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ABSTRACT

The hormonal replacement therapy for menopausal symptoms
intents the healing and prevention of osteoporosis, the decrease of the
incidence of cardiovascular diseases as well the improvement of life quality,
affording relief from any of a long list of subjective complaints.

The election of a transdermal estradiol formulation is due to its
abilities to bypass the liver resulting adequate hormonal plasmatic levels. In
addition, it is considerably simple to manufacture and to adapt to individual
dosages.

This research aims the formulation of estradiol as an
hydroalcoholic gel using different gelformers. The development and
adaptation of methodologies to perform the physical, chemical and
biological characterization of the formulated products were also realized.

' Two of the formulated gels showed appropriate characteristics
of consistence, spreading and skin permeation. They were prepared with
carbomer (Carbopol 940 ) and hydroxiethylcellulose (Cellosize QP 100).
Biological evaluation was performed by the essay of the uterusweight of
castrated rats and by immunofluorescence assay. The statistical analysis
showed no differences between the methods and gels.

The stability test for the two formulations yielded good physical
stability results but the hydroxyethylcellulose gel showed significant estradiol
degradation. Although the gels artificial membrane absorptions didn't differ
when submeted to difference contact times, it was detected a kind of
relationship between the applied gel amount and the absorbed estradiol.

KEYWORDS: ESTRADIOL, GEL, GALENIC DEVELOPMENT,
CARBOMER, HYDROXYETHYL CELLULOSE, STABILITY,
PERCUTANEOUS ABSORPTION
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RESUMO

A reposicao estrogênica na p6s-menopausa revela-se atraves
de beneficios na melhora da qualidade de vide, prevencao e cura da
osteoporose, bem como na diminuicao da incidéncia de doences
cardiovasculares.

A via percutanea apresenta grande interesse devido a fatores
como, manutencao de niveis plasmaticos e eliminacao da primeira
passagem hepatica, responsavel pelo surgimento de efeitos colaterais
adversos, aliados a relative simplicidade de desenvolvimento e producao,
facilidade na aplicacao e versatilidade.

Neste trabalho foram viabilizadas formulacbes de gels
hidroalcoOlicos contendo estradiol corn diferentes bases, adaptando e
desenvolvendo metodologias para determinacao de caracteristicas fisicas,
quimicas e tecnolOgicas, como espalhabilidade, consisténcia,
liodisponibilidade, teor da substancia ativa e conservantes, bem como
ensaios preliminares de penetracao na pele, e em membranas artificiais e
de estabilidade fisica e quimica de estradiol e dos conservantes.

Verificou-se que Bois dos gels desenvolvidos, corn bases de
carb6mero (Carbopol 940®) e hidroxietilcelulose (Cellosize QP 100®),
apresentaram caracteristicas apropriadas no que diz respeito a
consisténcia, espalhabilidade e promocao da penetracao de estradiol
atraves da pele. Esta foi avaliada atraves do desenvolvimento ponderal
uterino de rates castradas e determinacao dos niveis sericos de estradiol
por fluorimunoensaio, nao havendo diferenca significative entre os produtos
neste ensaio.

Ambas as forrnulactoes mostraram-se estaveis fisicamente,
porêm, o produto desenvolvido corn base de hidroxietilcelulose apresentou
degradacao significative de estradiol. Os ensaios de absorcao de estradiol
em membranas artificiais nao diferenciou significativamente as formulactes
quanto ao tipo de base e tempo de exposicao, observou-se entretanto, que
existe uma relacao entre a quantidade aplicada de gel e de estradiol
absorvido.

UNITERMOS: ESTRADIOL, GEL, DESENVOLVIMENTO GALENICO,
CARB6MEAO, HIDROXIETILCELULOSE, ESTABILIDADE, ABSORCAO
PERCUTANEA.
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1.1. RELEVANCIA DO TEMA

A menopausa, caracterizada por uma sal-le de sinais e

sintomas, afeta sintomaticamente grande parte das muiheres. Neste
I

periodo, ocorre urn dramatic° declinio na producao de estrOgenos devido a

perda da fungão ovariana. A diminuicao dos niveis circulantes do estradiol,

o mais importante dos estrOgenos, acarreta instabilidade vasomotora,

atrofia do epitalio urogenital, desequilibrio fisiolOgico e perda de massa

Ossea.

A reposicao estroganica na pOs-menopausa tem se destacado

pelo grande nOmero de beneficios na melhora da qualidade de vida, alivio

de sintomas, diminuicao da perda de massa Ossea e efeito cardioprotetor.
0  As vias de administragao correntemente utilizadas neste caso,

sao a oral, parenterais, tais como intramuscular e subcutanea, e por outras

nao enterais, como vaginal, cutanea, intranasal e transdarmica. A via oral

apresenta uma baixa biodisponibilidade, necessitando do aporte de

quantidade suprafisiolOgica do hormOnioisto ocasiona, no figado, a

producao de metabOlitos quando da primeira passagem hepatica, como

substrato de renina e angiotensina, os quais podem promover o
0

aparecimento de fenOmenos tromboembOlicos e alteragOes na pressao

arterial sistarnica. As vias vaginal e intramuscular apresentam grande

variagao da biodisponibilidade, corn a alternáncia de fases hiper e

hipoestrogénica.

Segundo BASDEVANT (1987) a grande tendancia para a

reposicao estroganica sao as vias nao enterais, entre elas a transdermica,

que a exemplo de outras vias, langam o estrOgeno diretamente na

circulacao singUinea, mimetizando o organismo feminino durante o period°

reprodutivo, eliminando tambarn a primeira passagem hepatica. Desta

1
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forma pode-se administrar quantidades bem menores do hormOnio sem

observar a formagâo dos metabOlitos responsaveis pelos efeitos

secundarios.

A obtengâo de efeito sist6mico atrav6s da via transd6rmica
II

pode seguir, no minim°, duas estratêgias, baseadas nos sistemas que

cont6m a substancia ativa. 0 primeiro modelo baseia-se num sistema

reservatOrio variavel, constituido por dispersOes nao coerentes, emulsOes,

ou coerentes, g6is. 0 grau de penetragao 6 determinado pela composicao

do reservatOrio. 0 emprego deste sistema para o estradiol mostrou niveis

estaveis, encontrando-se, atualmente no com6ricio Europeu, uma

formulagao de gel hidroalcoOlico, denominada Oestrogel® da empresa

francesa Besins / Iscovescu. A metodologia simples de producao, aliada a
1  facilidade de administragao e a possibilidade de adaptagao de dosagem

fazem corn que este tipo de formulagao ganhe especial interesse.

A seguinte estrat6gia prende-se ao emprego de sistemas

terapeuticos transdermicos (STT). Neste caso o sistema 6 compreendido

por urn reservatOrio fixo, contendo a substancia ativa e por urn sistema de

controle de liberagao, que pode ser a matriz que constitui o reservatOrio ou

lb uma membrana seletiva. No mercado farmac6utico encontram-se produtos

como o TTS Estraderm® (CIBA-Geygi) e o Estradiol Patch® (Ortho-Cilag).

0 desenvolvimento e a producao de SU, exigindo tecnologia altamente

epecializada, dificil adaptagao de dosagem e o alto custo de aquisicao sao

desvantagens inerentes a estes sistemas. A obtencao de niveis constantes

do horm6nio por largo periodo de tempo, por outro lado, constitui seu

principal ponto positivo.

Tendo em vista estes fatos, Pica evidente a importancia do

desenvolvimento de formas farmacoluticas de aplicagao tOpica que aliem

1
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simplicidade de producao, baixo custo e eficiéncia para o tratamento dos

sinais e sintomas inerentes a menopausa.

I 	 1.2. OBJETIVOS DO TRABALHO

- Viabilizar formulae/es de gais contendo estradiol para aplicaeao

*Ada e atividade sistamica;

- Adaptar e desenvolver metodos de determinacao qualitativa e

quantitativa da substancia ativa como mataria-prima e nas formulae/es;

- Verificar as caracteristicas da formulaeao no que diz respeito a

estabilidade e A liodisponibilidade;

I 	 - Avaliar a penetracao de estradiol atravas da pele, utilizando ratos

como modelo animal.

I

I



1.3 - REVISAO DA LITERATURA

A menopausa, periodo em que ocorre cessagão da menstruagão

devido a perda da funcao ovariana, a acompanhada de uma skie de sinais e

sintomas que podem ser compreendidos como climat6rio (RUDY, 1990).

Clinicamente a menopausa 6 caracterizada por uma constelagão de sintomas de

natureza endocrinolOgica, som6tica e fisiolOgica (LAUFER, 1983; RUDY, 1990).

Neste period° ocorre urn dram6tico declinio na producão de estrOgenos, que

comega na perimenopausa, alguns anos antes da Ultima menstruagão, e conduz

a urn aumento nos niveis circulantes do horm6nio foliculo estimulante (FSH).

Corn a perda da funcao ovariana, o estradiol, o mais importante

estrOgeno, deixa de ser produzido normalmente. Sintetizado pelas c6lulas da

granulosa a partir dos precurssores androg6nicos formados pelas celulas da

teca (MURAD, 1991), 6 conhecido quimicamente como estra - 1, 3, 5, (10) -

trieno - 3, 1713 - diol, apresentando como sin6nimos os termos 178 - diol e E2 e

outros menos usuais como hormOnio diidrofolicular, diidroteelina, etc. (SALOLE,

1990) (figura 1).

p

Figura 1 - Estrutura quirnica do 17 13-estradiol.

I
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Os estrOgenos, e o estradiol por conseqOancia, tern como principal

funcao fisiolOgica promover a proliferacao celular e o crescimento dos tecidos

dos Orgaos sexuais e de outros tecidos relacionados a reproducao. 0 estradiol

apresenta efeito sobre o Otero e Orgaos sexuais extemos, promovendo a

maturacao e algumas transformacOes que se manifestam por aumentar a

resistancia ao traumatismo e as infeccaes. Atua tambam sobre as mamas,

causando o desenvolvimento do estroma, crescimento de ductos e deposicao de

gorduras. Existe tambam conhecida acao sobre a atividade osteoblastica,

fazendo corn que o crescimento feminino seja bastante rapido durante varios

anos. Outros efeitos de menores conseqOancias tambam devem ser lembrados,

como a promocao da deposicao de proteinas, metabolismo e deposicao de

gorduras sobre a pele, sobre o equilibrio eletrolitico e ainda algumas funcOes

intracelulares (GUYTON, 1989).

A diminuicao de estradiol circulante manifesta-se atravas dos mais

diferentes sinais e sintomas, devido a presenca de receptores estrogénicos em

diversos tecidos do corpo. Alguns dos principais sintomas podem ser

caracterizados atravas de (RUDY, 1990; MacLENNAN, 1991):

- Instabilidade vasomotora: fogachos corn duracao de 5 a 10 minutos

acompanhados de sudorese e queda da temperatura corporal;

- atrofia do epitalio urogenital, ressecamento da mucosa urogenital,

conduzindo a irritaclies, dist:via e freq0entemente exacerbacao do relaxamento

palvico, onde o major sinal é a incontinancia urinaria;

- desequilibrio psicolOgico, uma conexao causal entre estes sintomas e a

deficiancia estrogénica é de dificil comprovagao. Entretanto, pode-se observar

dramatica e permanente meihora em pacientes quando tratadas corn reposicao

estroganica. Os•principais sintomas sao insOnia, cansago, fragilidade emocional,
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depressao, que pods ser acompanhada de tendancias suicidas, confusao e

perda da memOria;

- perda de massa Ossea comega bem antes da menopausa, mas 6

grandemente acelerada nesta fase. Os sintomas decorrentes da perda da massa

Ossea sac fraturas vertebrais, p6Ivicas e nos pulsos, perda de peso, e dores.

Biossinteticamente o estradiol 6 produzido a partir da aromatizagao

da androstenodiona, tendo como precurssores diretos estrona e/ou testosterona

(figura 2).

Reba) 	 Enzinia

3b- hiclroxiesteromle- desidrogenase
2 	 17- hidroxiesteroide - hdrogenase
3 	 aroma test
4 	 1613 - hidroxiles

Figura 2 - Rota de biossintese dos estrOgenos.
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0 metabolismo dos estrOgenos 6 representado por mUltiplas

transformagOes as quais podem ser observadas na figura 3, corn as respectivas

razOes de conversao entre estradiol/estrona e outros derivados.

Estradiol (E2)
A 	 •

0.014
0.15

0.54
• L

/v0.21
>0.05 	 .
--■ E2 (intracelular)

\
2-0H E1/E2

0.05

.65

Estrona     

•
16-0H EstrOgenos    

•   

Sulfato de estrona

EstrOgenos conjugados

•
I

Excrecao

Figura 3 - Metabolismo estrogénico.

A reposicao estrogénica no climatario 6 terapia consagrada devido

a grande gama de beneficios que leva aos seus pacientes. InCeneros trabalhos

relatam a eficacia deste tipo de tratamento no alivio de sintomas especificos

(vaginite atrOfica), na melhora da qualidade de vida (amenizando fogachos e

desequilibrios pmocionais), reduzindo a perda da massa Ossea (prevenindo a

osteoporose) e ainda diminuindo a inciancia de doengas

1
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cardiovasculares (BARDETT-CONNOR, 1993; BASDEVANT, 1988;

CHETKOWISKI, 1988; ETTINER, 1988; LAUFER, 1983; LIGNIERES, 1986;

LOBO, 1987; MacLENNAN, 1991; MILLER-BASS, 1990; °SC:MI°, 1992; RUDY,

1990; WEHBE, 1992). Segundo RUDY (1990), a reposicao estroge -lice pode

aumentar em diversos anos de vide, devido somente a diminuicao da incidencia

de fraturas Osseas, sem lever em conta urn dos mais importantes efeitos que é a

diminuigeo de doengas cardiovasculares, cujos riscos sao reduzidos em ate 50%

Deve-se ter bem claro que a reposicao estrogenica pode conduzir

a formagao de carcinoma do endometrio, porem quando associada a

progestagenos este risco é prevenido. Da mesma forma, o medo do surgimento

do cancer de mama deve ser descartado, uma vez que o use de

anticoncepcionais, que possuem uma major dose de estrOgenos que na

reposicao estrogenica, nao conduz a formagao deste tipo de cancer (RUDY,

1990; MacLENNAN, 1991). Outros efeitos colaterais que podem estar

relacionados corn a reposicao de estrOgenos sao a colecistite e doengas

tromboembOlicas e que devem ser levadas em conta no momento da escoiha da

terapeutica.

A via de administragao e a substancia ativa sao escoihidas em

funcao da potencia relative e do perfil biofarmaceutico de cada formulagao. Via

de regra o estradiol é o mais potente dos estrOgenos, sendo cerca de 12 vezes

mais potente que a estrona e aproximadamente 80 vezes mais ativo que o estriol

(GUYTON, 1989). As molecules sinteticas como o estilbestrol tam potencies

semeihantes ou inferiores ao estradiol (LIMA, 1991) e o etinilestradiol corn uma

potencia relative muito major que o estradiol, porem pouco usado na reposicao

estrogenica, sendo utilizado em combinagOes de contraceptivos orais (RUDY,

1990).

r
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A via oral tern sido a mais comumente usada na administracao de

estragenos, por6m, os estragenos naturais apresentam baixa biodisponibilidade

devido a peculiaridades na absorgao intestinal e no metabolismo hepatic°

(SPRITZER, 1992). Os humanos sac) protegidos naturalmente por mecanismos

enzimaticos intestinais e hepaticas frente aos esteraides naturais contidos na

alimentacao, principalmente nas carnes de animais adultos e, particularmente,

nas fémeas gestantes (BASDEVANT, 1988). Desta forma o estradiol ingerido 6

metabolisado em mais de 70 % a estrona . Esta mistura estradiol / estrona 6

transportada para o figado atrav6s do sistema porta onde se ligarao a

receptores estroganicos capazes de captar, reter e concentrar estes estragenos.

Posteriormente, estes estragenos sofrem uma s6rie de transformagbes sendo

totalmente inativados, evitando, de forma eficaz, os efeitos de absorgao
1 alimentar de estragenos naturals. Apesar de todos os mecanismos de inativacao

dos estragenos pela via oral, a estrogenoterapia por esta via ainda permite a

obtencao de niveis terapauticos, as custas entretanto, de urn certo nOmero de

efeitos secundarios, como perturbagOes do metabolismo de lipoproteinas,

alteracães de fatores de homeostase, sintese aguda de diversas proteinas

hepaticas, tais como a renina e a angiotensina (BASDEVANT, 1988;

LIGNIERES, 1986; MURAD, 1991). Todas estas perturbagOes no metabolismo

hepatic° estao associadas a uma incidência aguda de patologias hipertensivas e

tromboembalicas, ainda que não sejam conhecidos precisamente os

mecanismos fisiopatolOgicos (CHETKOWSKI, 1986).

A via parenteral 6 utilizada, visando assim evitar o metabolismo de

primeira passagem hepatica. A reposicao estroganica por vias alternativas tern

sido feita pelas vias vaginal, cutanea, sublingual, nasal, intramuscular e

subcutanea. 0 estradiol administrado por estas vias alcanga niveis superiores

ao da estrona (inverso da relacao corn a administracao oral), fazendo corn que

os efeitos adversos nao sejam observados.
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A via vaginal apresenta uma grande variacâo na biodisponibilidade

em decontricia da forma farmacdutica e dos veiculos utilizados (anel vaginal,

Oyulos, comprimidos, cremes). Rapidamente obtem-se niveis plasmaticos

elevados do horm6nio que sofrem urn gradual decrèscimo em cerca de 12 horas.

