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RESUMO

Os glicocorticoides de uso tépico, entre eles, o acetato de hidrocortisona (AHC),
valerato de betametasona (VBM) e propionato de clobetasol (PPC), considerados
segundo o formulario britdnico nacional como corticoides de baixa, média e alta
poténcia, respectivamente, sdo utilizados no tratamento de diversas patologias, entre
elas a psoriase. Além das formulacdes de referéncia, esses farmacos estdo
disponiveis no mercado brasileiro também como produtos genéricos, sendo, portanto,
intercambiaveis. Para registro destes produtos, de acordo com a legislacdo atual, é
necessario apenas a realizacdo de estudos de equivaléncia farmacéutica (EF), que
avalia unicamente parametros fisico-quimicos das formulag@es, ndo havendo garantia
de que estes medicamentos genéricos possuem 0 mesmo grau de seguranca e
eficacia do medicamento de referéncia. Baseado no acima exposto, neste estudo
foram avaliadas seis formulac¢des genéricas cremosas contendo AHC 1%, VBM 0,1%,
ou PPC 0,05%, disponiveis no mercado brasileiro, e comparadas com 0 seu
respectivo medicamento de referéncia, através de ensaios fisico-quimicos e estudos
de liberacdo in vitro. Estudos ex vivo e in vivo (dermatofarmacocinéticos e
dermatofarmacodinamicos) foram também realizados para formulagc6es contendo
PPC a 0,05%. Os ensaios de EF realizados, conforme preconizado pela legislacao
Brasileira vigente, demonstraram que 5 dentre 6 formulacbes genéricas estudadas,
com excecdo do genérico A contendo AHC, foram considerados equivalentes ao
medicamento referéncia. Considerando o guia SUPAC-SS 1724 para avaliacdo do
estudo de liberacdo in vitro como critério de admissédo de equivaléncia, apenas o
genérico D contendo VMB, foi considerado equivalente. As formulacbes de PPC
(genéricos E e F) avaliadas neste trabalho, foram consideradas bioequivalentes com
o medicamento referéncia  através da  dermatofarmacodindmica e
dermatofarmacocinética. Por fim, concluimos que este estudo sera Util para usuarios,
pesquisadores e agéncia regulatoria brasileira, no que trata do registro de produtos

tépicos genéricos contendo glicorticosteroides.

Palavras-chave: Glicocorticoides. Bioequivaléncia. Equivalentes Farmacéuticos.

Administragéo cutdnea. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria.



ABSTRACT

The topical glucocorticoids, including hydrocortisone acetate (AHC),
betamethasone valerate (VBM) and clobetasol propionate (PPC), considered,
according to the British national form as low, medium and high potency corticosteroids,
respectively, are used in the treatment of several pathologies, including psoriasis. In
addition to the brand-name drugs, these products are also available on the Brazilian
market as generic products, and are therefore interchangeable. For the registration of
these products, according to the current legislation, it is only necessary to carry out
pharmaceutical equivalence (PE) studies, which are evaluated only for physical-
chemical use of the formulations, without guarantee that these generic drugs are used
with the same degree of safety and efficacy as the brand-name formulation. Based on
the above, in this study, six generic drug formulations containing 1% AHC, 0.1% VBM
or 0.05% PPC, available on the Brazilian market, were evaluated and compared with
their reference drug, through physical-chemical tests and in vitro release studies. Ex
vivo and in vivo studies (dermatopharmacokinetics and dermatopharmacodynamics)
were also performed for formulations containing PPC. The PE tests carried out, as
recommended by the current Brazilian legislation, demonstrated that 5 of the 6 generic
formulations studied, with the exception of the specified generic A A AHC, were
equivalent to the brand-name drug. Considering the SUPAC-SS 1724 guide for
evaluating the in vitro release study as an equivalence admission criterion, only the
generic D containing VMB was considered equivalent. The PPC formulations (generic
E and F) evaluated in this work, were considered bioequivalent with the reference drug
through the dermatopharmacokinetics and dermatopharmacodynamics evaluation.
Finally, we conclude that this study will be useful for users, researchers and the
Brazilian regulatory agency, regarding the registration of generic topical products
containing glucorticosteroids.

Keywords: Glucocorticoids. Therapeutic Equivalency. Pharmaceutical equivalents.

Administration Cutaneous. Brazilian Health Surveillance Agency.
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1 INTRODUCAO

Os glicocorticoides topicos (GCTSs), disponiveis como medicamentos geneéricos
e/lou referéncia, sdo o0s medicamentos mais frequentemente prescritos pelos
dermatologistas, e sua eficacia clinica no tratamento de doencgas, entre elas a
psoriase e dermatite atOpica, esta relacionada com os seus efeitos vasoconstritores,
anti-inflamatoérios, imunossupressores e anti-proliferativos (WIEDERSBERG et al.,
2008).

Em se tratando de doencas dermatoldgicas, os diferentes tratamentos
existentes variam quanto a via de administracdo, mecanismo de acao, toxicidade e
eficacia. A escolha da terapia mais adequada é influenciada, entre outros, pelo grau
de acometimento e localizacao da doenca, eficacia, tempo de uso e efeitos colaterais
do medicamento, acessibilidade ao tratamento, preferéncia e qualidade de vida do
paciente (MYERS; GOTTLIED; MEASE, 2006). Neste sentido, pacientes que
apresentam quadro leve de psoriase, fazem a utilizacdo de GCTs entre eles o acetato
de hidrocortisona (AHC), o valerato de betametasona (VBM) e o propionato de
clobetasol (PPC), como uma alternativa ao tratamento.

Contudo, a eficacia de um ativo administrado topicamente depende, dentre
outros fatores, de suas propriedades fisico-quimicas, do tipo de formulacdo e do tipo
de associacgao estabelecida com a formulagéo. Assim, é de se esperar que a eficacia
clinica de um medicamento topico, dependa amplamente dos componentes da
formulacéo, sendo de grande importancia a comprovacao da bioequivaléncia (BE)
entre formulacao de referéncia e genérica, que, em principio, devem ter o mesmo grau

de seguranca e eficacia (CHANG et al., 2013).

Formulac6es de uso tépico e acdo local, candidatos a medicamento genérico
nos Estados Unidos da América (EUA), s6 podem ser registrados como tal, se forem
apresentados estudos clinicos que comprovem a bioequivaléncia (BE) entre estes
medicamentos e seus respectivos medicamentos de referéncia. Ja para os GCTs, a
avaliacdo dermatofarmacodinamica utiliza o guia Topical dermatologic
corticoesteroids: in vivo bioequivalence. Este guia € recomendado e aceito para esta
finalidade (FDA, 1995; FDA, 1998; SHAH et al., 1998; BRADDY et al., 2014; LU et al.,
2016).
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O FDA aprovou em 1998, um draft de bioequivaléncia topica, baseado na
dermatofarmacocinética de farmacos (DPK). No entanto, em 2002 removeu esta
diretriz, em virtude de resultados contraditorios obtidos por diferentes laboratérios
(FDA, 1998; FDA, 2002). Vale salientar que a avaliacdo por DPK ¢ aceita na Africa do
Sul e Japao para comprovacéao de bioequivaléncia de produtos topicos. Nesta mesma
direcdo, nos anos de 2012, 2013, 2016 e 2017 o FDA publicou alguns drafts
possibilitando o uso do teste de liberagao in vitro, juntamente com a caracterizagao
fisico - quimica para estabelecer a biodisponibilidade relativa/ bioequivaléncia de
formulacbes topicas como aciclovir pomada, ciclosporina emulsdo oftalmica,
difluprednato emulséo oftalmica, aciclovir creme e docosanol creme, desde que as
formulagdes teste e referéncia se apresentassem semelhantes qualitativamente (Q1)
e quantitativamente (Q2).

No que diz respeito ao Brasil, a RDC n°® 37/2011, que trata da isencdo e
substituicdo de estudos de biodisponibilidade relativa/bioequivaléncia, permite que a
avaliacdo da bioequivaléncia do medicamento de acdo local, seja substituida por
testes de equivaléncia farmacéutica (descritos na RDC n° 31/2010), desde que o
produto teste apresente a mesma concentracdo do farmaco em relacdo ao
medicamento de referéncia e excipientes de mesma funcdo, em concentracdes
compativeis com a funcdo pretendida na forma farmacéutica (BRASIL, 2010b;
BRASIL, 2011). Estes testes de equivaléncia farmacéutica tratam da caracterizagcao
fisico-quimica e microbiologica da formulacao e fornecem informagdes importantes

guanto aos atributos de qualidade dos medicamentos testados (FISHER et al., 2016).

Por outro lado, a RDC n°® 73/2016, que trata das mudancas pds-registro,
cancelamento de registro de medicamentos com principios ativos sintéticos e
semissintéticos, indica a realizacdo de testes de desempenho in vitro comparativo
apenas entre a formulacdo atualmente aprovada e a proposta, seguindo o Capitulo
Geral da Farmacopeia Americana (General Chapters 1724: Semisolid Drug Products
Performance tests) (BRASIL, 2016). Entretanto, em nenhum momento estes
medicamentos registrados como genéricos realizaram o referido teste. Seja por
ocasiao do registro, ou pdés registro.

No tratamento topico, a penetracdo no estrato cornéo (EC) € o passo limitante
para absorcdo cutanea do GC, onde a quantidade de GC que alcanca a célula alvo
sera determinada pela sua particdo e taxa de transporte através do EC, sendo esse
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processo grandemente influenciado pelas propriedades fisico-quimicas do farmaco e
do veiculo (CARON et al., 1990; CROSS et al., 2003). A eficacia clinica in vivo de uma
formulacdo de GC, depende de sua biodisponibilidade no local da agéo
(WIEDERBERG, 2008). Diante disso, a avaliagao da BD/BE entre a formulacéo de

referéncia e genérico, € fundamental para garantia da eficacia clinica.

Diante disto, o objetivo deste estudo foi avaliar o desempenho de métodos in
vitro, ex vivo e in vivo na determinacédo de BD/BE de GCTs genéricos do mercado
brasileiro, em relagdo ao seu medicamento referéncia contendo os farmacos acetato
de hidrocortisona (AHC) creme 1%, valerato de betametasona (VBM) creme 0,1% e

propionato de clobetasol (PPC) creme 0,05%.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste projeto é realizar uma avaliacdo dermatofarmacodinamica em
humanos com o propésito de demonstrar que experimentos relacionados a atuacao
dos glicocorticoides tépicos na forma farmacéutica creme, sédo correlacionaveis com
resultados in vivo através de andlises dermatofarmacocineticas, visando avaliar a
biodisponibilidade relativa/ bioequivaléncia dos medicamentos genéricos frente ao

medicamento de referéncia.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a equivaléncia farmacéutica das formula¢cdes de AHC, VBM e PPC
(caracteristica organolépticas, pH, densidade, viscosidade aparente e teor);

e Comparar o perfil de liberacdo in vitro do AHC, VBM e PPC utilizando
membrana sintética (acetato de celulose);

e Comparar o perfil de permeacao ex vivo, retencéo cutanea e tape-stripping do
PPC em pele animal (suina);

e Realizar estudo piloto para determinacéo in vivo, do tempo de absorcdo e
eliminacdo, e determinacdo dos parametros farmacocinéticos do PPC no
estrato corneo (EC);

e Realizar estudo dermatofarmacocinético (DPK) do PPC in vivo;

e Realizar estudo dermatofarmacodinamico piloto do AHC e VBM, e
piloto/principal do PPC in vivo segundo o guia para Bioequivaléncia de
corticoides (Topical dermatologic corticoesteroids: in vivo bioequivalence,
1995);



25

3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 CORTICOSTEROIDES

A introdugéo dos corticosteroides na medicina se deu em 1950, sendo indicado
inicialmente para o tratamento da artrite reumatoide, e a partir disso passou a ser
utilizado em diversas especialidades médicas, como a dermatologia, a endocrinologia,

a oncologia e a oftalmologia (FINAMOR et al., 2002).

Os corticosteroides sdo hormonios de natureza esteroidal produzidos nas
glandulas suprarrenais e constituem duas familias: os mineralocorticoides e o0s
glicocorticoides (FUCHS; WANNMACHER, 1998).

Os mineralocorticoides s@o responsaveis pela retencéo de sodio e agua pelos
rins e regulacdo do equilibrio eletrolitico. Em seres humanos a aldosterona é o
principal representante. Os glicocorticoides (GCs) influenciam em diversos processos
metabdlicos do organismo, entre eles, o metabolismo dos carboidratos, e o cortisol
(hidrocortisona) € o principal representante dessa classe (GOODMAN; GILMAN,
2005). A regulacdo desses hormonios acontece pela agdo do sistema renina-
angiotensina, para os mineralocorticoides, tendo o horménio adrenocorticotropico
(ACTH), como responsavel pela regulacdo dos glicocorticoides (KOUNTZ; CLARK,
1997; FINAMOR et al., 2002).

A forma biologicamente ativa do cortisol, pode ser convertido em sua forma
inativa de cortisona pela 11 3 - hidroxiesteroide desidrogenase tipo 2 (11 3 - HSD2),
presente em tecidos alvo mineralocorticoides, por exemplo o rim. Ja a reac¢ao inversa
€ catalisada pela enzima 11 R - hidroxiesterdide desidrogenase tipo 1 (11 3 - HSD1),
que converte a cortisona em cortisol e é encontrada sobretudo no figado (KADMIEL;
CIDLOWSKI, 2013).

Os GCs enddgenos sdo hormbnios essenciais a vida e regulam uma variedade
de processos fisiolégicos envolvidos no desenvolvimento, metabolismo intermediario,
homeostase, funcéo imune, cardiovascular, reproducao e cognicdo (BOARDMAN et
al., 2014). Os GCs sédo os medicamentos anti-inflamatorios mais amplamente
prescritos para tratar inimeras condi¢des inflamatérias, sendo utilizados de asma a
psoriase (GERSTEIN et al., 2012; OH et al., 2017).
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3.1.1 Glicocorticoides topicos

Os GCTs ainda sdo um dos tratamentos mais populares para uma ampla
variedade de disturbios da pele, como de reacdes alérgicas, dermatite de contato,
psoriase, vitiligo e outras doencas auto-imunes com sintomas de pele (FERNANDEZ-
CAMPOS et al., 2017).

Os efeitos dos GCTs estdo relacionados a quatro mecanismos de acao
principais: efeito anti-inflamatorio, imunossupressor, antiproliferativo e vasoconstritor
(GOODMAN; GILMAN, 2005; WILLIAMS, 2005). Onde:

1. O efeito anti-inflamatério dos corticosteroides topicos € mediado pela inibicao
da liberacdo da fosfolipase A2, enzima necessaria para a producdo de

prostaglandinas, leucotrienos e outros derivados do acido araquidénico.

2. O efeito imunossupressor € mediado pela sua capacidade de suprimir

significativamente a producao e a acao de fatores envolvidos no processo inflamatorio.

3. O efeito antiproliferativo é mediado pela sua capacidade de interferir na
sintese e mitose do DNA.

4. O efeito vasoconstritor dos corticoides tépicos é a partir da acdo sobre os
vasos dérmicos superficiais, por inibicdo de vasodilatadores naturais, incluindo anti-

histaminicos, bradicininas e prostaglandinas.

3.1.2 Classificagao dos glicocorticoides

A eficacia de um GCT esta relacionada a sua poténcia farmacoldgica, e a sua
capacidade de absorcdo nas células alvo dentro da epiderme viavel e derme. A
poténcia é uma funcdo complexa das propriedades fisicas e quimicas do farmaco e
do seu veiculo (WIEDERSBERG et al., 2008).

O padrao-ouro para medir a poténcia € o ensaio vasoconstritor (CHABASSOL,;
GREEN, 2012). A classificacdo americana inclui sete grupos de poténcia (Tabela 1).
O formulario Britanico Nacional e o consenso Brasileiro apresentam apenas quatro

grupos (Tabela 2 e 3), para o tratamento da psoriase.

As formulagdes de glicocorticoides no mesmo grupo de poténcia tém eficacia

semelhante e um potencial semelhante para provocar efeitos secundarios. Ou seja,
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guanto maior a poténcia, maior a eficacia terapéutica, mas também maiores os efeitos
adversos (WIEDERSBERG et al., 2008).

Tabela 1 - Classificagdo dos glicocorticoides tépicos de acordo com sua poténcia pela
Fundacao Nacional de Psoriase dos EUA.

Classe Farmaco Concentragao (%) Forma farmacéutica
. Locéo, spray, shampoo, creme,
Propionato de clobetasol 0,05 ~
solucéo
Diacetato de diflorasine 0,05 Pomada
Desoximetasona 0,25 Spray
Superpotente )
Propionato de halobetasol 0,05 Creme, pomada
Fluocinonide 0,1 Creme
Flurandrenolide 0,05 Adesivo
Betametasona aumentada 0,05 Pomada
Betametasona aumentada 0,05 Creme
Furoato de mometasona 0,1 Pomada
Diacetato de diflorasine 0,05 Creme, pomada
Potente o
Halcinonide 0,1 Creme, pomada
Fluocinonide 0,05 Creme, pomada, gel
Desoximetasona 0,05/0,25 Creme, pomada, gel
Propionato de fluticasona 0,005 Pomada
Forga média superior Fluocinonide 0,05 Creme
Valerato de betametasona 0,12 Espuma
Flurandrenolide 0,05 Pomada
Furoato de mometasona 0,1 Creme, logéo
] Triancinolona acetonida 0,1 Creme, spray
Forca média ] ]
Acetonida flocinolone 0,025 Pomada
Desoximetasona 0,05 Creme, pomada
Valerato de hidrocortisona 0,2 Pomada
Acetonida fluocinolone 0,01/0,025 Creme, shampoo
Flurandrenolide 0,05 Creme, locédo
Propionato de fluticasona 0,05 Creme, locéao
Prednicarbate 0,1 Creme
Forca média inferior Desonida 0,05 Logéo
Butirato de hidrocrotisona 0,1 Creme, logdo, pomada, solucéo
Valerato de hidrocortisona 0,2 Creme
Probutato de
) ) 0,1 Creme
hidrocortisona
Dipropionato de
0,05 Creme, pomada
alclometasone
Suave . . 3 B
Acetonida fluocinolone 0,01 Oleo, solucéo
Desonide 0,05 Gel, espuma
Menos potente Hidrocortisona 0,5/1,0/2,0/25 Creme, pomada, lo¢&o, spray

Fonte: Disponivel em: www.psoriasis.org


http://www.psoriasis.org/
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Tabela 2 - Classificacdo dos glicocorticoides topicos de acordo com sua poténcia pelo

Formulario Britanico Nacional

Classe Farmaco Concentragéo (%)
Halcinonide 0,1
Superpotente
Propionato de clobetasol 0,05
Dipropionato de betametasona 0,05
Valerato de betametasona 0,1
Acetonida flocinolone 0,025
Potente
17-butirato de hidrocortisona 01
Monohidrato de halometasone 0,05
Valerato de diflucortolone 0,1
Butirato de clobetasona 0,05
Média Triancinolona acetonida 0,02
Acetonida fluocinolone 0,005
Hidrocortisona
Acetato de hidrocortisona 1
Metilpredinisolona 0,25
Dipropionato de alclometasona 0,05
Baixa
Butil ester Fluocortyn 0,75
Acetonida fluocinolone 0,0025
Prednisolona 0,5
Dexametasona 0,01-0,1

Fonte: Formulério Britanico Nacional, 2017.

Tabela 3 - Classificagdo dos glicocorticoides tépicos de acordo

Consenso Brasileiro de Psoriase (2012)

com sua poténcia pelo

Classe Farmaco Concentracéo (%)
Propionato de clobetasol 0,05
Halcinonida 0,1
Superpotente

Desoximetasona

Valerato de diflucortolona 0,03

Dipropionato de betametasona 0,05

Valerato de betametasona 0,1

Potente Triancinolona acetonida
Butirata de hidrocortisona -

Desonida 0,1
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Classe Farmaco Concentragao (%)
Propionato de fluticasona 0,05
Aceponato de metilprednisolona 0,1
Média Butirato de clobetasona
Desonida 0,05
Triancinolona acetonida 0,1
Acetato de hidrocortisona 1
Baixa
Dexametasona 0,1-0,2

Fonte: Consenso Brasileiro de Psoriase (2012)

Os glicocorticoides de baixa poténcia sdo preferidos para areas com alta
penetracdo, incluindo axilas, virilhas, 6rgdos genitais e face. Eles séo preferidos para
lactentes, criancas e idosos devido ao aumento da susceptibilidade dessas
populacdes aos efeitos colaterais. Em pacientes que necessitam de terapia a longo
prazo e / ou aplicacdo em uma area grande, também sdo recomendados esteroides
de baixa poténcia (CHABASSOL; GREEN, 2012).

Enquanto que os glicocorticoides topicos de alta poténcia devem ser
reservados para areas com baixa penetracao, incluindo palma das maos, solas dos
pés, cotovelos, joelhos. Além disso, ao usar esses agentes, recomenda-se que uma
vez que o controle € obtido, o paciente deve passar a utilizar um agente de poténcia
inferior para controle da patologia. As terapias de alta poténcia s6é devem ser usadas
por curtos periodos de tempo para evitar efeitos adversos (CHABASSOL; GREEN,
2012).

3.2 PROPIONATO DE CLOBETASOL

O 17 - propionato de clobetasol (PPC) (Figura 1), de férmula molecular
C25H32CIFOs, e peso molecular 467 g/mol, é conhecido quimicamente como [17-(2'-
cloroacetil) - 9-fluoro-11-hidroxi -10,13,16-trimetil - 3-oxo - 6,7,8,11,12,14,15, 16-
octahidrociclopentala]fenantreno-17-il] propanoato.


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C25H32ClFO5
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Figura 1 - Estrutura quimica do propionato de clobetasol

Fonte: PUBCHEM, 2020.

Sua estrutura apresenta ésteres e alquil-vinil cetonas como grupos funcionais.
E devido a menor quantidade de grupos polares presentes na molécula, o composto
€ praticamente insoluvel em 4gua, moderadamente solavel em &lcool, solivel em
acetona, cloroformio, dimetilsulfoxido, dioxana e metanol, e levemente soluvel em
benzeno e éter (ANVISA, 2012).

E uma molécula lipofilica, apresentando Log P 4,18 (PUBCHEM, 2020). O Log
P é determinado pela medida da distribuicdo do farmaco entre a 4gua e um solvente
organico adequado, sendo definido como o grau de lipofilicidade de uma substancia.
Farmacos com caracteristicas lipofilicas apresentam valores de Log P > 0, enquanto

que Log P > 3 indicam farmacos muito lipofilicos (AULTON, 2005).

E um glicocorticoide sintético, classificado como de super poténcia
antiinflamatdria e imunosupressora, que € administrado topicamente para tratamento
de processos inflamatoérios como psoriase, dermatite atopica grave, lUpus eritematoso
discéide (GOODMAN; GILMAN, 2005). Porém, quando utilizado por um periodo
prolongado, pode ser absorvido através da pele para o sistema circulatério, causando
afinamento da pele, atrofia celular, mudancas na cor e quantidade de cabelo, podendo
levar a supressdo renal, ganho de peso inexplicado, retardo no crescimento em
criancas (FANG et al., 1999; ANVISA, 2012).

