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RESUMO

A acne vulgaris ¢ uma dermatose cronica que afeta a pele muito frequentemente, principalmente
entre adolescentes. A doenga ocorre quando o foliculo pilossebaceo apresenta hiperproducgao
sebacea, hiperqueratinizagao folicular, aumento da colonizag¢do por Propionibacterium acnes e
inflamacdo dérmica periglandular. O tratamento pode ser sist€émico, tOpico ou cirirgico
dependendo do grau de acometimentos da pele, da tolerancia e até mesmo do poder aquisitivo dos
pacientes. Em relacdo aos tratamentos topicos, observa-se um aumento no interesse dessa via por
conta da aplicacdo direta no local de acdo e consequente diminui¢do dos efeitos sistémicos dos
medicamentos envolvidos. Dessa forma, estudos recentes t€ém sido dedicados a avaliacdo da
interacdo dessas formulagdes com as estruturas da pele, assim como o desenvolvimento de novas
estratégias no desenvolvimento desses medicamentos. Nesse sentido, ensaios aplicados para
avaliar o perfil de permeacdo desses farmacos tém sido desenvolvidos ao longo dos ultimos anos.
No presente estudo foi realizado um ensaio de validagdo parcial de um método analitico para
avaliar a clindamicina em amostras de pele, objetivando determinar o perfil de permeagao cutdnea
do farmaco, quando administrado por via topica, e possibilitar a avaliagdo da sua distribui¢do nas
camadas da pele. O ensaio de permeacao cutinea demonstrou que o fosfato de clindamicina em
sua forma comercial (Adacne Clin®) permeou significativamente mais as camadas da pele em
comparagdo ao fadrmaco em solug@o. No foliculo piloso, que ¢ alvo da acne, ela chegou a aumentar
em 34 vezes a penetracdo do farmaco comparado ao controle e na epiderme + derme o aumento
foi de 5 vezes. Esses resultados ressaltam a importdncia dos adjuvantes farmacotécnicos no

desenvolvimento de uma formulagao topica.

Palavras-chave: Acne vulgaris, tratamento topico, permeagao cutanea, fosfato de clindamicina.



ABSTRACT

Acne vulgaris is a chronic dermatosis that affects the skin very often, especially among
teenagers. The disease occurs when the pilosebaceous follicle presents sebaceous
overproduction, follicular hyperkeratinization, increased colonization by Propionibacterium
acnes and periglandular dermal inflammation. Treatment can be systemic, topical, or surgical
depending on the degree of skin involvement, tolerance and even the purchasing power of
patients. Regarding topical treatments, there is an increased interest in this route due to the
direct application at the site of action and the consequent decrease in the systemic effects of
the drugs involved. Thus, recent studies have been dedicated to evaluating the interaction of
these formulations with skin structures, as well as the development of new strategies in the
development of these drugs. In this sense, tests applied to assess the permeation profile of these
drugs have been developed over the last few years. In the present study, a partial validation
trial of an analytical method to evaluate clindamycin in skin samples was carried out, aiming
to determine the cutaneous permeation profile of the drug, when administered topically, and to
enable the evaluation of its distribution in the skin layers. The skin permeation assay
demonstrated that clindamycin phosphate in its commercial form (Adacne Clin®) significantly
permeated the skin layers compared to the drug in solution. In the hair follicle, which is the
target of acne, it increased 34 times the penetration of the drug compared to the control and in
the epidermis + dermis the increase was 5 times. These results highlight the importance of

pharmacotechnical adjuvants in the development of a topical formulation.

Keywords: Acne vulgaris, topical treatment, skin permeation.
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1 INTRODUCAO

A acne ¢ uma dermatose que acomete frequentemente a populagdo como um todo,
sendo prevalente em mais de 80% da populacao de adolescentes e adultos jovens (BISWAL et
al., 2015). Essa doenga pode ser caracterizada por lesdes nao-inflamatorias, que podem ser
abertas ou ndo, e por lesdes inflamatdrias, como papulas, cistos, ndodulos ou pustulas. Essas
lesdes sdo comumente encontradas nas regides do pescoco, face, torax, dorso e bracos (KERI,
2018).

A acne vulgar possui varias causas de aparecimento no organismo, como fatores
genéticos (polimorfismos na IL-1 alfa e na CYP 1A1), hormonais (desregulacdo dos hormonios
Di-hidrotestosterona, Desidroepiandrosterona, Fator de crescimento semelhante a insulina tipo
le uso de esteroides anabolizantes) e infec¢des causada por micro-organismos anaerobios,
como o Propionibacterium acnes e o parasita Demodex folliculorum (SIMONART, 2013;
WEBSTER, 1995).

Quanto ao desenvolvimento e fisiopatologia da doenca, ela pode ser desenvolvida por
meio do bloqueio dos foliculos pilosos, causado pela producao exacerbada de sebo, deposito
de queratina, que em excesso pode gerar comeddes ou “cravos”, e por conta da presenca da
Propionibacterium acnes ou do Demodex folliculorum, que promovem a geragdo de
mediadores pro-inflamatérios na pele (VYAS et al., 2014; WEBSTER, 1995). A gravidade
dessa doenca pode ser classificada por meio das escalas de Leeds e de Pillsbury (COSTA, 2015;
FILHO, 2010).

Existem varios protocolos de tratamento da acne. Tais protocolos baseiam-se em
tratamentos por via oral que podem ser através da administragdo de fdrmacos como os
retinoides e antibioticos, € o tratamento topico. A primeira linha de tratamento da doenca ¢ o
uso oral de antibidticos associados ao uso topico de peroxido de benzoila ou retinoides
(BARROS et al., 2020).

