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1. INTRODUCAO:

Corticosteroides topicos sdo utilizados para tratamento de doencas inflamatorias, proliferativa ou
de causa imunoldgica da pele, sendo também utilizados para aliviar os sintomas de prurido e queimaduras
(Drake et al., 1996). Sdo a base de tratamento de diversas patologias cutaneas, como por exemplo, a
psoriase (Menter et al., 2008), queimadura solar, eczema atdpico e dermatite seborreica (Costa, 2005). Por
conta de seu crescente uso, se faz necessario o desenvolvimento de estudos de permeabilidade e
biodisponibilidade desses medicamentos, a fim de comprovar sua eficacia.

O dipropionato de betametasona (DB) é um tipo de glicocorticéide sintético que tem acédo
metabdlica, imunossupressora e anti-inflamatdria. Ele se liga a receptores especificos de glicocorticdides
dentro das células e, em seguida, se liga ao DNA para modificar a expressdo dos genes. Esse processo
leva a inducdo da sintese de proteinas antiinflamatdrias e a inibicéo da sintese de mediadores inflamatorios
especificos. Como resultado, ocorre uma reducdo geral na inflamacéo crbnica e nas reagdes autoimunes
(Pubchem, 2023).

A criacdo de novos produtos genéricos deve ser viavel em questdo de custos e de tempo, devido a
concorréncia do mercado. Para isso se faz necessaria uma estrutura que exige a inclusdo de varios
individuos para ensaios clinicos (Benson, H.A.E., Watkinson, A.C., 2012). Entretanto, ha métodos que
avaliam a equivaléncia de produtos genéricos topicos através de técnicas alternativas, como ensaios de
permeacao in vitro (Miranda M., 2018).

Métodos de discriminacdo da microestrutura do produto, como sua liberacdo e permeacao in vitro
sdo indispensaveis na produgdo de um produto genérico topico (Roberts et al., 2017) e com o avango das
técnicas dos estudos de permeabilidade, ha uma discusséo sobre a substituicdo de modelos vivos para a
realizacdo desse tipo de estudo, uma vez que € necessario e possivel a adogdo de alternativas para 0 uso
de pele humana devido aos problemas éticos e econdmicos resultantes de sua aplicacdo (Neupane et al.,
2020). Atualmente é possivel realiza-los utilizando modelos in vitro que a simulem, o que dispensa seu
uso. Nesse contexto, 0 modelo de Célula de Franz tem grande visibilidade, pois é uma alternativa para
analisar a permeabilidade de medicamentos topicos e € amplamente utilizado para esse fim.

A liberacdo promove a disponibilidade do farmaco para a absor¢do, dessa forma, um produto
topico deve ter acdo termodindmica comprovada para que o farmaco seja liberado para o estrato corneo.
Tal liberacdo pode ser mensurada pelo estudo in vitro de liberagdo, utilizando células de Franz. No
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desenvolvimento de uma formulacdo, seja na criagdo de um novo medicamento ou no caso de
medicamentos cdpia, como 0s genéricos, é de grande importancia que a liberagao in vitro do farmaco seja
analisada, pois dessa forma é possivel comparar o desempenho do novo medicamento em relagdo ao
medicamento de referéncia. (ANVISA, 2019).

O objetivo deste projeto é comparar o perfil de liberacdo de dipropionato de betametasona em
diferentes formulacdes de creme utilizando células de Franz.

2. MATERIAL E METODOS:

2.1. Condicdo da analise

As amostras foram preparadas de acordo com as informacgfes a seguir e foram analisadas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccdo UV. Os parametros da andlise estdo descritos na
Tabela 1.