O PPC é comercializado apenas em formulagcfes de uso topico, ja que possui
super poténcia, e sua absorcao sistémica esta relacionada a ocorréncia de efeitos
adversos acentuados, como supressao adrenal e a sindrome de Cushing
(SPARIDANS et al., 2010; TEMPARK et al., 2010).
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3.3 VALERATO DE BETAMETASONA

O 17- valerato de betametasona (VBM) (Figura 2), de férmula molecular
C27H37FOs e peso molecular de 476,58 g/mol, é conhecido quimicamente como
(8S,9R,10S,11S,13S,14S,16S,17R) - 9-fluoro - 11 - hydroxy - 17 - (2 hydroxyacetyl)
10,13,16 - trimethyl - 3 - oxo - 6, 7, 8, 11, 12, 14, 15, 16, 17- dodecahydro - 3H
cyclopenta [a] phenanthren - 17 - yl pentanoate (PUBCHEM, 2020).

Figura 2 - Estrutura quimica do valerato de betametasona

W —
Fonte: PUBCHEM, 2020.

E um p6 branco, inodoro, com ponto de fusdo de 183 - 184 °C, praticamente
insolivel em agua (20°C), soluvel em etanol (1:14), cloroférmio (1:2) e acetona
(ACOFARMA, 2000).

Possui log P de 3,6 (PUBCHEM, 2020), caracteristica de um farmaco muito

lipofilico.

O 17 - valerato de betametasona € instavel e na presenca de acido ou base
pode sofrer um rearranjo para o seu isbmero 21 - valerato de betametasona, que por
sua vez € menos ativo (GARDI et al., 1963; VITALI; GARDI, 1972; YIP; LI, 1979;
ANDERSON; TAPHOUSE, 1981; BUNDGAARD; HANSEN, 1981; YIP; LI, 1983;
ANDERSEN; BUDGAARD, 1984).

E um potente corticoide disponivel para administracdo oral, parenteral, injecéo
local, por inalacdo ou aplicado topicamente na forma de creme, unguento, locdo ou
gel 0,1% (p / p) (PARKER; PARKER, 2004; SOLON et al., 2016). As formulagtes
dermatolégicas contendo VBM sdo amplamente utilizadas para o tratamento de uma

variedade de condi¢gbes da pele, como a inflamacéo (SMITH et al., 1985; PARKER;
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PARKER, 2004; SOLON et al., 2016). Sendo conhecido por sua eficacia, bem como
seguranca no tratamento de pacientes com psoriase vulgar (CHRISTIANSEN et al.,
1985; SVENSSON et al., 1992).

Sua alta atividade terapéutica estd estritamente correlacionada com a
introducdo de uma ligacéo dupla adicional nas posicdes 1 - 2 (corticosteroides Al) no
anel A em relacdo aos compostos parentais (cortisona e hidrocortisona). Além disso,
a presencga de 9 a - flior aumenta a poténcia anti-inflamatéria, mas também aumenta
acentuadamente a atividade mineralocorticoide, que é um efeito indesejavel durante
a administracdo sistémica. No entanto, a introducdo do grupo 17 a - hidroxi pode
atenuar a atividade mineralocorticoide (MIOLO et al., 2009).

Para melhorar as propriedades farmacocinéticas para uso topico sao utilizados
ésteres de betametasona, como o 17 - valerato de betametasona, que melhora o
transporte da betametasona através da pele. Para formulacdes sistémicas, séo
utilizados outros ésteres e sais, como o 21 - fosfato dissédico, que permite preparar

solugdes aquosas para injecao (MIOLO et al., 2009).

3.4 ACETATO DE HIDROCORTISONA

O acetato de hidrocortisona (AHC) (Figura 3) € um corticoide designado
guimicamente como [2 - [(8S, 9S, 10R, 11S, 13S, 14S, 17R) -11,17-di-hidroxi-10,13-
dimetil-3-oxo-2,6,7,8,9,11,12,14,15,16-deca-hidro-1H-ciclopenta [a] fenantren-17-il] -
2-oxoetil] acetato, sua formula molecular é C23H320s6, € peso molecular de 404,50
g/mol (PUBCHEM, 2020).

Figura 3 - Estrutura quimica do acetato de hidrocortisona

.I' 12
1 gul
r
r

Fonte: PUBCHEM, 2020.
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E um po cristalino branco a quase branco, inodoro, com ponto de fusdo de
220°C, praticamente insoltvel em agua (20°C), pouco soluvel em etanol e cloroférmio,
solavel em dimetilformamida (ACOFARMA, 2000).

Possui um coeficiente de particdo (Log P) de 2,2 (PUBCHEM, 2020).
Compostos com Log P na faixa de 1 - 2,5 possuem caracteristicas favoraveis a
permeacédo na pele (YANO; NODA, 1986) e apesar do AHC ter log P dentro da faixa
citada anteriormente, ele possui um fluxo muito baixo, o que pode ser atribuido a sua
baixa solubilidade (RAGHAVAN et al., 2000; RAGHAVAN et al., 2001).

O AHC é um corticoide néo fluorado de poténcia baixa, que possui propriedade
anti-inflamatéria, antipruritica e vasoconstritora. Cogita-se que a absor¢cdo do AHC
quando administrado topicamente, é de 1-5% da dose administrada, podendo sua
absorcdo ser maior em areas como rosto, virilha, axila ou pele ferida ou inflamada,
como lesBes de dermatite atopica (HAJKOVA et al., 2003).

O AHC, assim como todo corticoide, difunde-se através das membranas
celulares e forma complexos com receptores citoplasmaticos especificos. Estes
complexos entram no nucleo celular, ligam-se em regifes especificas do DNA
conhecidas como promotores de genes responsivos a corticoides e estimulam a
transcricdo do RNA-mensageiro, e subsequente sintese proteica de varias enzimas
inibitérias responsaveis pelos efeitos anti-inflamatérios dessa classe terapéutica
(ADCOCK et al., 2006; RANG et al., 2007).

3.5 PELE

3.5.1 Pele humana

A pele é o maior 6rgdo do corpo, com uma area de aproximadamente 2 m?, e
espessura variando de 0,5 a 4 mm. E uma barreira protetora, assegurando as relagdes
entre 0 meio interior e exterior, imprescindivel a existéncia de vida, sendo composta
por trés camadas: a epiderme, a derme e a hipoderme (Figura 4) (CHIEN, 1992;
CHANG et al., 2012).
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Figura 4 - Representacdo da estrutura da pele
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Fonte: Disponivel em: https://afh.bio.br/sistemas/tegumentar/1.php - acessado em
29/01/2020.

A hipoderme € um tecido subcutaneo formado por gordura e musculo, e atua
como um isolador de calor, na protecdo mecanica do organismo as pressdes e
traumatismos externos, e armazenamento de energia (BECHELLI; CURBAN, 1988).
E a camada responséavel pelo deslizamento da pele sobre as estruturas na qual se
apoia (JUNQUEIRA, CARNEIRO, 1999; SHERIDAN, TOMPKINS, 1999).

A derme é a camada abaixo da epiderme, tem em média 2 mm de espessura,
contém colageno, fibras elasticas, vasos sanguineos, nervos, além de foliculos
capilares e glandulas sebaceas e sudoriparas. As principais células da derme séo
fibroblastos, envolvidos na resposta imune e inflamatéria e sobre 0s quais séo
encontrados receptores de GC (ANDERSON; CASSIDY, 1973).

Ja a epiderme é avascular (a derme é a fonte de nutrientes para a epiderme), e
as substancias essenciais sao transportadas apenas por difusdo passiva.
(ANDERSON; CASSIDY, 1973). E constituida em sua maioria por queratindcitos, mas
também possui melandcitos, células de Langerhans, células de Merkel, e linfocitos,
sendo os Ultimos encontrados apenas em casos de inflamacdo (WICKETT;
VISSCHER, 2015). Sua principal caracteristica é a estratificacdo, constituida por
quatro camadas distintas: coOrnea, granulosa, espinhosa e basal. As diferentes

camadas mostram as fases pelas quais passam as células, que, produzidas nos
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estratos mais profundos, sofrem o processo de cornificacdo a medida que atingem os
estratos mais superficiais (DANGELO & FATTINI, 2005; TOSATO, 2010).

O EC ¢é a camada mais externa da pele, sendo constituido por células achatadas,
mortas, sem ndcleos, e citoplasma abundante em queratina (cornedcitos), que
apresentam resisténcia ao impacto, além de impedir a perda de agua transepidermal
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004). A medida da perda de agua transepidermal, é util
para identificar danos causados por certas substancias quimicas, injurias fisicas
(como tape stripping), ou condi¢cBes patolégicas, visto que a perda de agua
transepidermal aumenta proporcionalmente ao nivel do dano (BARONI et al., 2012).

De maneira geral, o EC atua como o passo limitante da penetracédo do farmaco
as camadas mais internas da pele, diferente da derme, que ndo apresenta funcao
significante de barreira (AULTON, 2005; MATHUR, SATRAWALA, RAIPUT, 2010).

Para o GC, as células alvo sdo os queratindcitos e fibroblastos presentes na
epiderme e derme viavel, respectivamente, onde estdo localizados os receptores de
GC (PONEC; KEMPENAAR; DE KLOET, 1981; MARKS; BARLOW,; FUNDER, 1982).
Tendo atingido os tecidos alvo, a captacéo celular e o tempo de permanéncia do
esterdide, bem como sua afinidade pelo receptor de GC, determinarao o efeito clinico
(PONEC; POLANO, 1979; BAXTER, 1990; PONEC et al., 1993).

3.5.2 Pele animal

Para avaliacdo da quantidade de farmaco capaz de alcancar as camadas
viaveis da pele, estudos de permacao e retencdo cutdnea sdo empregados. Muitas
vezes modelos de pele animal de varios mamiferos, roedores e répteis séo utilizados
como substitutos a pele humana (WALKER et al., 1983; VECCHIA; BUNGE, 2006).
Em geral, a pele de primatas e de porco sdo modelos mais bem aceitos do que a pele
de roedores, uma vez que a pele de roedores tende a sobrestimar a permeacao
(WESTER; MAIBACH, 1977; MEYER et al., 1978; REIFENRATH; SPENCER, 1985;
MONTEIRO-RIVIERE; RIVIERE, 1996).

Por razbes éticas, a realizacdo de pesquisa utilizando pele de primatas é
restrita. Diante disso, alguns estudos tem relatado que a espessura do estrato corneo
(EC), e parametros como a difusividade e o coeficiente de permeabilidade da agua
através da pele do porco in vitro e da pele humana in vivo sdo correlacionaveis
(MEYER et al.,, 1978; CALABRESE, 1984; MONTEIRO-RIVIERE; RIVIERE, 1996;
SEKKAT et al. 2002).
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A avaliacdo da espessura das camadas da pele suina, demonstrou que a
espessura do EC esta entre 21-26 ym e a epiderme viavel apresenta espessura na
faixa de 66-72 ym. O que € 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. As
alteracdes anatdbmicas vasculares e os arranjos das fibras de colageno na derme, bem
como o EC em termos de composicao lipidica, sdo semelhantes entre 0 homem e o
porco (CILURZO, MINGHETTI, SINICO, 2007; GODIN & TOUITOU, 2007).

3.6 BIODISPONIBILIDADE RELATIVA/BIOEQUIVALENCIA: TOPICA

Biodisponibilidade (BD) é definida como a velocidade e a extenséo de absor¢éo
de um principio ativo em uma forma de dosagem, obtida a partir de sua curva
concentracdo/tempo na circulacdo sistémica ou sua excrecdo na urina (BRASIL,
1999Db).

A Bioequivaléncia (BE) baseia-se na demonstragdo de equivaléncia
farmacéutica entre produtos apresentados sob a mesma forma farmacéutica,
contendo idéntica composicao qualitativa e quantitativa de principio (s) ativo (s), e que
tenham comparavel biodisponibilidade, quando estudados sob um mesmo desenho
experimental (BRASIL, 1999b).

A dificuldade de encontrar novos farmacos para o tratamento das mais diversas
doencas, além do alto valor destes medicamentos, gerou a necessidade de as
empresas desenvolverem medicamentos genéricos. Hoje ja existe um conhecimento
aprofundado e regulamentado sobre o desenvolvimento de produtos genéricos orais.
No entanto, a assertiva ndo € verdadeira quando se trata de medicamentos tépicos
(FERNANDEZ-CAMPOS et al., 2017; LU et al., 2016).

Os principais métodos para avaliacdo da BD/BE topica podem ser divididos em
2 abordagens: (a) in vitro, incluindo os ensaios de liberacdo e permeacédo cutanea; e
(b) in vivo, que envolve os ensaios clinicos, a dermatofarmacodinamica (ex:
vasoconstriccdo), a dermatofarmacocinética (DPK) (ex: tape-stripping) e a

microdialise dérmica.

Internacionalmente, os métodos in vitro ndo podem ser utilizados em

substituicdo a avaliacéo in vivo para avaliar a bioequivaléncia topica, devido a falta de
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fortes correlacdes entre esses dois modelos. Dessa maneira, 0s estudos clinicos e os
estudos de resposta dermatofarmacodinamica, este ultimo utilizado apenas para
corticoides, sdo o0s Unicos métodos aceitos pelo FDA para avaliar BD/BE de
formulagdes topicas.

Embora os estudos clinicos sejam considerados como "padrao-ouro”, esses
estudos sédo relativamente insensiveis, dispendiosos, demorados e requerem um
grande numero de sujeitos (SHAH et al., 1998; WIEDERSBERG et al., 2008).

Em contrapartida, os estudos de resposta farmacodinamica s&o relativamente
faceis de realizar, utilizam um nimero menor de participantes, os expéem a uma
pequena quantidade de formulacdo por um curto periodo de tempo e séo bastante
reprodutiveis e amplamente aceito no contexto internacional (FDA, 1995;
WIEDERSBERG et al, 2008).

A avaliacdo por DPK pode ser utilizada na obtencao de informacdes sobre a
absorcdo e eliminacdo do farmaco fazendo uma abordagem comparavel a
farmacocinética no sangue, plasma e urina, porém aplicada a pele (FDA, 1998). De
acordo com Duarte, 2017, esta abordagem pode também ser utilizada para avaliagcao
do medicamento topico, apds multiplas aplicagcdes (DUARTE, 2017). Até o momento,
é aceita para fins de BE de medicamentos topicos apenas no Jap&o e Africa do Sul
(BRADDY et al., 2014)

Outros métodos de avaliagdo de BD/BE promissores entre eles a microdialise
(SCHNETZ; FARTASH, 2001), a microperfusao de fluxo aberto (HOLMGAARD et al.,
2012), a espectroscopia de raman confocal (CASPERS et al., 2001), foram propostos
para uso quando a acdo do medicamento ocorre em camadas da pele mais profundas.

No entanto, ainda ndo foram aprovados para esta finalidade.

3.7 ESTUDO DERMATOFARMACOCINETICO (DPK)

A abordagem dermatofarmacocinética (DPK) baseia-se na medida da
quantidade de farmaco presente no EC em funcdo do tempo apds aplicacdo e
remocdo do medicamento, com o auxilio de fitas adesivas (Figura 5) (N'DRI-
STEMPFER et al., 2008; PERSHING et al., 2003).
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Figura 5 - Representacdo da técnica de tape-stripping
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Fonte: Adaptado de WIEDERSBERG et al., 2009.

Em 1998, o FDA lancou um draft para realizacdo de bioequivaléncia tdpica,
baseada na DPK (FDA, 1998), onde os produtos teste e referéncia eram aplicados na
pele e as camadas de EC coletadas por tape stripping e analisadas, visando
guantificar o farmaco em funcéo do tempo. A avaliacdo estatistica demonstrou que a
hipotese de usar o perfil cinético para testar a bioequivaléncia falhou, visto que foram
encontrados resultados contraditorios por diferentes laboratorios, quando uma

validacéo cruzada foi realizada usando este modelo (PERSHING et al., 2003).

ApoOs esse episodio, em 2002, o FDA removeu esta diretriz (FDA, 2002), ao
mesmo tempo em que incentivou os pesquisadores a avaliarem o motivo dessa falha
visando reduzir a variabilidade do referido procedimento. Neste sentido, N'Dri-
Stempfer et al., 2008, propuseram varias melhorias para atingir esse objetivo, entre
elas, incluir as duas primeiras fitas na analise de DPK; melhorar a quantificacdo do
farmaco; melhor remocao do excesso de formulacdo aplicada na pele ao final do
experimento através da modificacdo no procedimento de limpeza; controlar o efeito
de borda, visando padronizar a metodologia de amostragem; garantir que “todo” o EC
foi removido ao final do procedimento de tape stripping. Estas mudancas no
procedimento tém sido corroboradas por diversos pesquisadores no mundo, incluindo
o Brasil, gerando propostas entre elas, o controle das condi¢cdes ambientais durante
0 estudo e a remocado dos tapes mudando as dire¢cdes no sentido horario (AU;
SKINNER; KANFER, 2008; N'DRI-STEMPFER et al., 2009; KANFER, 2010;
PARFITT; SKINNER; KANFER, 2011; CORDERY et al., 2017; ARAUJO et al., 2018;
NALLAGUNDLA; PATNALA; KANFER, 2018; CHAGAS et al., 2020, no prelo).
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O descarte ou nao das duas primeiras fitas adesivas € controverso. Alguns autores
defendem o descarte das duas primeiras fitas considerando que o farmaco presente,
mesmo apos o procedimento de limpeza da pele, ndo seré absorvido. Outros autores
afirmam que, com um procedimento de limpeza bem definido, a fragdo do farmaco
restante pode fornecer informacédo valiosa ndo devendo ser descartada, sendo
particularmente importante para farmacos de baixa penetracdo ou lenta liberacdo da
formulacdo (WIEDERSBERG; LEOPOLD; GUY, 2009; ARAUJO et al., 2018;
CHAGAS et al., 2020, no prelo).

Mesmo apos as diversas sugestbes de modificacdo no procedimento de DPK,
sua aceitabilidade como uma alternativa aos estudos clinicos de BD/BE ainda é
prejudicado devido a problemas de padronizacdo do estudo (BOIX-MONTANES,
2011).

Na linha do tempo um outro draft, que foi publicado em 2018 pela agéncia
europeia de medicamentos (EMA), com consulta publica finalizada em 30/06/2019, ja
traz o estudo de amostragem de EC in vivo (tape stripping) para formulagcdes semi-
sélidas, como um método cinético de permeacéo, visando demonstrar equivaléncia,
em substituicdo aos estudos clinicos de equivaléncia terapéutica. Neste guia, diversas
propostas de melhorias descritas anteriormente foram aplicadas, sendo recomendado
também um estudo piloto para determinacdo dos tempos de absorcao e eliminacéo,
além da avaliacdo da perda de agua transepidermal como método para padronizar a
qguantidade de fitas a serem utilizadas/ quantidade de EC coletado. Neste guia, as

duas primeiras fitas devem ser avaliadas separadamente (EMA, 2018).

3.8 ESTUDO DERMATOFARMACODINAMICO

Como dito anteriormente, o Unico método de substituicdo aos ensaios clinicos,
para os corticoides topicos, aceito pelas agéncias reguladoras, entre elas o FDA, é o
estudo farmacodinamico (FDA, 1995). Sua abordagem baseia-se no efeito de
vasoconstricao de corticoides topicos, capaz de produzir branqueamento da pele, no
local de aplicacdo (Figura 6) (SINGH et al., 1999). A intensidade do branqueamento
da pele correlaciona-se com a poténcia do farmaco e pode ser mensurada
visualmente ou através de um cromdmetro, em diferentes tempos (HAIGH; KANFER,
1984; AU, 2008).
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Figura 6 - Branqueamento cutdneo momentaneo causado por glicocorticoide.

‘

Fonte: A autora, 2019.

O estudo dermatofarmacodindmico € muito mais simples e envolve um menor
namero de participantes que o numero de pacientes utilizados nos ensaios clinicos
para avaliacdo de BD/BE. No entanto, varios aspectos negativos relacionados a esta
técnica podem ser ressaltados, entre eles a alta variabilidade entre os sujeitos, o que
requer um namero relativamente maior de participantes, quando comparado o DPK,
por exemplo. Neste ensaio, 0s participantes do estudo s&o classificados em
detectores e ndo detectores, diminuindo assim, o numero de dados para avaliacao da
bioequivaléncia. Além disso, deve ser realizado um estudo piloto, com o intuito de
determinar a duracdo de dose que sera utilizada no estudo principal (FDA, 1995;
YACOBI et al., 2014).

Além do branqueamento, outras respostas farmacodindmicas, como por
exemplo, o efeito de vasodilatacdo de AINESs tépicos causados pelo acido nicotinico
pode ser usado para avaliar a absorcdo de AINEs tépicos por um velocimetro de
Doppler a laser (POELMAN et al.,1989; CHAN; PO, 1992; LU et al., 2016).

A metodologia original de branqueamento da pele, comumente referida como o
teste de vasoconstricdo de McKenzie - Stoughton, empregava a avaliacao visual do
grau de branqueamento por observadores treinados (MCKENZIE; STOUGHTON,
1962). Varios estudos realizados destacaram questdes relacionadas a
bioequivaléncia entre o medicamento (corticoide) referéncia e 0 seu genérico. As
formulagBes genéricas de corticoides topicos aprovadas antes de 1962, ndo eram
obrigadas a realizar testes de bioequivaléncia in vivo para serem comercializadas,

logo, quando muitas dessas formulagbes genéricas foram submetidas a ensaios de
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vasoconstricdo, demonstraram ser diferentes da sua formulacdo de referéncia
(STOUGHTON, 1987; JACKSON et al.,, 1989; OLSEN, 1991). No entanto, as

desigualdades ndo eram todas unilaterais a favor dos medicamentos de referéncia.

Para eliminar a natureza altamente subjetiva desta avaliacdo, o guia do FDA
1995, faz a exigéncia que a estimativa do branqueamento relacionado a
vasoconstricdo causada pelo uso do corticoide topico, seja feita utilizando o
cromOmetro Minolta (FDA, 1995).

Este instrumento analisa a luz de uma fonte de xenénio, incidente na superficie
a ser medida, quantificando a luz refletida em trés indices de cores: escala A (verde -
avermelhada), escala B (amarelo - azul) e escala L (claro - escuro). Esses trés valores
definem um ponto Unico em um mapa de cores tridimensional, definindo a cor absoluta
da superficie medida. O referido instrumento executa de forma precisa e reprodutivel
para superficies solidas e planares que sdo completamente uniformes em cores e
topografia (SMITH et al., 2002).

A analise dos dados utilizando a escala A, deve ser realizada em um protocolo
de ensaios piloto e principal, com correcdes das leituras pela linha de base. Os valores
da escala A mostram maior sensibilidade ao longo da progressédo da resposta de
branqueamento, seguidos pelos dados da escala L e da escala b, respectivamente
(FDA, 1995).