Em relacdo aos tratamentos topicos, observa-se um aumento no interesse dessa via por
conta da aplicagdo direta no local de acdo e consequente diminuig¢do dos efeitos sistémicos dos
medicamentos envolvidos. Dessa forma, estudos recentes tém sido dedicados a avaliagdo da
interacdo dessas formulagdes com as estruturas da pele, assim como o desenvolvimento de
novas estratégias no desenvolvimento desses medicamentos (COSTA; ALCHORNE;
GOLDSCHMIDT, 2008).

Nesse sentido, ensaios aplicados para avaliar in vitro o perfil de permeacdo desses

farmacos tem sido desenvolvido ao longo dos ultimos anos. Esses ensaios objetivam



11

demonstrar caracteristicas fisico-quimicas e farmacocinéticas dos medicamentos
administrados por via topica, de modo semelhante ao que se faz para medicamentos orais.
Assim, esses ensaios possibilitam a quantificacdo do farmaco administrado a partir de certos
medicamentos topicos e sua distribui¢do nas camadas da pele. No caso de medicamentos para
o tratamento da acne, esses ensaios permitem a avaliagdo do direcionamento do farmaco para
o seu local de agdo, que sdo as estruturas polissebaceas da pele. Algumas variacdes dessas
metodologias ainda permitem a aplicacdo de condi¢des que podem estar associadas a propria
doenca, como a produgdo exacerbada de sebo durante um quadro de acne vulgaris
(TOLENTINO et. al, 2021).

Atualmente a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), lancou o “Guia
sobre requisitos de qualidade para produtos tdpicos e transdérmicos”, que estabelece requisitos
minimos para o desenvolvimento de produtos farmacéuticos que sdo administrados por via
topica e transdérmica. Um desses requisitos ¢ o ensaio de permeagdo cutanea. Tal ensaio ¢
necessario, pois as propriedades fisico-quimicas do farmaco, como o coeficiente de parti¢do,
massa molecular e solubilidade aquosa, e fatores relacionados a pele, como o grau de
hidratacdo e a condi¢@o do estrato coérneo, podem influenciar na liberagdo do farmaco in vivo
e na sua permeacdo quando administrado por via topica (ANVISA, 2019). Contudo, esses
ensaios ainda ndo sdo um consenso nem demanda obrigatoria para os medicamentos topicos e,
portanto, eles ndo foram realizados para algumas formulagdes comerciais contendo fdrmacos
para a acne disponiveis no mercado (ANVISA, 2019).

No presente estudo foram empregados esses ensaios in vitro para determinar o perfil de
penetragdo cutanea do fosfato de clindamicina incorporada em uma formulagao comercial para
a acne comparada uma simples solucdo do fdrmaco em sua forma livre, com o intuito de

verificar a influéncia da formulacdo, contendo o fAirmaco, e sua biodisponibilidade topica.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Este trabalho teve como objetivo principal avaliar, in vitro, o perfil de penetragao
cutdnea de formulagdes contendo o farmaco fosfato de clindamicina por meio de ensaios
laboratoriais, que avaliam a sua biodispobilidade topica. O trabalho realizado tem o intuito de
estabelecer uma comparagdo que pode ser feita a partir de uma formulagdo comercial e uma

solugdo aquosa contendo o farmaco livre.

2.2 Objetivos especificos

e Desenvolver e validar parcialmente um método analitico por meio da técnica
de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) para quantificar de
maneira seletiva o fosfato de clindamicina extraido de camadas da pele em
experimento de permeagdo cutinea;

e Padronizar e validar um método de extracdo do fosfato de clindamicina que
permeou a pele suina;

e Avaliar in vitro o perfil de penetragcdo do fosfato de clindamicina a partir da

formulagdo comercial em comparagdo a uma solucdo aquosa do farmaco.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Pele

A pele ¢ o maior 6rgao do corpo humano e ¢ responsavel por cerca de 16% do peso
corporal. Possui a fungdo principal de proteger o corpo contra influéncias do meio externo,
evitar a perda de dgua, regular a temperatura do corpo, sintetizar vitamina D, além de possuir
funcdes que auxiliam nos aspectos imunologicos e sensoriais (BARCAUI et al., 2015).

Esse 6rgdo ¢ constituido por diferentes tecidos e camadas, sendo a epiderme a sua
camada mais externa. Grande parte dessa camada (cerca de 95%) ¢ composta por células que
sintetizam a proteina queratina, os queratindcitos, que sofrem grande diferenciac¢do celular e
sdo distribuidos em quatro camadas. Da base a superficie, tem-se camada basal, espinhosa,
granulosa e cornea. A parte menor da epiderme (cerca de 5%) € constituida pelas células de
Langerhans e de Merkel (BARCAUI et al., 2015). A epiderme ¢ um tecido altamente dinamico
e permanece em constante renovacdo devido a descamacdo da pele (perda de células da
superficie do estrato corneo). Dessa forma, essa perda ¢ equilibrada pelo crescimento celular
provindo da parte inferior ( BOUWSTRA e PONEC, 2006).

Em relagdo as células mais imaturas estdo os denominados queratindcitos basais, que
comecam a se diferenciar durante a migra¢do através do estrato granuloso e espinhoso,
passando por uma série de modificacdes e mudancas na estrutura e composicao. Essa camada
¢ constituida por células cuboidais tendendo a formas retangulares, ligados & derme por
hemidesmossomas (BERNARDO, 2019; BOUWSTRA e PONEC, 2006).

Os queratinocitos desfazem sua conexdao com o hemidesmossoma na jungdo dérmico-
epidérmica, saindo da camada basal e movendo-se em dire¢do a superficie mais externa
(superficie epidérmica). No decorrer deste processo de diferenciagdo celular, as células tornam-
se mais achatadas no plano da epiderme, onde se ligam firmemente umas as outras por
desmossomas (BOUWSTRA e PONEC, 2006).