A terapia prolongada por esta via faz corn que ocorra a diminuicao progressiva

da absorcão devido a alterac6es na estrutura da parede vaginal. A aceitacao por

parte dos pacientes ainda a limitada e tambèrn nao sao conhecidos os efeitos a

longo prazo sobre a focalizacao do fluxo estrogénico sobre a vagina e colo

uterino (SPRITZER, 1992; LOBO, 1987; BASDEVANT, 1988).

A via intramuscular acarreta altemancia de fases hiper e hipo

estrogénica, que nao sao recomenddveis para tratamentos prolongados. Os

implantes subcutaneos tambèrn apresentam grandes flutuacOes da

biodisponibilidade (BASDEVANT, 1988). A via intranasal libera estr6genos

extremamente bem, mas a dissipacao dos niveis de fârmacos oscila tanto

quanto a administragao intramuscular. Outra via de administracao ainda

pesquisada é a sublingual, a qual resulta em substanciais oscilac6es nos niveis

de estrOgenos. possivelmente por ocorrer em paralelo uma combinacao das vias

oral e sublingual (LOBO, 1987).

BASDEVANT (1987) afirma que a tendencia para a reposicao

estrogénica sao as vias altemativas, em especial a transdèrmica. A via

transdêrmica tern sido muito estudada (BALFOUR, 1990; BERBA, 1990;

CHETKOWISK, 1988; JUDD, 1987; MacCARTHY, 1992; MILLER-BASS, 1990;

STEVENSON, 1990; SITRUK-WARE, 1989; SCOTT, 1991). Os sistemas

transdiirmicos de estradiol sao de particular interesse quando se deseja a

manutencao de niveis de estradiol e estrona. Os efeitos biol6gicos dos patches

de estradiol foram estudados por CHETKOWSKI (1986) e JUDD (1987) no que

diz respeito a niveis de estradiol (E2), estrona (E1), horm6nio foliculo

estimulante (FSH), horm6nio luteinizante (LH), superficie celular vaginal, niveis
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urinarios de calcio, creatinina e hidroxiprolina, bem como os fatores de

coagulacao e lipideos e nao foram observadas variacOes significativas destes

parametros, comprovando sua inocuidade.

STEVENSON (1990) avaliou o efeito da reposicao estrog6nica oral

e transd6rmica em relacao a densidade Ossea, concluindo que a terapia

transd6rmica 6 tao eficiente quanto a oral, sendo efetiva na prevencao da

osteoporose.

Urn dos maiores problemas que podem levar a interrupcao do

tratamento pela via transd6rmica utilizando sistemas terap6uticos transarmicos

(STT) sao as reacbes cutaneas, como desconforto, eritema, prurido, erupcbes,

endurecimento e pigmentacao residual. BALFOUR (1990) afirma que estas

reacOes ocorrem numa freqii6ncia de 24 a 40 % dos pacientes, tendo sido

observadas reaci5es severas em 2,5 a 7,2 % dos casos (pUstulas e pruridos

intensos) que, obrigatoriamente conduzem a interrupcao do tratamento.

Segundo MacCARTHY (1992) este problema parece ser mais grave ainda em

locals corn clima quente e Omido, que alem de proporcionarem o surgimento de

reacães na pele, fazem corn que seja desenvolvida uma forte secrecao de

liquidos sobre o patch resultando na perda da adesao.

SCOTT (1991) observou que pacientes tratadas corn STT
I Estraderm® 0,050 mg apresentaram uma pequena diminuicao nos niveis

plasmaticos de E2 corn o passar dos dias, equivalente a urn declinio de 50,3 a

28,2 pg / ml durante os tits dias de uso, podendo ser problematic°.

A administracao de formulacbes tOpicas corn absorcao sist6mica, a

exemplo de outras vias nao enterais evita a primeira passagem hepatica,

minimizando assim o surgimento de efeitos secundarios adversos. Diversos

autores tem trabaihado no sentido de caracterizar os efeitos biolOgicos do

estradiol ern formulacaes para aplicagao tOpica e acao sist6mica. LIGNIERES e

col. (1986) fizeram uma comparacao entre a terapia de reposicao hormonal
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(TRH) pelas vias oral e percutanea, observando que entre outras

determinagbes, os niveis de estradiol sac) mantidos elevados durante o

tratamento, bem como gonadotrofinas, LH e FSH sofrem uma reducao. A partir

de tais dados, concluiram que estas vias sac) eficientes na TRH. SCOTT e col.

(1991), estabeleceram urn paralelo entre TRH corn gel percutaneo, STT e

estradiol micronizado (via oral), no que diz respeito a farmacocindtica, afirmando

que a administragao percutanea de Oestrogel resulta em niveis estdveis de

E2 e E1, bem como a relacao entre eles que iguala-se razao E2/E1 na mulher

no period() Mail.

Estudos do efeito da reposicao estrogénica (RE) nos niveis

tensionais e perfis metabOlicos e hormonais em mulheres hipertensas foram

realizados por OSORIO e col. (1992), onde verificaram que a reposicao

estroganica pela via percutanea nao demonstrou alteragOes nos niveis

plasmdticos de proteinas hepdticas, consideradas como marcadores especificos

da agao estrogénica. Os niveis tensionais observados antes e durante o

tratamento mostraram-se estaveis, sugerindo que o tratamento por esta via é

seguro, podendo ser utilizado em pacientes hipertensas.

A via percutanea apresenta especial interesse na TRH, devido

facilidade de administragao do medicamento. Dependendo do veiculo da

formulagao tern-se quase que instantaneamente a sensagao de limpeza, sem

que nada manche ou grude nas roupas da paciente (MILLER-BASS, 1990). Isto

pode ser observado corn gdis contendo estradiol.

A importancia do estudo da absorgão percutanea de fdrmacos

reside na crescente utilizacao da via transdermica para obtencao de efeitos

sistêmicos, devido as nao raras contaminagOes ocupacionais por esta via e

tambdm pela utilizacao de medicamentos de use tOpico que podem ter algum

efeito sistamico indesejdvel caso ultrapassem a barreira cutanea.
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A pele 6 o major Orgdo do corpo humano e estd constantemente

exposto a numerosos agentes fisicos e quimicos, tais como novas substáncias

sint6ticas, gases, liquidos tOxicos, detritos industrials, ambientais e de pesquisa

que caso penetrem no organismo, podem conduzir a efeitos tOxicos sistdmicos.
I 

Observa-se assim, uma das principals funceies da pele, a protecdo. Outras

funclies essenciais devem ser lembradas, como a termorregulacdo,

sensibilidade (tactil, pressOrica, etc.), regulacdo da perda de agua, protecdo

contra radiacbes, etc.

0 revestimento cutdneo de um adulto cobre em media uma area de 2 m 2 e

recebe cerca de um terco do sangue circulante do organismo (SITRUK-WARE,

1989). Microscopicamente, a pele 6 urn Orgdo composto de epiderme, derme e

hipoderme (figura 4). A epiderme 6 caracterizada pela ausdncia de fluxo
I sangOineo capilar, e 6 composta de cinco tipos de celulas (estrato cameo,

estrato lOcido, estrato granuloso, estrato espinhoso e estrato basal). E

tambeim a principal barreira, protegendo o corpo de agentes extemos

e da perda excessiva de agua. 0 estrato cornea 6 constituido de c6lulas

queratinizadas, desidratadas, compactadas e achatadas que sdo inativas

fisiologicamente e sdo perdidas e recolocadas continuamente pelas

camadas inferiores da epiderme. Entre os queratinOcitos observa-se uma
II 

gama de substancias apolares que fornecem uma major flexibilidade ao

tecido epitelial (COSTA, 1993; SITRUK-WARE, 1989; WESTER, 1992). A

derme apresenta alta vascularizacdo capilar, criando uma extensa interface

epiderme / derme. A razdo da perfusdo sanguinea atravds da pele 6

normalmente tao rdpida que variagOes extremas de temperatura (frio-calor) num

curto intervalo de tempo, ndo afetam as velocidades de absorcdo de drogas

aplicadas sobre a epiderme. Encontram-se ainda na derme foliculos pilosos,

melanOcitos, glandulas sebdceas, miisculos e nervos eretores dos pelos.

Algumas destas estruturas transpassam a epiderme, promovendo a formacdo de

1
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poros. Na hipoderme estäo alojados vasos de major calibre arteriolas e veias,

nervos, glándulas sebaceas e papilas dos foliculos pilosos (SITRUK-WARE,

1989; POTTS, 1991; COSTA, 1993; JASS, 1991).

Epidermis

Derma

Hipodermis

Figura 4 Estrutura esquematica da pele

Molaculas provenientes do meio extemo necessitam atravessar a

pele intacta, penetrando no estrato cOrneo e outras estruturas de origem

endbgena. Atingindo entao, derme, paredes capilares para entao atingirem o

sistema sangijineo (sangue e linfa) (IDSON, 1975). 0 transporte atravas de

membranas da pele é urn processo complexo. Para estabelecer as

caracteristicas de permeacao de uma determinada substancia é necessario

considerar os diferentes mecanismos e barreiras, tais como:
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Barreira epidermica: A teoria mais aceita correntemente para

absorcao percutanea trata a pele como uma matriz celular uniforme e invariavel,

a qual produz uma fina camada de c6lulas mortas impermeaveis que protegem o

organismo. A superficie lipidica parece oferecer resist6ncia relativamente

pequena a passagem de agua e de outros compostos quirnicos. A principal

barreira para a absorgão sao as chlulas mortas de estrato cOmeo, restringindo

os movimentos de entrada e de saida de substancias e promovendo uma alta

resistência el6trica (IDSON, 1975). Os queratinOcitos sao cercados de lipideos,

glicoproteinas, e outras substancias apolares dispostos em bicamadas.

Conforme as caracteristicas de polaridade da substancia ela seguira urn trajeto

intra- ou extracelular (ILLEL, 1991; JASS, 1991; ASHTON, 1992). Esta barreira 6

vulneravel a alguns solventes e aminas organicas, refletindo no aumento da

permeabilidade da pele (promotores de absorcao) (ILLEL,1991).

Barreira reservatOria: A existencia de urn reservatOrio ou depOsito

no estrato chmeo 6 conhecida e estudada ha Arias d6cadas. Farmacos e/ou

substancias quimicas aplicadas sobre a pele podem formar urn reservatOrio

atrav6s da formagao de urn filme corn o preenchimento de poros (glandulas

sebaceas e foliculos pilosos). A quantidade e o tempo de permanência destas

substancias nos reservatOrios variam conforme as substancias e podem tambêm

ser influenciadas por fatores extemos como temperatura, umidade e presenca

de solventes (SITRUK-WARE, 1989; IDSON, 1975).

Difusão epidèrmica: A difusao atraves do estrato c6rneo 6 urn

processo puramente passivo, afetado somente por condicOes ambientais. A

absorcao percutanea, por outro lado, 6 urn processo mais complicado. A difusao

epidermica 6 a primeira fase, e a liberacao para a derme 6 a segunda. A Ultima

depende do efetivo fluxo sangOineo, movimento do fluido intersticial, e talvez, de

outros fatores taxis como combinacOes corn constituintes dermicos. Urn sistema

passivo tern duas principais caracteristicas: (a) urn tempo de latência apOs a
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aplicagão da substancia na superficie cutanea, no qual a membrana comega a

ser carregada corn o penetrante, e (b) razao constante de penetragao.

sao tits as principais rotas de penetragao atrav6s da pele: (a)

pelas regiOes foliculares, (b) atrav6s dos ductos sudoriparos e (c) inter e

intraqueratindcitos. RegiOes como a palma das maos e a sola dos Os indicam

que a absorgao via glandulas sudoriparas a representativa, ja que os foliculos

pilosos estao ausentes e a camada cbmea a extremamente desenvolvida e

mesmo assim pode-se observar a penetragao de alguns farmacos. Geralmente

as substancias penetram na pele pelas tits vias, porêm a penetragao inter e

intraqueratinOcitos 6 a determinante, por apresentar uma area de 100 a 1000

vezes major do que as outras rotas de absorgao. As glandulas sudoriparas e os
(

foliculos pilosos sao distribuidos na pele em diferentes nUrneros, a soma de

suas areas seccionais 6 de aproximadamente 0,1 a 1,0 % da area da pele

(IDSON, 1975). Moir:mulas polares e apolares difundem atrav6s do estrato

cOrneo por diferentes mecanismos moleculares. Com  a hidratagao dos

queratindcitos ocorre o acumulo de agua na superficie extema dos filamentos

proteicos. Mol6culas polares parecem passar atraves desta agua imobilizada.

Ao contrario, mol6culas apolares, provavelmente, dissolvem-se e difundem-se

na matriz lipidica entre os filamentos proteicos. A energia de ativagao para

moldoculas apolares e quase sempre menor do que para a difusao de mol6culas

polares (IDSON, 1975; POTTS, 1991; ASHTON, 1992; SITRUK-WARE, 1989).

Sao intkneros os fatores que regem a absorgao percutanea,

ligados a absorcao no tratogastrointestinal e a diversos fatores ambientais. A

pele intacta a urn dos principais fatores limitantes da absorgao. Agentes

quimicos, tais como gas mostarda, acidos e alcalis, podem provocar danos no

estrato cOrneo, aumentando a permeabilidade. Assim como frente a agentes

quirnicos, doengas de pele provocam alteragao nos perfis de absorgao de

farmacos quando aplicados sobre a pele (IDSON, 1975).
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A pele humana sofre consideraveis alteracaes corn o aumento da

idade. Numerosas alteracties fisiolOgicas e bioquimicas podem ser identificadas

nos tecidos, como: diminuiceo da hidratacao cutanea, reduceo da atividade das

glandulas sebaceas, resultando uma diminuicao da quantidade de lipideos na

superficie da pele, achatamento da juncao derme/epiderme e atrofia da rede

capilar, produzindo uma alteracao do suprimento sangOineo da epiderme.

Apesar de conhecidas algumas destas alteracOes, nao foram ainda

caracterizadas as influencias que etas possam vir a ter sobre a permeaceo de

substancias ativas atraves da pele (ROSKOS, 1989). Experimentalmente, sabe-

se que a pele de fetos e de criancas 6 mais permeavel que a de adultos, talvez

por apresentar menor queratinizacdo e major hidrataceo do estrato cOrneo

(IDSON, 1975).

Via de regra, o fluxo sangiiineo nos vasos dermicos aumenta a

difuseo de substancias permeantes. Ao contrario, a vasoconstriceo obtida, por

exemplo, pela aplicacão de corticoesteroides tOpicos provoca a diminuiceo da

absorcao de outros fdrmacos (IDSON, 1975).

Ja faz algumas decadas que ficou caracterizada a diferenca da

permeabilidade entre diferentes sitios do organismo humano. Esta

diferenciacad foi uma das razOes para a escolha do local de aplicacao

do primeiro sistema terapeutico transdermico (regiao retro-auricular

TTS-Scopoderm® escopolamina) (SCHENKEL, 1986; IDSON, 1975; Van

ROOJJ, 1993).

Humanos e animals de experimentaceo apresentam amplas

variagbes de caracteristicas fisicas da pele, tais como o niimero de poros por

unidade de area e espessura do estrato cOrneo. Estas diferencas fisicas e

estruturais obviamente afetam a penetracao percutanea de farmacos. A pele

como a de coelhos, ratos e camundongos, as quais tem sido comumente

utilizadas na determinaceo da penetrabilidade atraves do tecido epitelial,
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apresentam reduzidas glándulas sudoriparas e inUmeros pelos e foliculos

pilosos, ao contrario dos humanos. Normalmente, a pele destes roedores a mais

permeavel do que a pele humana. A correlagão da permeacao entre especies

nao 6 constante para diferentes substancias, mas a pele de coelhos apresenta

major permeabilidade, seguidos da pele de ratos, porcos da India e

posteriormente da pele humana (IDSON, 1975; SHAH, 1991).

A hidratagao do estrato cOrneo situa-se entre os fatores

promotores de absorgao de major importancia, fazendo corn que aumente o fluxo

de todas as substancias atravas da pele. A hidratagao resulta da difusao de

agua de camadas mais profundas da epiderme e derme provenjentes da

perspiragao. Pode-se conseguir o aumento da hidratagão medjante o use de

substancias emoijentes que promovem uma obstrucao parcial dos poros,

evitando assim a perda excessiva de agua. Sob condigOes de hidratagao forcada

o estrato cOrneo altera a hidratagao normal de 5 a 15 % para 50 % ou mais,

aumentando a permeabilidade em 4 a 5 vezes.

A quantidade de substancia ativa absorvida percutaneamente por unidade de

area por intervalo de tempo aumenta corn a concentragao da droga no veiculo.

Assim como, uma major quantidade de droga a absorvida por intervalo de

tempo a concentragOes constantes quando a droga a aplicada numa major

superficie de pele. Entretanto, corn algumas poucas substancias ocorre o

contrario, obt6m-se diminuicao da absorgao corn o aumento da concentragao

(substancia cdusticas, induzindo a formagao de crostas) (IDSON, 1975).

As caracteristicas de solubilidade do penetrante influenciam

grandemente a propriedade de atravessar membranas biolOgicas. Ja no inicio do

staculo foi estabelecida uma teoria de absorgao baseada na relagao entre a

solubilidade das substancias e a composigto das membranas biolOgicas.