Na metodologia proposta pelo guia, o estudo piloto € utilizado para determinar
a duracdo da dose apropriada que sera utilizada no estudo principal de
bioequivaléncia in vivo. Os métodos de aplicacdo e remocéao das formulacdes nesses
estudos podem ser de aplicacdo escalonada com remocdo sincronizada, onde o
medicamento € aplicado nos sitios da pele em tempos diferentes e removido ao
mesmo tempo, ou de aplicagdo sincronizada com remocao escalonada, onde o

medicamento é aplicado sitios da pele ao mesmo tempo e removida em tempos
diferentes (FDA,1995).

A partir dos perfis de resposta versus tempo resultantes do estudo piloto, as
areas sob a curva (ASC) sao calculadas e plotadas como uma funcéo da duracéo da
dose para obter as relacdes dose / resposta. A partir destes perfis, determina-se o
ASCo-24, Emax (valor maximo ajustado da ASC), e as duragdes de dose apropriadas
EDso, D1 e D2 para uso no estudo principal de bioequivaléncia.
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EDso € a duracdo da dose necessaria para atingir 50% de Emax. D1 e D2
correspondem a metade do EDso e duas vezes o EDso, respectivamente. O estudo de
bioequivaléncia principal, em seguida, compara a resposta in vivo do produto teste
com o referéncia, usando ferramentas estatisticas apropriadas para documentar se a
bioequivaléncia foi ou ndo alcancada.

O objetivo do estudo principal é investigar a bioequivaléncia in vivo da
formulacéo teste em relacédo a formulacao de referéncia. A ASC para D1 (ASC1) e D2
(ASC2) sédo calculadas para cada participante, e os que mostram mais de 1,25 nesta
relacdo (ASC D2/ ASC D1) séo considerados "detectores”. Os dados desses sujeitos
detectores sdo usados para avaliacdo da BE. Com base nesse modelo, os
medicamentos genéricos e os medicamentos de referéncia propostos devem atender
aos critérios de aceitacdo da BE onde o intervalo de confianga (IC) de 90% deve estar
entre 80,00% e 125,00% para a resposta farmacodinamica observada (FDA, 1995).

3.9 AVALIAQAO IN VITRO DE BIOEQUIVALENCIA TOPICA

De acordo com o guia do FDA, por si s6, o ensaio de liberacao in vitro "nédo é
um substituto para os testes de BD e BE". Porém, afirma que um fabricante pode
realizar pequenas alteracdes no seu produto e usar o ensaio de liberacéo in vitro para
demonstrar a "semelhanca" entre eles. Dessa forma, é possivel presumir a
possibilidade de uma maior utilizacdo para este ensaio, como parte de uma série de
testes, que possam ser utilizados para estabelecer a BE de medicamentos de uso
tépico (FDA, 1998). Esta avaliacao € em parte facilitada, considerando que, nos EUA,
os ingredientes inativos de uma formulacdo tépica genérica devem ser
qualitativamente (Q1) e quantitativamente (Q2) semelhantes (£ 5%), em comparagao
com a formulacao referéncia (SHAH; HOWARD; MAIBACH, 2014). No Canad4a, Q1
deve ser essencialmente 0 mesmo, e Q2 podendo variar + 10% entre medicamento
teste e referéncia (BRADDY et al., 2014).

No ano de 2012 o FDA langou um draft para o aciclovir pomada (FDA, 2012),
onde possibilita 0 uso do teste de liberacao in vitro, juntamente com a caracterizacéo
fisico-quimica da forma farmacéutica, para estabelecer a bioequivaléncia de
formulag@es topicas. Contudo, as formulagdes teste e referéncia devem se apresentar
Q1 e Q2 semelhantes. Vale ressaltar que até a presenta data, nem este, nem outros
drafts contendo a ciclosporina emulséo oftalmica (FDA, 2013), o aciclovir creme (FDA,
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2016a), o difluprednato emulsdo oftalmica (FDA, 2016b), docosanol creme (FDA,
2017), que apresentam o mesmo objetivo do draft anteriormente mencionado, ainda

nao foram publicados como um guia de oficial, a ser seguido.

No ano de 2015, Shah et al. prop6s o desenvolvimento do Sistema de
Classificacao para Formulacdes Tépicas (SCFT) (Figura 7), baseado na composicao
qualitativa (Q1) e quantitativa (Q2) dos excipientes, e utiliza o teste de liberacéo in
vitro como ferramenta para avaliar a microestrutura da formulacdo (Q3). Na
comparacao entre a formulacdo teste e referencia, esta classificacdo tem como
objetivo reduzir requerimentos regulatérios, facilitando assim o desenvolvimento de
formulacbes genéricas, sem perda da qualidade das formulagcdes comercializadas
(SHAH et al., 2015).

Figura 7 - Sistema de Classificacdo de Formulacbes Topicas

Q1, Q2 Semelhante
Q3 Semelhante

SCFT classe 1

Q1, Q2 Semelhante
Q3 Diferente

SCFT classe 2

Q1, Q2 Diferente
Q3 Semelhante

SCFT classe 3

Q1, Q2 Diferente
Q3 Diferente

SCFT classe 4

Fonte: Adaptado de SHAH et al, 2015.

Assim, com base na composicao (Q1 e Q2) e na similaridade IVRT (Q3), as
formulac6es comparadas sao classificadas como SCFT classe 1, 2, 3 e 4. De acordo
com classificacdo proposta, apenas as formulacées SCFT classe 1 e 3 séo elegiveis
para obtencdo de bioisencédo. SCFT classe 2 e 4, ndo séo elegiveis para bioisen¢éo
e exigem estudos de BE in vivo para aprovacao do medicamento genérico (SHAH et
al., 2015).

Baseado no acima exposto, a finalidade do SCFT para produtos tépicos é
seguir uma abordagem semelhante ao Sistema de Classificagdo Biofarmacéutica
(SCB) de medicamentos de uso oral, tendo como base principios cientificos
desenvolvidos especificamente para produtos topicos semissélidos. Ao contrario do

SCB que se baseia nas caracteristicas de solubilidade e permeabilidade do farmaco,



44

o SCFT proposto considera a composicao qualitativa e quantitativa dos ingredientes
inativos e o arranjo microestrutural. Nos dois sistemas de classificacdo, a sua
aplicabilidade para a concesséao de bioisencao depende do uso de testes in vitro como
ferramentas de decisédo fundamentais (SHAH et al, 2015).

Para avaliar a microestrutura do medicamento referéncia e teste, muitas
técnicas podem ser utilizadas, entre elas a Calorimetria Diferencial de Varredura,
técnicas de microscopia ou dispersdo a laser, parametros reoldgicos, estudos de
visco-elasticidade, entre outros (CHEONG; HENG; WONG, 1992; PERRENO;
WIDMANN, 1994; ADEYEYE et al., 2002; MARIN-QUINTERO et al., 2013;
FERNANDEZ-CAMPOS et al., 2017).

3.10 LEGISLACAO BRASILEIRA X LEGISLACAO INTERNACIONAL:
BIOEQUIVALENCIA DE FORMULACOES TOPICAS

No ambito dos aspectos regulatérios nacionais, as legislacdes vigentes para
registro de medicamentos genéricos e similares de uso topico e acdo local nédo
solicitam a apresentacédo de estudos de BE ou estudos clinicos para candidatos a
genérico. Através da RDC n° 37/2011, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), trata da isencdo e substituicdo de estudos de biodisponibilidade
relativa/bioequivaléncia, e permite que a avaliacdo da bioequivaléncia do
medicamento topico, seja substituida por testes de equivaléncia farmacéutica (EF),
descritos na RDC n° 31/2010, desde que o medicamento teste apresente a mesma
concentracdo do farmaco em relacdo ao medicamento de referéncia e excipientes de
mesma funcdo, em concentracBes compativeis com a funcdo pretendida na forma
farmacéutica (BRASIL, 2010b; BRASIL, 2011).

Os testes de equivaléncia farmacéutica citados anteriormente, englobam a
caracterizacdo fisico-quimica e microbiolégica da formulacdo, fornecendo
informac@es importantes relacionadas aos atributos de qualidade dos medicamentos
testados (FISHER et al., 2016). Estes testes avaliam basicamente o aspecto,
identificacéo, teor, peso meédio, pH, viscosidade e densidade, de tal maneira que a
liberacdo e/ ou a permeacao do farmaco a partir da formulagcdo ndo sédo avaliadas no
momento do registro (SOARES et al., 2015).
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Considerando que os medicamentos topicos genéricos disponiveis no mercado
brasileiro, em sua maioria, diferem da formulacéo referéncia na composicao qualitativa
e quantitativa de seus excipientes (fato este permitido pela legislacéo brasileira) e,
adicionalmente, de acordo com a RDC 37/2011 essas formula¢des séo bioisentas do
estudo de bioequivaléncia, uma grande davida acaba sendo gerada sobre a eficacia
dessas formulacfes (SOARES et al, 2015).

Em dezembro de 2018 a ANVISA publicou o guia n° 20/2019, versédo 1, que
trata dos requisitos de qualidade para o registro de medicamentos topicos e
transdérmicos inovadores, genéricos e similares, descrevendo, de forma detalhada,
os critérios de qualidade aplicaveis ao registro destes produtos. Este guia cita que é
desejavel que os produtos genéricos e similares “reflitam proximidade” Q1, Q2 e Q3
com o medicamento de referéncia, visto que estes parametros se correlacionam com
a eficacia clinica do medicamento. Além disso, cita também a importancia da analise
da liberacao in vitro durante o desenvolvimento da formulacao, e para comparacao de
desempenho entre referéncia e genérico, utilizada para fins de registro de
medicamento genérico (ANVISA, 2019a).

Somado a isto, recentemente foi publicada a consulta publica (CP) n° 760, de
19 de Dezembro de 2019, sobre critérios para a conducdo de estudos de
biodisponibilidade relativa/bioequivaléncia, onde um dos principais pontos abordados
relacionados a medicamentos tdpicos trata dos requerimentos para conducdo de
estudos farmacodinamicos para corticoides (ANVISA, 2019b).

No gue concerne a legislacdo internacional, em 2012 o projeto International
Generic Drug Regulators Pilot (IGDRP) foi lancado com o objetivo de promover a
colaboracdo da harmonizacdo global da regulamentagdo internacional de
medicamentos genéricos. Atualmente, os paises participantes incluem Brasil,
Canada, Agéncia Europeia de Medicamentos (AEM), Estados Unidos da América
(EUA), Organizacdo Mundial da Saude (OMS), e mais 12 paises (BRADDY et al.,
2014).

Neste contexto, em relacdo aos medicamentos tépicos, atualmente o Japao e
a Africa do Sul s&o os Unicos paises que aceitam estudo de DPK in vivo para avaliacdo
da BE. Ja os EUA, Australia, Canada, EMA, Nova Zelandia, China, Africa do Sul,

Japao, OMS, tem adotado o estudo farmacodinamico para avaliacdo de formulacdes
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de corticoides tépicos (BRADDY et al., 2014), e ao que tudo indica, sera adotado

também pelo Brasil.

Na tabela 4, obtida de Soares et al., 2015, € possivel encontrar os estudos

exigidos para registro de medicamentos topicos genéricos pelas agéncias reguladoras

do Brasil, EUA, Canada, Europa e Australia.

Tabela 4 - Ensaios necessarios para registro de medicamentos tépicos genéricos pelas

agéncias reguladoras do Brasil, EUA, Canada, Europa e Australia.

Agéncia |Resolucéo/ Estudos in vitro Estudos in vivo Estudos exigidos
Ano exigidos parao exigidos para o no poés registro
registro registro
Ensaios fisico-quimicos,
. Ensaios fisico- microbiolégicos e estudo
Anvisa RDC uimicos e Nenhum de permeacéo (ainda sem
(Brasil) 37/2011 | dquimicos e P a0
microbiolégicos regulamentacéao
especifica)
Ensaios fisico-quimicos,
Ensaios fisico- Estudo ensaio de liberagéo (para
FDA (EUA) |CDER/1998 S farmacodinamico alteracdes de nivel 2),
guimicos P >
ou estudo clinico estudo clinico (para
alteracdo de nivel 3)
Health Ensaios fisico- Estudo Ensa_|os fls_lco-qulmmos,
o LA ensaio de liberagéo,
Canada HC/1990 quimicos e de farmacodinamico N
. ; ~ . estudo famacodinamico
(Canadd) liberacéo ou estudo clinico .
ou estudo clinico
C e Estudo s
EMA - C A
£ CPMP/1995 Eunl,sn"f: ilggsﬂsmo farmacodinamico Ejtggﬁ (l;%mciai?](i)cdomamlco
(Europa) q ou estudo clinico
D Estudo C oA
TGA - . .
f (i CPMP/1995 Eunisne]lilgssﬂsmo farmacodinamico Ejtg(sjt% ;%n;iai%?éjomamlco
(Australia) q ou estudo clinico

Fonte: Soares et al., 2015.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 INSUMOS E FORMULAQ@ES
4.1.1 Insumos

O AHC, VBM e PPC utilizados foram padrdes analiticos USP lotes HA14518,
BV151203 e SLBM1905V, respectivamente. O dipropionato de beclometasona (DB)
USP, lote: LRAA5289, foi utilizado como padrao interno. Todos 0s solventes e
reagentes utilizados nas analises foram de grau analitico e as vidrarias previamente

calibradas.

4.1.2 Formulacdes

Foram utilizados no estudo o medicamento de referéncia do AHC (Berlison®
creme) e dois genéricos identificados neste estudo como A e B, o medicamento de
referéncia do VBM (Betnovate® creme) e dois genéricos identificados como C e D, e
o medicamento de reféncia do PPC (Psorex® creme) e dois genéricos, identificados

como E e F. Todos adquiridos no mercado brasileiro.

4.2 EQUIVALENCIA FARMACEUTICA

Os ensaios de EF foram realizados de acordo com a RDC n° 31/2010 e a
Farmacopeia Americana (BRASIL, 2010b; USP 40, 2017), uma vez gque nao constam
monografias na Farmacopeia Brasileira para nenhum dos farmacos/ formulagfes
utilizadas no estudo. Para cada formulacdo foram realizadas a avaliacdo das

caracteristicas organolépticas, determinacéo do pH, densidade, viscosidade e teor.

4.2.1 Avaliacdo das caracteristicas organolépticas

Como caracteristicas organolépticas foram avaliados o aspecto, o odor e a

cor de cada produto.
4.2.2 Determinacao do pH

O pH foi verificado utilizando pHmetro digital, modelo Hanna pH 21
previamente calibrado com solucdes tampéao pH 4,0 e 7,0 a uma temperatura de 25°C.
As andlises foram realizadas em sextuplicatas e os resultados apresentados por

média + desvio padrao (DP).
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4.2.3 Densidade aparente

Foi utilizado picndmetro especifico para cremes e pomadas com capacidade

de no minimo 5 mL.
4.2.4 Determinagédo da viscosidade aparente

A viscosidade aparente foi determinada utilizando Viscosimetro Rotacional da
marca Rheology International® utilizando spindle 6 com rotagdo de 30 rpm.

Procederam-se as analises utilizando 15 gramas de amostra a 25°C.
4.2.5 Teor

A metodologia utilizada para doseamento de AHC, VBM e PPC foi baseado
na Farmacopeia Americana (USP 40, 2017), visto que ndo existe monografia para os
respectivos farmacos na Farmacopeia Brasileira 5° edicdo (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2010a).

4.2.6 Anélise estatistica

Todos os dados de equivaléncia farmacéutica foram tratados estatisticamente
por ANOVA fator unico (GraphPad Prism versao 5.0 Software). As diferencas foram
consideradas estatisticamente significativas quando p < 0,05 e o nivel de confianca
utilizado foi de 95%.

4.3 VALIDACAO DE METODO ANALITICO/BIOANALITICO

4.3.1 Cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccdo de ultravioleta
(CLAE-UV)

Para quantificacdo das amostras de AHC, VBM e PPC, provenientes do estudo
de liberacao in vitro, foi realizada a validacdo de método analitico por cromatografia
liguida de alta eficiéncia com deteccéo de ultravioleta (CLAE-UV), descrito na RDC
n°®166/2017. O equipamento utilizado foi um CLAE-UV (Nexera X2, Shimadzu, Jap&o),
e os dados foram obtidos utilizando o software LC Solution® verséo 1.25. A tabela 5

apresenta as condi¢des cromatograficas utilizadas.
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Tabela 5 — Condi¢des cromatogréaficas para deteccdo do AHC, VBM, PPC por CLAE — UV.

AHC VBM PPC
Comprimento 250 nm 250 nm 240 nm
de onda
Coluna C18-125x4,6mm—- C18-125x 4,6mm — C18-125x4,6mm —
fase reversa fase reversa fase reversa

Fase movel  Agua: Metanol (40:60) Agua: Metanol (25:75)  Agua: Acetonitrila (30:70)

Temperatura do

22°C 22°C 22°C
forno
Fluxo 1 mL/min. 1 mL/min. 1 mL/min.
Injecéo 20 pL 20 uL 20 pL
Tempp de 7 min. 7 mim. 7min
corrida

Fonte: Resultado da pesquisa

A metodologia de CLAE/UV foi validada segundo RE n° 166/17 da ANVISA
(ANVISA, 2017), seguindo os parametros de seletividade/especificidade, linearidade,
exatidao, precisdo, repetibilidade e robustez. A linearidade do método foi verificada
nas concentracdes de 0,05; 0,1; 0,3; 0,5; 2,0 e 5,0 yg/mL para o AHC e PPC, e nas
concentragdes de 0,02; 0,05; 0,1; 0,3; 0,5 e 0,7 ug/mL para o VBM, a partir de uma
solucéo inicial de 100 pg/mL.

4.3.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia com detec¢cdo de massas (LC-
MS/MS)

O método de cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria
de massas (LC-MS/MS) foi validado para quantificacdo das amostras contendo PPC
oriundas de matriz bioldgica (in vitro/in vivo), sendo o método validado com base na
RDC n° 27/2012 que disp&e sobre o0s requisitos minimos para a validacéo de métodos
bioanaliticos (ANVISA, 2012).
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4.3.2.1 Condicbes cromatograficas

O sistema CLAE (Shimadzu Corporation, Kyota, Japan) consistiu em autoinjetor
(SIL30AC), bomba binaria (LC-30 AD), degaseficador (DGU-20A3) e forno (CTO-20A).
O espectrometro de massas utilizado foi AB Sciex-3200 triplo quadrupolo (MDS-
SCIEX, Toronto, Canada). A ionizacdo dos compostos foi realizada a pressao
atmosférica por eletrospray em modo positivo, e a transicdo de massas pelo
monitoramento de reacdes multiplas (MRM) para deteccao do PPC e PI foi m/z 467,13
- 355,20 e 521,20 - 319,30, respectivamente. O software utilizado para aquisi¢cao e

processamento dos dados foi Analyst 1.4.1 (SCIEX).

A fase mével foi agua: metanol, ambos com 0,1% de acido férmico (30:70) v/v,
em modo isocratico no fluxo de 1,0 mL/min. A fase estacionaria foi coluna
cromatografica ACE C18 125 x 4,6 mm, 5 um (ACE, Aberdeen, Scotland, UK) com
pré-coluna Gemini C18 2 x 3,0 mm (Phenomenex, Torrance, CA, USA). O volume de

injecado foi de 10yL, e o forno foi mantido a temperatura de 40°C.
4.3.2.2 Validacao do método

A validacdo do método foi realizada em conformidade com os requisitos da
RDC n.°27/2012, sendo realizado teste de seletividade/especificidade, linearidade (10
a 500 ng/mL), exatiddo, precisdo, efeito matriz, estabilidade das amostras e

recuperacao.
4.3.2.3 Efeito matriz

O efeito matriz foi avaliado utilizando o método de infusdo pés-coluna, onde a
infusdo de uma solucdo de PPC (100 ng/mL) foi realizada ap6s a coluna
cromatografica e antes da fonte de ionizacdo, na matriz extraida (fita,
epiderme/derme), e a resposta do analito infundido foi registrada. Esse método

permite verificar a influéncia da matriz na resposta do analito.
4.3.2.4 Estabilidade das amostras

O tempo entre o procedimento de tape-stripping, e posterior extracdo das
amostras, pode ter uma duragéo de até 3 dias. Diante disso, a estabilidade do farmaco
nas fitas foi avaliada apos 24, 48 e 72 horas. Sendo assim, fitas foram contaminadas
em triplicata nas concentracdes referentes ao CQB (15 ng/mL) e ao CQA (240 ng/mL),

extraidas e analisadas apés cada intervalo de tempo mencionado.
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Em relacdo a fase de extracdo do estudo, e posterior quantificacdo das
amostras, o procedimento também pode ser realizado em um periodo maximo de 3
dias. Considerando possiveis problemas, a estabilidade do farmaco na solucao
extraida (estabilidade pds-extracdo) foi avaliada apds 24, 48 e 72 horas. Para avaliar
a estabilidade das amostras armazenadas apdés a extracao, fitas foram contaminadas
em triplicata nas concentracdes referentes ao CQB (15 ng/mL) e ao CQA (240 ng/mL),

sendo analisadas apds a extracdo decorrido cada periodo de tempo mencionado.
4.3.2.5 Recuperacéo

A recuperacao do PPC foi avaliada através da contaminacéo das fitas contendo
EC humano, EC suino e da pele de porco com concentracdes conhecidas (CQB= 15
ng/mL; CQM = 100ng/mL; CQA= 240 ng/mL) de PPC em triplicata. As fitas foram
colocadas em tubos tipo eppendorfs (Axygen®) e deixadas em contato com as
solucBes até completa evaporacdo do solvente. Em seguida foi adicionado 975uL de
metanol e 25 pL de PI, sendo os tubos mantidos sob agitacdo por 20 minutos a 22°C.
Por fim, as solugcbes foram filtradas em filtros de 0,45um (Millex © -HV-PVDF) e
quantificadas através do método desenvolvido.

4.3.3 Andlise dos dados

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

4.4 ESTUDO DE LIBERAQAO IN VITRO DO AHC, VBM E PPC
4.4.1 Selecao do meio receptor

A selecéo do liquido receptor foi realizada a partir da analise da solubilidade
do AHC, VBM e PPC em trés diferentes meios. Para isso foi adicionado 100 mg
(excesso de farmaco) a 5 mL de diferentes meios receptores: tampao fosfato pH 7.4;
solucdo hidroalcodlica (agua:etanol = 50:50) e tampao fosfato pH 7.4 com
polioxietileno 20-oleil éter (Brij 020®) a 0,5%. Essas dispersfes foram
homogeneizadas em agitacdo a temperatura controlada (32 + 2°C), por um periodo
de 24 horas e em seguida centrifugadas (25009) durante 30 minutos. Foi retirada uma
aliquota do sobrenadante e filtrada com filtro (Millex-HV-© PVDF), porosidade 0,45um.
As concentragdes do AHC, VBM e PPC foram determinadas por CLAE-UV.
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4.4.2 Cinética de liberacao in vitro

Os testes de liberacéo in vitro foram realizados utilizando células de difusédo
tipo Franz automatizadas (Microette®). A &rea de difusdo da célula foi de 1,77 cm?
onde foi aplicado 220 + 1mg de cada formulagcdo. Foram utilizadas membranas
sintéticas de ésteres de celulose (Millipore®) com porosidade de 0,45um lote:
R5PA87384, hidratada durante 12 horas em meio receptor selecionado anteriormente
(tampéo fosfato pH 7,4 + Brij 020® 0,5%). O compartimento receptor tem capacidade
de 6,5 + 0,2mL, e o meio receptor foi mantido a 32 + 1°C sob agita¢géo constante (300
rpm).

