso na promocao do desenvolvimento de produtos genéricos sélidos orais, 0s autores
propuseram um Sistema de Classificacdo para Produtos Topicos (SCPT) baseado em sua
composicao e propriedades fisico-quimicas (Q1 e Q2) e usa o teste de liberacéo in vitro como
ferramenta para estimar a qualidade do produto em relacdo a Q3, conforme mostrado na

figura 10.

Figura 10- Sistema de Classificagdo de produtos topicos, SCPT.

@1, G2 Semelhante
@3 Semelhante

@1, G2 Semelhante
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TCSclasse 2

01, 42 Diferente
@3 Semelhante

01, G2 Diferente
@3 Diferente

TCS classe 3

TCSclasse 4

Fonte: Adaptado de SHAH, 2015.

Neste sentido, apenas os PTD SCPT classe 1 e 3, poderiam ser considerados BE e uma
permuta entre 0 MG e o MR poderia ser admitida, sem a necessidade da realizacdo de estudos
clinicos. No entanto medicamentos SCPT classe 2 e 4 necessitariam de estudos in vivo para
comprovacdo da BE. A admissdo do SCPT para PTD por agéncias regulatorias facilitaria,
substancialmente, o desenvolvimento e aprovacdo de PTD genéricos e, consequentemente,
mais medicamentos topicos com seguranca comprovada e custo razodvel estariam disponiveis

para os pacientes.
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Como cada abordagem de avaliacdo de BE tem seus prdéprios méritos e limitacdes,
pode-se adotar uma integracdo de multiplas abordagens para facilitar a determinacdo bem-
sucedida da BE entre o PTD genérico e o seu MR correspondente (LU et al., 2016). Como
suporte, Yacobi e colaboradores apresentam uma proposta (&rvore de Strawman) com
sugestdes de tomadas de decisOes para avaliacdo da BE de PTD, conforme demonstrado na
figura 11 (YACOBI et al., 2014) corroborando com o previsto por Franz (2011), no que
condiz a uma abordagem sistematica e que depende principalmente do alvo terapéutico e, em
segundo lugar, do tipo de veiculo em que o farmaco é formulado com énfase na equivaléncia
do Q3 (figura 12) (LIONBERGER, 2004).

Figura 11- Arvore de Strawman como proposta de decisio & avaliagio da BE de PTD.
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Figura 12- Abordagem sistematica para a selecdo de um teste de substitui¢do adequado para estabelecer a BE de

PTD.
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Fonte: Adaptado de FRANZ, 2011.

Em resumo a escolha do método apropriado para avaliacdo da BE de PTD deve ser
baseada numa abordagem multifacetada, adaptada ao ativo e ao alvo da doenga a que se
destina (YACOBI et al., 2014).

3.4 BE de PTD: Aspectos regulatdrios nacionais e internacionais

Um levantamento conduzido por Braddy e colaboradores em 2014, traz 15 diferentes
jurisdicdes e organizagbes que atualmente participam de um projeto piloto que visa a
harmonizacdo da regulamentacdo internacional de medicamentos genéricos (IGDRP-
International Generic Drug Regulators Pilot Project), dentre eles o Brasil (BRADDY et al.,
2015). Atualmente, apenas a Agéncia de Medicamentos Européia (EMA), o Canadé, o Japéo e
os Estados Unidos da América (EUA) possuem documentos de orientacdo especificos para
PTD, e somente o Jap&o, a Africa do Sul, os EUA, e a Organizacdo Mundial de Satide (OMS)
estdo progredindo na aceitacdo de outras abordagens de BE, como DPK e IVRT (BRADDY
et.al., 2015). A exemplo, seis diferentes ‘esbogos’ de guias foram publicados para avaliar
formulacdes tépicas de pomada de aciclovir, creme de aciclovir, emulsdo de ciclosporina,
emulsdo de difluprednato, creme de ivermectina e creme de docosanol, descrevendo o uso de
IVRT associado a caracterizacdo fisico-quimica como métodos alternativos para evitar
estudos clinicos (FDA, 2012; FDA, 2014; FDA, 2013, FDA, 2016, FDA, 2017a; FDA,
2017h).

No Brasil, as legislacdes vigentes para registro de medicamentos genéricos e similares
de uso topico cutaneo ndo solicitam a apresentacdo de estudos de BE ou estudos clinicos para

candidatos a genérico. A BE pode ser substituida por testes de equivaléncia farmacéutica
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(descritos na RDC n° 31/2010) para medicamentos de aplicacdo tdpica sem absorcédo
sistémica, desde que apresentem mesma concentragdo em relacdo ao MR e excipientes de
mesma fungdo, em concentracGes compativeis (BRASIL, 2011; BRASIL, 2010). Esses testes
envolvem a caracterizacdo fisico-quimica e microbioldgica da formulacdo e fornecem
informacGes importantes sobre os atributos de qualidade dos medicamentos testados (FISHER
et al., 2016). Os testes microbioldgicos sdo, naturalmente, ndo Uteis na comparacdo de
produtos, sendo o Brasil o Unico pais do mundo a solicitar-lhes para esse fim. Além disso, a
RDC N° 73/2016, que se aplica as alteracdes poOs-registro, cancelamento do registro de
medicamentos com farmacos sintéticas e semi-sintéticas, requer testes comparativos de
desempenho in vitro somente entre a formulagédo atualmente aprovada e a proposta, utilizando
0 Capitulo Geral 1724 da Farmacopéia Americana (General Chapters 1724: Semisolid Drug
Products Performance tests) como referéncia (BRASIL, 2016). No entanto é importante notar
que esses produtos geneéricos e similares ndo foram comparados com o produto de referéncia
utilizando testes de desempenho no momento do registro. Esta flexibilizacdo de exigéncias
proporciona um maior nimero de PTD genéricos e similares intercambidveis no mercado

brasileiro, comparativamente aos EUA, por exemplo, como demonstrado na figura 13.
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Figura 13- Ndmero de medicamentos topicos semissélidos dermatoldgicos registrados no Brasil e nos EUA
conforme sua classe terapéutica.
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Fonte: SOARES et al., 2015.

Como no Brasil, os excipientes presentes nos MG e similares podem diferir
qualitativamente e quantitativamente em relacdo ao MR, existem no mercado brasileiro
produtos considerados genéricos e similares com grandes variagdes na sua composicao,
agravando a divida sobre a igualdade da eficacia dessas formulagdes e evidenciando a grande

importancia de uma readequacao da nossa legislacdo (SOARES et al., 2015).
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MATERIAIS E METODOS
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 FormulagGes e insumos

O estudo foi conduzido utilizando quatro formulagdes provindas do mercado nacional,
cuja composicao e lotes estdo detalhadas no quadro 3. A MPC, cedida pela Cristéalia Produtos
Quimicos Farmacéuticos LTDA com lote n°13508/2015 e teor 99,6%, foi utilizada como
substancia quimica de referéncia. Todos os solventes e reagentes utilizados nas analises foram

de grau analitico e as vidrarias previamente calibradas.

Quadro 3- Apresentacdes comerciais de MPC pomada 2% utilizadas no estudo.

Formulacé&o utilizada Composicéo Lote
) ) MPC __ 20mg
Medicamento de referéncia (Bactroban®) o . VJ0271V
Macrogol (Polietilenoglicol) g.s.p__ 1g
] ] MPC __ 20mg
Medicamento genérico A 16075180
Macrogol 400 e 4000 g.s.p 19
] . MPC __ 20mg
Medicamento genérico B 16C99P
Macrogol 400 e 4000 g.s.p 19
] o MPC __ 20mg
Medicamento similar 00117863

Macrogol (Polietilenoglicol) g.s.p 19

Fonte: Autoria prépria.

4.2 Desenvolvimento e validacdo dos métodos analiticos e bioanaliticos para
guantificacdo da MPC

Foi necessario desenvolver um método analitico por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia com deteccdo de ultravioleta (CLAE-UV) para quantificacdo das amostras de MPC
provindas do estudo de liberacdo in vitro, validada através da RDC n° 899/2003 que trata da
validacdo de métodos analiticos. Outro método mais sensivel utilizando liquid cromatography
coupled sprectoscopy in tanden (LC-MS/MS) foi desenvolvido para quantificacdo das
amostras contendo MPC provindas de matriz biolégica (in vitro / in vivo) sendo o método
validado com base na RDC n° 27/2012 que dispbe sobre o0s requisitos minimos para a
validacdo de métodos bioanaliticos empregados em estudos com fins de registro e pos-registro

de medicamentos.

4.2.1 Desenvolvimento do método analitico por CLAE-UV
O equipamento utilizado para quantificacdo da MPC em amostras provindas do ensaio
de liberacdo in vitro foi um CLAE-UV (Nexera X2, Shimadzu, Jap&o), em 228 nm.

Inicialmente, 0 método para quantificagdo das amostras foi embasado no estudo descrito por
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ECHEVARRIA e colaboradores (2003). Apos a realizacdo de testes, algumas modificacdes
foram realizadas e o acetato de aménio pH 6,3 presente na composicdo da fase movel teve sua
molaridade alterada devido a precaugdes decorrentes do equipamento de CLAE, sendo a
molaridade reduzida pela metade (0,025M). O quadro 4 abaixo resume as condigdes

cromatogréficas obtidas ao final do desenvolvimento:
Quadro 4- Condigdes cromatograficas para deteccdo de MPC por CLAE-UV.

Comprimento de onda na detecgdo UV 228 nm
Coluna C8 — 125 x 4,6mm — fase reversa — (ACE® V11-4064)
Fase movel Tampdo acetato de amonio a 0,025M pH 6,3 / ACN (75:25).

Temperatura do forno 40°C

Fluxo 1,2 ml/min
Injecao 20 uL

Tempo de retengéo * 7 minutos

Tempo de corrida + 9 minutos

Fonte: Autoria propria.

4.2.2 Validagao do método analitico por CLAE-UV

Os ensaios para determinacdo dos parametros de validagcdo foram realizados de acordo
com as normas estabelecidas pela RE 899 da ANVISA (ANVISA, 2003), sendo os seguintes
parametros avaliados: seletividade, especificidade, linearidade, exatiddo, precisao
intemediaria e precisdo avaliada pela repetibilidade.