Segundo a teoria de MEYER-OVERTON, as substancias lipofilicas passam

atraves das membranas e as hidrofflicas passam atraves das proteinas apOs
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hidratacao das mesmas. As caracteristicas moleculares como o tamanho e forma

podem ter urn papel tao importante quanto a hidratacao e solubilidade. Alguns

autores sugerem uma correlacao inversa entre o peso molecular e a razao de

absorcao (DURANDEAU,1992).

A infiu6ncia da formulacao e a escolha dos adjuvantes sao fatores

que nao devem ser esquecidos no desenvolvimento de formas farmac6uticas de

aplicacao tOpica corn efeito sist6mico. Estudos in vivo e in vitro indicam que a

liberacao de uma substancia sera favorecida pela escolha de veiculos que

tenham uma afinidade pequena corn penetrante, corn urn coeficiente de particao

velculoiestrato cOrneo, tendendo mais para o estrato cOrneo (IDSON, 1975;

MOLLGAARD, 1983).

A pele 6 urn obstaculo bastante dificil de ser ultrapassado,

tendo como elemento essencial a camada v51 -flea. Os produtos que passam

atrav6s desta camada tern algumas caracteristicas ern comum, como o

peso molecular (< 1000 Daltons), o ponto de fusao pouco elevado e

marcada lipofilia. Medicamentos para serem utilizados pela via percutanea

corn acao sistamica devem apresentar urn alto indice terap6utico, uma vez

que somente pequenas concentragOes atingem o sistema sangiiineo

Frente a todos estes fatores, muitas vezes a necessario aumentar o fluxo da

substancia ativa atrav6s da pele. Uma das maneiras de realizar esta modulagao

da permeacao 6 fazer o use de substancias que facilitam a penetracao por esta

via. Estas substancias sao denominadas "promotores de absorcao" (IDSON,

1975; DURANDEAU,1992). sao varias as categorias de substancias quimicas

que atuam como agentes de absorgao, entre elas estao os solventes alcoOlicos

(LIU, 1991; DURANDEAU, 1992; ZATZ, 1991), solventes aprOticos

(DURANDEAU, 1992, IDSON, 1975; ASHTON, 1992; ASHTON, 1992a),

tensoativos, urobia e seus derivados, etc. (ZATZ, 1991a; WILLIAMS, 1992).

Freq0entemente, os obstaculos para a penetracao sac) comparados a uma
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parede, onde os corneOcitos sdo os tijolos e o cimento é formado de lipideos

dispostos em bicamadas (acidos graxos, trigliceridios, colesterol, esfingolipidios,

etc.). De uma forma geral, os promotores polares agem sobre a queratina

endocitaria ou sobre as cabegas polares das bicamadas lipidicas, agentes
I

	

	
apolares agem fluidificando a parte apolar das bicamadas lipidicas (LW, 1991;

DURANDEAU, 1992).

Devido a fatores tecnolOgicos, performance biofarmacautica,

facilidade de aplicagdo e baixo custo de producdo, os gels apresentam grande

interesse na veiculagdo de substdncias corn destino a penetragdo percutánea.

De maneira geral, os gels podem ser caracterizados como urn sistema disperso,

formado por pelo menos duas fases, a primeira constituida por um esqueleto

tridimensional (ou matriz) o qual mantem uma fase liquida imobilizada no seu

interior. Neste tipo de sistema disperso as fases estdo completamente

interpenetradas, ndo sendo possivel fazer distingdo entre elas, ao contrario do

que acontece corn as emulsOes e suspensOes (VOIGT, 1982; PARROT, 1970).

De acordo corn VOIGT (1982), as pomadas e suas bases podem ser

classificadas em Otis, dependendo da estrutura quimica e das propriedades, ou

seja , gel seria uma caracteristica de pomadas e poderiam ser classificados

como:
11

- Geis de hidrocarbonetos (vaselinas, plastibase®);

- Lipogesis (gorduras naturais, hidrogenadas, sinteticas);

- Geis de PEG (PolietilenOxidos-Polywachse®, carbowax) ;

- Hidrogeis (diOxido de silicio, eteres de celulose, polimeros do acido

acrilico, etc.).

Os hidrogeis constituem os geis no seu sentido mais classic° e sào

obtidos pelo esponjamento limitado de substancias organicas macromoleculares

ou combinagOes inorganicas. Tecnologicamente, os gels apresentam vantagens

em relagdo aos outros tipos de formulagdo no que diz respeito a producdo,

1
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envase e aplicagao. Atualmente, grande parte dos produtos veiculados em

liquidos, cremes, pomadas e aerosOis podem ser incorporados aos gels. Via de

regra os gals podem ser aplicados corn completo controls e de maneira simples,

apresentam urn excelente aspecto visual e versatilidade no envase (FOX, 1984;

SCHMOLKA, 1984).

FOX (1984) classifica os materiais gelificantes mais comumente

utilizados segundo sua origem e natureza. Alguns exemplos dos materiais de

major utilizacao podemos ver a seguir:

- gomas sintaticas (resinas); etilcelulose (EC), metilcelulose (MC),

hidroxietilcelulose (HEC), hidroxipropilcelulose (HPC), carboximetilcelulose

(CMC), polietilenoglicOis (PEG) e carb6meros.

- gomas naturals; acacia, alginatos, guar, caraia, pectina,etc.

- materiais inorgdnicos; bentonita, derivados de silica (diOxido de silicio coloidal)

- Outros: polioxietileno e copolimeros, estearatos, polimeros de polioxietileno/

polioxipropileno (poloxamer), alcoois graxos etoxilados (derivados da lanolina e

amidas)

Entre os materiais gelificantes os mais difundidos sao os derivados

do acid° acrilico (Carbopol®), derivados celulOsicos e polimeros de etileno de

baixo peso molecular (SCHMOLKA, 1984).

CarbOmeros sac) utilizadas em formulates cosmaticas e

farmacéuticas ha cerca de quarenta anos. Estes polimeros de alto peso

molecular e carater aniOnico sao amplamente empregados na preparagao de

cosmèticos, como estabilizadores de emulsOes, agentes suspensores,

espessantes, etc. Sao produzidos pela precipitagao do acid° acrilico atravès da

polimerizacao (AMJAD, 1992). Apresenta-se como pO branco que se dispersa

facilmente em agua, originando solugbes acidas. As soluctoes sao preparadas
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pela simples adicao de ague ao p6, devendo-se agitar energicamente durante

toda a operagao. Os principais mecanismos que envolvem a gelificacao destas

molecules estao ligados a ionizacao dos grupamentos carboxilicos, atraves da

neutralizacao corn alcalis, corn conseqUente repulsao de cargas e estiramento

das cadeias polimericas formando a matriz tridimensional. E interposicao de

tensoativos entre as cadeias polimericas formando pontes de hidrogenio corn a

conseqUente distencao das cadeias e gelificagao. Em se tratando de uma resina

ani6nica, pode-se inferir que a estabilidade é diretamente afetada pelo pH e

eletrOlitos (BFGOODRICH, 1987; PRISTA, 1975). Nao sendo afetado entretanto

pela temperatura e microrganismos, apresentam boa compatibilidade corn

diversos conservantes como parabenos e fenol (TEOT, 1982).

Dos derivados celulOsicos destaca-se a metilcelulose (MC)
1 	 (Tylose®, Methocele). Preparada a partir do tratamento da celulose corn

cloreto de metila , apresenta-se solOvel em ague fria, coagulando corn o

aquecimento. Por ser um derivado nao-i6nico mostra-se estavel frente variagOes

de pH na faixa de 2-12 (PRISTA, 1975). Ao contrario das resinas polimericas

nao apresenta incompatibilidades corn eletrOlitos (HELMAN, 1982).

A hidroxietilcelulose (HEC), produto da reacao entre celulose e

Oxido de etileno catalisada por hidrOxido de s6dio, é urn derivado nao-iOnico que
p

difere dos demais derivados de celulose quanto a solubilidade. MC e

hidroxipropilcelulose (HPC) apresentam-se solUveis em ague fria, je a HEC et

tambern solUvel a quente. Graces a suas propriedades a HEC apresenta uma

vasta gama de aplicagOes nos mais diferentes setores, como na manufatura de

petrOleo, no processamento text°, em indOstrias agricolas,em cosmeticos e em

formulagOes farmaceuticas, tais como gels emuls6es, logOes, e outros

(GREMINGER, 1982).

A carboximetilcelulose sOdica, preparada por tratamento de

celulose por alcalis e subseqUente reacao como monocloroacetato de sOdio,
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encontra-se no comer-do nas variedades alta, media e baixa viscosidade. Devido

ao carater aniOnico apresenta relativa instabilidade frente a variacao de pH,

sendo sensivel tambern a temperatura. A exemplo do carb6mero apresenta

incompatibilidade corn eletrOlitos. Alam da utilizacao na formacao de hidrogais

apresenta grande aplicacao como estabilizador de emulsOes e suspensOes, bem

como desintegrante na fabricacao de comprimidos (GREMINGER, 1982)

A determinacao da liodisponibilidade de formulacbes tOpicas

tern particular interesse nas fases de desenvolvimento e otimizacao de

formulacOes, bem como na determinacao da estabilidade e controle de

qualidade do produto final ( KNORST, 1991). Metodologias in vitro

padronizadas, reprodufiveis e reconhecidas sao necessarias na avaliacao

da performance biofarmacautica, no sentido de economizar experimentos in

vivo (NEUBERT e WOHLRAB, 1990). KNORST (1991) faz uma compilacao dos

diversos modelos de liberacao in vitro, caracterizando quanto ao principio

de funcionamento e membranas utilizadas. NEUBERT e BENDAS (1991);

NEUBERT e PARTYKA (1990) NEUBERT e WOHLRAB (1990a); e NEUBERT e

WOHLRAB (1990b) desenvolveram urn dispositivo que permite a determinacao

da penetracao de substancias contidas ern formas farmacauticas plasticas ern

membranas artificiais (figura 5).
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Figura 5 Dispositivo para determinacao da penetracao de substancias em

membranas artificiais, proposto por NEUBERT (1981)

Nestes experimentos foram realizados estudos referentes

penetragao do Acid° salicilico, salicilato de metila, ditranol e valerato de

betametasona em modelos multilamelares constituldos de membranas de

cob:MI° corn dodecanol em funcão do tempo e em comparacao corn os perfis

de penetragao em pele excisada in vitro. Nestes trabalhos, verificou-se

que as substancias analisadas apresentaram uma relativa equivaléncia entre

os perfis de permeacao em modelos multilamelares de coledio e nas camadas

externas do estrato cbrneo. 0 modelo descrito, alem de propiciar uma

previsao das razOes de penetragao de determinada substancia atravas do

estrato cOrneo, possibilita a comparacao entre diferentes formularbes corn

a mesma substancia ativa em velculos distintos. Os autores ressaltam que

apesar das coincidancias dos perils de permeacão na pele excisada e no
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modelo proposto, é necessario estabelecer exatamente qual e o grau de

coincidancia entre os perfis de penetracao em funcao do tempo para que

estas técnicas sejam utilizadas como instrumentos na otimizacao de

formulacoes tOpicas.

0 desenvolvimento de uma forma farmacautica inclui

obrigatoriamente metodologias para a avaliacao da qualidade no que diz

respeito tanto as caracteristicas fisicas quanto quimicas. 0 controle de

qualidade das matérias-primas, doseamento de substancia ativa no produto

final bem como o teor de substancias submetidas a testes de

estabilidade podem ser feitas por diferentes técnicas. Inigneros

trabaihos relatam metodologias analiticas para o estradiol e substancias

andlogas , como técnicas de cromatografia em camada delgada (CORTI,

1984) e cromatografia liquida de alta eficiancia (CLAE) (CASTAGNETTA,

1991; CAPITANO, 1978; COCHRAN e EWING, 1979; DIBBELT e KUSS, 1985;

HARA, MAYASHI, 1977; MOLLGAARD, 1983; LIU e HIGUCHI, 1990; LIU e

HIGUCHI, 1991; LEROY e BENOIT, 1986, JANSEN e BLITTERSWIJK, 1985;

FRIEND e CATZ, 1989; ALBERS e MULLER, 1992; HATANAKA e INUMA, 1990;

LIU e KURIHARA-BERGSTROM, 1991; SHEIKH e TOUCHSTONE, 1987;

TSCHERNE e CAPITANO, 1977; NEEDHAM e PFEIFER, 1992). Os trabaihos

em que constam técnicas de CLAE utilizam na maioria fase estacionaria de

fase reversa (C8 e C18) corn desenvolvimento isocratico, utilizando como

eluentes acetonitrila e agua, metanol e agua, acetonitrila e acido fosfOrico e

metanol e acid° fogs:rico, nas proporce•es em tomo de 40 % de

acetonitrila e 30 % de metanol. Os métodos de detecriao variam do

ultravioleta, corn comprimento de onda em tomo de 280 nm, a fluorimètrico,

cintilomêtrico e amperometrico.

Os testes de estabilidade sao uma necessidade e urn meio vital

para ajudar a assegurar que determinada formulacao mantera sua integridade,
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no que diz respeito a qualidade fisica, quimica e microbiolOgica, bem como sua

pureza, durante o prazo de validade estipulado (DUKES, 1990).

Existe uma sada de razlies para a realizacao do estudo de

estabilidade de uma forma farmachutica, a principal delas 6 sanitaria, ou seja,

1 deve-se tomar cuidado quanto a inocuiade da formulacao. Mesmo que uma

substancia ativa nao seja tOxica nas doses utilizadas, nao significara que sous

produtos de degradacao tambarn o sejam. Existem ainda as razOes legais e ate

comerciais, onde a perda da eficacia ou alteracOes de caracteristicas

organolapticas levam o paciente a rejeitar a terapia nao sendo uma boa

promocao para o produto (NUDELMAN, 1975; MOLLICA, 1978).

Os testes acelerados de estabilidade podem ser definidos c,omo

matodos validados ou mikados pelos quais a estabilidade de um produto pode

II ser estipulada atravas da estocagem do produto sob condigOes que acelerem

alteracbes de uma forma previsivel. As condicOes de estresse utilizadas sao

temperatura, Iuz umidade, agitacao, gravidade, pH, embalagem e metodo de

manufatura (YOUNG, 1990).

As formas farmachuticas semi-sOlidas podem sofrer inOrneras

alteracOes que vao desde o tamanho das particulas dispersas ate a liberacao da

substancia ativa e tern conseq06ncias na aparancia (cor, odor e textura),

II uniformidade de conteCrdo e na biodisponibilidade do produto (DAVIS, 1987).

I
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2.1 MATERIALS
I

2.1.1 MATERIAS-PRIMAS

- Alcool etilico 96°GL

- Carb6mero 940 B.F. Goodrich® (Carbopol 940)

- Carboximetilcelulose &Mica Alta viscosidade Delaware

- Carboximetilcelulose &Mica baixa viscosidade Delaware

- 1713-Estradiol micronizado (fomecido pelo Prof. Dr Hartmut
I 	 Derendorf)

- Hidroxietilcelulose Delaware (Cellosize QP100)

- Ater nonilfenol poligic6lico (Makon 10)

- Glicerina Delaware

- Metilparabeno Merck

- Polietilenoglicol Delaware

- Polissorbato 20 Delaware
II

- Propilparabeno Merck

- Tylose MH300 Hoescht

- Tylose MH2000 Hoescht

2.1.2 REAGENTES ,SOLUCOES e MEIOS DE CULTURA

- Acetonitrila Lichrosolv Merck

- Azul de bromotimol (solucao)

- Acido cloridrico 0,5M

1



30

- Acido cloridrico 3M

- Acido lactic° 	 •

- Agar agar MERCK

- Acido sulfUrico concentrado Merck (P.A.)

- Acido sulft.irico 2M

- Bacto buffered peptone Water desidratado (DIFCO)

- Dextrose REAGEN

- Etanol 70 %

- Fenol (solugão 1:20)

- Fenolftaleina SI

- HidrOxido de potassio alcodlico 0,5M SV

- HidrOxido de sOclio SR

- HidrOxido de sddio 0,1M

- HidrOxido de sOclio 0,02M

- HidrOxido de sOclio 1M

- lodo 0,1M

- Kit DELFIA® estradiol WALLAC (anticorpos policlonais de coelho

marcados corn Eurdpio)

- Laurilsulfato de &kilo (Texapon K12)

- Lecitina de soja INLAB

- Metanol PA Merck

- Permanganato de potâssio (solucdo 1:100)

- Polissorbato 80 INLAB

- Tampa° cloreto de sOdio-peptona

- Vaselina liquida

2.1.3 APARELHOS E EQUIPAMENTOS
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- Agitador magnètico Fisaton

- Aparelho de determinagao de ponto de fusao Reichert, segundo

Kofler

- Balanga Sartorius 200g
I 	 - Balanga Sartorius 3000g

- Banho termostatizado Biomatic

- Banho termostatizado circulante Haake

- Banho ultra-sOnico Transsonic 460 Elma

- Bidestilador / Deionizador Heareus

- Bomba peristaltica DESAGA

- Calculadora HP 32S II

- Calorimetro diferencial de varredura (DSC) PL Polymer 12000,
I 	 interfaciado com sistema de dados Data Station 3700

- Camara de fluxo laminar (Vecco)

- Cèlula de difusao (pega em ago inoxidavel e teflon®, de construgao

prOpria)

- Contador de colOnias (Biomatic)

- Bomba de vacuo Waters / Millipore

- CromatOgrafo liquid() Waters constituido de:
0

Bombas 510

Controlador de fluxo AGC

Detector UVNis 484, 481 e 486

Injetor Rheodyne (201.11)

Integrador 746

- Estufas Biomatic

- Estufa a vacuo Heraeus

- Estufa Heraeus

1
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- EspectrofotOmetro de difracâo de raios laser Sympatec LASER

(Sympatec GmbH / Claustahl-Zellerfeld / Alemanha)

- EspectrofotOmetro IR Perkin-Elmer 1310

- Espectrofot6metro IR Shimadzu FTIR-8101

- EspectrofotOmetro UV Shimadzu UV-160

- FluorOmetro DELFIA® modelo 1232 WALLAC

- MicroscOpio Optic° Leitz

- MicrOmetro Mitutoyo stfirie 293-621, capacidade 25,0 mm e resolucâo

de 1 ilm

- Misturador de he:lice Heidolph

- PenetrOmetro Herzog

I

III

I



2.2 CARACTERIZACÃO DAS MATERIAS-PRIMAS
I

2.2.1 Carb6mero

- Perda por dessecacão:

Realizado pelo metodo gravimêtrico conforme preconiza a USP

XXII (THE UNITED, 1990.)