4.4.3 Coleta e Quantificacdo de AHC, VBM e PPC

Foram coletados volumes de 1 mL da solucéo receptora nos seguintes tempos
4.0, 6.0, 8.0, 10.0 e 12 horas. O meio receptor foi automaticamente reposto para
manutencdo da condicdo sink do sistema. As amostras foram quantificadas através
de CLAE-UV.

4.4.4 Analise da cinética de liberacéo in vitro
Para andlise da cinética de liberacdo do AHC, VBM e PPC, os resultados foram
agrupados em graficos de disperséo xy, caracteristicos de trés modelos de cinética:
e Ordem zero: quantidade liberada por area (ug/cm?) versus tempo (h);
e Primeira ordem: log da quantidade liberada por area (ug/cm?) versus tempo (h).
e Higuchi: quantidade liberada por area (ug/cm?) versus raiz quadrada do tempo
(h).
A partir da andlise de regressao linear, determinou-se o coeficiente linear (r)
para cada modelo de cinética. O modelo que apresentou valor de r mais proximo a 1
foi selecionado. A taxa de liberagcéo corresponde a inclinagéo (a) da porcao linear do
modelo de cinética selecionado (COSTA; LOBO, 2001).

4.4.5 Anélise comparativa das taxas de liberacéo

As taxas de liberacao in vitro entre as formulagdes foi realizada segundo o Guia
SUPAC-SS 1724, onde o intervalo de confianca para o produto teste ser equivalente
ao referéncia é de 75-133,33% (FDA, 1997; USP, 2014).
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4.5 ESTUDO DERMATOFARMACODINAMICO

A avaliacdo dermatofarmacodinamica foi realizada seguindo guia Topical
Dermatologic Corticoesteroids: In vivo Bioequivalence (FDA, 1995).

O estudo (monocéntrico, randomizado, aberto, prospectivo) foi submetido e
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de
Pernambuco/Brasil, sob o registro — CAAE N° n° 41223414.8.0000.5208. Todos o0s
voluntarios que participaram do estudo leram e assinaram o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, declarando estarem de acordo em participar da pesquisa

proposta, bem como cientes dos procedimentos, seus riscos e beneficios.

4.5.1 Estudo Piloto

O estudo piloto foi realizado utilizando o medicamento referéncia de cada
farmaco visando determinar o tempo apropriado de exposicao do ativo na pele. A partir
do resultado deste teste, foram determinados os parametros EDso, D1 (0,5* EDso) e D2

(2* EDso) a serem utilizados no estudo principal (FDA,1995).

Participaram do estudo um total de 12 voluntarios sadios para cada farmaco
estudado (7 mulheres e 5 homens), com idade entre 21-36 anos, que apresentaram
adequada reacao de vasoconstricdo a corticoides topicos e disponibilidade para seguir

as restricées do estudo.
Os critérios de excluséo foram (FDA, 1995):
1. Hipertenséo clinicamente significativa ou patologia circulatéria;
2. Individuos fumando pelo menos 1 semana antes do estudo;
3. Ingestado de cafeina maior que 500 mg por dia antes ou durante o estudo;
4. Histéria de alcoolismo clinicamente significativa ou uso de drogas;

5. Uso de medicamentos dermatoldgicos nos antebracos ventrais, incluindo dose
anterior de corticoides topicos em estudo de farmacodindmica em local

especifico da pele, um més antes do estudo;

6. Reacdes adversas a corticoides topicos ou sistémicos;
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7. Alguma condicdo médica anterior ou atual, incluindo dermatite ativa ou alguma
outra condicdo dermatoldgica, que possa afetar significativamente a resposta

farmacodinamica ao farmaco administrado;

8. Pessoas que necessitem depilar os antebragos ventrais para assegurar uma

dose consistente na superficie da pele;

9. Uso de alguma medicacdo vasoativa (constritor ou dilatador), que possa
modular o fluxo sanguineo. Exemplos destes farmacos: nitroglicerina, anti-
hipertensivos, anti-histaminicos, AINEs, aspirina, fenilpropanolamina,

fentolamina;
10. Alguma diferenca obvia na coloragcédo dos antebracos.
As restricdes durante a realizacdo do estudo foram:

1. N&o realizar exercicios com nenhum dos bracos, e nenhum exercicio

extenuante em geral;

2. Nao tomar banho durante os periodos de aplicacdo da formulacdo e

avaliacdo do branqueamento da pele;

3. Nao utilizar cremes, emolientes, ou produtos similares 24 horas e durante a

realizacdo do estudo.
4.5.1.1 Demarcacéo dos locais de tratamento

O tamanho dos sitios do ensaio foi escolhido para fornecer area suficiente para
a avaliacdo da vasoconstriccdo (4cm?). Todos os locais foram na porcéo ventral dos
antebracos, de maneira que os locais de aplicacdo das formulacbes estivessem
distantes pelo menos 3 - 4 cm do pulso e da fossa cubital (Figura 8), e a distancia

entre cada local foi de 0,5 cm.

As formulacdes foram aplicadas em 8 sitios, sendo 4 em cada antebraco. Dois
sitios a mais em cada antebraco foram reservados para o controle negativo. Esses
sitios de controle néo tratados em cada brago, séo utilizados para permitir a correcédo
dos sitios da pele com farmaco ativo para alteracdes de cor durante o estudo nédo

relacionado com a exposi¢ao ao farmaco.



55

Figura 8 - Diagrama esquematico mostrando os sitios de aplicacdo das formulacdes

demarcadas na regido ventral de cada antebraco.
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Fonte: A autora, 2019.

45.1.2 Aplicacdo randomizada, remocdo da formulacdo e avaliacdo do

branqueamento

Nesta fase, o estudo foi baseado apenas no produto referéncia, com
randomizacdo dos locais da pele (FDA, 1995). Foram utilizados o Berlison® creme,
Betnovate® creme, e Psorex® creme, medicamentos referéncia do AHC, VBM e PCC,

respectivamente.

O método utilizado foi o de aplicacdo escalonada com remocé&o sincronizada
(Figura 9), onde o medicamento foi aplicado em cada sitio em tempos diferentes e
removidos ao mesmo tempo. No mais, ndo houve ocluséo dos sitios e as formulacfes
foram aplicadas com auxilio de luva, do tipo latex (20 mg) e removidas ap6s uma
duracdo de dose de 0,25; 0,50; 0,75; 1,0; 1,5; 2,0; 4,0 e 6,0 h. A pele foi limpa

suavemente por 3 vezes, utilizando algodao seco da marca cremer®.
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Figura 9 - Representacdo esquemaética da aplicacdo sequenciada com remocao sincronizada.

Aplicac&o da formulacdo |e remogao | Medida de branqueamento da pele l
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Fonte: WIEDERSBERG et al., 2009.

O branqueamento da pele foi avaliado em cada sitio usando o chromameter
(CR 700-d, Minolta, Germany) 0,5 horas antes da aplicacdo da formulacédo, e nos
tempos de 0, 2, 4, 6, 19 e 24hs apos a remocéao da formulacado. Os sitios ndo tratados
(brancos) também foram avaliados da mesma forma, considerando o tempo antes da
aplicacdo, e todos os demais tempos de analise. A calibracdo do instrumento foi

realizada utilizando a tampa de calibracéo, fornecida juntamente com o equipamento.
4.5.1.3 Analise dos dados

Inicialmente foi realizado um ajuste dos dados brutos obtidos com a resposta
de branqueamento da pele dos sitios tratados e néo tratados, através da subtracdo

do valor da linha de base medido no mesmo local.

Em seguida, cada sitio tratado j& corrigido, foi ajustado mediante a subtracdo
da média dos dois sitios ndo tratados (brancos) localizados no mesmo antebraco.

Utilizando a regra trapezoidal foi calculada a area sob a curva de resposta
(ASCo-24n) para cada sitio de aplicacdo. Utilizando um software de modelagem de
efeito misto ndo linear (modelo populacional), foi determinado 0 Emax, EDso (duracéo
de dose correspondente a metade da resposta maxima). A partir do EDso foram
determinados D1 (menor duracdo de dose) e D2 (maior duracdo de dose), que
correspondem a metade e cerca de 2 vezes a EDso, respectivamente, os quais foram

utilizados no delineamento do estudo principal.
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4.5.2 Estudo Principal (Bioequivaléncia)

O EDso obtido no estudo piloto foi utilizado para calcular os valores de D1 e Dz,
obtendo com isso, todas as duragdes de dose para o delineamento do estudo principal
que foi realizado apenas com as formulag¢des contendo PPC.

4.5.2.1 Demarcacéo dos locais de tratamento e aplicacédo das formulacdes

O tamanho dos sitios do ensaio foi o0 mesmo utilizado no estudo piloto (4cm?),
sendo todos na porcdo ventral dos antebragos, mantendo as mesmas distancias

descritas no estudo piloto.

As trés formulacdes (referéncia, genérico E e F) foram aplicadas em 12 locais,
sendo 6 em cada antebrago. Dois outros locais em cada antebraco foram reservados
para o controle negativo (area nao tratada).

45.2.2 Aplicacdo randomizada, remocdo da formulacdo e avaliacdo do

branqueamento

Assim como no estudo piloto, 0 método escolhido foi o de aplicacdo escalonada
com remocao sincronizada. As formulagbes foram aplicadas com auxilio de luva, do
tipo latex (20 mg) e removidas ap0s a duracao de dose de 10 minutos. A pele foi limpa

suavemente 3 vezes, utilizando algodao seco da marca cremer®.

Participaram do estudo um total de 80 voluntarios sadios, que apresentaram
disponibilidade para seguir as restricdes do estudo. Os critérios de exclusédo, e

restricdes, foram os mesmos utilizados no estudo piloto.

O branqueamento da pele foi avaliado usando o spectrophotometer (CM-700d,
Minolta, Germany) nos tempos de 0, 2, 4, 6, 19 e 24hs ap6s a remocao da formulacéo.
A calibracdo do instrumento foi realizada utilizando a tampa de calibracao, fornecida

juntamente com o equipamento.

Foi utilizado o modelo proposto pelo FDA, representado na Tabela 6, para

aplicacao das formulagbes de forma randomizada.
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Tabela 6 - Representacdo esquematica do modelo de aplicacdo das formulacdes no estudo

principal.
Fossa antecubital
Braco esquerdo Braco direito
D1 D2
T R
UNT UNT
R T
UNT UNT
T R
D2 D1
R T
Pulso
Fonte: FDA, 1997.
Onde:

T = medicamento genérico, com duracéo de dose corresponde ao EDso.

R = medicamento referéncia, com duracao da dose corresponde ao EDso.

D1 = medicamento referéncia, com duracdo da dose corresponde a metade do EDso.
D2 = medicamento referéncia, com duracéo da dose corresponde a duas vezes 0 EDso.

UNT = Nao tratado

4.5.2.3 Analise dos dados de Bioequivaléncia

Cada dado bruto de branqueamento obtido em funcédo do tempo, foi tratado

como apresentado no estudo piloto (FDA, 1995).

Apenas os dados dos participantes considerados detectores foram incluidos na
avaliacdo estatistica. Foram considerados detectores aqueles participantes que
possuiram os valores de ASC negativos para D1 e D2 e que atendam ao critério que

a relacdo de ASC D2/ ASC D1, seja maior ou igual a 1,25.
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A andlise estatistica requer o uso de dados néo transformados, pois os valores
ASC dos tratamentos T e R, calculados a partir de dados ajustados pela linha de base
e corrigidos pelos sitios de controle ndo tratados, embora sejam geralmente negativos,
as vezes podem ser positivos. A presenca de dados positivos e negativos elimina o

uso de transformacdes estatisticas convencionais.

O método utilizado foi o de Locke, que fornece um intervalo de confianca exato
a partir de dados nao transformados (FDA, 1995). O intervalo de confian¢a de 90% foi
calculado em razédo da média da ASC da formulagédo genérica e referéncia na dose
de ED-so, a partir do método de Locke. Onde o intervalo de confianga (IC) de 90% na

relacdo genérico: referéncia deve estar, entre 80 — 125%.

4.6 ESTUDO DERMATOFARMACOCINETICO (DPK) IN VIVO

O estudo foi realizado em conformidade com os principios da Declaracédo de
Helsinki e suas alteracbes (Associacdo Médica Mundial, 2008) e da Conferéncia
Internacional sobre Harmonizacdo Guia para a Boa Pratica Clinica (Conferéncia
Internacional de Harmonizacg&o, 1996). O protocolo foi aprovado pelo Comité de Etica
do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal de Pernambuco (CAAE
34657814.2.0000.5208). Ambos os estudos piloto e principal foram realizados em
local iluminado por lampadas fluorescentes. A temperatura ambiente (22+ 2°C) e a

umidade (55+ 3%) foram controladas durante todo o periodo.
4.6.1 Design do estudo

Para selecionar os tempos de absorcédo e eliminagcdo mais apropriados, foi
realizado um estudo piloto para medir a concentracdo de farmaco no EC apdés uma
série de diferentes tempos de absor¢ao (2,5; 5; 7,5; 10 e 20 minutos) com posterior
remocao e realizacdo do tape-stripping, € uma série de tempos de eliminacao (4, 6,
19, 24 e 28 horas) pos-remocéo da formulacdo Psorex®, que manteve para todos 0s
tempos 10 minutos de contato, e tape-stripping nos tempos informados anteriormente.

Esse estudo foi realizado com 6 participantes de pesquisa.

A avaliacdo da bioequivalencia (estudo principal) foi realizada utilizando 14
participantes de pesquisa para avaliagéo de 3 formulagdes, concomitantemente. Para
tanto, o design do estudo foi baseado na publicagdo de N’Dri-Stempfer et al., 2008,

com a aplicacdo de cada formulacdo em duplicata, nos tempos de absorcdo e
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eliminacdo. A selecdo do tempo de contato da formulacdo (tempo de absorcédo) e do
tempo para a avaliacao da eliminacao foi baseado nos resultados do estudo piloto. Os
antebracos foram previamente higienizados, e apos 1 hora, as formulagbes foram
aplicadas em 12 locais de tratamento (trés formulagdes por voluntério, dois locais de
aplicacao por antebraco e formulacdo) que foram randomizados, mas a mesma ordem
foi mantida por antebragos de cada voluntario. Em uma area nao tratada foi realizado
o tape stripping, que foi utilizado como controle negativo (sem farmaco) para a analise
dos dados.

Cada local de aplicacédo (2,54 cm?) foi demarcado com um molde anteriormente
recortado em forma circular (Scotch Tape Livro, 3M, St. Paul, MN, EUA). Uma dose
de 12,7 mg de cada formulacgéao foi aplicada em cada local, utilizando luva do tipo latex.
Ap6s 10 minutos (tempo de absor¢éo), a formulacao residual foi removida de todos os

locais de aplicacdo com o auxilio de 2 swabs contendo alcool (Biosoma®).

Imediatamente a seguir, os locais que correspondem ao tempo de absorcéo
(brago esquerdo) foram delimitados por um outro menor molde (1,77 cm?) e realizado
o procedimento de tape stripping. Nos demais locais do brago direito (que
correspondem ao tempo de eliminacao), o procedimento de tape stripping foi realizado
19 horas apos a retirada das formulacbes. Em ambos os casos, o EC foi
progressivamente obtido pela remocao sequencial das fitas (fita Scotch Reserve, 3M,
St. Paul, MN, EUA), apés a aplicacdo de uma pressdo constante usando uma pinca.
Quinze fitas foram utilizadas sequencialmente em cada local de aplicacdo para
remocao do EC, e a perda de agua transepidérmica (TEWL) foi medida usando um
Tewameter (Courage + Khazaka electronic GmbH -CK electronic) em todos os locais,
para monitorar a coleta de EC. O PPC presente em cada fita foi subsequentemente
extraido e analisado através método analitico descrito no item 4.3.2.

4.6.2 Tape-stripping

O perfil de concentracdo do PPC no EC apds a aplicacao foi determinado pela
remocgéao sequencial das camadas de EC utilizando fita adesiva (Scotch Tape Livro,
3M, St. Paul, MN). Cada local de aplicacdo foi tratado com 15 fitas. Apds o
procedimento de extracdo o PPC foi analisado. Nenhuma das fitas foi descartada,
assumindo que qualquer farmaco ndo removido da superficie da pele pelo processo

de limpeza ao final do tratamento, estaria eventualmente biodisponivel.
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4.6.3 Tolerabilidade

A tolerabilidade em ambos os estudos (piloto e principal) foi avaliada
registrando os eventos adversos relatados espontaneamente pelos voluntérios e

visualmente observadas durante o tempo do estudo.
4.6.4 Processamento das amostras

Apbs realizacao do procedimento de tape stripping, o farmaco foi extraido das
fitas, que foram agrupadas da seguinte forma para extragao: 1-2, 3-8, 9-15. A extracao
foi realizada colocando-se as fitas em frascos de 1,5 ml de borosilicato (Clear Sep Cap
Vials, 12 x 32mm, National Scientific Company), adicionando 1,0 mL de metanol em
cada frasco, posteriormente tampados, e em seguida, deixadas sob agitacdo por um
periodo de 20 minutos a 22°C. A solucdo extratora foi filtrada com auxilio de filtro de
seringa 0,45um (Millex©HV-PVDF), transferida para vials, em seguida foram
analisadas por LC MS/MS.

4.6.5 Andlise dos dados

Um método de andlise ndo compartimental foi utilizado para avaliar os
resultados do estudo piloto (Phoenix WinNonlin Professional versdo 5.0, Certara,
Princeton, NJ, EUA). A partir dos perfis da quantidade de PPC no EC em funcéo do
tempo, foram determinados o0s seguintes parametros farmacocinéticos: (a) A
quantidade maxima de farmaco no SC (Cmax), foi observada diretamente a partir dos
dados. (b) A constante que descreve a eliminagédo do PCC do EC (ke), foi determinada
a partir da inclinacdo da reta de regressdo linear da fase de "eliminacdo" da
guantidade de farmaco transformada versus perfil de tempo; (c) A meia-vida de
eliminacéo correspondente foi calculada como ti/2=In 2/ ke; (d) A area sob curva da
quantidade do farmaco no EC em fun¢do do tempo (ASCo-) foi calculada usando o
método trapezoidal até o ultimo valor medido (At) e (e) a extrapolacdo padrédo para

essa parte da medicao final para t = <, ou seja, ASCo-«=ASCo-t+ At/ Ke.

No estudo principal, considerando que, as medidas de absor¢cdo cutanea
apresentam uma distribuicdo lognormal, anteriormente a analise estatistica, foi
realizada uma transformacdo logaritmica de todas as grandezas, de forma a
normalizar a distribuicdo dos dados analisados (CORNWELL et al., 1995).

A média (para dados logaritmizados) dos valores da concentracdo do farmaco

em duplicata para cada formulacao foi calculada para cada participante de pesquisa,
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e em seguida, a média geométrica (o anti-log da média dos valores transformados em
log), e os valores inferior e superior do intervalo de confianca de 90% da média

geométrica foi calculado tanto para o tempo de absor¢cédo como de eliminagéo.

Na avaliacdo da bioequivaléncia, as formula¢cBes testadas (genéricos E e F)
foram consideradas bioequivalentes ao Psorex® (referéncia) no intervalo de confianca
de 90% da razdo das médias geomeétricas no tempo de absorcdo e eliminacao, e a
razdo entre absorcao e eliminacdo deve esté contido no intervalo de 0,8 a 1,25 para
atender a condi¢éo de bioequivaléncia (FDA, 2007).

A média do fluxo do PPC do EC para os tecidos subjacentes (epiderme viavel)
entre o tempo de absorcéo e eliminacéo (Jinvivo) foi calculado para cada formulagéo e

para cada voluntario:

Jin vivo= (PP Cabsor¢ao/ A — PP Celiminagao/A) / T
Onde:

J = fluxo (ng.ht.cm?)

A = area (cm?)
T =tempo (h)

Além disso, assumindo uma liberacéo de primeira ordem do farmaco no EC, a

constante de taxa associada, k, foi calculada por:

k=-In (PPCeIiminagéo/PPCabsorQéo) /T=-In (PPCeIiminaqéo/PPCabsorgéo) / 19h

Onde:

k = taxa

-In = logaritmo na base 10

Obs: K é a média da taxa constante, no periodo de eliminacédo de 19 horas. E pode,
nao necessariamente, apresentar o mesmo valor para periodos de eliminacdo maiores

Oou menores.
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4.7 ESTUDO DE PERMEACAO EX VIVO, RETENCAO CUTANEA E TAPE-
STRIPPING DO PPC EM PELE ANIMAL (SUINA)

A pele da regido dorsal do porco foi obtida em matadouro da regido (Paulista,
Pernambuco/Brasil), sendo removida p06s sacrificio, antes que a pele fosse exposta
ao processo de limpeza habitual em alta temperatura, para garantir a integridade da
barreira da pele. A pele foi lavada com agua, e os pelos visiveis foram cortados com
tesouras. Em seguida, a pele foi dermatomizada em 750 ym (Zimmerair dermatome,
Dover, Delaware), armazenadas a -20°C até o momento do uso. As peles foram
retiradas do freezer para descongelar por 30 minutos, e proceder com a avaliacao de
integridade utilizando Tewametro (Courage + Khazaka electronic GmbH -CK

electronic) antes de sua utilizacédo nas células de Franz.

O estudo de permeacdo in vitro foi realizado em célula de Franz vertical
(Vision®Microette), onde a pele suina dermatomizada foi mantida fixa com o auxilio
de uma garra, sendo a area de pele exposta de 1,77 cm?. Uma dose Unica de 8,85 mg
de formulacao tépica foi aplicada em sextuplicata. O lado dérmico da pele foi mantido
em contato com o liquido receptor constituido por tampao fosfato de s6dio monobésico
(20 mM) pH 7,4 + Brij 20, que foi mantido em constante agitacao (300 rpm) pelo uso

de uma barra magnética.

No primeiro experimento, apds 10 minutos de contato (tempo de absorcéo), a
formulacéo residual foi removida com o auxilio de swabs contendo alcool isopropilico
Biosoma® (duas vezes) e uma amostra (1 mL) de liquido receptor foi coletada para
analise do farmaco. Imediatamente apds, a pele foi delimitada por um molde (1,77

cm?) e foi realizado o procedimento de tape stripping.