Tabela 1. Parametros analiticos

Técnica analitica HPLC
Detecgdo uv
Comprimento de onda 240 nm
Diluente Etanol:agua (60:40)
Fase Movel A Acetonitrila (100%)
Fase Movel B Agua purificada (100%)
Fluxo 1,00 mL/min
Coluna C15(100 X 4,6 mm — 5 um)
Temperatura da coluna 25°C
Volume de Injecdo 10 uL
Tempo de retencéo Aproximadamente 12,5 min para dipropionato de betametasona
Tempo de corrida 15 minutos

- - %A %B
Condigdes cromatograficas

50 50

3. VALIDACAO
3.1.  Adequabilidade do Sistema

A adequabilidade do sistema, ou system suitability, é definida segundo a RDC n° 166, de 14 de
julho de 2017, publicada pela ANVISA, como um procedimento que deve ser realizado antes de uma
corrida analitica, a fim de provar que o sistema esta adequado para a analise desejada. Ela é determinada
a partir de 5 injecdes da solucdo padrdo trabalho de dipropionato de betametasona 0,003 mg/mL.

3.2.  Seletividade

A seletividade do método analitico € demonstrada pela sua capacidade de identificar e quantificar
0 ativo de interesse na presenga de impurezas, produtos de degradagdo e componentes da matriz. A
seletividade foi avaliada demonstrando que o método pode identificar e separar o ativo dos demais
componentes da matriz e produtos de degradacao.

3.3. Linearidade

A linearidade € a capacidade de um método analitico em demonstrar que os resultados obtidos séo
diretamente proporcionais a concentra¢do do analito na amostra, dentro de um intervalo especificado.
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A avaliacdo da linearidade envolveu a analise de seis concentracdes diferentes de dipropionato de
betametasona, com leituras realizadas em duplicata dentro de um intervalo entre 20% a 120%, o que
corresponde a 0,0030 mg/mL de dipropionato de betametasona. Esse intervalo abrange concentracdes na
faixa de 0,0006 a 0,0036 mg/mL.

3.4. Precisdo
A precisdo descreve a proximidade dos resultados obtidos em uma série de preparos individuais
de uma mesma amostra. E determinada em circunstancias especificas de medicio e comumente expressa
pela repetibilidade e reprodutibilidade, usando o desvio padrdo relativo. A precisdo intracorrida
(repetibilidade) é a concordancia dos resultados em um curto periodo, com o mesmo analista e
instrumentacao. A precisao intermediaria € a concordancia dos resultados obtidos no mesmo laboratdrio,
em dias diferentes, com analistas diferentes.

3.5. Exatidao
A exatiddo do método analitico € a concordancia entre o resultado de um ensaio e o valor
verdadeiro, que seria observado na auséncia de erro. A exatidao é calculada como a porcentagem de
recuperacdo de uma quantidade conhecida do padrdo adicionada ao placebo, em relacdo aos valores de
concentracdo da solucdo padrdo. A exatidao foi determinada usando trés concentracdes (baixa, média e
alta), preparadas em triplicata para o intervalo validado, a partir de trés solucdes estoques distintas.

3.6. Estabilidade

A estabilidade da solucédo é determinada pela recuperacgéo e teor do ativo em uma faixa de tempo
testada. Para ser considerada estavel a recuperacdo do ativo deve estar entre 94 e 106%, enquanto o teor
do ativo pode variar até 6%.

A estabilidade da solucédo de trabalho do padrédo e da solucdo da amostra foi feita injetando-se o
mesmo preparo da solugdo, na condi¢do definida para anélise, e avaliada em intervalos de tempos
definidos pelo analista. Os intervalos de tempo para avaliacdo da estabilidade devem ser definidos com
base na frequéncia de uso da solucéo e durabilidade do estudo em questdo (24 e 48 horas).

Para este projeto, as solucBes padrdo e amostra foram injetadas nos tempos 0, 24 e 48 horas, e em
cada um dos resultados foram calculados o teor de DB e a porcentagem de recuperacao do ativo.

3.7. Robustez
A robustez é caracterizada como a capacidade que um método analitico possui em resistir a
pequenas alteracdes em seus parametros. Na Tabela 2 estdo descritas as varia¢fes de cada parametro.