- Determinacao do pH:

Realizada potenciometricamente em dispersão aquosa de 0,5

% (m/v) adicionada de NaOH, conforme a Pharmacopêe Frangaise 9. ed.

I
	

(PHARMACOPEE, 1983)

2.2.2 Carboximetilcelulose sOdica (alta e baixa viscosidade)

- Identificacão:

Conforme testes de identificacão A, B e C preconizados pela

USP XXII (THE UNITED, 1990).

Teste A baseia-se numa reacâo de desenvolvimeto de coloragao
I 	 entre o derivado celulOsico e ácido sulfOrico;

Teste B baseado na precipitacâo frente a cloreto de barb;

Teste C Reacão de identificagao de sOdio resultando num precipitado

amarelo ouro mediante a adigão de acetato de uranilcobalto.

- Determinagáo de pH:

Realizada potenciometricamente em dispersão aquosa (1:100)

(m/v) conforme preconiza a USP XXII (THE UNITED, 1990.)

II

1
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- Perda por dessecacao:

Realizado pelo matodo gravimètrico conforme preconizado

pela USP XXII (THE UNITED, 1990.)

2.2.3 Etanol

- Identificacao:

Conforme testes A e B da USP XXII (THE UNITED,1990)

Teste A baseado na reacao de coloracao entre etanol, permanganato

de potassio e acid° sulfOrico corn nitroferricianeto e piperazina,

impregnados em papel de filtro.

Teste B baseado na formagao de iodofOrmio mediante a reacao com

hidrOxido de sOdio e iodo.

- Densidade:
I 	 determinada em picnOmetro seguindo USP XXII (THE

UNITED, 1990).

- Substancias insolOveis em agua:

Realizada mediante adicao de agua e observacao de possivel

precipitacâo conforme a USP XXII (THE UNITED,1990).

- Residuos nao volateis:

Realizada por têcnica gravimêtrica de acordo com a USP XXII
I 	

(THE UNITED, 1990).

- Acidez:

determinada atravês da titulagão corn NaOH 0,02 M corn

fenolftaleina como indicador conforme USP XXII (THE UNITED,1990).

2.2.4 Estradiol

- Identificacao:

• Espectroscopia no infravermelho: Realizada em pastilhas
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de KBr, corn comparacao dos espectros obtidos corn espectros padrOes de

DIBBERN (1978).

Espectroscopia no ultravioleta: Espectros obtidos em metanol.

Conforme DIBBERN (1978).

- Ponto de fusao:

Realizada em apareiho de determinacao de ponto de fusao,

segundo Kofler.

- Perda por dessecacão:

Efetuada pelo mètodo gravimètrico conforme preconiza USP

XXII (THE UNITED, 1990).

- Analise granulometrica:

A 	 distribuicao 	 granulomètrica 	 foi 	 real izada 	 em

espectrofot6metro de difracao de raios laser. A substancia foi suspensa em

agua contendo 1 % (m/v) de texapon K12 (Iauril sulfato de sOdio) na

concentracao de 1 (m/m). A dispersao foi tratada em banho de ultra-som

por 1 minuto para assegurar a destruicao de aglomerados. A medicao foi

feita em cubeta de quartzo sob as seguintes condicOes:

foco de 100 mm,

tempo de medicao 10 s -1 ,

velocidade de agitacao 5 s-1 .

Os resultados foram plotados atravès da distribuicao

granulometrica e do somatOrio das frequéncias.

Analises efetuadas por Martin Braun, Pharmazeutische InstiOt /

Universitat Tubingen
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2.2.5 Hidroxietilcelulose

- Identificacao:

Conforme testes A, B e C de THE UNITED, 1990.
I 	 Teste A baseado na dissolugao de HEC a quente em agua;

Teste B baseado numa reagâo corn desenvolvimento de cor mediante

a adicao de fenol a solucao de HEC corn acid° sulfOrico.

Teste C realizada corn a dispersao coloidal obtida no teste A e

consiste na formacao de urn filme ap6s a evaporagao da ague.

- Determinagao de pH:

Efetuada potenciometricamente em dispersao aquosa de

acordo corn a USP XXII (THE UNITED, 1990).
0 	 - Perda por dessecacão:

Avaliada pelo matodo gravimetrico segundo a USP XXII (THE

UNITED,1990).

2.2.6 Metilparabeno

- Identificagâo:

Espectroscopia no infravermelho, utilizando-se pastilhas de
I 	 KBr, conforme DIBBERN (1978).

Espectroscopia no ultravioleta, espectros obtidos em NaOH 0,1

M como descrito por DIBBERN (1978).

- Determinagao do ponto de fusão:

Realizada em aparelho de determinacao de ponto de fusão,

segundo Kofler.

- Perda por dessecagão:

• Realizada pelo matodo gravirnêtrico preconizado pela USP

XXII (THE UNITED, 1990).

1
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2.2.7 Polissorbato 20

- Identificagao:

Teste A de THE UNITED, 1990.

- Agua:

Realizada atraves da titulagão corn reagente de Karl Fischer

conforme a USP XXII (THE UNITED, 1990).

- Indice de saponifica0o:

Titulagão baseada na neutralizagão de 6cidos livres e êteres

saponific.iveis por hidrOxido de potâssio.

2.2.8 Propilparabeno

- Identificagão:

Espectroscopia no infravermelho, realizada em pastilhas

de KBr, segundo tècnica descrita por DIBBERN (1978).

Espectroscopia no ultravioleta, realizada em NaOH 0,1 M,

conforme DIBBERN (1978).

- Ponto de fus5o:

Realizada em aparelho de determinagao de ponto de fus5o,

segundo Kotler.

- Perda por dessecagâo.

Determinada pelo mètodo gravimêtrico segundo preconiza a

USP XXII (THE UNITED,1990).

1
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2.3 DESENVOLVIMENTO DOS GEIS

2.3.1 Bases de CarbOmero

2.3.1.1 Formulacao A:(m/v)

1) 17(3- estradiol 	 (Sigma) 0,06 %

2) CarbOmero 0,5 %

3) HidrOxido de sOdio 5 % (m/v) 1,0 %

4) Etanol 96° GL 25,0 %

5) Agua destilada 73,5 %

Tecnica:

Em gral, umectar o carbOmero corn pequena quantidade de

dgua, adicionando o restante de agua em pequenas porgies com agitacão

permanente. Num bequer, dissolver o 17(3-estradiol em etanol e em seguida

incorporar a solucao a dispersao de carb6mero, em pequenas porcOes e

corn constante agitacao ate completa homogeneizacao. Ajustar o pH ate a

neutralidade corn a Solucão de NaOH a 5 %.

2.3.1.2 Formulacâo B: (m/v)

1) 17(3-estradiol (Sigma) 	 0,06 %

2) CarbOmero 	 0,5 %

3) HidrOxido de sOdio 5 % (m / v) 	 1,0 %

4) Polissorbato 20 	 3,0 %

• 5) Etanol 96° GL 	 25,0 %

6) Agua destilada 	 70,5 %

0

I
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Tócnica:

Proceder como em 2.3.1.1, adicionando o polissorbato a

solucâo etandica de estradiol.
I

2.3.1.3 Formulacâo C: (m/v)

1) 17(3-estradiol (Sigma) 	 0,06 %

2) CarbOmero 	 0,5 %

3) HidrOxido de sOdio 5 % (m/v) 	 1,0 %

4) Polietilenoglicol 	 10,0 %

5) Etanol 96° GL 	 25,0 %
II 	

6) Agua destilada 	 63,5 %

Tecnica:

Proceder como em 2.3.1.1, adicionando o polietilenoglicol a

solucâo etandica de estradiol.

2.3.1.4 Formulacão D: (m/v)
IP

1) 1713-estradiol micronizado 	 0,06 %

2) CarbOmero 	 0,5 %

3) Solucao conservante 	 1,0 %

4) HidrOxido de sOdio 5 % (m/v) 	 1,0 %

5) Etanol 96° GL 	 25,0 %

6) Agua destilada 	 72,5 %

1
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Têcnica:

Proceder como em 2.3.1.1, adicionando a solucao conservante

a solucâo etanOlica de estradiol. A solucâo conservante foi preparada corn a

dissolucão de 3 g de metilparabeno e 1 g de propilparabeno em 100 ml
0 	 deetanol 96° GL.

2.3.1.5 Formulacao E (m/v)

1) 1713-estradiol micronizado 	 0,06 %

2) CarbOmero 	 0,5 %

3) Solucao conservante 	 1,0 %

4) Hidr&id° de sOdio 5 % (m/v) 	 1,0 %

I
	

5) Polissorbato 20 	 3,0 %

6) Etanol 96° GL 	 25,0 %

7) Agua destilada 	 72,5 %

Tacnica:

Proceder como em 2.3.1.1, adicionando o polissorbato e a

solucâo conservante a solucâo etanOlica de estradiol.
p

2.3.1.6 Formulacâo F (m/v)

1) 1713-estradiol micronizado 	 0,06 %

2) CarbOmero 	 0,5 %

3) Solucão conservante 	 1,0 %

4) HidrOxido de s6dio 5 % (m/v) 	 1,0 %

•5) Ater nonilfenol polietilenoglicOlico (Makon 10 e) 	 0,5 %

6) Etanol 96° GL 	 25,0 %
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7) Agua destilada 	 72,0 %

Tecnica:

Proceder como em 2.3.1.1, adicionando o eter nonilfendico e
I 	 solucão conservante a solucão etandica de estradiol.

2.3.1.7 Formulacao G (m/v)

1) 170-estradiol micronizado 	 0,06 %

2) CarbOmero 	 0,5 %

3) Solucao conservante 	 1,0 %

4) HidrOxido de sOdio 5 % (m/v) 	 1,0 %
It
	

5) Polissorbato 20 	 2,0 %

6) Etanol 96° GL 	 25,0 %

7) Agua destilada 	 69,5 %

Tecnica:

Proceder como em 2.3.1.1, adicionando polissorbato e

solugâo conservante a solucao etandica de estradiol.
D

2.3.2 Bases de carboximetilcelulose sOdica

2.3.2.1 Formulacáo A (m/v)

1) 1713-estradiol estradiol 	 0,06 %

2) CMC Na 	 3,0 %

3) Glicerina 	 10,0 %

4) Etanol 96° GL 	 25,0 %

5) Agua destilada 	 62,0 %

1
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Mcnica:

Em gral umectar a CMC Na corn glicerina e em seguida

adicionar toda agua corn agitagao constante. Num baquer dissolver o

estradiol em etanol, posteriormente verter a solugâo sobre a dispersâo de

CMC Na, homogeneizando a mistura.

2.3.2.2 Formulagao B (m/v)

1) 17(i-estradiol micronizado 0,06 %

2) CMC Na 3,0 %

3) Polissorbato 20 3,0 %

4) Glicerina 10,0 %

5) Etanol 96° GL 25,0 %

6) Agua destilada 59,0 %

Tecnica:

Proceder como em 2.3.2.1, adicionando o polissorbato a

solugâo etandica de estradiol.

2.3.3 Bases de metilcelulose

2.3.3.1 Formulacâo A (m/v)

1) 1713-estradiol micronizado 0,06 %

2) Metilcelulose 5,0 %

3) Glicerina 10,0 %

'4) Etanol 96° GL 25,0 %

5) Agua destilada 60,0 %

1
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Tacnica:

Em gral, umectar a metilcelulose corn glicerina e em seguida

adicionar a agua corn permanente agitacao. Em copo de bequer dissolver

estradiol em etanol, vertendo posteriormente esta solugão na dispersao

celulOsica.

2.3.3.2 Formulagao B (m/v)

1) 170-estradiol micronizado 	 0,06 %

2) Metilcelulose 	 3,0 %

3) Polissorbato 20 	 3,0 %

4) Glicerina 	 10,0 %

5) Etanol 96° GL 	 25,0 %

6) Agua destilada 	 60,0 %

Tacnica:

Proceder como em 2.3.3.1, adicionando o polissorbato a

solucao etandica de estradiol.

2.3.4 Bases de hidroxietilcelulose (HEC)

2.3.4.1 Formulacao A (m/v)

1) 1713-estradiol micronizado 0,06 %

2) HEC 3,0 %

3) Etanol 96° GL 25,0 %

4) Agua destilada 72,0 %

1
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Tacnica:

Em gral, suspender a HEC na agua previamente aquecida a

aproximadamente 70 °C. Num copo de bequer, dissolver o estradiol em

etanol, posteriormente verter a solugão sobre a suspensão, corn agitacão

permanente. Aguardar cerca de 12 horas.

2.3.4.2 Formulacão B (m/v)

1) 17f3-estradiol micronizado 	 0,06 %

2) HEC 	 2,5 %

3) Polissorbato 20 	 3,0 %

4) Etanol 96° GL 	 25,0 %

5) Agua destilada 	 69,0 %

Têcnica:

Proceder como em 2.3.4.1, adicionando polissorbato a solucao

etandica de estradiol.

2.3.4.3 Formulagâo C (m/v)

1) 1713-estradiol micronizado 0,06 %

2) HEC 2,0 %

3) Polissorbato 20 2,0 %

4) Etanol 96° GL 25,0 %

5) Agua destilada 70,0 %

Tacnica:

Proceder como em 2.3.4.2.

1
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2.3.4.4 Formulagao D (m/v)

1) 1713-estradiol micron izado 	 0,06 %

2) Solucão conservante 	 1,0 %
I

3) HEC 	 2,0 %

4) Polissorbato 20 	 2,0 %

5) Etanol 96° GL 	 25,0 %

6) Agua destilada 	 70,0 %

Tacnica:

Proceder como em 2.3.4.1, adicionando HEC e soluccio

conservante a solucâo etandica de estradiol.
P'

2.4 PRE-TESTE DE PERMEABILIDADE DE ESTRADIOL ATRAVES DA

PELE

2.4.1 Delineamento do ensaio e preparacão dos animais

10
	 Os gais de estradiol micronizado, corn bases 	 de carbOrnero e

HEC, preparados como descrito em 2.3.1.7 (p. 40) e 2.3.4.4 (p. 45)

respectivamente, foram avaliados quanto sua penetrabilidade atravas da

pale de ratas Wistar, de aproximadamente 4 meses e peso entre 270 e 350

g, que tiveram seus dorsos depilados momentos antes da primeira aplicacao

das amostras.

As aplicaclies tOpicas dos geis (160 mg) foram feitas

diariamente corn o auxilio de uma seringa, corn inicio 72 horas apOs a

castracão e 24 horas antes do sacrificio de cada animal.

1
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11

Os animais foram divididos em cinco grupos submetidos a

diferentes tratamentos, como segue:

Grupo I = 9 ratas tratadas com gel de base HEC;

Grupo II = 9 ratas tratadas corn gel de base CarbOrnero;

Grupo III= 9 ratas tratadas corn Oestrogel®;

Grupo IV= 9 ratas tratadas corn solucâo de valerato de

estradiol 	 subcutaneo

Grupo V = 9 ratas livres de qualquer tratamento (grupo

controle).

Os animais foram sacrificados nos dias 3, 7 e 10 apOs o inicio

dos tratamentos, sendo que a cada dia apenas trés animais de cada grupo

eram sacrificados, corn excecão dos animais do grupo V que foram todos

sacrificados no dècimo dia de tratamento. 0 sacrificio dos animais foi feito

por guilhotinamento, corn o recolhimento do sangue troncular para posterior

separacão do soro onde foram determinados os niveis de estradiol por

tecnica de fluorimunoensaio. Cada animal teve seu 1.1tero dissecado e

pesado.

2.4.2 Doseamento de estradiol*

Anâlise realizada por mêtodo imunofluorornêtrico sobre fase

sOlida, utilizando Kit DELFIA® estradiol WALLAC, que consiste de

anticorpos policlonais de coelho marcados corn eurOpio. Utilizou-se

fluor8metro DELFIA® modelo 1232 WALLAC, corn excitacâo a 320 nm e

emissâo do eurOpio a 615 nm.