A camada proxima a externa ¢ denominada estrato granuloso, cujas células mais
externas secretam corpos lamelares, formando o complexo lipidico de barreira, que retém a
umidade do corpo e protege contra micro-organismos patogenos. Na etapa final de
diferenciagdo, as células da camada mais externa se combinam com complexos lipidicos para
formar o estrato corneo (BOUWSTRA e PONEC, 20006).

Entre a epiderme e a derme, encontra-se a zona da membrana basal, que liga os
queratindcitos da camada basal as fibras de colageno da derme papilar, e possui como principal
funcdo dar suporte, elasticidade e flexibilidade aos tecidos (BARCAUI et al., 2015;
LOURENCO, 2013).
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A derme ¢ considerada a principal massa da pele, caracterizada por um tecido flexivel,
forte e com grande viscoelasticidade. E um tecido conjuntivo frouxo, constituido por colageno
e elastina. Ela ¢ ligada as fascias dos musculos subjacentes por uma camada chamada de
hipoderme (MENDONCA, 2011). Nesta camada encontram-se alguns componentes celulares
como os mastocitos, plasmocitos, fibroblastos, linfocitos e células dendriticas dérmicas. Possui
denso colageno e fibras elédsticas que sdo sintetizadas por fibroblastos cutdneos. A fun¢do
principal da derme € conectar os tecidos e fornecer prote¢do estrutural para 6rgaos esqueléticos
subjacentes e musculos. Ainda nesta camada existem estruturas denominadas anexos
epidérmicos ou anexos cutdneos, como ilustra a Figura 1 (BARCAUI et al., 2015;

BERNARDO, 2019).

Glandula sebacea

Glandula sudori
Musculo eretor de pelo R T S

Foliculo piloso ) = Derme
Plexo vascular
cutaneo —
Fibras nervosas -
— Hipoderme

Tecido adiposo =———p

Figura 1: Esquema mostrando a estrutura da pele e seus anexos. Fonte: TOLENTINO et al.,2021.

3.2 Acne Vulgaris

A acne ¢ uma doenga que pode ser considerada uma das dermatoses mais frequentes na
populacdao em geral, bastante comum em adolescentes. Esta associada a distirbios no foliculo
pilossebaceo, que tem como fatores fundamentais a hiperproducdo sebécea,
hiperqueratinizagdo folicular, aumento da colonizacdo por Propionibacterium acnes e
inflamagao dérmica periglandular. Tem ocorréncia em todas as ragas e ¢ menos intensa em
negros e orientais, manifestando-se mais agressivamente em individuos do sexo masculino.
(COSTA; ALCHORNE; GOLDSCHMIDT, 2008).

A acne constitui-se por um conjunto de lesdes, que isoladas ou em conjunto podem
definir o tipo e gravidade da patologia. Entre essas lesdes destacam-se os comeddes, que
surgem em consequéncia da hiperceratose de retengdo no foliculo pilossebéaceo; as papulas,
que surgem como area de eritema e edema ao redor de um comedado, com pequenas dimensdes
que variam em até 3 mm; as pustulas, que se sobrepdem as papulas, por conta de inflamacao e

conteudo purulento; os nddulos, que possuem a estrutura idéntica as papulas, porém com
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maiores dimensdes; 0s quistos, que se caracterizam como um grande comedao que sofre varias
rupturas e recapsulacdes e a cicatriz, que se caracteriza por uma depressdo de forma irregular
coberta por pele atréfica, resultante da destrui¢do do foliculo pilossebaceo por reagdo

inflamatéria (FIGUEIREDO; MASSA; PICOTO, 2011).

3.3 Tratamentos

Atualmente ainda ndo ha consenso para o tratamento da acne - podem ser sistémicos,
topicos ou cirrgicos (no caso de predomindncia de comeddes, cicatrizes ou cistos). Sao
escolhidos dependendo do grau de acometimentos da pele, da tolerancia e até mesmo do poder
aquisitivo dos pacientes (BRENNER, 2006). O tratamento com a isotretinoina por via oral, por
exemplo, ¢ a terapia mais eficaz em quadros mais graves, mesmo que possua uma série de
efeitos adversos, como teratogenicidade. Outra op¢ao bastante indicada e que pode gerar bons
resultados € o tratamento com contraceptivos, para as mulheres, pelo fato de a pele ser alvo de
hormonios androgénicos (RIBEIRO et al., 2015).

Cuidados diarios também podem auxiliar no tratamento da acne. Entre eles estdo, a
lavagem das areas afetadas com produtos especificos e destinados aos tratamentos de peles
acneicas (sabonetes especificos para peles oleosas, compressa de d4gua quente para remogao de
comeddes e o uso de produtos pouco oleosos com base em gel ou alcoolicas) (BRENNER,
2006).

O tratamento sistémico deve ser considerado nas formas inflamatorias da acne e nas de
dificil controle. Neles, podem ser usados antiandrogenos, antibidticos e retindides sistémicos
(BRENNER, 2006). Os retindides sdo bastante utilizados, eles normalizam a descamacao do
epitélio infundibular impossibilitando a formac¢do de comeddes. Entre esses, a isotretinoina
(acido 13-cisretindico) ¢ um dos mais utilizados (GOLLNICK, 2015; RODRIGUES et al.,
2019).