O estudo da linearidade foi realizado nas concentracdes de 5; 10,0; 25,0; 50,0; 100,0 e
150,0 pg/mL pela transferéncia de aliquotas de solucdo estoque da MPC 100 pg/mL,
preparada em tampédo fosfato pH 7,4. As dilui¢cbes foram preparadas em trés réplicas e
empregadas na construcdo da curva analitica (concentracdo vs area do pico). A equacdo da
reta e o coeficiente de correlacdo linear (r) foram calculados.

A precisdo foi avaliada com base na repetibilidade, isto é, a correlacdo entre o0s
resultados obtidos dentro de um curto periodo de tempo, utilizando a mesma instrumentacéo e
0 mesmo analista. Seis solu¢des de analise da amostra foram utilizadas na concentracdo de
trabalho (50 pg/mL = 100% de concentracdo teorica). A precisdo intradias foi avaliada
analisando-se solucdes padrdo (n=3) nas concentracdes de 50 pg/mL. As solugbes foram
analisadas e a seguir o coeficiente de variacdo percentual (CV%) foi calculado. A precisao
interdias foi avaliada em dois dias consecutivos por dois analistas distintos.

No estudo da exatiddo, foram utilizadas amostras em triplicata, em concentracGes
equivalentes a 25,0; 50,0 e 100,0 pg/mL, o que corresponde a 50%, 100% e 150% da

concentragdo tedrica do farmaco testado, MPC.



47

Os resultados foram analisados pela anélise de variancia (ANOVA), CV% e teste t de
Student.

4.2.3 Desenvolvimento do método por LC-MS/MS

O método utilizado para quantificacdo da MPC nas amostras provindas da DPK in
vitro / in vivo foi desenvolvido e validado no Nucleo de Desenvolvimento Farmacéutico e
Cosmético (NUDFAC) da Universidade Federal de Pernambuco, Recife. Para isso foi
utilizada a cromatografia liquida (Nexera X2, Shimadzu, Japdo), acoplado a um
espectrometro de massas triplo quadrupolo (Q-TRAP 3200® LC-MS/MS, Sciex, EUA) com
electrospray ionisation (negative mode) (ESI-) e interface no modo de monitoramento de
reacOes multiplas (MRM). Apos a calibracdo do equipamento no modo negativo, selecionou-
se um espectro de massas MS/MS para se conhecer os ions produzidos pela MPC e assim
determinar o melhor par i6nico e as melhores condi¢cGes dos parametros para deteccdo da
MPC nas amostras. A hidroclorotizida (HCTZ) foi utilizada como padréo interno (PI), a uma
concentracdo fixa de 150ng/ml, de modo a compensar erros aleatdrio e sistematicos.

A separacdo cromatogréfica foi realizada utilizando uma coluna Sunfire C18 (50 mm
de diametro x 2,1 mm, 3,5 um) da Waters®, mantida a 40°C por um forno de coluna. A fase
maovel consistiu em metanol / &gua na proporc¢édo 85:15, em gradiente foi isocratico, com um
fluxo cromatografico de 0,4 mL min-1. Um volume de 5 uL de amostras, curva padrdo e
controles foram injetadas no equipamento. A curva de calibracdo foi preparada em solugéo de
metanol numa faixa linear com seis pontos de concentragdes: 10,0; 25,0; 50,0; 100,0; 200,0 e
300 ng / mL.

O quadro 5 resume as condigdes analiticas finais para determinacdo de MPC em

amostras provindas de matriz bioldgica.

Quadro 5- Condicdes analiticas para determinacdo de MPC em amostras provindas de matriz bioldgica.

Analito MPC
Padrao interno (PI) HCTZ
Modo de ionizagao negativo
Transicdo MRM do analito 500/499 m/z
Transicdo MRM do Pl 297/296 m/z

Tempo de reten¢do do analito | 0,7

Tempo de retengdo do Pl 0,4

Tempo de corrida (minutos) | 2

Coluna cromatogréfica C18 (50 mm de didmetro x 2,1 mm, 3,5 pm)

Fluxo mL.min* 0,4
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Fase movel Metanol / agua (85:15)

Volume de injecéo (uL) 5

Fonte: Autoria prdpria.

O controle do sistema e a aquisicdo dos dados foram realizados utilizando o software
Analyst Multiquant verséo 2.1.

4.2.4 Validacéo do método por LC-MS/MS

O método por LC-MS/MS foi validado seguindo as orientacdes da RDC n° 27/2012 da
ANVISA (BRASIL, 2012). Foram avaliados os seguintes parametros: seletividade,
especificidade, linearidade, exatiddo, preciséo do método, estabilidade das amostras, a

recuperacao e o efeito matriz.

4.2.4.1 Solucgbes padrao

Dois conjuntos de solucdes estoque foram preparados para a validagdo do método a
uma concentracdo de 100 pg/ml de MPC. Primeiro em metanol para analise dos dados das
fitas do DPK in vivo e in vitro e segundo em tampé&o de fosfato de sédio monobasico (20 mM)
pH 7,4 para analise dos dados de liquido receptor do estudo in vitro. A curva de calibragéo de
MPC foi preparada em ambos os solventes com as concentrac@es de 10,0; 25,0; 50,0; 100,0;
200,0; 300,0 ng/ml.

4.2.4.2 Analise cromatografica

As analises foram realizadas conforme descrito no item 4.2.3.

4.2.4.3 Linearidade

Para avaliar a linearidade trés curvas de calibracdo diferentes foram preparados em
ambos os solventes, Cada curva de calibracdo foi obtida em seis niveis de concentracdes de
solugcdes de MPC (10-300,0 ng/ml). As curvas de calibracdo foram ajustadas utilizando

regressao linear dos minimos quadrados.

4.2.4.4 Seletividade e especificidade

A especificidade foi avaliada em trés amostras de fita (Scotch Book Tape, 3M, St.
Paul, MN, USA), que sdo usados na remoc¢do das camadas do estrato corneo da pele humana e
de porco. Cada fita foi colocado em frascos do tipo eppendorf (Axygen®) e adicionado de
950 uL de metanol e 50 pL de Pl e deixados sob durante agitacdo durante um periodo de 6
horas a 32 °C. Depois disso, as amostras foram filtradas com filtro de 0,45pum (Millex-HV-°

PVDF) e analisadas pelo método desenvolvido.
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A seletividade do método foi verificada atraves da monitorizacdo da MPC na presenca
de componentes da formulacdo. As pomadas de MPC (2%) e a pomada placebo foram
diluidas a uma concentracdo tedrica de 300 ng/ml em metanol sendo posteriormente
analisadas pelo método desenvolvido.

4.2.4.5 Precisdo e exatidao

A precisdo e exatiddo foram determinadas em uma mesma corrida (intradias) e em trés
corridas diferentes em pelo menos dois dias distintos (interdias). Em cada corrida analitica
foram realizadas cinco repeticdes, em cinco concentragdes: limite de quantificacdo (LIQ = 10
ng/mL), controle de qualidade de baixa concentracdo (3x LIQ = 30 ng/mL), controle de
qualidade de média concentracdo (CQM = 150 ng/mL) e controle de qualidade de alta
concentracdo (CQA 75% -80% do limite superior de quantificacdo (LSQ = 240 ng / ml)
(ANVISA Brasil, 2012). Para a obtengdo das amostras, as fitas contendo EC foram colocadas
em tubos do tipo eppendorf (Axygen®) e contaminadas com as respectivas concentracdes em
cinco repeticbes. ApoOs a evaporacdo das solugdes controles postas nas fitas a extragdo foi
realizada através da adicdo de 950uL de metanol e 50 pL de Pl em cada tubo, que foram
deixados sob agitacdo durante seis horas a 32°C. Em seguida, foram filtradas com filtro de

0,45um (Millex-HV-® PVDF) e analisadas pelo método desenvolvido.

4.2.4.6 Estabilidade das amostras

Apos a realizacdo do procedimento de tape stripping cada fita precisa ser pesada
novamente e s6 apos isso 0 procedimento de extracdo pode ser realizado (estabilidade de
curto prazo). O procedimento de DPK in vivo para um voluntario pode durar trés dias. Entéo,
normalmente, a fita pode ficar até trés dias entre o procedimento de tape stripping e o
procedimento de extracdo. Considerando outros possiveis problemas, a estabilidade do
farmaco nas fitas foi avaliado apos 24, 48 e 72 horas. Assim, 3 fitas foram contaminadas com
0 CQB e 3 com 0 CQA e extraidas e analisadas apds cada intervalo de tempo mencionado.

Em relacdo a fase de extracdo do estudo de DPK, o nimero de fitas para cada local de
aplicacdo da formulacdo no voluntario é de vinte. A depender do nimero de voluntarios em
cada dia e do tempo de execucao para analise de cada amostra, o procedimento pode durar até
24 horas. Considerando assim, possiveis problemas a estabilidade do farmaco na solugédo
extraida (estabilidade pds-extracdo) foi avaliada apos 24, 48, 72 horas. Para avaliar a
estabilidade das amostras armazenada apés a extracdo, 3 fitas foram contaminadas com o
CQB e 3 com o CQA sendo analisadas apds a extragdo decorrido cada periodo de tempo

mencionado.
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4.2.4.7 Recuperacao

A recuperacdo da MPC foi avaliada através da contaminagdo das fitas contendo EC
humano, EC suino e da pele de porco com concentrac6es conhecidas (CQB= 30; CQM = 150;
CQA= 240 ng/mL) de MPC em triplicata. As fitas foram colocadas em tubos tipo eppendorfs
(Axygen®) e deixadas em contato com as solugdes até completa evaporacdo do solvente. Em
sequida foi adicionado 950uL de metanol e 50 pL de PI, sendo os tubos mantidos sob
agitacdo por 6 horas a 32°C. Por fim, as solu¢bes foram filtradas com filtros de 0,45um
(Millex © -HV-PVDF) e quantificadas pelo método desenvolvido.

4.2.4.8 Efeito matriz

O efeito matriz foi verificado através de 6 fitas provenientes de tapes iniciais; 6
ltimas fitas provenientes dos ultimos tapes do total de 20 fitas e 6 solucdes para cada
Controle de qualidade baixo (CQB) e alto (CQA). O fator de matriz normalizado (FMN) foi
obtido para cada amostra, atraves da férmula descrita na equagéao 7:

. Resposta do analito em matriz/Resposta
FMMN = .
do Pl em matriz
Resposta do analito em
solugdo/Resposta do Pl em solucao (Equagio 7)

O efeito matriz foi tido como insignificante quando o coeficiente de variagcdo (CV) dos

FMNs relativos a todas as amostras inferiores a 15%.