*A4ise realizada pelo farmac6utico Francisco Lhullier do Servico de

Radioimuno ensaio do Hospital de Clinicas / Porto Alegre.
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2.5 DESENVOLVIMENTO DE METODOLOGIA PARA DETERMINACAO

QUALITATIVA E QUANTITATIVA DE ESTRADIOL POR

CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE)
0

2.5.1 Ensaios preliminares

2.5.1.1 Preparo da solugao padrao

Foi preparada uma solugâo de estradiol contendo

aproximadamente 0,4 mg/ml, utilizando-se acetonitrila : agua (1:1) como

solvente, filtrada atraves de membranas de politretrafluoretileno corn
I 	 diárnetro de 13 mm e porosidade de 0,45 gm (Millipore FHLP 013).

2.5.1.2 CondigOes cromatografica

Coluna: Lichrosorb RP 8 (5gm, 25 x 4 mm i.d.)

Prè-coluna: Bondapack C18 / Corasil (37 - 50gm)

Fase men/el: Acetonitrila : âgua (1 : 1)
p 	

Fluxo: 1,0 ml / min

Injegâo de 20 IA (por alga dosadora Rheodyne)

Detecg5o: U.V = 280 nm

Sensibilidade = 0,050 AUFS

Filtro = 1,2

Registro: 	 Atenuagclo = 512

Velocidade de registro = 0,5 cm / min

Este sistema proporcionou uma pressao de aproximadamente 14 atm.

Fase mOvel filtrada em membranas Millipore FWLP ( porosidade de

I
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0,5pm), sob pressao reduzida e desgaseificada por acâo de ultra-som e

pressao reduzida.

2.5.2 Curva Padrão de Estradiol

Foram preparadas solugOes corn concentraOes de 1, 2, 4, 8,

12, 16, 20, 24, 28 e 32 ug / ml de estradiol em acetonitrila. Cada solucão foi

filtrada como descrito em 2.5.1.1 e aplicada no sistema cromatografico em

triplicata. Os cromatogramas obtidos foram avaliados conforme suas areas

sobre os picos, onde foram determinadas as mêdias das mesmas, corn seus

respectivos desvios e coeficientes de variacao percentual. As areas foram

expressas em mV.s.

II 	 As medias das areas referentes a cada concentracão foram

plotadas em grafico de concentracao x area, onde foram calculados o

coeficiente de correlacao linear da curva e a equacao da reta gerada

atravês da regressao linear.

2.5.3 Preparacão das amostras de gel para analise por CLAE

Ilk
	

2.5.3.1 Preparacao de amostras de gals de base de carbOrnero

Foram preparadas diluicOes dos geis de carbOmero em

acetonitrila preparados como descrrito em 2.3.1.7 (p. 40), Foram pesadas

exatamente cerca de 500 mg das amostras diretamente em bard()

volumatrico de 10 ml corn o auxilio de seringa, fornecendo uma

concentracão de cerca de 30 lig / ml de estradiol. ApOs a adigão de

acetonitrila a dispersao foi agitada vigorosamente, e homogeneizada por

ultra-som durante 1 min. As amostras foram filtradas como em 2.5.1.1 e

aplicadas em triplicata. Corn as areas obtidas, calcularam-se as madias das

1
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mesmas corn os respectivos desvios e coeficientes de variacâo percentual

para cada amostra.

2.5.3.2 Preparacâo de gel padrao de estradiol corn base de carbOrnero
I 	 (m/m)

Foi preparado gel corn base de carbOrnero (conforme

formulacao 2.3.1.7 p. 41), onde todos os constituintes da formulacao foram

exatamente pesados.

2.5.3.3 Verificacao da eficiancia de extracao de estradiol

0
	

Foram preparadas cinco amostras do gel padrao (2.5.3.2),

conforme descrito em 2.5.3.1. 0 sistema cromatografico consistia de:

Coluna: Lichrospher RP 8 10 j.im (250 x 4 mm di)

Pre-coluna: Bondapak C18 (37 - 50 jAm)

Fase mOvel: Acetonitrila : dgua (44:56)

Fluxo: 2 ml / min

Volume injetado: 201.11.
10 	 As areas referentes aos picos de estradiol foram comparadas

corn padrao de estradiol corn concentracao de 30,0 pg / ml em acetonitrila.

Os resultados foram expressos em percentual de extracao.

2.5.3.4 Verificacao da eficiancia de extracao de metilparabeno

As areas referentes aos picos de metilparabeno, obtidas como

em 2.5.3.3 foram comparadas corn padrão de metilparabeno na

1
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concentracao de 15 lig / ml em acetonitrila. Os resultados foram expressos

em percentual de extracao.

2.5.3.5 Verificacão da eficiancia de extracao de propilparabeno

As areas referentes aos picos de propilparabeno, obtidas como

em 2.5.3.3 foram comparadas corn padrao de propilparabeno na

concentracao de 5 gig / ml em acetonitrila. Os resultados foram expressos

em percentual de extracao.

2.5.3.6 Preparacao de amostras de gels de base de hidroxietilcelulose

Foram pesados exatamente cerca de 250 lig do gel direto em

balao volurnêtrico de 5 ml. Em seguida, adicionaram-se sob agitacao

constante 4,0 ml de agua destilada previamente aquecida a

aproximadamente 70 °C, sob constante agitacao. ApOs o arrefecimento da

dispersao, completou-se o volume corn acetonitrila sob agitacão vigorosa

por cerca de 30 s. Em seguida as amostras foram submetidas a sonificagao

durante 1 min. Sendo, posteriormente, centrifugadas a 2500 rpm durante 5

min. 0 sobrenadante foi entao filtrado como em 2.5.1.1 (p. 47) e aplicado

em triplicata. Corn as areas obtidas calcularam-se as módias das mesmas

corn os respectivos desvios e coeficientes de variacao percentual para cada

amostra.

2.5.3.7 Preparacao de gel padrao de estradiol corn base de

hidroxietilcelulose
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Foi preparado gel corn base de hidroxietilcelulose (conforme

2.3.4.4 p. 45), onde todos os constituintes da formulagao foram exatamente

pesados.

2.5.3.8 Verificagao da eficiancia de extracao de estradiol dos geis de base

de hidroxietilcelulose

Foram preparadas cinco amostras do gel padrao (obtidos como

em 2.5.3.5) conforme descrito em 2.5.3.4 (p. 49). As amostras foram

aplicadas em triplicata no sistema cromatografico que consistia de :

Coluna Lichrosorb RP 8 5µm (250 x 4 mm di)

Pre-coluna Lichrosorb RP 18 5 gm

Fase mOvel acetonitrila:agua (45:55)

fluxo 1,2 ml / min

Volume injetado de 201.11

Deteccao ultravioleta 280 nm

As areas referentes ao pico de estradiol foram comparadas

com padrao de estradiol na concentragao de 30,0 gg / ml em acetonitrila. Os

resultados foram expressos em percentual de extragao.

2.5.3.9 Verificagao da eficiancia de extragao do metilparabeno de gêis de

hidroxietilcelulose

As areas referentes ao pico do metilparabeno obtidas de

cromatogramas como em 2.5.3.3 (p. 49) foram comparadas corn as do

padrão de metilparabeno na concentragao de 15 µg/ml em acetonitrila. Os

resultados foram expressos em percentual de extragao.

111
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2.5.3.10 Verificacâo da eficiOncia de extracâo do propilparabeno de geis de

hidroxietilcelulose

As areas referentes ao pico do propilparabeno obtidas de

cromatogramas como em 2.5.3.3 (p. 49) foram comparadas corn as do

padrão de propilparabeno na concentracao de 5 pg/m1 em acetonitrila. Os

resultados foram expressos em percentual de extracão.

2.6 DETERMINACAO DA CONSISTENCIA

Para a determinacão da consistencia foi utilizado penetrOmetro

munido de haste metOlica e de urn cone padronizado, o qual pesou 102,6 g,

conforme descrito por KNORST (1991). As amostras foram colocadas no

recipiente de medicão, evitando-se a inclusão de ar e efetuando-se o

nivelamento da superficie corn espâtula. 0 recipiente contendo amostra foi

colocado sobre a mesa do penetrOmetro, procedendo-se corn a

aproximacOo do cone ate leve contato corn a amostra. ApOs o ajuste do zero

da escala, a haste corn o cone era liberado para a queda e conseqUente

penetracão na amostra, mantendo-se a haste Iivre durante cinco segundos.

Posteriormente efetuou-se a leitura da penetracdo em dêcimos de

m i I imetros.

0 resultado foi calculado a partir da media de oito

determinacOes.



D
53

D

I

2.7 DETERMINACAO DA ESPALHABILIDADE

Foi empregada metodologia descrita por KNORST (1991), corn

a colocagão de uma fonte luminosa na parte inferior da lamina de vidro

suporte e corn a adigão de urn corante hidrof6bico (Sudan III (C.I 26100) 3

% em vaselina liquida) em tomb das porgOes de amostra, corn a finalidade

de facilitar a visualizacao da evolugao dos diametros das amostras.

Utilizaram-se as mesmas placas-molde e suporte. As amostras

foram introduzidas no officio da placa-molde e a superficie das mesmas foi

nivelada corn espatula. Ao redor das amostras foram colocadas algumas

gotas da solugao corante. Sobre as amostras foram colocadas placas-carga

de vidro previamente pesadas com intervalos de 1 minuto, procedendo-se

corn a medicao do diametro em dois sentidos, corn a posterior determinagão

do diametro medio. As operagOes de adicao de placas e determinacao dos

diametros foram repetidas a cada minuto ate urn total de 16 a 17 placas.

A espalhabilidade (Ei), determinada a temperatura ambiente foi

calculada atravas da equagao:

Ei = d2xx
4

(1)

Onde: Ei = espalhabilidade da amostra para o peso i (mm2 )

d = diametro madio (mm)

Os valores de espalhabilidade em funcao da massa foram

calculados com o auxilio de programa montado em calculadora HP 32S corn

posterior plotagem em graficos e correspondem a media de trés

determinagOes.

I
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2.8 AVALIACAO MICROBIOLOGICA (FARMACOPEIA, 1988; KNORST,

1991)

Os ensaios foram realizados em camara de fluxo laminar

horizontal, utilizando-se meios de cultura extemporaneos, esterilizados

imediatamente antes do uso. A vidraria foi esterilizada em estufa a 200 °C,

durante uma hors e os diluentes, solugOes e acessOrios esterilizados em

autoclave a 121 °C, durante quinze minutos.

2.8.1 Contagem de microrganismos viâveis totais

Na contagem de microrganismos viAveis totais, para a

preparagao de tampao cloreto de &kilo peptona (pH 7,0) contendo

neutralizantes. Foram pesados , 3,0 g de polissorbato 80 e 0,3 g de lecitina

em erlenmeyer de 250 ml e dissolvidos em banho de agua a 40 °C, pela

adigao de 90,0 ml de tampao cloreto de sOdio-peptona, pH 7,0.

Para a preparagao das amostras foram separadas,

aleatoriamente, très embalagens.A limpeza externa das mesmas foi feita

corn algodáo embebido em etanol 70 %. 0 conteCido das mesmas foi

homogeneizado em gral de porcelana e 10,0 g da amostra foram pesados

assepticamente, em erlenmeyer de 250 ml. A seguir, o volume foi

completado a 100 ml corn tampao cloreto de sOdio-peptona contendo

neutralizantes. A mistura foi homogeneizada sob agitagao magnêtica para a

inativagao do sistema conservante. A partir desta diluigao na proporgdo de

1:10, foi procedida a diluigao em proporgOes 1:100, 1:1000 e 1:10000,

utilizando-se tampao cloreto de sOdio-peptona, como diluente. ApOs, foi

realizado o "plaqueamento das diluigOes pipetando-se 1,0 ml das mesmas

1
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em placas de petry de 100 x 20 mm em triplicata e adicionando-se a cada

uma delas 20,0 ml do meio de cultura.

Para a pesquisa de fungos foi utilizado meio agar-sabouraud-

dextrose e para a de bacterias, agar de caseina-soja. As placas foram

incubadas em estufa a 25 °C durante 7 dias, para o crescimento de fungos e

a 37 °C durante 5 dias para o crescimento de bacterias. Paralelamente, nas

mesmas condicties citadas, foram incubadas placas contendo meio de

cultura, meio de cultura e diluente, meio de cultura e neutralizante e meio de

cultura e polissorbato, como branco de ensaio. A contagem de

microrganismos foi realizada corn auxilio de contador de colOnias munido de

lupa e luz indireta. 0 calculo da media aritmetica de cada diluicao foi

efetuado a partir do nUrnero de colOnias observado nas placas, calculando-

se o nUmero de microrganismos por grama, para cada diluicao e

multiplicando-se o ni.imero de colOnias pela diluigão utilizada. Os resultados

foram expressos em unidades formadoras de colOnias (UFC).

2.8.2 Pesquisa de Staphylococcus aureus (ANTUNES, 1991)•

0 ensaio baseia-se na deteccao da enzima coagulase,

caracteristica exclusiva dos Staphylococcus aureus dentre as especies

deste genero que ocorrem em humanos. 0 teste realizado em tubo corn

colOnia de 12 h com determinagOes em paralelo de cepa de Staphylococcus

aureus ATCC 6538-P e cultura positiva de Staphylococcus aureus do

LaboratOrio de Analises Clinicas desta Faculdade.

* Teste realizado pela farmaceutica Ana Maria Antunes do

LaboratOrio de Analises Clinicas desta Faculdade.
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2.9 AVALIACAO DA LIODISPONIBILIDADE

2.9.1 Celula de cedancia

Para a avaliagão da cedancia in vitro foi desenvolvido um

dispositivo de liberagao (figura 6) que consiste de duas pegas de ago

inoxidavel delimitando as cameras aceptoras, urn anel de Teflon®

constituindo a camera doadora, anais de vedagao ern cada uma das pegas

de ago e duas grades metalicas de 25 mm de diametro que dão a

sustentagao as membranes.

Ilf

■ 	 cArneirei de cedar-Iola

1.- las trim

oriel de teflon

filtro de rnernbireinel
-telei de protegZio

1 A

oriel de vedecil o

rarerfuso de fixeigilo

Figura 6 Desenho esquernatico da calula de cedancia (dimensties em mm)

2.9.2 Testes preliminares
I
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As amostras foram pesadas diretamente no orificio central da

°Amara doadora corn o preenchimento total da mesma. As camaras doadora

e aceptoras foram separadas por membrana de acetato de celulose de 0,45

de porosidade e 25 mm de didmetro (Millipore HAWP 025 00),

membranas de colOdio corn dodecanol ou papel de filtro. 0 dispositivo foi

fechado e conectado a tubos de Tygon ®, atraves dos quais circulou o

liquido aceptor mediante o auxilio de bomba peristaltica em sistema

fechado. 0 meio de cedencia constituido de 50 ml de agua foi colocado em

erlenmeyer de 50 ml e mantido a temperatura de 37 ± 1 °C corn o auxilio de

banho termostatizado e sob constante agitagdo obtida com agitador

magnetico. A velocidade de fluxo foi regulada em 100 ml / h efetuando-se

coletas de 3,0 ml da fase aceptora a cada hora durante 6 horas e apOs

passadas 15 horas.

As amostras foram filtradas como em 2.5.1.1 (p. 47) e injetadas

no sistema cromatografico que consistia de :

coluna Lichrospher RP 8 51.1m (250 x 4 mm di)

pre-coluna Lichrospher RP 18 5iim

♦ 	 fase mOvel acetonitrila : agua (45:55)

fluxo de 1,2 ml / min

detecgdo ultravioleta 280 nm (Waters 486)

Para a quantificagdo de estradiol compararam-se as areas dos

picos referentes ao estradiol corn as do padrao do mesmo na concentragdo

de 10 pg / ml em acetonitrila : agua (1 : 1)



I
58

2.10 PRE-TESTE DE ABSORCAO DE ESTRADIOL EM MEMBRANAS DE

COLODIO COM DODECANOL

Para a avaliagao da absorgao de estradiol por membranas de

colOdio foi utilizado urn dispositivo proposto por NEUBERT (1991) (figura 5

p. 25), que consiste de discos de poliacrilato (Piacryl ®) corn 4 cm de

diametro e 4 mm de espessura, tendo alguns destes discos (discos padrao)

urn officio quadrado central de area de 4 cm 2, onde sao aplicadas as

amostras. Foram colocados ao mesmo tempo cinco destes sistemas em

banho termostatizado 32 ± 1 °C sendo o sistema retirado passadas 3 e 4 h.

2.10.1 Determinagao da absorgao de estradiol de gais corn base de

carb6mero (preparados como descrito em 2.3.1.7 (p. 40)

As calulas descritas em 2.10 foram revestidas corn papel

aluminio a partir da placa base, sobre a qual foi colocada membrana de

colOdio previamente pesada. Em seguida foi colocado o disco padrao onde

foi aplicado corn espâtula uma quantidade exatamente pesada de gel.

As amostras e membranas foram deixadas em contato durante

os tempos e condigOes estabelecidas no item anterior, o sistema foi retirado

do banho termostatizado e cada uma das membranas separada. Os gais

que haviam sido aplicados foram raspados corn auxilio de espâtula e a

membrana pesada novamente.

ApOs a exposicao das membranas aos géis, as mesmas foram

tratadas corn 4,0 ml de acetonitrila. A dispersao foi homogeneizada em

ultra-som e posteriormente filtrada como em 2.5.1.1 (p. 47) e aplicadas em

triplicata n•sistema cromatografico como em 2.5.3.3 (p. 49) corn fase mOvel

acetonitrila:âgua (47:53) e fluxo de 1,2 ml / min. As areas dos picos
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referentes ao estradiol foram comparadas corn a area de padrao de

estradiol 11.1g / ml em acetonitrila.