No segundo experimento, apos 10 minutos de contato (tempo de absorcdo), a
formulacéo residual foi removida com o auxilio de swabs contendo alcool isopropilico
Biosoma® (duas vezes) e uma amostra (1 mL) de liquido receptor foi coletada para
analise do farmaco, e reposto o mesmo volume, que foi mantido em agitacdo até o
final do experimento. Apos 19 horas da retirada da formulacéo (tempo de eliminacgéo),
uma nova amostra (1 mL) de liquido receptor foi coletada para analise do farmaco e a
pele foi delimitada por um molde (1,77 cm?) e realizado o procedimento de tape
stripping.

Em ambos os experimentos, o EC foi progressivamente obtido pela remocéo
sequencial das fitas (fita Scotch Reserve, 3M, St. Paul, MN, EUA), apés a aplicacao
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de uma pressao constante usando uma pinca. Um total de quinze fitas foram utilizadas
para cada pele de porco. O farmaco presente em cada fita foi extraido e analisado
pelo método analitico descrito no item 4.3.2.

Apés o procedimento de tape stripping, a quantidade de PPC na epiderme e derme
viavel (avaliacao de retencao) foi extraida por 20 minutos utilizando 1mL de metanol,
e analisada pelo método analitico descrito no item 4.3.2.

O fluxo in vitro (J inviro)do PPC no EC entre 10min e 19 horas foi calculado para

cada célula segundo descrito abaixo:

Jin vivo= (PP Cabsorcao/ A — PPCeliminagao/A) / T
Onde:

J = fluxo (ng.h't.cm=)

A = area (cm?)
T = tempo (h)

A andlise estatistica da média da quantidade do PPC no EC e na epiderme/derme
(retencao) e fluxo para as diferentes formulacdes foi realizado através da ANOVA
seguido de Bonferroni pos teste. Somado a isto, para cada formulacdo os mesmos

parametros foram calculados usando o test T pareado.
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5.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 FORMULACOES

As tabelas 7, 8 e 9 apresentam a composicéo qualitativa das formulacdes de

AHC, VBM e PPC, respectivamente, utilizadas no estudo e comercializadas no Brasil,

além de conter informacbes como lote e fabricante. Este Ultimo apenas para a

formulacao referéncia.

Tabela 7 - Composicdo das formulagbes de AHC.

Funcao

Composicdo AHC

Berlison®
Creme 10 mg/g
Lote: YYO115N

Fabricante: Bayer

Genérico A
Creme 10 mg/g
Lote: 3293028

Genérico B
Creme 10 mg/g
Lote: L1534176

Agente emulsificante

. - Cera autoemulsionante
Alcool estearilico

nao-idnica.
Estearato de

Cera emulsificante

Acido estearico

Polioxila 40
] Petrolato liquido Petrolato liquido Miristato de isopropila
Emoliente . ) _ o
Petrolato branco Miristato de isopropila Dimeticone
Umectante Propilenoglicol Propilenoglicol
Tensoativo Polisorbato 80

Modificador de reologia;

Agente estabilizante

Carbbémer

Agente alcalinizante

Hidréxido de soédio Hidréxido de soédio

Agente quelante

Edetato sédico Edetato dissédico

Edetato dissédico
dihidratado

Conservante

Metilparabeno Metilparabeno

Propilparabeno Propilparabeno

Metilparabeno

Propilparabeno

Antioxidante

Butilhidroxitolueno

Butilhidroxianisol

Agente tamponante

Fosfato de sodio

dibasico

Agente acidificante

Acido citrico

Veiculo

Agua purificada Agua de osmose reversa

Agua purificada

Fonte: Resultado da pesquisa.



Tabela 8 - Composicao das formula¢des de VBM
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Funcéo

Betnovate®
Creme 1 mg/g
Lote: UM0O078V
Fabricante: GSK

Composicédo VBM

Genérico C
Creme 1 mg/g
Lote: L16020784

Genérico D
Creme 1 mg/g
Lote: LB16E0242

Agente

emulsificante

Alcool
cetoestearilico

Cetomacrogol

Alcool cetoestearilico

Polawax

Parafina liquida

Emoliente _ Petrolato branco Petrolato branco
Vaselina branca
Trigliceridio do acido céprico - . ]
Umectante . Propilenoglicol
caprilico
. Polissorbato 60
Tensoativo )
Estearato de sorbitana
Agente Hidréxido de
alcalinizante sédio
Agente quelante Edetato dissédico
i » Metilparabeno
Conservante Clorocresol Alcool benzilico )
Propilparabeno
Agente Fosfato Fosfato de so6dio monobasico Metabissulfito de
tamponante monossadico monohidratado sédio

Agente acidificante

Acido fosférico

Veiculo

Agua purificada

Agua purificada

Agua purificada

Fonte:

Resultado da pesquisa.
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Composicéo PPC

Psorex® Genérico E Genérico F
Funcéo
Creme 0,5 mg/g Creme 0,5 mg/g Creme 0,5 mg/g
Lote: XB0171V Lote:383397 Lote:LOG8543
Fabricante: GSK, GlaxoSmithKline
. Cera
o Alcool o
Monoestearato de glicerila - autoemulsificante
cetoestearilico . a
néao ibnica
Agente o Alcool
emulsificante Monoestearato. de'gllcerlla Monoegteqrato cetoestearilico
autoemulsionavel de glicerila .
etoxilado

Alcool cetoestearilico

Petrolato liquido

Emoliente Cera branca de abelha Oleato de decila
Petrolato branco
) _ ) ) Glicerol
Umectante Propilenoglicol Propilenoglicol ) )
Propilenoglicol
Tensoativo - Polissorbato 60 -
Antiespumante Simeticona
Agente
alcalinizante
Agente
guelante
Metilparabeno
Propilparabeno
Conservante Clorocresol Metilparabeno Butilparabeno
Propilparabeno Etilparabeno
Fenoxietanol
Agen . . itr. odi
gente Citrato de sddio di-hidratado Cit .atc.) de sodio -
tamponante di-hidratado
. ggnte Acido citrico Acido citrico E—
acidificante
Veiculo Agua purificada Agua purificada  Agua purificada

Fonte: Resultado da pesquisa
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Comparando as diferentes formulacdes, podemos observar que as formulacfes
genéricas de AHC, VBM e PPC apresentam diferenca significativa ha composicéo
qualitativa (Q1) em relagéo a formulagéo referéncia. Os principais pontos de diferenca
gue podemos citar entre as formulagcdes de AHC estédo relacionados aos agentes
emulsificantes, doadores de viscosidade (agente estabilizante), umectantes e
tensoativos. Nas formulacdes de VBM podemos citar os agentes umectantes e

tensoativos. E nas formulagbes de PPC o agente emulsificante e emoliente.

As formulagbes genéricas de AHC apresentam agentes emulsificantes
diferentes do que € encontrado na formulacdo referéncia, embora todos sejam
classificados como emulsificantes ndo iénicos. Essas formulacfes também diferem da
referéncia por possuir propilenoglicol, um agente umectante que pode atuar como
promotor de permeacdo. Além disso, apenas 0 genérico A possui um componente

tensoativo, o Polisorbato 80.

Ainda podemos observar a presenca do carbdmer, um agente incrementador
de viscosidade, presente na formulacao referéncia e ausente nas genéricas, fato esse
que corrobora com os dados que serdo apresentados mais adiante, onde a maior

viscosidade aparente é obtido para a formulacdo de referéncia.

Em relacdo ao VBM, as formulacdes genéricas possuem triglicerideo do acido
caprico - caprilico e propilenoglicol, agentes umectantes e, como dito anteriormente,
podem atuar como promotor de permeacao, além de tensoativos, que ndo estdo

presentes na formulagéo de referéncia.

Outras diferencas que podemos mencionar esta relacionada com agentes
guelantes, acidificantes e alcalinizantes, que podem influenciar diretamente na
estabilidade dos farmacos e diferem entre a presenca e/ou auséncia da formulacao

referéncia para as genéricas de ambos os farmacos.

Ja em relacdo das formulacfs de PPC, as formulacfes genéricas apresentam
agentes emolientes diferentes do encontrado na formulagéo de referéncia, além disso
as formulagcbes genéricas apresentam tensoativo e agente antiespumante,

excipientes que nao sdo encontrados na formulacéao de referéncia.

Por essa razdo, podemos inferir que nenhuma das seis formulagcfes genéricas
estudadas € qualificada como Q1 semelhante, nomenclatura dada para as

formulacgdes qualitativamente iguais ao medicamento referéncia.
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Para possibilitar que duas formulacdes sejam consideradas equivalentes
terapeuticamente, é desejavel que os excipientes das formulacdes sejam 0s mais
similares possiveis. Sendo assim, as formula¢cdes genéricas tendem a “copiar’ no
minimo, qualitativamente, uma formulagéo referéncia (CHANG, 2012).

Considerando os EUA, grande parte das formulacdes genéricas topicas
possuem qualitativamente (Q1) e quantitativamente (Q2) os mesmos excipientes do
medicamento referéncia (SHAH, 2015). Entretanto, no Brasil esta semelhanca n&o é
um requerimento regulatério (BRASIL, 2011; SOARES et al., 2015).

5.2 EQUIVALENCIA FARMACEUTICA

5.2.1 Avaliacado das caracteristicas organolépticas
Todas as formulagdes genéricas dos trés farmacos em estudo apresentaram

coloracdo branca, odor caracteristico e aspecto homogéneo, semelhante ao

medicamento de referéncia correspondente.

5.2.2 Determinacéo do pH, teor, viscosidade aparente e densidade

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

formulacéo analisada estdo demonstrados na Tabela 10.

Tabela 10 - Resultados do pH, teor, viscosidade aparente e densidade do AHC, VBM e PPC.

Viscosidade

Farmaco Formulacbes pH Teor (%) aparente (Pa.s) Densidade
Referéncia 5,65+ 0,03 95+ 0,01 37,32 +0,42 0,99 + 0,01

AHC Genérico A 5,57 + 0,03 84 + 0,07 16,05 £ 0,48 1,02 + 0,003
Genérico B 4,18 + 0,01 94 £ 0,01 7,12 + 0,09 0,99 + 0,003

Referéncia 4,78 + 0,01 107 £ 0,01 14,56 £ 0,18 0,99 + 0,003

VBM Genérico C 3,77+ 0,01 106 £ 0,01 15,10+ 0,42 1,00 + 0,003
Genérico D 4,42 + 0,02 107 £ 0,01 16,48 £ 0,33 1,01 + 0,003

Referéncia 4,98 + 0,10 102 £ 0,01 41,19+0,5 0,99 + 0,02

PPC Genérico E 6,01 + 0,05 95 + 0,02 36,40 + 0,38 0,98 + 0,01
Genérico F 6,43 + 0,05 99 + 0,01 22,24 + 0,26 1,00 £ 0,01

Fonte: A autora, 2019

O pH ideal de uma formulacédo € determinado de acordo com o pH de
estabilidade dos componentes ativos utilizados bem como o pH de tolerancia bioldgica
para produtos cutaneos (3,0 - 9,0) (AULTON, 2005). O AHC e o VBM possuem
estabilidade da faixa de pH de 3,5 - 5,5 e 4,5, respectivamente (THOMPSON, 2016;
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KHATTAK, 2012). O PPC deve apresentar faixa de pH de 4,5 - 7,0 (USP 40, 2017).
Portanto, os valores de pH evidenciados para as formulacdes avaliadas (Tabela 10),
encontram-se todos, em conformidade com a faixa ideal para os farmacos e para

aplicacéo topica.

Com relacdo ao teor, as formulacbes contendo AHC, VBM e PPC, com
excecao do genérico A de AHC, todas as outras formula¢gGes apresentaram-se dentro
dos limites preconizados por suas monografias, 90 - 110% para AHC e VBM, e 90 -
115% para o PPC (USP 40, 2017).

Os dados da viscosidade aparente das formulacdes (Tabela 10), mostram
gue para as formulacfes de AHC, o genérico A foi o que apresentou viscosidade mais
proxima ao referéncia, seguido do genérico B. Em relacao as formulacdes de VBM, o
genérico C foi o que apresentou a viscosidade mais proxima ao referéncia, seguido
do genérico D. E no que diz respeito as formulacdes de PPC, o genérico E foi o que

apresentou a viscosidade mais préxima ao referéncia, seguido do genérico F.

Fato comum e interessante de ressaltarmos entre as formulagfes, € que 0s
genéricos que apresentaram viscosidade mais proxima ao seu referéncia, séo os que

possuem também composicao qualitativa também mais préximas.

Os genéricos do AHC, VBM e PPC apresentaram diferenca estatisticamente
significativa na viscosidade aparente, quando comparados ao respectivo

medicamento de referéncia.

Como mencionado anteriormente, esta diferenca pode estar relacionada a
presenca do Carbédmer, um agente incrementador de viscosidade presente apenas no
medicamento de referéncia. Ja formulacdes de VBM, a presenca da Parafina liquida
no referéncia, um agente emoliente, poderia justificar este resultado. Enquanto que
nas formulagdes de PPC, podemos relacionar ao uso de diferentes emolientes e/ou

agente emulsificante.

Visto que a farmacopeia ndo define faixa de aceitacdo para testes de
viscosidade e densidade, apenas os resultados de pH e teor podem ser utilizados para
definir a EF entre as formulacdes de PPC, ja para as formulacdes de AHC e VBM,
também ndo se tem faixa de aceitacdo para pH, restando apenas o teor para definicdo
de EF.
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Diversos autores tém considerado o pH como um atributo de qualidade critico
durante a comparacéo de produtos testes com o seu referéncia, uma vez que o pH do
veiculo pode influenciar o estado de ionizacao do ativo, a solubilidade, a distribui¢cao
de farmaco dentro da microestrutura (Q3), e consequentemente na sua estabilidade e
seguranca (SHANLEY, 2016; MURTHY, 2016; ILIC et al., 2017).

Desta forma, todas as formulacdes estudadas, com excecédo do genérico A
do AHC, atenderam as especificagbes da farmacopeia americana (USP 40, 2017) e
sao consideradas equivalentes ao produto referéncia de acordo com a legislacéo
Brasileira vigente (BRASIL, 2010a).

5.3 VALIDACAO DE METODO ANALITICO/BIOANALITICO
5.3.1 Cromatografia liquida de alta eficiéncia com detec¢do de ultravioleta
(CLAE-UV)

O método utilizado para quantificacdo do AHC, VBM e PPC, mostrou
seletividade, especificidade, linearidade adequada. Os cromatogramas apresentados
nas figuras 10a, 10b e 10c, mostram o tempo de retencéo do AHC, VBM, e PPC, que
foram de aproximadamente 5.0, 4.2 e 5.1 minutos, respectivamente.

A curva de calibracdo demonstrou que o método € linear no intervalo de 0,05 -
5ug/mL para AHC e PPC, e 0,02 - 0,7ug/mL para VBM. Paraa AHC e PPC, a equacéao
da reta obtida foi y = 60754,2x + 856,03 e y= 56108,51x — 226,64, e VBM foi y =
30,2146x + 467,68, com um coeficiente de determinacao de r2 = 0,9999, r2 = 0,9996 e
r2 = 0,9998, respectivamente. Segundo a ANVISA (ANVISA, 2017), o coeficiente de
determinacdo linear deve ser igual ou superior a 0,99. Sendo assim, o valor de r?
obtido na anélise da AHC e VBM pelo método desenvolvido de CLAE-UV cumpre aos

limites estabelecidos (Figuras 11a, 11b e 11c).



Figura 10 - Cromatograma indicativo da seletividade do método: (a) Placebo, (b) solucéo

padrdo de AHC (A), VBM (B), PPC (C).
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Figura 11 - Curva de Regresséao Linear obtida da média de trés curvas de calibra¢do do AHC
(A), VBM (B), PPC (C).

(A)

Area

300000+

250000

200000+

1500004

100000+

50000+

0.0 0.5 10 15 2.0 25 3.0 35 4.0 4.5 Conc.

(B)

20000+

15000+

10000+

5000+

(©)

250000+

200000+

150000

100000+

50000+

0.0 0.5 1.0 15 2.0 25 3.0 35 4.0 45 Conc.

Fonte: A autora, 2019.



74

Assim, diante dos resultados, os métodos foram validados e apresentaram- se
especificos, lineares, precisos, exatos e robustos, de acordo com a RE 166/17 da
ANVISA.

5.3.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia com detec¢cdo de massas (LC-
MS/MS)

O método demonstrou ser seletivo e especifico sem interferentes nos tempos
de retencéo do PPC e do PI (Figura 12). A linearidade foi obtida a partir da analise de
regressao linear pelo método dos minimos quadrados ponderada (1/x?), na faixa de
10 a 500 ng/ mL, com equacdo da reta y=0,00737x + 0,00683, e coeficiente de
correlacdo r? = 0,99909 (n = 3 corridas analiticas) (Figura 13). A precisdo intra e
interdia foi de 7,8 e 11,6 %, respectivamente e o erro relativo € de 10,4%. Os
resultados obtidos mostraram-se dentro dos limites aceitaveis pela ANVISA (ANVISA,
2012).

Os tempos de retencdo para o PCC e Pl foram 1,63 e 2,5 minutos,

respectivamente, com tempo total de analise de 4 minutos.

Figura 12 - Cromatograma indicativo da seletividade do método PPC (A) e DB (B).
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Figura 13 - Curva da Regressdo Linear obtida da média de trés curvas de calibracdo
auténticas.
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5.3.2.1 Efeito matriz

De acordo com a figura 14, o estudo do efeito matriz ndo mostrou nenhuma
influéncia significativa, nas amostras de extracdo das fitas e pele, em relacdo a
resposta analitica do PPC, visto que nos tempos de retencao dos picos do PPC e PI
ndo houve alteracdo nos niveis de ionizacéo.
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Figura 14 - Cromatograma ilustrativo do efeito matriz: (a) epiderme/derme, (b) EC do (A) PPC

e (B) PI.
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5.3.2.2 Estabilidade das amostras

De acordo com a resolucdo RDC 27/2012, a
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estabilidade é demonstrada

guando ndo se observar desvio superior a 15% (quinze por cento) da média das

concentragcbes obtidas com relagdo ao valor nominal. Os dados da triplicata de
amostras contendo CQB e CQA antes e ap0s a extracao no periodo de 24h, 48h e

72h, demonstraram que a estabilidade foi mantida durante todo o tempo, conforme
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pode ser observado na tabela 11. Assim, todas as amostras foram analisadas apenas

dentro do intervalo de tempo assegurado.

Tabela 11 - Estabilidade das amostras armazenadas antes e ap0s 0 processo de extragao.

Antes da extracao Apés a extracdo
Tempo CQB CQA CcQB CQA
(horas) \igdia + P Média + DP Média + DP Média « DP
(ng/mL) cVv (ng/mL) cVv (ng/mL) cVv (ng/mL) cVv
24h 15,61 +0,91 | 5,87 | 240,80 £ 3,56 | 1,48 | 15,24 £ 0,65 | 4,31 | 241,27 + 3,26 | 1,35
48h 15,39+ 1,05 | 6,53 | 245,33+£4,23 | 1,72 | 16,01 £ 0,71 | 4,44 | 244,75+ 4,78 | 1,95
72h 14,71 £ 0,77 | 5,27 | 242,46 + 2,86 | 1,18 | 15,41 £ 0,62 | 4,04 | 242,10 + 3,23 | 1,33

Fonte: Resultado da pesquisa

5.3.2.3 Recuperacéo

A tabela 12 apresenta os valores percentuais de recuperagao no EC e pele de
porco (epiderme e derme) (amostras contaminadas). Os resultados obtidos confirmam
gue o processo de extracdo € eficiente para a recuperacao do PPC nas fitas e na pele

de porco, uma vez que a substancia pode ser recuperada em quantidade significativa.

Tabela 12 - Valores médios para a recuperagédo do PPC no EC e epiderme/derme.

Estrato cérneo Epiderme e derme
Co(gt_rg;es Média + DP Recuperacdo | Média + DP N
= (ng/mL) Ccv (%) (ng/mL) Ccv Recuperacéo
(%) (%) (%)
15 14,71 £ 0,22 1,54 98,06 14,82 £ 0,10 0,70 98,80
100 98,95 + 0,59 0,60 98,95 99,15 + 0,27 0,28 99,15
240 236,60 + 0,64 0,27 98,58 236,09 + 1,09 0,46 98,37

Fonte: Resultado da pesquisa

5.4 ESTUDO DE LIBERACAO IN VITRO DO AHC, VBM E PPC

5.4.1 Selecdo do meio receptor

A selecdo do meio receptor é realizada com a finalidade de garantir a

“condigédo sink”, ou seja, a atividade termodinamica do farmaco no fluido receptor ndo
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deve exceder 10% da sua solubilidade de saturacédo para que assim, seja garantida
uma liberacdo/permeacéao favoravel do farmaco (WESTER, MAIBACH, 1989).

De acordo com os resultados da solubilidade do AHC, VBM e PCC em
diferentes meios receptores que estao apresentados na tabela 13, foi selecionado

como meio receptor o Tampéao pH 7,4 + Brij 020® 0,5 %, para todos os farmacos.

Tabela 13 - Solubilidade do AHC, VBM e PPC a 32°C em trés diferentes meios receptores.
Média + DP, n=3

Solubilidade (pg/mL)
Meios receptores

AHC VBM PPC
PBS 3,65+0,35 25+0,24 2,45+0,23
H20/EtOH 5% 8,30 + 0,16 6,84 + 0,07 5,10+ 0,12
PBS/Brij 020°® 0,5% 222,78 + 6,74 184,50 + 7,24 29,54+1,18

Fonte: Resultado da pesquisa

5.4.2 Cinética de liberag&o in vitro

Os perfis de liberacdo das formula¢gdes de AHC, VBM e PPC, foram avaliados
de forma comparativa entre as formulacdes genéricas e referéncia (Figura 15a, 15b e
15c), utilizando metodologia proposta pelo Guia SUPAC-SS 1724 e FDA (FDA, 1997,
USP, 2014).



Figura 15 - Perfil de liberacéo das formulaces contendo AHC (A), VBM (B) e PPC (C).
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AplOs a avaliacdo estatistica comparativa das taxas de liberacdo das
formulacdes genéricas de AHC e PPC, todos os genéricos foram considerados néo
equivalentes a formulacdo de referéncia, mesmo apés a avaliacdo de 18 replicatas
(Tabela 14). Vale salientar que o genérico A do AHC, apresentou teor abaixo do
preconizado e, por isso, ja havia sido considerado ndo equivalente ao produto
referéncia conforme a RDC 37/2011.

Com relagédo ao VBM, o genérico D foi considerado equivalente ao produto
referéncia (Q3 semelhante). Ja o genérico C foi considerado ndo equivalente ao
Betnovate® mesmo apos a realizacéo de 18 replicatas (Tabela 14). Vale salientar que,
embora 0 guia SUPAC-SS 1724, seja indicado para conducdes de teste de
desempenho in vitro visando a avaliagdo de mudancas pés-registro de uma
formulacdo do mesmo fabricante, esse ensaio foi utilizado para comparar formulacdes
de diferentes fabricantes.