O tratamento com antibioticos é recomendado em casos moderados e graves ou em
casos que a lesdo acneica recubra uma grande area. Antibioticos usados no tratamento da acne
atuam na supressdo do P. Acnes, reduzindo a inflamagdo causada por bactérias e na redugao
dos acidos graxos livres. S@o utilizados no tratamento da acne inflamatéria moderada e grave,
papulo-pustulosa e conglobata. Na atualidade sdo administrados principalmente as tetraciclinas
¢ os macrolideos (BARROS et al., 2020; MEYNADIER ¢ ALIREZAI, 1998;).

Sobre o tratamento topico, ele ocorre na administra¢ao de fArmacos diretamente na area

afetada. Normalmente sdo prescritos antibidticos associados a alguns outros agentes, como € o



16

caso do fosfato de clindamicina que pode ser associado ao perdxido de benzoila, acido

salicilico, acido retindico ou acido azelaico (BRENNER, 2006).

3.4 Fosfato de clindamicina

O 7(S)-cloro-7-desoxilincomicina, ou fosfato de clindamicina, derivado da lincomicina,
¢ classificado como um antibidtico sistémico, produzido a primeira vez em 1966. O farmaco ¢
sintetizado por meio de modificagdes quimicas na lincomicina quando ocorre uma substitui¢ao
quimica do 7R-grupo hidroxila por um 7-cloro. Essas modifica¢des proporcionam vantagens
em relagdo ao composto original, como uma melhor absor¢do do fiarmaco no trato
gastrointestinal, maior eficcia, até oito vezes mais, contra cocos gram-positivos aerobios e
ampliacdo do espectro de a¢do, incluindo muitas outras bactérias gram-positivas e gram-
negativas anaerobicas e protozoarios (ZToxoplasma sp. e espécies de Plasmodium sp.)
(DHAWAN e THADEPALLI, 1982; KASTEN, 1999).

O fosfato de clindamicina liga-se a subunidade 50S ribossdmica da bactéria inibindo a
sua sintese proteica. A partir dessa inibigdo ocorre a alteracdo da superficie bacteriana com o
objetivo de facilitar a fagocitose e a morte intracelular. Além disso, em concentragdes sub-
inibitorias, a clindamicina pode potencializar a marcacao celular e a fagocitose (DHAWAN e
THADEPALLI, 1982; GEMMELL et al., 1981).

Esse farmaco encontra-se disponivel nas formas de sais, cloridrato, palmitato e fosfato.
Em relagdo a esses sais, para a acne, o éster fosfato ¢ o mais indicado, pelo fato de provocar a
diminui¢do da absor¢ao sistémica e a reducdo dos efeitos colaterais, ja que a forma cloridrato
pode afetar a extensdo da absorcdo, que pode chegar a niveis sistémicos (HOOGDALEM,
1998).

A aplicagdo topica possibilita a administragdo desse farmaco diretamente ao seu local
de acdo. Contudo, ¢ possivel verificar que o éster fosfato ¢ um pro-farmaco que ndo possui
atividade antibacteriana in vitro, precisando ser hidrolisado na forma ativa. Essa ativagao
ocorre no organismo e ¢ realizada pela agdo de fosfatases existentes na pele (KLAINER, 1987).

O fosfato de clindamicina ¢ descrito como um p6 branco ou quase branco, inodoro ou
praticamente inodoro e com sabor amargo. Em relacdo as caracteristicas fisico-quimicas, o
farmaco ¢ livremente soluvel em agua, ligeiramente solivel em alcool desidratado, muito
ligeiramente soluvel em acetona e praticamente insolivel em cloroférmio, éter e benzeno.
Apresenta massa molecular de 504,96 g mol™!, formula molecular C13H34CIN,OgPS, LogP 0,57,
pKa de 6,9 e pH entre 3,5 e 4,5 em solugdo aquosa a 1% (USP,2018).
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Figura 2: Formula estrutural do fosfato de clindamicina (CDM) (Massa molecular: 504,96 g mol™! e
Log P: 0,57).

Em relacdo aos principais efeitos adversos da clindamicina de uso sistémico estdo,
diarreia, hepatotoxicidade, disfungdes gastrointestinais, reagdes de hipersensibilidade, flebite,
ocasionalmente neutropenia e trombocitopenia, prolongamento do bloqueio neuromuscular,
eritema, ardor, prurido e principalmente colite pseudomembranosa (DHAWAN e
THADEPALLI, 1982; KLAINER, 1987).

Dessa forma, a clindamicina topica tem obtido sucesso no tratamento da acne ndo
complicada, pois diminui substancialmente a ocorréncia dos efeitos adversos que existem em
relagdo a administragdo oral do farmaco por proporcionar menor agao sistémica, pelo fato da
exposi¢do do farmaco se limitar a area aplicada, além de permitir a administragcdo de doses

menores do firmaco (KLAINER, 1987).
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3.5 Penetragdo e permeacao cutanea

A maioria dos farmacos aplicados pela via topica sao farmacos usados para o tratamento
de doengas dermatoldgicas e, portanto, essas formulagdes sdo desenvolvidas para que o
farmaco atravesse efetivamente o estrato corneo e atinja o local de acdo, estabelecendo uma
resposta local, que consequentemente poderd vir a ser sistémica ou ndo, dependendo do tipo
de tratamento e farmaco utilizado. (MARTINS, VEIGA, 2002).

Os farmacos podem permear a pele de diferentes formas, ocorrendo por até trés vias
diferentes: a via intercelular, na qual a substancia se difunde contornando os corneocitos; a via
transcelular, na qual o farmaco atravessa diretamente os cornedcitos e a matriz intercelular
intermedidria; ou por rotas alternativas em que eles podem ser absorvidos pelas estruturas
capilares, glandulas sebaceas ou sudoriparas, conforme apresentado na Figura 3 (GRATIERI,

GELFUSO, LOPEZ, 2008).

a) 1 b) 1©)

Figura 3: Representacdo esquematica das possiveis vias de penetragdo cutinea: (A) via de penetracdo intracelular
através dos corneécitos, (B) via de penetragdo intercelular, em torno dos cornedcitos, (C) via de penetracdo

folicular. Fonte: autoria propria.