2.10.2 Determinagâo da absorgao estradiol de gels corn base de

hidroxietilcelulose (preparado como em 2.3.4.4, p. 45)

Procedeu-se como em 2.10.1

2.10.3 Determinagao da absorgao de estradiol de gel comercial (Oestrogen)

Determinou-se como em 2.10.1

2.11 ANALISE TERMICA

Tais analises foram realizadas por calorimetria diferencial de

varredura, utilizando-se calorimetro descrito no item 2.1.3 (p. 31)

2.11.1 Analise de substancias isoladas e de suas misturas

As analises foram efetuadas corn amostras de

aproximadamente 5,0 mg, na faixa de temperatura de 20 a 200 °C e

velocidade de varredura de 20 °C / min, corn a repetigão do ciclo para

algumas amostras.

I

III

1
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2.11.2 Anâlise dos gêis

Foram pesados aproximadamente 10 g dos geis a serem

analisados e colocados em banho de vapor ate a obtencao de residuo seco.

Este residuo foi entao analisado como em 2.11.1, na faixa de temperatura

de -40 a 200 °C e com varredura de 20 °C / min.

Determinacties realizadas pelo Prof. Dr. Marco Aurelio de Arat:rjo do

Instituto de Quimica desta Universidade.

2.12 PRE-TESTE DE ESTABILIDADE

Foram envasados cerca de 10 g dos geis de estradiol corn

base de carbOmero e de hidroxietilcelulose (preparados como em 2.3.1.7, p.

40 e 2.3.4.4, p. 45) em tubos de aluminio revestidos corn resina epOxi e corn

tampa rosqueavel. Os tubos foram enchidos com auxilio de bisnaga plastica

e fechados manualmente corn dobradura triplice. Cada um dos gêis foi

estocado em geladeira (10 ± 1°C), temperatura ambiente(25 ± 2 °C), e a 35

e 45 °C em estufas termostatizadas.
11 	 Os gêis foram analisados no dia zero (24 h apOs preparagao),

quanto as caracteristicas organolepticas, teor de estradiol e

espaihabilidade. As determinacties do teor de estradiol, espaihabilidade e

caracteristicas organolepticas foram realizadas apOs decorridos 4, 8, 12, 16,

20, 24 e 28 dias de armazenamento. 0 perill de liodisponibilidade foi

novamente avaliado no vigasimo oitavo dia de estocagem.

2.12.1 Avaliagao do teor de estradiol

A quantificagao do estradiol foi realizada atraves de CLAE.
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2.12.1.1 Quantificagao de estradiol, metilparabeno e propilparabeno em gêis

de carb6mero

As amostras foram preparadas como em 2.5.3.1 (p. 48) e

aplicadas no sistema cromatografico que, inicialmente, possuia as mesmas

caracteristicas do item 2.5.3.3 (p. 49), sendo posteriormente alteradas as

condigtoes de fase mOvel para acetonitrila:agua (39 : 61) e de fluxo para 2 ml

/ min.

As areas referentes aos picos de estradiol, metilparabeno e

propilparabeno de cada uma das amostras foram comparadas corn as

respectivas areas de cada substancia nas amostras no tempo zero, onde foi

atribuido urn teor de 100 %. Os resultados foram expressos atraves do

percentual de cada substancia.

2.12.1.2 Quantificagao de estradiol metilparabeno e propilparabeno em gèis

de base de hidroxietilcelulose

As amostras foram preparadas como em 2.5.3.4 (p. 49) e

aplicadas em triplicata no sistema cromatografico descrito em 2.5.3.6. (p.

50)

As areas referentes aos picos de estradiol, metil e

propilparabeno de cada uma das amostras foram comparadas corn as

respectivas areas de cada substancia nas amostras no tempo zero, onde foi

atribuido urn teor de 100 %. Os resultados foram expressos atravês do

percentual de cada substancia.

I



2.12.2 Avaliageo da espalhabilidade (Ei)

Os geis constituidos das bases de carbOrnero e

hidroxietilcelulose, armazenadas nas condicOes descritas em 2.12 (p. 60),

foram submetidas ao teste de espalhabilidade em seguida a retirada das

amostras dos locais de armazenagem, deixando-as cerca de uma hora para

regulageo a temperatura ambiente. 0 procedimento foi o mesmo descrito em

2.7 (p. 53), bem como o calculo dos valores dos indices de espalhabilidade.

Os valores de Ei correspondem a media de fres determinageles.

2.12.3 Avaliagao organoleptica

No momento da retirada das amostras para avaliagao da

espalhabilidade dos geis procedeu-se corn a observageo do odor e

colorageo das amostras.

2.13 ANALISE ESTATISTICA

Os calculos estatisticos foram utilizados para a descrigeo do

comportamento individual das varieveis em estudo, onde foram

determinadas as módias, desvios padrOes e coeficientes de variageo

percentual. Para as analises de pares de varieveis entre as quais supunha-

se haver dependencia linear foram calculado os coeficientes de regressao

linear e correlagao linear de Pearson (r).

Testes nos quais existiam mais de duas varieveis e/ou exigiam

a comparageo de dois ou mais grupos constituidos sempre do mesmo

nOrnero de individuos, utilizou-se o procedimento do quadro que segue:
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Comparacao
entre grupos
corn duas ou
mais variáveis

Comparagao
entre dois

grupos

Comparacao
entre dois

grupos

Comparagao
entre grupos
corn duas ou
más variaves

Avaliagao da homogeneidadde da variancias
(teste de Bartlett)
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4-

Amostras homogéneas 	 Amostras heterogèneas

Analise da Teste t Teste Teste de
Variancia de de Mann-Whitney-
(ANOVA) Student Kruskal-Wallis viilcoxon      

Teste
de

Tukey  

Teste de
Mann-Whitney-

wilcoxon             

Figura 7 Representagâo esquernatica dos procedimentos estatisticos

p
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3. RESULTADOS

r



Teste 

Perda por dessecagão

p H

Especificagão

mâximo 2 %

7,3 a 7,8

Resultado

1,90 ± 0,13 % (n=3)

7,5 (n=3 
)

Teste 

Identificagâo

A

B

C

Perda por dessecacâo

H

Especificagão

cor vermeiho pUrpura

precipitado branco fino

precipitado branco fino

mâximo 10,0 %

6,5 - 8,5

Resultado

de acordo

de acordo

de acordo

6,55 ± 0,1 % (n=3)

6,73 ± 0,06

I
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3.1 CARACTERIZACAO DAS MATERIAS-PRIMAS

3.1.1 CarbOmero 940

Tabela 1: Testes utilizados para carbOrnero

3.1.2 Carboximetilcelulose sOdica

Tabela 2: testes utilizados para CMC Na

I

1



EspecificagaoTestes Resultado

Identificagão

A

B

Gravidade especifica

Subs. insolUveis em agua

Residuos ndo volateis

Acidez

cor azul no papel de filtro

precipitado amarelo

de acordo

de acordo

0,810

de acordo

0.8 mg

0,65 ml

0,812 a 0,816

mistura deve manter-se limpida

mdximo 1,0 mg

maxim° 0,90 ml NaOH 0,02 M

3.1.3 Etanol

Tabela 3: Testes utilizados para etanol

3.1.4 1713- estradiol

Identificagão:

Espectro infravermeiho obtido, e o do padrao de DIBBERN

(1978) sac) sobreponiveis (figura 8) .

Espectro ultravioleta obtido, confere corn espectro de padrao

de DIBBERN (1978), (figura 9).

Ponto de fusao:

Dificil visualizacao da faixa do ponto de fusäo devido ao

tamanho reduzido das particulas, faixa de fusao observada entre 170 -

180 °C.
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Figura 9 Espectro na regiâo ultravioleta de 1713-estradiol em metanol



<34 	 12,87

68 	 26,31

102 	 37,84

136 	 47,03

170 	 52,27

204 	 55,42

238 	 59,04

272 	 61,90

306 	 63,81

340 	 66,29

374 	 68,20

408 	 70,01

442 	 71,92

476 	 73,73

510 	 75,73

544 	 76,97

578 	 80,79

612 	 82,50

646 	 83,83

680 	 84,69

714 	 85,93

748 	 87,07

782 	 88,40

816 	 89,73

850 	 90,68

884 	 91,92

918 	 92,68

952 	 93,44

986 	 93,92

1020 	 94,78

1054 	 95,54

1088 	 96,40

1122 	 96,69

1156 	 97,07

1190 	 97,64

1224 	 97,83

1258 	 98,02

1292 	 98,31

1326 	 98,31

1360 	 98,40

1394 	 98,78

1428 	 98,97

1496 	 99,06

1564 	 99,15

1598 	 99,24

1768 	 99,33

1870 	 99,42

D
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Ariâlise granulometrica:

Tabela 4 Distribuigão granulometrica do estradiol Sigma ®

Dibmetro Frecpència

(gm) 	 cumulativa

(%) 	 (%) 	 (%)

I

Dibmetro 	 FreqUOncia

(I-tm) 	 cumulativa

Diametro 	 Freqiiência

(gm) 	 cumulativa

I



Didmetro FreqUdncia Diametro FreqUéncia

(11m) cumulativa (11m) cumulativa
(%) (%)

0,90 8,07 6,00 67,53

1,10 11,62 7,50 78,50

1,30 14,86 9,00 86,04

1,50 17,87 10,50 90,90

1,80 22,05 12,50 94,78

2,20 27,20 15,00 97,38

2,60 32,03 18,00 98,86

3,10 37,81 21,00 99,49

3,70 44,52 25,00 99,82

4,30 51,01 30,00 99,99

5,00 58,28 36,00 100,00

Didmetro FreqUéncia

(Pm) 	 cumulativa

(%)

	43,00	 100,00

	

51,00 	 100,00

	

61,00 	 100,00

	

73,00 	 100,00

	

87,00 	 100,00

	

103,00 	 100,00

	

123,00 	 100,00

	

147,00 	 100,00

	

175,00 	 100,00

Especificacdo ResultadoTestes

permanecer limpido

formacdo de filme

coloracdo vermeiha

)
de acordo (6.82 %Caor desseca 0P

pH
Perda

6,5 - 8,0

nao exceder 10,0 %

5,2

de acordo

de acordo

Identificacdo

A

B
C

Tabela 5 Distribuigdo granulornêtrica do estradiol micronizado

3.1.5 Hidroxietilcelulose

• 	 Tabela 6 Testes utilizados para hidroxietilcelulose

70
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3.1.6 Metilparabeno

Identificacao:

Espectro de infravermeiho confere corn espectro padrao de

DIBBERN (1978), (figura 10).

Espectro de ultravioleta obtido, confere corn espectro de

padrão de DIBBERN (1978), (figura 12).

Determinacão do ponto de fusdo:

131 -134 °C.

Perda por dessecagao:

0,38 %, as perdas nao excedem os 0,5 % estipulados.

3.1.7 Polissorbato 20

Tabela 7 Testes realizados para polissorbato 20

Teste 	 Especificacao 	 Resultado

Identificagao

A 	 solucao opalescente 	 de acordo

indice de Saponificacao 	 40 a 50 	 49,55

3.1.8 Propilparabeno

Identificacao:

Espectro infravermeiho obtido confere corn espectro padrao de

DIBBERN (1978), (Figura 11).

II

1
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Ponto de fusao:

95 a 100 °C.

Perda por dessecagao:

I
	

0,39 %, as perdas nao excedem os 0,5 % estipulados.

3.2 DESENVOLVIMENTO DOS GETS

3.2.1 ObservagOes

Os gels foram analisados de forma preliminar quanto a suas

caracteristicas organolèpticas, fazendo-se, sempre que possivel, uma

comparagao corn o Oestrogel®.

3.2.1.1 Bases de Cart)Omer°

3.2.1.1.1 Formulagao A

Observou-se turvagao inicial quando a solugao etandlica de

estradiol foi vertida sobre a dispersao aquosa de carbOrnero, que

desapareceu dentro de uma semana.

It

3.2.1.1.2 Formulagao B

No momento da preparagao ocorreu pequena turvagbo que foi

eliminada corn a adicao de NaOH. 0 polissorbato utilizado apresentava-se

levemente amarelado, conferindo esta caracteristica ao produto final.

1
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3.2.1.1.3 Formulagao C

Ocorreu turvagbo no momento da preparag5o, que persistiu ate

15 dias al:6s preparagao. A consistència parece ser bem major que os

0
	 outros gêis de cart:timer° desenvolvidos.

3.2.1.1.4 Formulagão D

Obteve-se urn gel turvo, corn caracteristicas de consisténcia

semelhantes aos demais geis de carbOmero, caracteristica esta, que se

mantám mesmo apais passados 15 dias.

3.2.1.1.5 Formulagao E

0
	 Gel obtido corn apardncia bastante prOxima do Oestrogel®.

Observa-se grande quantidade de ar incluida no gel.

3.2.1.1.6 FormulagOes F e G

Produtos corn grande turvagâo que diminui no momento da

alcalinizagao e retorna ao promover-se a homogeneizagão final corn

espâtula.

D
3.2.1.2 Bases de carboximetilcelulose sOdica

3.2.1.2.1 Formulagao A

0 gel obtido apresentou leve turvagbo, corn consistência bem

menor que os geis obtidos corn carbeimero.

1
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3.2.1.2.2 Formulagão B

0 gel assim obtido apresentou intensa turvacao que

0
	 desapareceu apOs sete dias, apresentando aspecto grumoso.

3.2.1.3 Bases de metilcelulose

3.2.1.3.1 Formulagao A

0 gel obtido apresentou-se corn forte turvagbo, sem mostrar

granulos.

11
	 3.2.1.3.2 Formulageles B e C

Ambas formulacties apresentaram-se liquidas, mesmo

decorridas 24 h, nao sofrendo a gelificagao.

3.2.1.4 Bases de hidroxietilcelulose

3.2.1.4.1 Formulagao A

I
	 Ocorreu turvagão no momento da mistura da solugão etanOlica

de estradiol a dispersao celulOsica. Passados 30 min comegou a ocorrer

uma separagao de fases, que, pela homogeneizacao conduziu a urn gel

turvo. Passadas 12 h havia ainda persistancia da turvagao.

3.2.1.4.2 Formulagao B

Ocorreu leve turvagão no momento da mistura da solugao

etanOlica de estradiol a dispersao celulOsica, que tende a desaparecer corn

a posterior formacâo de espuma. Passadas 12 h observou-se urn gel

1
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semelhante ao Oestrogel® e corn reducao da turvacao, porem corn grande

quantidade de boihas de ar.

I
	 3.2.1.4.3 Formulacties C e D

Produtos obtidos corn caracteristicas bastante prOximas as

caracteristicas do Oestrogel®.

3.3 PRE-TESTE DE PERMEABILIDADE DO ESTRADIOL ATRAVES DA

PELE

Tabela 8 Valores de peso uterino e niveis de estradiol (E2)

11
Grupo 	 peso uterino (mg) 	 E2 (pg/ml)

111

dia 4	 dia 7 	 dia 10 	 dia 4 	 dia 10

I gel HEC

	(2.3.4.4 p. 45) 295±22* 385±46* 407±38* 3271±126* 	 7391±206* 

II gel CBP

(2.3.1.7 p. 41) 	 265±21* 355±21* 353±47* 4691±186* 	 10091±126* 

III Oestrogel

	

340±5* 358±16* 349±21* 4241±46* 	 809±184*

IV val E2

286±19* 302±18* 3582±2* 	 -	 6936±56*

controle

118±6 	 181±26

* diferenca significativa para a=0. 05.

I
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3.4 CROMATOGRAFIA LiQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

3.4.1 Ensaios Preliminares

Cromatograma do solugao padrao de estradiol de 400 pg / ml em

acetonitrila, apresentou tempo de retengao de 7,60 min, corn area media de

7453432 (mV. ․) corn urn desvio padrao de 65308 e coeficiente de variagao

percentual de 0,88(n=3).

