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RESUMO

A dacarbazina (DTIC) ¢ o principal agente aprovado pela Food and Drug Administration
(FDA) para o tratamento quimioterapico de melanoma metastatico. A DTIC se encontra
atualmente na forma de po para solucdo injetavel, tendo efeito sistémico, causando uma série
de sintomas indesejaveis ao paciente, entre eles, nauseas, vomitos e hepatotoxicidade. Dessa
maneira, uma via topica de administragdo do farmaco poderia proporcionar um tratamento
local, mais especifico e com diminuig@o dos efeitos adversos, aumentando a adesdo do paciente
ao tratamento e melhora na qualidade de vida do mesmo. Assim, o objetivo deste trabalho ¢
validar um método analitico para quantificacdo da DTIC que possibilite estudos de permeagao
cutanea. Neste estudo, os parametros de validagao realizados foram: seletividade, linearidade,
precisdo, exatiddo, limite de detec¢do e limite de quantificagdo. Para o estudo, usou-se uma
coluna Cig de fase reversa como fase estacionaria e uma fase movel contendo metanol e tampao
fosfato de sd6dio mono-hidratado pH 6,5 (0,01 mol/L), com vazdo de 1,0 mL/min. O método
proposto se apresentou seletivo uma vez que o pico cromatografico da dacarbazina foi muito
caracteristico, preciso com um coeficiente de variacdo inferior a 3,8%, linear, com coeficiente
de correlacdo de 0,9995 para um intervalo de concentragdes variando de 1,0 pg/mL até 15,0
pg/mL, exato, considerando taxas de recuperagdo dentro do intervalo aceito de 85-115%, e
sensivel, uma vez que apresentou limite de detec¢do e limite de quantificagdo baixos (0,1
pg/mL e 0,3 pg/mL, respectivamente). O método analitico proposto foi capaz de quantificar a
dacarbazina em estudos de permeacdo cutdnea in vitro. Dessa maneira, conclui-se que ¢

possivel se realizar mais estudos que envolvem formulagdes topicas contendo a DTIC.

Palavras-chave: Dacarbazina. Cromatografia liquida de alta eficiéncia. Método analitico.

Melanoma.
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ABSTRACT
Dacarbazine (DTIC) is the main agent approved by the Food and Drug Administration (FDA)
for the chemotherapy treatment of metastatic melanoma. DTIC is currently in the form of a
powder for solution for injection and has a systemic effect, causing a series of undesirable
symptoms for the patient, including nausea, vomiting and hepatotoxicity. In this way, a topical
route of drug administration could provide a more specific local treatment with fewer adverse
effects, increasing patient adherence to treatment and improving their quality of life. The aim
of this study was therefore to validate an analytical method for the quantification of DTIC to
enable skin permeation studies. In this study, the validation parameters used were selectivity,
linearity, precision, accuracy, limit of detection and limit of quantification. For the study, a
reverse phase C18 column was used as the stationary phase and a mobile phase containing
methanol and sodium phosphate buffer monohydrate pH 6.5 (0.01 mol/L), with a flow rate of
1.0 mL/min. The proposed method was selective since the chromatographic peak of
dacarbazine was very characteristic, precise with a coefficient of variation of less than 3.8%,
linear, with a correlation coefficient of 0.9995 for a concentration range varying from 1, 0
pg/mL up to 15.0 pg/mL, accurate, considering recovery rates within the accepted range of 85-
115%, and sensitive, since it presented low limit of detection and limit of quantification (0.10
pg/mL and 0.30 pg/mL, respectively). The proposed analytical method was able to quantify
dacarbazine in in vitro skin permeation studies. It is therefore concluded that further studies

involving topical formulations containing DTIC can be carried out.

Keywords: Dacarbazine. High performance liquid chromatography. Analytical method.

Melanoma.
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1.INTRODUCAO

O melanoma, embora represente apenas 4% de todos os canceres dermatologicos, €
responsavel por 80% das mortes por cincer de pele. E, portanto, considerado o tipo de cancer
de pele mais agressivo, por possuir alta possibilidade de se espalhar para tecidos e 6rgaos
vizinhos, causando, no mundo, cerca de 55.500 mortes e no Brasil, cerca de 2.000 mortes
anualmente [1-5].

Atualmente, para o tratamento de melanoma metastatico, o principal agente aprovado
pela Food and Drug Administration (FDA) ¢ a dacarbazina [3]. Este ¢ um agente citostatico
que possui efeito antineopldsico, inibindo o crescimento celular independente do ciclo da
célula, e matando as células cancerosas por adigdo de um grupamento alquila no DNA celular
[5,6]. O farmaco é encontrado na forma farmacéutica de p6 para solugdo injetavel ou para
perfusdo. Sendo assim, seu efeito ¢ sistémico, causando uma série de efeitos indesejaveis no
organismo, tais como anorexia, nduseas, vomitos, anemia, mielotoxicidade e hepatotoxicidade
[8,9,10].

Dessa maneira, o desenvolvimento de uma formulacdo topica contendo a dacarbazina
poderia contornar os efeitos adversos de uma formulagao sistémica. Assim, a aplicagdo tdpica
permitiria um tratamento local, mais especifico, consequentemente menos invasivo, e
comprometendo menos o organismo [7]. A literatura ainda ndo apresenta estudos de
quantifica¢do da dacarbazina recuperada da pele, apenas em plasma ou urina [11,12]. Assim,
um método analitico para quantificacdo de dacarbazina recuperada da pele ¢ essencial para
auxiliar no desenvolvimento de formulagdes topicas contendo este farmaco.

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi desenvolver e validar um método
analitico em cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) para quantificacdo da dacarbazina
nas camadas da pele, possibilitando seu uso em ensaios de permeacdo cutanea. O ensaio de
permeagdo foi realizado para avaliar se 0 método desenvolvido estd adequado de acordo com
as diretrizes oficiais da RDC 166 da ANVISA, ICH (Conselho Internacional para
Harmonizagao de Requisitos Técnicos para Medicamentos de Uso Humano) e FDA (Food and

Drug Administration).



2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL
Este estudo tem como objetivo desenvolver e validar um método analitico em
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) para quantificacdo da dacarbazina nas camadas

da pele, possibilitando seu uso em ensaios de permeagdo cutanea.

2.2. OBJETIVO ESPECIFICO

- Verificar se o método desenvolvido esta adequado de acordo com as diretrizes oficiais,
avaliando-se parametros de seletividade, precisdo, exatiddo e limites de deteccdo e de
quantificacdo.