A avaliagdo da permeacdo cutinea possibilita a verificacdo da biodisponibilidade topica
do principio ativo de um medicamento aplicado topicamente na pele (SILVA; APOLINARIO
JUNIOR, 2010). Caracteristicas como baixa massa molecular, alta lipofilicidade, mas também
hidrofilicidade favorecem para que o firmaco ndo fique completamente retido no estrato
corneo e garantem uma atividade termodinamica que favorecerd a sua difusdo para o interior
da pele (TOLENTINO et.al, 2021 ).

O ensaio de permeacdo cutanea, utilizando célula de difusdo de Franz, permite a
aplicabilidade da primeira lei de Fick, que indica que a taxa de difusdo é proporcional ao
gradiente de concentracdo, em sua forma mais simplificada. As células aplicadas nesse ensaio

estruturalmente apresentam um compartimento doador, onde ¢ aplicada a amostra a ser testada
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e um compartimento receptor que ¢ preenchido com meio sob condig¢do de ndo saturacdo do
sistema dindmico, denominada de condi¢io sink. (SILVA; APOLINARIO JUNIOR, 2010)

Entre os meios receptor e doador dessa célula ¢ colocado uma membrana para simular
a pele, podem ser de origem artificial (membrana de celulose, membrana pararela, entre outras)
ou biologica (peles de porco, coelho, humana) (SATO et al., 2007).

E exigido atualmente para estudos de ensaios de permeagdo cutinea, o cumprimento
efetivo das legislacdes que dispdem e possuem descrigdes sobre o tema, um exemplo, no Brasil,
¢ o orgdo regulador ANVISA, no qual ¢ possivel se ter informagdes sobre como o farmaco se

comporta in vivo quando administrado por via toépica (ANVISA, 2019; CDER, 2019).
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4 DESENVOLVIMENTO

4.1 Material

O fosfato de clindamicina (> 99,0%) foi obtido da Sigma-Aldrich (Steinheim,
Alemanha). Os solventes utilizados nas andlises cromatograficas, acetonitrila e dcido fosforico,
foram obtidos da J. T. Baker (Phillipsburg, EUA) e Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemanha),
respectivamente. Para a preparacao do tampao utilizado na permeacao foram utilizados fosfato
de sédio nas formas monobasica e dibasica, cloreto de sodio e hidroxido de sodio, todos da
Dinamica Quimica Contemporanea Ltda. (Sdo Paulo, Brasil). A técnica de tape stripping
diferencial, aplicada nos estudos de permeacao, foi executada com o uso da fita Scotch n°. 845
Book Tape da 3M (St. Paul, MN, USA), cola de cianoacrilato da Henkel Loctite (Dublin,
Irlanda) e metanol da marca J. T. Baker (Phillipsburg, EUA) para extracdo do farmaco retido
nas camadas da pele. O ensaio de permeacao/penetragao cutanea foi realizado com o produto
comercial o Adacne Clin, gel dermatoldgico, produzido pela Glenmark Farmacéutica Ltda,
(Nasik, Iindia) com registro sanitario vigente no Pais. Filtros pré-limpos, de didmetro 25 mm e
poro 0,45 pm, hidrofobicos e hidrofilicos foram adquiridos da Analitica (Sdo Paulo, Brasil).
As peles utilizadas nos estudos de permeagdo cutanea, obtidas a partir das orelhas de suinos,
foram gentilmente cedidas pelo Frigorifico Nippobras (Formosa, Goias, Brasil). Todas as
andlises foram realizadas utilizando agua ultrapurificada (Millipore, Illkirch-Graffenstaden,

Franca).
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4.2 Métodos

a) Desenvolvimento e validacdo da metodologia analitica

O método analitico utilizado para a quantificacdo do fosfato de clindamicina na
presenca de interferentes da pele foi baseado na metodologia ja existente na monografia da
Farmacopeia Brasileira 6* edicdo (ANVISA, 2010). As alteragdes ocorreram no tampao que
foi caracterizado como fase mével. Foi utilizado o acido fosforico 0,01 M ao invés de fosfato
de potassio monobdsico a 1,36%, e temperatura da coluna fixada em 40°C, levando em
consideragdo os fatores climaticos do Distrito Federal. Portanto, considerando a existéncia de
método analitico farmacopeico, foi realizada validagao parcial dessa metodologia por meio de

analise dos parametros de seletividade, linearidade, precisdo e exatidao.

i. Condicoes cromatograficas

As andlises cromatograficas foram realizadas em um sistema de cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE) (modelo LC-20AD, Shimadzu, Kyoto, Japao) composto por duas
bombas (modelo LC 20-AT), um forno (modelo CTO-20AS), um detector DAD
espectrofotométrico (modelo SPD-M20A) e um injetor automatico de amostras (modelo 9SIL-
20AD). A aquisicdo de dados, andlise e relatorios foram interpretados usando o software
Shimadzu LC. Como fase estacionaria, utilizou-se uma coluna de fase reversa Cig (25 cm x 4,6
mm, 5um Discovery®, Supelco). A fase movel foi composta de (A) acetonitrila e (B) solugdo
de acido fosforico (0,01 mol L), na proporgdo 20:80, e eluiu a uma vazdo de 1,0 mL min!. O
forno foi mantido a 40 °C durante todas as andlises. O fosfato de clindamicina foi detectado

por absorbancia a 200 nm e o volume de injecdo de cada amostra foi de 20 pL.

ii. Obtencao das peles de suinos

As peles foram obtidas a partir de orelhas de suinos, retiradas logo apds o abate do
animal, e antes do processo de escalda, tudo isso para que o estrato corneo e as estruturas da
pele da orelha suina fossem preservadas. Posteriormente, as orelhas foram mantidas sob
refrigeragdo até seu processamento, que ocorreu no mesmo dia do abate.

Para se obter os fragmentos de pele, a orelha foi fixada com o auxilio de alfinetes em
um suporte de isopor, recoberto com papel aluminio. Com o auxilio de um bisturi, a pele da
regido externa da orelha foi removida e os resquicios de tecido adiposo, tecido muscular e vasos
sanguineos sdo removidos com o auxilio de uma tesoura cirurgica, conforme mostrado na

Figura 4.



22

Figura 4. Representacdo do processo de remocgao da pele da orelha de suinos. Fonte: (TOLENTINO et al, 2019).

iii. Extracao dos farmacos das camadas da pele de suinos

A extracdo do farmaco retido nas camadas da pele (estrato corneo, foliculos pilosos e
pele remanescente) foi testada em diferentes condi¢des. Para separagdo das camadas da pele
utilizou-se a técnica tape-stripping diferencial (TEICHMANN et al., 2005). As peles de orelha
de suinos foram recortadas em circulos de aproximadamente 1 cm? e foram fixadas por meio
de um suporte recoberto com aluminio e com a parte do estrato corneo voltada para cima. Para
retirada do estrato corneo foi aplicado e retirado 15 pedacgos de fitas adesivas e logo depois
aplicado uma gota de cola de cianoacrilato a superficie externa da pele, seguida por um pedago
de fita adesiva, apds 1 min, a fita foi removida com um Unico movimento. Por fim a pele
restante foi cortada em pequenos pedagos com o auxilio de uma tesoura.

As camadas de pele foram colocadas separadamente em frascos de vidro ambar e
contaminadas com 350 pL da solucdo estoque (equivalente a 35 pg de clindamicina, em
metanol). Quando o solvente evaporou por completo, foram aplicados diferentes protocolos de
extracdo (adi¢do de 5 mL de 4gua ou metanol a preparagao e tempo de repouso de 12 ou 24 h),
conforme ilustrado na Figura 5. Por fim as amostras foram filtradas em membranas de 0,45
um, e depois analisadas seguindo o método por CLAE, com o intuito de verificar a capacidade

de recuperagdo do farmaco na pele.
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Figura 5. Representagdo da técnica de fape-stripping diferencial e os métodos de extragdo testados para a

recuperacdo de fosfato de clindamicina (CDM) das camadas da pele. Fonte: autoria propria.

iv. Validaciao de Método Analitico
O desempenho e a confiabilidade do método cromatografico proposto foram
comprovados por meio de validagdo parcial da metodologia, considerando seletividade,
linearidade, precisdo e exatiddo de acordo com as diretrizes da RDC n° 166 de 24/07/2017 da
ANVISA, que estabelece critérios para a validacdo de métodos analiticos empregados em
insumos farmacéuticos, medicamentos e produtos biologicos em todas as suas fases de

producdo, do International Conference on Harmonization (ICH) e da Farmacopeia Brasileira

(FARMACOPEIA BRASILEIRA 6° ed, 2019; ICH, 2015)

Seletividade: uma solugdo contendo os contaminantes da pele suinos, obtidos a partir da
técnica de tape-stripping diferencial, foi inicialmente preparada. Uma aliquota de cada uma
das trés solucdes (estrato corneo, foliculo piloso e pele remanescente) foi adicionada a uma
solu¢do de fosfato de clindamicina duluido em 4gua na concentragdo de 7,0 ug mL-!.
Posteriormente, as amostras foram filtradas em membranas de 0,45 um e levadas para a andlise
seguindo o método por CLAE para a quantificagdo e diferenciacdo do farmaco em relagdo aos

interferentes da pele.

Linearidade: solugdes contendo fosfato de clindamicina foram preparadas a partir de trés
outras solucdes estoques preparados de maneira independente. Aliquotas dessas solucdes

foram diluidas em 4gua para obter uma curva de calibracdo na faixa de concentra¢do que foi
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de 2 uyg mL"' a 20 pg mL! (2,0; 5,0; 7,0; 15,0 € 20,0 ug mL!). Posteriormente foram plotadas
as curvas de calibragdo, que relacionam a concentracao do fArmaco e a area do pico observado.
Os fatores de resposta foram calculados considerando a razdo entre a area do pico e a

concentra¢do dos analitos.

Precisdo: a precisdo do método foi determinada pela repetibilidade instrumental, precisao
intra-dia do método (repetibilidade) para o farmaco. A repetibilidade instrumental foi
determinada utilizando uma amostra de independente. 7,0 pg mL! para o fArmaco, feitas seis
analises em um tempo curto. Os coeficientes de variagdo (CV) foram calculados e as

concentracoes de fosfato de clindamicina foram determinadas.

Exatidao: a exatiddo do método foi avaliada a partir da analise da porcentagem de fosfato de
clindamicina recuperados do estrato corneo, foliculos pilosos e pele remanescente utilizando o
método de extragdo otimizado. Todos os ensaios foram realizados com seis repeticdes de
amostras (7,0 ug mL™1).