3.4.2 Curva padrao de estradiol

Tabela 9 ConcentragOes de solugeies de estradiol em acetonitrila con"

respectivas areas dos picos referentes ao estradiol determinadas por CLAE

concentragao (g/ml) 	 area media(mV. ․ ) 	 is 	 CV %

1 22784 962 4,22

2 38102 508 1,33

4 710045 780 1,10

8 124135 1145 0,92

12 211401 1484 0,70

16 278181 1688 0,61

20 357658 2603 0,73

24 419023 2627 0,63

28 493093 2042 0,41

32 558156 2973 0,53

(n=3)

I

1



I
amostra area media(mV. ․ ) s CV % massa (mg)

padrao 424665 390 0,09

gel 1 429217 5997 1,39 500,6

gel 2 423503 1236 0,29 500,2

gel 3 438365 3687 0,84 501,4

gel 4 432081 2548 0,59 494,3

gel 5 426395 988 0,25 499,4

PE (%)

100

100,95

99,69

102,94

102,92

100,53

I
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P

3.4.3 Verificagão da eficiancia de extragao dos constituintes dos gels corn

base de carbOmero

3.4.3.1 Verificagao da eficiancia de extragao de estradiol

Tabela 10 Areas e percentual de extracao (PE) de estradiol de geis de

carb6mero

amostra 	 area media(mV. ․ ) 	 s 	 CV % massa (mg) PE (%)

padrao 	 113967 	 1822 1,60 	 500,0 	 100

gel 1 	 112754 	 356 	 0,32 	 500,6 	 98,81

gel 2 	 113647 	 757 	 0,67 	 501,4 	 99,44

gel 3 	 112740 	 851 	 0,75 	 494,3 	 100,06

gel 4 	 111747 	 507 	 0,45 	 499,0 	 98,25

gel 5 	 108508 	 2075 	 1,9 	 503,7 	 94,73 
(n=3)

3.4.3.2 Verificagao da eficiéncia de extragao de metilparabeno

Tabela 11 Areas e percentual de extragao (PE) de metilparabeno de gels de
carb6mero

I

(n=3)

1
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3.4.3.3 Verificacdo da eficiancia de extracâo de propilparabeno

Tabela 12 Areas e percentual de extracao (PE) de propilparabeno de gais

I 	 de carbOmero

amostra 	 area madia(mV. ․) 	 s 	 CV % massa (mg) 	 PE (%)

padräo 	 114503 	 432 0,38 	 - 	 100

gel 1 	 110396 	 428 	 0,39 	 500,6 	 96,30

gel 2	 113309 	 441 	 0,39 	 500,2 	 98,92

gel 3	 116517 	 828 	 0,71 	 501,4 	 101,47

gel 4	 110309 	 1867 1,69 	 494,3 	 97,45
I 	 gel 5	 111560 	 430 	 0,38 	 499,4 	 97,55 

(n=3)

3.4.4 Verificacão da eficiëncia de extracao de substancias de gais de base

de hidroxietilcelulose

3.4.4.1 Verificacao da eficiència de extracao de estradiol

II	
Tabela 13 Areas e percentuais de extracão (PE) de estradiol (E2) de gais de

hidroxietilcelulose (n=3)

area madia(mV. ․) s CV % massa (mg) PE (%)

441140 2361 0,54 100

425275 4399 1,03 489,2 98,53

451267 1986 0,44 504,4 101,40

431925 796 0,18 495,5 98,80

434130 1325 0,31 498,7 98,67

412068 2704 0,66 493,6 94,62

amostra

padrao E2

gel 1

gel 2

gel 3

gel 4

gel 5

I
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3.4.4.2 Verificagao da eficiancia de extracao de metilparabeno

Tabela 14 Areas e percentuais de extragao (PE) de metilpar\abeno de gais

de hidroxietilcelulose (n=3)

amostra 	 area madia(mV. ․) 	 s 	 CV % massa (mg) PE(%) 

padrao 	 1149745 	 2580 	 0,22 	 - 	 100,00

gel 1 	 1151391 	 6301 	 0,55 	 501,6 	 99,82

gel 2 	 1206804 	 1552 	 0,13 	 502,2 	 104,50

gel 3 	 1150257 	 4736 	 0,41 	 502,6 	 99,55

gel 4 	 1167934 	 963 	 0,08 	 502,6 	 101,06

gel 5 	 1042840 	 2790 	 0,27 	 497,2 	 91,21 

3.4.4.3 Verificagao de eficiancia de extracao de propilparabeno

Tabela 15 Areas e percentuais de extracao (PE) de propilparabeno de geis

de hidroxietilcelulose

amostra 	 area media(mV. ․) 	 s 	 CV % massa (mg) 	 PE(%) 

padrao 	 237727 	 1640 0,69 	 100,00

gel 1 	 242080 	 1172 	 0,48 	 501,6 	 101,51

gel 2 	 252116 	 5991 	 2,38 	 502,2 	 104,75

gel 3 	 236138 	 3324 	 1,41 	 502,6 	 98,82

gel 4 	 213923 	 2086 0,97 	 497,2 	 90,49

gel 5 	 240612 	 1689 	 0,70 	 502,6 	 100,69

(n=3)

1
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3.5 DETERMINACAO DA CONSISTENCIA

TABELA 16 Consistancia das bases de hidroxietilcelulose 2 % e carbOmero

0,5 %, determinadas corn penetrOmetro a temperatura ambiente (23 ± 2 °C)

Amostra Penetragao (mm)  

n 	 Pmedio ± s 	 CV%

Base hidroxietilcelulose 2 % 8 370,8±8,39 2,26

Base carbOmero 0,5 % 8 396,8±8,66 2,18

TABELA 17 Consistancia dos gals de estradiol (E2) con" as diferentes bases

Amostra 	 Penetragão (mm)

n 	 Pmadio ± s 	 CV%

Gel E2 hidroxietilcelulose 	 8 	 382,9 ± 8,17 	 2,13

Gel E2 carb6mero 	 8 	 388,7 ± 5,90 	 1,52

83
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3,6 - DETERMINACAO DA ESPALHABILIDADE.

TABELA 18 Valores de espalhabilidade (El) da base de carbOrnero em

fungao do peso adicionado

Peso (g) didmetro ± s (mm) CV % El (mm2)

46,78 38,0±1,80 4,74 1134,11

100,87 46,0±1,32 2,88 1661,90

148,33 51,8±0,58 1,11 2107,41

195,26 56,3±0,58 1,02 2489,69

263,10 59,5±0,50 0,84 2780,51

330,14 62,7±0,29 0,46 3087,63

378,09 65,2±0,76 1,17 3338,76

426,60 67,3±0,58 0,86 3557,30

496,87 69,2±0,76 1,10 3760,99

566,64 71,3±0,29 0,40 3992,72

637,64 72,7±0,29 0,40 4151,06

710,00 74,7±0,76 1,02 4382,59

759,19 76,0±0,50 0,66 4536,46

828,93 78,2±1,26 1,61 4802,90

878,33 79,9±1,13 1,25 5013,99

930,22 81,0±1,00 1,23 5153,00

(n=3)
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TABELA 19 Valores de espalhabilidade (El) de gel de carbOrnero

(formulagao 2.3.1.7, p. 41) em fungão do peso adicionado

Peso (g) 	 diárnetro±s (mm) 	 CV% 	 El (mm2)

46,78 	 37,5±0,0 	 0,0 	 1104,47

10,87 	 45,2±1,25 	 2,79 	 1604,60

148,33 	 50,2±1,53 	 3,04 	 1979,23

195,26 	 54,5±1,32 	 2,43 	 2332,83

263,10 	 58,2±0,29 	 0,50 	 2660,33

330,14 	 61,0±0,87 	 1,42 	 2922,46

378,09 	 63,2±0,58 	 0,91 	 3137,07

426,60 	 65,5±0,50 	 0,76 	 3369,55

496,87 	 67,0±0,50 	 0,75 	 3525,65

566,64 	 69,2±0,29 	 0,42 	 3760,99

637,64 	 71,3±0,29 	 0,40 	 3992,72

710,00 	 72,3±1,89 	 2,02 	 4105,50

759,19 	 74,2±0,29 	 0,39 	 4324,12

828,93 	 75,0±0,50 	 0,67 	 4417,86

878,33 	 76,0±0,87 	 1,14 	 4536,46

930,22 	 76,7±0,76 	 1,00 	 4620,41 

(n=3)

II
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TABELA 20 Valores de espalhabilidade (El) obtidos corn a base

hidroxietilcelulose 2 % em funcao do peso adicionado

I

Peso (g) diametrots (mm) CV% El (mm2 )

46,78 28,8±0,29 1,00 651,44

100,87 33,7±0,76 2,27 891,97

148,33 36,5±0,87 2,37 1046,35

195,26 38,4±0,80 2,09 1158,12

263,10 40,2±0,46 1,90 1269,23

330,14 42,2±0,95 2,24 1398,67

0 378,09 43,4±0,72 1,66 1479,34

426,60 45,0±0,50 1,11 1590,43

496,87 46,1±0,76 1,66 1669,14

566,64 47,3±0,38 0,81 1757,16

637,64 48,3±0,90 1,87 1832,25

710,00 49,0±1,00 2,04 1885,74

759,19 50,2±0,76 1,52 1979,23

0 828,93 50,9±1,01 1,98 2034,82

878,33 51,8±1,25 2,42 2107,41

930,22 52,7±1,26 2,39 2181,28

999,58 53,9±1,01 1,87 2281,75

(n=3)

1
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TABELA 21 Valores de espalhabilidade (El) de gel de hidroxietilcelulose 2

% (formulagão 2.3.4.4, p. 45) em fungâo do peso adicionado

Peso (g) diametrots (mm) CV% El (mm2)

46,78 30,5±0,0 0,00 730,62

100,87 35,5±0,25 0,70 989,80

148,33 38,8±0,38 0,98 1182,37

195,26 41,2±0,38 0,93 1333,17

263,10 43,7±0,14 0,33 1499,87

330,14 46,1±0,14 0,31 1669,14

378,09 47,7±0,14 0,30 1787,01

426,60 49,2±0,63 1,28 1901,17

496,87 50,7±0,29 0,57 2018,86

566,64 52,3±0,25 0,48 2148,29

637,64 53,5±0,43 0,81 2248,01

710,00 54,8±0,14 0,26 2358,59

759,19 55,9±0,38 0,68 2454,22

828,93 57,3±0,29 0,50 2578,69

878,33 58,3±0,38 0,65 2669,48

930,22 59,0±0,43 0,73 2733,97

(n=3)



3.7 AVALIAgA0 MICROBIOLOGICA

Tabela 22 Microrganismos viâveis totais (m.v.t.) e Staphylococcus aureus

(S.aureus) nos gêis de carbOrnero e hidroxietilcelulose (n=3)

Item Requisito

Gel

carbOmero hidroxietilcelulose

m.v.t.

bactênas <102 UFC/g* <10 UFC/g* <10 UFC/g*

fungos ausente ausente ausente

S. aureus ausente ausente ausente

* Unidades Formadoras de ColOnias por grama de produto.

3.8 AVALIAgA0 DA LIODISPONIBILIDADE

As amostras submetidas ao ensaio de cedència in vitro (g6is

de carbOmero, hidroxietilcelulose e Oestrogel®), corn as membranas de

acetato de celulose, colcidio + dodecanol e papel de filtro, não apresentaram

quantidades detectâveis de estradiol por espectrofotometria no ultravioleta

no liquido aceptor mesmo apOs decorrido 15 h de circulacâo do I Iquido

aceptor.

88
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3.9 PRE-TESTE DE ABSORCAO DE ESTRADIOL EM MEMBRANAS DE

COLODIO COM DODECANOL

3.9.1 Doseamento de estradiol em membranas de colOdio al:D(5s 3 h em

contato com gals de hidroxietilcelulose

Tabela 23 Quantidades de estradiol (Q) nas membranas de colOdio em

contato durante 3 h com gel de hidroxietilcelulose

membrana area media(mV. ․ ) s CV % Q(pg)

1 72392 2917 4,03 21,84

2 93892 578 0,62 28,36

3 113342 6621 5,84 33,52

4 96395 195 0,20 29,08

5 58646 2060 3,51 17.04

Tabela 24 Relagao AE entre a quantidade aplicada de gel de hidroxietil-

celulose (Ga) e a quantidade absorvida de estradiol (Qa), para contato de 3

h.

membrana 	 massa (mg) Ga (mg) massa abs.. (mg) Qa(pg) 	 E

1 50,0 87,1 2,6 21,84 3.99

2 59,1 70,2 1,4 28,23 2.49

3 49,2 99,5 1,4 33,52 2.97

4 57,8 63,1 1,5 29,08 2.17

5 59,3 95,3 1,3 17,04 2.59



0
90

10

3.9.2 Doseamento de estradiol em membranas de cols:kilo apOs 4 h em

contato corn gals de hidroxietilcelulose

Tabela 25 Quantidade de estradiol (Q) em membranas de colOdio em

contato com gels de hidroxietilcelulose durante 4 h

membrana area media(mV. ․) s CV % Q (i.tg)

1 73999 2688 3,63 22,32

2 136609 14110 10,32 41,24

3 139164 4757 3,42 42,0

4 92504 2759 2,98 27,92

5 69593 1023 1,47 21,00

Tabela 26 Relacâo DE entre a quantidade aplicada de gel de hidroxietil-

celulose (Ga) e a quantidade absorvida de estradiol (Qa), para 4 h de

contato.

membrana massa (mg) Ga (mg) massa abs. (mg) Qa(pg) 	 E

1 36,6 53,2 3,8 22,32 2.38

2 42,8 90,9 0,6 41,24 2.20

3 57,7 95,9 3,2 42,00 2.28

4 58,8 64,4 1,1 27,92 2.31

5 57,2 55,4 1,9 21,00 2.64

0

1
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3.9.3 Doseamento de estradiol em membranas de colddio apOs 3 h de

contato corn Os de carbOmero

Tabela 27 Quantidade de estradiol (Q) em membranas de colOclio em

contato corn gals de carbOmero durante 3 h

membrana area madia(mV. ․ ) s CV % Q (pg)

1 66677 3102 4.65 16,28

2 97012 3210 3.31 23,68

3 65511 2900 4.43 15,96

4 135902 5200 3.82 33,16

5 98799 7560 7.65 24,12

Tabela 28 Relagao AE entre a quantidade aplicada de gel de carbOmero

(Ga) e a quantidade absorvida de estradiol (Qa), para 3 h de contato

membrana massa (mg) Ga (mg) massa abs. (mg) Qa(pg) E

1 61,5 56,8 3,3 16,28 3,49

2 57,7 76,0 3,7 23,68 3,21

3 55,7 57,4 1,6 15,96 3,60

4 56,4 95,2 2,9 33,16 2,87

5 33,7 57,0 1,8 24,12 2,36

1
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3.9.4 Doseamento de estradiol em membranas de colOclio apOs 4 h em

contato corn gc§is de carbOmero

Tabela 29 Quantidade de estradiol (Q) em membranas de colOdio em

contato corn gèis de carbOrnero durante 4 h.

membrana 	 area mêdia(mV/s) 	 s 	 CV % 	 Q (pg)

1 	 59031 	 1298 	 2,20 	 14,40

2 	 67946 	 1432 	 2,11 	 16,56

3 	 103927 	 2422 	 2,33 	 25,36

4 	 79038 	 3316 	 4,20 	 19,28

5 	 103897 	 4109 	 3,95 	 25,36

Tabela 30 Relacao DE entre a quantidade aplicada de gel de carbOrnero

(Ga) e a quantidade absorvida de estradiol (Qa), para 4 h de contato

membrana • massa (mg) Ga (mg) massa abs. (mg) Qa(pg) E

1 17,2 71,5 2,3 14,40 4,97

2 22,9 68,7 1,5 16,56 4,15

3 30,4 82,2 7,2 25,36 3,24

4 24,6 75,6 3,6 19,28 3,92

5 31,0 64,2 6,7 25,36 2,53
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3.9.5 Doseamento de estradiol em membranas de colOclio 3 h em contato

com Oestrogel®

1

Tabela 31 Quantidade de estradiol (Q) em membranas de colOclio em

contato corn Oestrogel® durante 3 h

0

membrana area media (mV. ․) s CV % Q(14)

1

2

3

4

5

98198

112292

95681

94167

119670

2646

7464

2952

4525

4859

2,69

6,65

3,08

4,81

4,06

23,96

27,40

23,36

22,96

29,20

Tabela 32 Relace° AE entre a quantidade aplicada de Oestrogel® (Ga) e a

quantidade absorvida de estradiol (Qa), para 3 h de contato

membrana massa (mg) Ga (mg) massa abs. (mg) Qa(pg) 	 E
11

1 26,7 137,4 1,8 23,96 5,73

2 23,9 81,4 2,3 27,40 2,97

3 27,4 64,6 1,3 23,36 2,77

4 31,1 63,4 3,9 22,96 2,76

5 32,6 61,2 2,8 29,20 2,10

1
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3.9.6 Doseamento de estradiol em membranas de colOdio 4 h em contato

corn Oestrogel®

Tabela 33 Quantidade de estradiol (Q) em membranas de colOdio em

contato corn oestrogel® apOs 4 h

membrana area media (mV. ․ ) s CV % Q (lig)

1 107571 2555 2,37 26,24

2 85370 3727 4,37 20,84

3 76731 1348 1,76 18,72

4 71681 1259 1,76 17,48

5 84431 3240 3,84 20,60

Tabela 34 Relack) AE entre a quantidade aplicada de Oestrogel® (Ga) e a

quantidade absorvida de estradiol (Qa), para 4h de contato

membrana massa (mg) Ga (mg) massa abs. (mg) Qa(1.1g) E

1 27,1 63,3 0,8 26,24 2,41

2 33,2 44,8 2,9 20,84 2,15

3 28,5 40,5 2,1 18,72 2,16

4 32,4 43,3 1,4 17,48 2,48

5 25,9 48,5 2,8 20,60 2,35

0
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3.10 ANALISE TERMICA

3.10.1 Andlise de substancias isoladas(materias-primas)

Figura 14 Termograma do estradiol. (20-200 °C, velocidade de varredura =

20,0 °C min -1 , amostra = 5,0 mg)

.so 	 410 	 so 	 tec
T1oc•••1-..0.•

141: 	 1412 	 111: 	 2C.;

95

Figura 15 Termograma do metilparabeno. (20-200 °C, velocidade de

varredura = 20,0 °C min -1 , amostra = 5,0 mg)
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Figura 16 Termograma de propilparabeno (20-200 °C, velocidade de

varredura = 20,0 °C min- I, amostra = 5,0 mg)

3.10.2 An6lise de misturas das matêrias-primas

1..•
MIDESA0 4111CDINTO

110.47 'C

•
1.11,

1 T

02 	 SO 	 SO 	 UM 	 LW 	 1:01 	
1

UP 	 UM
Temperature VC)

200

Figura 17 Termograma de mistura de estradiol e metilparabeno. (20-200 °C,

velocidade de varredura = 20,0 °C min -1 , amostra = 5,0 mg)
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Figura 18 Termograma da mistura de estradiol e propilparabeno. (20-200°C,

velocidade de varredura = 20,0 °C min -1 , amostra = 5,0 mg)
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Figura 19 Termograma de mistura de metilparabeno e propilparabeno. (20-

200 °C, velocidade de varredura = 20,0 °C min -1 , amostra = 5,0 mg)
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Figura 20 Termograma da mistura de estradiol, metilparabeno e

propilparabeno (20-200 °C, velocidade de varredura = 20,0 °C min -1 ,

amostra = 5,0 mg)

3.10.3 Andlise de ge§is de base de carb6mero e hidroxietilcelulose

method 
'Searle •vary 2.00••c. •••:11 I toff:

1 •• V'O% 20.0% to 200.0% at 2C.0'Cia1ril
g••kol• •■,11”Y 10.00••e. Ha (II Stogy)
ifi••s ►f.o• 200.0*C to 20.0'C at •0.0 • C/ain •
CO at so.o% CON. 1.0e1n.
Sample • very 3.00••c. ••• t11 Sio•el

f, •• ZO.O • C to 204.0 . 4 at SC..C . C/•ll 

so	 so 	 too 	 120	 140
Temperature (' CI

160	 160	 200 22C

Figura 21 Termograma de gel contendo estradiol corn base de carb6mero.