- Avaliar a permeacao in vitro da dacarbazina a partir da sua solugdo e sua formulacdo em gel

utilizando o método validado.



3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 MELANOMA

O melanoma ¢ uma neoplasia maligna proveniente dos melandcitos da pele. Os
melandcitos sdo células responsaveis pela producdo de melanina, um pigmento presente na
pele, olhos, trato gastrointestinal e nas membranas mucosas oral, genital e nasossinusal.

O melanoma tem origem na exposi¢do a radia¢do ultravioleta, podendo esta ser
proveniente da luz solar natural ou do bronzeamento artificial. Em geral, ¢ responsavel por
90% dos diagnoésticos de melanoma em populagdes brancas [1-5].

Para a identificagdo de melanoma usa-se a regra do ABCDE (Figura 1), em que A
significa assimetria; B, borda; C, cor; D didmetro; E, evolucdo. Sendo que a mancha pode surgir
a partir de uma pinta preexistente ou sem presenga de lesdo prévia, podendo ocorrer em

qualquer parte do corpo [13,14].

Figura 1. Regras de identificacdo de melanoma.

Fonte: Novartis, 2017

ABCDE
regras para identificacdo
dos sinais de perigo

Assimetria

Borda

(bordas irregulares)

Cor
(tons de preto escuro,
varias coloragdes)

Diametro
(maior que
“Gmm) 5 milimetros)

J1R

Evolugio
(mudanga de tamanho,
forma e cor)

D

Os melanomas primadrios (Figura 2) sdo escuros e sdo tratados com excisdo ampla por
meio de cirurgia, que se estende por toda espessura do tumor. As terapias medicamentosas
sistémicas sdo recomendadas a serem realizadas juntamente a cirurgia em pacientes com
metastases e sdo a base do tratamento do melanoma em etapas mais avancadas (Figura 3). Tema

que sera mais profundamente abordado no decorrer do trabalho.

A prevengdo primaria contra melanoma ¢ o uso regular de filtro solar, além de seus
complementos, como chapéu, 6culos e roupas protetoras, evitar sol durante os horarios de pico

de raios UV [13, 15].



Figura 2. Pele danificada pela acdo de radiacdo solar com presenca de melanoma primario.

Fonte: Rebecca, 2018

Figura 3. Tumor em estagio avancado.
Fonte: Rebecca, 2018




3.2 TIPOS DE MELANOMA
Ha quatro tipos principais de melanoma: extensivo superficial, acral-lentiginoso,

maligno e nodular.

3.2.1 MELANOMA EXTENSIVO SUPERFICIAL

O melanoma extensivo superficial ¢ o mais comum dos melanomas, sendo observado
em cerca de 70% dos casos, principalmente em individuos jovens. E mais comum em pessoas
com pintas pré-existentes ou com historico de melanoma na familia [13,16]. Seu crescimento
ocorre de forma horizontal na camada superior da pele, pode demorar anos até comegar a

penetrar verticalmente nas camadas e atingir de maneira mais profunda a pele [13,16].

O melanoma extensivo superficial ¢ observado em pacientes com exposicao solar e a
queimadura solar. A radiagdo ultravioleta proveniente dos raios solares, realiza alteragcdes nas
células da pele, que podem provocar o aparecimento de neoplasias malignas. Em individuos de

pele mais clara, o risco de desenvolvimento deste tipo de cancer ¢ maior [13,16].

3.2.2 MELANOMA ACRAL LENTIGINOSO

O melanoma acral lentiginoso ¢ predominante em asiaticos e negros. Sendo de dificil
diagnostico, e, consequentemente, o tratamento ocorre em fases mais avancadas da doenga,
uma vez que se manifesta como manchas variando de marrom a preta nas regides das maos e
dos pés. Assim como o melanoma extensivo superficial, se inicia horizontalmente para depois
crescer verticalmente. Pode progredir mais rapidamente do que o melanoma extensivo

superficial e do que o lentigo maligno [13,16].

Uma forma de se evitar ou realizar o diagnostico precoce ¢ analisar toda a superficie
corporal observando se ha presenca de mancha irregular marrom, preta ou azulada, incluindo

as regides palmares, plantares e as unhas [13,16].

3.2.3 MELANOMA MALIGNO

O lentigo maligno ¢ o menos comum de todos os melanomas, acomete geralmente a
populagdo idosa, que com o passar dos anos tiveram exposi¢ao solar continua. Se inicia como

um melanoma extensivo superficial e progride para as camadas mais profundas da pele [13,16].



3.2.4 MELANOMA NODULAR

O melanoma nodular acomete cerca de 10 a 15% dos casos de melanoma. Pode ocorrer
em qualquer faixa etaria e ocorre predominantemente em populagdo do sexo masculino.
Podendo manifestar-se em qualquer regido do corpo humano, incluindo as areas ndo expostas
ao Sol. Devido ao crescimento acelerado, ¢ considerado o de pior progndstico ao paciente, uma
vez que se mostra invasivo desde o momento do diagnostico, com acometimento das camadas
superficiais e profundas da pele. Surge como um noédulo ou pequeno tumor que cresce

rapidamente, podendo ser de coloragdo negra, azul, cinza, marrom ou vermelha [13,16].

3.3 ESTAGIOS DO MELANOMA
O melanoma pode se encontrar nos estagios 0, I, I, ITII ou IV. Quanto maior o estagio,

maior a gravidade.

E de extrema importancia diagnosticar em qual estdgio estd o melanoma para que se
proponha o método mais adequado para o tratamento ou mitiga¢ao dos sintomas de acordo com

o grau de disseminacdo do cancer do paciente.

A classificagdo TNM (Tabela 1) define o estadiamento da lesdo, sendo T para tumor

primario, M metéstase e N linfonodo regional [16].

T - Representa a espessura da lesio inicial

Tis - melanoma in situ

Tl:<2cm

T2: 2cm- 4cm

T3:>4 cm

T4: tumor invade estrutura adjacente

M - Representa a presenca de lesdes cutineas ou em outros 6rgaos.
MO: sem metastases

M1: metastase a distancia



N - Representa a invasio ou nio dos ganglios linfaticos.

NO: Auséncia de metastase em linfonodos regionais

N1: Metastase em um linfonodo, <3 cm em sua maior dimensao

N2: Metastase em um linfonodo, entre 3 a 6 cm em sua maior dimensao

N3: Metastase em linfonodo com mais de 6 cm em sua maior dimensao

Tabela 1. Agrupamento por estagio de acordo com as caracteristicas definidas pelo TMN [16].