Por si s6 o ensaio de liberacdo in vitro, "ndo é um substituto para os testes
de BD/BE", podendo ser util na demonstragdo da “semelhanga” entre medicamentos,
apos realizacdo de pequenas alteracdes. Dessa forma, pode-se prever a possibilidade
de uma maior utilizacdo para os ensaios de liberac&o in vitro, como parte de uma série
de testes, que possam ser utilizados para estabelecer a BE de medicamentos de
aplicacao topica (FDA, 1998).

Tabela 14 - Resultado estatistico comparativo entre as formulacdes referéncia e genéricas de
AHC, VBM e PPC.

Valores-limite com IC de

Farmaco Comparagéo 90% Concluséo
Referéncia X Genérico A 37,44 - 54,31 N&o semelhante
ARC Referéncia X Genérico B 51,74 - 87,18 N&o semelhante
Referéncia X Genérico C 266,33 - 353,31 N&o semelhante

VEM Referéncia X Genérico D 108,43 - 131,78 Semelhante
Referéncia X Genérico E 46,85 - 57,03 N&o semelhante
PPC Referéncia X Genérico F 32,67 - 43,53 N&o semelhante

Fonte: Resultado da pesquisa
A atividade termodinémica e a viscosidade tém efeito determinante sobre a
liberagdo do farmaco (DAVIS; KHANDERIA, 1972). Estudos relatam que de forma
inversamente proporcional, a viscosidade de um produto pode, entre outros fatores,
afetar a liberacdo da substancia ativa (BREGNI et al., 2008; CHORILLI et al., 2007,
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RAFIEE-TEHFANI; MEHRAMIZI, 2000; CHI, JUN, 1991). Contudo, ndo foi o que
observamos para as formulacées de AHC, VBM e PPC.

No caso das formulagBes contendo os trés farmacos estudados, pode-se
inferir que a viscosidade ndo apresentou uma influencia significativa na liberagdo dos
farmacos a partir de sua formulacao.

Uma vez que o Berlison® apresentou a maior viscosidade, foi o que
apresentou a maior taxa de liberacéo, o genérico B que apresentou menor viscosidade
entre as formulacdes de AHC, foi o que apresentou a taxa de liberacdo mais préxima
a do seu medicamento de referéncia, e o genérico A que apresentava que apresentava
viscosidade intermediaria, apresentou a menor taxa de liberacao (Tabela 14).

O Betnovate® apresentou menor viscosidade e a menor taxa de liberacdo, o
genérico C que apresentava viscosidade intermediaria, apresentou a maior taxa de
liberacao, e o genérico D apresentou a maior viscosidade, e a segunda maior taxa de
liberacdo (Tabela 14).

O Psorex® apresentou a maior viscosidade, e maior taxa de liberacéo, o
genérico E apresentou a segunda maior viscosidade, e a segunda maior taxa de
liberacdo, e o genérico F apresentou a menor viscosidade, e a menor taxa de
liberacao.

A partir da analise das taxas de liberacdo apresentadas pelas formulacdes
estudadas e aplicacdo do método de regressao linear dos minimos quadrados, o
modelo cinético de Higuchi demonstrou ser o mais adequado para todas as
formulacdes avaliadas, e os valores do coeficiente de correlacdo pode ser observado
na tabela 15. Portanto, os perfis de liberacdo das formulacbes de AHC e VBM,
apresentam modelo cinético de pseudo primeira ordem, o que indica que o sistema é
controlado por difusao (HIGUCHI, 1962).
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Tabela 15 - Taxa de liberacdo e coeficiente de determinacao das formulacdes contendo o
farmaco AHC, VBM e PPC.

Taxa de liberacédo

Farmaco Formulacbes Coeficiente de determinacéo (r?)
(ng/cm?/ \h)
Referéncia 27,99 + 4,15 0,9831 £ 0,001
AHC Genérico A 13,16 £ 2,27 0,9863 £ 0,002
Genérico B 18,58 + 3,23 0,9820 £ 0,002
Referéncia 2,31+0,41 0,9769 £ 0,009
VBM Genérico C 6,13+ 0,89 0,9869 £ 0,001
Genérico D 3,19+0,32 0,9841 + 0,001
Referéncia 30,21+1,30 0,9906 + 0,001
PPC Genérico E 15,07 + 1,68 0,9859 + 0,001
Genérico F 11,56 £1,71 0,9874 £ 0,002

Fonte: Resultado da pesquisa

Estes resultados corroboram com os encontrados por Chagas, 2018, e
Soares, 2017, onde a diferenca de viscosidade das formulacdes de mupirocina
pomada, e propionato de clobetasol pomada, respectivamente, nao influenciaram
suas taxas de liberagcédo, pois determinadas formulacdes que apresentaram maior
viscosidade, obtiveram maior taxa de liberacdo (SOARES, 2017; CHAGAS, 2018).
Uma possivel explicacdo para isso, € o fato de as formula¢des apresentarem outras
variaveis, como diferencas qualitativas, que podem afetar a liberacdo do farmaco
presente na formulagdo, para o meio receptor (SOARES, 2017).

Estudo realizado por Caron, 1990, com formulacdes de hidrocortisona creme,
mostrou que o uso de um sistema de células de difusdo, com membrana sintética,
pode ser usado como um procedimento de controle de qualidade para garantir
uniformidade e bioequivaléncia entre lotes, uma vez que a biodisponibilidade tenha
sido avaliada anteriormente (CARON, 1990).

Considerando que o requisito mais comum para isencdo de estudo de
bioequivaléncia, é com base na formulagédo e na dosagem do medicamento, algumas
agéncias podem conceder dispensa para uma formulacdo tépica na qual os
excipientes dos medicamentos teste e referéncia sdo os mesmos, porém o Insumo
Farmacéutico Ativo (IFA) e os excipientes devem ser Q1 (qualitativamente) e Q2
(quantitativamente) os mesmos que o produto de referéncia, pois essas diferencas
podem modificar a absorcdo do IFA ou afetar a seguranca e/ou eficacia do
medicamento (BRADDY et al., 2014; TIFFNER et al., 2018).



83

Em se tratando da legislacdo brasileira, pode-se prever a necessidade de
utilizacdo dos ensaios de liberacéo in vitro (de forma analoga ao perfil de dissolucéo
para formas sélidas de uso oral), como parte de uma série de testes que possam ser
utilizados para auxiliar no estabelecimento da equivaléncia farmacéutica de

medicamentos de aplicacao topica (Leal et al., 2017b).

5.5 ESTUDO DERMATOFARMACODINAMICO

5.5.1 Estudo Piloto

Para cada um dos 3 diferentes medicamentos referéncia testados, apds a
realizacdo do estudo proposto, foram realizados os ajustes necessarios nos dados do
branqueamento, conforme descrito no item 4.5.1.3. As curvas dose resposta (Figura
20) foram construidas considerando todos os pontos, de todos os 12 participantes,
visto que apresentaram adequada resposta ao branqueamento.

Afigura 16 A, B e C, apresentam os valores individuais de ASC e o0 modelo Emax

ajustado, para o Berlison®, Betnovate® e Psorex®, respectivamente.

Figura 16 - Area sob a curva em todos os tempos e 0 modelo Ensx ajustado (linha sélida) do
Berlison® (A), Betnovate® (B) e Psorex® (C), aos dados de duracao dose-resposta do

branqueamento dos 12 participantes de pesquisa do estudo piloto.
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Fonte: A autora, 2019.

Os valores de Emax € EDso encontrados foram: Berlison® -5,42 e 4,57h,
Betnovate® -4,84 e 4,62 h, Psorex® -15,59 e 0,16h.

5.5.2 Estudo Principal

Os resultados obtidos no estudo piloto para o AHC e VBM, farmacos
considerados de acordo com a Fundacéo Nacional de Psoriase dos EUA e Consenso
Brasileiro de Psoriase, de baixa poténcia e potente, respectivamente, apresentaram
um EDso semelhante. Diante deste fato, o estudo principal foi conduzido apenas com

formulacdes de PPC.

Estudos realizados por Wiedersberg 2009, utilizando formulagdes contendo o
VBM mostraram que a resposta ao branqueamento em todas as formulagdes,

aumentou apos a sua remocdao, atingindo pico maximo 4 a 6 h mais tarde. Este fato
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foi atribuido a manifestacdo do fenébmeno frequentemente referido na literatura como
o “efeito do reservatoério” (WIEDERSBERG et al., 2009).

Efeito este, que corrobora com os resultados obtidos neste estudo, onde no
maior tempo de absorcdo (10minutos), ndo foi possivel observar branqueamento
(Figura 17). A partir de 8 horas apdés remocédo das formulagdes, ja foi possivel
observar branqueamento (inclusive visual), com efeito maximo do branqueamento

atingido em torno de 19 horas (Figura 18).

Figura 17 - Branqueamento causado pelas formula¢gdes de PPC, apds 10 minutos de contato
das formulagdes.

Fonte: A autora, 2019.
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Figura 18 - Brangueamento causado pelas formulacdes de PPC, cerca de 19 horas apés a

remocao das formulacgées.

Fonte: A autora, 2019.

As tabelas 16 e 17, trazem os dados de ASC apenas dos participantes

“detectores”, que por sua vez, foram utilizados para o calculo de bioequivaléncia.

Tabela 16 - Valores médios de ASC dos participantes de pesquisa que atenderam ao critério

de resposta a duracéo de dose (Genérico E x Referéncia).

SuJ ASC (0-24) GENERICO E ASC (0-24) REFERENCIA
1 -26,06 -27,51
2 -19,63 -15,54
3 -13,72 -25,03
6 -13,85 -11,84
7 -35,47 -39,99
9 -40,67 -38,81
10 -13,55 -6,72
11 -8,50 -13,21
12 -51,12 -42,86
14 -20,34 -22,15
15 -14,38 -24,83

18 29,76 -35,96
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19 -19,60 -20,63
21 -33,17 -32,39
22 -11,84 -18,84
27 -17,50 -19,30
28 -10,33 -11,71
30 -12,16 -19,32
31 -23,03 -27,40
36 -13,38 -13,63
39 -7,82 -9,77
40 -34,86 -38,89

Fonte: Resultado da pesquisa

Tabela 17 - Valores médios de ASC dos participantes de pesquisa que atenderam ao critério
de resposta a duragéo de dose (Genérico F x Referéncia).

SuJ ASC (0-24) GENERICO F ASC (0-24) REFERENCIA
3 3,35 6,27
4 -24,65 -36,14
5 -22,59 -37,88
6 -38,69 -33,27
7 -21,15 -26,05
8 -25,74 -24,85
9 -31,79 -31,04
12 -12,53 -19,16
13 -13,91 -14,46
14 -3,83 -21,23
15 -34,16 29,94
18 -31,19 -32,19
21 -34,93 -18,14
24 -19,02 -18,86
28 -21,34 -16,40
29 -16,58 -11,33
30 -13,60 -14,65
32 -39,95 -21,59
34 -53,36 -36,33
35 -37,19 -40,77
38 -56,47 -44,44
39 -13,58 -6,69

Fonte: Resultado da pesquisa

Dentre os 80 participantes de pesquisa utilizados no estudo, 44 foram

considerados “detectores” (22 para cada genérico avaliado), utilizando o critério de D2
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/ D12 1,25. Logo, apenas os dados dos 22 “detectores”, foram usados para calculo de
BE.

A partir do método de Locke para determinacdo da BE, foi obtido o valor de G
onde, G <1 é requerido, para ter um intervalo de confianca adequado. Se G = 1, o
estudo ndo atende aos requisitos de bioequivaléncia in vivo. A partir da determinacéo
do valor de G, foi possivel calcular o intervalo de confianca de 90% exato para os
dados (FDA, 1997).

O genérico E obteve um G = 0,0287, e o intervalo de confianca de 90% foi de
83,10 - 98,90%. O genérico F obteve um G = 0,0348, e o intervalo de confianca de
90% foi de 91,90 - 121,90%. Sendo assim, 0s genéricos E e F, foram considerados
BE ao seu medicamento de referéncia (Psorex®), corroborando com o resultado de
bioequivaléncia através do tape stripping.

Mesmo nado sendo ainda um método aceito no Brasil para avaliacdo de BE de
produtos topicos (esta metodologia esta descrita no anexo Il da consulta publica
N°760, publicada em 27 de dezembro de 2019) é utilizado em diferentes paises, por
exemplo, Africa do Sul, Australia, Canadé, EMA, EUA, Suica, Jap&o.

Para tanto, existem diversos estudos publicados na literatura comparando
produtos comercializados e/ou formulacdes desenvolvidas internacionalmente, de
corticoides de diferentes poténcias, com resultados positivos e negativos do ponto de
vista da aprovacdo da bioequivaléncia. Entre eles podemos citar formulacdes
contendo hidrocortisona (GORNE, 2007); betametasona creme/ pomada 0,05%
(PERSHING, 1992); valerato de betametasona creme/pomada 0,1%, fluocinolana
acetonida creme 0,025%, e triancionolona acetonida creme/pomada 0,025, 0,05 e
0,1% (STOUGHTON, 1987, JACKSON, 1989; SHAH, 1989; OLSEN, 1991).

No entanto, ndo foi encontrado, na literatura pesquisada, a utilizacdo desta
metodologia (branqueamento) para avaliacdo de produtos corticoides comercializados
no mercado nacional, demonstrando a importancia do estudo descrito seja para

comunidade cientifica, usuarios e orgéo regulador.
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5.6 ESTUDO DERMATOFARMACOCINETICO (DPK) IN VIVO

5.6.1 Tolerabilidade

Um total de 6 participantes de pesquisa saudaveis, 4 mulheres e 2 homens,
foram avaliados no estudo piloto ap0s a assinatura do termo de consentimento. A
média (faixa) da idade, do peso e da altura dos voluntérios eram de 24 anos (21-27);
65 (52-82) kg; e 165 (156-175) cm, respectivamente. Cinco participantes

apresentaram fototipo de pele Il e Ill e um participante apresentou fototipo de pele IV.

Um total de 14 participantes de pesquisa saudaveis, 13 mulheres e 1 homem,
foram incluidos no estudo principal apds a assinatura do termo de consentimento. A
média (faixa) da idade, do peso e da altura dos voluntérios eram de 26 anos (21-34);
62 (50-78) kg; e 161 (153-170) cm, respectivamente. Dez participantes apresentaram
fototipo de pele Il e IV e quatro participantes tiveram fototipo de pele Il e V. Ao final
do estudo ndo foi observado vermelhiddo, nem qualquer outro efeito indesejavel
descrito ou ndo, no protocolo de estudo, ap0s o procedimento de tape stripping,

diferente do relatado no estudo realizado por Araujo, 2018.

5.6.2 Estudo piloto

A concentracdo maxima de farmaco recuperada no EC (Cmaxx DP) foi de 61,76
(+ 14,88) ng /cm?, e alcancada no Tmax de 10 minutos, que corresponde ao tempo
maximo de contato da formulacdo na pele. Ndo foi observada diferenca
estatisticamente significativa entre esta concentracdo e aguela observada por até 6hs
apos a retirada da formulacao da pele, sugerindo um efeito reservatorio do PPC no
EC. Estudo de tape stripping in vivo, visando avaliar a bioequivaléncia de formulagdes
de PPC realizado na Africa do Sul, ndo mostra um possivel efeito reservatério (AU;
SKINNER; KANFER, 2010). Vale salientar que o design do estudo foi diferente deste
aqui realizado, e talvez por isso, ndo exista uma evidéncia positiva em relacéo a este
fato.

Neste estudo, 0 Tmax foi selecionado visando estabelecer uma relagédo com o
EDso determinado no estudo do brangueamento. A concentragdo de PPC no EC
correspondente ao tempo D1 (5min) e D2( 20 min) do estudo de branqueamento foi de
47,75 (£ 17,21) e 85,24 (+ 11,97) ng /cm?, respectivamente, correspondendo a
diminuicdo e aumento na quantidade de farmaco no EC de 1,3 e 1,4 vezes,
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respectivamente, tornando evidente a relacdo entre ambas as metodologias (DPK e
branqueamento).

Assumindo uma eliminacao de primeira ordem do PPC no EC apés o tempo de
absorcdo de 10 minutos, e coeficiente de regresséao linear (r?=0,99) da quantidade de
farmaco log transformada versus tempo entre 6 e 28h produz o valor médio de ke (£
DP) de 0,044 (+ 0,024) h''; e meia-vida correspondente de 19,83 (+ 10,31) horas.

O draft guideline on quality and equivalence of topical products, publicado pela
EMA (EMA, 2018), deixa claro que o tempo de eliminacéo deve ser longo o suficiente
para permitir a transferéncia mensuravel do farmaco do EC para a pele viavel. No
entanto, ndo deve exceder o tempo total de 48 horas, visando evitar efeito do tipo
descamacéao da pele. De acordo com este mesmo guia, este tempo deve permitir uma
diminuicdo de 25% na massa do farmaco recuperada, em relacdo ao tempo de
absorcdo. Neste estudo, no tempo total, a massa diminuiu para 42,52 ng + 31,16%,

estando assim em conformidade com o draft da EMA.

A média da ASC (+ DP) medida sob a quantidade de EC versus tempo (ASCo-
28n) foi 1302,46 (+ 484,19) (ng-h)/cm?) e, usando a ke calculada, ASCo — « foi
determinado como 1986,05 (+ 1013,45) (ng-h)/cm?).

A figura 19 mostra o perfil cinético da quantidade de PPC no EC in vivo durante
a fase de absorcao (t<10min) e eliminacao (t=26h). Estes dados representam a média

dos 6 participantes do estudo.

Figura 19 - Perfil cinético da quantidade de PPC no EC in vivo durante a fase de absorgéo e

eliminacéo (n=6).
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Fonte: A autora, 2019.
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5.6.3 Estudo principal (Bioequivaléncia)

De acordo com o draft guideline (EMA, 2018) citado anteriormente, no estudo
de bioequivaléncia utilizando o tape stripping, “é necessario que os produtos teste e
referéncia sejam comparados em dois momentos (absorcéo e eliminacdo) para cada
participante do estudo” e o tempo de absorgédo determinado no estudo piloto, deve ser
suficientemente longo para que o farmaco atinja o estado de equilibrio. Dito isto,
baseado no estudo piloto, foram selecionados os tempos de absor¢cédo e eliminagéao

de 10 min e 19 horas, respectivamente.

Seguindo o mesmo célculo realizado por N’Dri Stempfer et al. 2008, a figura 20
mostra a variabilidade da quantidade total de fArmaco (ng /cm?) extraida dos dois sitios
de aplicacéo para cada formulacédo, em cada um dos 14 participantes da pesquisa nos
momentos de absorcdo e de eliminacdo. Ndo houve diferenca estatisticamente
significativa entre o Psorex® e 0s genéricos E e F, utilizando o teste bicaudal de Mann

Whitney para a absorcéo, eliminacéo e razdo entre a absorcao e eliminacao (R).

Figura 20 - Quantidades de farmaco por unidade de area (ng/cm?) das determinacées em
duplicata em cada voluntario para as trés formulacdes de PPC avaliados apos 10 minutos de

absorgao (A), e 19 horas de eliminagéo (B).
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PPC foi facilmente detectavel através da analise por tape stripping. No entanto,
para um total de 3 participantes, foram observadas concentracdes abaixo do limite de
quantificacdo no tempo de eliminagédo (Figura 20B) para a duplicata de todas as
formulagbes analisadas, ocasionando o aumento da variabilidade dos dados. Isto
pode ter ocorrido em virtude de problemas na aplicacéo das formulagdes, entre outros.
Uma maior variabilidade observada nos tempos de absorcéo (Figura 20A) poderia ser
explicada pela necessidade das formulagdes aplicadas, levarem um tempo para entrar
em equilibrio com a pele. No entanto, a analise da quantidade de PPC recuperada
excluindo as duas primeiras fitas apresentou resultados semelhantes. No estudo in
vivo realizado por Araugjo, 2018 e por Chagas, 2019 utilizando formula¢gdes contendo
metronidazol e mupirocina, respectivamente, foram encontrados resultados
semelhantes.

Com relacao aos dados apresentados natabela 18, ndo foi observado diferenca
estatisticamente significativa na quantidade recuperada de PPC no tempo de
absorcao para ambos os produtos. No entanto, no tempo de eliminagéo, foi observada
uma diferenca estatisticamente significativa (t student p<0,05) entre a referéncia e o
genérico F. Para os produtos, a massa de PPC na eliminacédo foi 45,10%, 44,68% e
47,57% menor, relativa para os produtos E, R e F, respectivamente apés 19 horas.
Resultados em torno de 33% foram observados para formulacées contendo econazol
e diclofenaco de so6dio apos tempo semelhante (N-DRI STEMPFER, 2009;
CORDERY, 2017). Este ultimo resultado, fica mais claramente evidenciado, quando
da avaliacdo do fluxo no EC, que também nédo apresentou diferenca estatisticamente

significativa entre os produtos teste e referéncia.

Tabela 18 - Concentracao de PPC recuperado do EC ap0ls absorcédo e eliminagéo, fluxo
deduzido do farmaco para o tecido viavel durante o periodo de eliminacdo (Jin vivo) € @
constante de taxa de primeira ordem (K) que descreve a eliminagdo do EC. Média aritmética

* intervalo de confianca de 90% (n = 14).

Formulacéo Genérico E Psorex® Genérico F
Absorcéo ng/cm2 66,82 + 34,15 77,37 + 32,46 60,68 + 22,25
Eliminacdo ng/cm2 30,14 + 6,01 34,57 £9,01 28,87 £ 5,56
Jin vivo ng.h'l.Cm'Z 2,27 * 2,04 2,64 + 1,67 2,0 + 1,11
K (h') 0,013 + 0,013 0,014 + 0,010 0,014 + 0,010

Fonte: Resultado da pesquisa
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A BE foi avaliada ap6s 10 minutos (absorcédo) e 19 horas (eliminacdo) de
aplicacao do medicamento de referéncia Psorex® e genéricos (E e F), usando a razéo
do log transformado da quantidade de farmaco (ng/cm? ) (média +* intervalo de
confianca de 90%) (Tabela 19).

Tabela 19 - Avaliacdo de bioequivaléncia dos medicamentos contendo PPC (genéricos E e F)
em comparacdo com medicamento de referéncia (Psorex®) determinada em 14 voluntarios
da concentracdo de PPC/area. Bioequivaléncia foi avaliada através da razdo entre o log
transformado da concentracdo de farmaco no EC (média = 90% de intervalo de confianca)

apos 10 minutos de absor¢cdo, com ou sem eliminacéo de 19 horas.

Genérico E Genérico F
MedédEa da Média IC inferior IC superior Média IC inferior IC superior
Absorg¢ao 1,03 0,87 1,22 1,03 0,87 1,24
Eliminacé&o 0,94 0,85 1,04 0,94 0,86 1,03
Absorcdo e ) o7 0,80 0,95 0,91 0,84 0,99
Eliminacéo

Fonte: Resultado da pesquisa

Neste estudo, ndo foi realizada a normalizacdo dos dados através da
guantidade de EC coletado. De acordo com o procedimento realizado por Araujo,
2018, utilizando formulagdes contendo metronidazol, o resultado foi semelhante,
independente da referida normalizacao, ja de acordo com Au, 2010, a normalizacédo é
obrigatéria. Vale salientar que, neste ultimo estudo, os parametro adotados no

desenvolvimento da metodologia foram diferentes do realizado neste estudo.