4.3 Equivaléncia farmacéutica

Os testes de EF foram conduzidos conforme determinado pela RDC n° 37/2011, que
trata da isencdo e substituicdo de estudos de biodisponibilidade relativa/bioequivaléncia,
permite que a avaliagdo da BE do produto tépico com a¢do local seja substituida por testes de
EF, conforme descrito na RDC n° 31/2010 e na monografia farmacopeica do produto, no caso
da MPC, segundo a farmacopeia britdnica (BRASIL, 2011; BRASIL 2010; BRITISH
PHARMACOPOEIA, 2008). Assim foram realizados 0s seguintes testes: caracteristicas

organolépticas, pH, densidade, espalhabilidade, reologia, viscosidade e teor.

4.3.1 Caracteristicas Organolépticas

O aspecto, odor e cor de cada produto foram avaliados. Para avaliacdo do aspecto
observou-se visualmente se as formulacdes em estudo mantinham as mesmas caracteristicas
“macroscopicas” do MR (padréo) ou se ocorreram alteragdes como turvagdo por exemplo. A

andlise da cor foi realizada por meio visual. Na analise visual (colorimetria visual) comparou-
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se visualmente a cor das formulagbes genéricas e similar com a cor do medicamento de
referéncia. A andlise foi visualizada sob condic¢des de luz branca artificial (BRASIL, 2008).
Com relacdo ao odor, as formulacGes genéricas, similar e o medicamento referéncia,
acondicionados no mesmo material de embalagem, tiveram seu odor comparado diretamente
através do olfato (BRASIL, 2008).

4.3.2 pH

O pH das formulagdes contendo MPC foram avaliados utilizando um potenciémetro
digital com eletrodo de vidro e sensor de temperatura, modelo PG1800, da marca GEHAKA,
previamente calibrado com soluc¢des tampéao pH 4,0 e 7,0 a uma temperatura de 25 + 0,5 °C.
Foram realizadas seis analises replicadas e os resultados apresentados por média + desvio
padréo (DP) (BRASIL, 2008).

4.3.3 Densidade aparente

A densidade aparente foi determinada utilizando um picnémetro com uma capacidade
de 5 mL. O procedimento foi realizado em sextuplicata de acordo com a metodologia da
Farmacopeia Brasileira de 2010 (BRASIL, 2010).

4.3.4 Espalhabilidade

A determinacdo da espalhabilidade foi realizada através do método adaptado de
Borghetti e Knorst (2006). Em uma placa de vidro disposta sobre papel milimetrado, aplicou-
se 0,5 g de cada formulacdo e sobre a amostra foi colocada uma placa de vidro de peso
conhecido. Apds decorrido o tempo de um minuto de espalhamento, o didmetro foi aferido em
direcGes opostas e o diametro médio foi calculado.
Posteriormente, 0 mesmo procedimento foi repetido até um total de 5 placas. Os resultados
foram expressos como extensibilidade da amostra em funcdo do peso aplicado, conforme
descrito na equacao 4 abaixo (KNORST, 1991; BORGHETTI E KNORST, 2006):

Ei=d>xn/4  (Equacdo 4)

Em que:
Ei = capacidade de espalhamento da amostra para um dado peso i (mm2);

d = didmetro médio (mm).

4.3.5 Comportamento Reoldgico e viscosidade aparente
O comportamento reoldgico foi avaliado em viscosimetro rotacional da marca
Rheology International® e andlise dos dados com o software Microsoft® Excel. A

viscosidade aparente foi determinada a 30 rpm enquanto as viscosidades relativas foram
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determinadas num gradiente de cisalhamento crescente e decrescente com velocidade de
rotacdo de 10 a 100 rpm usando spindle S7 e temperatura 25°C. A partir da construcdo do
grafico de viscosidade versus taxa de cisalhamento foi identificado o comportamento

reoldgico dos produtos.

4.3.6 Teor

A metodologia utilizada para o ensaio de teor foi a descrita na Farmacopeia Briténica
(BRITISH PHARMACOPOEIA, 2008) visto que a Farmacopeia Brasileira 5% edicdo ndo
apresenta monografia para os produtos em estudo contendo MPC (Farmacopeia Brasileira,
2010).

4.3.6.1 Preparacgdo das amostras

Uma amostra padréo contendo 50 pg/ml de MPC foi preparada utilizando a substancia
quimica de referéncia fornecida pela Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos LTDA, com
lote n°13508/2015 e teor 99,6%. Amostras em triplicata de cada formulagdo comercial foram
preparadas de modo a extrair das respectivas pomadas a mesma concentra¢do contida na
amostra padrdo (50 pg/ml). A solucdo utilizada na extracdo corresponde a fase moével e
consiste na utilizagdo de tampéo acetato de amonio a 0,025 M e pH 6,3 / acetonitrila (ACN)
nas proporcoes 75:25. As condicdes cromatograficas foram as mesmas descritas no item
4.2.1.

4.3.6.2 Calculo do teor

O célculo do teor das amostras analisadas foi realizado ap0s obtencdo das médias da
triplicata, sendo calculado o percentual obtido desta em relacdo a amostra padrdo utilizada
como referéncia. A tolerancia permitida para o teor do produto em questao é de 90 a 115 % da
quantidade rotulada (BRITISH PHARMACOPOEIA, 2008).

4.4 Estudo de liberacéo in vitro da MPC

O estudo de liberacdo in vitro foi conduzido utilizando-se células de difusdo tipo
Franz, automatizadas (Vision Microette®) com érea difusional de 1,77 cm? e capacidade de
6,5+0,2 mL.

4.4.1 Selecdo do meio receptor
A composicdo do meio receptor deve demonstrar ser capaz de manter as condicdes
sink. As condicdes sink devem ser avaliadas para que, entre outros fatores, a concentracao de

saturacdo do farmaco no meio receptor, ndo seja atingida durante o estudo de liberacdo
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(COSTA, 2011). Assim, a solubilidade foi determinada para a MPC em tampéo fosfato pH
7,4 permitindo a manutencdo da condicdo sink, ndo ocasionando aumento apreciavel da
concentracdo de MPC no meio receptor e ndo alterando a forma de dosagem por retrodifuséo
através da membrana. Além disso, o tampdo 7,4 é compativel com o método analitico CLAE-
UV desenvolvido, podendo ser injetado diretamente no equipamento.

4.4.2 Preparo da membrana sintética hidrofilica

Foi utilizada membrana sintética de éster (acetato) de celulose (Millipore®), lote
R5PA87384), porosidade de 0,45um. A membrana foi previamente hidratada em tampéo
fosfato pH 7,4 por um periodo de 12 horas.

4.4.3 Montagem das células de Franz

O compartimento receptor das células de Franz foi completamente preenchido com
solucéo receptora. As membranas foram dispostas na célula de modo que ficassem em contato
com a solucéo receptora sem a formagéo de bolhas. E no compartimento doador foi colocado
200 mg £ 1 mg (&rea de exposicao 1,77 cm?) de cada formulacao teste, incluindo o produto de
referéncia, Bactroban®. O sistema foi mantido sob agitacdo magnética (300 rpm). As células

foram mantidas em banho circulante a 32 + 1°C.

4.4.4 Coleta e Quantificacdo das Amostras

Aliquotas de 1 mL foram coletados automaticamente nos seguintes tempos: 10, 20, 30,
40, 50 e 60 minutos. O volume retirado durante as coletas foi automaticamente reposto com
solu¢do receptora para manuten¢do das condi¢des ‘sink’. Em seguida, as amostras foram
filtradas em membrana 0,45 um, quantificadas através de CLAE-UV (método descrito no
item 4.6.1) e utilizadas nos calculos da quantidade real liberada (equacdo 5). As analises
foram realizadas em sextuplicatas para cada formulacdo. Os resultados foram plotados para a
definicdo do modelo de cinética adequado para cada formulacao.

Qreare = Ct.Vr + Ve Cc (Equacéo 5)

Na qual:
Qrear, t = quantidade real permeada referente ao tempo't ;
Ct = concentracdo obtida referente ao tempo t;
Vr = volume de solucéo receptora (6,5 mL)
Cc = concentracdo da amostragem anterior

V¢ = volume coletado
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4.4.5 Analise da cinética de liberacao in vitro
Para a avaliacdo da cinética de liberagio da MPC no sistema, o resultado foi
compilado em gréficos de dispersdo xy, caracteristicos de trés modelos de cinética:
e Ordem zero: quantidade liberada por area (ug/cm?) versus tempo (h);
e Primeira ordem: log da quantidade liberada por area (pg/cm?) versus tempo (h).
e Higuchi: quantidade liberada por area (ug/cm?) versus raiz quadrada do tempo (h),

conforme a equacéo 6:

:':—f =Ky\Vi+b  (Equagdo 6).

A partir da analise de regressao linear, determinou-se o coeficiente linear (r) para cada
modelo de cinética. O modelo que apresentou valor de r mais proximo a 1 foi selecionado. A
taxa de liberacdo corresponde a inclinagdo (a) da porgdo linear do modelo de cinética
selecionado (COSTA; LOBO, 2001).

4.4.6 Analise comparativa das taxas de liberagéo

As taxas de liberag&o in vitro entre as formulagdes foram comparadas seguindo o guia
SUPAC-SS 1724. Conforme proposto por Shah, 2015, para que o produto de teste seja
equivalente a referéncia, o intervalo de confianca deve estar entre 75 e 133,33% (SHAH,
2015; USP, 2014; FDA, 1997).

4.5 Estudo de permeacao/retencao e de dermatofarmacocinética (DPK) in vitro/ in vivo
da MPC

4.5.1 Procedimento do estudo de permeacdo/retencdo e de DPK in vitro em pele da regido
dorsal do porco

A pele da regido dorsal do porco foi obtida em matadouro local (Paulista,
Pernambuco/Brasil); para garantir a integridade da barreira da pele, essa foi removida pés-
sacrificio antes que a pele fosse exposta ao processo de limpeza habitual em alta temperatura,
levando a retirada completa do estrato corneo. As pecas de pele foram lavadas com agua, e 0s
pelos visiveis foram cortados com tesouras. Depois disso, a pele foi dermatomizada em 750
um (Zimmerair dermatome, Dover, Delaware). Estas membranas foram armazenadas a -20°C
até o momento do uso. Antes da utilizacdo, a pele foi deixada descongelar durante 15
minutos.