AGRUPAMENTO POR ESTAGIO

Estagio 0 Tis NO MO
| | | I

Estagio I T1 NO MO
| | | I

Estagio 11 T2 NO MO
| | | I

Estagio III T1, T2, T3 N1 MO
| | | !

Estagio IV T1,T2,T3,T4 NO, N1,N2,N3 M1
3.3.1 ESTAGIO 0

O estagio 0 ¢ o estdgio menos agressivo para o paciente, sendo este com alto potencial

deregressdo da lesao (Figura 4) [13].

Figura 4. Esquema de melanoma estagio 0

Fonte: Terese, 2014
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3.3.2 ESTAGIOS I eIl

Subdividido diversas categorias, sendo que quanto maior a o niimero, maior ¢ a

gravidade do melanoma (Figura 5 e 6) [13].

Figura 5. Esquema de melanoma estagio 1A e IB

Fonte: Terese, 2014
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Figura 6. Esquema de melanoma estagio IIA, I1IB, IIC
Fonte: Terese, 2014
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3.3.3 ESTAGIO III

Acometimento de ganglios linfaticos, independente da espessura ou ulceracdao do tumor

(Figura 7). Dessa maneira, existem individuos com progndstico favoravel e outros com pior

progndstico [13].

O que define o prognodstico do melanoma ¢ a profundidade de invasdo da lesdo e a
presenca de ulceracdo [17]. Sendo que as lesdes situadas nas extremidades do corpo sdo
associadas com um melhor prognéstico em comparagdo a areas como cabega, pescogo ou

tronco [18,19]. Enquanto o pior prognoéstico estd associado a idade avangada, sexo masculino

e padrao de crescimento nodular [18-22].

3.3.4 ESTAGIO IV

O melanoma sofre metastase, ou seja, consegue se espalhando para outros tecidos ou

orgdos do corpo humano, tais como pulmio, figado e cérebro, sendo extremamente

Figura 7. Esquema de melanoma estagio I1I

Fonte: Terese, 2014
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comprometedor para o paciente(Figura 8) [13].
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Figura 8. Esquema de melanoma estagio IV
Fonte: Terese, 2014
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3.4 DIAGNOSTICO DE MELANOMA
Existem uma série de métodos e procedimentos para se realizar o diagnéstico de melanoma

e analisar qual seu estadiamento. Entre eles:

e Exame fisico e histdrico: Andlise do corpo, a procura de sinais de doenga, como
nddulos, protuberancias ou qualquer sinal incomum. Além do rastreio dos habitos de
saude do paciente e sua familia, incluindo doencgas passadas.

e Mapeamento de linfonodos e bidpsia de linfonodo sentinela: Anélise no microscopio
de amostra de tumor corada em azul, de maneira a verificar se espalhou para os ganglios
linfaticos e se € necessaria a retirada de todos [13,23].

e Tomografia computadorizada: Andlise de imagens do interior do organismo por meio
de maquina de raio-x usando-se corante para facilitar a visualizagdo dos oOrgdos e
tecidos, como térax, abdome e pelve [13,24].

e PET scan (tomografia de emissdo de positrons): Injecao de glicose radioativa na veia,
de forma a encontrar células tumorais malignas no organismo. O scanner PET permite
melhor visualizac¢ao das células cancerosas, dado que estas sdo mais ativas e usam mais
glicose do que as células normais. Esse exame ¢ realizado nas suspeitas de metéstases
ou quando ja existem metastases e se quer um controle de resposta ao tratamento por
imuno ou quimioterapia do melanoma avancado [13,25].

e Ressonancia Nuclear Magnética: Realizagdo de imagens do interior do organismo por
meio de um ima, ondas radioativas e um computador. Injecdo de gadolinio na veia e
posterior deposi¢do em torno do céancer, fazendo com que as células tumorais se
sobressaiam na imagem. A ressonancia magnética ¢ utilizada quando existem suspeitas
de metéstases cerebrais ou para controle de resposta ao tratamento.

e Exames laboratoriais de sangue: Analise clinica de amostra de sangue de maneira a se
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avaliar a quantidade que determinados componentes liberados por 6rgdos e tecidos no

corpo como indicativo de doenga mais grave, a exemplo do DHL [13].

3.5 TRATAMENTO PARA MELANOMA

Nas ultimas décadas, a maneira de se tratar o melanoma foi se transformando, a medida
que se realizavam mais estudos em relacdo ao tema. Essas novas propostas, como a terapia
sistémica, permitiram em 3 anos, uma reducao em 18% da taxa de mortalidade em populagdes

brancas, uma vez que se mostraram eficazes para a metastase cerebral assintomatica [26].

Dentre as novas propostas, encontramos cirurgia, radioterapia, quimioterapia,

imunoterapia,terapias direcionadas

3.5.1 CIRURGIA

A cirurgia de melanoma ¢ o ato de realizar a remog¢ao das células cancerigenas naquela
regido, de maneira a aumentar a probabilidade de cura e mitigar a chance de metastatizacao.
Esse método ¢ mais indicado para melanomas em estagios iniciais com invasdo ganglionar,
mas ainda sem metastase [26]. Entretanto, este procedimento ndo ¢ viavel em todos os locais,
uma vez que regides como pulmaio, cérebro e figado ndo sdo acessiveis para procedimento
cirirgico de melanoma. Além disso, deixa a regido mais suscetivel a infeccdes na pele, por se
tratar de um procedimento que lesiona a protecdo do organismo. Assim, por ndo ser
considerado um procedimento totalmente eficaz, este ¢ combinado com outras alternativas

terapé€uticas [26].

3.5.2 RADIOTERAPIA

O tratamento paliativo ¢ uma forma de cuidado que tem por objetivo aumentar a
qualidade de vida do paciente. Esse tratamento pode ser realizado de diversas maneiras, entre
elas, por meio da radioterapia, que faz uso de radia¢des ionizantes para retardar o crescimento
de células cancerosas, sendo implementada apds cirurgia na pele, no sistema nervoso central,

na coluna e nos ossos [27].