Previamente os fragmentos das camadas da pele foram separados seguindo a técnica de
tape-stripping diferencial. Amostras de uma solu¢do do farmaco foram aplicadas sobre as
superficies de cada camada de pele. O solvente foi completamente evaporado e 5 mL de cada
diluente foram adicionados a cada fragmento de pele e deixados em repouso por 12 ou 24 h.
Ao passar este periodo, as amostras foram filtradas através de uma membrana de 0,45 um. Por
fim, as amostras foram analisadas em CLAE-UV. A exatiddo foi relatada como uma

porcentagem de fosfato de clindamicina recuperados das camadas da pele.

b) Ensaio in vitro de penetraciao cutinea

As peles limpas foram colocadas na célula de difusdo tipo Franz modificadas (area de
difusdo = 1,3 cm?) separando o compartimento doador do compartimento receptor. Este
compartimento foi preenchido com 15 mL de um tampao fosfato pH 7,4 e ao compartimento
doador foi aplicada quantidade equivalente a 1mg de formulacdo comercial ou a mesma
quantidade de farmaco dissolvido em agua. As células foram mantidas a uma temperatura de
32° C, com sob agitacdo magnética (300 rpm) por um periodo de 24 h. Os ensaios foram
conduzidos em quintuplicata para a formulagdo comercial e para a solu¢do do farmaco.

Apo6s 24 h, a pele foi removida da célula de difusdo e o excesso da formulagdo foi
retirado colocando a pele na posic¢ao vertical e aplicando agua ultrapurificada por um periodo
de 10 segundos. Em seguida a pele foi colocada em superficie plana com o estrato cdrneo
voltado para cima. A remogdo do estrato corneo da pele ocorreu por meio da aplicacdo de 15

fitas adesivas. Posteriormente, uma gota de supercola de cianoacrilato foi aplicada na mesma
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area da pele e coberta com uma outra fita adesiva. Apo6s 1 min, a fita foi removida. Por fim,
com o auxilio de uma tesoura a pele remanescente foi picotada.

Os fragmentos de cada camada da pele foram colocados em recipientes de vidro com 5
mL de metanol e deixados sem agitacdo por 24 h. As aliquotas resultantes foram filtradas em
filtros de 0,45 pm e a quantidade de fosfato de clindamicina recuperada da pele foi quantificada

seguindo método por CLAE descrito acima.

¢) Analise Estatistica dos Dados

Para a andlise estatistica dos dados, o programa GradPad Prism 8 foi utilizado. As
diferengas significativas foram definidas através da andlise de varidncia (ANOVA) seguindo o
teste t student. O nivel de significancia estatistica dos dados foi fixado em p < 0,05. Os dados,
de pelo menos uma triplicata, foram definidos como a média + desvio padrdo. As equagdes de

reta obtidas por regressdo linear foram obtidas através do programa Microsoft Excel 2013.
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5 RESULTADOS DISCUSSAO

a) Metodologia analitica

O método analitico avaliado originou-se da monografia descrita na 6* Edicdo da
Farmacopeia Brasileira para o fosfato de clindamicina e teve como objetivo a quantificagao
desse farmaco na presenga de contaminantes da pele, para posterior quantificacdo no
experimento de permeacgdo cutanea. Foi realizada a validacdo parcial dessa metodologia em

termos de seletividade, linearidade, precisdo e exatidao.

i.  Seletividade

A seletividade ¢ definida pela capacidade de identificar ou quantificar o analito de
interesse, inequivocamente, na presenca de componentes que podem estar presentes na
amostra, como impurezas € componentes da matriz (BRASIL, 2002, p. 1). Segundo o artigo 19
da RDC N° 166, ¢ definida como o grau em que um método pode quantificar uma substancia
com precisdo na presenca de interferéncias nas condi¢des indicadas do ensaio para a amostra
matriz em estudo. Portanto, a corrida cromatografica que contém o fosfato de clindamicina foi
confrontada com as corridas cromatograficas de seus possiveis interferentes, provenientes das
camadas da pele (estrato coérneo, foliculos pilosos e pele remanescente), conforme

cromatogramas apresentados na Figura 6.
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Figura 6. Cromatogramas representativos de CLAE do fosfato de clindamicina (CDM), estrato corneo

(EC), foliculos pilosos (FP) e pele remanescente (PR) obtidos seguindo o método estabelecido com

detec¢do UV (200 nm).

Verificou-se que em uma corrida fixada em 15 minutos, a clindamicina eluiu em 10,5
minutos. Observou-se também que os cromatogramas referentes as camadas da pele,
mostraram que todos os contaminantes provindos da matriz bioldgica eluiram em tempo de
retengdo diferentes do fosfato de clindamicina. Portanto, o método avaliado ¢ seletivo em

relacdo aos interferentes presentes na pele.

ii. Linearidade
A linearidade refere-se a capacidade que um método pode gerar resultados considerados
linearmente proporcionais as concentragdes do analito encontrado em uma determinada faixa
analitica especifica e ¢ determinada a partir da curva da faixa de trabalho e calculada a partir
da equagdo da regressdo linear. A plotagem da area do pico de cada amostra em relagdo a
respectiva concentracdo de fosfato de clindamicina foi considerada linear na faixa de 2,0

pug.mL!a20 ug.mL-.
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Figura 7. Curva analitica obtida pela analise de uma triplicata de fosfato de clindamicina por CLAE nas

concentragdes de 2,0; 5,0; 7,0; 10,0; 15,0 e 20,0 pg/mL, Equagao da reta: y = 5174x + 1354, r = 0,9985.

A equagdes de regressao foi y = 5174x + 1354 e o coeficiente de correlagdo da curva
padrdo foi 0,9985, mostrando alta probabilidade de correlacdo. Observou-se que o coeficiente
de correlacdo e a andlise de regressao estdo dentro dos limites estabelecidos (FDA, 2004) e,

portanto, que o método ¢ linear na faixa de concentracdo analisada.