De acordo com guia sobre requisitos de qualidade para o registro de produtos
tépicos e transdérmicos (ANVISA, 2019), no desenvolvimento de produtos genéricos,
0 medicamento “copia” ndo precisa, necessariamente, apresentar-se Q1 nem Q2
semelhantes, levando também a uma diferenca em Q3. Isto, por certo, podera
prejudicar os resultados de bioequivaléncia destes produtos. Neste estudo com
formulacées de PPC adquiridas no mercado brasileiro, mesmo sendo Q1, Q2 e Q3
diferentes, apresentou um resultado positivo para bioequivaléncia por tape stripping.
Resultados diferentes foram encontrados por Araujo, onde o aumento de 0,5% na
concentracédo do agente espessante utilizado levou a uma diminui¢cdo de 3 vezes na

espalhabilidade, resultando na bioinequivalencia (ARAUJO, 2018).
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Outros estudos também tém demonstrado a capacidade da metodologia DPK
in vivo, oferecer uma meétrica confiavel para quantificar o farmaco presente EC,
podendo ser util para determinag@es tépicas de biodisponibilidade e bioequivaléncia
(FREITAS et al.,, 2015; WIEDERSBERG et al., 2008; HERKENNE et al., 2006;
PERSHING et al., 2002). No entanto, mesmo apds uma série de refinamentos
realizados nesta técnica apos a retirada do draft “Topical dermatological drug product
NDAs and ANDAs - In vivo bioavailability, bioequivalence, in vitro release, and
associated studies”, do FDA no ano de 2002, ainda n&o existe um consenso no que
trata do procedimento mais adequado, seguro e sensivel a ser utilizado na avaliacédo
da bioequivaléncia de produtos topicos. Neste sentido, provavelmente o primeiro guia
a ser aprovado incluido este procedimento serd o guia extensivo a unido europeia

(EMA, 2018), que teve sua consulta publica finalizada em 2019.

5.7 DERMATOFARMACOCINETICA x DERMATOFARMACODINAMICA

Com base na literatura cientifica, ficou claro que os métodos aqui propostos
para avaliacdo in vivo de formulagbes topicas de corticoides, apresentam uma
correlagdo. Isto significa que uma maior quantidade de farmaco avaliada no EC (tape
stripping), corresponde também, a uma maior resposta farmacodinamica (PERSHING,
1992; CARON, 1990). No entanto, o estabelecimento de uma métrica mais clara
correlacionando ambos os estudos com fins de avaliagdo de bioequivaléncia sao
ainda insipientes, principalmente devido a dificil padronizacdo da metodologia de
dermatofarmacocinética.

Portanto neste trabalho, uma correlacdo in vitro/in vivo de DPK pode ser
vislumbrada através da comparacéo entre os fluxos do PPC no EC calculados no
periodo de absorcédo e eliminagédo (Figura 21). Os dados demonstram que os fluxos
deduzidos dos dois diferentes procedimentos sao consistentes, apesar da diferenca
no seu valor médio, demonstrando a dificuldade de eliminacdo de farmacos,

principalmente aqueles, do EC para os tecidos subjacentes.
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Figura 21 - Comparacéo do fluxo in vivo e fluxo in vitro deduzido na avaliacdo de PPC no EC
em voluntarios humano (h=14) e pele de porco (n=6).
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Fonte: A autora, 2019.

5.8 ESTUDO DE PERMEACAO EX VIVO, RETENCAO CUTANEA E TAPE-
STRIPPING DO PPC EM PELE ANIMAL (SUINA)

Os modelos ex vivo sdo comumente utilizados para avaliar a absor¢éo cutanea,
sobretudo em decorréncia de algumas dificuldades de se avaliar a permeabilidade da
pele em relacdo a novas moléculas ou novas formulacdes, utilizando apenas
experimentos in vivo (FARAHMAND; MAIBACH, 2009).

Ao final de ambos os experimentos, ndo foi detectado PPC na solugéo
receptora (limite de quantificacdo do método 10ng/mL), quando da utilizacdo de
nenhuma das formulacdes testadas, seja no tempo de absorcéao e/ ou de eliminacao.
Fato esperado, considerando se tratar de um farmaco de acéo tépica, com efeito a
nivel de epiderme/derme. Resultado semelhante foi observado quando da avaliagéo
de formulagdes topicas contendo mupirocina pomada (CHAGAS, 2018). A retencdo
(quantidade de PPC na epiderme e derme viavel) esta apresentada na tabela 20 e

demonstrou que nao houve diferenca estatisticamente significativa entre a quantidade
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de PPC para as diferentes formulacdes (ANOVA seguido do teste de Bonferroni), seja
no tempo de absorcéo e/ou de eliminacdo, tampouco analisando a soma do tempo de
absorcdo e eliminacdo, mesmo utilizando apenas 6 animais diferentes. Os dados
apresentaram um baixo coeficiente de variacdo, demonstrando a padronizacdo do

procedimento, incluindo o manuseio da membrana biolégica.

Tabela 20 - Média da quantidade de PPC na epiderme/derme (ng/cm2), ap6s um periodo de

absorcéao e eliminacao (n = 6).

Quantidade de farmaco na epiderme/derme (ng/cm?)
Pele orelha de porco
Genérico E Psorex® Genérico F
- q Média 106,52 107,65 100,04
empo de DP 11,04 2212 18,79
absorcao
CV 10,36% 20,54% 18,79%
Média 87,84 111,30 99,05
Tempo de DP 10,87 15,97 13,63
eliminagéo
CV 12,38% 14,35% 13,78%
Tempo de Média 194,36 218,95 199,09
absorcéo + DP 20,12 36,14 18,53
eliminacao cVv 10,35% 16,51% 9,31%

Fonte: Resultado da pesquisa
Com base na metodologia de N'Dri-Stempfer, 2008, foi calculada a quantidade
total de farmaco (ng/cm?), extraido das fitas que foram utilizadas para a realizacéo do
procedimento de tape stripping, apds a aplicacao das formulacdes, em sextuplicata,
nos tempos de absorcéo e eliminagéo (Tabela 21).

Tabela 21 - Média aritmética da quantidade de PPC no EC (ng/cm32), ap6s um periodo de

absorc¢éo e eliminacao, incluindo o intervalo de confianga superior e inferior (n=6).

Formulacéo Genérico E Psorex® Genérico F
Absor¢éo ng/cm-2 70,76 + 6,78 75,77 £ 4,95 69,58 + 5,67
Eliminagdo ng/cm-2 60,00 + 5,39 66,82 + 6,88 60,44 + 5,54
Jinvito Ng.ht.cm? 0,35+ 0,10 0,29+ 0,10 0,30+0,11

Fonte: Resultado da pesquisa

A avaliagdo acima descrita, foi realizada analisando tanto todas as 15 fitas
juntas, quanto excluindo as duas primeiras fitas. Apés analise, concluimos que nao
houve diferenca estatisticamente significativa entre o Psorex® e os genéricos E e F

(ANOVA e teste T pareado) independentemente da inclusdo ou ndo das duas
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primeiras fitas, o que demonstra que o procedimento de limpeza realizado foi eficiente
para remocao do residuo de formulac¢des na pele, conforme descrito por Wiedersberg,
2009, para formulagbes contendo o valerato de betametasona e confirmado por
Araujo, 2016; Leal, 2017 e Chagas, 2018 em avaliacdes realizadas com formulacdes
contendo metronidazol, valerato de betametasona e mupirocina, respectivamente
(ARAUJO, 2016; LEAL, 2017a; CHAGAS, 2018).

N&o houve diferenga estatisticamente significativa entre o Psorex® e 0s
genéricos E e F (ANOVA e teste T pareado) nos fluxos do PPC no EC.

Vale também ressaltar que ndo houve diferenca estatisticamente significativa
(Test T) na quantidade de farmaco retida no EC no tempo de absorcdo em relacéo ao
tempo de eliminagcdo, como também reportado quando da avaliacdo de formulacdes
comerciais contendo o econazol (LEAL, 2017a)

Diferentemente dos resultados ora apresentados, estudo realizado por Soares,
2017, utilizando formulacdes cremosas contendo propionato de clobetasol 0,05%
obtidas no mercado brasileiro, todas as 6 formulacées genéricas avaliadas tiveram
permeacdo in vitro semelhante a referéncia (Psorex®), considerando a analise da
guantidade de farmaco presente no EC. Porém, considerando a andlise na EP + D, e
pele total (EC+EP+D), nenhum creme demonstrou semelhanca com o referéncia. Com
isso, o0 estudo, como um todo, demonstrou que as formulacdes genéricas estudadas,
apresentam-se diferentes em relagédo ao seu medicamento de referéncia.

A utilizacdo de modelos in vitro com pele de porco (normalmente aceita para
mimetizar a pele humana em virtude de suas similaridades), pode ser util para
predicdto de um modelo in vivo, sendo considerado uma alternativa no
desenvolvimento e otimizacao de formulagfes tépicas (LEAL et al., 2017a; CORDERY
et al., 2017).
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6 CONCLUSAO

v' Todos os medicamentos genéricos de AHC, VBM e PPC analisados neste
estudo, apresentaram diferencas qualitativas (Q1l) e possivelmente
quantitativas (Q2) de excipientes, levando também a diferenca em sua

microestrutura (Q3) que foi avaliada através do estudo de liberacéo in vitro;

v' Conforme os testes de equivaléncia farmacéutica descritos na RDC n° 31/2010,
com excecdo do genérico A, todos os genéricos foram considerados

equivalentes aos respectivos medicamentos de referéncia;

v' Se considerarmos o guia SUPAC-SS 1724 (FDA,1997; USP, 2014) que utiliza
o estudo de liberacao in vitro como critério de admissao de equivaléncia entre
o medicamento candidato a genérico e o seu referéncia, seria considerado

equivalente apenas o genérico D;

v A avaliacdo qualitativa (Q1) e quantitativa (Q2) associadas ao estudo de
liberacao in vitro (microestrutura Q3), proposto pelo FDA através de diferentes
drafts, foram Uteis para avaliar a bioequivaléncia das formula¢bes contendo
AHC, VBM e PPC. Ao analisarmos os resultados obtidos do ponto de vista de
Q1, Q2 e Q3 e utilizarmos o0 SCFT proposto por Shah, 2015, o Genérico D seria
considerado classe 3 e logo, bioisento. Os demais como classe 4, sendo

necessario realizacéo de estudo de BE;

v" O resultado de permeacdo ex vivo, retencao cutanea e tape-stripping do PPC
em pele animal (suina), demonstrou que o0s genéricos E e F, sao

bioequivalentes ao Psorex®

v" O resultado dermatofarmacodindmico demonstrou que 0s genéricos E e F sédo
estatisticamente semelhantes ao Psorex®, corroborando com o resultado da

EF, porém, indo de encontro com os resultados do estudo de liberagéo in vitro.

v" Os resultados de DPK in vivo demonstraram que os genéricos E e F séo

estatisticamente semelhantes ao Psorex®, corroborando com o resultado da
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EF e dermatofarmacodinamico, porém, indo de encontro com os resultados do

estudo de liberacao in vitro.

As formulacdes de PPC genéricas avaliadas neste trabalho, comercializadas
no mercado brasileiro, foram consideradas bioequivalentes com o
medicamento referéncia através da avaliagdo dermatofarmacodinamica e

dermatofarmacocinética.

Diante disso, concluimos que se faz necessario a elaboracédo de um guia pela
agéncia reguladora brasileira (ANVISA), para avaliacdo de medicamentos
topicos de acao local, determinando a obrigatoriedade na realizacdo de testes
de bioquivaléncia para garantir a intercambialidade entre medicamento

referéncia e genéricos.
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SUMMARY . The therapeutic equivalence of a topical drug product compared to the reference can be pro-
moted through several strategies including the qualitative (Q1) and quantitative similarity (Q2) of excipi-
ents as well as the similarity of the formulation’s microstructure (Q3). If Q1 and Q2 are the same, the only
concerns are potential Q3 differences due to the manufacturing process. In vitro release tests (IVRT) are
the best method for evaluating manufacturing quality, and in vivo testing could likely be waived based on
the in vitro results. Considering this information, and regarding the Topical Drug Classification System
(TCS), in this work, topical Brazilian formulati ining hydrocortisone acetate (HDA), betametha-
sone valerate (BMV), and mupirocin (MPC) were evaluated through pharmaceutical equivalence tests
(PE) described in Brazilian RDC n° 31/2010 or following the TCS and Scale-Up and Post Approval
Change Semisolids (SUPAC-SS) 1724 guide for the IVRT methodology. The results demonstrated that
when following the PE or IVRT, among seven tested products each, only five brand name items and three
generics were idered phar tically equivalent. Considering these results, and based on draft topi-
cal formulati we lude that depending on the TCS classification, PE and IVRT are not enough to
establish the bioequivalence, and therefore, in vivo dermatopharmacokinetic and blanching assays should
be conducted to corroborate these results.

RESUMEN. La equivalencia terapéutica de un producto farmacolégico tépico en comparacién con la referencia
se puede promover mediante varias estrategias que incluyen la similitud cualitativa (Q1) y cuantitativa (Q2) de
los excipientes, asi como la similitud de la microestructura de la formulacién (Q3). Si Q1 y Q2 son iguales, las
tinicas preocupaciones son las posibles diferencias de Q3 debido al proceso de fabricacion. Las pruebas de libe-
racion in vitro (IVRT, por sus siglas en inglés) son el mejor método para evaluar la calidad de fabricacion, y es
probable que las pruebas in vivo se suspendan segin los resultados in vitro. Teniendo en cuenta esta informacion,
y con respecto al Sistema de Clasificacién de Medicamentos Tépicos (TCS), en este trabajo, las formulaciones
tépicas brasilefias que contienen acetato de hidrocortisona (HDA), valerato de betametasona (BMV) y mupiroci-
na (MPC) se evaluaron mediante pruebas de equivalencia farmacéutica (PE) descritas en RDC brasilefio n®
31/2010 o siguiendo la guia 1724 de TCS y Semisélidos de cambio de escala y post aprobacién (SUPAC-SS) pa-
ra la metodologia IVRT. Los resultados demostraron que al seguir el PE o IVRT, entre siete productos probados
cada uno, sélo cinco articulos de marca y tres genéricos se consideraron farmacéuticamente equivalentes. Te-
niendo en cuenta estos resultados, y basados en proyectos de formulaciones tépicas, llegamos a la conclusién de
que, dependiendo de la clasificacion de TCS, PE y IVRT no son suficientes para establecer la bioequivalencia y,
por lo tanto, se deben realizar ensayos in vivo de dermatofarmacocinética y blanqueamiento para corroborar estos
resultados.

INTRODUCTION attributes (CQAs) can individually and collec-

Drugs can be delivered topically from new  tively significantly influence the drug release
or conventional pharmaceutical forms, such as  and, consequently, the therapeutic effect. As
creams and ointments; however, their excipi-  such, using reverse-engineering to copy the ref-
ents, manufacturing process, and critical quality — erence listed drug (RLD) during the develop-

KEY WORDS: blanching assays, dermatopharmacokinetic, in vitro release test, topical bioequivalence, topical
drug classification system.
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ment of generic products is imperative. This
strategy guarantees the qualitative (Q1) and
quantitative (Q2) formulation similarity, as well
as similarity in formulation microstructure (Q3)
12, Thus, according to the proposed topical TSC,
the formulations can be classified in class 1 (Q1,
Q2 same and Q3 same), class 2 (QI, Q2 same
and Q3 differeny), class 3 (QI, Q2 different, and
Q3 same) and class 4 (QI, Q2 different, and Q3
different) 3.

Internationally, the traditional expensive and
time-consuming clinical studies of efficacy are
the only accepted method to demonstrate the
bioequivalence of products for topical applica-
tion and local action, except for corticosteroids,
whose pharmacodynamic evaluation (skin
blanching assay) is recommended and accepted
+7. Even so, the scientific communities are
working hard to change this requirement. As a
consequence, some different draft guides to
evaluate topical formulations containing acy-
clovir ointments, acyclovir cream, cyclosporine
emulsion, and docosanol cream, for example,
have been published, describing the use of
IVRT associated with physicochemical character-
ization as an alternative method to avoid the
clinical studies 811,

In Brazil, according to the Resolution RDC
N2 37/2011 (a guide for exemption and substitu-
tion of studies of relative bioavailability/bioe-
quivalence), the bioequivalence assessment of
the topical product is permitted to be replaced
by pharmaceutical equivalence tests (described
in the Resolution RDC N¢ 31/2010), provided
that the test product exhibits the same concen-
tration of drug relative to the reference product
and excipients of the same function, in compa-
rable concentrations 1213, These tests involve the
physical-chemical and microbiological character-
ization of the formulation and provide important
information regarding the quality attributes of
the tested medicines 4. Microbiological tests are
not useful in the comparison of these products,
and Brazil is the only country in the world to re-
quire them for this purpose.

Additionally, the Resolution RDC N? 73/2016
(post-registration changes, cancellation of regis-
tration of medicines with synthetic and semi-
synthetic drug), requires comparative in vitro
performance testing only between the currently
approved formulation and the proposed one ac-
cording to the General Chapter of the American
Pharmacopoeia (General Chapters 1724:
Semisolid Drug Products Performance tests-SU-

Latin American Journal of Pharmacy - 38 (6): 1122-9 (2019)

PAC-SS 1724) 15, It is important to note that
these candidate generic and similar products
weren't compared with the reference product
using performance tests at the moment of their
registration.

Based on the issues described above, the
main experimental goal of this work was to
compare different generic and/or similar hydro-
cortisone acetate (HDA), betamethasone valer-
ate (BMV) and mupirocin (MPC) Brazilian mar-
ket products to their RLD by the proposed
Brazilian RDC N¢ 37/2011 (except microbiologi-
cal), RDC N2 73/2016, and SUPAC-SS 1724 tests
as well as to discuss the other tests published
recently and the TSC proposal 13.15.16,

MATERIALS AND METHODS
Instruments

The following equipment were used to per-
form this work: Hanna® pH21 pH meter; pyc-
nometer with a capacity of at least 5 mL; glasses
plate with calibrated weight values; Rheology
International Digital Viscometer; HPLC-UV (Nex-
era X2, Shimadzu, Japan); Franz cells (Mi-
croette®).

All solvents were analytical grade. The stan-
dards for HDA and BMV were purchased from
Sigma-Aldrich (hydrocortisone acetate, lot n®
14518/2015, drug content 99,6 % and be-
tamethasone valerate, lot n® BV151203, drug
content 99,6 %). MPC (lot n? 13508/2015, drug
content 99,6%) was donated by Cristdlia Phar-
maceutical Chemicals Ltd.

Formulations

Topical dermatological formulations were
purchased in the Brazilian market and are de-
scribed in Tables 1-3; excipient function was
taken from the Handbook Excipients of Pharma-
ceutical 7.

Physicochemical tests

The appearance, odor, and color of each
product were evaluated 8. The pH of six repli-
cates of formulations was analyzed by Hanna®
pH21 pH meter, previously calibrated with
buffer solutions pH 7.0 and pH 4.0, at ambient
temperature 9.

The density was determined with a pyc-
nometer with a capacity of at least 5 mL 19,

The spreadability was evaluated in six repli-
cates using the method adapted from Borghett
& Knorst 20, where 0.5 g from each formulation
was applied to a glass plate placed on graph
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Function

Berlison®

Generic A

Generic B

Emulsifying agent

Stearyl alcohol
Polyoxyl 40 Stearate

Non-ionic emulsifying wax

Emulsifying wax
Stearic acid

Liquid petrolatum

Liquid petrolatum

Isopropyl myristate

Emollient

White petrolatum Isopropyl myristate Dimethicone
Humectant e Propylene glycol Propylene glycol
Surfactant 0 e Polysorbate 80 e

Stabilizing agent

Carbomer

Alkalinizing agent

Sodium hydroxide

Sodium hydroxide

Chelating agent

Edetate sodium

Edetate sodium

Edetate disodium dihydrate

. Methylparaben Methylparaben Methylparaben
Preservative
Propylparaben Propylparaben Propylparaben
Antioxidant e Butylhydroxytoluene Butylhydroxytoluene

Buffer agent

Dibasic sodium phosphate

Acidifying agent

Citric acid

Vehicle

Purified water

Reverse osmosis water

Purified water

Table 1. Components of HDA formulations. Berlison® - Cream 10 mg/g Lot: YY0115N Maker: Bayer AG; Gener-

ic A - Cream 10 mg/g Lot: 3293028; Generic B - Cream 10 mg/g Lot: L1534176.

Function

Betnovate®

Generic A

Generic B

Emulsifying agent

Cetostearyl alcohol
Cetomacrogol

Cetostearyl alcohol

Polawax

Liquid paraffin

White petrolatum

Emollient White petrolatum
White vaseline

Humectant e Caprylic-Capric acid triglyceride Propylene glycol

e Polysorbate60

Sorbitan stearate

Alkalinizing agent

Sodium hydroxide

Chelating agent

Edetate disodium

Preservative Cholorocresol Benzilic alcohol Methylparaben
Propylparaben
Bulffer agent Monosadium Sodium: phosphate Sodium metabisulphite
phosphate monobasic monohydrate

Acidifying agent

Phosphoric acid

Vehicle

Purified water

Purified water

Purified water

Table 2. Components of BMV formulations. Betnovate® - Cream 1 mg/g Lot: UM0078V Maker: GSK, Glaxo-
SmithKline; Generic C - Cream 1 mg/g Lot: L16020784; Generic D - Cream 1 mg/g Lot: LB16E0242.
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Function Bactroban® Generic E Generic F Similar
Ointment Polyethylene Macrogol 400 Macrogol 400 Macrogol
base glycol (polyethylene glycol)

Table 3. Components of MPC formulations. Note: Bactroban®- Ointment 20 mg/g Lot: VJ0271V Maker: GSK,
GlaxoSmithKline. Generic E - Ointment 20 mg/g Lot:16075180. Generic F - Ointment 20 mg/g Lot: 16C99P. Sim-

ilar - Ointment 20 mg/g Lot: 00117863.

paper, and a glass plate of known weight was
placed on the sample. After one minute of
spreading, the diameter was measured in oppo-
site directions and the mean diameter was cal-
culated. Subsequently, the same procedure was
repeated up to a total of 5 plates. The results
were expressed as spreadability of the sample
as a function of the applied weight 2.2,

The viscosity and rheological properties of
the formulations were determined at ambient
temperature using the Rheology International
Digital Viscometer. The apparent viscosity was
determined using spindle 6 with rotation of 30
rpm for the formulations containing HDA and
BMV and using spindle 7 with the same rotation
speed for formulations containing MPC.