Para verificar a funcdo de barreira da pele, a medicdo da perda de é&gua
transepidérmica (PAT) foi realizada com o Tewameter (Courage + Khazaka eletrénico GmbH

-CK eletrdnico). Uma érea de pele de porco com dimensdes de 1,77 cm® foi exposta na
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abertura da célula de Franz vertical (Vision®Microette), e mantida assim com o auxilio de
uma garra. Uma dose Unica de 100 mg das formula¢Ges aprovadas nos testes iniciais de EF e
IVRT foi aplicada nas areas expostas. O lado dérmico da pele foi mantido em contato com o
liquido receptor constituido por tampdo fosfato (25 mM) pH 7,4, o qual foi mantido em
constante agitacdo por uma barra magnética.

Apbs 6 horas, a formulacdo residual foi removida da pele de porco com swabs
contendo &lcool isopropilico Biosoma®, por duas vezes e uma amostra (1 mL) de liquido
receptor foi coletada manualmente para posterior quantificacdo. Imediatamente apés, a pele
foi delimitada por um molde (1,77 cm® em é&rea) e foi realizado o procedimento de tape
stripping. O EC foi progressivamente obtido pela remoc¢do sequencial das fitas (fita Scotch
Reserve, 3M, St. Paul, MN, EUA), apés a aplicacdo de uma pressdo constante usando uma
pinca. Vinte fitas foram utilizadas em cada pele de porco. Cada fita foi pesada antes e apds a
remocdo do EC em uma balanca de precisdo (marca Sartorius® modelo MSU125P-1CE-DU)
para determinar a massa e a espessura da camada do EC removido (HERKENNE et al., 2006;.
KALIA et al., 1996;. KALIA et al., 2001). Depois de pesadas, as fitas foram agrupadas da
seguinte forma para extragdo: 1-2; 3-5; 6-8; 9-12; 13-16; 17-20. Cada pele de porco (epiderme
e derme viavel) foi triturada e colocada em tubos do tipo eppendorfs (Axygen®) para
extracdo com 950uL de metanol e 50uL de Pl por 6h em banho a temperatura controlada
(32°C) sob agitacdo constante. As fitas foram extraidas da mesma forma e em seguida todas

as amostras foram filtradas e analisadas por LC-MS/MS conforme descrito no item 4.2.3.
4.5.2 Procedimento do estudo de DPK in vivo em voluntarios humanos sadios

4.5.2.1 Comité de ética e selecdo dos voluntarios

O estudo foi realizado em conformidade com os principios da Declaracdo de Helsinki
e suas alteracbes (Associacdo Médica Mundial, 2008) e da Conferéncia Internacional sobre
Harmonizacdo Guia para a Boa Pratica Clinica (Conferéncia Internacional de Harmonizacéo,
1996). O protocolo foi aprovado pelo Comité de Etica do Centro de Ciéncias da Salde da
Universidade Federal de Pernambuco (CAAE 34657814.2.0000.5208).

Os critérios de inclusdo foram: idade entre 18-40 anos; homem ou mulher ndo gravida
de qualquer origem étnica; saudavel; ndo fumante; disposicdo para fornecer informacdes
bésicas (ex., idade, altura, peso, sexo e etnia); fornecer consentimento informado por escrito
antes do inicio de qualquer procedimento de estudo; concordar em ndo participar de outro
ensaio clinico durante o periodo de estudo; capaz de se comunicar bem com o0s

investigadores; capaz de aderir as restricbes do estudo e do cronograma de exame; ter um



56

antebraco de pelo menos 22 cm de comprimento ja que a area de trabalho comeca, pelo
menos, 5 cm do pulso e termina com um minimo de 0,5 cm abaixo da curva do brago no
cotovelo.

Os critérios de exclusdo foram: historia relatada pelo participante da pesquisa ou
evidente para o investigador de doenca infecciosa ou infeccdo de pele ou de doenga de pele
cronica (por exemplo, psoriase, dermatite atdpica); doencas de pele hereditarias ou quaisquer
condi¢des inflamatdrias da pele, conforme relatado pelo participante da pesquisa ou evidente
para o investigador; excesso de pigmentacdo, cabelo, defeitos da pele, queimaduras solares,
manchas ou tatuagens, que possam interferir com a avaliacdo de farmacos; gravida ou
lactantes; obesos com IMC> 30 kg/m?; fumante e ter consumido alcool nas 24 horas
anteriores ao estudo com base em informac6es fornecidas pelo voluntario; participacdo em
qualquer outro ensaio clinico de estudo ou cosmético; utilizacdo simultdnea de quaisquer
medicamentos de uso topico na area local do ensaio, ter realizado exercicio extenuante
durante o periodo do estudo: aerobica, natagédo, ciclismo, etc; planeja expor os antebracos a
luz solar/UV na semana seguinte participacdo; incapacidade de atender a todos os pontos de
tempo de coleta de dados; por ultimo, os voluntarios foram instruidos a abster-se de tomar
qualquer medicacdo uma semana antes e durante o periodo do estudo. Para a determinacao

dos parédmetros farmacocinéticos catorze voluntarios adultos foram recrutados.

4.5.2.2 Tolerabilidade
A tolerabilidade foi avaliada registrando o0s eventos adversos relatados

espontaneamente pelos voluntarios e visualmente observados durante o tempo do estudo.

4.5.2.3 Estudo de Bioequivaléncia in vivo de formulacdes contendo MPC através da DPK

A fim de confirmar os resultados apresentados pelo medicamento similar através dos
testes de EF e IVRT, o mesmo foi incluido no estudo de DPK in vivo. Assim, no dia do
estudo, o antebraco foi higienizado e apds 1 hora, as formulacdes foram aplicadas em 8 locais
de tratamento (quatro formulacdes por voluntario, dois locais de aplicacdo por formulacéo,
sendo 4 em cada antebrago) que foram randomizados, mas a mesma ordem foi mantida por
antebracos de cada voluntario (figura 14). Em um local ndo tratado foi realizado o tape

stripping que foi utilizado como controle branco (sem farmaco) para a analise dos dados.

Figura 14- Oito locais de aplicacdo das formulagbes demarcados na porcéo ventral de cada antebrago.
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Similar

Genérico B

Fonte: Acervo pessoal.

Cada local de aplicagdo foi demarcado com um molde em forma circular de adesivo
(Scotch Tape Livro, 3M, St. Paul, MN, EUA) com uma &rea de 2,54cm®. Uma dose de 63,5
mg de cada formulacéo foi aplicada em cada local com o dedo calgado por uma luva.

Depois de 6 horas (tempo de absorc¢éo), a formulagéo residual foi removida de todos
os locais de aplicacdo com o auxilio de dois swabs contendo alcool isopropilico (Biosoma®).
Imediatamente a seguir, os locais de aplicacdo foram delimitados por um molde (1,77 cm® em
area) e foi realizado o procedimento de tape stripping. O EC foi progressivamente obtido pela
remocdo sequencial das fitas (fita Scotch Reserve, 3M, St. Paul, MN, EUA), apés a aplicacédo
de uma pressdo constante usando uma pinca. Vinte fitas foram utilizados em cada local de
aplicacdo. Para verificar a funcdo de barreira da pele, foi medida a perda de agua
transepidérmica (PAT) com o auxilio do Tewameter (Courage + Khazaka eletronico GmbH -
CK eletronico). Cada fita foi pesada antes e ap0s a remocao do estrato cdrneo em uma balanca
de precisio (Sartorius®) para determinar a massa e a espessura da camada do EC removido
(HERKENNE et al., 2006;. KALIA et al., 1996;. KALIA et al., 2001). A MPC presente em

cada fita foi subsequentemente extraida e analisada pelo método analitico descrito em 4.2.6.

4.5.2.4 Andlise dos dados para avaliacdo da Bioequivaléncia
O valor médio e os intervalos superior e inferior com de 90% confianca foram
calculados para cada produto i e considerando todos os voluntarios para duas grandezas:

(a) concentracéo de farmaco no EC do produto i (Qj);
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(b) razdo (R;j) entre a concentracdo de farmaco no EC do produto i (Qi) e a
concentracdo de farmaco do produto de referéncia (Qref);

Ambos Q; e R; foram calculados para 6 horas. Considerando, que as medidas de
absorcdo cutdnea apresentam uma distribuicdo log-normal, previamente a analise estatistica,
realizou-se a transformacdo logaritmica de todas as grandezas de forma a normalizar a
distribuicdo dos dados analisados (CORNWELL, et al. 1995).

Com o nimero k de réplicas para cada formulacdo i em cada j voluntéario, foram
calculados os valores médios das concentracbes encontradas no estrato corneo log-
transformadas. Os logaritmos relagdes R; foram calculados para cada voluntério j.

Como o logaritmo da razdo de dois nimeros € a diferenca dos seus logaritmos, foi
possivel excluir da analise estatistica a variabilidade intrinseca dos voluntarios, de forma
analoga ao que ocorre no procedimento do teste-t pareado usual.

Para as duas grandezas, o valor médio, o desvio padrdo (DP) e o intervalo de
confianga (IC) superior e inferior de 90%, com base na distribuicdo t de Student, foram
calculados.

Com a massa e a espessura da camada EC removidos, as concentragdes foram
expressas como a quantidade de farmaco (ug) por mg de EC cm? de cada fita.

Para a avaliacdo da BE, tradicionalmente, os produtos sdo considerados
bioequivalentes se no intervalo de confianca de 90% da razdo das médias geométricas da
populacdo estd contido no intervalo de 0,8 a 1,25 (FDA, 2007). Assim, 0s produtos testes
(genérico A, B e similar) seréo considerados: (a) bioequivalentes se Rigv,superior € Ri.9006,inferior »
sdo ambos contidos no intervalo de 0,8-1,25, (b) ndo-bioequivalentes se Rigousuperior €
Ri.90%,inferior NA0 S80 ambos contidos no intervalo de 0,8 para 1,25, e (c) inconclusiva se nem o

critério da bioequivaléncia nem o da ndo-bioequivaléncia é satisfeito.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Validacdo dos métodos analitico e bioanalitico.

5.1.1 Validacao analitica do método por cromatografia liquida de alta eficiéncia com
detecgéo de ultravioleta (CLAE-UV)

Conforme estabelecido na norma RE n° 899 da ANVISA (ANVISA, 2003), o método
foi validado com base nos seguintes parametros: seletividade, especificidade, linearidade,
exatiddo, precisdo intemediria e precisdo avaliada pela repetibilidade.

5.1.1.1 Seletividade e especificidade

Amostras de placebo foram analisadas em triplicata para verificagdo da
especificidade/seletividade do método analitico. O método proposto demonstrou ser seletivo e
especifico o que pdde ser confirmado pela auséncia de picos das amostras placebos no tempo
de retencdo da MPC (figura 15).

Figura 15- Cromatograma indicativo da seletividade do método (a) placebo, (b) solucédo padrdo de MPC.
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5.1.1.2 Linearidade

A curva de calibracdo da MPC demonstrou que 0 método € linear no intervalo de 5-
150ug/mL. A equagdo da reta obtida foi y = 10777,2x — 367,9, com um coeficiente de
correlacdo de r2 = 0,9999. Segundo a ANVISA (BRASIL, 2003), o coeficiente de correlacéo
linear deve ser igual ou superior a 0,99. Sendo assim, o valor de r? obtido na analise da MPC
pelo método CLAE-UV desenvolvido obedece aos limites estabelecidos (figura 16)
(BRASIL, 2003).

Figura 16- Curva da Regresséao Linear obtida da média de trés curvas de calibracdo auténticas.
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5.1.1.3 Preciséo, exatidao e repetibilidade

Para avaliar a precisdo do método, o ensaio de repetitividade a partir de seis réplicas
da concentracdo teste resultou em uma concentracdo média de 50,03 pg/mL. Os dados da
repetitividade e da precisdo intermedidria podem ser visualizados na tabela 1. Apos
tratamento estatico por ANOVA foi constatado que ndo houve diferenca significativa
(p<0,05) entre os resultados obtidos em dias diferentes e por analistas diferentes, pois o valor
de T calculado foi menor que o T tabelado.

Tabela 1- Repetitividade e Precisdo intermediaria entre analistas e dias diferentes.
Repetibilidade Concentragéo Ccv

Dia 1l Dia 2

Precisdo intermediaria

Concentracdo | CV | Concentracdo | CV
Analista 1 50,03+0,62 | 1,23 | 50,30+1,57 | 3,12
Analista 2 4957+0,26 | 053 | 51,25+1,22 | 2,39

O método também foi considerado exato, pois os resultados encontrados apresentaram
concordancia com os resultados da analise de trés concentraces (baixa, média e alta) da
solucédo de MPC (tabela 2).

Tabela 2- Resultados da exatidao.
Concentracéo Dados estatisticos

Teorica Experimental Média | DP | CV %
25 25,28 | 24,59 | 23,22 | 24,36 | 1,05 | 4,30 | 97,45
50 49,69 | 50,25 | 49,94 | 49,97 | 0,29 | 0,58 | 99,93

100 | 100,40 | 99,16 | 99,93 | 99,83 | 0,62 | 0,62 | 99,83

5.1.2 Validacdo do método por LC-MS/MS

Foram avaliados os seguintes parametros: seletividade, especificidade, linearidade,
exatiddo, precisdo, estabilidade das amostras, a recuperacdo e o efeito matriz, conforme as
orientacdes da RDC n° 27/2012 da ANVISA.

5.1.2.1 Seletividade e especificidade

Amostras de placebo foram analisadas em triplicata para verificacdo da
especificidade/seletividade do método analitico. O método proposto demonstrou ser seletivo e
especifico o que pdde ser confirmado pela auséncia de picos das amostras placebos no tempo

de retencdo da MPC, conforme demonstrado na figura 17.
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Figura 17- Pico cromatografico do placebo adicionado de PI (A) Pico cromatogréfico da amostra contendo MPC
adicionada de PI (B).
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5.1.2.2 Linearidade

A curva de calibracdo da MPC demonstrou que o metodo € linear no intervalo de 10-
300 ng/mL. A equacgdo da reta obtida foi y = 0,0182x — 0,0151, com um coeficiente de
correlagéo de r2 = 0,9999 (figura 18).

Figura 18- Curva da Regresséo Linear obtida da média de trés curvas de calibracdo auténticas.

150000+
100000+

50000+

Area do analito/ Area do PI

O' T T T 1
0 100 200 300 400
Concentragéo do analito/ Concentragéo do Pl

5.1.2.3 Precisao e exatidao

A precisdo e a exatidao intradias e interdias foram satisfatérias. Os dados obtidos para
as fitas em humanos e para as fitas em suinos (tabela 3) estdo em conformidade com os
limites aceitaveis de acordo com a resolucdo para validacdo de métodos bioanaliticos
(ANVISA, 2012).

Tabela 3- Resultados da precisdo e exatiddo para as fitas em pele humana e em pele de porco.

Intradias (ng mL™) (n=5) Interdias ( ng mL-1) (n=15)
Humano Porco Humano Porco
Concentragao (ng/mL) s o Precisdo | Exatiddo | Precisdo | Exatidado
MédiatDP | Média+DP
(%) (%) (%) (%)
10 11,9240,54 | 11,3+ 1,86 4,53 19,20 16,49 13,00

30 34184215 | 338£252 | 628 13,93 7,46 12,67
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150 153,33+13,88 165,4048,73 9,05 2,22 5,28 10,27

240 232,4+8,87 253+23,02 3,82 3,17 9,10 5,42

5.1.2.4 Estabilidade

De acordo com a resolugdo RDC 27/2012, a estabilidade é demonstrada quando néo se
observar desvio superior a 15% (quinze por cento) da média das concentraces obtidas com
relagcdo ao valor nominal. Os dados da triplicata de amostras contendo CQB e CQA antes e
apods a extracdo no periodo de 24h, 48h e 72h demonstraram que a estabilidade sé foi mantida
por 24h conforme pode ser observado na tabela 4. Assim, todas as amostras foram analisadas
apenas dentro do intervalo de tempo assegurado.

Tabela 4- Estabilidade das amostras armazenadas apds o processo de extracao.

Antes da extracao Apobs a extracao

Tempo COB CQA CcQB CQA

(horas) - —\redia + oP Média + DP Média + DP Média + DP
EPR EPR EPR EPR

(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)

24h 32,2640,91 7,56 244+1,01 1,67 | 32,27+1,15 7,56 | 245,33+2,52 | 2,22
48h 39,07£3,01 | 30,22 | 286,33+9,81 | 19,31 | 38,07+2,94 | 26,89 | 283,67+1,53 | 18,19
72h 40,83+3,15 | 36,11 | 287,67+11,02 | 19,86 | 38,73%3,82 | 29,11 | 284,33+6,43 | 18,47

5.1.2.5 Efeito Matriz

Apos analisar amostras provindas de 6 fitas provenientes de tapes iniciais, 6 Gltimas
fitas provenientes dos ultimos tapes do total de 20 fitas e 6 solucdes para cada CQB e CQA
verificou-se que o fator de matriz normalizado (FMN) foi insignificante com os CVs% dos

FMNs relativos a todas as amostras inferiores a 15%, conforme mostrado na tabela 5, abaixo.

Tabela 5- Efeito matriz das amostras contendo MPC.

Controles Fitas/Tapes Média+DP CV (%)
Iniciais 0,95+0,04 4,38
cQB .
Finais 0,99+0,09 9,51
Iniciais 1,06+0,15 14,29
CQA o
Finais 1,25+0,16 12,73

5.1.2.6 Recuperacéo
A tabela 6 apresenta os valores percentuais de recuperacao no estrato corneo (amostras

contaminadas) e pele de porco (epiderme e derme). Estes resultados confirmam que o
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processo de extracao é eficiente para a recuperacdo da MPC nas fitas e na pele de porco, uma

vez que a substancia pode ser recuperada em quantidade significativa.

Tabela 6- Valores médios para a recuperacéo no estrato cdrneo (amostras contaminadas) e pele de porco
(epiderme e derme).

Estrato corneo Epiderme e derme
Controles
(n=3) Média + DP Ccv Recuperacgéo Média + DP Ccv Recuperacéo
(ng/mL) (%) (%) (ng/mL) (%) (%)
30 29,83+0,61 2,05 99,44 29,27+1,01 3,44 97,56
150 149,00+1,00 0,67 99,33 149,57+1,25 0,84 99,71
240 238,67+7,51 3,14 99,44 230,0048,00 3,48 95,83

5.2 Equivaléncia farmacéutica

Os ensaios nacionalmente exigidos no estudo de equivaléncia farmacéutica, que foram
conduzidos neste trabalho sdo: caracteristica organolépticas, densidade, viscosidade, reologia,
espalhabilidade, teor e pH.

Com relacdo as caracteristica organolépticas, as formulacdes copias (genéricos Ae B e
similar) apresentaram coloracdo branca e brilnosa, homogéneas e inodoras idénticas ao
medicamento de referéncia. Assim, 0s medicamentos ndo apresentaram alteracfes no
reconhecimento primario do produto.

Os resultados de teor de farmaco, pH, viscosidade aparente e densidade de cada

formulacdo contendo MPC estdo demonstados na Tabela 7.

Tabela 7- Resultados da avaliacéo do teor, pH, viscosidade aparente e densidade das formulacdes contendo

MPC.

FormulagBes Teor (%0) pH Viscosidade aparente (Pa.s) Densidade
Referéncia 114 +0,56 7,46 +0,06 61,32+ 4,24 1,18 £0,01
Genérico A 107 £0,09 6,39 + 0,06 123,12+ 2,38 1,17+ 0,01
GenéricoB  91+0,27 7,81+0,06 45,94 + 4,17 1,17+0,01

Similar 84+0,45 7,76+0,04 95,95+ 0,90 1,17+ 0,01

Uma vez que a farmacopeia ndo define um critério de aceitacdo para os testes de
viscosidade e densidade, os Unicos parametros que podem ser utilizados, para definir a
equivaléncia entre as diferentes formulacdes, sdo os teste de teor e pH (SOARES, 2017). Com
relacio ao teor, as formulacbes apresentaram-se dentro do limite preconizado pela

Farmacopéia Britdnica (90 — 115%), com exce¢do do produto similar (BRITISH
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PHARMACOPEIA, 2008). Desta forma, segundo os testes de equivaléncia farmacéutica
descritos na legislacdo brasileira (RDC 31/2010), o produto similar ndo seria considerado
equivalente ao produto de referéncia.

O pH das formulagcdes contendo MPC apresentaram-se dentro da faixa de
estabilidade dos componentes ativos utilizados e de tolerancia bioldgica para produtos
cutaneos (3,0 — 9,0) como apresentado na tabela 1 acima (AULTON, 2005). Para além do
disposto na legislagdo nacional, diversos autores tém considerado o pH como um atributo de
qualidade critico durante a comparacdo de produtos testes com o seu referéncia, uma vez que
o pH do veiculo pode influenciar o estado de ionizacdo do ativo, a solubilidade, a distribuicdo
de farmaco dentro da microestrutura (Q3), e consequentemente na sua estabilidade e
seguranca (SHANLEY, 2016; MURTHY, 2016; ILIC et al., 2017).

A reologia dos produtos semissolidos também esta diretamente atrelada a
microestrutura (Q3) podendo, portanto, influenciar a entrega do ativo atraves da pele e sua
eficécia terapéutica (KRISHNAIAH et al., 2014). Como a espalhabilidade de um produto esta
associada ao seu comportamento reoldgico e as suas propriedades sensoriais, foram
conduzidos testes para avaliacdo destes parametros conforme demonstrado na figura 19- A e
B.

Figura 19- Espalhabilidade (A) e viscosidade x taxa de cisalhamento (B) das formulacdes contendo MPC.
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Através da anélise do reograma apresentado na figura 19-B, é possivel observar que
as formulacbes apresentaram um comportamento tipico de fluidos ndo-newtonianos do tipo
pseudoplastico com tixotropia, uma vez que suas viscosidades diminuiram gradualmente a
medida que o estresse de cisalhamento aumentou (CORREA et al., 2005; LAHOUD;
CAMPOS, et al., 2010; FIGUEIRA, 2012). Tixotropia é desejavel em formulacdes topicas,
porque ajuda a manter a estabilidade fisica, alem disso, pode influenciar a liberagdo de
farmacos para a pele por desordem estrutural do sistema, onde a difusdo dessas substancias é
facilitada (DI MAMBRO et al, 2005). As informac®es relativas a espalhabilidade (figura 19-
A) sdo importantes porque, dependendo das suas caracteristicas reoldgicas, o produto pode ser
aplicado com mais facilidade sobre a pele danificada e em menor quantidade, levando a uma
reducdo na quantidade de formulagdo utilizada sendo importante inclusive, na adesdo do
paciente a terapia (BORELLA, 2010). A analise dos dados da espalhabilidade demonstrou
que, embora as formulagGes coOpias contendo MPC (genéricos A, B e similar) tenham
apresentado comportamento pseudoplastico, e mesma composi¢do qualitativa (excipientes de
mesma funcdo: um tipo ou a mistura de dois tipos de polietilenoglicois) (quadro 4), eles
mostram diferenca estatisticamente significativa na viscosidade aparente e espalhabilidade
(p>0,05) em relagé@o ao produto referéncia, provavelmente devido a diferenca quantitativa dos
excipientes (Q2) e/ou em virtude da técnica de preparo. A fim de investigar estes impactos na
liberacdo do farmaco da formulacéo, estudos de liberacéo in vitro foram conduzidos conforme

descrito detalhadamente no topico a seguir (item 5.2).

5.3 Estudo de liberacéo in vitro da MPC

Avaliando-se as taxas de liberacdo apresentadas pelas formulacdes estudadas os perfis
cinéticos foram classificados pelo modelo cinético de Higuchi. Os perfis de liberacdo das
formulacdes também foram avaliados de forma comparativa, conforme proposto por Shah
(2015), entre o produto de teste e a referéncia (figura 20) utilizando a metodologia descrita no
Guia SUPAC-SS 1724 (FDA, 1997; USP, 2014).
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Figura 20- Perfil de liberacdo das formulagdes contendo MPC.
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Apos a avaliacdo estatistica comparativa das taxas de liberacdo dos produtos genéricos
contendo MPC (tabela 8), eles foram considerados equivalentes ao Bactroban®, utilizando
apenas 6 repeticdes. O produto similar, mesmo apds o uso de 18 repeti¢des, foi considerado
ndo equivalente. Vale salientar que o produto similar apresentou teor abaixo do estabelecido
e, por isso, ja havia sido considerado ndo equivalente ao produto referencia conforme a
legislagdo nacional (RC 37/2011).

Tabela 8- Resultado estatistico comparativo entre as formulacdes referéncia e testes.

Farmaco Comparacao Valores-limite com IC de 90%  Concluséo

Referéncia x Genérico A 87,69 - 129,22 Semelhante

MPC  Referéncia x Genérico B 75,47 -110,10 Semelhante
Referéncia x Similar 63,00 — 84,52 Nao semelhante

De acordo com Davis e Khanderia (1972), a atividade termodinamica e a viscosidade
tém efeito determinante sobre a liberacdo do farmaco. Varios autores observaram que 0
aumento da viscosidade do veiculo causa a formacdo de uma estrutura mais rigida e, portanto
a taxa de liberacdo do ativo encontra-se diminuida (CHORILLI et al., 2007; BRUSCHI et al.,
2007; WANG et al., 2001; BARRY, 1983). Entretanto, no caso dos produtos contendo MPC,
a diferenca de viscosidade entre a formulacdo referéncia e genéricos A e B ndo foi fator
preponderante para que suas taxas de liberacdo fossem também diferentes. Assim, no caso de
pomadas contendo MPC (formulacao simples com uma fase), a diferenca de viscosidade entre
a formulacdo de referéncia e as genéricas A e B ndo influenciou suas taxas de liberacao.
Consequentemente, a pomada MPC, poderia ser analisada tal como o esboco do guia da
pomada de aciclovir (FDA, 2012), onde as formulacdes sdo consideradas bioequivalentes

através da similaridade dos resultados de IVRT (Q3), quando consideradas Q1 e Q2
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semelhantes e sendo classificada com uma formulagéo classe 1, conforme a SCPT proposta
por Shah, 2015, evitando assim o estudo clinico.

5.4 Estudo dermatofarmacocinético (DPK) in vitro/ in vivo

5.4.1 Estudo de DPK in vitro em pele da regido dorsal do porco

Os resultados apresentados pelo medicamento similar através dos estudos de EF e
IVRT demonstraram que o mesmo foi considerado ndo equivalente e ndo semelhante em
relacdo ao MR. Assim, este medicamento foi excluido do teste de DPK in vitro, sendo
incluido apenas nos estudos de DPK in vivo a fim de verificar sua BE.

Os modelos in vitro sdo comumente usados para avaliar a absorcdo percutanea,
sobretudo em decorréncia de algumas dificuldades de se avaliar a permeabilidade da pele em
relacdo a novas moléculas ou novas formulagdes, usando apenas experimentos in vivo
(FARAHMAND; MAIBACH, 2009). Aqui, independentemente das formulagdes utilizadas, a
permeacdo, retencdo e estudo de DPK em 6 horas, o farmaco ndo alcangou a solucéo
receptora utilizando a regido dorsal da pele de porco em concentracdo superior ao limite de

quantificagdo do método que é 10 ng/mL.

O estudo de retencdo (quantidade de MPC na epiderme e derme viavel) demonstrou
ndo haver diferenca estatisticamente significativa entre a quantidade de MPC para as
diferentes formulacdes (ANOVA de Friedman e teste de Mann Whitney) (figura 21).

Figura 21- Quantidade de MPC na epiderme e derme das formulaces na pele dorsal de porco (n = 14).
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Seguindo o mesmo calculo realizado por N'Dri-Stempfer, 2008, a figura 22-A e 22-B
mostra a quantidade total de farmaco (ng/cm?), medido nas fitas dos locais de aplicacdo dos
genéricos A e B e do Bactrobran® em catorze areas de pele dorsal de porco, sendo a figura
22-A sem as duas primeiras fitas (n=18) e a 22-B com as duas primeiras fitas (n=20). As

tabelas 9 e 10 listam as quantidades totais médias de farmaco por centimetro quadrado para
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cada produto, medidas em cada uma das areas de aplicacdo apds 6 horas, sem as duas
primeiras fitas e com as duas primeiras fitas, respectivamente. N&o houve diferenca estatistica
entre 0 medicamento de referéncia e os genéricos A e B (ANOVA e teste T)
independentemente da incluséo das duas primeiras fitas, 0 que demonstra que o procedimento

de limpeza realizado foi eficiente para remocao das formulagdes sobre a pele.

Figura 22- Quantidade total de farmaco (ng/cm2), medido nas fitas dos locais de aplicacdo dos genéricos A e B e
do Bactrobran® em catorze areas de pele dorsal de porco, sendo a figura 22-A sem as duas primeiras fitas
(n=18) e a 22-B com as duas primeiras fitas (n=20).
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Tabela 9-
Tabela 9- Média, DP e CV% para a quantidade de farmaco por centimetro quadrado no EC 6 h apds a aplicago
sem as duas primeiras fitas das trés formulages contendo MPC (n = 14).

Concentracéo Estatistica Formulagdes
Bactroban® Genérico A Genérico B
Média 837,7 844.,4 868,7
Concentragéo de farmaco absor¢ao ng/cm? DP 325,7 3254 219,2
CV% 38,88% 38,54% 25,24%

Tabela 10- Média, DP e CV% para a quantidade de fA&rmaco por centimetro quadrado no EC 6 h apés a aplicacéo
com todas as fitas das trés formulagdes contendo MPC (n = 14).

Concentracéo Estatistica Formulagdes
Bactroban® Genérico A Genérico B
Média 931,7 901,7 896,0
Concentragéo de farmaco absor¢ao ng/cm? DP 236,8 265,1 202,2
CV% 25,41% 29,40% 22,57%

Estes resultados demonstram que estudos realizados com a pele excisada de porco
(geralmente considerada como modelo aceitavel para mimetizar a pele humana), pode ser util

para predicdo de um modelo in vivo, sendo inclusive de grande valor a disponibilidade desta
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alternativa no desenvolvimento e na otimizacdo de formulagbes topicas (LEAL et al., 2017,
CORDERY et al., 2017).