Precisao

A precisdo avalia a proximidade dos resultados obtidos com as amostras preparadas
conforme descrito no método analitico testado. O coeficiente de variacdo (CV) utilizando seis
replicatas de uma solugdo de clindamicina a 7,0 pg.mL"!. foi de 1,43%. Este valor encontra-se
dentro dos critérios de aceitagdo (ndo maior que 5 %) do ICH (International Conference on

Harmonization) e, portanto, o0 método foi considerado preciso (FDA, 2004).

Exatidao/Recuperacio

A exatiddo de um método analitico € obtida através da concordancia entre os resultados
individuais do método em estudo a um valor que ¢ aceito como verdadeiro. O método do estudo
¢ considerado um método bioanalitico e a recuperacdo foi avaliada com base na porcentagem
do farmaco fosfato de clindamicina que foi recuperada do estrato corneo, foliculo piloso e pele
remanescente. A extragdo do farmaco das trés camadas da pele foi padronizada, variando-se o

tempo de extragdo e a composi¢do do solvente de extracdo, conforme ¢ apresentado na Tabela
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1. Tabela 1: Avaliagdo do método de extracao de fosfato de clindamicina das camadas

de pele estudadas (EC, estrato corneo; FP, foliculos pilosos; PR, pele remanescente).

Solvente Tempo de Recuperagdo CDM (%)
repouso (h) EC EP PR
agua 12 31,5 50,5 44,6
metanol 12 57,6 56,2 42,3
metanol 24 103,8 93,6 62,0

De acordo com a Tabela apresentada verificou-se que o metanol foi o solvente que
melhor extraiu o fosfato de clindamicina das camadas da pele. O tempo de extragdo também
foi determinante para a eficiéncia de extracao, sendo 24 h o melhor tempo para extracdo. Nessas
condi¢des 103,8% do farmaco foi recuperado do estrato corneo. 93,6% dos foliculos pilosos e
61% da pele remanescente. Vale ressaltar que este procedimento estd de acordo com a

orientacdo da FDA em casos de resultados de recuperagao consistentes, precisos e reprodutiveis

(FDA, 2004).

b) Ensaios in vitro de penetracio cutinea

Atualmente. Os ensaios in vitro de permeagdo e penetragdo cutdnea estdo sendo
constantemente utilizados e aplicados em estudos cientificos com a finalidade de viabilizar a
administracdo topica de novas formula¢des farmacéuticas (MARTINS VEIGA, 2002). Esse
estudo foi conduzido para a verificagdo do perfil de penetragdo cutdnea do fosfato de
clindamicina a partir de uma formulagdo comercial em relacdo ao farmaco solubilizado em
veiculo aquoso para avaliar a capacidade da formulagdo atingir as estruturas pilossebaceas da
pele, que € o local de a¢do do farmaco em questdo, e outras camadas da pele. Os resultados

estdo demonstrados na Figura 8.
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Figura 8. Quantidade permeada de fosfato de clindamicina na pele da orelha de suinos (***p>0,05).

Verificou-se que fosfato de clindamicina presente na formula¢do comercial (Adacne
Clin®) penetrou a pele em quantidades significativamente maiores em comparagdo ao farmaco
dissolvido em 4gua. No estrato corneo a formulagao comercial chegou a promover a penetragao
25 vezes maior com relagdo ao controle. No foliculo piloso, o aumento foi de 34 vezes e, por
fim, na pele remanescente esse aumento foi de 5 vezes.

Esse comportamento pode ser explicado pela presenga de promotores de absor¢ao na
formulagdo comercial, como o propilenoglicol, que ¢ um excipiente hidrocopico (MARTINS,
VEIGA, 2002). Promotores de permeac¢do sdo compostos quimicos que interagem com
constituintes da pele, mais especificamente o estrato cérneo, diminuindo a resisténcia da pele
a difusdo do farmaco, promovendo uma melhor libera¢do do fAirmaco a partir de formulagdes,
aumentam o fluxo de farmaco e a reten¢do da substancia ativa na pele, e aumentam a liberagao
topica localizada do farmaco administrado por esta via (BARNES, 1989; BARRY, 1987).
Exemplos de principais promotores de permeagdo sdo alcoois, como o propilenoglicol, e os
acidos graxos (MARTINS, VEIGA, 2002).

Um promotor de permeacao ideal precisa ser, farmacologicamente inerte, ndo-toxico,
de acdo imediata, ndo irritante, ndo-alérgico, quimica e fisicamente compativel com o firmaco
e excipientes, inodoro, insipido, incolor, acessivel e com boas propriedades solventes

(HADGRAFT, 1999; SINHA, KAUR, 2000).
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O método de penetragdo cutanea usado no estudo permitiu diferenciar tanto as
quantidades de farmaco retidas em cada camada especifica da pele (estrato corneo, foliculo
piloso e pele remanescente), quanto o efeito de diferentes formulagdes nessa penetracdo, por

isso sendo considerado uma boa ferramenta para desenvolvimento e registro de formulagdes

topicas.
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6 CONCLUSAO

A metodologia analitica utilizando a técnica de CLAE para quantificar de maneira
seletiva o fosfato de clindamicina extraido de camadas da pele demonstrou-se satisfatoria, bem
como o método de extrag@o do fosfato de clindamicina que permeou na pele suina.

J4 o estudo de penetracdo cutdnea demonstrou que o fosfato de clindamicina em sua
forma comercial (Adacne Clin®) permeou mais todas as camadas da pele quando comparados
ao farmaco livre dissolvido em agua. Essa ¢ uma caracteristica que ressalta a importancia dos
adjuvantes farmacotécnicos no desenvolvimento de uma formulacdo. Ressalta ainda a
importancia de se realizar esses tipos de ensaios que demonstram a a¢do do firmaco de maneira
diferente dependendo da formulagdo utilizada, o que tera efeitos terapéuticos bastante

diferentes.
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