Tabela 2. Condi¢Bes nominais e suas respectivas variacdes

Parametro Condicéo Nominal Variacdo maior Variagdo menor
Temperatura 25°C 27°C 23°C
Fluxo ImL/min 1,1mL/min 0,9mL/min
Proporcdo fase movel 50:50 48:52 52:48
pH 2,9 31 2,7
Coluna Coluna 2

O critério de aceitacdo de variagdo méaxima é de 5%, portanto o método foi considerado robusto.
4. LIBERACAO IN VITRO

Para a realizacdo da liberagdo in vitro dos cremes de Dipropionato de betametasona, foi montado
um sistema de 6 células de franz acopladas em agitador magnetico e mantido a temperatura constante
através de aparelho de banho maria termostatizado, como mostrado na Figura 1. Dentro de cada célula foi
alocado um agitador, a fim de manter a solugdo homogénea.

XXXII Congresso de Iniciacdo Cientifica da UNICAMP — 2024 3



Figura 1. Agitador magnético acoplado ao banho termostatizado

4.1. Parametros de analise
Para a realizacdo da analise de liberacdo in vitro foram utilizados os parametros descritos na Tabela
3. Seguindo esses parametros, foi iniciado o procedimento da analise, em que suas etapas estdo descritas
na Figura 2.

Tabela 3. Parametros da andlise de liberagdo in vitro

Parametro Condicao
Meio receptor etanol:a4gua 60:40 v/v
Volume 10 ml
Membrana Acetato de celulose 0,45 um
Velocidade de agitagdo 1500 rpm
Volume de amostragem 500 ul
Tempos de amostragem 15min, 30min, 45min, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 9, 12, 24, 27, 30 horas
Massa do creme no compartimento doador 0549
Temperatura do meio 32°C

Figura 2. Esquema da analise de liberacdo in vitro. 1) Aplicacdo da amostra de creme no compartimento receptor da célula de
Franz. 2) Agitacdo da solugdo a 32°C. 3) Coleta da amostra. 4) Envase da amostra em vial. 5) Analise da amostra em CLAE-
uv
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

A relacdo da média de porcentagem de DB liberada em cada creme para as 6 células de Franz esta
presente na Tabela 4. Nela é comparada a quantidade de principio ativo presente na amostra inicial com a
quantia de DB presente na amostra extraida a cada momento. Em seguida, os resultados de concentragdo
foram plotados no gréafico presente na Figura 3, a fim de comparar a curva de liberacdo dos diferentes
cremes.

Tabela 4. Porcentagem de DB liberada ao longo do tempo com base ha massa de creme inicial
Liberagao (%)

15m | 30m [ 45m | 1h 2h 3h 4h 5h 6h 9h 12h | 24h | 27h | 30h

Referéncia |1,62 |2,51 (4,05 |5,85|11,20 13,27 |17,35|19,73 | 24,37 | 30,08 | 35,22 | 51,71 | 50,55 | 48,95

Genéricol |0,00(0,21|0,36|0,76| 1,74 | 2,15 | 3,21 | 4,68 | 6,17 | 9,51 |12,43|21,39|23,94 | 26,23

Genérico2 |0,76(1,43|1,92(2,34| 3,32 | 472 | 530 | 6,22 | 7,43 | 9,59 |11,91|17,61|19,66 | 18,99
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Figura 3. Grafico comparativo da liberacdo de DB nos 3 diferentes cremes

Os resultados deste estudo indicam que a concentracdo de ativo liberada foi maior no creme de
referéncia, sugerindo que 0s cremes genéricos analisados possam ndo cumprir 0s requisitos de
desempenho in vitro exigidos no teste. S0 necessarios mais estudos para analisar os fatores que possam
ter influenciado nessa diferenca consideravel na liberag&o do ativo.

Essa diferenca ressalta a importancia de realizar andlises de liberacdo in vitro na producdo de
medicamentos semissélidos genéricos. Diante dessas discrepancias, a recomendacgdo da ANVISA sobre a
realizacdo dessa andlise para o registro de novos medicamentos topicos genéricos no guia n® 20/2019 se
mostra pertinente (ANVISA, 2019).

6. CONCLUSOES

Conclui-se que o medicamento de referéncia demonstrou maior eficiéncia na liberagdo do principio
ativo, enquanto os cremes genéricos apresentaram uma menor porcentagem de liberacéo.