In the Brazilian Pharmacopoeia 5th edition
(Brazilian Pharmacopoeia, 2010) 19 there are no
monographs for HDA, BMV and MUP, so the as-
say methodology used for the HDA and BMV
were based on the American Pharmacopoeia
(USP, 2007), and the British Pharmacopoeia
methodology (British Pharmacopoeia, 2008) was
used for MPC 2223,

In vitro release test (IVRT)

IVRT were performed using automated Franz
cells (Microette®). Diffusion area was 1.77 cm?;
200 £ 1 mg of each preparation was applied.
Cellulose acetate (Millipore®) membranes with
porosity of 0.45 m (lot: R5PA87384) were used
and were hydrated for 12 hours in receptor
medium (phosphate buffer pH 7.4 + Brij 20
0.5% for HDA and BMV, and phosphate buffer
pH 7.4 for MPC) before use. The receptor com-
partment had a capacity of 6 + 0.2 mL and the
receptor medium was maintained at 32 + 1 °C
under constant stirring. 1 mL of receptor solu-
tion was withdrawn, and the same volume was
replaced with the fresh solution at the following
times: 4, 6, 8, 10, and 12 h for HDA and BMV,
and 10, 20, 30, 40, 50, and 60 min for MPC.

The in vitro release rates among the formu-
lations were compared according to the SUPAC-
SS 1724 guide; for the test product to be equiva-

lent to the reference the confidence interval
must be 75-133.33% 4,15.

HDA, BMV, and MPC were analyzed by
High Performance Liquid Chromatography
(HPLC-UV), using the methods described by
Hijkova et al. 2, Wiedersberg et al. 25 and
Echevarria et al. 25, respectively.

Statistical analysis

The results were expressed as means £ SD of
at least three values. Data were analyzed by
one-way analysis of variance. Statistical signifi-
cance was fixed at p < 0.05.
RESULTS
Formulations

Based on Tables 1-3, it is interesting to note
that only the MPC formulations could be consid-
ered Q1 and possibly Q2 with the reference
product, confirming that for the Brazilian indus-
try it is not mandatory to maintain the similarity
of excipients with generic products.

Physicochemical tests

All generic and similar formulations of the
three drugs studied had the color and odor of
their corresponding reference product.

The pH, drug content, apparent viscosity,
and density results of each tested product are
shown in Table 4. The density and pH differ-
ences between reference and generic/similar
formulations were not statistically significant (P
< 0.05). In relation to the content of the drugs,
as expected, the formulations were within the
limits recommended by their respective mono-
graphs, except for HDA generic A and the simi-
lar product containing MPC 222, probably due
to problems in storage and/or product trans-
portation.

Additional information on spreadability and
rheological behavior of the formulations is
shown in Figs. 1- 3.

In vitro release Test (IVRT)

The comparative statistical evaluation of the
release rates demonstrated that all HDA gener-
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Drug Content  Apparent Viscosity Density

Drug Formulations pH (%) (Pa.s) (g/cm3)
Berlison® 5.65 + 0.03 95 £0.01 37.32 + 0.42 0.99 + 0.01
HDA Generic A 557 +0.03 84 +0.07 16.05 + 0.48 1.02 + 0.003
Generic B 4.18 + 0.01 94 £ 0.01 7.12 £ 0.09 0.99 +0.003
Betnovate® 478 + 0.01 107 £ 0.01 14.56 + 0.18 0.99 +0.003
BMV Generic C 377 +£0.01 106 + 0.01 16.48 + 0.33 1.00 + 0.003
Generic D 442 £ 0.02 107 £ 0.01 15.10 + 0.42 1.01 % 0.003
Bactroban® 7.46 % 0.06 114 £ 0.56 61.32 + 4.24 1.18 £ 0.01
MPC Generic E 6.39 + 0.06 107 + 0.09 123.12 + 2.38 1.17 £ 0.01
Generic F 7.81 + 0.06 91 +0.27 45.94 + 417 1.17 £ 0.01
Similar 7.76 + 0.04 84 +0.45 95.95 + 0.90 1.17 £ 0.01

Table 4. Physicochemical test results of HDA, BMV and MPC.

Drug Comparation Limit Values of the 90% CI Conclusion
HDA Berlison® x Generic A 37.44 - 54.31 Not similar

Berlison® x Generic B 51.74 - 87.18 Not similar
BMV Betnovate® x Generic C 266.33 - 353.31 Not similar

Betmovate® x Generic D
MPC Bactroban® x Generic E
Bactroban® x Generic F

Bactroban® x Similar

108.43 - 131.78 Similar
87.69 - 129.22 Similar
75.47 - 110.10 Similar

63.00 - 84.52 Not similar

Table 5. Comparative statistical result between in vitro release rates for reference and test formulations.

ics, BMV generic C, and the MPC similar prod-
uct were not considered equivalent to the refer-
ence product (18 replicates evaluation). Howev-
er, BMV generic D and all MPC generics were
considered equivalent to their reference prod-
ucts using only 6 replicates (Table 5).

DISCUSSION
Physicochemical tests
The organoleptic characteristics enable im-

mediate analysis of the state of the samples in
the study, allowing the primary recognition of
the product and evaluation of possible alter-
ations such as phase separation, precipitation
and turbidity 18,

Regarding pH, several authors have consid-
ered this parameter as an attribute of critical
quality when comparing test products with their
reference. The pH of the vehicle can influence
the ionization state of the active ingredient, the
solubility, the distribution of the drug within the
microstructure (Q3), and consequently its stabil-
ity and safety 227.2, The pH of the formulations
evaluated were within the biological tolerance
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range for cutaneous products (3.0-9.0) as well
as being compatible with the stability of the ac-
tive components of the products 29-31,

Density is a critical parameter of a semisolid
formulation. Trapping air in the cream during
subsequent withdrawals from the package, for
example, may cause various treatments to fail.
The density of the sample would influence the
dose withdrawn and applied by the patient,
since if the density is lower, the patient will ob-
tain a lower dose than a high density formula-
tion 32,

Considering the rheological parameters of
the formulations, it was possible to verify the
flow behavior and viscosity when submitted to
different shear rates. Through the analysis of the
rheograms obtained, presented in Figs. 1B, 2B,
and 3B, all the formulations presented a typical
behavior of non-Newtonian fluids of the pseu-
doplastic type with thixotropy, as their viscosi-
ties gradually decreased as the shear stress in-
creased 3334,

The HDA generics creams presented a statis-
tically significant difference in apparent viscosity
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Figure 3. Spreadability (A) and rheological behavior (B) of MPC formulations.

and spreadability when compared to the RLD.
This difference may be related to the presence
of carbomer (a viscosity-enhancing agent) pre-
sent only in the reference formulation.

The BMV generics also had a statistically sig-
nificant difference in apparent viscosity and
spreadability relative to their reference product.
Observing the composition of the BMV formula-
tions (Table 2), the absence of a gelling agent

and the presence of a humectant and surfactant
agents in the generic formulations may account
for this result.

Regarding MPC, although all the formula-
tions presented pseudoplastic behavior and the
same qualitative composition (excipients of the
same function: one type or the mixture of two
types of polyethylene glycols) (Table 3), they
showed a statistically significant difference in

119



CAVALCANTI LM F.SD.,CHAGAS S.C.C.,.SOUSA G.D.,BARBOSA [.CF., SANTANA D.P.& LEAL L.B.

apparent viscosity and spreadability in relation
to the reference product. This observation was
likely because of the quantitative difference in
the excipients (Q2) and/or because of different
manufacturing techniques.

The viscosity results corroborate with those
obtained in the spreadability where the formula-
tions that presented greater viscosity were those
that had less spreadability.

Thus, according to the pharmaceutical equiv-
alence tests described in Brazilian legislation 12,
generic A and the similar product would not be
considered equivalent to their respective refer-
ence products.

In vitro release test (IVRT)

In order to verify the impact of the factors
addressed in the physico-chemical tests with re-
spect to the drug release rate of their formula-
tion, the release profiles of the formulations
were compared between the tests and refer-
ences products (Table 5, Fig. 4) 414,

Considering that HDA formulations are dif-
ferent Q1, Q2, and Q3 compared to Berlison®,
they were included as class 4 in the TCS classifi-
cation (3). Thus, the IVRT rate (as an estimator
of microstructural similarity-Q3) has been useful
to indicate that biowaiver should not be applied
to these products. Taking these results into ac-
count, according to the FDA, clinical trials are
recommended as was established for diflupred-
nate emulsion, and the ivermectin cream draft
guide for example 3536,

Regarding BMV results, the comparative re-
lease rates demonstrated that the generic C and
D (Q1 and Q2 different) were considered non-
equivalent and equivalent compared to Betno-
vate®, being classified as class 4 and 3, respec-
tively.

In relation to MPC formulations (single phase
ointment), the similar product, as previously de-
scribed, had a content below established values
and therefore had already been considered not
equivalent to the reference product. However,

generic E and F, regardless of their different vis-
cosities compared to Bactroban®, were consid-
ered bioequivalent by using Q1, Q2, and Q3
similarity. In other words, they are class 1,
thereby avoiding a clinical study according to
the acyclovir ointment draft guide 38.
Concerning the results obtained, it is possi-
ble to verify that according to the performed
pharmaceutical equivalence tests, generic B, C,
D, E, and F were considered bioequivalent to
their generic products. According to Shah et al. 3
“The difference resides on the extended applica-
bility of IVRT beyond the current role of sup-
portive, not surrogate methodology in the as-
sessment of bioequivalence.” As such, if the TCS
classification and the SUPAC-SS 1724 methodol-
ogy to calculate IVRT rate 4 were considered
as the bioequivalence admission criteria, only
generics D, E, and F would be accepted.
Regarding the Brazilian legislation, it may be
necessary o use in vitro release assays (similar-
ly to the dissolution profile for solid forms for
oral use) as part of other tests that can be used
to assist in the establishment of therapeutic
equivalence for topically applied medicines 37.

CONCLUSION

Considering these results, we conclude that
the Q1, Q2, and Q3 definitions are of great rele-
vance in the development and evaluation of
topical generic products. Specifically, for tested
MPC formulations, physical-chemical data asso-
ciated with the IVRT rate were enough to guar-
antee the bioequivalence. However, for HDA
and BMV products, in vivo dermatopharmacoki-
netics and/or blanching assays should be con-
ducted to confirm results. Thus, it is evident that
the tests described in the Brazilian legislation
(RDC 37/2011) are not enough to ensure the
bioequivalence between topical drug products.
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ANEXO A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(PARA MAIORES DE 18 ANOS OU EMANCIPADOS - Resolucéao 466/12)

Convidamos o(a) Sr.(a) para participar como voluntario(@) da pesquisa:
“Bioequivaléncia de medicamentos para administracdo tépica: desenvolvimento de
correlagdes in vitro - in vivo”, que esta sob a responsabilidade da pesquisadora Prof.2
Dr.2 Leila Bastos Leal, Rua Arthur de Sa, S/N, Recife - PE, CEP: 50740-520, telefone:
(81)94516044, e-mail: leila.leal@nudfac.com.br. Também participam também desta
pesquisa: Prof. Dr. Davi Pereira de Santana, telefone: (81)99756222 e Maira Ludna Duarte,
telefone: (83)991157923.

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

O objetivo desta pesquisa é gerar dados dermatofarmacocinéticos (dados que
avaliam o perfil da concentracao versus tempo do farmaco na pele), em voluntarios sadios,
com o proposito de demonstrar que experimentos in vitro (ndo invasivos), relacionados a
atuacdo de produtos topicos sdo correlacionaveis com resultados in vivo e avaliar a
biodisponibilidade relativa e a bioequivaléncia. O estudo serd realizado utilizando
abordagens experimentais simples, mas que podem ser confiaveis e reprodutiveis. Dessa
forma, poderdo ser utilizadas para o estabelecimento da (in)equivaléncia entre formulagcdes
gue contém o mesmo ativo para aplicagdo na pele.

As formulagfes serdo aplicadas na pele do seu antebraco. Em seguida, apos 10
minutos e 19 horas, o(a) Sr.(a) devera retornar ao Centro de Pesquisa e Desenvolvimento
(CP&D) do Nucleo de Desenvolvimento Farmacéutico e Cosmético (NUDFAC), localizado
no Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal de Pernambuco
(UFPE) para remocéao da formulacéo residual de todos os locais de tratamento.

ApOs a remocao, em todas as areas expostas as formulacdes, serdo aplicadas fitas

adesivas, com o objetivo de remover o estrato cérneo. O procedimento de extracdo sera
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realizado pressionando a tira de fita adesiva firmemente a pele e, em seguida, removendo-
a rapidamente.

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

Esta pesquisa pode trazer alguns riscos, eventualmente, as formula¢cdes podem
causar irritacdo (leve inflamacgéo), hiperpigmentacdo local, dermatite, vermelhiddo e
coceira, 0 que pode ocorrer com o uso de qualquer formulacdo tépica. Mas, para sua
seguranca a pesquisadora arcara com TODAS as despesas que forem necessarias, caso
o(a) Sr(a) tenha algum problema.

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

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

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

O(a) Sr.(a) ndo pagara nada para participar desta pesquisa. Se houver
necessidade, as despesas para a sua participacao serdo assumidas pelos pesquisadores.
Fica também garantida indenizacao em casos de danos, comprovadamente decorrentes
da participacdo na pesquisa, conforme decisao judicial ou extra-judicial.

Em caso de davidas relacionadas aos aspectos éticos deste estudo, o(a) Sr.(a)
poderéa consultar o Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da UFPE no
endereco: Avenida da Engenharia s/n - 1° Andar, sala 4 - Cidade Universitéaria, Recife-
PE, CEP: 50740-600, Tel.: (81) 2126.8588 — e-mail: cepccs@ufpe.br.

Prof.2 Dr.2 Leila Bastos Leal
Pesquisadora principal
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CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO VOLUNTARIO(A)

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

oportunidade de conversar e ter esclarecido as minhas duvidas com o pesquisador
responsavel, concordo em participar do estudo “Bioequivaléncia de medicamentos para
administracdo tépica: desenvolvimento de correla¢cdes in vitro - in vivo”, como
voluntario(a). Fui devidamente informado(a) e esclarecido(a) pelo(a) pesquisador(a) sobre
a pesquisa, os procedimentos nela envolvidos, assim como o0s possiveis riscos e beneficios
decorrentes de minha participagdo. Foi-me garantido que posso retirar 0 meu
consentimento a qualguer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade (ou

interrupcdo de meu acompanhamento/assisténcia/tratamento).

Recife, de de 20__.

Assinatura do participante:

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

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

Nome: Nome:

Assinatura: Assinatura:
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ANEXO B - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(PARA MAIORES DE 18 ANOS OU EMANCIPADOS - Resolucéo 466/12)

Convidamos o(a) Sr.(a) para participar como voluntario(a) da pesquisa: “Avaliagao
farmacodinadmica de glicocorticoides topicos: desenvolvimento de correlagdes in
vitro - in vivo”, que esta sob a responsabilidade da pesquisadora Prof.2 Dr.2 Leila Bastos
Leal, Rua Arthur de S&, S/N, Recife - PE, CEP: 50740-520, telefone: (81) 99451-6044, e-
mail: leila.leal@nudfac.com.br. Também participam também desta pesquisa: Prof. Dr. Davi
Pereira de Santana, telefone: (81) 99975-6222 e Maria Alice Maciel Tabosa, telefone: (81)
99977-4774.

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

qgualquer penalidade.

O objetivo desta pesquisa é gerar dados dermatofarmacodindmicos em humanos
com o propésito de demonstrar que experimentos relacionados a atuacédo de corticoides
tépicos sdo correlacionaveis com resultados in vivo através de andlises de DPK
(dermatofarmacocinética) e microdialise cutanea, visando avaliar a biodisponibilidade
relativa e a bioequivaléncia destes produtos. Quanto mais clara ficar a regido estudo, mais
efetivo serd o medicamento. O estudo sera realizado utilizando abordagens experimentais
simples, mas que podem ser confidveis e reprodutiveis. Dessa forma, poderdo ser
utilizadas para o estabelecimento da (in)equivaléncia entre formulagbes que contém o
mesmo Ingrediente Farmacéutico Ativo (IFA) para aplicagéo na pele.

Isto significa dizer que, ap6s a aplicacdo do medicamento em determinados
locais do seu antebraco, serd avaliado o branqueamento temporério da regido, com
0 uso de um equipamento chamado cromometro que apenas entrara em contato com
sua pele. Este branqueamento é uma reacdo normal apos a aplicagdo de qualquer
corticosteroide topico como a betametasona. Quanto maior a intensidade do

branqueamento, significa dizer que houve uma acdo maior eficacia deste
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medicamento. Apo6s isto, serdo realizadas comparacdes entre diferentes

medicamentos através do nivel de branqueamento temporario da pele.

As formulacdes serdo aplicadas na pele do seu antebraco. Em seguida (2 e 6 horas
apos), o(a) Sr.(a) devera retornar ao Centro de Pesquisa e Desenvolvimento (CP&D) do
Nucleo de Desenvolvimento Farmacéutico e Cosmético (NUDFAC), localizado no
Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal de Pernambuco

(UFPE), para a remocao da formulacao residual de todos os locais de tratamento.

Apés a remocao, em tempos subsequentes de 2, 4, 6hs serdo realizadas as
medidas de branqueamento do estrato cérneo utilizando o cromometro. O(a) Sr.(a) podera
ir para casa e retornar no outro dia para novas medidas 19 e 24hs ap6s a remog¢éo do

produto. Este procedimento ndo € invasivo e € completamente indolor.

Esta pesquisa pode trazer alguns riscos, visto que as formulagdes podem causar
irritacéo (leve inflamagéo), hipopigmentacdo temporaria local (branqueamento), dermatite,
vermelhiddo e coceira, o que pode ocorrer com o uso de qualquer formulacao tépica. Mas,
para sua seguranca a pesquisadora arcard com TODAS as despesas que forem

necessarias, caso o(a) Sr.(a) tenha algum problema na pele.

Os voluntarios que aceitarem participar contribuirdo com o desenvolvimento de uma
abordagem de bioequivaléncia tépica que ir4 facilitar o desenvolvimento de medicamentos

eficazes e menos dispendiosos.

Serdo excluidos do estudo os voluntarios que apresentarem qualquer um dos

seguintes critérios abaixo descriminados:

¢ Historico, conforme relatado pelo participante da pesquisa ou evidente para o
investigador, de patologia infecciosa ou infeccdo cutanea ou de patologia cronica da

pele (por exemplo, psoriase, dermatite atdpica);

¢ Doencas de pele hereditaria ou quaisquer condi¢des inflamatérias da pele, conforme

relatado pelo participante da pesquisa ou evidente para o investigador;

¢ Pigmentacdo excessiva, cabelo, manchas, defeitos da pele, queimaduras solares,

manchas ou tatuagens, que possam interferir durante a avaliacdo do farmaco;
¢ Gravidez e/lou amamentacado, conforme relatado pela participante da pesquisa;
¢ Obesidade, IMC = 30 kg/m?;

¢ Voluntario que tenha fumado e/ou consumido bebida alcodlica nas 24 horas anteriores

ao estudo, com base em informagdes fornecidas pelo voluntario;
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¢ A participacdo em qualquer outro ensaio clinico ou estudo de cosméticos;

¢ O uso concomitante de quaisquer medicamentos de uso tépico na area do local de

teste;

¢ Exercicio extenuante durante o periodo de estudo: corrida, aerébica, natacao, ciclismo,
etc.

¢ Planos para expor os antebracos a luz solar/UV na semana seguinte participagao;
¢ Incapacidade para atender todos os momentos de coleta de dados;

¢ Estar usando medicamento(s), sob prescricdo médica, durante um periodo superior a
30 dias antes de iniciar o estudo (com excecdo de contraceptivos nas voluntarias do

sexo feminino);
¢ Incapacidade de se comunicar ou cooperar com os investigadores;

¢ Qualquer condi¢édo que, na opinido do investigador, ira colocar o voluntario em um risco
inaceitavel de dano/lesdo durante o estudo ou tornar o voluntério incapaz de satisfazer

as exigéncias do protocolo.
Os critérios para descontinuidade do estudo séo:

Se o participante da pesquisa desenvolver quaisquer reacdes adversas cutaneas,
0 estudo serd interrompido imediatamente e vamos remover todas as fitas que cobrem
locais de aplicacdo da formulacdo e a pele do participante serd lavada. As reacdes
adversas da pele seriam indicadas por uma erupcédo cutanea ou inflamacao, vermelhidao,
prurido, ardor. Além disso, vamos interromper o estudo a qualquer momento a pedido do

participante da pesquisa, por qualquer motivo.

As informag0fes desta pesquisa serdo confidenciais e serdo divulgadas apenas em
eventos ou publicacdes cientificas, ndo havendo identificagdo dos voluntarios, a ndo ser
entre os responsaveis pelo estudo, sendo assegurado o sigilo sobre a sua participagéo. Os
dados coletados nesta pesquisa ficardo armazenados no Centro de Pesquisa e
Desenvolvimento - CP&D/NUDFAC, no enderec¢o acima informado por um periodo minimo

de 5 anos, sob responsabilidade da pesquisadora principal.

Depois de ter recebido a explicacéo e tirado minhas duvidas, concordo em participar
da pesquisa “Avaliagdo farmacodinamica de glicocorticoides topicos:
desenvolvimento de correlagfes in vitro - in vivo”. Estou ciente de que posso retirar
meu consentimento a qualquer momento e deixar de participar do estudo sem gue isto me

traga alguma penalidade ou prejuizo.
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O(a) Sr.(a) ndo pagara nada para participar desta pesquisa. Se houver
necessidade, as despesas para a sua participacao serdo assumidas pelos pesquisadores.
Fica também garantida indenizacdo em casos de danos, comprovadamente decorrentes
da participacéo na pesquisa, conforme deciséo judicial ou extrajudicial.

Em caso de duvidas relacionadas aos aspectos éticos deste estudo, o(a) Sr(a)
podera consultar o Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da UFPE no
endereco: Avenida da Engenharia s/n - 1° Andar, sala 4 - Cidade Universitéaria, Recife-
PE, CEP: 50740-600, Tel.: (81) 2126-8588 - e-mail: cepccs@ufpe.br.

Prof.2 Dr.2 Leila Bastos Leal
Pesquisadora principal



129

CONSENTIMENTO DA PARTICIPAGCAO DA PESSOA COMO VOLUNTARIO(A)

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

oportunidade de conversar e ter esclarecido as minhas duvidas com o pesquisador
responsavel, concordo em participar do estudo “Avaliagao farmacodinamica de
glicocorticoides topicos: desenvolvimento de correlag@es in vitro - in vivo”, como
voluntario(a). Fui devidamente informado(a) e esclarecido(a) pelo(a) pesquisador(a) sobre
a pesquisa, os procedimentos nela envolvidos, assim como os possiveis riscos e beneficios
decorrentes de minha participagdo. Foi-me garantido que posso retirar 0 meu
consentimento a qualguer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade (ou

interrupcdo de meu acompanhamento/assisténcia/tratamento).

Recife, de de 20__.

Assinatura do participante:

Presenciamos a solicitagdo de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa e o0 aceite
do voluntario em participar. (02 testemunhas néo ligadas a equipe de pesquisadores):

Nome: Nome:

Assinatura: Assinatura:



