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RESUMO

A avaliacdo da eficicia e seguranca de medicamentos tdpicos dermatoldgicos atraves de
ensaios bioldgicos deve preceder a inser¢cdo de um produto no mercado tendo ainda a
experimentagdo animal como forma de avaliacdo da mesma. Diante disso, aumentaram-se 0s
esforgos para o desenvolvimento de métodos alternativos que pudessem substituir, refinar
e/ou reduzir a utilizacdo de animais em pesquisa. Estudos de absor¢do dérmica desempenham
papel essencial na avaliagdo do comportamento biofarmacotécnico de produtos topicos. O
BCOP ¢ o primeiro método alternativo validado que compdem o ICCVAM para seguranca
oftdlmica. Ja o HET-CAM e CAM-TBS avaliam o potencial irritante de substancias ou
produtos na membrana corialantoide. Considerando a importancia e a atual necessidade de
melhor fundamentacdo e validagdo dos métodos alternativos aos estudos em animais no
cenario nacional e internacional, a aplicabilidade dos mesmos foi investigada através de
diferentes formulagdes topicas contendo metronidazol e lapachol. As formulages foram
preparadas e caracterizadas através de ensaios pertinentes a cada tipo de formulacdo (gel,
microemulsdo e termogel). Foram realizados experimentos de libera¢do in vitro utilizando
membrana sintética e estudos de permeacdo ex vivo com pele de porco ambos em sistema de
células de Franz automatizado para avaliacdo da absorcdo dérmica baseado no guia 428 da
OECD. A avaliacdo de DPK in vitro foi incluida para as diferentes formulacGes e a
dermatofarmacocinética in vivo foi avaliada para o lapachol. A metodologia empregada no
estudo do BCOP foi realizada segundo o protocolo n® 437 da OECD utilizando-se de corneas
bovinas excisadas. O método referenciado no guia n® 07-45171 do ICCVAM foi seguido para
0s ensaios HET-CAM e CAM-TBS na avaliacdo dos ovos embrionados de galinha. As
formulacdes investigadas e desenvolvida pelo estudo foram obtidas e caracterizadas
mostrando compatibilidade na administracdo por via topica. Na absorcdo cuténea in vitro, 0s
estudos de liberacdo e permeacdo in vitro das formulagdes contendo MTZ e LAP foram de
grande importancia para um melhor entendimento das caracteristicas de penetracdo e difusdo
cutanea dos farmacos. A analise dos dados de retencao in vitro através da
dermatofarmacocinética se mostrou de grande valia como ferramenta para melhor avaliacdo
da absorc¢do cutanea e grande aliada dos métodos alternativos visto que boa consisténcia dos
dados experimentais foi encontrada através da pequena variabilidade e reprodutibilidade,
utilizando modelos in vitro sem participacdo de animais para finalidade de pesquisa. O estudo
in vivo do lapachol foi bem tolerado e informacgdes importantes foram extraidas sobre o

comportamento do farmaco sendo possivel sugerir uma potencial correlagdo in vitro/in vivo,



favorecendo o processo de consolidagdo da utilizacdo da DPK como técnica para avaliacdo de
produtos topicos. Todos 0s métodos alternativos demonstraram reprodutibilidade e eficiéncia
na avaliacdo da seguranca das formulagdes e podem ser de notéria utilidade na avaliacdo das
caracteristicas de absorcdo cutdnea e potencial irritante de novos sistemas. A aplicabilidade
dos métodos alternativos analisados foi constatada, reforcando a viabilidade dessas técnicas
na substituicdo e reducdo do uso de animais de laboratdrio em pesquisa. Fatos esses de grande
importancia no atual cenario nacional e internacional de implementacéo e principalmente de

validacdo dos métodos alternativos.

Palavras-chave: Alternativas aos testes com animais. Administracdo topica. Técnicas in
vitro. Membrana corioalantéide.



ABSTRACT

The efficacy and safety evaluation of topical dermatological medicinal products through
biological tests should precede the insertion of a product on the market, and animal testing it
is still the way used to evaluate them. Thus, efforts were made to develop alternative methods
that could replace, refine and / or reduce the use of animals in research. Dermal absorption
studies play an essential role in the evaluation of the biopharmacotechnical behavior of topical
products. BCOP is the first validated alternative method that makes up ICCVAM for
ophthalmic safety. HET-CAM and CAM-TBS assess the irritant potential of substances or
products in the chorioallantoic membrane. Considering the importance and the current need
for a better foundation and validation of alternative methods to animal studies in the national
and international scenario, the applicability of these methods was investigated through
different topical formulations containing metronidazole and lapachol. The formulations were
prepared and characterized by assays pertinent to each type of formulation (gel,
microemulsion and thermogel). In vitro releasing experiments using synthetic membrane and
ex vivo permeation studies with pig skin were performed in automated Franz cell system for
assessment of dermal absorption based on OECD guide 428. Evaluation of in vitro DPK was
included for the different formulations and an in vivo DPK was evaluated for lapachol. The
methodology used in the BCOP study was performed according to protocol n® 437 of the
OECD using excised bovine corneas. The method referenced in ICCVAM guideline n° 07-
45171 was followed for the HET-CAM and CAM-TBS assays in the evaluation of
embryonated chicken eggs. The formulations investigated and developed by the study were
obtained and characterized showing compatibility with topical administration. In in vitro
dermal absorption, the in vitro release and permeation studies of formulations containing
MTZ and LAP were of great importance for a better understanding of cutaneous penetration
and diffusion characteristics of the drugs. The analysis of in vitro retention data through DPK
proved to be of great value as a tool for better evaluation of skin absorption and great ally of
alternative methods since good consistency of the experimental data was found through the
small variability and reproducibility using in vitro models without participation of animals for
research purposes. The in vivo study of lapachol was well tolerated and important information
was extracted on the behavior of the drug and it was possible to suggest a potential in vitro /
in vivo correlation, favoring the process of consolidation of the use of DPK as a topical
product evaluation technique. All alternative methods have demonstrated reproducibility and

efficiency in evaluating the safety of formulations and may be of notable utility in assessing



the skin absorption characteristics and irritating potential of new systems. The applicability of
the alternative methods analyzed was verified, reinforcing the viability of these techniques in
the substitution and reduction of the use of laboratory animals in research. These facts are of
great importance in the current national and international scenario of implementation and,
mainly, of validation of alternative methods.

Keywords: Animal testing alternatives. Topical administration. In vitro techniques.
Chorioallantoic membrane.
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1 INTRODUCAO

A aplicagdo de farmacos através da via cutanea é usada tanto para terapia topica local
quanto para o tratamento sistémico, se mostrando bastante promissora por, primariamente,
evitar o metabolismo de primeira passagem que pode ocorrer apos administracdo oral e a
possibilidade de reduzir os efeitos colaterais (WAGNER et al, 2001). Entretanto, desenvolver
sistemas efetivos para essa finalidade ainda é uma tarefa desafiadora, principalmente quando a
intencdo € promover a penetracdo e/ ou a retencdo do farmaco nas camadas viaveis da pele, ja
que a pele é uma barreira natural a entrada de qualquer substéncia estranha ao organismo
(FOLDVARI, 2000; SILVA et al., 2010).

Dessa forma, existe uma busca constante por estratégias para vencer tal barreira sem
danifica-la, bem como para promover a chegada do farmaco em camadas especificas da pele,
visto que para uma terapia bem sucedida, aléem da farmacologia e do mecanismo de acdo do
farmaco, a sua concentracdo e a concentracdo dos seus metabolitos no local alvo, também s&o
importantes (NAIK; KALIA; GUY, 2000; ALEXANDER et al., 2012).

A avaliacdo da eficicia e seguranca de medicamentos tOpicos através de ensaios
biologicos deve preceder a inser¢do de um produto no mercado. Para cumprir este proposito,
0 modelo animal é o mais utilizado e requerido nos processos investigativos. Entretanto, a
utilizacdo de animais na pesquisa tem sido razdo de diversas discussdes em funcdo do grande

namero necessario e do sofrimento causado aos mesmos (SCHEEL et al., 2011).

Em virtude dessa racional, aumentaram-se o0s esforcos para o desenvolvimento de
métodos alternativos ao uso de animais que pudessem substituir, refinar e/ou reduzir a
utilizacdo de animais para avaliacdo da eficacia e seguranca de medicamentos dermatol6gicos
e fins de pesquisa. Nesse contexto, as metodologias alternativas capazes de atender a esses
requisitos na diminuicdo do sofrimento animal em pesuisa e fomentar o principio dos 3R’s
desempenham um papel essencial na selecdo dos medicamentos que visem uma agdo dérmica
ou transdérmica (SCHMOOK; MEINGASSNER; BILLICH, 2001).

O comportamento biofarmacotécnico de uma formulacédo, em se tratando de liberacao
e/ou permeacdo cutanea é observado através do uso de membranas artificiais e/ou naturais
(pele humana ou animal). Podem ser utilizadas, como modelo animal, as peles de rato, cobaio,
camundongo com e sem pélo, macaco rhesus, porco, cobra, entre outros, sendo as peles da
orelha e o dorso de porco algumas das mais utilizadas em substituicdo a pele humana em

virtude da sua semelhanca com a pela humana (SANTIS, 2008).
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De acordo com o Food and Drug Administration (FDA), a biodisponibilidade dos
medicamentos de aplicacdo topica de acdo local pode ser feita através de ensaios clinicos,
como a dermatofarmacocinética e a microdialise dérmica, e/ou farmacodinamicos no caso

especifico dos produtos corticoides.

A dermatofarmacocinética (DPK) tem sido amplamente investigada para a
determinacdo da biodisponibilidade, pois é uma técnica que permite a determinacdo dos niveis
de farmacos no estrato corneo em funcdo do tempo pés-aplicacdo e pds-remoc¢édo do produto
utilizando o tape-stripping como técnica de amostragem (US FDA, 1998). Estudos de DPK e
permeacdo cutanea in vitro tém sido bastante relatados na literatura (PERSHING et al., 2002;
LEOPOLD, 2003; PERSHING et al., 2003; LODEN et al., 2004; KIM; ANDERSEN;
NYLANDER-FRENCH, 2006; HERKENNE et al., 2006b; BENFELDT et al., 2007,
HERKENNE et al., 2007; RUSSELL; WIEDERSBERG; DELGADO-CHARRO, 2008;
WIEDERSBERG; LEOPOLD; GUY, 2008; ORTIZ et al., 2008; NICOLI et al., 2009; N’DRI-
STEMPFER et al., 2009; WIEDERSBERG; LEOPOLD; GUY, 2009; WIEDERSBERG et al.,
2009; AU; SKINNER; KANFER, 2010; BOIX-MONTANES, 2011; RUSSELL; GUY, 2012;
MATEUS et al., 2013; MOHAMMED et al., 2013; FRANZEN et al., 2013).

Dentro desse contexto, a avaliagcdo do potencial irritante de um produto farmacéutico é
realizada com o objetivo de predizer 0s riscos e possiveis efeitos nocivos que o mesmo podera
desencadear quando da exposi¢do humana por diversas vias, principalmente a via cutanea e a
via ocular que geralmente apresenta risco de exposicdo associado a utilizagdo de produtos

topicos.

O teste de opacidade e permeabilidade em cornea bovina (BCOP) avalia o potencial
irritativo a partir da desnaturacdo proteica, precipitacdo celular ou inchaco estromal que gera
opacidade, e pela permeabilidade da cdérnea bovina frente a fluoresceina devido a perda de

barreira epitelial da cornea sob agressao de produtos irritantes (SCOTT et al., 2010).

Outros dois métodos, o teste de membrana corioalantide de ovo embrionado de
galinha (HET-CAM) e sua variacdo utilizando corante azul de Trypan (CAM-TBS) que tém
como objetivo a identificacdo e avaliacdo do potencial irritante de uma substancia ou produto
sobre a membrana corialantdide do ovo embrionado da galinha em seu décimo dia de
incubacdo também podem ser citados para esse tipo de abordagem (TAVASZI, BUDAI,
2007).
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Apesar de muitas dessas metodologias ja serem validadas e aceitas internacionalmente
por diversos orgdos regulamentadores, o Brasil passa atualmente pelo seu primeiro processo
de validacdo de uma metodologia alternativa, sendo ainda a quantidade de informacgdes a

cerca das mesmas, principalmente a nivel nacional, bastante reduzida.

Portanto, tendo em vista o que foi discutido acerca dos medicamentos tdpicos e
considerando a importancia dos métodos alternativos aos estudos em animais no cenario atual
frente a emergente necessidade de fundamentacdo das mesmas, 0 presente projeto baseia-se
na utilizacdo dessas metodologias como ferramentas na investigacdo da aplicabilidade dessas
metodologias alternativas empregando diferentes tipos de formas farmacéuticas tépicas e

diferentes farmacos como modelos para tal avaliacdo (Metronidazol e Lapachol).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral consiste na avaliacdo da aplicabilidade dos métodos alternativos ao
uso de animais na avaliagdo de diferentes tipos de formulagGes tdpicas contendo
metronidazol e lapachol.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Obter as diferentes formulagGes tdépicas (microemulsdo, gel e termogel) contendo
Metronidazol e contendo lapachol (microemulsédo e gel);

« Avaliar as caracteristicas fisico-quimicas pertinentes a cada tipo de formulacao;

« Avaliar a permeacdo e retencdo cutanea in vitro de Metronidazol e lapachol a partir de 3

diferentes tipos de formulacdes topicas;

« Avaliar os perfis dermatofarmacocinéticos in vitro e in vivo para formulagdo contendo

lapachol;

- Avaliar o potencial irritante das formulacGes atraves de meétodos alternativos (HET-CAM,

CAM — TBS e BCOP), principalmente no que trata de formulagdes ndo convencionais.
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3 REFERENCIAL TEORICO
3.1 ADMINISTRACAO DE MEDICAMENTOS TOPICOS NA PELE

A pele é o 6rgdo mais extenso do corpo humano, com uma &rea de superficie no
individuo adulto de aproximadamente 2 m2, de espessura variavel (1 a 4 mm) conforme a
regido, que corresponde a aproximadamente 16% da massa corporal (ANTONIO, 2007;
KEDE, SABATOVICH, 2003).

E uma barreira protetora, sendo a interface entre o organismo e o0 meio externo, a pele
é resistente, semipermeavel, flexivel e capaz de impedir a entrada de toxinas, corpos
estranhos, agentes externos (como bactérias, fungos, poluicdo e raios solares), sendo
responsavel pela defesa do organismo contra esses e outros agentes. E também responsavel
pelo equilibrio da nossa temperatura, pela producdo de suor, por evitar a perda de agua
transepidérmica, além de possuir fungbes sensoriais (calor, frio, pressdo, dor e tato) e de
manter o equilibrio hidrico, de eletrolitos e nutrientes (CHIEN, 2005; TOSATO, 2010;
DANGELO; FATTINI, 2005; GUY; HADGRAFT, 2003; STORPIRTIS et al., 2011).

Figura 1 - Representacdo esquematica da estrutura da pele.
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Fonte: http://www.efdeportes.com/efd192/os-efeitos-do-acido-hialuronico.htm - acessado em
03/01/2016.

Microscopicamente, a pele € um Orgdo composto de varias camadas, porém, é
geralmente descrita por trés camadas, onde em um corte perpendicular visto de fora para
dentro, temos: epiderme, derme e hipoderme (Figura 1) (DANGELO; FATTINI, 2005;

TOSATO, 2010).
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A epiderme é formada por tecido epitelial, a derme formada por tecido conjuntivo e a
hipoderme formada por tecido adiposo, apresentando variagdes de células entre suas camadas.
A epiderme é uma camada estratificada e avascular, onde sua camada mais superficial é o
estrato ou camada cdrnea, mais abaixo se encontram as camadas granulosa, espinhosa e basal.
As diferentes camadas mostram as fases pelas quais passam as células, que, produzidas nos
estratos mais profundos, sofrem o processo de cornificacdo a medida que atingem os estratos
mais superficiais (Figura 2) (DANGELO; FATTINI, 2005; TOSATO, 2010).

Figura 2 - Estruturacdo da epiderme.
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Fonte: MENON; CLEARY; LANE, 2012.

O estrato cdrneo tem uma organizacao estrutural bicompartimental, simples ao nivel
microscopico, constituida basicamente por células mortas preenchidas de queratina
(cornedcitos) incorporadas em uma matriz lipidica, vizualizados a partir de estudos com
fragmentos congelados, intumescidos em tampdo alcalino e coradas com um corante
(CHRISTOPHERS; KLIGMAN, 1964), ou quando corado com o vermelho nilo, um corante
lipidico fluorescente (SIMONETTI et al., 1995).

Esta matriz lipidica é constituida principalmente de ceramidas, colesterol e acidos
graxos livres organizados em bicamadas lamelares cristalinas. Essas caracteristicas foram
prontamente comparadas a um “sistema de tijolo e argamassa” originalmente descrito por
Michaels e colaboradores (1975). Tal estrutura confere ao estrato corneo uma forte
caracteristica hidrofébica, e é caracterizada como a principal barreira & penetracdo de
substancias pela pele (MOSER et al., 2001; BOUWSTRA; HONEYWELL-NGUYEN, 2002).
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Figura 3 - Componentes envolvidos na formagdo da funcdo barreira da pele.

Sebo

Enzimas, lipase, cutras
Desmossomo

Corpos lamelares
Celulas de Langerhans
Queratingjeitos
Nycleo

Celuls epidermica

Celula dendritica

Cstula adiposa

- Estrato granuloso
Cornegceito
'i Tarminal nervoso sensorial

Fonte: MENON; CLEARY; LANE, 2012 (modificada).

Wolf (1939), e Winsor e Burch (1944) confirmaram que o0 uso de tape-stripping, lixas
ou injurias de natureza quimica ao estrato corneo (EC) essencialmente removiam a funcéo de
barreira da pele e o trabalho posterior de Blank (1953) provou conclusivamente que a funcao

de barreira da pele era atribuida ao EC.

Diversos estudos, revisados por Elias (1991), dissiparam a noc¢do tida do estrato
cérneo apenas como membrana passiva oclusora e desvendou a verdadeira natureza da
organizacdo do SC. A formacdo da barreira € na verdade um processo dinamico (Figura 3) e
realizado pela secrecdo de corpos lamelares epidérmicos, enriquecidos em colesterol,
esfingolipidios, acidos graxos e uma bateria de enzimas presentes na interface estrato
cdrneo/estrato granuloso (MENON; CLEARY; LANE, 2012).

Enzimas proteoliticas secretadas pelos corpos lamelares levam a dissolucédo
progressiva dos corneodesmossomos permitindo assim a descamacdo ordenada dos
cornedcitos. A degradacdo desses corneodesmossomos deixa ‘lacunas’ ou ‘espacos’ dentro das
maltiplas estruturas de barreira lamelar, que desempenham um papel importante na
permeabilidade transdérmica. Mais recentemente, peptideos antimicrobianos como beta
defensinas e catelicidinas foram co-localizados nos corpos lamelares e encontrados dentro do
matriz extracelular do EC, assim, ligando a formacdo de uma barreira com permeabilidade
associada a uma barreira antimicrobiana (OREN et al., 2003; BRAFF; DI NARDO; GALLO,
2005; MENON; CLEARY; LANE, 2012).
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Figura 4 - Vias de permeacédo de farmacos através do estrato corneo.
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Fonte: GRATIERI; GELFUSO; LOPEZ, 2008 (modificada).

Portanto, € muito comum atribuir & permeacao atraves do estrato corneo como 0 passo
determinante da absorcéo cutanea. Teoricamente, o farmaco pode atravessar o estrato corneo
por trés diferentes vias: transcelular, intercelular e através dos apéndices cutaneos (Figura 4).
Na primeira via, o farmaco se difunde pelas membranas dos cornedcitos e pela matriz lipidica.
Na segunda, o farmaco se difunde apenas pela matriz lipidica entre os corneodcitos. Ja na
altima, os farmacos podem permear a estrutura atraves dos foliculos pilosos. (MOSER et al.,
2001; BARRY, 2002; BOLZINGER et al., 2012).

Sé&o varios os fatores que influenciam na eficiéncia da pele como barreira a penetracéo
de substancias exdgenas. Tais fatores podem ser de ordem bioldgica (estado da pele, idade,
diferencas raciais, fluxo sanguineo, metabolismo) e de natureza fisico-quimica (hidratacéo,
temperatura e pH da pele). Podem ser ainda citados os fatores relacionados as caracteristicas
dos permeantes (forma e tamanho molecular, coeficientes de difusao e particdo ou até mesmo
a concentragdo aplicada). E por fim, os fatores relacionados a propria formulacdo, que podem
afetar a permeacdo do farmaco na pele de tal maneira, que, na auséncia da formulacédo
adequada, o farmaco dificilmente conseguiria penetrar as camadas mais profundas da pele e
atingir concentracdes adequadas no sitio de acdo (AULTON, 2006; NAIK; KALIA; GUY,
2000).

Realizar a extrapolacdo a partir de varios modelos de pele usados para aplicacdes
humanas (membranas de EC, pele de cadaver, equivalentes de pele), bem como a partir de
dados de animais permanece desafiador. Nos primeiros casos podem ter falhas inerentes ou

falta da resposta de reparagéo por completo e no caso das biomembranas obtidas de animais, 0
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estrato corneo pode diferir significativamente do tecido humano. Mais recentemente, além de
dispositivos de pele passivos e ativos como adesivos transdérmicos, lasers, iontoforese e
microagulhas, novas e variadas aplicacOes relacionadas a pele podem ser vistas e que nédo
eram possiveis anteriormente (MENON; CLEARY; LANE, 2012).

3.2 FORMULACOES TOPICAS AVALIADAS

A administracdo pela via tdépica é uma alternativa & administracdo oral de
medicamentos, sendo caracterizada por ser uma via indolor, de facil aplicacdo que néo

apresenta efeito de primeira passagem hepética (SOARES et al., 2015).

Formulagdes tdépicas de acdo transdérmica como, por exemplo, os medicamentos
antibacterianos, exercem sua acdo terapéutica apenas se presente nos tecidos alvo em
concentracdes adequadas. O tratamento monitorado baseia-se no pressuposto que a relagédo
entre a concentracdo sanguinea do farmaco e o resultado do tratamento é mais evidente do que
entre a dose e o resultado da terapia. Em alguns casos, a estimativa da concentracdo sanguinea
de farmacos s6 se torna insuficiente devido ao diferente grau de sua penetracéo tecidual e, de
uma perspectiva dermatoldgica, a concentracao cutanea do farmaco pode ser mais importante.
(EICHLER; MULLER, 1998; LAUDE; SALVEMINI, 1999; THIBOUTOT, 2000).

As formulacdes dermatoldgicas de aplicacdo topica e acédo local, sdo aquelas que agem
nas camadas mais superficiais da pele, seja estrato corneo, epiderme viavel e em alguns casos
a derme. Dessa forma, a administracdo topica de farmacos visando uma acdo local ou
sistémica € significantemente promissora, porém, o desenvolvimento de sistemas gque sejam
altamente efetivos ainda consiste em uma tarefa desafiadora. Essa premissa se torna bastante
verdadeira, especialmente quando o objetivo é a promoc¢édo da penetracéo e/ ou a retencdo do
farmaco nas camadas pele, uma vez que essa ultima é conhecidamente uma barreira natural a
entrada de substancias estranhas ao organismo (FOLDVARI, 2000; SILVA et al., 2010).

Sendo assim, para promover que o farmaco alcance as camadas especificas da pele,
durante o desenvolvimento das formulac@es topicas existe uma busca constante para vencer
essa barreira sem danifica-la visando promover concentracdo adequada do farmaco na camada
da pele desejada (NAIK; KALIA; GUY, 2000; ALEXANDER et al., 2012). Dentro desse
mesmo cenério, quando formulagdes topicas sdo aplicadas no tratamento de enfermidades

dermatoldgicas, ndo apenas os farmacos como também os diversos veiculos desempenham
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um papel importante na seguranga e eficacia do tratamento da pele de pacientes (REINHOLZ
et al., 2013).

Dentre essas formas farmacéuticas utilizadas convencionalmente para aplicacdo topica
se pode citar os géis. Em virtude da constante busca por melhorias dos tratamentos existentes
visando melhorar a eficacia e a seguranga, sistemas de liberagdo de farmacos como as
microemulsdes e tambem géis termorreversiveis tem atraido grande interesse de

pesquisadores académicos e industriais.

As microemulsdes (MEs) podem ser conceituadas como misturas termodinamicamente
estaveis e isotropicamente transltcidas de dois liquidos imisciveis, dgua e 6leo, estabilizados
por um filme interfacial de tensoativos (FORMARIZ et al., 2005; DAMASCENO et al.,
2011).

O interesse da aplicagao das microemulsoes como sistemas de liberagao de farmacos
vem ganhando mais atencao por parte dos laboratorios e dos pesquisadores académicos nos
altimos anos (KARASULU, 2008). Devido a grande quantidade de tensoativos encontradas
na formulagao, na qual ocorre interagao com 0 estrato corneo sendo a bicamada lipidica
desestruturada, a permeabilidade dos farmacos pode vir a ser facilitada (FORMARIZ et al.,
2006; SILVA et al., 2010; SILVA et al., 2009).

Em comparacdo com formulagBes convencionais, as MEs apresentam vantagens, como
a possibilidade de incorporacdo de farmacos sollUveis e insoldveis em agua, 0 aumento na
biodisponibilidade transdérmica de farmacos e a facilidade de obtencdo. Com isso, sdo formas

promissoras na veiculacdo tépica de farmacos de acédo local e sistémica (SHAH et al., 2009).

Os géis podem ser definidos como preparacfes semissolidas que consistem em
dispersoes de pequenas ou grandes particulas coloidais que ndo se sedimentam, ou seja, ficam
dispersas em um determinado veiculo. Geralmente, as substancias formadoras de géis sdo
polimeros que quando dispersos em meio aquoso assumem determinada conformacdo que
aumentam a viscosidade da formulacdo (MAIA CAMPOS; BONTEMPO; LEONARDI,
1999; ALLEN, et al., 2013).

As formas farmacéuticas em gel apresentam caracteristicas como boa
biodisponibilidade, economia, e sdo sistemas seguros e versateis que apresentam um menor
grau de toxicidade com possibilidade de aplicagao em diversos locais da pele (ANSEL et al.,
2007; JUSTIN-TEMU et al., 2004; LOPES et al., 2006; LOYD; ALLEN, 2007).
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Outra forma farmacéutica de uso tdpico sdo os termogéis, sistemas que apresentam
geleificacdo termorreversivel, os quais sdo também chamados de sistemas de formag&o in situ
que se comportam como liquidos a baixas temperaturas e como géis acima de uma
temperatura especifica conhecida como temperatura de transicdo sol--gel, baseados em
diferentes abordagens incluindo, troca de solventes, radiacdo UV, pH e temperatura
(DUMORTIER et al., 2006; ESCOBAR-CHAVEZ et al., 2006; PEREIRA et al., 2013). Esses
sistemas, que ndo exigem solventes ou agentes de copolimerizagdo orgéanica, ganham cada
vez mais atencdo pelo potencial de aumentar a eficiéncia, reduzir a toxicidade e melhorar a
adesdo do tratamento pelo paciente (AULTON, 2005; KUMAR, 2000).

Em sua composicdo podem ser utilizados copolimeros ndo-iénicos como o Polaxamer
ou Pluronic®, onde solucdes concentradas desses copolimeros séo capazes de gelificarem por
acdo da temperatura. Em baixas temperaturas (5° C) o polimero existe como um monémero
livre em solugdo e com o aumento progressivo da temperatura tende-se a estabelecer um
equilibrio entre esses unimeros e micelas formadas in situ. Por fim, em temperaturas mais
elevadas (37° C), sdo formados agregados dessas micelas que aumentam a viscosidade final,
modificando a formulacdo de uma solucdo para um gel de consisténcia firme (CABANA;
AIT-KADI; JUHASZ, 1997; BERRETTA, 2007).

3.3 FARMACOS MODELOS USADOS NESTE ESTUDO
3.3.1. Metronidazol

Denominado quimicamente como 2-metil- 5-nitro- 1H-imidazol- 1-etanol e férmula
molecular de C6HIN303, o metronidazol (MTZ) (Figura 5) possui peso molecular de 171,15

g/mol e é caracterizado por ser um pd branco ou levemente amarelado, cristalino com faixa de
fusdo entre 159°C a 163°C (F. BRAS, 2010).

K\OH
O,N \C?/CHE,

Fonte: Farmacopeia Brasileira (2010).

Figura 5 - Estrutura quimica do Metronidazol
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O metronidazol é um derivado do 5-nitroimidazol com atividade contra protozoarios
anaerobicos e bactérias e foi o primeiro utilizado para a terapéutica humana e ainda continua
como o principal representante do grupo. O MTZ foi originalmente introduzido para o
tratamento da tricomoniase e, nos dias de hoje, ele é encontrado comercialmente destinado a
adminstracdo oral (Flagyl® comprimidos, Flagyl® tabletes, Norzol® suspensdo, dentre
outras) e topica (Flagyl® supositorios, gel vaginal Zidoval®, etc.) utilizado na terapia de
manejo de varias infeccbes causadas por bactérias, protozoarios, além de ter acdo
antiinflamatéria, (F. BRAS, 2010; LAMP et al., 1999; ZIP, 2010; SILVA, 2002). Quando
absorvido sistemicamente, 0 MTZ atravessa a barreira placentéria e atinge a circulacdo do
feto rapidamente. Em ratos e camundongos, a administracdo de metronidazol causou danos ao
feto, devido a isso, pertence a categoria B do FDA (administracdo contraindicada nos trés
primeiros meses de gravidez). (BANK, 2016).

Quando usado especificamente em uma formulacdo tdpica, seu efeito é exercido na
camada media da pele, a derme (ELEWSKI, 2007). O metronidazol ¢ metabolizado em cinco
metabolitos, principalmente por oxidacdo hepatica e, em menor grau, pela glucuronidacéo do
composto precursor e seus derivados oxidados. O principal metabolito € o
hidroximetronidazol (LAMP et al, 1999). A atividade antibacteriana deste composto € em
torno de 30-65% do medicamento original (PENDLAND et al., 1994; HALLER, 1982),
contribuindo desse modo substancialmente para a atividade geral do metronidazol através do

sinergismo do mesmo e seu principal metabolito.

Formulacdes topicas contendo metronidazol sdo amplamente utilizadas para o
tratamento da rosacea desde 1950 (GUPTA; CHAUDHRY, 2005) uma doenca crdnica
comum da pele (POWELL, 2005).

A Rosacea consiste em uma desordem cutanea facial cronica caracterizada por varias
dermatoses de carater inflamatério. Dentro de periodos de exacerbacdo e remissdo de sinais e
sintomas, pode apresentar varias combinagdes de sinais cutdneos como aparecimento de
eritema transitorio ou persistente, edema, vasos sanguineos visiveis (telangiectasia), lesdes
oculares, papulas, pastulas e rinofima, afetando a regido central da face (bochechas, queixo,
nariz e testa) dos pacientes acometidos (WILKIN, 1994; WILKIN et al., 2002;
CRAWFORD ; PELLE; JAMES, 2004; DRESSLER-CARRE, 2005; ROSSI, 2006;
NORWOOD; NORWOOD, 2007; BARCO; ALOMAR, 2008; FULLER; MARTIN, 2012;
RAGHALLAIGH; POWELL, 2015; FELDMAN; HUANG; HUYNH, 2014).
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A Sociedade Americana de Rosacea classificou a doenga em quatro subtipos: Rosécea
eritemato telangiectasica, rosacea papulo pustular, rosacea fimatosa e rosacea ocular (TWO et
al., 2015). Embora sua etiologia ainsa seja desconhecida, até agora, a desregulacdo do sistema
imune inato (queratindcitos, células endoteliais, macréfagos, células dendriticas) e adaptativo
(células T auxiliares (Th) 1, células Thl7, células plasmaticas) foram relatados como
principais achados. Nessa rede desregulada, quantidades aumentadas dos niveis de peptideos
antimicrobianos, neuropeptideos, espécies radicais de Oxido nitrico, proteases, citocinas,
quimiocinas, fator de crescimento vascular (VEGF) juntamente com receptores para citocinas,
quimiocinas, neurotransmissores, VEGF ou receptores de canais idnicos transientes foram
detectados (BAKAR et al.,, 2007; SMITH et al.,, 2007; SCHAUBER; GALLO, 2009;
STEINHOFF et al., 2011; CASAS et al., 2012; SULK et al.,, 2012; CODA et al., 2013;
JARMUDA et al., 2014; MUTO et al., 2014; BUHL et al., 2015; HELFRICH et al., 2015).

Estudo comparando o MTZ com o placebo demonstrou que as preparacdes
convencionais contendo metronidazol disponiveis no mercado (0,75 e 1% creme, 0,75% gel e
0,75% locdo) mostraram ser mais eficaz na reducdo do eritema, papulas, e pustulas em
multiplos ensaios com pacientes acometidos por essa doenca. Ndo é de conhecimento o
mecanismo pelo qual o metronidazol reduz o componente inflamatério da rosacea. Porem,
estudos sugerem que 0 grupo nitro do MTZ é capaz de servir como aceptor de elétrons,
formando compostos citotoxicos que levam a morte celular de protozoarios anaerdébicos, no
caso de infeccOes dessa natureza. O farmaco ainda tem acdo de inibicdo dos mediadores
inflamatdrios que sdo gerados por neutrofilos, reduzindo assim a lesdo oxidativa do tecido
(MCCLELLAN; NOBLE, 2000; BARCO; ALOMAR, 2008; LOWE, 2003; PELLE;
CRAWFORD; JAMES, 2004; TWO et al., 2015).

Apesar de no mercado estd disponivel em diversas formas farmacéuticas, o gel de
metronidazol se destaca no tratamento topico da rosacea, sendo massivamente reconhecido no
mercado farmacéutico nacional e internacional, encontrando-se sob uma grande diversidade
de formas farmacéuticas para tal finalidade (Metrocream®, metrogel®, rozex® gel e creme,
rosagel®, rosiced®, anabact® gel, zyomet®) (DAHL et al., 1998). Apesar de alguns estudos
in vitro citarem que o farmaco é ineficaz contra 0 Demodex folliculorum, bactéria relacionada
ao desenvolvimento da rosacea, Dahl e colaboradores (1998) demonstraram em trabalho
randomizado, duplo-cego, que o tratamento continuo, somente com o gel de metronidazol,
manteve a remissao da rosacea de moderada a grave, na maioria dos casos (77%), sendo

inicialmente tratado com tetraciclina oral e gel de metronidazol topico (MC EVOY, 2001).
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O metronidazol tépico também € utilizado no tratamento da tricomoniase na forma
farmacéutica de gel vaginal a 0,75% e a 1,3%. Seu uso ainda vem sendo investigado quanto
ao tratamento de infecgdes bacterianas e feridas provenientes de queimaduras (DUA et al.,
2016). Dentro desse contexto, também é relatado o seu emprego off-label através da aplicacdo
de géis, solucBes e comprimidos macerados no leito de feridas oncoldgicas para controle de
odor das mesmas (FIRMINO, 2005; LIPSKY, HOEY, 2009; SANTOS, PIMENTA, NOBRE,
2010; WOO, SIBBALD, 2010; CHRISMAN, 2010; MINISTERIO DA SAUDE, 2009). A
veiculacdo do MTZ em termogéis também foi investigada para essa finalidade (MELO et al.,
2017).

Vale ressaltar que 0 Rozex® é atualmente a Unica formulacéo topica gelificada a base
de metronidazol a 0,75% disponivel no mercado brasileiro destinado ao tratamento da
rosacea. Assim, em virtude do grande volume de estudos envolvendo diferentes formulacdes
convencionais e nao convencionais contendo MTZ empregadas no tratamento de diferentes

patologias, torna-se um potencial modelo para a investigacéo através de métodos alternativos.

3.3.2. Lapachol

As 1,4-naftoquinonas representam uma grande classe de compostos e séo encontrados
em uma ampla gama de familias de plantas, bem como em fungos e bactérias. Derivados da
naftoquinona tém atividades farmacoldgicas valiosas, atuando como citotoxico,
antibacteriano, antifangico, antiviral, antiprotozoario, inseticida, antinflamatério, e agente
antipirético (GROLIG; WAGNER, 2005; EYONG et al., 2008).

Os mecanismos de acdo subjacentes aos efeitos observados dos derivados da
naftoquinona sdo principalmente sua capacidade de interagir com as topoisomerases e gerar
radicais semiquinonas e espécies reativas de oxigénio dentro da célula (DA SILVA et al.,
2003).

Lapachol [2-hidroxi-3-(3-metil-2-butenil)-1,4-naftalenodiona] (Figura 6) €é um
composto isolado de varias espécies de Bignoniaceae. Entre as muitas naftoquinonas
biologicamente ativas, o lapachol € um dos compostos biologicamente ativos mais versateis e
foi encontrado, mais tarde, em varias outras familias e diferentes espécies (HUSSAIN et al.,
2007).

Apresenta-se como po cristalino amarelo claro a escuro, possui a forma de cristais

prismaticos, fracamente acido, pKa de 6,15, de peso molecular 242,26 e formula quimica
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C1sH1403 Tem um ponto de fusdo entre 141-143°C, altamente lipofilico, bastante soltvel em
acetona, etanol, metanol, cloroférmio, benzeno e &cido acético; sollvel em éter etilico com
solubilidade limitada em agua, mas muito solivel em solucdes alcalinas (LUI et al., 1985;
ARAUJO; ALENCAR; ROLIM NETO, 2002; FONSECA, 2001; FONSECA; BRAGA;
SANTANA, 2003; OSSOWSKI et al., 2008; EPIFANO et al., 2013). Sua solubilidade é
grandemente afetada pelo pH, variando de 1,5 pg / mL em pH 4,0 a5 mg / mL em pH 10
(SAWHNEY et al., 1983; FONSECA, 2001).

Figura 6 - Representacdo da molécula do lapachol, forma estrutural.

O
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Fonte: FONSECA et al., 2003.

O lapachol foi isolado pela primeira vez em 1882 pelo quimico italiano Emanuele
Paternd da arvore Tabebuia avellanedae (PATERNO, 1882). Seu nome é derivado do termo
"Lapacho”, o nome pelo qual esta planta é comumente conhecida no Brasil, onde também ¢é
chamado de "pau d’arco" e "taheebo". Extratos da casca interna de T. avellanedae, do qual o
lapachol foi purificado pela primeira vez, sdo utilizados por populagdes locais como agentes
analgésicos, anti-inflamatorios, antineoplasico, antimicrobiano e diurético (DE MIRANDA et
al., 2001). Além dessas, outras atividades sdo citadas como: antiedematogénica, antimalarica,
antiséptica, antiviral, bactericida, fungicida, pesticida e esquistossomicida (BECKSTROM-
STERNBERG; DUKE, 1994).

A atividade antitumoral do lapachol foi descrita no inicio dos anos 1970 (BLOCK et
al., 1974). Maeda e colaboradores (2008) relataram que o lapachol pode atuar como um
antagonista da vitamina K com atividade anticancerigena in vivo. O Lapachol também
demonstrou reduzir o nimero de tumores causados pela doxorrubicina em Drosophila
melanogaster heterozigota para o gene supressor de tumor wts (COSTA; OLIVEIRA,;
NEPOMUCENO, 2011). O Instituto Nacional do Céancer Norte-americano (NCI) divulgou
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que possuia, em estagio de teste clinico, fase—I, pacientes que fizeram uso do Lapachol como
tratamento, porém este apresentou expressivos efeitos colaterais e a sua pesquisa como um
possivel quimioterapico no combate ao cancer foi abandonada (COSTA, 2012; JANUARIO;
SILVERIO-LOPES, 2014).

Além de sua atividade antiproliferativa em células cancerigenas, o lapachol também
diminui a invasdo de células HelLa e poderia, portanto, representar um interessante esqueleto
de partida no processo de gerar novos compostos anti-metastaticos (BALASSIANO et al.,
2005). Exibe ainda propriedades anti-angiogénicas, especialmente quando é coordenado com
0 bismuto (PARRILHA et al., 2012).

Nas decadas de 60 e 70 houve um grande desenvolvimento no estudo das propriedades
dos produtos extraidos do Ipé Roxo, principalmente das duas substancias o Lapachol ¢ a -
Lapachona, que inclusive foram comercializadas para uso em quimioterapia coadjuvante no
tratamento de leucemia (HIGA, 2007; JANUARIO; SILVERIO-LOPES, 2014). Por possuir
principalmente o lapachol como componente antitumoral em sua composi¢édo, dentre outros
compostos, o Ipé Roxo em capsulas € nacionalmente e internacionalmente comercializado sob
a forma de produtos naturais como terapia alternativa ao cancer. Muitas vezes encontrado
como capsulas de pau d’arco, o uso do ipé é também de finalidade antibidtica, estimulador do
sistema imunoldgico, antioxidante, sendo indicadas para casos de bronquite, infeccdes, dentre

outros casos.

O Lapachol na forma de cépsulas de 250 mg, foi fabricado e comercializado pelo
Laboratorio Farmacéutico do Estado de Pernambuco (LAFEPE) a partir de 1980, para sua
utilizacdo como coadjuvante no tratamento de certos tipos de cancer, sendo que a mesma nao
esta mais disponivel no mercado desde 2013 (ARAUJO; ALENCAR; ROLIM NETO, 2002;
COSTA, 2012; JANUARIO; SILVERIO-LOPES, 2014).

No Brasil, os resultados observados no estudo pioneiro que testou clinicamente a acao
antiinflamatdria do extrato hidroalcodlico da Tabebuia avellanedae em mulheres com
cervicite e cervicovaginitis foram satisfatorios, com regressdo de estado patoldgico
(WANICK; BANDEIRA; FERNANDES, 1970). Foi comprovada também utilizando
pacientes portadores de bursite, otite, tendinite e sinusite (CORREIA; SILVA, 1988a, b, c, d;
ARAUJO et al., 2007; LIRA et al., 2004). Com base em estudos clinicos abordados na
literatura, a eficacia topica anti-inflamatéria dessa droga foi comprovada tanto em estudos
pré-clinicos quanto clinicos (LUI et al., 1985; WANICK; BANDEIRA; FERNANDES, 1970;
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LOPES; SILVA, 1988a, b, c, d; DE ALMEIDA et al, 1990; DUARTE et al., 2000;
ARAUJO; ALENCAR; ROLIM NETO, 2002; FONSECA; BRAGA; SANTANA, 2003).

Partindo dessas observacdes, em alguns estudos preliminares do desenvolvimento
galénico, o lapachol foi incorporado em formulacdes do tipo gel e avaliado por testes de
liberacdo e permeacdo in vitro, demonstrando sua viabilidade em tais formas (SANTOS et al.,
1991; LIRA et al., 2004). Sester (1996) constatou que formulacGes topicas do lapachol
mantém suas propriedades anti-inflamatérias e analgésicas, apds testes classicos de indugédo
de edema em ratos. Nesse cenario, Lira e colaboradores (2008) avaliaram a administracao
topica de lapachol (15 mg/Kg) em camundongos, incoporado numa forma farmacéutica tipo
gel, descrevendo que o mesmo apresentou atividade antiedematogénica significativa. Neste
estudo, os autores propdem que a atividade antiedematogénica ocorreu decorrente da acdo

contra a liberacdo de histaminas, serotoninas e cininas.

Ja em ratos, na dose de 150mg/Kg, por via oral, comparados com a fenilbutazona, foi
constatado um efeito inibitorio sobre a liberacdo de histamina das células o que,
consequentemente, produz efeitos anti-inflamatorios (ALMEIDA et al., 1988; ALMEIDA et
al., 1990).

A importancia farmacolédgica do lapachol é notoria, principalmente frente as mais
diversas doencas inflamatdrias. No que se refere a formulagdes topicas, ndo existe ainda uma
formulacdo comercialmente disponivel contendo lapachol, tanto no cenario nacional quanto
internacional, principalmente visando sua acdo antiinflamatoria por essa via. No entanto, em
termos de Brasil, 0 NUDFAC se insere nesse contexto onde diversos estudos avaliaram e
demonstram a viabilidade de utilizacdo do lapachol em diferentes tipos de formas
farmacéuticas como géis, emulgéis e microemulsdes para essa finalidade (LIRA et al., 2004;
LIRA et al., 2008; TABOSA et al., 2018).

Desde 2014, o NUDFAC ¢ detentor da patente voltada ao uso de formulagdo
farmacéutica contendo lapachol. Mais recentemente, através da busca de patentes, é possivel
verificar que esforcos estdo sendo colocados no desenvolvimento também de composicGes
cosméticas para uso topico do lapachol na pele e no cabelo, em composicGes antirrugas e no

clareamento da pele.

Todos os achados descritos tornam o lapachol um importante modelo para avaliagdo
de metodologias alternativas visto que apresenta maior perfil transdérmico de permeacéo

cutanea, diferentemente do MTZ que fica mais retido nas camadas superficiais, apresentando
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ainda caracteristicas de solubilidade diferentes dando maior abrangéncia para uma avaliagdo

mais completa das metodologias alternativas ao uso de animais.

3.4 AVALIACAO DO POTENCIAL IRRITANTE ATRAVES DE METODOS
ALTERNATIVOS AO USO DE ANIMAIS

Um dos possiveis efeitos da exposicdo e contato acidental com novos produtos
quimicos ¢é irritacdo dos olhos e da pele. A exposicdo pode ser incidental, acidental ou
intencional, como acontece com cosméticos e certos farmacos. O principal objetivo dos
esforgos cientificos toxicoldgicos é salvaguardar 0s seres humanos contra os possiveis efeitos
adversos de diversos tipos de produtos quimicos, incluindo produtos farmacéuticos,
cosmeéticos, produtos domesticos, produtos quimicos industriais e agroquimicos. Em geral, a
resposta fisiologica a um estimulo quimico é a irritacdo, que envolve mudancas objetivas (por
exemplo, vermelhiddo e edema locais) e sensagdes (por exemplo, prurido e dor). Partindo
desse ponto, a avaliacdo do potencial de irritacdo dos olhos e da pele é essencial para garantir
a seguranca de individuos que se expdem a uma ampla variedade de substancias projetadas
para uso industrial, farmacéutico ou cosmético (VINARDELL; MITJANS, 2008).

No tocante a classificacdo de substancias com referéncia ao potencial de irritacéo
advinda dos produtos farmacéuticos, e de acordo com o Sistema Harmonizado Globalmente
(GHS) das Nacdes Unidas (UN), no que diz respeito a irritacdo ocular, existem duas
principais categorias. A Categoria 1 compreende as substancias que causam danos graves e
irreversiveis (até 21 dias) como, por exemplo, destruicdo da cdrnea. J& as substancias que
causam irritacdo reversivel (até 21 dias), sdo classificados na Categoria 2, que apresenta em
sua subdivisdo 2A os que causam irritacdo reversivel aos olhos dentro de 21 dias e a 2B, que
gera irritacdo leve e reversivel em até 7 dias. Os produtos quimicos ndo irritantes sdo
classificados como sem Categoria (UNITED NATIONS, 2009).

Sabe-se também que deve ser levado em consideracdo a medida do pH das
formulagdes, sendo esta uma informacdo utilizada como triagem para avaliar a seguranca de
um produto. Em referéncia a irritacdo ocular, por exemplo, a mesma ocorre com o contato de
substancias com pH que variam acentuadamente do pH da secre¢do lacrimal. Produtos ndo
irritantes aos olhos, geralmente possuem pH que fica entre 4,3 e 8,4, caso esteja fora dessa
faixa, ndo € possivel fazer previsdo. Por isso, foi proposto um intervalo de conforto de 6,6 a

7,8, porém, mesmo que um produto ou substancia apresente pH entre esses valores, ndo se
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pode concluir que o mesmo n&o seja irritante para os olhos. (CARNEY; FULLARD, 1979;
TANG et. al., 1996; WORTH; CRONIN, 2001).

Antes que 0s seres humanos possam ser expostos a tais substancias, a tendéncia de
novos produtos quimicos para causar a irritacdo dos olhos e da pele deve ser determinada.
Dentro desse cenario, a avaliacdo do potencial irritante de diversos produtos e substancias
quimicas, como agrotoxicos, cosméticos e medicamentos de uso topico, é realizada, desde a
década de 1940, a partir do uso de animais de laboratdrio. A toxicidade sempre foi analisada
utilizando-se modelos animais, considerado o melhor modelo experimental para avaliacdo dos
riscos envolvidos com o uso de produtos e substancias, seja irritacdo, alergia ou efeitos
sistémicos. Até hoje, as avaliacfes de seguranca de produtos quimicos na etapa final de
estudos pré-clinicos sdo largamente baseadas em experimentos com animais (SANTQOS, 2008;
VINARDELL; MITJANS, 2008).

Os conhecidos testes de irritacdo ocular e cutanea em coelhos, usados com o objetivo
de determinar o grau de irritabilidade, foram inicialmente descritos por John H. Draize e tém
sido usados para tentar prever a irritacdo ocular e dérmica humana de tais produtos sendo o
padrdo para avaliacbes de seguranca ocular e dérmica por décadas. No entanto, varios
aspectos do teste foram criticados, como a subjetividade do método, a superestimacdo das
respostas humanas e a crueldade do mesmo (DRAIZE; WOODARD; CALVERY, 1944,
DRAIZE, 1959; SANTOS, 2008; VINARDELL; MITJANS, 2008).

A necessidade de usar animais para testar se novos produtos quimicos e produtos sao
ou ndo irritantes tem sido questionada com crescente freqiiéncia e impeto nos dltimos 20 anos.
E certo que as questdes sdo muito complexas e fortes argumentos sociais, politicos, éticos e
cientificos foram levantados em ambos os lados da questdo. As inadequacbes do teste de
Draize, juntamente com a pressdo dos grupos de protecdo aos animais, atualmente, levaram a
esforcos de varios laboratérios, empresas e principalmente grupos de pesquisa para
desenvolver e adotar ensaios in vitro para substitui-los (CURREN; HARBELL, 1998;
SANTOS, 2008; VINARDELL; MITJANS, 2008).

Durante este processo, numerosos metodos ndo animais foram propostos como
alternativas confiaveis para os testes tradicionais em animais. No entanto, antes que tais testes
entrem em uso comum, eles devem ser cuidadosamente avaliados para determinar se, de fato,
esses novos métodos podem substituir ou reduzir totalmente o uso de animais. Tal avaliacéo
envolve investigar os detalhes basicos da irritacdo ocular e da pele, revisando que tipo de

informacdo é atualmente obtida a partir de testes em animais, entendendo como o
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delineamento de sistemas in vitro se relaciona com o modelo animal, e somente entdo
determinando que progresso real fosse feito na busca de alternativas para o teste tradicional de
irritagdo ocular. (CURREN; HARBELL, 1998).

Além de questdes éticas, a procura por ensaios in vitro visa alcangar vantagens como:
maior eficacia, menor custo e maior facilidade de difuséo e incorporacgdo de tais metodologias
por outros laboratorios, sendo, portanto, uma questdo de grande relevancia para 0s
laboratorios oficiais de controle da qualidade (REINHARDT, 2008; EUN; SUH, 2000).

Métodos alternativos sdo procedimentos validados e internacionalmente aceitos que
garantam resultados semelhantes e com reprodutibilidade para atingir, sempre que possivel, a
mesma meta dos procedimentos substituidos por metodologias que: ndo utilizem animais;
usem espécies de ordens inferiores; empreguem menor nimero de animais; utilizem sistemas

organicos ex vivos; ou diminuam ou eliminem o desconforto (BRASIL, 2009).

O desenvolvimento de métodos alternativos para avaliacdo de produtos tem sido foco
de estudos no meio cientifico, que esta se conscientizando sobre a necessidade de utilizar a
politica dos 3 R’s (replace, reduce, refine) introduzida por William Russel e Rex Burch
(1959). A partir da publicacdo dos principios dos 3R’s, que inseria 0 sentido de humanizar a
pratica da utilizacdo de animais em pesquisa para que fosse tratada sempre considerando as
questdes éticas e cientificas, aumentaram-se os esforcos para o desenvolvimento de metodos
alternativos ao uso de animais que pudessem ndo apenas substituir, mas refinar e/ou reduzir a
utilizacdo de animais para fins de pesquisa com a finalidade de minimizar o sofrimento.
(RUSSELL; BURCH, 1959; WORTH; BALLS, 2002; ABREU; PRESGRAVE; DELGADO,
2008).

O que se entende por reducdo (reduce) pode ser alcancado quando obtemos nivel
equiparavel de informacdo com o uso de um menor niumero de animais em experimentacdo. O
refinamento (refine) dessas metodologias pode ser refletido em condi¢bes do estudo que
promovam maior alivio, minimizacao da dor, sofrimento ou estresse do animal utilizado. Por
fim, substituicdes (replace) podem ser realizadas quando as informacdes séo alcancadas sem
0 uso de animais vertebrados vivos (RUSSELL ; BURCH; HUME, 1959).

Em termos de Brasil, a regulamentacdo especifica da pesquisa em animais se deu
apenas em 2008, com a aprovacdo da Lei n°® 11.794/08, conhecida como Lei Arouca, que
instituiu o Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e

regulamentou a utilizacdo de animais em atividades de ensino e pesquisa cientifica. Séo
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competéncias desse conselho a monitoracdo e avaliacdo da introdugdo de técnicas alternativas
que visem substituir a utilizagcdo de animais em ensino e pesquisa, credenciar as instituicoes
que utilizem animais em seus trabalhos, além de conceber as normas brasileiras de criacéo e
utilizacdo de animais de laboratorio (BRASIL, 2008).

A Portaria SEPED/MCTIC N° 3586, de 30 de junho de 2017, renovou por mais trés
anos a Rede Nacional de Métodos Alternativos ao uso de animais (RENAMA). Esta iniciativa
vem ao encontro do panorama internacional que fomenta e privilegia o principio dos 3R’s
sendo composta por duas categorias de laboratérios (Laboratorios Centrais e Laboratérios
Associados). A criagdo da RENAMA permite a existéncia de uma infraestrutura laboratorial e
de recursos humanos especializados capazes de implantar métodos alternativos ao uso de

animais e de desenvolver e validar novos métodos no Brasil.

O Nucleo de Desenvolvimento Farmacéutico e Cosmético (NUDFAC) se faz cada vez
malis presente no cenario de promover a implementacdo, o desenvolvimento, a validagéo e a
adocdo de métodos alternativos ao uso de animais nas atividades de ensino e pesquisa no
Brasil. Se caracterizando como Unico laboratério associado localizado no estado de
Pernambuco e um dos dois pertencentes a toda regido Nordeste, essa contribuicdo se mostra
de grande importancia na avaliacdo da adequabilidade desses métodos tendo em vista que
apesar de varias metodologias ja serem aprovadas, o Brasil ainda se encontra no processo de

validacao da sua primeira metodologia alternativa.

Os métodos alternativos ja validados sdo disponibilizados mundialmente pela
Organizacdo para a cooperacdo e desenvolvimento econémico (OECD). No entanto, a
validacdo de métodos alternativos vem sendo sugerida por diversos 6rgdos ou instituices
como, por exemplo, pelo European Center for the Validation of Alternative Methods -
ECVAM,; Interagency Coordinating Committee on the Validation of Alternative Methods-
ICCVAM; Japanese Society of Alternatives to Animal Experiments - JSAAE; Canadian
Council on Animal Care — CCAC; Korean Center for the Validation of Alternative Methods —
KoCVAM; International Corporation on Alternative Test Methods — ICATM (MARTINEZ-
HIDALGO, 2007). Atualmente faz parte desse grupo de dérgéos e instituicbes, o Brazilian
Center for Validation of Alternative Methods — BraCVAM.

Nas Gltimas décadas, varias metodologias alternativas foram estudadas, porém poucas
foram validadas, sendo necessario o aprofundamento de estudos sobre a aplicabilidade de
alguns ensaios in vitro (MITJANS; INFANTE; VINARDELL, 2008). Entre as limitacGes

descritas na literatura cientifica com relacdo a substituicdo do teste de irritagdo ocular de
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Draize, destaca-se o fato de que as metodologias alternativas, como o modelo HET-CAM,
podem tanto subestimar (STEILING et al., 1999; SCHEEL et al., 2011) como superestimar
resultados obtidos in vivo (NOBREGA et al., 2012), dependendo de fatores como natureza da

substancia-teste, seu potencial irritante e a presenca de efeitos irreversiveis in vivo.

Embora alguns métodos alternativos ao teste de irritacdo ocular de Draize, como o
teste de opacidade e permeabilidade de cérnea bovina (BCOP, bovine corneal opacity and
permeability) e o teste do olho enucleado de galinha (ICE, isolated chicken eye), tenham sido
formalmente validados (OECD, 2009), estes ndo se aplicam a avaliacdo de produtos com
baixo potencial irritante, pois possuem boa capacidade de predicdo apenas para produtos

corrosivos ou com potencial irritante severo.

Dentre os métodos formalmente validados por centros internacionais de validacéo, e
para os reconhecidos no Brasil para atividades de pesquisa, foi estabelecido um prazo de até 5
anos para a substituicdo obrigatoria do método original pelo método alternativo de acordo
com as resolucdes normativas N° 18/2014 e N° 31/2016 do Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA), contados a partir da data de publicacdo no Diario
Oficial da Uniédo (DOU).

Neste trabalho, serdo utilizadas quatro metodologias alternativas, o teste de opacidade
e permeabilidade em cornea bovina (BCOP) e os testes de membrana corioalantéide de ovo
embrionado de galinha (HET-CAM) e sua variacao que é associado ao corante azul de trypan
(CAM- TBS), que se enquadram na categoria de avaliacdo do potencial de irritacéo e corrosao
ocular, como também o método OECD TG 428 para avaliacdo da absorcéo cutanea in vitro.
Os ensaios sdo sugeridos pela ANVISA para fornecer informacGes a respeito da seguranca de
produtos principalmente a nivel ocular, sendo possivel avaliar a opacidade e permeabilidade
cérnea pelo BCOP, a vascularizacdo pelo HET-CAM e sua variacdo que agrega valores
quantitativos, o CAM-TBS.

3.4.1 Teste de opacidade e permeabilidade em cérnea bovina (BCOP — OECD TG 437)

A medicdo do potencial de irritacdo ocular € um passo necessario na avaliacdo da
seguranca de produtos industriais e de consumo e, portanto, faz parte dos requisitos do
sistema regulatério internacional para o teste de produtos quimicos. O principal objetivo do
projeto (2015-2016) CONA4EI (consortium for in vitro eye irritation testing strategy) foi

desenvolver estratégias de teste escalonados para avaliacdo da irritacdo ocular para o0s
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condutores mais importantes da classificacdo (ADRIAENS et al., 2014) para finalmente
substituir o teste ocular de Draize “in vivo” (DRAIZE; WOODARD; CALVERY, 1994).

A exemplo disso, a capacidade de irritagdo de um conjunto de 80 produtos quimicos
bem caracterizados foi avaliada utilizando 8 testes de métodos alternativos, além do uso de
modelos computacionais. Um dos ensaios in vitro selecionados foi o método de teste de
Opacidade e Permeabilidade da cornea bovina (BCOP) (GAUTHERON et al., 1992).

E o primeiro método alternativo validado e aceito pelas agéncias reguladoras dos
Estados Unidos que compdem o The Interagency Coordinating Committee on the Validation
of Alternative Methods (ICCVAM) como um teste para seguranca oftalmica e é relatado no
guia 437 da organizacdo para a cooperacdo e desenvolvimento econémico (OECD).
Atualmente, é um dos quatro testes aceitos pela OCDE para classificar produtos quimicos que
induzem danos oculares graves de acordo com o Sistema Globalmente Harmonizado das

Nacdes Unidas de Classificacdo e Rotulagem de Produtos Quimicos (SCOTT et al., 2010).

O ensaio BCOP € uma alternativa in vitro que é usada rotineiramente em diversos
laboratdrios de testes industriais e de contrato no contexto da seguranca do local de trabalho e
aplicacdes da seguranca do produto (VANPARYS et al., 1993). O ensaio pode ser realizado
utilizando-se de determinadas circunstancias e limitacbes especificas para estabelecer a
classificacdo e rotulagem de produtos quimicos relativos aos perigos aos olhos e esse ensaio €
descrito na diretriz da OECD TG 437 (OECD, 2013).

As substancias que tem o poder de danificar o epitélio ocular reduzem a transparéncia
da cdrnea por coagularem as proteinas no epitélio e/ou interromperem a matriz extracelular do
estroma. Em consequéncia, esse dano causa a ruptura de juncGes ou a perda de células,
aumentando a permeabilidade da cornea a agua, ions, outras substancias quimicas e até
patogenos (GAUTHERON, 1992).

Diante disso, o0 BCOP, metodologia baseada no método de Muir (1984), avalia o
potencial irritante de um produto a partir da desnaturacdo proteica, precipitacdo celular ou
inchaco estromal que culminam na opacidade na cérnea bovina, assim como avalia a relacéo
que essas alteracbes provocadas podem ter como influéncia direta na permeabilidade dessa

cornea.

Os dados de opacidade da cornea bovina sdo obtidos através de leituras de opacidade
que sao realizadas durante o experimento e de acordo com o protocolo especifico usando o

opacitbmetro OP-KIT, que se trata de um opacitdmetro de luz dupla (policromatico), capaz de
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fornecer resultados pela leitura ponderada da transmissdo de luz, medindo as mudangas na
tensdo quando a transmissdo de luz branca altera a medida que passa através da cOrnea
(VERSTRAELEN et al., 2013).

O teste de opacidade e permeabilidade em c6rnea bovina (BCOP) recebeu aceitacdo
internacional em 2009 pelo guia 437 da OCDE, que foi revisado e atualizado em 2013. Esse
teste € recomendado para identificar produtos e substancias irritantes graves sem testes
adicionais (OCDE, 2013).

Atualmente, o BCOP é um método alternativo reconhecido nacionalmente pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e aceito pela

ANVISA para avaliagdo do potencial de irritagcdo ocular.

Em geral, quando usado para classificar a categoria GHS 1 comparando-se ao teste de
Draize, o teste tem uma precisao geral de 79% (OECD, 2013). No entanto, fatores como altas
taxas de falsos positivos para alcoois, cetonas e substancia sélidas podem levar a perda de
precisdo, ja quando essas substancias ndo sao levadas em consideracdo, a precisdo do BCOP
aumenta para 85% (PRINSEN, 2006).

Embora ndo seja considerado valido como um substituto Gnico para o teste ocular de
Draize “in vivo”, o método de teste BCOP é recomendado como uma etapa inicial dentro de
uma estratégia de triagem para identificar produtos quimicos que causam danos oculares
graves até os que ndo apresentem danos, assim como sugerido por Scott e colaboradores
(2010) e pela OCDE (OECD, 2017).

O método de teste BCOP também é recomendado para a identificagdo de produtos
quimicos que ndo exijam classificacdo para irritacdo nos olhos ou lesbes oculares graves,
conforme definido pelo GHS da ONU (No Cat) (UNITED NATIONS, 2009), dentro de uma
estratégia de teste do dano menor até os que causam dano maior a cornea (SCOTT et al.,
2010). E, portanto juntamente com outros ensaios in vitro se torna uma importante ferramenta

na avaliacdo do potencial de irritacdo ocular de substancias topicas.

3.4.2 Teste de membrana corioalant6ide de ovo embrionado de galinha (HET- CAM) e sua
variacdo CAM-TBS

Diversas metodologias alternativas in vitro foram e vem sendo propostas ao longo dos
anos, utilizando-se de lipossomas (KATO et al., 1988), hemoglobina bovina (HAYASHI et
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al., 1995; VINARDELL; GONZALEZ; INFANTE, 1999) e linhagens celulares cultivadas
(ITAGAKI et al., 1991). Esses métodos em questdo apresentaram uma desvantagem comum
no que se diz respeito a ndo poderem ser utilizados na avaliagdo de materiais que Ssao
insollveis nos meios utilizados. Dentro desse contexto, 0 HET-CAM, que usa a membrana
corioalantéide (CAM) de ovos fertilizados de galinhas, surge como alternativa no que permite
a aplicacdo dessa metodologia a compostos insollveis (LUEPKE, 1985; LUEPKE;
WALLAT, 1987; VINARDELL; MACIAN, 1994; VIVES et al., 1997).

A membrana corioalantdide (CAM) é um tecido ricamente vascularizado que €
encontrado no interior do ovo fertilizado de galinha. Essa membrana, além de constituir uma
membrana respiratoria, possui a caracteristica de mimetizar o tecido conjuntival dos olhos de

coelho por possuir processo inflamatdrio semelhante ao mesmo (GILLERON et al., 1996).

O Teste de membrana corioalantdide de ovo embrionado de galinha de Hens (HET-
CAM), conhecido também como ensaio vascular da membrana corioalantoide (CAMVA), ou
simplesmente CAM, foi proposto pela primeira vez por Luepe e Kemper (LUEPKE, 1985;
LUEPKE; KEMPER, 1986).

O HET-CAM ¢é um metodo validado e utilizado mundialmente e a validacdo do
mesmo esta, atualmente, em curso no Brasil e € 0 primeiro ensaio de validacdo de um método
alternativo em territorio nacional, e caso tenha éxito, o método alternativo podera entdo ser
regulamentado, ensinado e empregado rotineiramente, 0 que permitird ao pais obter
experiéncia no processo de validacdo e contribuir para a reducdo dos animais utilizados em
experimentacdo. (TAVASZI; BUDAI, 2007).

O teste em questdo tem a capacidade de avaliar e identificar o potencial irritante de
uma substancia quimica ou produto quando aplicado sobre a membrana corioalant6ide de
ovos livre de patdgenos especificos (Specif Pathogen Free - SPF) fertilizado no décimo dia de
incubacdo. Esse ensaio é fundamentado na avaliagdo visual, durante 5 minutos, de apari¢6es
das alteragc6es vasculares de hiperemia, hemorragia e coagulacdo na membrana corioalantdide
apos aplicacdo do produto em teste. Portanto, se torna capaz de gerar informac6es qualitativas
sobre tais efeitos irritantes que podem ocorrer ap6s a exposicao da CAM a uma substancia ou
produto (GILLERON et al., 1996; TAVASZI; BUDAI, 2007).

Parametros associados ao teste podem levar a problemas relacionados com a
reprodutibilidade, sendo uma grande preocupacdo, visto que a avaliagdo dos efeitos gerados é

visual e o teste é de carater qualitativo. Alguns desses fatores como a selecdo (idade/peso),
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rotacdo e tempo de incubacdo dos ovos, a umidade relativa e a temperatura de incubacéo, a
raca da galinha, o método de abertura da casca do ovo, bem como utilizacdo de controles
positivos e negativos podem variar dependendo do protocolo utilizado. O teste apenas é
considerado aceitavel se os controles negativo e positivo induzem uma resposta que se
enquadra na classificacdo de ndo irritante e irritante severo, respectivamente. E relatado
também que o uso de substancias teste que possuam cor ou turbidez acentuada ou que aderem
a CAM tem sido associado a resultados comprometidos, pois prejudicam a observacdo dos
efeitos irritantes visualizados na membrana. (VINARDELL; MITJANS, 2008)

Estudos realizados por Hagino e colaboradores (1993) examinaram o teste CAM de
Luepke (HET-CAM) e foi observada uma boa correlacdo com teste de irritacdo ocular in vivo
relatada por Draize. Esses pesquisadores também abordaram que apesar de ser considerado
um teste répido, barato e eficaz como alternativa ao teste de irritagdo dos olhos in vivo, 0
sistema de pontuacdo ainda tem desvantagens em relacdo ao falta de objetividade e
quantitatividade (LUEPKE; WALLAT, 1987; KALWEIT; GERNER; SPIELMANN, 1987;
KALWEIT et al., 1990).

Assim sendo, o teste de membrana corioalantoide associado ao corante azul de trypan
(CAM-TBS) foi proposto no intuito de desenvolver uma técnica de avaliacdo objetiva usando
a quantidade de azul de trypan adsorvido no local (tratado previamente com o produto em
analise) como indicador de lesdo ou injuria da CAM. Esta determinacéo, além da vantagem de

oferecer resultado quantitativo, € muito simples e reprodutivel (HAGINO et al., 1991).

Os resultados obtidos atraves de estudo com 12 surfactantes demonstraram uma boa
correlacdo com os dados de irritacdo ocular in vivo em virtude da boa correlacdo entre a
quantidade de corante absorvida pela membrana corioalantdide e a média dos escores
méaximos (MEM) obtidos in vivo no teste de Draize, com coeficiente de correlacdo de 0,91
segundo os autores que a propuseram (HAGINO et al., 1991; HAGINO et al., 1993).

Tanto o HET-CAM, quanto sua versao modificada, 0 CAM-TBS (Chorionallantoic
membrane — trypan blue staining), que avalia os danos a membrana corio-alant6ide pela
quantidade do corante azul de Trypan absorvido pela mesma, sdo métodos validos e
reconhecidos internacionalmente (ICCVAM, 2010; OLIVEIRA et al., 2012; WILSON;
AHEARNE; HOPKINSON, 2015).

Alguns estudos mais recentes demonstraram uma maior sensibilidade e capacidade de

predicdo do ensaio CAM-TBS em relagéo ao teste do HET-CAM e de ambos em relagdo aos
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testes Fluorescein Leakage Test (FLT), 3T3-Neutral Red Uptake (NRU) cytotoxicity assay,
Red Blood Cell (RBC) haemolysis assay. Adicionalmente, a grande especificidade dos testes
de CAM, especialmente o HET-CAM, para substancias ou produtos com baixo ou nenhum
potencial irritante também foi relatada (SCHEEL et al., 2011; YANG et al., 2010).

Quando o0s ensaios in vivo ndo podem ser substituidos por um Unico método
alternativo, como parece ser a situacdo do teste de irritacdo ocular de Draize, deve ser levado
em consideracdo o desenvolvimento de uma abordagem cuja analise inclua uma variedade de
ensaios, em que 0s animais sejam usados apenas para comprovar a auséncia de irritacao,
reduzindo, assim, a0 maximo o risco de expor animais ao sofrimento em experimentacao
cientifica (ABREU; PRESGRAVE; DELGADO, 2008; COSTA et al., 2011; DONAHUE et
al., 2011).

3.4.3 Avaliacao da absorc¢ao cutanea atraves de metodologia in vitro (OECD TG 428)

A absorcdo de uma substancia pela pele ocorre por difusdo passiva através da
epiderme ou de forma direta por glandulas sudoriparas e foliculos pilosos. Os produtos
quimicos que penetram na epiderme sdo eliminados por descamacéo e, portanto, ndo atingem
a circulagéo sistémica. Porém alguns produtos quimicos tem capacidade de atingir a derme
subjacente a epiderme, e dessa forma entram em contato com a circulacdo sistémica. Portanto,
a determinacdo da absorcdo de uma substancia € crucial para avaliar a exposicdo sistémica
(SELZER et al., 2015).

Geralmente, a absorcao cutdnea de uma substancia teste é obtida experimentalmente
através de estudos in vitro e/ ou in vivo a partir de pele de diferentes espécies, incluindo

porcos, macacos e seres humanos (SHEN et al. 2014).

A OECD 428 traz as diretrizes para avaliacdo da absorcdo cutanea pelo método “in
vitro”, que é realizado com pele excisada (humana ou de outros mamiferos) em células de
difusdo. A célula de difusdo mais usada é a célula de Franz, descrita por Thomas J. Franz em
1975 (FRANZ, 1975).

Essa célula é constituida por duas camaras: uma doadora e outra receptora, as quais
sdo separadas por uma membrana posicionada, seja sintética ou natural (pele excisada). As
membranas sintéticas sdo normalmente utilizadas para os estudos de liberagcdo de farmaco e as
biomembranas (humana ou animal) para estudos de absor¢do cuténea, devido as diferentes

propriedades de difusdo oferecidas pelos modelos de membranas. Na camara receptora,
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localizada abaixo da pele excisada, ha um fluido receptor que representa o fluxo sanguineo
periférico, que é amostrado em intervalos especificos ao longo do experimento e analisado
para a substancia em teste (OECD, 2004; SIMON et al., 2016).

O método in vivo para avaliar a absor¢do cutanea apresenta algumas vantagens sobre
0 método in vitro, como a possibilidade de geracao e extracdo de dados de cinética sistémica e
informacBes metabdlicas. As principais desvantagens sdo 0 uso de animais Vvivos e as
diferencas na permeabilidade da pele de animais e humanos. Por exemplo, a pele proveniente
de ratos, animal mais utilizado para esse tipo de avaliacdo, € geralmente, mais permeéavel,

logo pode superestimar absorcao cutanea humana (EPA, 1992).

3.4.3.1 Estudos de liberacéo in vitro de formulaces topicas

No que diz respeito as abordagens in vitro, as células de difusdo tipo Franz (Figura 7)
sdo comumente empregadas para a avaliacdo da liberagdo do farmaco do veiculo, estimando a
quantidade do mesmo que € absorvida pela pele. Esses dispositivos sdo constituidos por dois
compartimentos, um doador e outro receptor, separados por uma membrana sintética ou
natural. O compartimento receptor deve ser preenchido com uma solucdo que favorece as
condicdes sink, isto é, uma condicdo de ndo saturacdo do sistema dindmico, possibilitando um
fluxo continuo do farmaco (SILVA et al., 2010).

Nos estudos in vitro, a velocidade de liberacdo do farmaco da forma farmacéutica é
avaliada utilizando membranas sintéticas. Essas membranas possuem estruturas simples e séo
isentas de interferentes presentes na pele humana. Assim, a liberacdo do farmaco ird depender
principalmente da atividade termodinamica e da sua solubilidade no veiculo, dentre outros
fatores. Além disso, essas membranas sdo facilmente adquiridas, menos onerosas e podem ser
utilizadas nos estudos de delineamento de formulagbes dermatoldgicas, prevendo o
comportamento do farmaco nas membranas biologicas. As membranas mais utilizadas sdo as
de acetato de celulose, nitrato de celulose, nylon e polidimetilsioloxane (CARVALHO, 2007;
SANTIS, 2008).



52

Figura 7 - Células de difusdo de Franz automatizadas.

Fonte: Acervo pessoal.

Durante o desenvolvimento farmacotécnico de formas farmacéuticas, o uso de técnicas
in vitro de liberacdo desempenha um papel essencial no estudo e selecdo de formulacgdes
contendo farmacos para uso topico e tem sido de grande importéncia, pois possibilita ndo s6 a
escolha entre diferentes formulagdes, bem como, sua otimizacdo (PRACA, 2010). A
inabilidade deste teste in vitro em se correlacionar com os resultados in vivo € devida a
impossibilidade da obtencdo de dados a cerca da interacdo entre a formulacéo (incluindo os

excipientes) e a pele, em particular, com o estrato cérneo (FDA, 1998).

3.4.3.2 Estudos de permeacao e uso de pele animal

Estudos de permeacdo in vitro ou "ex vivo" em pele animal realizados com células de
difusdo, desempenham um papel essencial na selecdo de formulacdes contendo farmacos para
uso toépico. Portanto, a escolha de modelos in vitro preditivos de permeacdo é altamente
importante. O ideal seria 0 uso de pele humana para avaliar as propriedades de permeacédo de
um farmaco. No entanto, as amostras de pele humana de tamanho e qualidade adequada para
experimentos ndo sdo suficientes, e geralmente sdo de dificil acesso, por questdes éticas, para
a maioria dos pesquisadores e em alguns casos, estdo disponiveis apenas em limitados
montantes. Assim, em virtude da maior disponibilidade, recomenda-se a utilizacdo de
membranas animais na etapa inicial dos estudos (SCHMOOK; MEINGASSNER; BILLICH,
2001; HENNING; SCHAEFER; NEUMANN, 2009).

Uma ampla variedade de modelos animais é sugerida como substitutos adequados a

pele humana e estes tém sido utilizados para avaliar a permeacdo cutanea de moléculas. Em
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caso de substituicdo da pele humana, é sugerida uma escala de modelo animal, que pode ser
aplicada para avaliar a permeacdo cutanea de farmacos, que inclui: macaco rhesus, rato,
porco, porco da india e cobra (GODIN; TOUITOU, 2007).

O principal problema com o uso de pele de roedores como um modelo para a pele
humana é a quantidade de animais utilizados e o sofrimento causado aos mesmos nos
experimentos, indo de encontro ao principio éticos fundamentados pela politica dos 3R’s,
além da possibilidade de subestimar a permeacdo, devido a composicdo lipidica e a
organizacdo do estrato corneo, que sdo as principais diferencas entre a pele humana e a pele
de roedores (GODIN; TOUITOU, 2007; FRIEND, 1992).

Assim, uma vez que a utilizacdo da pele de primatas na investigacdo € muito restrita, o
modelo animal mais relevante tem sido o porco. A pele suina é a mais recomendada devido a
sua similaridade com a pele humana e facilidade de obtencéo. Esse tipo de pele tem principal
valor, pois respeita o principio dos 3R’s visto que é considerado um subsidio da industria
alimenticia, sendo obtida de matadouros e ndo especificamente para fins de pesquisa, tendo
seu uso respaldado pela resolucdo normativa N° 30 de 2 de fevereiro de 2016 do CONCEA
ndo havendo necessidade de aprovagdo do comité de ética e utilizacdo animal (CEUA). A pele
suina ainda possui espessura, composicao lipidica, permeabilidade a diversos compostos, bem
como propriedades bioquimicas e histologicas repetidamente demonstradas com similaridades
significantes que se aproximam a pele humana (GODIN; TOUITOU, 2007; SARTORELLI et
al., 2000; SEKKAT; KALIA; GUY, 2002). Alguns estudos tém relatado que a espessura do
estrato corneo, e os parametros biofisicos tais como a difusividade e o coeficiente de
permeabilidade da agua através da pele suina in vitro e da pele humana in vivo sdo
correlacionaveis (Tabela 1) (SEKKAT; KALIA; GUY, 2002).

Tabela 1 - Comparacdo dos parametros biofisicos das peles suina in vitro e humana in vivo.

Pele H1 (um) D2 (cm2 x s-1) Kp3 (cm x h-1)
Orelha de Porco (in vitro) 11,8+4,0 32+15 58+1,1
Humana (in vivo) 10,9+35 3015 6,1+14

Hi (Espessura do estrato corneo), D2 (difusividade da &gua através da pele), Kps (coeficiente de
permeabilidade da dgua através da pele).
Fonte: SEKKAT; KALIA; GUY, 2002, apud TABOSA, 2014.

Outros estudos realizados por esse mesmo grupo de autores examinaram a espessura

das camadas da pele suina e demonstraram que a espessura do estrato cérneo (EC) esta entre
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21-26 um. A epiderme viavel suina apresenta espessura na faixa de 66-72 um o que é muito
semelhante a da epiderme humana que mede cerca de 70um. A estrutura folicular da pele de
porco, também se assemelha a dos seres humanos, com pelos e infundibulo estendendo-se
profundamente na derme. Uma média de 20 pelos estdo presentes por 1cm? de pele de porco e
na pele humana uma faixa de 14-32 pelos (exceto na regido da testa).

Além disso, as alteragcdes anatdmicas vasculares e os arranjos das fibras de colageno
na derme, bem como o contetdo de glicoesfingolipidios e ceramidas no EC sdo semelhantes
na pele humana e na suina. A pele de porco apresenta ainda o estrato corneo mais semelhante
ao estrato corneo humano, em termos de composicdo lipidica (CILURZO; MINGHETTI;
SINICO, 2007; GODIN; TOUITOU, 2007).

De acordo com Schmook e colaboradores (2001), em estudo de comparagédo entre a
pele humana e animal (porco e rato), testando quatro diferentes farmacos com polaridades
distintas, foi concluido que a diferenca na penetracdo entre a pele de porco e a humana,
depende do composto, do fluxo e de sua concentracdo na pele. Este estudo indicou ainda a
pele suina como apropriada para estudos de penetracéo in vitro em substituicdo a pele humana
assim como estudo realizado através de uma revisdo quantitativa de comparacdo entre a
permeabilidade da pele humana e suina, para diferentes farmacos (BARBERO; FRASCH,
2009).

Vale ressaltar que mesmo sendo a pele animal um bom substituto para a pele humana
em estudos de permeacdo, € necessario levar em consideracdo que a pele animal é mais
permeavel que a pele humana, de forma que os resultados devem ser avaliados
criteriosamente para que ndo haja uma superestimacdo na absor¢do percutanea dos compostos
na pele humana (HENNING; SCHAEFER; NEUMANN, 2009).

Desta forma, embora a pele animal e a pele humana ndo tenham as propriedades de
permeabilidade idénticas, existem semelhancas significativas em relacdo a espessura da
epiderme, a composicdo lipidica, as caracteristicas morfoldgicas e fisiologicas e entre a
permeabilidade aos diferentes compostos (SONGKRO et al., 2003). Essas caracteristicas
podem viabilizar a substituicdo a pele humana em determinados estudos in vitro e a utilizacao
de técnicas que permitam a avaliacdo de produtos tépicos como, por exemplo, estudos de
dermatofarmacocinética, através da técnica de tape-stripping. Devido ao que foi discutido em
realcdo as questbes eticas e as vantagens acima mencionadas, 0s experimentos in vitro

utilizando pele de porco foram empregados nesse estudo.
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3.5 AVALIACAO DA ABSORCAO CUTANEA ATRAVES DE ESTUDOS DE
DERMATOFARMACOCINETICA E CORRELACAO IN VITRO/IN VIVO

O termo correlacdo é frequentemente empregado dentro das ciéncias farmacéuticas e
afins para descrever a relacdo que existe entre variaveis. Matematicamente, o termo
correlacdo significa interdependéncia entre dados quantitativos ou qualitativos ou relagdo
entre variaveis mensurdveis (BOLTON; BON, 2009).

A correlacdo in vitro / in vivo (IVIVC) é um modelo mateméatico preditivo que
descreve a relagdo entre uma propriedade de uma forma de dosagem in vitro e uma resposta in
vivo relevante. Geralmente, a propriedade in vitro é a taxa ou extensdo da dissolugdo ou
liberacdo do farmaco enquanto a resposta in vivo é a concentracdo plasmatica do farmaco ou a
quantidade de farmaco absorvida (FDA, 1997).

De acordo com a USP, é definida ainda como o estabelecimento de uma relagéo
racional entre uma propriedade bioldgica ou um pardmetro derivado de uma propriedade
biologica produzida por uma forma de dosagem, e uma propriedade fisico-quimica ou

caracteristica da mesma forma de dosagem (USP, 2004).

A partir do ponto de vista biofarmacéutico, a correlacdo pode ser referida como a
relacdo entre caracteristicas apropriadas de liberagdo in vitro e parametros de
biodisponibilidade in vivo (EMAMI et al., 2006; MOHAMMED et al., 2014).

Franz e colaboradores relataram a correlacdo de estudos in vitro com a absorcao in
vivo para um grande nimero de moléculas no contexto da avaliagdo da bioequivaléncia de
produtos topicos. Dados de permeacdo cutanea in vitro para sete medicamentos geneéricos de
uso tépico aprovados foram comparados com os produtos de referéncia. Dados clinicos para
0s mesmos produtos foram obtidos apds a aprovacdo regulamentar e, para seis dos sete
produtos, a relacdo entre o teste in vitro com os de referéncia foi préxima da unidade,
indicando que os produtos eram equivalentes e que estavam de acordo com os dados clinicos
(FRANZ; LEHMAN; RANEY, 2009).

Mais tarde, 0 mesmo grupo revisou 92 conjuntos de dados de absorcdo cutanea em 30
estudos publicados e calculou uma correlacdo in vitro - in vivo utilizando a porcentagem de
dose aplicada permeada como pardmetro para comparacdo. Quando os dados foram

normalizados, a relagdo da correlacdo in vitro - in vivo média foi de 0,96, onde a diferenca
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entre os resultados in vitro e in vivo para qualquer composto foi menor que o dobro.
(LEHMAN; RANEY; FRANZ, 2011).

Alternativamente, ainda em virtude das grandes dificuldades e desafios de realizagéo
de estudos in vivo para formulacGes tdpicas, os estudos dermatofarmacocinéticos in vitro/in
vivo surgem como importante ferramenta na avaliacdo dessas formulagdes. (GODIN;
TOUITOU, 2007; NARKAR, 2010). Alguns estudos séo reportados na litratura utilizando a
dermatofarmacocinética como técnica de avaliagdo da bioequivaléncia topica de produtos
contendo metronidazol apds dose Unica e dose multipla através de estudos in vitro em pele
suina e estudos in vivo em voluntérios sadios (ARAUJO et al., 2018; DUARTE, 2017).

A dermatofarmacocinética (DPK) é uma metodologia onde a quantidade de farmaco
presente no estrato corneo € quantificada em funcdo da pos-aplicagdo e pos-remocdo do
produto testado, utilizando a metodologia de tape-stripping como mostrado na figura 8
(N’DRI-STEMPFER et al., 2008). Esta técnica consiste na determinacdo da concentracdo do
farmaco no estrato corneo em funcdo do tempo, avaliada pela remocéo sequencial de camadas

do estrato corneo com o uso de fitas adesivas (NARKAR, 2010).

Figura 8 - Remoc¢do de uma camada de estrato corneo com uma fita adesiva.

Fita adesiva

Estrato corneo

e e e S e e ]Es&atogmﬂoso

® | o o o o e e o o o | e | e o e o o ]Estrato espinhoso
Fonte: KANFER, 2010.

Basicamente, o tape-stripping como método de avaliacdo da penetracdo cutanea pode
ser realizado de duas formas, in vivo ou in vitro. O método in vitro apresenta uma série de
vantagens sobre o in vivo, pois podem ser utilizadas tanto pele humana quanto pele de outras
espécies. Diversas replicatas podem ser avaliadas, diversas formas farmacéuticas podem ser
estudadas e o impacto dos danos na pele pode ser ponderado evitando dificuldades de ordem
ética. Uma das Unicas limitagdes associadas a abordagem in vitro é que as condicdes sink

ocasionadas pelo fluxo sanguineo periférico na derme podem nao ser totalmente reproduzidas.
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Entretanto, considerando que a permeacdo de substancias através da pele é primariamente um
processo passivo e que diversos estudos utilizando essa abordagem in vitro foram realizados,
acredita-se que esse método seja bastante Util e difundido para o estudo de produtos de
aplicacdo topica (DIEMBECK et al., 1999; OECD, 2004).

Na avaliacdo de produtos tdpicos, esta metodologia pode vir a ser utilizada na
substituicdo dos testes clinicos em estudos de bioequivaléncia para produtos topicos. A
dermatofarmacocinética € uma metodologia mais barata, mais rapida, necessita de um menor
namero de voluntarios e, na teoria, pode ser aplicada a todos os farmacos de uso tépico. O
principal pressuposto é que a quantidade de farmaco recuperado do estrato corneo, principal
barreira da absorcdo percutanea, esta diretamente relacionada a quantidade de ativo que
alcanca as células-alvo uma vez que se tratam de produtos cuja acdo ¢ local (BRADDY et al.,
2015).

Estudos que utilizam a técnica de tape-stripping para avaliacdo da penetracdo cutanea
de farmacos in vitro, utilizando pele humana e pele de porco, bem como a comparacdo da
penetracdo entre modelos in vivo e in vitro, tém sido relatados (BETTONI, 2009; LEAL et al.,
2017). Dentro desse cenario, Leal e colaboradores (2017) obtiveram resultados semelhantes
de correlacdo in vitro/in vivo utilizando formulagdes topicas contendo econazol e a valerato de
betametasona (LEAL et al., 2017).

Uma vasta quantidade de trabalhos utilizando esta técnica in vivo, em humanos,
também sdo reportados na literatura (KIM; ANDERSEN; NYLANDER-FRENCH, 2006;
MATEUS et al., 2013; BENFELDT et al., 2007; HERKENNE, 2007; NICOLI, 2009; N’DRI-
STEMPFER et al, 2009; MOHAMMED et al., 2013; PERSHING et al., 2002;
WIEDERSBERG et al., 2009; ORTIZ et al., 2008; PERSHING et al., 2003; RUSSELL;
WIEDERSBERG; DELGADO-CHARRO, 2008; AU; SKINNER; KANFER, 2010;
WIEDERSBERG; LEOPOLD; GUY, 2009). O local normalmente utilizado para realizacéo
do tape-stripping em humanos é a regido ventral do antebrago por ser mais facilmente

manipulada, mais comoda para o voluntario, bem como devido ao menor nimero de pelos.

As avaliacBes de estudos de bioequivaléncia de produtos topicos utilizando este
procedimento tém demonstrado que 14 voluntarios sdo suficientes para gerar dados com
seguranca e confiabilidade. Visando extrapolar estes dados e obter uma correlagéo in vitro / in
vitro, estudos de dermatofarmacocinética utilizando a pele animal também tém sido
reportados na literatura (HERKENNE, 2006a, SHAH, 2005). Para tanto, um modelo

comumente utilizado é o tape-stripping utilizando orelhas de porco excisadas, por serem
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estabelecidos como um modelo confidvel para experimentos envolvendo esta técnica.
(KLANG et al., 2012).

Estudo realizado por Leal e colaboradores (2017) mostra os perfis de concentragcéo do
valerato de betametasona (BMV) no estrato corneo (EC) versus a profundidade relativa, em
estudo in vivo em humanos e in vitro utilizando-se de pele dorsal suina, aplicando a
dermatofarmacocinética (DPK) como método na avaliacdo de formulagdes geleificadas e
microemulsionadas, subsequente a aplicacdo dessas formas farmacéuticas com duracao total
de 6 h de estudo. A variabilidade dos dados obtidos in vitro foi pequena e uma boa
consisténcia entre os perfis in vivo e in vitro foram encontradas, indicando que a pele de porco
da regido dorsal pode de fato ser um modelo Util e proveitoso para 0 uso dessa técnica na
avaliagéo de diferentes tipos de formulagGes dermatoldgicas (LEAL et al., 2017).

O estudo de permeacdo in vitro no estrato corneo e DPK, mostrou que ndo existiram
diferencas estatisticamente significantes (ANOVA, p<0,05) entre o valor deduzido dos
parametros de particionamento (K) e de difusividade para as formulagdes em gel e microemulséo
(ME). Entretanto, a ME claramente e significantemente (two-tailed t-test, P<0,05) aumentou a
extensdo de farmaco acumulado no estrato corneo, em relacdo ao que foi conseguido a partir
da formulacdo geleificada, como refletido nos valores de area sobre a curva observados,
3,52+0,60 e 0,41+0,09 mg/cm? para a ME e gel, respectivamente, correspondendo a um fator
de efetividade (EF) de 8,9+3,0 (LEAL et al., 2017).

Herkenne e colaboradores (2006b) investigaram a possibilidade de substituir a pele
humana na avaliacdo da BD de produtos topicos em estudos de bioequivaléncia por pele de
orelha de porco, de modo que experimentos in vitro utilizando a pele de porco foram
comparados com estudos in vivo em voluntarios humanos. No estudo foi possivel concluir
que a pele de porco utilizada in vitro é uma ferramenta promissora para avaliacdo e

otimizacdo de formulacGes de uso topico.

Ainda dentro desse contexto, ap0s a avaliacdo de 4 formulaces topicas contendo
Ibuprofeno através de estudos de DPK in vitro, concluiu-se que os resultados sugerem que
este procedimento é promissor como ferramenta na avaliacdo e otimizacdo de formulacdes.
Ao mesmo tempo, citou diversos beneficios na utilizacdo desta técnica, entre elas a ndo
necessidade de aprovacdo pelo comité de ética, o uso de multiplas replicatas facilmente, além
da possibilidade de avaliagdo de compostos tdxicos como, por exemplo, os pesticidas
(HERKENNE, 2006a).
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Devido a grande aplicabilidade da dermatofarmacocinética na avaliacdo da absorcéo
cutanea de farmacos administrados através da via topica, essa técnica foi empregada nesse
estudo como forma de proporcionar mais informagdes acerca da permeacdo cutanea dos
farmacos usados como modelo. Assim, a DPK surge como ferramenta auxiliar na analise da
absorcdo cuténea in vitro que é um dos estudos realizados atraves dos métodos alternativos ao

uso de animais demonstrados nesse projeto.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 INSUMOS

O insumo farmacéutico ativo (IFA) metronidazol (MTZ) foi cedido pelo Laboratério
Farmacéutico do Estado de Pernambuco (LAFEPE) com numero de lote: 16754. O IFA
lapachol (LAP) foi cedido pelo Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE). Todos os solventes e reagentes utilizados nas analises foram de grau

analitico e as vidrarias previamente calibradas.
4.2 FORI\/IULA(;()ES UTILIZADAS

As formulagdes topicas avaliadas nesse estudo foram preparadas e caracterizadas
baseadas em trabalhos anteriores realizados no Nucleo de Desenvolvimento Farmacéutico e
Cosmético (NUDFAC) do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal
de Pernambuco. As formulac¢des consistiram em um gel, um termogel e uma microemulséo,
todos contendo Metronidazol a 0,75%, como também um gel e uma microemulsdo ambos
contendo lapachol a 0,5%. Foram preparados conforme a composi¢cdo descrita nas tabelas 2 e

3, e posteriormente foram realizadas as afericdes de pH para cada formulacdo, seja na sua

forma placebo ou contendo o farmaco, com auxilio do potenciémetro (Hanna® pH21).

Tabela 2 - Composicédo das formulacGes tdpicas contendo Metronidazol a 0,75%.

Composicéao (%) Microemulséo Gel Termogel
Tween 20® 53,5 - -
Carbopol® - 1 -

Span 80® 10,7 - -
Polaxamer 407 - - 15
Propilenoglicol - 5 -
Metilparabeno - 0,18 0,1
Propilparabeno - 0,02 0,1

EDTA - 0,05 0,05
Oleo de catolé 7,3 - -
NaOH 20% - g.s.p pH 5,0 -
Metronidazol 0,75 0,75 0,75
Agua 27,85 q.s.p. 100mL | g.s.p. 100mL
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Tabela 3 - Composicao das formulagdes topicas contendo Lapachol a 0,5%.

Composicéao (%) Microemulséo Gel
Tween 20® 8,4 -
Carbopol® - 0,5

Cremophor® 41,6 -
Tween 80® - 0,025
Glicerina - 12
Etanol - 28
Acido Oléico 24,5 -
NaOH 20% - g.s.p pH 8,0
Lapachol 0,5 0,5
Agua 25,0 q.s.p. 100mL

4.2.1 Preparacao dos géis

A preparacdo do gel de metronidazol foi realizada segundo Aradjo (2016), tendo como
insumo ativo o metronidazol 0.75%, EDTA como agente complexante, propilenoglicol como
co-solvente, carbopol 940 como agentes de viscosidade e promotores da estabilidade,
metilparabeno e propilparabeno como conservantes microbiologicos. O gel foi obtido através
da reacdo de neutralizacdo, apds dispersdo do polimero carbopol em agua purificada com o
auxilio de um agitador mecéanico (Fisaton® - modelo 752A), seguido da incorporacéo do ativo
previamente solubilizado em propilenoglicol com os demais componentes da formulacdo. Ja o
gel contendo lapachol foi preparado conforme descrito por Lira e colaboradores (2008),
também obtido através de reacdo de neutralizacéo apés dispersdo prévia do polimero em agua,
seguido da incorporacdo do ativo lapachol 0,5% previamente solubilizado em uma solugéo

etanol:glicerina (28:12 v/v) e seus demais componentes.

4.2.2 Preparacdo das microemulsdes

A microemulsdo contendo o Metronidazol 0.75% foi a Unica formulacdo desenvolvida
pelo estudo através em diagrama ternario de fases previamente desenvolvido no NUDFAC
constituido de tween 20, span 80, 6leo de catolé e dgua por Sousa (2017). As microemulsdes
tiveram como base, entdo, a microemulsdo ME04 segundo trabalho de Sousa (2017), onde foi
testada a incorporagdo do metronidazol. Foram preparadas por simples solubilizacdo mediante

agitacdo magnética, seguindo a sequéncia de mistura tensoativo, co-tensoativo, por
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conseguinte adicdo da fase oleosa seguida da incorporacdo da fase aquosa contendo o
farmaco. Seguindo o mesmo preceito, a escolha da microemulsdo contendo lapachol (ME 2),
foi realizada com base diagrama ternario de fases desenvolvido por Tabosa (2014). As
mesmas foram obtidas mediante simples agitacdo magnética do lapachol com o &cido oléico
por um periodo de 24h, seguidos da adi¢do do tensoativo e co-tensoativo e posterior agitacao,

e por fim adiciona-se a fase aquosa, seguido por agitacdo por mais 24h.
4.2.3 Preparacéo do termogel

O termogel composto por metronidazol 0.75% como insumo ativo foi preparado
conforme tabela 2, Melo (2017) baseado na formulacdo F12 de seus trabalho. O termogel foi
preparado através da dispersdo do polaxamer, com ajuste de temperatura do método
(SCHMOLKA, 1972). Primeiramente, o metronidazol, metilparabeno, propilparabeno, EDTA
foram dissolvidos em agua a 75 °C sob agitacdo magnetica. Posteriomente, a agitacdo foi
cessada e o polaxamer foi adicionado a temperatura de 25 °C. A formulacdo foi armazenada a

4 °C ateé ficar limpida.
4.3 CARACTERIZACAO DAS FORMULACOES

4.3.1 Determinacéo do pH

O pH das formulacdes foi determinado através de pHmetro modelo PH 21 (Hanna®),

previamente calibrado com as solucdes tampéo pH 7,0 e pH 4,0.
4.3.2 Potencial zeta e tamanho de particula

Para a microemulsdo desenvolvida contendo metronidazol e seu respectivo placebo, as
determinacgdes de potencial zeta e tamanho de goticulas da formulacdo foram realizadas com
auxilio do ZetaSizer® Nano-ZS90 (Malvern®Instruments, UK). As formulagdes foram

diluidas em 1:20 com agua destilada.

4.3.3 Centrifugacéo
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As formulagdes foram centrifugadas, durante 20 min a 1500 g e apos a centrifugacao

observou-se a ocorréncia ou ndo de separacao de fases.

4.3.4 Microscopia de luz polarizada

Cada formulacdo do tipo microemulsdo foi avaliada através da Microscopia de Luz
Polarizada (DM 750P — Leica®) para avaliar a isotropia ou anisotropia dos sistemas.

4.3.5 Teste de solubilidade em corante

Um corante solivel em agua (FD&C Red 40) foi adicionado as microemulsGes e a fase
do sistema foi avaliada visualmente (BUTANI; YEWALE; MISRA, 2014).

4.3.6 Temperatura de transic¢éo sol-gel

A temperatura de transicdo para os termogéis foram medidas por um re6metro
rotacional de cilindros concéntricos (Anton Paar MCR 500, Graz, Austria), usando software
Rheoplus® (v. 3.40, Anton Paar, Graz, Austria) para analisar os dados. A temperatura dos
termogéis foram aumentadas de 20°C a 45°C a uma velocidade de aquecimento de 1°C/min
para obtencdodos dados do mddulo de armazenamento (G') e o médulo de perda (G™). Um
gréfico de G 'e G "em funcao da temperatura foi representada graficamente e a temperatura de

transicdo foi definida onde os pontos de G' e G" se sobrepde na curva (JIANG et al., 2016).

4.4 AVALIACAO BIOFARMACOTECNICA DAS FORMULACOES

4.4.1 Obtencéo e dermatomizacao da pele de porco

A pele de porco foi obtida a partir de animais recentemente sacrificados no matadouro
local em Paulista, Pernambuco/Brasil com subsequente limpeza em &gua corrente antes da
dermatomizacdo. Com o auxilio de bisturis e tesouras, 0 excesso do tecido adiposo da pele foi
removido assim como o0 excesso de pelos na superficie dérmica (Figura 9), desta forma,
obtendo um nivelamento da pele e facilitando o processo de dermatomizacdo. Durante o
processo, as areas onde foram observadas lesdes, manchas ou arranhfes foram descartadas.

Por fim, as peles do dorso e ventre foram dermatomizadas a uma espessura de
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aproximadamente 0,7 mm com o auxilio do dermatémetro e armazenadas a -70°C até a sua

utilizagao.

Figura 9 - Pele de orelha de porco dissecada.

Fonte: Acervo pessoal

4.4.2 Avaliacéo da absorcéo cutanea (OECD TG 428)

4.4.2.1 Estudo de liberacéo in vitro das formulactes

Foram realizados experimentos de liberacdo in vitro apenas para as formulagdes
contendo MTZ a fim de avaliar a microemulsédo desenvolvida frente as formulacdes de perfil
ja conhecido na literatura contendo esse farmaco. Foi utilizada a membrana sintética de
ésteres (acetato) de celulose (Millipore®; lote 02690), com porosidade de 0,45um, apo6s
prévia hidratacdo em tampdo fosfato pH 7,4 por um periodo de 12 horas e os estudos de

permeacdo foram realizados com pele de porco.

O equipamento utilizado foi o Vision® (Microette), na qual consiste em um sistema
automatizado de células de Franz. O compartimento receptor ou camara dérmica foi
preenchido com tampédo fosfato (PBS) de pH 7,4 (previamente selecionado mediante a
realizacdo de estudos de solubilidade com o metronidazol), e agitado magneticamente a 600
rpm. Todas as células foram montadas nesse aparato de difusdo no qual a temperatura foi
mantida a 32 + 0,5°C. Posteriormente, 100 mg de cada formulacdo teste foram aplicados
sobre a membrana de acetato. Para analise do contetdo do compartimento receptor, coletas
foram realizadas nos tempos de 15min, 30min, 45min, 1h, 2h, 3h, 4h e 6h para analise sendo

armazenado a -20°C.
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As amostras foram quantificadas atraves de cromatografia liquida de alta eficiéncia
CLAE (método que sera descrito no item 4.4.5) e utilizadas nos calculos da quantidade real
liberada (Equacéo 1):

Qreal,= Ct.Vr + 2Vc. Cc Equacéo (1)
Na qual:

Qreal, t = quantidade real permeada referente ao tempo't ;

Ct = concentragéo obtida referente ao tempo t;

Vr = volume da solucdo receptora (6 mL)

Cc = concentracdo da amostragem anterior

V¢ = volume coletado

As analises foram realizadas em sextuplicatas para cada formulagdo e os resultados
foram plotados para a definicdo do modelo de cinética adequado para cada formulagdo. Os
resultados foram compilados em graficos de dispersdo xy, caracteristicos de trés modelos de
cinética: Ordem zero, onde séo plotados a quantidade liberada por area (ug/cm?) versus tempo
(h); J& 0 modelo de primeira ordem analisa 0 log da quantidade liberada por area (ug/cm?)
versus tempo (h) ou Higuchi na qual a quantidade liberada por area (ug/cm?) é analisada

versus raiz quadrada do tempo (h).

Determinando-se os coeficientes de regressao linear (r) obtidos a partir da analise de
regressao linear para cada modelo de cinética, 0 modelo que apresentou valor de r mais
proximo a 1 foi selecionado. A taxa de liberacdo corresponde a inclinagéo (a) da porcao linear
do modelo de cinética selecionado (COSTA; LOBO, 2001).

4.4.2.2 Experimentos de permeacao cutanea in vitro/ex vivo

Antes do experimento, a pele de porco proveniente do dorso, previamente
dermatomizada, foi devidamente descongelada a temperatura ambiente e, em seguida, cortada
em tamanho suficiente para adequar-se a area do compartimento doador das células de difusédo
de Franz automatizadas (VISION® MICROETTE™). Diferentemente dos estudos de
liberacdo in vitro, foram realizados experimentos de permeacdo cutdnea para as formulacoes
contendo metronidazol a 0,75% e lapachol a 0,5%, desta vez utilizando a pele de porco
proveniente do dorso como biomembrana, até obtengdo de um nimero de amostragem de 14

para cada parte formulagdo analisada.
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Para as formulages contendo metronidazol, o compartimento receptor foi preenchido
com tampéo fosfato pH 7,4, e agitado magneticamente a 600 rpm. Em seguida, a pele foi
colocada entre os compartimentos doador e receptor, 100 mg de cada formulacdo (gel,
termogel ou microemulsdo) contendo Metronidazol foi depositada sobre a pele suina na area
delimitada, com posterior fechamento das células de forma hermética. Ja para as formulacdes
contendo lapachol, o compartimento receptor foi preenchido com tampé&o fosfato pH 7,4 com
Brij 98® a 4%, 100 mg de cada formulacio (gel e microemulsdo) foram aplicadas sob a pele
suina provenientes do dorso no compartimento doador. Todas as células foram montadas num
aparato de difusdo na qual a temperatura da superficie da pele foi mantida a 32 + 0,5°C. Ao
fim de 6 horas de permeacdo, uma coleta do conteddo da camara receptora foi realizada e

essas amostras foram, entdo, armazenadas a -20°C para analise subsequente.

As guantidades dos farmacos, em ambos os estudos (metronidazol e lapachol), retidas
nas diferentes camadas da pele do porco ao final do experimento de difusdo. Foram
examinadas as concentragdes retidas no estrato corneo (EC) apds limpeza cuidadosa da
formulacdo residual na superficie da pele através da técnica de tape-stripping e ap0s esse

procedimento, na epiderme/derme.

4.4.3 Estudo de dermatofarmacocinética (dpk) — tape-stripping in vitro e retencédo cutanea

As concentracOes dos farmacos retidos na epiderme (estrato corneo e epiderme viavel)
ao final do experimento de difusdo também foram examinadas. Ap6s uma limpeza cuidadosa
da formulacao residual na superficie da pele com o auxilio de swab embebibo com alcool
isopropilico (Biosoma®), o estrato corneo (EC) foi removido por meio da técnica de tape-

stripping.

A metodologia empregada nesse estudo € preconizada pelo Food and Drug
Administration (FDA — USA), publicada no “Guidance for Industry: Non-sterile Semisolid
Dosage Forms. Scale-Up and Post-approval Changes: Chemistry, Manufacturing, and
Controls; In vitro release testing and in vivo Bioequivalence Documentation”, segundo
procedimento modificado realizado por N'Dri-Stempfer et al. (2008) (FDA, 1998). Cada local
de aplicacdo foi tratado com 30 fitas adesivas (Scotch Tape Livro, 3M, St. Paul, MN) para o
metronidazol e 20 fitas adesivas para avaliagdo das formulagdes contendo lapachol. Em
seguida, para obtencdo dos dados de retencdo cuténea na epiderme/derme para ambos 0s

farmacos, as seccdes pele foram lavadas com agua ultra-pura ap0os o tape-stripping, secas com
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papel absorvente e a &rea da pele tratada foi excisada a partir do centro da amostra de pele e
reduzidas a tamanhos menores para posterior extracdo e obtengdo da retencdo cutanea para 0s

farmacos em questao.

4.4.4 Processo de extracao

Ao final da técnica de tape-stripping, foram obtidas 30 (metronidazol) e 20 (lapachol)
fitas utilizadas na remocdo do estrato corneo de cada pele em cada célula de difuséo. As fitas,
entdo, foram separadas em tubos do tipo eppendorf da seguinte maneira: Na avaliacdo do
metronidazol, as primeiras 14 fitas foram colocadas individualmente em cada tubo, em
seguida, a partir da decima quinta fita até a vigésima sexta, foram colocadas trés a trés em
cada eppendorf, e, portanto as ultimas 4 fitas restantes foram postas em um Unico tubo, com
um total final de 19 tubos para cada célula de difusio (ARAUJO et al., 2018). Ja no que se diz
respeito ao farmaco lapachol, as duas primeiras fitas foram colocadas em um Unico tubo do
tipo eppendorf e as 18 fitas restantes foram postas em um unico tubo Falcon® para posterior

extragao.

Tanto os tubos contendo as fitas, quanto os tubos provenientes do estuda de retengéo
cutanea epiderme/derme contendo as peles excisadas foram conduzidas a extracdo para
posterior analise. Para dar-se inicio ao processo de extracdo relacionado ao farmaco
metronidazol, 1 mL de acetonitrila foi adicionado em cada tubo e posteriormente, 0s mesmos
foram levados ao banho-maria na temperatura de 32 + 0,5°C sob agitacdo por um periodo de 6
horas como descrito por Araujo e colaboradores (2018). Ao final do periodo de extracgéo,
todas as amostras foram imediatamente filtradas e submetidas a analise por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE). Quanto a extracéo das fitas contendo o farmaco lapachol, a
cada tubo, contendo as duas primeiras fitas como também as contendo as peles excisadas,
foram adicionados 1 ml de metanol e aos tubos contendo as 18 fitas restantes, foram
adicionados 5 mL do mesmo solvente. Em sequéncia ao processo de extracdo, cada tubo foi
levado a agitacdo em vortex por 5 minutos e posteriormente ao banho ultrassom por mais 30
minutos, e ao final desse periodo todas as amostras foram filtradas e submetidas a analise por
CLAE de forma imediata baseado no protocolo seguido por Tabosa (2014) modificado de
Lira (2007). Um método de extracdo foi ainda avaliado quanto a recuperagdo in vivo no

estrato cdrneo para o farmaco em questdo baseado no protocolo seguido por Tabosa (2014).
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4.4.5 Doseamento das amostras por CLAE

As amostras do farmaco metronidazol foram doseadas por um método desenvolvido e
validado, de acordo com as normas estabelecidas pelas RE 899 e RDC 27/2012 da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), no nucleo de desenvolvimento farmacéutico e
cosmético (NUDFAC). A quantificacdo foi realizada utilizando-se dos seguintes parametros
cromatograficos: fase moével de proporcdo 88: 12 v/iv de tampdo fosfato 20 mM pH
3,0/acetonitrila, coluna cromatografica Shim-Pack CLC-ODS (M) do tipo C-18 de fase
reversa (150x4.6mm) como fase estacionaria, o volume de injecdo foi de 20 pL, temperatura
do forno de 35°C e a detecgdo do farmaco foi realizada no comprimento de onda de 320 nm.
As concentracdes utilizadas na curva de calibracao foram de 0,1, 0,5, 1,0, 5, 10, 15e 20 ug /
mL e o tempo de retencdo do metronidazol foi observado em 4,5 minutos para um tempo total
de corrida de 5,5 minutos (MELO et al., 2016).

A quantificacdo das amostras contendo o farmaco lapachol foi realizada segundo
Fonseca (2004) através de método validado por Tabosa (2018) utilizando-se dos seguintes
parametros cromatograficos: fase movel composta por 80% de metanol e 20% de uma solucéo
aquosa de acido acético glacial a 5%, eluicdo do tipo isocratica sob um fluxo de 1 mL/min,
utilizando-se de uma coluna cromatografica (Phenomenex Gemini® Nx, 250mmx 4.6mm, 5
um) do tipo do tipo C-18 de fase reversa como fase estacionaria. O volume injetado foi de 20
uL, com avaliacdo do farmaco no comprimento de onda de 278 nm e utilizacdo de uma curva
de calibragdo com concentragdes de 0,1, 0,5, 1, 5 10, 15 e 20 ug / mL com tempo total de

corrida cromatografica de 6 min e tempo de retencéo do farmaco observado em 3,7 min.

4.4.6 Estudo de dermatofarmacocinética in vivo

4.4.6.1 Recuperacao do lapachol no estrato corneo humano e estabilidade das amostras

Primeiramente, a fim de se estabelecer o0 método de extracdo mais adequado e que foi
utilizado na quantificacdo das amostras de lapachol e consequentemente avaliar a recuperacéo
do lapachol nas amostras de fita contendo estrato cérneo humano, o estrato corneo (EC) foi
retirado de uma éarea difusional de 1,15 cm? (por meio de um molde) da pele de dois
voluntarios sadios utilizando-se de 15 fitas adesivas (por voluntario) através da técnica de

tape stripping.
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Tabela 4 - Quantidades de solugdo padréo de lapachol em metanol adicionadas nas fitas adesivas
contendo o EC para estudo de recuperagdo do farmaco in vivo em humanos.

Farmaco Solugéo padréo Volume adicionado Quantidade tetrica
(pg/mL) (pL) adicionada (ng)
Lapachol 5 pg/mL 100 50 5
Lapachol 10 pg/mL 100 100 10

As fitas contendo o EC foram contaminadas com volumes conhecidos de solugdo
metanolica padrdo de lapachol (100 pg/mL), para obtengcdo de concentracOes diferentes (5 e
10 pg/mL) (Tabela 4). Apds tempo necessario para completa evaporacdo do metanol, as fitas
foram colocadas individualmente em tubos do tipo eppendorf onde foram adicionados 1 mL
de metanol para se proceder a extracdo que foi investigada em triplicata para amostras branco
(EC sem contaminagdo), e cada concentracdo analisada em mesa agitadora e banho sonicador
com 30 minutos e 60 minutos de tempos de extracdo. Em seguida as amostras foram filtradas
em membrana (0,45 um) ¢ quantificadas por CLAE-UV e por fim, os valores de recuperagéo

por método de extragdo testado foram entdo determinados pela equacéo 2:

concentragdo obtida

Recuperacdo (%) = x 100 Equacdo (2)

concentracao real

Uma vez estabelecido o método de extracdo e visto que € reportado e foi
posteriormente confirmado na literatura que a beta lapachona € instavel sob irradiacao de luz
(GLEN et al., 1997; CUNHA — FILHO et al., 2011), um breve estudo de estabilidade do
lapachol nas fitas contendo EC e no lig extrator apds o procedimento de extracdo também foi
realizado. Essa investigacdo seguiu 0s mesmo parametros de contaminacdo e doseamento de
fitas do estudo de recuperacdo acima e a estabilidade foi verificada em triplicata para a
concentracdo de 5 pg/mL apos 7 e 15 dias nas fitas armazenadas (realizando a extracdo no dia
da anélise), como da mesma maneira para as amostras ja no liquido extrator (fitas extraidas no
mesmo dia, retiradas e acondicionadas em geladeira ao abrigo da luz) até dia da analise nos

periodos determinados acima.
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4.4.6.2 Protocolo do estudo dermatofarmacocinético do lapachol em humanos

Tendo como objetivo investigar o comportamento dermatofarmacocinético das
formulagdes contendo lapachol na pela humana em funcdo do tempo de contato das mesmas e
avaliar uma possivel correlagdo in vitro/in vivo, foi realizado um estudo
dermatofarmacocinético utilizando-se o0s antebracos de 14 voluntérios sadios a fim de,
possivelmente, se explorar esses aspectos caracteristicos de cada tipo de formulacdo. O estudo
in vivo ndo foi feito para o metronidazol ja em virtude da presenca de estudos de natureza

semelhante na literatura.

Os critérios de inclusdo dos participantes foram: idade de 18-72 anos; homem ou
mulher de qualquer etnia; ndo fumante; que pudesse fornecer informacdes de idade, altura,
peso, sexo e etnia; possuir antebracos com tamanho suficiente para acomodacdo das
formulacdes teste e consequente realizacdo do estudo, fornecer o consentimento informado
por escrito antes do inicio de qualquer procedimento do estudo; concordar em nédo participar
de outros ensaios clinicos durante o periodo de estudo; boa comunicacdo com o investigador;

adesdo as orientagdes do estudo e respeito ao cronograma.

Os critérios de exclusdo foram: historico ou evidéncias para o investigador de doenca
infecciosa ou infeccdo de pele ou de doenca de pele crénica (por exemplo, psoriase, dermatite
atdpica); doencas de pele hereditarias ou quaisquer outras condi¢cdes inflamatdrias da pele de
acordo com relato do participante da pesquisa ou evidente para o investigador; excesso de
pigmentacdo e pelos, queimaduras solares, manchas ou tatuagens, que possam interferir com a
avaliacdo do farmaco; gravidas ou lactantes; obesos com indice de massa corporea igual ou
superior a 30 kg/m?; fumante e ter ingerido bebidas contendo &lcool nas 24 horas anteriores ao
estudo baseado em informacdes cedidas pelos participantes; participacdo em qualquer outro
ensaio clinico de estudo ou cosmético; utilizacdo simultadnea de quaisquer medicamentos de
uso topico na area local do ensaio, ter realizado exercicio extenuante durante o periodo do
estudo: aerdbica, natacao, ciclismo, etc; planejamento em expor os antebracgos a luz solar / UV
na semana seguinte da participacdo; incapacidade de atender ao ponto de tempo de coleta de
dados; por ualtimo, os voluntarios foram instruidos a abster-se de utilizar qualquer

medicamento uma semana antes e durante o periodo do estudo.

A fim de se examinar a tolerabilidade dos voluntérios frente a investigacdo analisada
nessa pesquisa, foram avaliados o0s principais eventos relatados pelos voluntarios ou

observados pelo pesquisador em registros obtidos no decorrer do estudo realizado.
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Todo o estudo executado in vivo foi conduzido de acordo com as Diretrizes para Boas
Préticas Clinicas, em conformidade com a declaracdo dos principios de Helsinque e aprovado
para o farmaco lapachol pelo Comité de Etica do Centro de Ciéncias da Salde da
Universidade Federal de Pernambuco (CAAE 36315514.2.0000.5208). Todos os participantes
receberam uma descricdo detalhada do protocolo do estudo e através de um termo de

consentimento livre e esclarecido foi obtida a concessdo prévia por escrito dos mesmos.

Figura 10 - Imagem dos bragos de um voluntario do estudo, contendo gel de lapachol em um dos
antebracos (seta preta) e microemulsdo com lapachol no outro (seta vermelha), onde podem ser
observados os quatro locais de tratamento em cada antebraco sendo destinadas duas areas para cada
tempo de contato analisado (2 e 6 h).

Fonte: Acervo pessoal.

Com relacdo ao procedimento de dermatofarmacocinética propriamente dito, no dia do
estudo, o antebrago dos voluntarios foi higienizado com o auxilio de swab embebibo com
alcool isopropilico (Biosoma®). Ap6s 1 hora, 100 mg, de cada tipo de formulagdo contendo
lapachol 0,5% foram aplicados em 4 locais de tratamento em cada antebrago (duas areas para
cada tempo de contato da formulacdo afim de se extrair dados em duplicata), e em seguida
deixadas em contato por um tempo de 2h para metade dos locais investigados e a outra
metade das areas deixadas em contato por um tempo total de 6 hrs (Figura 10). Um local ndo

tratado foi utilizado como controle negativo (sem farmaco).

Cada local de aplicagdo (1,77 cm?) foi demarcado com uma moldura em forma
circular de adesivo (Book Scotch Tape, 3M, St. Paul, MN, EUA). Uma dose de 100 mg do gel

de lapachol foi aplicada em cada local e o sistema foi ocluido. Apds as primeiras 2h e
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posteriormente 6 horas de contato com a pele do participante, a formulagdo residual foi
removida dos locais de aplicacdo com o auxilio de swabs contendo alcool isopropilico
(Biosoma®).

Posteriomente, os locais de aplicacdo foram delimitados por um molde de 1,77 cm? e
foi realizado o procedimento de tape-stripping. O EC dos participantes foi obtido pela

remocdo sequencial de 30 fitas adesivas (Book Scotch Tape, 3M, St. Paul, MN, EUA).

A funcdo de barreira da pele dos participantes do estudo também foi também foi
verificada mediante aferi¢cdes da perda de agua transepidérmica (TEWL) como o auxilio do
Tewameter (Courage + Khazaka eletronico GmbH -CK eletrénico). Tal qual procedimento de
tape stripping - in vitro, o lapachol presente em cada fita posteriormente foi extraido de
acordo com o método descrito no item 4.4.5 e analisado por metodologia CLAE-UV de

acordo com Fonseca e colaboradores (2004).

4.5 METODOS ALTERNATIVOS NA AVALIACAO DO POTENCIAL IRRITANTE

4.5.1 Teste de opacidade e permeabilidade em cdrnea bovina (BCOP — OECD TG 437)

A metodologia empregada neste estudo foi realizada segundo o protocolo n° 437 da
OECD. Para a realizacdo do BCOP, os olhos de boi foram adquiridos no matadouro do
municipio de Paulista, em seguida, colocados imediatamente em meio de cultura EMEM a
fim de manter a viabilidade do estudo por preservar as caracteristicas das cérneas. Como
primeira etapa, essas corneas sdo avaliadas quanto a sua integridade e quanto a presenca de
quaisquer tipos de alteracdo nas mesmas, com objetivo de descartar as possiveis corneas que

apresentem alguns tipos de imperfeicdes como cortes, arranh@es e areas opacas.

Com o auxilio de bisturi, tesouras e pingas, as cérneas foram excisadas a partir dos
olhos (Figura 11), imersas em solucdo salina fisiologica e montadas nos suportes do
opacitbmetro como mostrado na figura 12. As corneas bovinas foram divididas em dois
grupos: grupo teste (contendo quatro corneas para cada formulacdo) e grupo controle nas
quais sdo utilizadas de solucdo salina (NaCl 0,9% p/v) e uma solucdo de hidroxido de sddio

(NaOH) 0,1N como controles negativo e positivo, respectivamente.
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Figura 11 - Excisdo da cornea bovina.

Fonte: Acervo pessoal.

Figura 12 - Montagem da cérnea bovina no suporte do opacitémetro.

Fonte: Acervo Pessoal.

Em preparacdo para a primeira incubacdo no opacitdmetro, os suportes contendo as
cérneas, ja fechados, foram entdo preenchidos com EMEM permitindo que as corneas
mantenham ao maximo as suas caracteristicas originais durante o estudo (Figura 13). Em
seguida, os suportes contendo as corneas, devidamente preenchidos com o meio de cultura e
livre de bolhas, foram incubados em estufa digital por um periodo de uma hora na

temperatura de 32 °C (Figura 14).

Apls esse periodo determinado, os compartimentos, anterior e posterior, foram
esvaziados com o auxilio de uma bomba a vacuo e em seguida foi feita a reposi¢do do meio
EMEM em ambos compartimentos para realizagdo da primeira leitura da opacidade no

opacitbmetro modelo OP-KIT 3.0 (Figura 14), obtendo-se entdo o valor inicial da opacidade
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(pré-teste).

Figura 13 - Posicionamento da cdrnea bovina no suporte do opacitdmetro.

A - Suporte do opacitdmetro fechado e contendo a cérnea bovina; B — Enchimento do suporte com o
meio de cultura EMEM; C — Suporte completamente preenchido e fechado.

Fonte: Acervo Pessoal.

Apos a leitura de opacidade, 0 EMEM foi removido apenas da camara anterior dos
suportes, com subsequente aplicacdo de 750 uL de cada formulacdo, os suportes sdo entéo
emborcados de modo a garantir 0 contato com a superficie epitelial das corneas com a
formulacéo teste aplicada e deixada em contato durante dez minutos em incubacéo a 32°C.

Figura 14 - Leitura de opacidade e incubagdo em estufa.

A — Opacitdmetro; B — Estufa digital.
Fonte: Acervo Pessoal.

Em seguida, utilizando-se de EMEM adicionado de fenol, foi realizada a etapa de

lavagem das corneas para remocdo das formulages aplicadas no compartimento anterior e
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quando finalizado o processo, é realizado o preenchimento com EMEM sem fenol do
compartimento anterior e 0s suportes sdo novamente incubados por uma duracdo de duas
horas a 32°C. Ao final do periodo de incubacao, é realizada a segunda leitura de opacidade no
opacitdmetro, sendo esse valor obtido correspondente a opacidade pds-teste, apos contato com

formulagdes.

Por fim, para verificar a determinacdo da permeabilidade das corneas pés-contato, o
compartimento anterior € novamente esvaziado e a ele é adicionado 1 mL de solugdo de
fluoresceina sddica a 0,4% para tratamento das corneas para avaliacdo dos danos provocados
as mesmas. Ap6s um periodo de 90 minutos sobre incubacdo nas mesmas condi¢des citadas
anteriormente, todo o meio contido na cadmara posterior dos suportes foi removido e 0 mesmo
foi analisado quanto a densidade Optica através dos valores de absorbancia obtidos em 490nm
(OD490). Para classificagdo final das formulagGes, o célculo do indice de irritagdo in vitro
(IVIS) foi obtido através da seguinte equacéo:

IVIS= valor médio de opacidade + (15 x meédia permeabilidade OD 490 valor) Equacao(3)

Os valores obtidos foram avaliados em funcao dos limites estabelecidos no que se diz

respeito a classificacdo dos produtos quanto ao seu potencial irritante (Tabela 5).

Tabela 5 - Classificacdo final dos produtos quanto ao seu potencial de irritabilidade no ensaio BCOP.

In?ric\?igg i(:(}tlzg%éo Classificacdo Descricao
<3 Sem categoria N&o irritante
>3 <55 N&o determinado Pouco irritante
> 55 Categoria 1 Irritante

Fonte: Modificado de OECD (2013).

4.5.2 Teste de membrana corioalantdide de ovo embrionado de galinha (HET-CAM)

O método descrito no The Interagency Coordinating Committee on the Validation of
Alternative Methods (ICCVAM) referenciado no guia n°® 07-4517 foi seguido e utilizado
como base para avaliagdo do potencial irritante das formulacBes frente & membrana

corioalantdide.

Como passo inicial, foram adquiridos ovos de galinha fertilizados in vitro do tipo
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Specif Pathogen Free (SPF), da raca White Leghorn. Os ovos foram visualmente
inspecionados quanto & presenca de rachadoras e em seguida incubados, por um periodo de 10
dias, contados a partir do dia da postura, em chocadeira com rotacdo automatica sob
temperatura controlada de 37,0 £ 0,5°C e umidade relativa de 70% (Figura 15).

Figura 15 - Incubacéo dos ovos em chocadeira com rotagdo automatica.

Fonte: Acervo pessoal.

No décimo dia de incubacdo, para dar inicio ao experimento, a casca do ovo foi
removida com cautela na area delimitada ao redor da cadmara de ar a fim de se evidenciar a
membrana da casca. Como passo seguinte se da a hidratacdo dessa membrana utilizando-se de
uma solucdo salina que € deixada por um periodo de hidratacdo de 1 minuto com objetivo de
viabilizar e facilitar a remoc¢éo cuidadosa da mesma (Figura 16), para expor o local alvo do
teste, a membrana corioalantoide (CAM) evitando-se quaisquer tipos de injurias a ela. O teste
foi conduzido em sextuplicata para cada amostra testada, inclusive para os controles positivo

e negativo.

Apo0s observacdo prévia das caracteristicas inerentes a CAM, foram aplicados 300uL
de cada formulacdo teste sobre a superficie da membrana corioalantoide e apds vinte
segundos em contato, o produto foi removido a partir da lavagem com 5 mL de solu¢éo salina
isotonica a 37,0°C (Figura 17). O mesmo procedimento ocorreu para as amostras do grupo
controle que teve como controle negativo uma solugdo salina (NaCl 0,9% p/v) e como
controle positivo, solugdo de hidroxido de sédio (NaOH) 0,1N.
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Figura 16 - Remogdo da membrana da casca.

R
A — Remocédo da membrana da casca; B — Membrana corioalantéide (CAM).

Fonte: Acervo pessoal.

Figura 17 - Aplicacdo da formulacéo teste sobre a CAM (A) e lavagem da formulagdo com solucao
fisioloaica a 37 °C (B).

Fonte: Acervo Pessoal.

Uma vez feito a remogdo da formulacdo, a membrana corioalantdide foi entdo
examinada visualmente, por um tempo de 5 minutos, a partir do momento da aplicagdo do
produto, a fim de se avaliar o aparecimento de fenémenos caracteristicos das reacfes
irritativas como, hemorragia, coagulacdo e congestdo (Figura 18). Por fim, de acordo com o
tempo em que os fendmenos citados foram observados e com os tipos de fendmenos, uma

pontuacdo foi atribuida com base nesses eventos para cada formulagdo conforme mostrado na
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tabela 6.

Figura 18 - Reacdes irritativas ocorridas ap6s aplicagdo do controle positivo.

Seta amarela — observacdo de congestao (hiperemia); Seta preta — presenca de pontos hemorragicos.

Fonte: Acervo Pessoal.

Tabela 6 - Graduacdo das alteracBes observadas na membrana corioalantéide de ovo embrionado de

galinha.
TABELA DE GRADUACAO
EVENTO MINUTOS
0a0,5 05a2 2ab5
HIPEREMIA 5 3
HEMORRAGIA 7 5
COAGULACAO 9 7

Fonte: JOURNAL OFFICIEL DE LA REPUBLIQUE FRANCAISE (1996).

Tabela 7 — Classificagéo final do produto quanto ao seu potencial de irritabilidade no HET-CAM.

CLASSIFICACAO DO PRODUTO FINAL NO HET-CAM

FAIXA (GRADUACAO DAS LESOES) CLASSIFICACAO
0,0a0,9 N&o Irritante
1,0a4,9 Irritante Leve
50a8,9 Irritante Moderado
90az21 Irritante Severo

Fonte: JOURNAL OFFICIEL DE LA REPUBLIQUE FRANCAISE (1996).
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A classificacdo final do potencial irritante de cada produto pelo ensaio de HET-CAM

esta descrita na tabela 7.

4.5.3 Teste de membrana corioalantdide associado ao azul de trypan (CAM-TBS)

As etapas iniciais deste teste sdo similares ao teste de membrana corioalantéide de ovo
embrionado de galinha (HET-CAM), tendo como diferencial a associacdo do HET-CAM com
0 emprego do corante azul de trypan como indicador de injdria da membrana corioalantéide.
Nesse teste, 0s ovos utilizados, também do seu décimo dia de incubacéo, tiveram a membrana
corio-alantdide exposta ap6s hidratacdo e remocdo da membrana da casca e delimitada com
um anel de silicone (Figura 19).

Apos essa etapa, sdo aplicados 200 puL da formulacdo testada e, em seguida, a
formulacdo é deixada em contato por um tempo de 20 segundos. E realizada ent&o a remoc&o
da formulacéo atraves de lavagem com agua destilada em temperatura ambiente e logo apos a
lavagem da CAM, 0,5 mL de uma solucdo salina de tampédo fosfato com 0,1% de azul de
Trypan foram aplicados sobre a membrana corialantdide na area delimitada anteriormente por

um anel de silicone (Figura 20).

Figura 19 - Membrana corioalantéide delimitada por um anel de silicone.

Fonte: Acervo pessoal.

Em seguida, o excesso de azul de Trypan foi removido da membrana com &gua
purificada e a area delimitada pelo anel de silicone agora tratada, é excisada com o auxilio de
tesouras e colocada em tubo contendo 5 mL de formamida seguida das etapas de agitacédo e
posterior centrifugacdo por 10 min para extracdo do corante. A absorbancia do sobrenadante é

entdo mensurada por espectrofotometria no comprimento de onda de 595 nm e a quantidade
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de azul de Trypan absorvida pela membrana corioalantdide foi calculada através da equagéo 4
a seguir:
Corante absorvido = absorbancia x 5 nmol/1.000 x 10° Equacéo (4)

Figura 20 - Aplicacdo da solucdo de corante azul de Trypan 0,1% sobre a membrana corioalantéide

delimitada com anel de silicone.

Fonte: Acervo pessoal

Tabela 8 - Classificacdo final dos produtos quanto ao seu potencial de irritabilidade no ensaio CAM-

TBS.

CLASSIFICACAO FINAL DOS PRODUTOS NO CAM-TBS

FAIXA (Quantificacdo do corante) CLASSIFICACAO
<70 Nao Irritante/ Irritante Leve (NI)
7,0a14,5 Irritante Moderado (IM)
> 14,5 Irritante Severo (IS)

Fonte: LAGARTO et al., 2006.

A curva de calibracdo do corante foi feita em solucbes de azul de trypan em
formamida nas concentragdes 10, 10° e 5 x 10®° mol/L, lidas no espectrofotdmetro no
comprimento de onda de 595 nm. Por fim, apds os calculos com a equacéo 4, as formulacdes
foram classificadas de acordo a proposta de Lagarto (2006), que apresenta as pontuacdes 0 a
6,99 correspondendo a formulagdes néo irritantes ou levemente irritantes (NI/LI1); 7,00 a 14,5
correspondendo a formulagbes moderadamente irritantes (MI); e maior que 14,50

correspondendo a formulagoes severamente irritantes (SI) (Tabela 8).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 AVALIACAO DAS CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS DAS FORMULACOES

5.1.1 pH

O pH da superficie cutanea € visto como um importante indicador funcional da pele,
pois a producdo de &cido lactico confere a pele 0 que se convencionou chamar por “manto
acido cutaneo”. Devido principalmente a esse fator, 0 pH cutaneo €, em condi¢6es normais,
levemente acido, oscilando, em valores de pH entre 4,6 - 5,8. Um fator importante para a
manutencdo dessa faixa de pH sdo as secrecOes cutdneas que apresentam apreciavel
capacidade tamponante que, juntamente ao sistema tampdo de acido lactico/lactato, acidos
dicarboxilicos do suor, acidos graxos das glandulas sebaceas e os elementos acidos da
queratina formam o sistema tampdo na superficie cutanea (ZLOTOGORSKI, 1987,
JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1995; ALI; YOSIPOVITCH, 2013).

Uma vez que o pH da pele é frequentemente alterado em consequéncia da forte
exposicao a agentes externos, essas caracteristicas se mostram bastante importantes no que se
diz respeito a manutencdo das fungdes da pele no que contribui para que ocorra protecdo
bactericida e fungicida em sua superficie (LEONARDI; GASPAR; CAMPQS, 2002).

O pH ideal de uma formulacéo é padronizado de acordo com o pH de estabilidade dos
componentes ativos utilizados e o de tolerancia da pele sendo aceitaveis valores geralmente
entre 5,5 e 8,0 (SILVA et al., 2009). No caso das formulagdes avaliadas no estudo e a
microemulsdo contendo metronidazol 0,75% desenvolvida nesse projeto, tanto as formulacGes
contendo metronidazol (Tabela 9) quanto as contendo lapachol (Tabela 10) apresentam

valores de pH em torno da faixa de compatibilidade da pele e estabilidade das formulacGes.

Os dados de pH obtidos para as formulaces gel e termogel contendo metronidazol e
microemulsdo placebo corroboraram com os valores encontrados por Araujo (2016), Melo
(2017) e Sousa (2017), respectivamente. Do mesmo modo, as formula¢des contendo lapachol
corroboraram com os valores de pH encontrados nos estudos de Lira (2008) para o gel e
Tabosa (2018) para a microemulsdo. Outra observacdo que foi evidenciada é que este
parametro ndo foi afetado significativamente com a incorporacdo dos farmacos (metronidazol

e/ou do lapachol) nas formulagdes.
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Tabela 9 - pH das formulagtes contendo metronidazol avaliadas pelo estudo.

FORMULACAO pH
Gel Placebo 5,14+0,13
Gel MTZ 0,75% 5,19+0,02
Termogel Placebo 6,22+0,02
Termogel MTZ 0,75% 6,18+0,15
Microemulséo Placebo 6,92+0,05
Microemulsédo MTZ 0,75% 7,12+0,02

Tabela 10 - pH das formulagfes contendo lapachol avaliadas pelo estudo.

FORMULACAO pH
Gel Placebo 8,06+0,4
Gel LAP 0,5% 8,11+0,02
Microemulséo Placebo 4,53+0,19
Microemulsédo LAP 0,5% 4,58+0,06

Como ja foi dito, o lapachol é um acido fraco que é muito solivel em solugdes
alcalinas. Estudos realizados por Lira (2004) revelaram que as preparacdes de gel pH 8,0
(forma ionizada) apresentou maior liberacdo e taxas de permeacdo que as preparacdes de gel
com pH 7,0 e 5,0. Devido a isso, a preparacdo do tipo gel utilizada neste estudo tinha pH 8.0,

a fim de evitar a interferéncia deste parametro na permeacdo de farmacos.

5.1.2 Determinacdo do tamanho de goticula e potencial zeta

A determinacdo do tamanho das goticulas e de sua distribuicdo corresponde a um dos
parametros mais importantes para se avaliar a estabilidade dos sistemas microemulsionados
bem como a avaliacdo da influéncia da incorporacdo de farmacos pouco sollveis que
poderiam causar uma instabilidade sobre o sistema (DAMASCENO et al., 2012).
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O fenémeno de dispersdo da luz pelas microemulsdes é avaliado de maneira eficiente
através da técnica de “Light Scattering”, pois a mesma fornece informacdes diretas sobre o
movimento translacional das goticulas da ME e permite o calculo do tamanho da goticula
através de relagdes empiricas adequadas (ABOOFAZELI; BARLOW; LAWRENCE, 2000;
ROSSETI, 2006).

O estudo das propriedades reoldgicas e da viscosidade podem fornecer informacées
sobre a microestrutura das microemulsdes. As MEs usualmente comportam-se como fluidos
Newtonianos, onde ndo ha nenhuma mudanca na tensdo de cisalhamento com a varia¢do da
taxa de cisalhamento. Como as microemuls6es analisadas por esse estudo seguem o modelo
newtoniano como relatado por Tabosa (2018) e Sousa (2017), a microemulséo desenvolvida
deve seguir o0 mesmo comportamento. A viscosidade das MEs € muitas vezes comparada a da
agua, até mesmo em elevadas concentracGes de goticulas, muito provavelmente devido a

coalescéncia reversivel das mesmas (LANGEVIN, 1988).

No entanto, quando nota-se que a microemulsdo esta concentrada, ou seja, quando a
fase dispersa estiver em elevadas concentracdes, a interpolacéo torna-se dificultada em razéo
das interagdes intergoticulas, sendo necessario, nesses casos, fazer uma diluicdo do sistema
microemulsionado com a fase dispersante para suprimir a interacdo entre goticulas e assim
facilitar a sua identificacdo (HOU; KIM; SHAH, 1988; ABOOFAZELI; BARLOW,
LAWRENCE, 2000; LAWRENCE; REES, 2012; ORTHABER, GLATTER, 2000;
FORMARIZ et al., 2006).

Por esse fato, as afericdes das determinaces do tamanho de goticula e do potencial
zeta para a microemulsdo desenvolvida contendo MTZ a 0,75% e seu respectivo placebo
foram realizadas nas suas formas puras (concentradas) e nas diluicdes de 1:10, 1:20 e 1:30 em
agua destilada. Apds esse processo de otimizacdo, a diluicdo de escolha foi a de 1:20 por
permitir melhor obtencdo e visualizacdo dos dados analisados, mesmo que para todas as
diluicBes examinadas, os resultados encontrados tenham sido compativeis com os intervalos
de tamanho e potencial zeta considerados compativeis com 0s que sdo estabelecidos para as

microemulsoes.

Como pode ser observado na tabela 11, os valores de tamanho de goticula para o
placebo e contendo o farmaco variaram aproximadamente entre 17-20 nm e portanto,
corroboram com o intervalo estabelecido para as microemulsdes (estabelecido geralmente na
faixa de 10-300 nm), bem como corrobora com os dados de tamanho para a formulagéo

placebo encontrados por Sousa (2017).
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Também pode ser evidenciado que a incorporacdo do farmaco ndo aumenta
significativamente (P > 0,05) o tamanho da goticula originada inicialmente com a ME sem o
farmaco. Isto se deve, possivelmente, as propriedades fisico-quimicas intrinsecas da molécula
do MTZ, hidrofilicidade, que nos levariam a crer que o farmaco se localizararia
principalmente na fase continua, ou externamente a goticula, ou até mesmo, em menor

propor¢ao, na sua regido interfacial.

Além do tamanho, foram obtidos os valores de indice de polidispersdo (IPD) da
microemulsdo desenvolvida (Tabela 11). O calculo do IPD considera o tamanho médio da
goticula, indice de refracdo do solvente, angulo de medida e a variacdo da distribuicdo,
portanto oferece informacBes acerca da homogeneidade da populacdo de goticulas,
caracterizando uma distribuicdo de tamanho (CALVO; VILA-JATO; ALONSO, 1996;
GOVENDER et al., 1999; GAUMET et al., 2008; DAMASCENO et al., 2012).

Embora ndo exista uma correlagdo numérica estabelecida entre um valor de IPD e as
amostras, em uma escala de 0 a 1, valores de IPD menor que 0,1 tém sido associados a um
sistema monodisperso com elevada homogeneidade na populacéo de goticulas, sugerindo uma
distribuicdo de tamanho monomodal. Por outro lado, valores elevados de IPD sugerem uma
distribuicdo de tamanho mais amplo ou polimodal. De modo geral, conforme exposto na
Tabela 11, os sistemas preparados apresentaram valores de IPD entre 0,27 e 0,29, indicando
que as goticulas das microemulsdes eram homogéneas, com distribuicdo de tamanho uniforme
e, por conseguinte, em conformidade com o que foi encontrado por Sousa (2017) (CALVO;
VILA-JATO; ALONSO, 1996; GOVENDER et al., 1999; GAUMET et al., 2008; CONEAC
et al., 2015).

Tabela 11 - Valores de tamanho de goticula, indice de polidispersdo e potencial zeta das

microemulsBes contendo metronidazol e placebo desenvolvidos no estudo.

~ Tamanho de indice de Potencial
SORUICIZACTSL goticula (nm) polidispersdo (PDI) zeta
Microemulsao Placebo 17,9+0,35 0,271+0,01 -27,3+0,48

Microemulsao MTZ 0,75% 19,7+0,39 0,29+0,004 -25,5+0,51
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Embora ndo exista correlagdo linear direta estabelecida entre certo valor do potencial
Zeta e a estabilidade de sistemas, o potencial zeta tem um papel importante na determinacéo
da estabilidade de sistemas dispersos e nas interacdes entre as goticulas presentes. E medido
usando uma combinacdo das técnicas de eletroforese e o efeito Doppler e, por consequéncia,
essa combinacdo € também conhecida como eletroforese laser Doppler. Este método mede a
velocidade com que as particulas se movem em um liquido quando um campo elétrico é
aplicado (PHILLIPS, 1955; KHAN et al., 2013; KITTIPONGPITTAYA et al., 2016).

A origem da carga de interface é depende dos componentes da formulacdo
desenvolvida como a composic¢do do dleo, do pH e eletrélitos presentes na fase aquosa. A
repulsdo eletrostatica entre as particulas depende do valor do potencial zeta, onde se entende
que gquanto maior o potencial zeta, mais forte a repulsdo, mais estavel se torna o sistema
(KITTIPONGPITTAYA et al., 2016; SOUSA et al., 2017).

Estudos abordam que a reducéo da carga resultante (em mddulo) da ordem de 40 mV
para valores inferiores a 25 mV tende a provocar um aumento na taxa de floculagcdo e
coalescéncia das formulacbes (ROLAND et al., 2003; BRUXEL et al., 2012). Dentro dessa
mesma ideia, € encontrado que sistemas mais estaveis apresentam valores de potencial zeta
iguais ou superiores ao médulo de 20 mV, porém esta regra ndo pode ser aplicada
irrestritamente, pois existem algumas formulagbes com estabilizantes que possuem um

potencial zeta menor e nem por isso ndo sdo estaveis (KHAN et al., 2013).

Os valores apresentados na tabela 11 mostraram medigdes de potencial Zeta
apresentaram valores superiores ao modulo de 20 mV, indicando, possivelmente, a maior
estabilidade das microemulsdes. Também indicam que a interface esta carregada
negativamente, isto se deve, provavelmente, aos acidos graxos livres do Oleo e muitos
emulsionantes tais como Tween 20, que podem contribuir com cargas negativas em
formulagdes emulsionadas visto que apenas tensoativos ndo-ibnicos foram utilizados na
microemulsdo desenvolvida. Esta carga aumentara a estabilidade das formulacdes provocando
uma repulsdo de duas camadas entre as goticulas, evitando assim a agregacdo das goticulas
das microemulsdes. (BUTANI; YEWALE; MISRA, 2016; KITTIPONGPITTAYA et al.,
2016; SOUSA et al., 2017).

5.1.3 Microscopia de luz polarizada
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A microscopia de luz polarizada é uma técnica que permite a classificacdo quanto a
isotropia e anisotropia dos sistemas, permitindo a diferenciagdo entre o tipo de estruturacéo.
Sob um plano de luz polarizada, a amostra é anisotrépica se for capaz de desviar o plano da
luz incidente e isotropica se ndo desviar a luz. Logo, uma das maneiras de classificar as fases
liquido-cristalinas é determinar sua isotropia Optica, através dessa técnica. Mesofases
lamelares e hexagonais sdo anisotropicas, enquanto as cubicas e microemulses sdo
isotropicas (NORLING et al., 1992; BRINON et al., 1999; HYDE et al., 2001).

As MEs estudadas (Figura 21) ndo apresentaram nenhum desvio ou vibragdo da luz
polarizada, as quais se apresentaram com as mesmas propriedades Opticas em todas as
direcdes. Esse comportamento isotrépico (campo escuro) observado nas
fotomicrografia da ME desenvolvida contendo MTZ 0,75% sugere a formagéo

de sistema microemulsionado por ndo desviar a luz sob o plano de luz polarizada.

Nota-se também que a incorporacdo do metronidazol nesses sistemas nao alterou o
comportamento isotrépico, confirmando a manutencdo do sistema microemulsionado. Ja a
fotomicrografia obtida de uma formulacdo convencional do tipo emulsdo foi propositalmente
avaliada no mesmo dia que as formulagdes teste, como prova clara da anisotropia desse tipo
de sistemas (GABBOUN et al., 2001; HYDE et al., 2001).

Figura 21 - Fotomicrografias ao microscépio éptico com luz polarizada da formulacdo desenvolvida

do tipo microemulsdo contendo MTZ 0,75% (B), seu respectivo placebo (A) e uma formulacdo

convencional do tipo emulséo (C).

Fonte: Acervo pessoal.
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5.1.4 Teste de solubilidade em corante

Essse teste foi realizado a fim de se designar de forma simples, rapida e visualmente o
sentido de fase da microemulsdo desenvolvida contendo MTZ. O resultado do teste de

Figura 22 - Teste de corante realizado para a microemulséo contendo MTZ 0,75% desenvolvida.
solubilidade do corante mostrou que o corante sollvel em &gua se espalhou uniformemente na
ME desenvolvida (Figura 22) e isto indica que a mesma foi do tipo O/A. Normalmente, o
EHL requerido para formar microemulsdes do tipo O/A situa-se entre 12 e 18, valores abaixo,
indicam a formacéo de sistemas A/O (KAWAKAMI et al., 2002).

Fonte: Acervo pessoal.

Este resultado ja era, portanto, de certa forma esperado ja que a formulagédo placebo,
que foi utilizada como base para a microemulséo desenvolvida, € advinda de um diagrama de
fases pseudoternario desenvolvido por Sousa (2017) de EHL final de 14,59, se encontrando
dentro do intervalo mencionado acima para sentido de fase do tipo O/A e, por consequéncia,

corroborando com os resultados encontrados pelo mesmo autor (SOUSA et al., 2017).

5.1.5 Teste de centrifugacéo

As formulacbes analisadas mantiveram-se estaveis apds os ensaios de centrifugacéo,
ndo apresentando precipitacdo, turvacdo, ou tdo pouco, separacdo de fase. Como o teste de
centrifugacdo tem a finalidade de produzir estresse na amostra simulando um aumento na

forca de gravidade, aumentando a mobilidade das goticulas e antecipando possiveis
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instabilidades, dessa forma, a velocidade de centrifugacdo ndo provocou alteragdes nos
sistemas analisados (BRASIL, 2004; SOUSA, 2016).

5.1.6 Temperatura de transicéo sol-gel e reograma do termogel

Os termogéis tem o objetivo de facilitar a administracdo do farmaco na pele ja que
esse tipo de forma farmacéutica se apresenta em forma liquida a temperatura ambiente e uma
vez atingida a temperatura de transi¢do, adquirem a consisténcia de um gel (CHEN et al.,
2013; DUMORTIER et al., 2006).

Conforme descrito, em baixas temperaturas, as moléculas do polimero encontram-se
em solugdo. Quando a temperatura € elevada, as cadeias poliméricas desidratam como
resultado da quebra das ligacdes hidrogénio favorecendo a interacdo entre as cadeias
hidrofobicas de PPO. Em um primeiro momento durante essa nova interacdo, ocorre a
formacdo de micelas, estagio precedente a gelificacdo. Conforme a temperatura aumenta, as
micelas tendem a se organizar (empacotar), esse processo leva ao aumento da viscosidade
resultando na formacdo do gel (CABANA; AIT--KADI; JUHASZ, 1997; KABANOV;
BATRAKOVA; ALAKHOV, 2002; DUMORTIER et al., 2006; ESCOBAR--CHAVEZ et al.,
2006).

Tendo em vista que a definicdo desta temperatura é de extrema importancia na
caracterizacdo do termogel, a mesma foi determinada para o termogel contendo metronidazol
reproduzido segundo Melo (2017) como forma de confirmar as carcateristicas do termogel

obtido para esse estudo.

A figura 23 mostra a variacdo dos parametros G’ e G” (médulo de armazenamento e
perda, respectivamente) em fungdo do aumento da temperatura. Os médulos G’ e G” séo
caracteristicos de materiais solido e liquido, respectivamente. O mddulo G ' apresenta valor
baixo para os liquidos e aumenta de forma acentuada com a temperatura resultando na
formacdo de gel, comportamento esse que foi observado para a formulacdo analisada (RICCI
et al.,, 2002). De acordo os dados, a temperatura de transicdo encontrada foi de 40.5 °C,
estando acima da temperatura fisioldgica, todavia é observado o aumento pronunciado da

viscosidade a partir de 35 °C corroborando com os achados descritos por Melo (2017).
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Figura 23 - Variagéo dos parametros G’ (pontilhado escuro) G*” (pontilhado claro) do termogel com

Metronidazol em fungéo do aumento da temperatura.

Temperatura de transicio Termogel de Metronidazol
120

-
100

-

80 - -
L= — -
Doy -
60 -

40—

20+

T T T T T T
20 25 30 35 40 45
Temperatura (°C)

Fonte: Acervo pessoal.

Ainda em relacdo a caracterizacdo do termogel, dados foram obtidos no que se diz
respeito a viscosidade. O termogel mostra uma baixa viscosidade a temperatura do corpo
(~37°C) e através da andlise do grafico (Figura 24), foi possivel determinar o comportamento
pseudoplastico da formulacéo estudada, onde a viscosidade diminui a medida que aumenta a
taxa de cisalhamento sendo previsivel e desejavel para geis de poloxamer, principalmente
quando se trata de preparacdes de uso tdpico, corroborando com os resultados encontrados
por Melo (2017) (PEREIRA et al, 2013; RICCI et al., 2002).

Figura 24 - Reograma do termogel contendo MTZ 0,75%.

60 Rengramatermegel de Metronidazol
50
40
VWiscosidade (Pa)

30+

20+

Fonte: Acervo pessoal.

5.2 AVALIACAO BIOFARMACOTECNICA DAS FORMULACOES
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5.2.1 Absorcéo cutanea (OECD TG 428)

5.2.1.1 Estudos de liberacéo in vitro das formulactes

Os estudos de liberacdo in vitro foram realizados em sistema automatizado de células
de Franz utilizando membranas sintéticas de acetato de celulose apenas para as formulacfes
contendo MTZ 0,75%. Por ndo controlar o transporte dos compostos através dela, essa
membrana ndo é considerado fator limitante a difusdo do farmaco (HELLEDI; SCHUBERT,
2001; COSTA, 2011).

No grafico abaixo (Figura 25) é possivel observar que os perfis de liberacdo de cada
formulacdo foram expostos até 4 horas de ensaio visto que apds esse tempo foi observado a
formacdo de um platd com quantidade liberada constante. ApoOs tratamento estatistico por
ANOVA one-way no intervalo de confianca de 95%, observa-se que ndao ha diferenca
estatisticamente significativa (P>0,05) nas quantidades liberadas entre as formulactes

estudadas, demonstrando que os perfis de liberacdo das mesmas sdo semelhantes.

Figura 25 - Quantidade percentual do metronidazol liberado das formulagdes estudadas in vitro em

membrana hidrofilica (média = DP, n = 14).
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Para todas as formulacbes estudadas, observa-se que o metronidazol alcancou a
liberacdo méxima entre 60% - 80% no periodo de 4h para as trés formulagcGes, indicando que
o farmaco é eficientemente liberado e que, mais uma vez, sem diferenca estatisticamente

significativa entre as quantidades liberadas das diferentes formas farmacéuticas.
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Avaliando-se as taxas de liberacdo apresentadas pelas formulagGes estudadas, 0s
perfis cinéticos foram classificados pelo modelo cinético de Higuchi visto que depois de
realizada a regresséo linear da concentracéo liberada em funcéo da raiz quadrada do tempo, 0s
valores dos coeficientes de correlagdo apresentam-se préximos de 1 quando comparado aos
outros modelos. Portanto, seguem o modelo de Higuchi ou também chamado de pseudo-

primeira ordem, ou seja, a difuséo € controlada pelo sistema.

No que se diz respeito as formulacdes contendo lapachol, ndo foi feito estudo de
liberagdo in vitro em virtude de estudos ja existentes na literatura. De acordo com Tabosa
(2014) foi possivel observar que o perfil de liberacdo da formulacdo gelificada contendo
lapachol também segue 0 modelo de Higuchi. No entanto, a formulacdo do tipo microemulsado
obteve valor do coeficiente de correlagcdo proximo de 1 apos a realizacdo da regressao linear
da concentracéo liberada em funcéo do tempo, demonstrando que a mesma segue o modelo de
ordem zero, na qual a velocidade de liberagcdo é constante, independente da concentracdo da
droga (TABOSA, 2014).

5.2.1.2 Estudos de permeacao in vitro / ex vivo das formulagdes

Os experimentos de permeacdo foram realizados utilizando a regido dorsal da pele de
porco como membrana animal por 6 horas e os resultados foram obtidos mediante utilizacao
das equacdes da reta obtidas nas avaliagdes dos métodos de determinacdo do contetido do
metronidazol e do lapachol por CLAE-UV e diferentes padrdes foram observados. Para as
formulacdes deste estudo, os diferentes resultados podem ter sidos influenciados por
diferentes fatores, como parametros reologicos do veiculo, o pH da formulacéo, a solubilidade
do farmaco na forma farmacéutica estabelecida, dentre outros (SMITH; SURBE; MAIBACH,
1999).

Para as formulacGes contendo lapachol, apds coleta no final do experimento, ndo foi
possivel quantificar o farmaco nas amostras de liquido receptor para as duas diferentes
formulagdes, pois as mesmas ndo atingiram o limite inferior de quantificacdo (LIQ) do

método, padrao corroborado pelo estudo realizado por Tabosa (2014).

De acordo com a analise dos dados do metronidazol, as quantidades do farmaco
obtidas no liquido receptor para o gel e a microemulsdo ficaram abaixo do LIQ, dados esses

que corroboram com estudos reportados na literatura. De acordo com pesquisa realizada por



92

Araldjo (2016), metronidazol veiculado em geis de diferentes concentracbes de carbopol,
demonstraram que o farmaco ndo alcancou a solugdo receptora (limite de quantificacdo do
método de doseamento foi de 0,1074ug/mL), 0 que pode ser 0 bservado na figura 26.

Para as microemulsdes, a literatura relata que farmacos parcialmente hidrofilicos
quando solubilizados nesses sistemas, podem particionar-se entre a fase continua, no interior
da ME e na regido interfacial. Sendo assim, o aumento da solubilidade do farmaco nas
goticulas dispersas de 6leo pode estar relacionado com a particdo desfavoravel do mesmo
desta fase para a pele e o sistema tera caracteristica de reservatorio, apresentando uma difuséo
lenta e continua do farmaco das goticulas de dleo para a fase continua (GARTI; ASERIN,

1996). Esse comportamento explicaria as baixas concentracdes encontradas (Figura 26).

Como pode ser observado na figura abaixo, para as formulaces de termogel, a
permeacdo do metronidazol foi maior e estatisticamente significativa, quando comparada com
as formulacdes citadas anteriormente. Esse gel de formacdo in situ, mediante uma menor
resisténcia mecénica, como a friccdo na pele, resulta em uma dissolucdo ou fluxo prematuro
no local de acdo, liberando desta forma o ativo da forma farmacéutica (WEN-DI et al, 2008;
SIRISH; SADHNA; NALINI, 2010).

Figura 26 - Quantidade do metronidazol encontrada no liquido receptor a partir das formulacdes

estudadas em pele dorsal de porco apds 6 h de estudo (média = DP, n = 14).
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Estudos realizados por Melo (2017), com formulagdes distintas de termogel contendo

metronidazol, apresentaram resultados semelhantes aos disposto nesse estudo. Outros estudos
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realizados in vivo encontrados na literatura, sugerem que a formulagdes com concentracdo de
20% p/p de poloxamer sejam alternativa mais vidvel para administracéo topica do farmaco na
forma de termogel (PATTON; ROBINSON, 1975). No entanto, mais estudos seréo
necessarios para compreender exatamente qual a explicacdo para este resultado encontrado.

5.2.2 Estudo e avaliagdo dermatofarmacocinética (dpk) — tape-stripping in vitro

Nos estudos in vitro de produtos para uso topico, € importante considerar que ndo
apenas as concentracdes de farmacos presentes na solucdo receptora refletem a influéncia da
formulacéo na atividade do produto (SATO et al., 2007).

Desse modo, a determinacdo da quantidade de farmaco retido na membrana leva a
dados mais concretos sobre a atividade topica da formulacdo (MASINI et al., 1993). Isto pode
ser realizados através dos estudos da dermatofarmacocinética, na qual é possivel determinar a
concentracdo do farmaco no estrato corneo pos aplicacdo e pos remocdo da formulacdo ao

longo de um determinado periodo de tempo, como previamente mencionado.

Sabe-se que farmacos de uso topico se distribuem primeiramente pelo EC e a partir
dele, alcancam a epiderme e a derme. Por conseguinte, a concentracdo de farmaco presente no
EC esta diretamente relacionada com a concentracdo que se difunde para as demais camadas,
de modo que a BD na pele pode ser estimada ao se medir a quantidade de farmaco presente no
EC pela técnica de tape-stripping (SHAH et al., 1998).

5.2.2.1 Metronidazol

Em relacdo aos resultados dos experimentos de dermatofarmacocinética das
formulacdes contendo metronidazol, a figura 27 apresenta a quantidade total do farmaco
acumulada no estrato corneo (EC) na pele do dorso do porco, ao final de 6 horas de

permeacao, de todas as formulagdes analisadas (gel, termogel e microemulséo).
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Figura 27 - Quantidade de MTZ por centimetro quadrado retida no EC ap6s 6 h de absorcéo apos a
aplicacdo das trés formulagdes MTZ (n = 14).
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(EC)- estrato corneo, (F12)- termogel, (ME)- microemulsao

Como observado na figura acima, todas as formulagcdes apresentaram quantidades
significantes do metronidazol no estrato corneo. Como discutido anteriormente, considerando
que a microemulsdo apresenta um carater de reservatorio para o metronidazol com difuséo
lenta e continua, os valores mais baixos de quantidade de farmaco retido no EC observados
sdo equivalentes ao tipo de perfil observado uma vez que o ativo € liberado aos poucos da
forma farmacéutica (GARTI; ASERIN, 1996).

E possivel perceber que os perfis de quantidades retidas do farmaco no EC para as
formulagdes gel e termogel possuem os valores mais expressivos e corroboram com estudos
encontrados na literatura (ARAUJO, 2016; MELO et al., 2017). Desse modo, observa-se uma
menor quantidade de MTZ acumulada no EC nas microemulsées quando comparado a
formulacdo gelificada e ao termogel. Aparentemente, a quantidade acumulada seguiu a
seguinte ordem: Gel > termogel > microemulsdo (Tabela 12). Entretanto, apds tratamento
estatistico (ANOVA), foi observado que a quantidade de metronidazol retida no estrato
cérneo foi estatisticamente semelhante (P>0,05) para o gel e para o termogel, e estas diferiram

estatisticamente da formulacdo microemulsionada contendo o farmaco (P<0,05).
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Tabela 12 — Média e DP para a quantidade de farmaco por centimetro quadrado no EC e na
epiderme/derme apds 6 h de absorcéo apds a aplicagdo das trés formulagcbes MTZ 0,75% (n = 14) em

pele de porco.

Quantidade retida de farmaco por camada da pele (pg/cm?)

Estrato corneo (EC) Epiderme/derme (EP +D)
Média (pg/cm®) DP Meédia (pg/cm’) DP
GEL 20,50 54 7,24 41
TERMOGEL 14,55 5,6 3,63 1,27
MICROEMULSAO 1,85 1,24 1,43 0,28

Como j& se sabe, as fitas resultantes do procedimento de tape-stripping contém
quantidades de EC e quantidades da(s) substancia(s) aplicada(s) topicamente que pode(m) ser
quantificada(s) com um método analitico apropriado (por exemplo, CLAE, espectroscopia,
etc.). As propriedades das formulagdes aplicadas topicamente tém uma forte influéncia na
quantidade de EC removido em cada fita. As primeiras fitas possuem quase uma camada
completa de cornedcitos que se refletem em elevadas quantidades do farmaco no estrato
cérneo. Por consequencia, com o aumento do numero de fitas removidas, a presenca dos
cornedcitos e seus agregados torna-se cada vez menor e assim menor quantidade do farmaco
quantificada (PELLANDA, 2006; LADEMANN et al., 2009).

Figura 28 - Quantidade de MTZ por centimetro quadrado retida no EC por fita ao longo das 30 fitas

para trés formulacGes (n = 14).
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Esse comportamento pode ser claramente evidenciado na figura 28 para 0 MTZ cuja
quantidade encontrada € maior nas primeiras fitas e decai a medida que as fitas sdo
removidas. Ainda pode ser novamente notado perfis de distribuicdo semelhantes para as
formulacGes do tipo gel e termogel quando comparados a do tipo microemulsdo como ja
discutido.

Conforme os resultados mostrados na figura 29, o estudo de retencdo (quantidade de
MTZ na epiderme e derme vidvel) demonstrou que ndo houve diferenca estatisticamente
significativa (P>0,05) entre a quantidade de MTZ para as formulagdes do tipo gel e termogel
assim como verificou que ambos os tipos de formulacGes diferem estatisticamente da

quantidade encontrada na retencdo a partir da microemulséo (Tabela 12).

Esse padrdo de retencdo na epiderme e derme reflete o que foi discutido acerca dos
valores encontrados no estrato corneo e corrobora com o foi proposto por Shah (1998) onde a
concentracdo de farmaco presente no EC estd diretamente relacionada com a concentragdo
que se difunde para as demais camadas ja que se distribuem primeiramente pelo EC e a partir
dele, alcancam a epiderme e a derme. Adicionalmente, os valores de retengdo encontrados
para 0 MTZ através do gel e do termogel também corroboram com os dados encontrados nos
trabalhos de Araujo (2016) e Melo (2017), respectivamente, demonstrando mais uma vez a

reprodutibilidade dessa técnica.

Observou-se também que os dados de quantidade de MTZ retida no EC e na epiderme
mais a epiderme viavel (retencdo) embora que ndo diferem estatisticamente para o gel
(formulado com carbopol) e o termogel (a base de poloxamer), visualmente e aparentemente

parecem ser maiores para a formulacéo do tipo gel.

Figura 29 - Quantidade de MTZ por centimetro quadrado retida na epiderme viavel + derme para as

trés formulagdes (n = 14) apds 6 h de estudo.
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Esse fato pode, possivelmente ser atrelado, como ja descrito, ao sistema de Poloxamer

que promove a liberacdo controlada do farmaco devido a sua estrutura micelar.

A eficacia clinica de um farmaco aplicado por via topica depende, nao so das suas
propriedades farmacologicas, mas também da sua disponibilidade no local de agao
(LOFTSSON; OLAFSSON,1998). Diante disto, as formulagdes desenvolvidas para aplicacao
topica contendo o metronidazol foram capazes de liberar o farmaco tornando-o disponivel
nas camadas mais superficiais da pele. De acordo com a literatura, 0s componentes
adicionados ao veiculo, além de outros fatores, como a forma do farmaco, podem afetar os
resultados dos perfis estudados e ainda modificar a a¢do do farmaco. Esta relagdo pode ser
explicada pelo fato de que os veiculos utilizados tem o potencial de aumentar ou diminuir a
quantidade de agua no estrato cérneo, afetando a hidratacdo e, consequentemente, aumentar
ou diminuir a penetracdo do farmaco (ROUGIER et al., 1999; OLIVEIRA, 2007; MIRON et
al., 2014).

5.2.2.2 Lapachol

A retencdo do lapachol no estrato corneo e na epiderme viavel mais derme também foi
avaliada atraves da dermatofarmacocinética in vitro em pele dorsal de porco para as
formulagdes analisadas nesse estudo (gel e microemulsdo) contendo esse farmaco. Tentando-
se obter mais informacdes a respeito do comportamento do farmaco em questdo nos produtos,

essa avaliacdo foi realizada apds 2 h e 6 h de contato com a formulacao teste.

A figura 30 apresenta a quantidade total de lapachol acumulada no estrato corneo (EC)
da pele suina proveniente do dorso, ao final de 2 h horas de permeacdo em contato, de todas
as preparacOes testadas. Para o gel, observou-se uma tendéncia de maior acimulo de lapachol
na epiderme/derme seguido do estrato corneo e quantidades insignificantes foram encontradas
no liquido receptor. J& para a microemulsdo, as maiores quantidades de farmaco sdo
encontrados no estrato corneo, seguido da derme/epiderme e quantidades muito baixas no

liquido receptor.
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Figura 30 - Quantidade de LAP por centimetro quadrado retida no estrato corneo (EC), epiderme
viavel + derme (EP+D) e no liquido receptor (LR) apds 2 h de absorcdo apds a aplicacdo das trés

formulagdes.
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Observa-se também que, aparentemente, uma menor quantidade de lapachol esta

acumulada no EC na microemulsdo quando comparado a formulacdo gelificada (Tabela 13).

Entretanto, apds tratamento estatistico (ANOVA), foi observado que a quantidade de lapachol

retida no estrato cérneo foi estatisticamente semelhante (P>0,05) para o gel e para a

microemulsdo, resultados similares também foram encontrados no liquido receptor.

Tabela 13 — Média e DP para a quantidade de farmaco por centimetro quadrado no EC e na

epiderme/derme ap6s 2 h de absorcdo ap6s a aplicacdo das formulagdes contendo LAP 0,5% (n = 14)

em pele de porco.

Quantidade retida de farmaco por camada da pele (pg/cm?)

Estrato corneo (EC)

Epiderme/derme (EP +D)

PYRT 2

Média (ug/cm’) DP Média (pg/cm?) DP

GEL 0,57 0,21 0,75 0,06
MICROEMULSAO 0,37 0,26 0,28 0,07

O mesmo ndo ocorre quando se avalia a retengdo na derme e epiderme que apos as 2

h, onde foi verificado que a quantidade retida nessa camada foi maior e estatisticamente
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significativa (P<0,05) para o gel quando comparado & microemulsdo, ap6s andlise de

variancia (ANOVA) em um intervalo de confianca de 5%.

A Figura 31 ilustra a quantidade total de lapachol acumulada nas diferentes camadas
da pele suina proveniente do dorso, ao final da permeacéo com 6 h horas de contato de todos
0s produtos testados. Observou-se que, tanto para o gel quanto para a microemulsédo, uma
maior tendéncia de acumulo do farmaco foi encontrada na derme/epiderme e essa
caracteristica pode ser sugestiva da capacidade do farmaco de se particionar, possivelmente,

nas membranas em virtude da sua lipofilia.

Figura 31 - Quantidade de LAP por centimetro quadrado retida no estrato corneo (EC), epiderme
viavel + derme (EP+D) e no liquido receptor (LR) apds 6 h de absorcdo apds a aplicacdo das trés

formulagdes.
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Sugestivamente, esse comportamento de maior acUimulo do farmaco na
epiderme/derme nédo tenha sido observado para a microemulsdo ao final das 2 h de absorcéo
(Figura 30) devido ao caréater de reservatorio que muitas vezes pode ser assumido por esse
tipo de sistema e em virtude da maior afinidade do lapachol pelo veiculo, resultando em uma
menor quantidade permeada e consequentemente, é sugerido que uma menor quantidade
atingiria e ficaria retida nas camadas mais internas da pele suina ja que, geralmente, as
quantidades do EC estdo diretamente relacionadas com a concentracdo que se difunde para as
demais camadas (GARTI; ASERIN, 1996; SHAH, 1998; TABOSA, 2014).

Houve diferenca estatisticamente significativa (P<0,05) ap6s analise de variancia
(ANOVA), entre as quantidades acumuladas tanto no EC quanto na epiderme/derme que foi

maior para o gel e menor para a microemulsao ap6s o tempo de 6h de absorcéo (Tabela 14).
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Tabela 14 — Média e DP para a quantidade de farmaco por centimetro quadrado no EC e na
epiderme/derme apds 6 h de absorcao apos a aplicacdo das formulagfes contendo LAP 0,5% (n = 14)
em pele de porco.

Quantidade retida de farmaco por camada da pele (pg/cm?)
Estrato corneo (EC) Epiderme/derme (EP +D)
Média (pg/cm?) DP Média (pg/em?) DP
GEL 0,44 0,12 48 0,12
MICROEMULSAO 018 0,10 0,58 0,10

Ainda dentro desse raciocinio, ao se analisar os dois graficos (2h e 6 h), para a
retencdo na epiderme/derme é verificada diferenca estatisticamente significativa (P<0,05) das
quantidades entre 2h e 6h de absorcdo tanto para o gel quanto para a microemulsédo
provavelmente atribuida a maior difusdo do farmaco para esta camada a partir do EC ao longo
do tempo de difusdo. O mesmo ndo ocorre ao analisarmos a retengdo no EC onde ndo é
verificada diferenca significativa (P>0,05) entre 2h e 6h de absorcdo para ambas as
formulagcdes com intervalo de confianca de 5%, visto que possivelmente a quantidade de
farmaco se mantém semelhante em virtude do balanco entre as quantidades de farmaco que
continua sendo liberado das formulagdes para o EC e a quantidade que sai dessa camada e se

difunde para a epiderme/derme ao passar do tempo de contato e difuséo.

E uma caracteristica conhecidamente reportada do estrato corneo de constituir a
principal barreira a penetracdo de farmacos na pele, enguanto, a epiderme e a derme nao
apresentam funcdo significante de barreira e se comportam como uma espécie de gel aquoso,
sendo marcantes seus efeitos reservatorios (LE HIR, 1997; BONNABRY, 1999).

E reportado na literatura que o acimulo de farmacos anti-inflamatdrios no tecido esta
diretamente relacionado com o fluxo e com a absorcdo percutanea, ja que o tecido serviria
como reservatério para posterior passagem do farmaco para a circulacédo sistémica (GARCIA;
MARCHETTI; BENTLEY, 2001). Como foi discutido, o lapachol possuiu uma maior
retencdo na epiderme/derme em relagdo ao EC, o que torna as formulagdes estudadas de
particular importancia para o tratamento da dor e da inflamacdo que acomete, normalmente,

sitios como musculo, liquido sinovial além de tecidos superficiais (TABOSA, 2014).
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Outra informagdo extraida da Figura 31 é a de que uma quantidade menor e
estatisticamente significativa (P>0,05) de lapachol acumulada no EC e na epiderme/derme nas
microemulsdes foi observada quando comparado a formulacdo gelificada. O fluxo de
liberacdo do lapachol, em cinéticas de permeacdo, depende significativamente da interacéo
farmaco/veiculo e da fracdo aquosa do sistema (KANTARCI et al., 2007; DJORDJEVIC;
PRIMORAC; STUPAR, 2005).

Desse modo, observa-se que sugestivamente a formulacdo gelificada apresentou uma
maior quantidade retida através da pele suina visto que maior quantidade é encontrada no
estrato corneo e na epiderme/derme ao final das 6 h (Figura 31). Esse achado pode ser
explicado pelo seu maior percentual aquoso, quando comparada a microemulsdo estudada, o
que torna o ambiente favoravel a particdo do lapachol para fora da formulacdo, ja que é
lipossoluvel. Tabosa (2014) observou uma menor permeacdo das formulacGes
microemulsionadas quando comparadas ao gel e ao emulgel em seu trabalho, que possuem
uma grande quantidade aquosa na sua formulacdo (aproximadamente 40 e 59%,

respectivamente).

Este resultado poderia ser ainda atribuido a reduzida atividade termodinamica das
formulagdes microemulsionadas, cujo alto teor de tensoativos e acido oleico permitiu uma
maior solubilidade do lapachol, desfavorecendo a sua particdo (liberacdo) da formulacdo em
virtude da maior afinidade pelo veiculo. Fato comprovado por Tabosa (2014) ja que as
formulacgdes gelificada e emulsionada utilizadas em seu estudo possibilitam aproximadamente
5 e 3 vezes, respectivamente, maior permeabilidade do lapachol para o meio receptor

utilizado, quando comparado as microemulsées (TABOSA, 2014).

Além desse fator, 0 aumento da difusdo do lapachol através da pele para a formulacao
gel, pode refletir da presenca de promotores de absorcdo na formulagdo como estratégia para
aumentar a permeabilidade (BARRY, 1983; MOSER et al., 2001; LIRA et al., 2004). Nesse
caso, pode ser proveniente da habilidade do Tween 80, da glicerina e principalmente do etanol
em modificar reversivelmente a funcdo de barreira da pele por uma série de mecanismos, que
podem incluir: a fluidizacdo, o desordenamento e a extracdo da camada lipidica do estrato
cérneo (SANTUS; BAKER, 1993; YAMANE; WILLIAMS; BARRY, 1995; WATKINSON
et al., 2009). Apesar de garantir maior solubilidade do farmaco na formulagdo, é possivel
ainda que o etanol tenha evaporado, por se tratar de um solvente volatil, e dessa forma, a

solubilidade do lapachol tenha sido reduzida, conduzindo a “supersaturagdo”, que resulta no
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aumento da atividade termodindmica do farmaco na formulagdo e, consequentemente,
aumento no fluxo transdérmico (TABOSA, 2014).

Apesar das formulacGes analisadas possuirem a mesma quantidade de farmaco, ambas
diferem consideravelemente em relagdo aos valores de pH. Essa diferenca pode interferir no
grau de ionizacdo do farmaco, no equilibrio de espécies ionizadas e ndo ionizadas e
consequentemente na capacidade de penetracdo das mesmas. Na microemulsédo em virtude do
pH da formulacdo e do pka do farmaco, o equilibrio estaria mais deslocado no sentido das

moléculas ndo ionizadas.

A0 mesmo passo que essas especies possuem melhor permeabilidade, sdo moléculas
de menor polaridade, o que pode ter aumentado mais ainda a solubilidade no contetdo oleoso
das microemulsdes, explicando a menor permeabilidade quando comparados ao gel. Estudos
tém demonstrado que o aumento na solubilizacdo do farmaco através da sua ionizacdo pode
proporcionar aumento da penetracao e do fluxo do farmaco, o que é verificado na relacdo pka
do lapachol e pH da formulacdo geleificada, deslocando o equilibrio para a formacdo de
espécies ionizadas (SWARBRICK et al., 1984; GWAK; CHUN, 2002; LIRA et al., 2004).

Como ja descrito, componentes adicionados ao veiculo, como também outros fatores,
como a forma do farmaco, afetam ndo sé a liberacdo e a permeacdo por determinar a
solubilidade e o gradiente de concentracdo para a difusdo passiva, mas também a sua acao.
Esta relacdo pode ainda estar fundamentada no fato dos veiculos aplicados terem o potencial
de aumentar ou diminuir a quantidade de agua no estrato cdrneo e, portanto aumentar ou
diminuir a penetracdo (ROUGIER et al., 1999; OLIVEIRA, 2007).

O veiculo ainda pode exercer mais efeitos quando aplicados na pele, podendo interagir
com o estrato corneo, desestabilizando a funcdo barreira e provocar mudancas na solubilidade
e na difusdo da substancia ativa pelo estrato corneo. Em geral, admite-se que a permeacéo de
um composto pode ser favorecida pela selecdo de veiculos que tenham baixa afinidade pelo
composto ou naquele que ele seja pouco solavel (SMITH; SURBE; MAIBACH, 1999).

A literatura relata que as microemulsbes tém grande capacidade de promover a
penetracdo de drogas através da pele (KREILGAARD, 2002; OZGUNEY et al., 2006). No
entanto, neste estudo, foram encontrados resultados contraditérios, pois as microemulsdes

mostraram uma menor quantidade retida que o gel apds 6 horas de ensaio.

5.2.3 Estudo de dermatofarmacocinética in vivo para as formulagdes contendo lapachol
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5.2.3.1 Recuperagdo do lapachol no estrato corneo humano e estabilidade das amostras

A Tabela 15 apresenta valores médios de recuperacdo no estrato cérneo (farmaco
adicionado as fitas) e os resultados da recuperagdo foram expressos em percentual de lapachol
recuperado. Como pode ser observado, em virtude de uma maior recuperagdo do farmaco
obtida, ja que segundo a OECD (2004) a recuperacao deve ser 100 + 10%, e de um tempo de
extragdo mais curto, visando-se otimizar o processo de extracdo o método escolhido foi o de
extracdo em sonicador em 30 min que se mostrou 0 mais adequado quanto aos parametros de

recuperacdo e simplicidade do método.

Tabela 25 - Recuperacao do lapachol no EC das fitas adesivas para as concentragdes de 5 pg/mL e 10

ug/mL por tipo de método de extragdo para estudo in vivo em humanos.

Concentracéo (pg/mL)
5 pg/mL (n =3) 10 pg/mL (n =3)
MédiatDP | CV | Recuperacéo MediatDP Ccv Recuperacéo
(ng/mL) (%) (%0) (ng/mL) (%) (%)
Mesa
agitadora | 4,40+0,07 | 1,75 88,17 9,64+0,57 5,59 96,44
(30 min)
Mesa
agitadora | 4,70+0,15 3,21 94,05 9,43+0,86 9,17 94,34
(60 min)
Sonicador | g5 021 | 4,29 97,92 9714025 | 4,35 97,1
(30 min)
Sonicador | 27019 | 447 87,57 7284068 | 9,39 72,85
(60 min)

Assim como demonstrado por Tabosa (2014) para a recuperacdo em pele suina em seu
estudo, estes resultados comprovam a ndo ocorréncia de perda significativa nem degradacéo
da substancia analisada, durante os procedimentos de retencdo em fita, uma vez que a
substancia consegue ser recuperada em quantidade significativa. Portanto, os valores obtidos
para o estudo in vivo de retencdo no EC em humanos utilizados neste trabalho, ndo sofrem
influéncia do processo de recuperacéo da substancia analisada e sim apenas das caracteristicas

da formulagéo e da biomembrana utilizada.



104

Os resultados obtidos para a estabilidade das fitas apds a extracao (no liquido extraido)
demonstraram que até o periodo de tempo maximo analisado pelo estudo (15 dias) ndo foi
evidenciada degradacdo do farmaco estatisticamente significativa (P>0,05). J& ao se analisar a
estabilidade do lapachol em fitas contendo o EC e extraidas no dia da analise, foi encontrado
uma degradagdo percentual de 14,13+0,14 para os primeiros 7 dias e de 20,45+0,20 no
periodo de 15 dias analisado pelo estudo. Como forma de evitar possiveis problemas de
degradacéo do lapachol, as amostras foram extraidas e analisadas no mesmo dia tanto para o
estudo in vitro quando para o estudo in vivo do lapachol.

5.2.3.2 Retencéo do lapachol no estrato cérneo humano

Com relacéo ao estudo de DPK in vivo, a avaliagcdo da retencéo do lapachol no estrato
cérneo foi avaliada atraves do tape-stripping in vivo no antebrago de voluntarios sadios para
as formulacdes analisadas nesse estudo contendo esse farmaco. Assim como realizado no
estudo in vitro ja discutido, essa avaliacdo foi realizada apos 2 h e 6 h de contato com a

formulacgéo teste.

Apos testes feitos com voluntérios, foi verificado que a quantificagdo das amostras era
na maioria das vezes inviabilizada possivelmente em virtude das baixas concentragdes no EC
(com excecdo das primeiras fitas) quando as fitas eram analisadas individualmente. Devido a
isso as fitas foram agrupadas assim como no estudo in vitro, sendo as duas primeiras fitas
agrupadas e analisadas separadamente das 18 restantes que tambem foram agrupadas assim

como descrito na metodologia desse estudo e foram extraidas de acordo com Tabosa (2014).

Observou-se que, aparentemente, uma menor gquantidade de lapachol ficou acumulada
no EC na microemulsdo quando comparado a formulagcdo gelificada (Figura 32) e as
quantidades sdo mostradas na tabela 16. Entretanto, apds tratamento estatistico (ANOVA), foi
observado que a quantidade de lapachol retida no estrato corneo foi estatisticamente

semelhante (P > 0,05) para o gel e para a microemulsao.



105

Figura 32 - Quantidade de LAP por centimetro quadrado retida no estrato cérneo (EC) in vivo, apos 2

h de absorcao ap6s a aplicacao das trés formulagdes.
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Esse comportamento pode ser atribuido, como ja discutido, ao carater de reservatério

algumas vezes adotado pelas microemulsfes se caracterizando por uma difusdo mais lenta
(GARTI; ASERIN, 1996; TABOSA, 2014). Esses resultados corroboram ainda para a

retencdo no estrato corneo no estudo in vitro apds 2h de absorcéo, obtendo 0 mesmo padréo

observado.

Tabela 16 — Média, DP e CV% para a quantidade de farmaco por centimetro quadrado no EC ap6s 2h

e 6 h de absorcédo apds a aplicacdo das formulacBes contendo LAP 0,5% (n = 14) em humanos.

Quantidade retida de farmaco (pg/cm?) no estrato cérneo (EC)

2H 6H
Média Média
(ng/cm’) | DP CV (%) (pg/emd) DP CV (%)
GEL 0,36 0,15 41,6 0,27 0,13 48,1
MICROEMULSAO 0,29 0,21 72,4 0,18 0,13 72,2

Quando passamos a avaliar a retencdo no EC ap06s 6h de absorcdo (Figura 33), o

mesmo comportamento tido em 2h de absorcdo é verificado. Novamente, uma menor

quantidade de lapachol ficou, visualmente, acumulada no EC na microemulsdo quando

comparado a formulacdo gelificada (Tabela 16). Entretanto, apds tratamento estatistico
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(ANOVA), foi observado que a quantidade de lapachol retida no estrato corneo foi

estatisticamente semelhante (P>0,05) para o gel e para a microemulséo.

Figura 33 - Quantidade de LAP por centimetro quadrado retida no estrato cérneo in vivo ap6s 6 h de

absorcdo ap6s a aplicacdo das trés formulagdes.
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Esse comportamento difere do que foi encontrado para a retengdo no EC no estudo in
vitro realizado em 6h de absor¢do onde foi verificado maior acimulo para o gel quando
comparado a microemulsdo refletindo em uma diferenca significativa estatisticamente

(P<0,05) que néo foi observada no estudo in vivo.

Essa diferenca pode ter se tornado inexpressiva no estudo in vivo como resultado das
interacdes dos veiculos, do farmaco ou das formulacGes com a pele humana visto que agora se
trata de um sistema vivo com fluxo periférico, vascularizacdo, fator de hidratacdo, processos
de metabolizacdo envolvidos, dentre outros e sem contar na diferenca interindividual atrelada

a esse tipo de estudo.

Quando as quantidades retidas no EC para ambas as formulacdes in vivo sdo
comparadas entre 2h e 6h, é visto através dos graficos que a quantidade retida no EC ap6s 6 h
é aparentemente menor do que a encontrada em 2h de absorcdo (Tabela 16). Embora
comparando-as ndo haja diferenca estatisticamente signifcativa (P>0,05) para ambas as
formulagdes, essa diminuicdo aparente da quantidade retida no EC de 2h para 6h pode ser

explicada pela difusdo, ao longo do tempo, do farmaco presente no EC para a
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epiderme/derme. Esse fato corrobora com os achados do estudo in vitro quando se avaliou a

quantidade retida no EC em 2h e 6h e a mesma dimuicéo, ndo significante, foi vista.

Através da andlise dos dados de retencdo no EC dos estudos in vitro e in vivo,
visualmente, pode se verificar que menores quantidades do farmaco sdo encontradas na
avaliacdo em humanos quando comparados a pele suina proveniente do dorso. A discussao
acima sobre a pele como sistema vivo também poderia vir a fundamentar esses achados, assim
como também se sabe da maior permeabilidade da pele animal quando comparada a pele
humana (HENNING; SCHAEFER; NEUMANN, 2009).

Trazendo novamente a dicussdo para as comparagdes entre os estudos de absorcao
realizados na pele humana e suina e tentando-se estabelecer algum tipo de correlagdo in
vitro/in vivo, foi feita a analise estatistica através da analise de variancia (ANOVA) e o teste t-
student como forma de comparar e avaliar as quantidades do farmaco retidas no EC para as
formulag6es nos tempos de absorcdo de 2h e 6h nos estudos in vitro e in vivo. Observou-se a
mesma tendéncia nos dados encontrados entre os estudos no que se diz respeito ao
comportamento das formulacbes e comparando-se as quantidades retidas no EC das
formulagdes entre os dois estudos, ndo foi observada diferenca estatisticamente significativa
(P<0,05) entre os estudos in vitro e os estudos in vivo para cada formulagdo em ambos tempos

de absorc¢éo avaliados sugerindo uma grande possibilidade de correlacdo dos dados.

No que se diz respeito a tolerabilidade do estudo, observou-se ao final do estudo que
todos os voluntarios apresentaram vermelhiddo nos locais do tempo de absorcdo apos o
procedimento de tape stripping e em todos esses locais ocorreu o aparecimento de uma area

levemente escurecida que levou cerca de 10 dias para retornar a sua pigmentacdo normal.

Exceto a questdo discutida acima, ndo foi verificado nenhuma alteracdo ou
intercorréncia importante durante e apds o estudo que pudesse levar qualquer tipo de

desconforto ou prejuizo ao bem estar dos voluntarios utilizados nessa pesquisa.

5.3 METODOS ALTERNATIVOS NA AVALIACAO DO POTENCIAL IRRITANTE

Como ja foi discutido, desde a década de 40 os medicamentos e produtos de uso
dermatoldgico vem sendo avaliados quanto ao seu potencial irritante através de estudos em
animais. Tendo como base o principio dos 3R’s, varios esfor¢os foram postos na busca por
metodologias alternativas que viessem a substituir, reduzir ou refinar o uso desses testes, que

tem os testes de Draize como principal representante, e dessa forma reduzir o sofrimento dos
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animais para fins de pesquisa. Diante disso varias metodologias vem sendo propostas,
avaliadas e por fim validadas por varias 6rgdos reguladores de carater nacional e
principalmente internacional. Como ainda ndo foi proposto um Unico método alternativo
capaz de substituir unicamente os testes de irritacdo atualmente empregados, metodologias
alternativas séo associadas a fim de garantir a elucidacdo do potencial irritante de forma mais
ampla possivel. Os ensaios de HET-CAM, CAM-TBS e 0 BCOP tém sido utilizados durante
muitos anos pelas indudstrias farmacéuticas e cosméticas para avaliar o potencial de irritacdo
ocular, porque sdo testes rapidos, confiaveis, baratos e ndo requerem o uso de animais vivos
(DRAIZE; WOODARD; CALVERY, 1944; DRAIZE, 1959; RUSSELL; BURCH, 1959;
DONAHUE et al., 2011; SCHEEL et al., 2011; SOUSA, 2017).

De acordo com as metodologias descritas para o teste de opacidade e permeabilidade
de cornea bovina (BCOP), em membrana corioalantoide de ovo embrionado de galinha (HET -
CAM) e sua variagdo (CAM-TBS), foram usadas diferentes tipos de formas farmacéuticas:
microemulsdo, gel e termogel, contendo o Metronidazol, bem como as formulagdes nédo
contendo o farmaco, para avaliacdo do potencial irritante. As formulagdes contendo lapachol
analisadas pelo estudo, bem como seus respectivos placebos, também foram avaliadas quanto
ao potencial irritante atraves das metodologias do BCOP e do HET-CAM. Como controles
negativo e positivo, para ambos os testes, foram utilizadas solucéo fisiologica de NaCl a 0,9%

e solucdo de NaOH 0,1N respectivamente.

5.3.1 Teste de opacidade e permeabilidade em cdérnea bovina (BCOP — OECD TG 437)

Tem-se 0 BCOP como um método alternativo in vitro validado para o teste de irritacdo
ocular de Draize usualmente utilizado para detectar irritantes oculares corrosivos e graves.
Nesse teste, a opacidade € determinada pela quantidade de transmissdo de luz através da
cdrnea e a permeabilidade € determinada pela quantidade do corante fluoresceina de sodio que
passa atraves de todas as camadas de células da cornea. Através do calculo do indice de
irritacdo in vitro (IVIS) torna-se possivel a predicdo do potencial de irritacdo ocular in vivo de
uma substancia teste (DONAHUE et al., 2011; VERSTRAELEN et al., 2013; SOUSA, 2017).

Neste estudo foram avaliadas formulacbes contendo o farmaco, bem como
formulacbes placebo. Além de também serem utilizados os controles positivo e negativo ja
mencionados. De acordo com a metodologia utilizada, De acordo com a metodologia

utilizada, foi possivel pontuar e classificar as formulagdes como “categoria 17, no caso de
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causarem danos graves; como “sem categoria”’, sendo aqueles que ndo causam irritagdo e as
formulacdes “ndo determinadas”, visto que o BCOP ¢ mais preditivo para substancias com
forte potencial irritante. Portanto, as substancias classificadas como ndo determinadas, devem
ser avaliadas por metodologias mais adequadas. A Tabela 17 a seguir apresenta os resultados
obtidos do teste BCOP (média + D.P.) para as formula¢des contendo metronidazol.

Tabela 17 - Média e DP da pontuacdo obtida no teste de opacidade e permeabilidade cornea (BCOP)
utilizada na classificacdo das diferentes formulagcdes analisadas contendo MTZ 0,75% ou néo
(placebo) (n = 6).

FORMULACAO PONTUACAO | CLASSIFICACAO FINAL
Termogel Placebo 13,5+£7,5 N&o determinado
Termogel Metronidazol 16,5+5,5 N&o determinado
Microemulséo Placebo 18,148 Né&o determinado
Microemulsdo Metronidazol 17,947,2 Né&o determinado
Gel Placebo 16,3+4,2 Né&o determinado
Gel Metronidazol 18,25+5,6 Né&o determinado
NaOH 0,1 N 209,7+23,5 Categoria 1
NaCl 0,9% 0 Sem categoria

As solucBes controle analisadas apresentaram resultado esperado, ja que a solucédo de
NaOH 0,1N ¢é utilizada como controle positivo, a mesma apresentou o valor mais elevado de
pontuacdo e foi classificada como categoria 1, ou seja, capaz de causar danos graves e
irreversiveis a cornea. Da mesma forma o contréario ja era esperado, tendo em vista que a
solucdo fisiologica de NaCl a 0,9% ¢é utilizada como controle negativo, ndo pontuando, e

portanto, incapaz de causar irritacéo.

O termogel foi classificado como “ndo determinado” nas formulagdes com e sem o
metronidazol. Mesmo com ligeiro aumento da pontuacdo apés adi¢do do farmaco, ndo houve
mudanca na classificacdo final, mostrando que esse produto, classificado como néo

determinado, pode ser enquadrado na categoria 2 do Sistema Harmonizado Globalmente das
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Nacdes Unidas, devendo ser realizado outros testes capazes de avaliar substancias com baixo
potencial irritante.

O mesmo ocorreu com as formulagdes microemulsionadas e gelificadas, que foram
classificadas como ndo determinadas por esta metodologia, e a presenca do farmaco ndo
alterou o potencial irritante. Analisando-se apenas as pontuacdes das formulagdes placebo, o
que basicamente avaliaria o potencial irritante baseado na composicdo das formulacbes é
possivel observar que a maior pontuacéo foi alcancada pela microemulsdo o que é de certa
forma esperado visto que possivelmente seria atribuido ao elevado teor de tensoativos e
conteido oleoso presentes nesse tipo de formulagéo.

No entanto, Segundo Sousa (2017), o éleo de catolé utilizado no desenvolvimento da
microemulsdo desse estudo foi analisado separadamente e classificado como néo
determinado o que corrobora os resultados encontrados para a microemulséo.

E possivel verificar entdo que, nesse caso, independente do tipo de formulacio, todas
as formulacGes apresentaram pontuacdes proximas e foram classificadas como néo
determinadas, mostrando que ndo apresentam potencial de causar graves danos a cérnea. Para
todas as formas farmacéuticas a classificacdo como ndo determinada se manteve para as
formulacdes com e sem o farmaco, evidenciando que a presenca do farmaco ndo alterou o

potencial irritante das formulagdes (Tabela 17).

As formulacdes do tipo gel e do tipo microemulsdo foram classificadas como “ndo
determinado” nas formulagdes com e sem o lapachol. Mesmo com ligeiro aumento da
pontuacdo apds adicdo do farmaco, que pode ser devido aos valores de pH das formulagdes
contendo o farmaco que se encontram levemente mais alcalinos em relacdo aos respectivos
placebos entretanto ndo havendo mudanca na classificacdo final, mostrando que esses
produtos também podem ser enquadrados na categoria 2 do Sistema Harmonizado
Globalmente das Nacbes Unidas, devendo ser realizado outros testes capazes de avaliar

substancias que ndo apresentem potencial irritante grave.

Analisando-se as pontuacBes das formulacdes e visto que o farmaco por si s6 nao
confere aumento do potencial irritante das formulagdes testadas, a composicdo das mesmas
emerge como ponto chave na discussdo das pontuacdes das formulacdes. E possivel observar
que as pontuacdes obtidas foram maiores que as obtidas para as formulacdes de MTZ e isso se
deve provavelmente & presenca de determinados componentes nesses produtos. Alem do
contetdo de tensoativos e oleoso na ME de LAP ser maior do que na ME de MTZ, a mesma

utiliza acido oleico na sua composi¢do que confere maior cardter acido a formulagdo
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refletidos nos valores de pH mais baixos. No que se diz respeito ao gel, 0 mesmo contém

elevada quantidade de etanol que apresenta potencial irritante conhecido.

Assim como para as formulagdes contendo MTZ, observa-se que independente do tipo
de formulacdo (gel ou microemaulsdo) contendo LAP, todas as formulagGes apresentaram
pontuacbes proximas e foram classificadas como ndo determinadas. Novamente isso nos
mostra que as mesmas ndo apresentam potencial de causar graves danos a cGrnea e como a
classificacdo como ndo determinada se manteve para as formulagcdes com e sem o farmaco,
evidencia-se que a presenca do farmaco ndo alterou o potencial irritante das formulacGes
(Tabela 18).

Tabela 18 - Média e DP da pontuacdo obtida no teste de opacidade e permeabilidade cornea (BCOP)
utilizada na classificacdo das diferentes formulacdes analisadas contendo LAP 0,5% ou ndo (placebo)
(n=6).

FORMULAGAO PONTUAGAO | CLASSIFICAGAO FINAL
Gel Placebo 36,70 + 7,2 Né&o determinado
Gel Lapachol 41,20 £6,8 Nao determinado
Microemulséo Placebo 49,3+7,5 Né&o determinado
Microemulséo Lapachol 51,546,9 Nao determinado
NaOH 0,1 N 309,5+21,6 Categoria 1
NaCl 0,9% 0 Sem categoria

Considerando a informacdo de que os produtos ndo irritantes aos olhos geralmente
possuem valores de pH no intervalo de 4,3 a 8,4, foi possivel verificar que o pH dos géis,
termogéis e das microemulses apresentaram-se dentro da faixa mencionada, corroborando
com o que é citado na literatura (WORTH; CRONIN, 2001).

Este ensaio possui carater quantitativo, diferentemente do HET-CAM, onde sdo
obtidos valores objetivos de opacidade e de permeabilidade. Ndo houve limitacdo técnica com
as formulacOes testadas, o método mostrou poder de distingdo dos diferentes tipos de
classificacdo quanto ao potencial irritante como também se mostrou reprodutivel e de facil

execucao.
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5.3.2 Teste de membrana corioalant6ide de ovo embrionado de galinha (HET-CAM)

O teste HET-CAM ¢é utilizado para fornecer informag6es qualitativas sobre os efeitos
potenciais que ocorrem na conjuntiva ap0s exposicdo a uma determinada substancia ou
produto e através da observacdo dos fendmenos de hiperemia, hemorragia e coagula¢do na em
seus tempos de aparicdo CAM, pode refletir o potencial dano na cdrnea. O ensaio foi
realizado para cada uma das formulagdes descritas seja contendo metronidazol ou lapachol e
novamente para 0s controles negativo e positivo a fim de investigar melhor as formulacGes ja
que a todas foram classificadas como ndo determinado pelo BCOP. De acordo com a
metodologia do experimento as formulagbes poderiam ser classificadas em néo irritante;

irritante leve; irritante moderado e irritante severo.

Pelos resultados obtidos das medias das sextuplicatas no ensaio HET-CAM, foi
possivel classificar cada amostra de acordo com a metodologia especificada. Os resultados
dessa classificacdo, assim como os valores médios e os desvios padrbes obtidos, estdo
demonstrados nas tabelas 19 e 20 para as formulacbes contendo MTZ 0,75% e LAP 0,5%,

respectivamente.

Tabela 19 - Média e DP da pontuacdo obtida através do teste HET-CAM utilizada na classificacdo das

diferentes formulagdes analisadas contendo MTZ 0,75% ou néo (placebo) (n = 6).

FORMULACAO MEDIA CLASSIFICACAO
Gel Placebo 0,5+0,57 Né&o irritante
Gel MTZ 0,75% 0,4+0,54 Né&o irritante
Termogel Placebo 0,5+0,57 Na&o irritante
Termogel MTZ 0,75% 0,66+1,21 Na&o irritante
Microemulséo Placebo 1,0+£0,0 Irritante Leve
Microemulséo MTZ 0,75% 3,0+0,0 Irritante Leve

Solugdo NaOH 0,1M 11,0+1,41 Irritante Severo

Em todas as formulagGes testadas no ensaio é possivel observar que a classificagdo de

irritabilidade ndo é modificada quando comparamos a mesma formulacdo na presenca ou
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auséncia do farmaco. Mediante esse resultado, observamos que as presencas dos farmacos
metronidazol e do lapachol por si s6 ndo gera potencial de irritabilidade nas formulacfes
testadas.

Para 0 metronidazol (Tabela 19), as formulagdes de gel e termogel e seus respectivos
placebos foram classificadas como ndo irritante. Apenas a microemulséo obteve resultado de
classificacdo como irritante leve, com e sem o farmaco, logo, esse resultado ndo pode ser
atribuido a presenca do Metronidazol excluindo a possibilidade de potencial irritante atrelado
ao farmaco, mas sim aos constituintes da propria formulacdo da microemulsdo ressaltando
novamente o fato de que essas formulacGes apresentam alto percentual de tensoativos como ja
discutido para o0 BCOP. Os resultados encontrados no teste HET-CAM para as formulacoes
contendo MTZ corroboram ainda com os achados encontrados no teste de opacidade e
permeabilidade da cornea bovina (BCOP).

Para o lapachol (Tabela 20), tanto as formulacdes do tipo gel quanto as do tipo
microemulsdo foram classificadas como irritante moderado com e sem o farmaco, logo, esse

resultado também néo se aplica a presenca do farmaco e ndo pode ser atribuido ao lapachol.

Tabela 20 - Média e DP da pontuacdo obtida através do teste HET-CAM utilizada na classificacdo das

diferentes formulagdes analisadas contendo LAP 0,5% ou ndo (placebo) (n = 6).

FORMULACAO MEDIA CLASSIFICACAO
Gel Placebo 5,0+0,0 Irritante Moderado
Gel LAP 0,5% 7,31+4,04 Irritante Moderado
Microemulséo Placebo 5,0+0,0 Irritante Moderado
Microemulséo LAP 0,5% 7,314,04 Irritante Moderado
Solucdo NaOH 0,1M 15,0£3,15 Irritante Severo

As microemulsdes, como ja discutido, apresentam elevado teor de tensoativos, que
tem a funcdo de desorganizar a funcdo barreira do estrato corneo, e essa capacidade quando
em contato com a conjuntiva possivelmente poderia gerar desconforto e esse potencial

irritante encontrado.

Avaliando-se mais a fundo, o que difere as microemulsdes contendo MTZ quando

comparada as contendo LAP, com excecdo do farmaco, é basicamente o menor percentual
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relativo de Tween 20® e a presenca de elevado contetido de Cremophor® e maior contetido
oleoso (acido oleico) nas MEs contendo LAP. Sugestivamente, a diferenca no resultado de
potencial irritante obtido entre as MEs (contendo MTZ e LAP) poderia ser atribuida a
presenca desses componentes, seja 0 tensoativo utilizado ou o uso de um 6leo de carater mais
acido. Em adicdo, muito provavelmente o menor pH no caso do &cido oleico quando
comparado ao Oleo de catolé o que é comprovadamente refletido nos valores de pH
encontrados nesse estudo sendo muito mais baixos para as MEs contendo lapachol.

Ainda no que se diz respeito ao lapachol, o potencial irritante moderado encontrado
também para a formulacdo do tipo gel contendo o farmaco e seu placebo se inclina a
composicdo dos componentes utilizados. Mais sugestivamente a presenca de elevado teor de
etanol na formulacdo que conhecidamente apresenta potencial de irritacdo ocular moderado na
maioria dos estudos de opacidade e permeabilidade cornea (BCOP) encontrados na literatura,
corroborando com os resultados encontrados pelo estudo (MUIR, 1985; GRANT, 1986;
GAUTHERON et al., 1992; COOPER et al., 2001).

Todas as formulagbes (contendo MTZ e LAP) apresentaram pH compativel com o
intervalo ligado aos produtos nédo irritantes aos olhos (4,3 e 8,4). Algumas formulacdes
classificadas como ndo irritantes apresentaram valores de pH abaixo ou acima dos limiares
inferior e superior, respectivamente, dos limites de pH lacrimal (6,6 - 7,8), 0 que nos leva a
crer que embora o pH seja um fator importante, nesse caso o principal fator envolvido e
determinante nas variacdes entre as formulagcdes quanto ao potencial irritante séo atribuidos a

composicao das mesmas.

Os controles apresentaram resultados esperados, corroborando com a eficiéncia e
reprodutibilidade do método mostrando-se aceitavel na avaliacdo da irritabilidade, onde a
aplicacdo de solucéo salina a 0,9% de NaCl como controle negativo nas membranas saudaveis
ndo produziu resposta visual ao longo dos cinco minutos sendo classificado como néo
irritante. Em contraste, a solucdo de NaOH 1N utilizada como controle positivo produziu
pontos hemorragicos, além da hiperemia dos vasos sanguineos, que aumentou ao longo do
tempo de andlise, sendo classificada como um irritante grave todas as vezes em que foram

testados.

Ambos os testes estdo relacionados a irritagdo ocular, que pode estar associada a
aplicagdo de substancias na face préximo a mucosa ocular. Sabendo-se que se uma
formulacéo ndo apresentar potencial irritante ao nivel ocular muito dificilmente o fara na pele,

sugere-se que as formulagcOes investigadas sejam seguras para aplicacdo dérmica, ja que
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nenhuma apresentou risco ocular grave. Mesmo que haja possibilidade ou risco de exposi¢céo
ocular, as formulagdes contendo MTZ s&o consideradas seguras por ndo apresentarem
potencial irritante significativo. Entretanto, se esse risco existir relacionado as formulacdes
contendo lapachol é necessario se ter cautela visto que as mesmas apresentaram potencial

irritante moderado.

5.3.3 Teste de membrana corioalantdide associado ao azul de trypan (CAM-TBS)

Estudos anteriores mostram grande especificidade dos testes de memebrana
corioalantéide, especialmente o HET-CAM, para substancias ou produtos com baixo ou
nenhum potencial irritante. O HET-CAM apresenta uma predicdo correta de mais de 95%
para substancias nao irritantes ou ligeiramente irritantes, e menor previsibilidade para

irritantes ou irritantes graves in vivo (SCHEEL et al., 2011).

Tabela 21 - Média e DP da pontuacdo obtida através do teste CAM-TBS utilizada na classificacdo das

diferentes formulagdes analisadas contendo MTZ 0,75% ou ndo (placebo) (n = 6).

FORMULACAO MEDIA CLASSIFICACAO

Gel Placebo 3,65+2,79 Na&o Irritante/ Irritante
Leve (NI)

Gel MTZ 0,75% 2.08+1,59 N&o Irritante/ Irritante
Leve (NI)

N&o Irritante/ Irritante
Termogel Placebo 2,99+2,99 Leve (NI)

Termogel MTZ 0,75% 1,53+1.66 Nao Irritante/ Irritante
Leve (NI)

Microemulséo Placebo 1,48+0,31 Néo Irritante/ Irritants
Leve (NI)

Microemulsio MTZ 0,75% | 0,94+0,65 | o lrritante/ Irritante
Leve (NI)

Solucdo NaOH 0,1M 11,76+3,29 Irritante Moderado (IM)

O teste CAM-TBS adiciona valor ao teste HET-CAM classico, incorporando uma
leitura quantitativa, obtida pela medicdo da quantidade de azul de trypan absorvida pelas
células da CAM expostas ao produto teste (LAGARTO et al., 2006). A fim de se avaliar a
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relacdo entre os dois métodos as formulagdes contendo MTZ (Tabela 21) e LAP (Tabela 22)

também foram investigadas através do CAM-TBS.

E possivel avaliar através da tabela acima que as todas as formulagdes, como ja
esperado, foram classificadas como ndo irritantes/irritante leve, ndo sendo observadas
discrepancias entre os valores encontrados. A adicdo do farmaco ndo acrescentou potencial
irritante as formulac@es ja que todas mantiveram a mesma classificacdo sendo a de mais baixa

graduacéo de irritacdo de acordo com Lagarto (2006).

Seguindo o mesmo critério de classificacdo, através da tabela 22 visualiza-se que as
formulacbes contendo lapachol analisadas pelo estudo também foram classificadas como nédo
irritantes/irritante leve assim como as formulagdes de metronidazol. A adi¢do do farmaco
novamente ndo acrescentou potencial irritante as formulacdes e ao contrario do que foi
observado no HET-CAM, essas formulacdes se enquadraram no menor nivel de graduacao de
irritagdo estabelecida pelo autor.

Tabela 22 - Média e DP da pontuacdo obtida através do teste CAM-TBS utilizada na classificacao

das diferentes formulagdes analisadas contendo LAP 0,5% ou nédo (placebo) (n = 6).

FORMULACAO MEDIA CLASSIFICACAO

Gel Placebo 5,040,77 Nao Irritante/ Irritante
Leve (NI)

Gel LAP 0,5% 5,0+1.93 Nao Irritante/ Irritante
Leve (NI)

Microemulsao Placebo 4.21+0,76 Ndo Irritante/ Irritante
Leve (NI)

Microemulsio LAP 0,5% 3,00+1,31 N&o Irritante/ Irritante
Leve (NI)

Solucdo NaOH 0,1M 11,76+3,29 Irritante Moderado (IM)

A coesdo entre os resultados obtidos pelo HET-CAM e pelo CAM-TBS foi de modo
geral observada visto que ambas as metodologias investigam a membrana corioalantdide.
Essa correlacdo reflete que a metodologia quantitativa corrobora, na maioria das vezes, com a
metodologia de avaliacdo qualitativa, comprovando ainda que houve reprodutibilidade da
técnica, acuidade visual na observacdo dos fenémenos na CAM e, consequentemente a
veracidade dos dados encontrados para as formulagdes testadas no que consiste ao Seu

potencial irritante.
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No entanto, pode se dizer que essa técnica apresentou maior capacidade de predicéo e
aparentou ser mais sensivel que o HET-CAM visto que os produtos com LAP foram
graduados com menor grau de irritacdo através da mesma. E por se tratar entdo de uma
metodologia quantitativa, traz maior confianga aos resultados e essa caracteristica se reflete
também nos dados encontrados na literatura (HAGINO et al., 1991; SCHEEL et al., 2011;
YANG et al., 2010).

Do mesmo modo, estudos ainda demonstram boa correlagdo com os dados de irritacéo
ocular in vivo (HAGINO et al., 1991; HAGINO et al., 1993; LAGARTO et al., 2006) o que
reflete a importancia da possibilibilade de utilizacdo dessas técnicas na avaliacdo do potencial
irritante ocular de diferentes produtos dermatoldgicos inserindo-se no atual cenario nacional e
internacional de implementacéo, desenvolvimento e validagdo dos métodos alternativos ao

uso de animais em experimentagéo.
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6 CONCLUSAO

Foi possivel desenvolver uma microemulséo contendo MTZ 0,75% a partir de estudo
de regibes de microemulsdo em diagrama de fases pseudoternario ja desenvolvido e obtido da
literatura, assim como o restante das formulagcGes investigadas pelo estudo que foram

provenientes de trabalhos promissores realizados pelo NUDFAC.

Os estudos envolvidos na caracterizacdo das formulacdes permitiram a obtencdo de
formulacBes com qualidade aceitdvel e dentro dos pardmetros de compatibilidade entre os
componentes atestando sua viabilidade para administracdo por via tépica para os diferentes
tipos de formulacéo e diferentes farmacos.

Com relacdo ao estudo de absorcdo cuténea in vitro, os estudos de liberacdo e
permeacdo in vitro das trés formulagbes contendo MTZ e das duas formulagbes contendo
lapachol foram de grande importancia para um melhor entendimento das caracteristicas de
penetracdo e difuséo cutanea de farmacos com caracteristicas diferentes e pertinentes a cada

tipo das diferentes formas farmacéuticas testadas.

A andlise dos dados de retencao in vitro através da dermatofarmacocinética foi
possibilitada pela técnica tape-stripping para os dois farmacos e para os diferentes tipos de
formulacdos. Se mostrou portanto, de grande valia como ferramenta para melhor avaliacdo da
absorcdo cutanea e melhor entendimento do perfil de permeacdo e biodisponibilidade de
farmacos de uso topico com caracteristicas diferentes e sob pontos de vista diferentes em
termos de formulacdo. Diante disso, essa metodologia se torna grande aliada dos métodos
alternativos visto que boa consisténcia dos dados experimentais foi encontrada através da
pequena variabilidade e reprodutibilidade, utilizando modelos in vitro sem participacdo de
animais para finalidade de pesquisa. Demonstrando assim a capacidade das formulacGes em
liberar o farmaco tornando-o disponivel nas camadas mais superficiais da pele, fato esse de

grande importancia, visto que estes produtos desempenham funcao local.

O estudo in vivo do lapachol foi bem tolerado e segue, de maneira geral, a mesma
tendéncia observada nos estudos in vitro. Informacdes importantes foram extraidas sobre o
comportamento do farmaco sendo possivel sugerir uma boa correlacdo in vitro/in vivo,
favorecendo o processo de consolidagdo da utilizacdo da DPK como técnica para avaliacdo de

produtos tépicos.

A investigacdo da aplicabilidade dos métodos alternativos no que se diz respeito ao

potencial irritante dérmico foi conseguida através da classificacdo das formulagcdes avaliadas
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quanto ao grau de irritabilidade ocular visto que a sensibilidade da conjuntiva ocular é muito
superior que ao nivel dérmico. As formulagdes ndo apresentaram alteracdo do resultado na
presenca do metronidazol e do lapachol e sdo seguras para aplicacdo dérmica devendo-se ter

cautela se houver risco de exposi¢do a nivel ocular.

O método de BCOP se mostra como importante estratégia de triagem para eliminagéo
de substancias ou formulagGes com potencial de causar danos graves a mucosa ocular. Ja as
técnicas de HET-CAM e CAM-TBS se mostram como importantes alternativas na obtencao
de maior riqueza de detalhes principalmente para as formulagfes que ndo apresentam
irritabilidade consideravel. Esse Gltimo também se mostrou de extrema aplicabilidade nesse
na predicdo da irritabiliade, pois além de reprodutibilidade e simplicidade, os resultados
possuem natureza objetiva e quantitativa sendo observado correlacao entre os resultados
obtidos com o HET-CAM e ambos com relacdo aos estudos in vivo de acordo com a
literatura, evitando quaisquer suspeitas relacionada a subjetividade do HET-CAM.

As diferentes técnicas associadas trazem beneficios importantes na avaliacdo da
seguranca das formulagdes tdpicas para aplicacdo dérmica, ja que sdo técnicas simples e de
facil execucdo, reprodutiveis, apresentam resultados rapidos e permitem a diferenciacdo do
grau de irritabilidade de formulagbes ndo convencionais contendo farmacos com
caracteristicas diferentes. Sendo aplicaveis nas discussdes acerca dos constituintes das

formulagcdes como ponto chave na discussao dos resultados obtidos.

Todos os metodos alternativos demonstraram, portanto, reprodutibilidade e eficiéncia
na avaliacdo da seguranca das formulagdes e podem ser de notdria utilidade na avaliacdo das
caracteristicas de absorcdo cutanea e potencial irritante de novos sistemas. Todas os dados
apresentados pelo estudo reforcam ainda o papel do NUDFAC, como um dos laboratdrios
associados a RENAMA, na consolidacdo dos métodos alternativos como técnicas viaveis e
aplicaveis na substituicdo e reducdo do uso de animais de laboratorio em pesquisa. Fatos esses
de grande importancia no atual cenario nacional e internacional de implementacdo e

principalmente de validacdo dos métodos alternativos.

Dado a maior importancia ao cunho ético das metodologias alternativas, essas técnicas
representam uma ferramenta Util para alcancar os objetivos do principio dos 3Rs (Refinar,
Reduzir, substituir) na avaliacdo de produtos topicos. Por fim, foi possivel obter grande
variedade de dados sobre a seguranga de diferentes tipos de formulagdes dermatoldgicas a

base de metronidazol e lapachol sem a utilizagdo de animais de laboratério.
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