S&0 necessarios mais estudos para uma analise completa dos fatores que podem influenciar a
diferenca observada na liberag¢do do principio ativo nos cremes genéricos analisados.

XXXII Congresso de Iniciacdo Cientifica da UNICAMP — 2024 5



7. BIBLIOGRAFIA

ANVISA. Resolucdo da Diretoria Colegiada — RDC n° 166, de 24 de julho de 2017. Dispde sobre a
validacdo de métodos analiticos. Diario Oficial da Republica Federativa do Brasil, Brasilia, DF, 25 jul.
2017. Secdo 1, p. 30-32.

ANVISA. Guia 20, versdo 1: Requisitos de qualidade para produtos topicos e transdérmicos. Diério Oficial
da Republica Federativa do Brasil, Brasilia, DF, 2019.

Benson, H.A.E., Watkinson, A.C., 2012. Topical and transdermal drug delivery: Principles and practice.
John Wiley & Sons.

BRASIL. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Resolugdo - RDC n° 166, de 24 de julho de 2017.
Dispde sobre a validacdo de métodos analiticos. Diario Oficial [da] Republica Federativa do Brasil,
Brasilia, DF, 25 jul. 2017. Secéo 1, p. 30-32.

Costa, A. D., Machado, S., & Selores, M. (2005). Corticoides topicos - Consideracfes sobre a sua
aplicacdo. Revista ~ Portuguesa  De Medicina  Geral E Familiar, 21(4), 367-73.
https://doi.org/10.32385/rpmgf.v21i4.10155

Drake LA, Dinehart SM, FarmerER, Goltz RW, Graham GF, HordinskyMK, et al. Guidelines of
care for the use of topical glucocorticosteroids. J AmAcad Dermatol 1996 Oct; 35 (4): 615-9.
Margarida Miranda, Jodo José Sousa, Francisco Veiga, Catarina Cardoso, Carla Vitorino, Bioequivalence
of topical generic products. Part 1: Where are we now?, European Journal of Pharmaceutical Sciences,
Volume 123, 2018, Pages 260-267, ISSN 0928-0987, https://doi.org/10.1016/].ejps.2018.07.050.

Menter, A., Gottlieb, A., Feldman, S. R., Van Voorhees, A. S., Leonardi, C. L., Gordon, K. B., Lebwohl,
M., Koo, J. Y., Elmets, C. A., Korman, N. J.,, Beutner, K. R., & Bhushan, R. (2008). Guidelines of care
for the management of psoriasis and psoriatic arthritis: Section 1. Overview of psoriasis and guidelines of
care for the treatment of psoriasis with biologics. Journal of the American Academy of
Dermatology, 58(5), 826-850. https://doi.org/10.1016/j.jaad.2008.02.039

Neupane, R., Boddu, S. H. S., Renukuntla, J., Babu, R. J., & Tiwari, A. K. (2020). Alternatives to
Biological Skin in Permeation Studies: Current Trends and Possibilities. Pharmaceutics, 12(2),152.
https://doi.org/10.3390/pharmaceutics12020152

Roberts, M., Mohammed, Y., Namjoshi, S., Jung, N., Chaitanya, K., Cheruvu, S., Windbergs, M., Liu, X.,
Benson, H.A.E., Naegel, A., Wittum, R., Stokes, J., Shewan, H., Ghosh, P., Ramezanli, T., Raney, S.,
Grice, J.E., 2017. Correlation of physicochemical characteristics and in vitro permeation test (IVPT)
results for acyclovir and metronidazole topical products FDA Workshop on Bioequivalence Testing of
Topical Drug Products, in: FDA Workshop on Bioequivalence Testing of Topical Drug Products.
Maryland.

XXXII Congresso de Iniciacdo Cientifica da UNICAMP — 2024 6


https://doi.org/10.1016/j.ejps.2018.07.050
https://doi.org/10.1016/j.jaad.2008.02.039
https://doi.org/10.3390/pharmaceutics12020152