3.5.3 IMUNOTERAPIA

Os anticorpos sdo células de defesa naturais do sistema imunolégico do corpo humano,
que protegem o organismo de agentes externos causadores de alguma enfermidade. Usando
esse principio, a imunoterapia faz uso de medicamentos a base de anticorpos, de forma a

combater as células cancerigenas [28].
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3.5.4 TERAPIA DIRECIONADA

Uso de farmacos que agem em moléculas que atuam especificamente na progressao e
dissemina¢do do cancer, como vias de sinalizagdo intracelulares, de maneira a impedir o
crescimento e sobrevivéncia dessas células. O fato de atuarem em moléculas alvo, permite um

tratamento mais especifico e com menos efeitos indesejados [28].

3.5.5 QUIMIOTERAPIA

Atualmente existem varios farmacos quimioterapicos que podem ser usados para tratar
o melanoma, mas para esse projeto, o foco sera dado para dacarbazina [27].

A dacarbazina (Figura 9) foi o primeiro agente quimioterapico citotéxico aprovado pela FDA
para melanoma metastatico, sendo considerado o padrao de tratamento durante muitos anos [1-
6].

A quimioterapia com uso de dacarbazina ¢ realizada para tratamento de melanoma por
via endovenosa, em que o fArmaco entra na corrente sanguinea, ¢ metabolizado pelo figado, de
forma que gera lesdes no DNA e consequente quebra de fita dupla [6], diminuindo o
crescimento de células cancerosas. Entretanto, a infusdao de fArmacos citotdxicos no organismo
afeta tanto células tumorais quanto saudaveis.

Seu tratamento sistémico, que dura em torno de 7 a 8 meses [29], traz ao paciente uma série
efeitos indesejaveis, tais como dispneia, nduseas e vOmitos, anemia, mielotoxicidade e

hepatotoxicidade [8,9,10].

Figura 9. Dacarbazina em po para solucao injetavel

Fonte: Da autora
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3.6 TRATAMENTO TOPICO PARA MELANOMA
A via tdpica, tem como beneficio, quando comparado com outras vias, eliminag¢do do

efeito de primeira passagem hepatica, aumento da biodisponibilidade do farmaco, manutencao
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de niveis sanguineos constantes do fairmaco, liberacdo do farmaco por tempo prolongado e

reduc¢do dos efeitos secundarios [30-32].

Quando comparada a via intravenosa, que ¢ a atual via de administra¢do da dacarbazina
para tratamento de melanoma, tem como principal vantagem, reducdo de efeitos secundarios
indesejaveis, ser indolor, ndo invasivo e ser menos agressivo para o organismo, uma vez que o
efeito sist€émico causado pela via intravenosa, possui a¢do indistinta para células benignas e
malignas [30-32]. Dessa forma, o desenvolvimento de novas formulagdes para aplicagdo topica
poderia melhorar a adesdo ao tratamento e a qualidade de vida do paciente. Para que essa
proposta seja viavel, € necessario o desenvolvimento de uma metodologia analitica capaz de

identificar a presenca do fArmaco em meio aos interferentes da pele.

3.7 PERMEACAO CUTANEA

A permeacgdo de substancias nas camadas da pele depende da lipofilicidade, tamanho
molecular, carga e estrutura da camada. Substancias de natureza apolar tendem a penetrar na
pele de maneira intracelular, se difundindo pela camada lipidica do estrato coérneo, devido a
sua caracteristica lipofilica. Enquanto, substancias de natureza polar tendem a penetrar a pele
entre as células, possuem maior facilidade de se difundirem para camadas mais profundas,
devido as suas caracteristicas hidrofilicas [33].

Entretanto, a formulacdo em que estd a substancia ativa também interfere em sua
permeacdo. Dessa forma, formulagdes em gel e em solu¢do aquosa apresentardo diferentes
performances de permeagdo do farmaco.

Solugdes sao preparagdes liquidas que contém substancias dissolvidas em um solvente
ou em solventes misciveis entre si, ja os géis sdo formulagdes semissolidas que contém
moléculas dispersas em um meio aquoso.

Para as formulagdes em gel, o farmaco sedimenta na propria formulacdo, interage com
as camadas da pele e atua localmente [33,34]. A presenca do agente gelificante na formulacao
de gel confere a0 meio uma maior viscosidade [33], que pode influenciar no processo de
permeagdo do medicamento nas camadas da pele, comprometendo a interagao do farmaco com
a pele [34], uma vez que a velocidade de sedimentacdo das particulas de uma suspensdo ¢

representada pela lei de Stokes:

_r*ps —pm)g

%4
18u

(Equacao 1),
onde: V € a velocidade de sedimentagdo, 72 € o didmetro das particulas, ps a densidade o s6lido,

pm € a densidade do meio, g ¢ a constante gravitacional e u ¢ a viscosidade do meio. Ou seja,
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a velocidade de sedimentacdo ¢ maior em particulas grandes.

3.8 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

Para a validagdo do método analitico proposto no estudo, usou-se um Cromatografo a
Liquido de Alta Eficiéncia (Figura 10) de maneira a se obter resultados confidveis e que
cumpram com os critérios exigidos pelos compéndios oficiais, sendo todas as etapas

devidamente documentadas [35].

Figura 10. Cromatografo

Fonte: Cromatografia Liquida (HPLC/LCMS), 2023

O Cromatografo ¢ um equipamento com a fung¢ao de se realizar a separacdo de componentes
presentes em uma mistura de substancias por meio de uma técnica chamada Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia. Esta, ¢ uma técnica fisico-quimica de separagdo de substincias por meio das
diferentes interagdes intermoleculares provenientes de uma diferenca de polaridade entre as
moléculas. Em que, moléculas apolares sofrem maior interagdo com a fase estaciondria apolar na

coluna de fase reversa, de modo que fique retido por mais tempo na coluna.

O Cromatografo ¢ subdividido em diversos nudly entre eles:
e Reservatorio da fase movel
e Sistema de bombeamento
e Injecdo da amostra
e Coluna cromatografica
e Detector UV-Vis

e Descarte
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O reservatorio da fase movel € local em que se armazena os frascos dos componentes que irdo
percorrer a coluna cromatografica. Para esse estudo, foi utilizado metanol e tampao fosfato de sddio
monobasico 0,01M pH 6,5. A fase movel € aspirada do reservatério por meio de um sistema de
bombeamento de forma que flua por todo percurso analitico. Este, possui uma valvula que alterna
entre os canais de aspiragdo da fase movel, permitindo a mistura de solvente de acordo com o desejo
do analista, de maneira a controlar a polaridade [35]. Por meio de um sistema de inje¢do da amostra,
esta ¢ aspirada, e, junto a fase movel, ¢ direcionada para a coluna cromatografica.

Para esse experimento usou-se uma coluna C18. A nomenclatura C18 se refere ao numero de
atomos de carbono na cadeia (Figura 11). Esta, estd diretamente relacionada as propriedades fisicas
do Hidrocarboneto. Assim, C1 a C4 s3o gasosos; C5 a C17 sdo liquidos; C18 e maiores sdo solidos
[36]. Para a preparagdo de uma coluna C18, usa-se uma cadeia de 18 carbonos, fixa-se este grupo
alcano a Silica. A Silica ¢ inerte e com alto grau de pureza, de maneira a proporcionar bom
desempenho na corrida analitica e alta eficiéncia em particulas de 3pum, Sum e 10um. Idealpara analise
de compostos polares, moderadamente polares e apolares, acidos e bases ionizadose compostos que
diferem em hidrofobicidade. Na coluna de fase reversa, temos uma fase estacionaria apolar e uma
fase movel polar,sendo, portanto, inversa a fase normal. A escolha de uma coluna de fase reversa ¢
para facilitar na separagdo de analitos hidrofobicos, uma vez que as substancias apolares ficam
retidas pormais tempo.

A coluna C18 de silica € apolar e caracteriza a fase estaciondria. Sendo, portanto, uma

fase reversa [36].

Figura 11. Estrutura C18 ligada ao Didxido de Silicio
Fonte: Allcrom, 2023
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Os solutos na Fase Movel viajam por meio dos poros de Silica, sendo atraidos pelo
hidrocarboneto por meio de interagdo hidrofébica fraca [36].

Ap0s a passagem da amostra pela coluna C18 de fase reversa, sdo realizadas medidas de
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absor¢do eletromagnéticas, utilizando-se a espectrofotometriaUV-Vis. A espectrofotometria UV-Vis
¢ uma técnica analitica utilizada em laboratorios para se determinar qualitativamente e
quantitativamente diferentes compostos presentes em umaamostra. Na Figura 12, pode-se observar
uma fonte de luz, que ¢ incidida e passa por um filtroque ira selecionar apenas um comprimento de
onda especifico. O obturador administra o tempo em que este feixe de luz ira passar pela amostra, de
acordo com o analista. Essa luz incide sobre a amostra, passa por um detector que amplia essa onda, e

faz arespectiva leitura [35-37].

Figura 12. Esquema do funcionamento de Detector UV-Vis

Fonte: Da autora
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Apos a leitura no espectrofotometro UV-Vis, o material formado pela fase movel e amostra
¢ armazenado em frascos para posterior descarte adequado.

O ultimo modulo do Cromatografo ¢ o controlador, parte que concecta o aparelho ao
computador, em que o analista ird controlar ofluxo de injecdo da fase movel para a coluna

cromatografica [35].
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

O padrao analitico da dacarbazina e os produtos de degradacdo A (2-azahypoxanthine,
impureza A) e B (5-amino-4-imidazolecarboxamide, impureza B) foram obtidos pela Sigma-
Aldrich (Steinheim, Alemanha). A acetonitrila e o metanol usados na CLAE foram comprados
a J.T. Baker (Phillipsburg, NJ, EUA). Todas as preparacdes e andlises foram realizadas com
agua ultrapura (Millipore, Illkirch-Graffenstaden, Franga). O Fosfato de sodio dibésico e
fosfato de sddio mono-hidratado foram fornecidos pela Vetec (Rio de Janeiro, Brasil) para o
preparo do tampao, e o ajuste de pH foram realizados com é4cido cloridrico e hidréxido de sddio
(Contemporary Chemical Dynamics, Sdo Paulo, Brasil). As orelhas de porco vieram
indistintamente dos porcos machos e fémeas criadas para consumo humano (hibridos da raca
Landrace e Brancas Grandes). As orelhas foram obtidas imediatamente apos os animais serem
abatidos (Via Carnes, Formosa, GO, Brasil) e foram mantidos em 4 °C durante o transporte

para o laboratorio.

4.2 METODO ANALITICO PARA QUANTIFICACAO DA DACARBAZINA

A quantificagdo de dacarbazina foi realizada pelo método cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), em que a equipe, ao final do estudo, publicou um artigo com os resultados
obtidos. Para analisar a dacarbazina, uma coluna de fase reversa C18 (150 mm x 4,6 mm, Spum,
Discovery, Sigma-Aldrich) foi utilizada como fase estacionéria, enquanto a fase movel foi
composta de um gradiente usando solvente A (tampao fosfato de s6dio monobasico, 0,01 M,
pH 6.5) e solvente B (metanol). O forno foi mantido a 30 °C, a detec¢ao do UV foi de 364 nm,

e o volume de inje¢do das amostras era de 20 pL.

4.3 SEPARACAO DAS CAMADAS DA PELE

As camadas da pele foram separadas por meio de uma técnica chamada tape stripping.
Para o estudo de avaliagcdo dos pardmetros de validacdo, a separa¢do das camadas da pele foi
realizada antes da incorporagdo da dacarbazina ao material, enquanto no estudo de permecao,
a dacarbazina aplicada sobre a pele integra contida em uma formulagdo, para em seguida se

realizar a técnica de separacgdo e posterior avaliacao.

Este método de separacdo ¢ realizado com o uso de fitas adesivas. Nesta técnica, para
obtencao dos extratos do estrato corneo (EC), foliculo piloso (FP) e pele remanescente (PR), a
pkfoi colocada num suporte (Figura 13), e o EC foi removido com 15 pedagos de fita adesiva.
Ainda presa no suporte, foi gotejada uma cola a base de cianoacrilato, seguida da aplicacao da

fita adesiva para extracdo do FP, esse procedimento foi repetido 2 vezes. A pele restante foi
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cortada em pequenos pedagos com a ajuda de uma tesoura, obtendo-se a PR. Apds a separacao
das camadas da pele, cada camada foi colocada em um frasco ambar. Para extragdo do farmaco
foram adicionados 5 mL de metanol e deixados em ultrassom por 5 min e, em seguida, agitacao

magnética por 24 h (Figura 14).

Figura 13. Peles de orelha de porco fixadas em suporte para separagdo das trés camadas

Fonte: Da autora

Figura 14. EC, FP, PR em triplicata sob agitacdo magnética em metanol para posterior
avaliagdo em CLAE

Fonte: Da autora




19

4.4 VALIDACAO

O método analitico foi desenvolvido e validado por meio de um CLAE, analisando-se
parametros de linearidade, seletividade, precisdo, exatiddo, limites de deteccao e quantificagdo.
Foram considerados as diretrizes RDC N° 166, de 24 de julho de 2017 da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) [38] e International Conference on Harmonisation Q2B [39].

4.4.1 SELETIVIDADE

A seletividade ¢ a capacidade de identificar a dacarbazina, inequivocamente, mesmo na
presenca de outros componentes que podem estar presentes na amostra do experimento, como
impurezas, tampao, diluentes e interferentes provenientes da matriz [38,40,41]. Essa analise
busca quantificar a dacarbazina nas 3 camadas da pele apds a sua aplicagdo topica. Esse
experimento foi feito analisando os picos cromatograficos formados pelo farmaco, pelo
tampao, pelas 3 camadas dapele, e pelas impurezas A (2-azahypoxanthine) e B (5-amino-4-

imidazolecarboxamide).

E importante se analisar cada um desses componentes de maneira individual, pois estes
simulam in vitro, como seria 0 comportamento deles in vivo, uma vez que sdo encontrados
diversos interferentes durante a permeacao do farmaco na pele.

O tampao (Figura 15) utilizado simula o sangue no organismo, uma vez que o sangue
também ¢ uma solugdo tampao. Ou seja, apresenta pequenas variagdes de pH, mesmo com altas
alteragdes nas concentragdes dos componentes. J4 as impurezas, (2-azahypoxanthine,impureza
A e 5-amino-4-imidazolecarboxamide, impureza B) sdo produtos de degradagdo da

dacarbazina [42,43].

Figura 15. Preparo de solug¢ao tampao fosfato de s6dio monobasico, 0,01 M, pH 6.5

Fonte: Da autora
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A analise foi realizada comparando os picos cromatograficos do farmaco com as
matrizes (EC, FP, PR, tampao, impureza A e impureza B). Além disso, foi comparado o tempo
de retencdo e a area do fairmaco em solucdo em relagdo aos contaminantes. O processo foi

realizado em sextuplicata com a significancia definida em p<0,05.

4.4.2 LINEARIDADE

A linearidade ¢ a capacidade do método de obter uma resposta diretamente proporcionala
concentragcdo de dacarbazina adicionada na amostra dentro de um intervalo de concentragao
estabelecido [38,40]. Esse experimento foi feito através de trés curvas analiticas. Primeiramente,
foi preparada uma solucdo estoque com uma concentracdo de 100 pg/mL de dacarbazina. Em
seguida, essa solucdo foi diluida para se obter concentragdes de 1; 2,5; 5; 7,5;10; 12 e 15 pg/mL
do farmaco e assim construir a curva analitica.

Apds a analise cromatografica, os dados foram analisados estatisticamente por
regressao linear, significancia do coeficiente angular e testes de proporcionalidade usando o
teste t de Student (p = 0,05). Os fatores de resposta foram calculados considerando a razdo

entre a area do pico e a concentragdo do analito.

4.4.3 LIMITES DE DETECCAO E QUANTIFICACAO
O limite de detecgdo (LD) ¢ definido como sendo a menor concentragao de dacarbazina
que podeser detectada pelo equipamento, mas ndo necessariamente quantificada com exatidao

[40,41].Esse teste foi feito através da seguinte formula para dacarbazina:

3,30
LD = —

(Equacao 1II),
onde: ¢ ¢ o desvio padrdo dos valores de intercepc¢do no eixo Y da curva de calibragdo e S € o
coeficiente angular da curva de calibragao.

Ja o limite de quantificacdo (LQ) ¢ definido como sendo a menor concentracdo de
dacarbazina quepode ser determinada com precisdo e exatiddo adequados em condicdes

estabelecidas pelo experimento [41]. O LQ foi determinado através da seguinte formula:

(Equacao III),
onde: ¢ ¢ o desvio padrdo dos valores de intercep¢do no eixo Y da curva de calibragdo e S € o
coeficiente angular da curva de calibragao.

Foram utilizados os resultados obtidos com a curva de calibragdo em que o 6 € o desvio
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padrdo do intercepto com o eixo Y da curva de calibragdo obtida nos pontos proximos ao

suposto limite de deteccdo. Ja o S € a inclinacdo da curva de calibragao.

4.4.4 PRECISAO

A precisdo ¢ o grau de proximidade entre os resultados obtidos por meio de ensaios
com amostras de dacarbazina preparadas conforme descrito no método analitico que sera
posteriormente validado [40,41].

Os resultados desse teste foram determinados através da repetibilidade e da precisdao
intermedidria. A repetibilidade foi feita em triplicata com trés concentragdes tedricas: 2,5; 7,5

e 12,5 pg / mL da dacarbazina, com um Unico analista. A precisdo intermedidria (inter-ensaio)

também utilizou essas concentragdes, porém foram feitas com dois analistas diferentes em dois
dias distintos e as amostras foram analisadas pelo mesmo equipamento. Os resultados obtidos

foram calculados de acordo com a equagao 4:

(Desvio padrao da média)
CV(%) = — — x100
(Concentracao média)

(Equacao IV),

onde, CV ¢ o coeficiente de Variagao

4.4.5 EXATIDAO

A exatiddo ¢ o grau de conformidade entre os resultados individuais do método que esta
sendo estudado, quando comparado ao valor dito como verdadeiro [38,40]. A exatidio do
método analiticofoi determinada apds o céalculo da recuperagdo da dacarbazina no estrato
corneo (EC), foliculopiloso (FP) e pele remanescente (PR) da pele da orelha de suino.
Prosseguido da seguinte maneira: em 9 frascos de vidro ambar, foram colocadas cada camada
da pele em triplicata (EC,FP e PR); em seguida, foram adicionadas quantidades conhecidas de
dacarbazina para se alcangar as concentragoes de 2,5; 7,5 e 12,5 pg/mL apds a adigdo de 5 mL
de metanol. As amostras foram deixadas sob agitacdo magnética por 24h, para entdo se analisar
na CLAE se aconcentragdo tedrica estd em concordancia com a encontrada. Os resultados

obtidos foram calculados de acordo com a equagao 5:

. (concentracao medida)
Recuperacao = — - x100
(concentracao nominal)

(Equacao V)
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4.4.6 APLICACAO DA METODOLOGIA ANALITICA ATRAVES DE ESTUDOS DE
PERMEACAO

A permeacgdo ¢ a difusdo do firmaco por gradiente de concentracdo, por meio de uma
membrana, para uma solucdo receptora onde serd realizada a determinacdo analitica doconteudo do
farmaco permeado ao longo do tempo [40,44-47]. A avaliagdo da permeacdo permitird a
demonstragdo pratica do método analitico produzido.

Para o estudo de permeacdo in vitro, ¢ utilizada uma célula de difusdo vertical do tipo Franz,
[44]. A vidraria ¢ dividida em dois compartimentos, o receptor e o doador de farmaco, separados pela
pele de orelha de suino.

A difusdo do farmaco ¢ verificada por meio de amostragens periddicas e seguido de
quantificagdo do farmaco no meio receptor. O conteido de farmaco na pele fixada também ¢
analisado para demonstrar a taxa de permeagdo e/ou retencdo da pele. Esta ¢ verificada no
equipamento apés a separacdo das trés camadas da pele pot fape stripping, técnica descrita

anteriormente [44].

Figura 16. Célula de difusao do tipo Franz

Fonte: Formas farmacéuticas e sistemas de libera¢ao de farmacos, 2013.




23

No experimento realizado, as células do tipo Franz de difusdo vertical possuiam
capacidades de 15 mal no compartimento receptor € 2 mL no compartimento doador (Figura 17).
A érea de difusdo das células tinha 17 mm de didmetro. Os fragmentos de pele foram montados
de forma a separar os compartimentos doador e receptor das células de Franz. No compartimento
doador foi adicionado 1 mL de solugdo de dacarbazina (0,1%) e o compartimento receptor foi
adicionado 15 mL de tampao fosfato pH 7,4. As células foram mantidas a 32 + 2 °C, por um
banho de 4gua, e com agitacdo magnética durante 6 h (Figura 18).

A solucdo receptora foi coletada de hora em hora e analisada para quantificacdo da
dacarbazina (Figura 19). Em seguida, a pele foi retirada das células de Franz, a formulacao foi
removida com dgua e seu excesso foi retirado com um papel absorvente. Foi realizado o

procedimento de separacdo das camadas da pele para extragdo do farmaco.

Figura 17. Permeacao em célula tipo Franz

Fonte: Da autora
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Figura 18. Camadas da pele sob agitagdo magnética

Fonte: Da autora

Figura 19. Filtracdo da solucdo extraida apos agitacdo magnética em metanol

Fonte: Da autora
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 SELETIVIDADE

A validagdo do método analitico ja foi publicada no Journal of Pharmaceutical and
Biomedical Analysis [1].

A seletividade desse método foi determinada pela quantificagdo da dacarbazina na
presenca de interferentes, incluindo matrizes biolégicas (EC, FP e PR). A comparacao entre os
cromatogramas do farmaco isolado com as matrizes indicou que nenhum pico interferente foi

identificado no tempo de retencdo da dacarbazina (Figura 20).

Figura 20. Sobreposicdo dos cromatogramas dos interferentes — impurezas A (2-
azahypoxanthine) e B (5-amino-4-imidazolecarboxamide), PBS eextratos da pele (EC, FP e
PL) — em relagdo ao farmaco em metanol. DTIC — Dacarbazina; EC — estrato corneo; FP —

foliculo piloso; PR — pele remanescente; PBS — tampao fosfato.
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Além disso, as areas dos picos e o tempo de reten¢do da dacarbazina na presenca de
cada matriz foram avaliados para garantir que as matrizes ndo afetariam a amplitude de
quantifica¢do da area do farmaco (Figura 20).

Foi analisado o tempo de retengdo da dacarbazina presente na impureza A, tampao, EC e PR,
em que foi observado uma diferenca ndo significativa de p>0,05.

Quando analisado o tempo de retencao da dacarbazina na presenca do FP e da impureza
B, as variagdes foram menores que 0,09 min, mais especificamente p<0,01 para o FP e p<0,05
para a impureza B.

O método se mostrou seletivo, quando foi observado que, mesmo na presenca da
impureza A, impureza B e tampdo, a area do pico do fairmaco ndo apresentou diferencga
significativa (p>0,05). Ja no EC, FP E PR, foram observadas variacdes de p<0,01; p<0,0le
p<0,001, respectivamente. Entretanto, por apresentarem variagdes menores que 4%, estdo de

acordo com os padrdes estabelecidos pelas diretrizes do ICH (Figura 21).

Figura 21. Ensaio de seletividade referente a Dacarbazina, as impurezas A (2-azahypoxanthine)
e B (5-amino-4-imidazolecarboxamide), ao PBS e aos extratos da pele (EC, FP e PL). (A)
Andlise de seletividade da area do pico do farmaco em relacdo aos interferentes (B) Andlise de
seletividade do tempo de retengdo do farmaco em relacdo aos interferentes. Analise estatistica
por ANOVA: * p<0,05; ** p<0,01. DTIC — Dacarbazina; EC — estrato cérneo; FP — foliculo

piloso; PR — pele remanescente; PBS — tampaofosfato.
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5.2 LINEARIDADE

Os resultados obtidos foram utilizados para o célculo de regressao linear obtendo a seguinte
equacdo: y= 36564x - 10887, em que Y corresponde a area do pico e X a concentragdo do
farmaco em pg/mL (Figura 22). O coeficiente de correlagdo (r) obtido pela regressdo linear

versus a concentragdo do analito foi de 0,9995. Assim, o valor encontrado esta dentro do

exigido pelas diretrizes da Anvisa e do ICH, uma vez que o coeficiente de correlagdo estd acima

de 0,99 e o coeficiente angular ¢ diferente de zero [1].

Figura 22. Representacdo grafica da curva analitica, na faixa de concentra¢do de 1 a 15

png/mL. Equagdo da reta: y=36564x — 10887.
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5.1 LIMITES DE DETECCAO E QUANTIFICACAO

Quando se trata do limite de detec¢@o e de quantificacdo para farmacos, espera-se que
os valores sejam baixos para indicar eficiéncia no método, uma vez que valores altos nio
conseguem estimar com precisdo baixas concentragdes do medicamento na amostra analisada
[48]. O LD e o LQ foram de 0,1 e 0,3 pg/mL respectivamente. Esses valores sdo considerados
baixos e adequados para o método proposto nesse estudo, permitindo avaliar os estudos de

permeacdo [1-41].
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5.2 PRECISAO

A precisdo do método analitico indica a capacidade de se obter resultados proximos a partir de
analises repetidas e independentes, determinando que o método ¢ reprodutivel. Os resultados

obtidos na repetibilidade e na precisdo intermediaria estdo apresentados nas Tabelas 2 e 3

Tabela 2. Dados referentes a avaliagdo da precisdo, relacionando a concentracdo mensurada do

farmaco em termos de coeficiente de variagao.

CONCENTRACAO CONCENTRACAO

TEORICA CV (%)
"A (pg / mL) MENSURADA (ug / mL)
25 2.34+0,03 1,11
7 7,37+0,01 0,14
12,5 12,49+0,02 0,16

Tabela 3. Dados referentes a avaliacdo da repetibilidade, relacionando a concentragdo

mensurada do farmaco em termos de coeficiente de variagao.

CONCENTRACAO = 5 CONCENTRACAO .
TEORICA (ug/ mL) CONDICOES MENSURADA (pg/mL) CV (o)
DIA 1 2.,6=0.1 1.52
ANALISTA 1
DIA 2 2,6=0,1 2.31
2.5
DIA 1 2.6x0.01 0.38
ANALISTA 2
DIA 2 2.4=0.1 2,07
DIA 1 7,3=0,2 2.20
ANALISTA 1
DIA 2 7.4=0.3 3.60
7.5
DIA 1 7.5=0.3 3.81
ANALISTA 2
DIA 2 7.7=0.4 3.73
DIA 1 12.5=0.3 1.87
ANALISTA 1
DIA 2 12.4=0.4 2.35
12.5
DIA 1 12.7=0.4 2.36
ANALISTA 2
DIA 2 13.2=0.1 0.83

Os CV encontrados na repetibilidade do método para a dacarbazina foram menores que
2%. Esse valor ¢ considerado baixo e indica precisdo adequada para método em qualquer
concentragdo do analito dentro da faixa utilizada na linearidade. Na precisdo intermediaria os
valores de CV variaram entre 0,38 e 3,81%. Em qualquer um dos casos ndo ultrapassou o limite
definido para considerar que o método seja preciso [1-41], tornando o método resistente a

pequenas variagdes na analise tanto para a repetibilidade, quanto para a precisdo intermediaria.
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5.3 EXATIDAO

Desenvolveu-se um método para se quantificar com exatidao o farmaco nas 3 camadas
da pele de orelha de suino. A exatidao foi feita para determinar se o método desenvolvido
consegue extrair todo o farmaco inserido penetrado na pele [41]. Dessa forma, ¢ possivel
assegurar que o equipamento consegue ter uma leitura adequada dos analitos apds a aplicacao
topica do farmaco na pele, uma vez que diversos componentes da pele podem interferir na

analise [1-41]. Os valores da exatidao foram plotados na Tabela 4.

Tabela 4. Dados referentes a avaliagcdo da exatidao, relacionando a concentracdo mensurada do

farmaco e sua recuperagdo nas camadas da pele.

cAMADA DA PELE  CONCENTRACAO Ka‘éiébgg;ﬁ%:g", RECTER o
2,5 2,7+0,1 109.3 £04
EC 7,5 8,0+0,3 106,9 £ 4,1
12,5 13,1 £0,6 104,8 4.5
2.3 2,8+0,1 112,8 +3
FP =D 8,0+0,3 106,1 +£3,3
12,5 13,2+0,6 105,9 £4,7
2:5 2504 98,3+44
PR 1D 7,0+0,2 93,6 +238
12,5 11,5+0,6 919+48

EC — estrato corneo; FP — foliculo piloso; PR — pele remanescente.

Os valores de recuperagdo do EC ficaram entre 104,75 e 109,30 %, do FP ficaram entre
105,87 € 112,77 % e da PR ficaram entre 91,94 € 98,27%. Esses valores de exatiddo estdo entre
os 85-115% exigidos para métodos analiticos [41], indicando que o método obteve uma boa

recuperagao.

5.4 APLICACAO DA METODOLOGIA ANALITICA ATRAVES DE ESTUDOS DE
PERMEACAO

Com o uso de cé¢lulas de difusdo do tipo Franz e pele suina para separagdo do meio
receptor do doador, foram realizados testes in vitro de penetracdo, de modo a se verificar a
aplicabilidade do método analitico desenvolvido, usando o fairmaco em solucdo e em gel,

durante 6 h de analise.
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No compartimento receptor foram adicionados 15 mL de PBS sob agitagdo magnética
a 32 °C. No compartimento doador, para a formulacdo em solu¢do, usou-se 1 mL de solucao
aquosa de dacarbazina 0,1% e para a formulag¢do em gel, usou-se 1 mL de dacarbazina a 0,1%
incorporado ao gel.

Apobs o tempo de 6h, a pele fixada na célula tipo Franz foi removida e limpa. As
camadas da pele foram separadas e extraiu-se o farmaco presente em cada uma delas, para
posterior quantificacio na CLAE.

Na Figura 23, podemos observar a concentracdo de farmaco presente em cada camada
da pele. No estudo, foi possivel observar que nao foi detectado a presenca do fArmaco no meio
receptor e devido as caracteristicas hidrofilicas da dacarbazina, ndo foram encontradas grandes
quantidades do farmaco na pele. Além disso, a quantidade de dacarbazina encontrada no EC e
na PR ndo foi diferente entre a formulacdo em gel e a solugao aquosa (p>0,05).

Entretanto, foi possivel observar que houve um maior acimulo do firmaco no FP
(p<0,01) na formulagdo em gel quando comparado com a solugdo aquosa.

Mesmo na presenca de impurezas, o método analitico proposto foi capaz de detectar de
maneira eficiente as variacdes de concentragdo encontradas na formulagdo em gel e solugdo

aquosa, de maneira a permitir que a quantificagdo fosse realizada com sucesso [1].

Figura 23. Dacarbazina recuperada da pele (EC, FP e PP) apds aplicacdo do farmaco em
solugdo ¢ em gel em ensaio de penetragdo cutidnea. Analise estatistica por ANOVA: ** p <

0,01. DTIC — Dacarbazina; EC — estrato corneo; FP — foliculo piloso; PR — pele remanescente.
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6. CONCLUSAO
O método analitico proposto foi capaz de quantificar a dacarbazina. O método se
mostrou linear, preciso, seletivo e com baixos limites de detec¢do e de quantificacdo. Além
disso, o método se mostrou exato, sendo possivel recuperar o fArmaco e analisar com precisao
e exatiddo as amostras coletadas. Sendo assim, o método proposto se mostra promissor para

ser aplicado em futuros estudos farmacotécnicos em novas formulagdes topicas contendo a

dacarbazina.
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