5.4.2 Tolerabilidade

Um total de 14 voluntarios saudaveis, 11 mulheres e 3 homens, foram incluidos no
estudo apds a assinatura de um termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE). A media
(faixa) da idade, do peso e da altura dos voluntarios eram de 25 anos (20-39); 63,5 (55-80) kg;
e 164 (156-175) cm, respectivamente. Cinco voluntarias apresentaram fototipo de pele 1l e V
e nove voluntarios tiveram fototipo de pele 111 e IV. Ao final do estudo observou-se que todos
o0s voluntérios apresentaram vermelhiddo temporaria em alguns locais apds o procedimento de

tape stripping.

5.4.3 Estudo de DPK in vivo em pele de voluntarios sadios e bioequivaléncia

O estudo de DPK in vivo foi conduzido com todas as formulagdes a fim de verificar a
correlagéo entre os resultados obtidos nos testes de EF e IVRT. Assim, a BE foi avaliada ap0s
6 horas de aplicacdo do medicamento de referéncia Bactroban® e dos trés medicamentos
testes (genérico A, B e similar) usando a razdo do log transformado da quantidade de
farmaco(ng/cm?) (média + intervalo de confianca de 90%) (tabela 11).

Tabela 11- Avaliacdo de bioequivaléncia dos medicamentos contendo MPC (genéricos A, B e similar) em
comparagdo com o medicamento de referéncia (Bactroban®).

Formulacéo/ Estatistica | Genérico A | Genérico B | Similar

Média 0,964 0,970 0,547
ClI superior 1,053 1,173 0,383
Cl inferior 0,883 0,803 0,782

Tradicionalmente, para serem considerados bioequivalentes, com intervalo de
confianca de 90% a razdo deve estar inteiramente no intervalo indicado de 0,8 a 1,25. Os
resultados corroboram com os dados obtidos nos testes de EF e IVRT demonstrando a
aplicacdo bem sucedida do método N'Dri-Stempfer, tal como ja havia sido testada em nosso
grupo, para preparacdes contendo metronidazol, demonstrando mais uma vez, ser suficiente o
uso de apenas 14 voluntarios para distinguir os produtos de forma clara (ARAUJO, 2016).
Vaérios outros trabalhos tém demonstrado utilidade da técnica de DPK in vivo na comparacgéo
de produtos topicos a exemplo: DE FREITAS et al.,, 2015; HERKENNE et al., 2006;
PERSHING et al.,, 2002. Estes trabalhos confirmam a capacidade deste método para
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demonstrar a bioequivaléncia de PTD, ainda que o Brasil, ndo possua requisitos especificos na
abordagem desta técnica.

Ainda que as formulagcbes aqui testadas sejam simples e contenham apenas
polietilenoglicol e MPC, é de se esperar que qualquer alteracdo de excipientes na composi¢cdo
venha a impactar na eficacia e seguranca do medicamento. A exemplo, um estudo conduzido
por Radka e Josef, em 2014, utilizando o medicamento de referéncia aqui estudado
(Bactroban®), demonstrou que a adi¢do de alaptide micronizada a 1% (agente de permeacao
cuténea) foi capaz de aumentar a permeacao do antibiético em 5 vezes no intervalo de 1 hora.
Isso s6 demonstra que apesar de excipientes serem considerados farmacologicamente inativos,
eles podem exercer um efeito direto ou indireto na penetracdo de farmacos na pele e, em
decorréncia disso, diferencas na biodisponibilidade de diferentes formulacGes topicas,
contendo a mesma concentracdo de farmaco, vém sendo observada ao longo dos anos, o que
so reforca a grande importancia de uma readequacdo da nossa legislacdo (SOARES et al.,
2015; RADKA; JOSEF, 2014; HARRISON et al., 2009).

5.4.4 DPK: pontos criticos e refinamento

O meétodo DPK foi descrito pela FDA em um guia especifico (FDA, 1998) para a
avaliacio da BE de medicamentos tdpicos, mas foi parcialmente retirado em
2002, principalmente em virtude de problemas com relacdo a reprodutibilidade do
método (FDA, 2002; PERSHING, 2001; CONNER, 2001; FRANZ, 2001). Alguns artigos
tém abordado os pontos criticos e limitacbes do método que devem ser considerados, a
exemplo:

Q) 0 sitio de acdo do ativo deve se limitar ao EC ou epiderme viavel
sem que ocorra qualquer outro fendmeno significativo na pele (ligacdo, metabolismo,
etc).

(2 caracteristicas do ativo como peso molecular, lipofilicidade, etc.

3 composicao/caracteristicas dos excipientes a exemplo dos agentes de

permeacdo cutanea.

4 Reprodutibilidade do método: sitio de aplicacdo, tipo de fita, pressao
de aplicacdo, velocidade de remocdo, etc. (BOIX-MONTANES, 2011; LADEMANN
et al., 2009).

N’DRI-STEMPFER e colaboradores (2009) propuseram diversas melhorias no
método de DPK publicado anteriormente pelo FDA (1998), entre eles: (1) Melhora no

procedimento de limpeza do excesso de formulagdo em cada local de aplicacdo antes da
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realizacdo do tape stripping; (2) inclusdo e determinacdo da concentracdo de farmaco nas
duas primeiras fitas; (3) aumento no nimero de fitas coletados combinado com um método
que garanta a remocdo de quase todo o EC como por exemplo a gravimetria;, (4)
melhor controle da area de amostragem com as fitas , que deve ficar no interior de area de
aplicacdo da farmaco (evitar efeitos de borda) e (5) procedimento de analise que possibilite a
determinacdo do farmacos em todos os tapes, sozinhos ou associados em grupos. Assim, a
principal questdo agora, seria qual a melhor abordagem para avaliar esses dados. Em um
estudo piloto (N’DRI-STEMPFER et al., 2009), a massa de EC removido por cada fita foi
quantificada através da pesagem das fitas antes e ap0Os aplicacdo na pele. A partir destas
medicGes, o0 EC coletado nas fitas foi considerado completamente reprodutivel. Como
resultado, o ajuste das concentracdes de farmaco coletados nas diferentes quantidades EC de
cada voluntario ndo foi considerado necessario.lIsso significa que a massa de EC coletada em
cada fita ndo precisaria ser pesada (N’DRI-STEMPFER et al., 2009). Estes dados foram
corroborados por Leal et al., 2017 em estudo utilizando o econazol e mais tarde, um outro
estudo realizado no nosso grupo utilizando o metronidazol, obteve resultados semelhantes
(dados ndo publicados).

No nosso estudo, considerando ou ndo a quantidade de estrato corneo coletada bem
como a inclusdo ou ndo das 2 primeiras fitas, o resultado foi 0 mesmo, ou seja, ndo houve
diferenca estatisticamente significativa entre os produtos avaliados (one-way analise de
variancia p <0,5). Desta forma, este procedimento pode ser considerado seguro e reprodutivel

na avaliacdo da bioequivaléncia de produtos topicos.
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CONCLUSAO
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6 CONCLUSAO

Os métodos desenvolvidos por CLAE-UV para procedimentos analiticos e por LC-
MS/MS para procedimentos bioanaliticos apresentaram confiabilidade e seguranca
necessarias pois atenderam as especificacGes para 0s parametros avaliados conforme
suas respectivas resolugdes, RE 899/2003 e RDC n° 27/2012 da ANVISA.

Os ensaios de equivaléncia farmacéutica contemplados na legislagdo brasileira atual,
foram Uteis para avaliacdo de (Q1) e (Q2) e demonstraram que 0 medicamento similar
ndo foi considerado equivalente ao medicamento de referéncia Bactroban®.

O estudo de liberagdo in vitro realizado através do guia SUPAC-SS 1724 do FDA
conforme proposto por Shah 2015, foram Uteis para avaliacdo de (Q3) e demonstrou
ser 0 medicamento similar o Unico ndo semelhante ao medicamento de referéncia

(Bactroban®) dentre todas as formulagdes testadas.

Os testes fisico-quimicos associados a taxa de IVRT contribuiram para avaliar a
bioequivaléncia das formulagdes contendo MPC, corroborando com guias proposto
internacionalmente e auxiliando a classificar as formulagdes contendo MPC a 2% na
forma farmacéutica pomada, como um medicamento classe 1, conforme o SCPT
proposto por Shah (2015), evitando assim o0 ensaio clinico e apoiando a proposta do
Sistema de Classificacdo de Medicamentos Tépicos (SCPT) baseado em Q1, Q2 e Q3
com vistas a facilitar o desenvolvimento de produtos genéricos e reduzir
requerimentos regulatorios de modo que, um nimero maior de medicamentos topicos
com custo razoavel estaria disponiveis para os pacientes e a importancia de assegurar a

qualidade do produto estaria mantida.

O uso das definicbes de Q1, Q2 e Q3 demonstraram ser de grande relevancia no
desenvolvimento e no registro de produtos genéricos topicos, com o objetivo principal
de assegurar uma formulacdo com a mesma composicdo quantitativa (Q1) e qualitativa
(Q2) e com um arranjo mais semelhante possivel (Q3) da formulacdo de referéncia.
Objetivo ndo contemplado pela legislacdo brasileira, onde 0s excipientes presentes nos
medicamentos copia podem diferir qualitativamente e quantitativamente do
medicamento de referéncia, levando ao mercado brasileiro produtos considerados
genéricos e similares com varia¢fes na sua composicdo. Estas variacGes, somadas ao

fato de os medicamentos de aplicacdo topica serem bioisentos pela RDC 37/2011,
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agravam a davida sobre a igualdade da eficacia dessas formulagBes evidenciando a
grande importancia de uma readequacao da nossa legislacao.

Os resultados de DPK in vitro e in vivo demonstram que 0s genéricos A e B sdo
estatisticamente semelhantes ao Bactroban®, corroborando com o resultado da EF e
IVRT.

Os resultados de DPK in vivo corroboram com os resultados de EF e IVRT no que diz
respeito ao medicamento similar, demonstrando ser este bioinequivalente ao
medicamento de referéncia Bactroban®.

Os estudos de DPK in vitro e in vivo conduzidos contribuem para o refinamento deste
método relativamente simples e mais barato em relacéo aos testes clinicos.

A futura énfase da avaliagdo BE para produtos dermatoldgicos tdpicos seria
direcionada ao refinamento e padronizacdo das abordagens existentes, ao
desenvolvimento de novas abordagens BE alternativas e a integracdo delas de modo a
estabelecer as diretrizes detalhadas para cada método e a harmonizacdo destes
métodos pelos 6rgaos reguladores internacionais.

Vale salientar a importancia da contribuicdo de pesquisas académicas neste ambito
que cooperam ndo s6 com as industrias e as agéncias regulatérias, mas também com a
qualidade do tratamento de inUmeras pessoas que utilizam produtos topicos no
tratamento de diversas doencas dado o enorme potencial da via cutdnea na

administracdo de medicamentos.
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ANEXO A — Termo de consentimento livre e esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(PARA MAIORES DE 18 ANOS OU EMANCIPADOS - Resolugéo 466/12)
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correlagdes in vitro — in vivo, que esta sob a responsabilidade da pesquisadora Prof?. Dra.
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(81)94516044, e-mail: leila.leal@nudfac.com.br. Também participam também desta pesquisa:
Prof. Dr. Davi Pereira de Santana, telefone: (81)99756222 e Maira Ludna Duarte, telefone:
(83)991157923.

Este Termo de Consentimento pode conter informagdes que o/a senhor/a ndo entenda.
Caso haja alguma davida, pergunte a pessoa que esta lhe entrevistando para que o/a senhor/a
esteja bem esclarecido (a) sobre sua participacdo na pesquisa. Apés ser esclarecido(a) sobre as
informacGes a seguir, caso aceite em fazer parte do estudo, rubrique as folhas e assine ao final
deste documento, que estd em duas vias. Uma delas é sua e a outra é do pesquisador
responsavel. Em caso de recusa o(a) Sr.(a) ndo sera penalizado (a) de forma alguma. Também
garantimos que o(a) Senhor(a) tem o direito de retirar o consentimento da sua participacdo em
qualquer fase da pesquisa, sem qualquer penalidade.

O objetivo desta pesquisa € gerar dados dermatofarmacocinéticos (dados que avaliam o
perfil da concentracdo versus tempo do farmaco na pele), em voluntarios sadios, com o
propdsito de demonstrar que experimentos in vitro (ndo invasivos), relacionados a atuacédo de
produtos topicos sdo correlacionaveis com resultados in vivo e avaliar a biodisponibilidade
relativa e a bioequivaléncia. O estudo sera realizado utilizando abordagens experimentais
simples, mas que podem ser confidveis e reprodutiveis. Dessa forma, poderdo ser utilizadas
para o estabelecimento da (in)equivaléncia entre formulacdes que contém o mesmo ativo para
aplicacao na pele.

As formulac6es serdo aplicadas diariamente (de 12 em 12 horas) na pele do seu antebraco
durante sete dias. No sétimo dia, vocé devera retornar ao Centro de Pesquisa e
Desenvolvimento (CP&D) do Ndcleo de Desenvolvimento Farmacéutico e Cosmético
(NUDFAC), localizado no Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal
de Pernambuco (UFPE) para remogdo da formulacdo residual de todos os locais de

tratamento.
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Apb6s a remogdo, em todas as areas expostas as formulagbes, serdo aplicadas fitas
adesivas, com 0 objetivo de remover o estrato corneo. O procedimento de extracdo sera
realizado pressionando a tira de fita adesiva firmemente a pele e, em seguida, removendo-a
rapidamente.

Durante a remocdo das formulacdes, serdo feitas medidas da taxa de perda de agua a
partir da pele, utilizando equipamento que avalia a pele de maneira ndo invasiva, ou seja, sem
causar corte ou dor, pois possuem sondas especiais, que sd8o somente encostadas na pele
durante a leitura.

Esta pesquisa pode trazer alguns riscos, eventualmente, as formulages podem
causar irritagdo (leve inflamacéo), hiperpigmentacédo local, dermatite, vermelhiddo e coceira,
0 que pode ocorrer com o uso de qualquer formulacdo tépica. Mas, para sua seguranca a
pesquisadora arcara com TODAS as despesas que forem necessarias, caso vocé tenha algum
problema.

Os voluntarios que aceitarem participar contribuirdo com o desenvolvimento de uma
abordagem de bioequivaléncia topica que ird facilitar o desenvolvimento de medicamentos
eficazes e menos dispendiosos.

As informacdes desta pesquisa serdo confidenciais e serdo divulgadas apenas em
eventos ou publicagdes cientificas, ndo havendo identificacdo dos voluntarios, a ndo ser entre
0s responsaveis pelo estudo, sendo assegurado o sigilo sobre a sua participacdo. Os dados
coletados nesta pesquisa ficardo armazenados no Centro de Pesquisa e Desenvolvimento -
CP&D/NUDFAC, no endereco acima informado por um periodo minimo de 5 anos, sob
responsabilidade da pesquisadora principal.

Depois de ter recebido a explicacéo e tirado minhas duvidas, concordo em participar
da pesquisa BIOEQUIVALENCIA DE MEDICAMENTOS PARA ADMINISTRACAO
TOPICA: DESENVOLVIMENTO DE CORRELACOES IN VITRO — IN VIVO. Estou
ciente de gue posso retirar meu consentimento a qualquer momento, e deixar de participar do
estudo sem gue isto me traga alguma penalidade ou prejuizo.

O (a) senhor (a) ndo pagard nada para participar desta pesquisa. Se houver
necessidade, as despesas para a sua participacdo serdo assumidos pelos pesquisadores. Fica
também garantida indenizacdo em casos de danos, comprovadamente decorrentes da
participacdo na pesquisa, conforme deciséo judicial ou extra-judicial.

Em caso de davidas relacionadas aos aspectos éticos deste estudo, vocé podera

consultar o Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da UFPE no enderego:
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Avenida da Engenharia s/n — 1° Andar, sala 4 - Cidade Universitaria, Recife-PE, CEP:
50740-600, Tel.: (81) 2126.8588 — e-mail: cepccs@ufpe.br.

Profa. Dra. Leila Bastos Leal

Pesquisadora principal

CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO VOLUNTARIO (A)

Eu, , CPF , abaixo
assinado, apds a leitura (ou a escuta da leitura) deste documento e de ter tido a oportunidade

de conversar e ter esclarecido as minhas davidas com o pesquisadorresponsavel, concordo em
participar do estudo BIOEQUIVALENCIA DE MEDICAMENTOS PARA
ADMINISTRA(}AO TOPICA: DESENVOLVIMENTO DE CORRELAQOES IN
VITRO - IN VIVO, como voluntario (a). Fui devidamente informado (a) e esclarecido (a)
pelo(a) pesquisador (a) sobre a pesquisa, 0s procedimentos nela envolvidos, assim como 0s
possiveis riscos e beneficios decorrentes de minha participacdo. Foi-me garantido que posso
retirar o0 meu consentimento a qualgquer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade (ou

interrupcao de meu acompanhamento/assisténcia/tratamento).

Recife, de de 2016.

Assinatura do participante:

Presenciamos a solicitacdo de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa e 0

aceite do voluntario em participar. (02 testemunhas ndo ligadas a equipe de pesquisadores):

Nome: Nome:

Assinatura: Assinatura:
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ANEXO B — Submissdo ao Comité de ética e aprovagdo do estudo.

UNIVERSIDADE FEDERAL DE
PERNAMBUCO CENTRO DE Wm
CIENCIAS DA SAUDE / UFPE-

GEP- Gl - LFFE

COMPROVANTE DE ENVIO DO PROJETO

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: BIOEQUIVALENCIA DE FORMULACOES PARA ADMINISTRAGAQO TOPICA
CONTENDO LAPACHOL: DESENVOLVIMENTO DE CORRELACOES IN VITRO
& INVIVO.

Pesquisador:  LEILA BASTOS LEAL
Versao: 1
CAAE: 36315514.2.0000.5208

Institui¢do Proponente: Universidade Federal de Pernambuco - UFPE
DADOS DO COMPROVANTE

Numero do Comprovante: 081724/2014

Patrocionador Principal: Financiamento Proprio

<« C' | [ aplicacao.saude.gov.br/plataformabrasil/visao/pesquisador/gerirPesquisa/gerirPesquisaAgrupador.jsf Qi @ =

@ — EI n =

1Yy ST
REELINEGC LT Alterar Meus Dados LEILA BASTOS LEAL - Pesguisador | V3.0

Sua sessSo expira em: 39min 22

DETALHAR PROJETO DE PESQUISA

— DADOS DA VERSAO DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: BIOEQUIVALENCIA DE MEDICAMENTOS PARA ADr-.-lINISTRAC,AO TOPICA: DESENVOLVIMENTO DE CORRELA@()ES IN VITRO 4 IN VIVO
Pesquisador Responsavel: LEILA BASTOS LEAL

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 34657814.2.0000.5208

Submetido em: 05/09/2014

Instituigao Proponente: Universidade Federal de Pernambuco - UFPE
Situagao da Versao do Projeto: Aprovado

Localizagao atual da Versao do Projeto: Pesquisador Responsavel
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

Comprovante de Recepcdo: '@ PB_COMPROVANTE_RECEPCAO_365226

— DOCUMENTOS DO PROJETO DE PESQUISA
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ANEXO C — Comprovante de submisséo do artigo

BJPS Admin <onbehalfof@manuscriptcentral.com>
para leila.leal, isabelle.fitti., mim, giovana.sousa, davi.santana, leila.leal

06-Dec-2017
Dear Dr. Leal:

Your manuscript entitled *"Topical Bioequivalence: Evaluation of Hydrocortisone acetate,
Betamethasone valerate and Mupirocin marketed Brazilian products™ has been
successfully submitted online and is presently being given full consideration for publication in
the Brazilian Journal of Pharmaceutical Sciences.

Your manuscript ID is BJPS-2017-0804.

Please mention the above manuscript ID in all future correspondence or when calling the
office for questions. If there are any changes in your street address or e-mail address, please
log in to ScholarOne Manuscripts at https://mc04.manuscriptcentral.com/bjps-scielo and edit
your user information as appropriate.

You can also view the status of your manuscript at any time by checking your Author Center
after logging in to https://mc04.manuscriptcentral.com/bjps-scielo.

Thank you for submitting your manuscript to the Brazilian Journal of Pharmaceutical
Sciences.

Sincerely,
Brazilian Journal of Pharmaceutical Sciences Editorial Office


https://mc04.manuscriptcentral.com/bjps-scielo
https://mc04.manuscriptcentral.com/bjps-scielo