(20 - 200 °C, velocidade de varredura = 20,0 °C min -1 , amostra = 5,0 mg)
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Figura 22 Termograma de gel contendo estradiol corn base de

hidroxietilcelulose. (20 - 200 °C, velocidade de varredura = 20,0 °C min -1 ,

amostra = 5,0 mg)

3.11 PRE-TESTE DE ESTABILIDADE

3.11.1 Avaliagao organolèptica

Os geis foram analisados quanto a cor, odor e aparéncia, onde

verificou-se que ambos os gèis apresentaram amarelecimento quando

estocados a 35 e 45 °C a partir dos 4 dias de armazenamento.

p

p
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3.11.2 Quantificacão de estradiol, metilparabeno e propilparabeno em gels

corn base de carb6mero

Tabela 35 Percentual de estradiol em gels de carb6mero em relacao ao gel

de carb6mero no tempo zero

tempo (dias)

Temperatura (°C) 	 4 	 8 	 12 	 16 	 20 	 24 	 28

10 	 97,46 102,44 103,31 103,11 100,29 100,09 101,34

25 	 100,39 103,71 102,30 97,62 100,31 100,18 101,28

II
	

35 	 99,26 101,43 97,62 	 93,94 	 98,80 101,65 100,85

45 	 102,34 100,62 99,02 100,69 99,56 	 97,09 	 93,49 

(n=3)

Tabela 36 Percentual de metilparabeno em gêis de carbOmero em relacao

ao gel de carbopol no tempo zero

II 	 tempo (dias)

temperatura (°C) 4 8 12 16 20

10 95,33 103,42 97,69 99,83 101,82

25 95,33 103,42 97,69 99,83 101,82

35 97,44 98,56 99,50 102,60 100,50

45 97,87 96,13 97,81 97,04 103,41

(n=3)

24 28

100,67 102,80

100,67 102,80

100,41 100,72

100,47 100,67

1
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Tabela 37 Percentual de propilparabeno em gèis de carb6mero em relacão

ao gel de carbOmero no tempo zero

tempo (dias)

Temperatura (°C) 4 8 12 16 20 24 28

10 95,83 99,37 102,39 95,19 95,11 98,89 100,64

25 91,90 105,33 97,22 98,42 102,29 104,16 102,93

35 95,83 99,37 102,39 95,19 95,11 98,89 100,64

45 93,93 99,49 96,78 91,01 99,05 100,34 100,40

(n=3)

3.11.3 Quantificagao de estradiol, metilparabeno e propilparabeno em gèis

de hidroxietilcelulose

Tabela 38 Percentual de estradiol em gels de hidroxietilcelulose em relagao

ao gel de hidroxietilcelulose no tempo zero

tempo (dias)

Temperatura (°C) 4 8 12 16 20 24 28

10 100,59 100,87 98,84 100,39 98,94 97,11 95,61

25 100,37 98,96 101,97 100,95 97,20 98,38 100,90

35 100,87 99,11 99,20 102,64 100,84 100,30 98,66

45 100,25 91,72 90,35 71,45 72,78 51,08 36,98

(n=3)
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Tabela 39 Percentual de metilparabeno em gels de hidroxietilcelulose em

relacâo ao gel de hidroxietilcelulose no tempo zero

tempo (dias)

Temperatura (°C) 4 8 12 16 20

10 101,29 101,42 100,50 95,15 104,16

25 95,86 106,33 100,74 98,12 98,94

35 93,85 99,05 92,29 105,22 99,54

45 96,52 99,02 86,83 89,37 96,23

(n=3)

I

24 28

104,18 98,51

99,92 99,42

100,20 92,82

97,19 89,48

Tabela 40 Percentual de propilparabeno em gels de hidroxietilcelulose, em

relacão ao gel de hidroxietilcelulose no tempo zero

tempo (dias)

Temperatura (°C) 4 8 12 16 20

10 99,43 98,63 98,67 99,31 101,39

25 101,34 102,94 98,09 99,06 95,16

35 95,59 106,24 96,67 100,05 99,90

45 97,47 103,69 95,07 97,89 96,30

(n=3)

24 28

98,83 101,54

96,71 100,48

105,37 100,72

102,45 98,31
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3.11.4 Espalhabilidade de geis de carbOrnero

Tabela 41 Valores de espaihabilidade (Ei) de gel de carb6mero em fungao

do peso adicionado no tempo zero

Peso (g) 	 diametrots (mm) 	 CV % 	 Ei (mm2)

46,78 	 39,67±0,63 	 1,59 	 1236

100,87 	 46,75±0,66 	 1,41 	 1717

148,33 	 51,50±0,25 	 0,48 	 2083

195,26 	 55,92±1,18 	 2,11 	 2456

263,10 	 59,42±0,88 	 1,48 	 2773

330,14 	 62,33±0,73 	 1,22 	 3051

378,09 	 64,83±1,15 	 1,78 	 3301

426,60 	 66,67±1,04 	 1,56 	 3491

496,87 	 68,33±1,26 	 1,84 	 3667

566,64 	 69,75±1,52 	 2,18 	 3821

637,64 	 71,42±0,88 	 1,23 	 4006

710,00 	 72,67±1,13 	 1,55 	 4147

759,19 	 73,58±0,95 	 1,29 	 4252

828,93 	 74,08±1,18 	 1,59 	 4310

878,33 	 74,75±1,09 	 1,46 	 4388

930,22 	 75,83±1,38 	 1,82 	 4516

999,58 	 76,25±1 ,39 	 1,82 	 4214 

(n=3)

1
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3.11.5 Espalhabilidade de gêis de hidroxietilcelulose

Tabela 42 Valores de espaihabilidade (Ei) de gel de hidroxietilcelulose em

funcao do peso adicionado no tempo zero

Peso (g) diametrots (mm) CV % Ei (mm2)

46,78 29,17i-0,52 1,78 668,29

100,87 33,00±0,87 2,62 855,30

148,33 36,00i-0,50 1,39 1017,88

195,26 37,83i-0,38 1,01 1123,99

263,10 40,08±0,52 1,30 1261,67

330,14 41,75±-0,25 0,60 1369,00

378,09 43,42i-0,38 0,88 1480,71

426,60 44,75±0,25 0,56 1572,81

496,87 46,12±0,18 0,38 1670,58

566,64 47,50±0,50 1,05 1772,05

637,64 48,33±0,63 1,30 1834,52

710,00 49,50±0,43 0,87 1924,42

759,19 50,67±0,14 0,28 2016,47

828,93 51,42±-0,38 0,74 2076,61

878,33 52,33±0,29 0,55 2150,76

930,22 53,17±0,52 0,98 2220,36

999,58 54,06±0,38 0,71 2297,08

(n=3) •
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Tabela 43 Espalhabilidade de gêis de carbOmero armazenados durante 4 dias

10 ± 1°C 25±2°C 35 ±2 °C 45±2 °C

peso
(g)

didmetro
± s (mm)

CV
(%)

Ei
(mm2)

diametro
± s (mm)

CV
(%)

Ei
(mm2)

diametro
± s (mm)

CV
(%)

Ei
(mm2)

diametro
± s (mm)

CV
(%)

Ei
(mm2)

46,78 35,75±2,22 6,22 1004 38,42±0,95 2,46 1159 41,50±2,50 6,02 1353 40,92±0,88 2,15 1315
100,87 43,42±0,94 2,18 1481 46,00±0,00 0,00 1662 49,67±2,52 5,06 1938 48,83±1,46 3,00 1873
148,33 48,33±0,76 1,58 1835 50,33±0,76 1,52 1990 55,33±2,25 4,07 2404 55,00±2,18 3,96 2376
195,26 52,75±1,15 2,17 2185 53,92±1,01 1,87 2283 59,50±1,32 2,22 2781 59,42±2,15 3,63 2773
263,10 58,83±1,13 1,98 2718 57,75±1,39 2,41 2619 63,33±0,58 0,91 3150 63,25±2,22 3,51 3142
330,14 59,50+1,32 2,22 2780 60,83±2,08 3,42 2906 65,66±0,76 1,16 3386 66,00±1,98 3,01 3421
378,09 62,00±1,73 2,79 3019 62,83±1,81 2,88 3100 67,75±0,43 0,64 3605 68,08±1,46 2,15 3640
426,60 64,00+1,80 2,82 3217 64,08±1,61 2,51 3225 69,33±0,76 1,10 3775 69,92±0,88 1,25 3840
496,87 65,25±2,14 3,27 3344 66,25±1,89 2,85 3447 70,92±0,38 0,54 3950 71,75±0,66 0,92 4043
566,64 66,50±2,29 3,45 3473 67,58±1,63 2,41 3587 72,08±0,52 0,72 4081 72,75±0,90 1,24 4157
637,64 67,58±3,15 4,65 3587 68,75±1,15 1,67 3712 73,83±1,04 1,41 4281 73,67±0,88 1,19 4263
710,00 68,67±2,75 4,01 3704 69,75±1,15 1,64 3821 75,08±0,80 1,07 4427 74,67±1,01 1,35 4379
759,19 40,00±2,05 2,92 3848 70,92±1,01 1,42 3950 75,75±0,75 0,99 4507 75,50±1,32 1,75 4477
828,93 71,42±1,59 2,22 4006 71,92±1,01 1,40 4065 76,92±1,26 1,64 4647 75,83±1,42 1,87 4516
878,33 72,42±1,59 2,19 4119 72,58±1,01 1,39 4137 78,08±1,04 1,33 4788 76,42±128 1,68 4587
930,22 73,08±1,66 2,28 4195 73,50±1,15 1,56 4243 78,50±0,90 1,15 4840 77,00±1,39 1,81 4657
999,58 74,33±2,31 3,11 4339 74,25±1,39 1,87 4330 79,00±0,87 1,10 4902 77,42±1,01 1,30 4708

(n=3)
0
cn



Tabela 44 Espalhabilidade de geis de cart:tomer° armazenados durante 8 dias

10±1°C 25±2°C 35±2°C 45±2°C
peso

(g)
diametro

• ± s (mm)
CV
(%)

Ei
(mm2)

diametro
± s (mm)

CV
(%)

Ei
(mm2)

diametro
± s (mm)

CV
(%)

Ei
(mm2)

diametro
± s (mm)

CV
(%)

Ei
(mm2)

46,78 41,50±0,75 1,81 1353 41,58±1,63 3,91 1358 37075±1,09 2,89 1119 37,83±1,44 . 3,82 1124
100,87 49,50±0,50 1,01 1924 51,42±2,00 3,90 2077 45,33±1,15 2,55 1614 46,58±2,53 5,43 1704
148,33 55,38±1,38 2,49 2409 58,00±2,54 4,37 2642 50,25±2,38 4,75 1983 52,42±3,05 5,83 2158
195,26 59,50±1,75 2,94 2781 62,58±3,08 4,93 3076 55,50±1,00 1,80 2419 56,67±3,00 5,30 2522
263,10 63,50±2,38 3,75 3293 67,16±2,40 3,58 3543 59,33±0,29 0,49 2765 60,92±2,92 4,79 2915
330,14 66,83±2,47 3,69 3508 70,67±2,08 2,94 3922 62,67±1,04 1,66 3085 63,25±2,78 4,40 3142
378,09 69,33±2,24 3,23 3775 73,00±1,73 2,37 4185 64,67±1,04 1,61 3285 65,33±2,40 3,68 3352
426,60 71,33±2,24 3,14 3996 75,00±1,00 133 4418 66,83±1,76 2,63 3508 66,33±1,84 2,78 3455
496,87 72,25±2,38 3,30 4100 76,33±0,57 0,76 4576 68,42±1,77 2,59 3677 67,92±1,46 2,16 3623
566,64 73,92±2,13 2,88 4292 77,50±0,50 0,65 4717 70,08±2,00 2,86 3857 69,00±1,50 2,17 3739
637,64 75,33±2,24 2,97 4457 78,58±0,52 0,66 4850 71,75±2,25 3,14 4043 69,97±1,60 2,31 3812
710,00 76,75±2,61 3,40 4626 79,75±0,66 0,83 4995 73,00±1,75 2,40 4185 70,50±2,16 3,07 3904
759,19 77,58±2,70 3,48 4727 80,75±0,25 0,31 5121 74,08±2,02 2,73 4310 71,00±2,61 3,68 3959
828,93 78,42±2,60 3,32 4830 81,58±0,29 0,35 5227 74,67±2,25 3,02 4379 71,50±3,27 4,57 4015
878,33 79,172,43 3,07 4923 82,25±0,50 0,61 5313 75,25±2,38 3,17 4447 72,17±3,54 4,90 4091
930,22 79,83±2,25 2,82 5005 82,75±0,50 0,60 5378 75,67±2,38 3,14 4497 73,33±3,69 5,03 4223
999,58 80,50±2,14 2,65 5090 83,33+0,29 0,35 5454 76,00±2,50 3,29 4536 74,33±3,26 4,39 4339

(n=3)



Tabela 45 Espalhabilidade de gels de carbOrnero armazenadas durante 12 dias

10±1°C 25±2°C 35±2°C 45±2°C
peso

(g)
diametro

± s (mm)
CV
(%)

Ei
(mm2)

diametro
± s (mm)

CV
(%)

Ei
(mm2)

diametro
± s (mm)

CV
(%)

Ei
(mm2)

diametro
± s (mm)

CV
(%)

Ei
(mm2)

46,78 36,58±1,46 4,00 1051 40,00±1,50 3,75 1257 36,75±1,75 4,76 1061 35,00±1,00 2,86 962
100,87 45,08+1,12 2,50 1596 48,67±2,27 4,66 1860 44,67±1,53 3,42 1567 43,16±0,80 1,86 1463
148,33 50,42±1,01 2,00 1997 54,58±2,75 5,04 2340 49,08±2,56 5,23 1892 47,75±0,43 0,91 1791
195,26 54,42±1,01 1,86 8326 58,42±2,90 4,96 2680 53,33±2,56 4,99 2234 51,33±0,58 1,12 2069
263,10 58,62±1,23 2,11 2699 62,17±3,25 5,23 3036 57,58±2,50 4,35 2604 54,83±1,13 2,05 2361
330,14 61,75±0,66 1,07 2995 65,42±2,90 4,43 3361 60,42±2,25 3,73 2867 57,33±1,53 2,66 2581
378,09 64,50±,066 1,03 3267 67,58±2,50 3,70 3587 62,75±2,70 4,31 3092 59,67±1,76 2,94 2796
426,60 66,39±0,76 1,15 3455 69,25±2,00 2,89 3766 64,58±2,60 4,03 3276 61,75±1,89 3,06 2995
496,87 68,08±1,01 1,48 3640 70,67±1,88 2,66 3922 66,58±2,10 3,15 3482 63,42±2,00 3,16 3159
566,64 69,75+1,14 1,64 3821 72,25±1,64 2,27 4100 68,00±2,18 3,20 3632 65,17±1,76 2,69 3336
637,64 70,67±1,26 1,78 3924 73,42±1,70 2,32 4234 69,17±2,32 3,36 3758 97,08±1,77 2,64 3534
710,00 71,83±1,44 2,01 4052 74,33±2,00 2,70 4339 71,75±3,54 4,94 4043 68,75±1,09 1,58 3712
759,19 72,67+1,18 1,63 4148 74,96±1,66 2,22 4408 71,00±2,75 3,87 3959 70,17±1,15 1,64 3867
828,93 73,17±1,59 2,17 4205 75,67±1,84 2,44 4497 71,58±3,13 4,37 4024 70,92±1,18 1,66 3950
878,33 73,91±1,38 1,86 4290 76,08±2,13 2,79 4546 72,58±2,92 4,02 4137 71,75±1,09 1,52 4043
930,22 74,58+1,23 1,65 4368 76,33±1,88 246 4576 73,08±3,08 4,22 4195 72,42±1,18 1,63 4119
999,58 75,00±1,29 1,73 4418 77,08±2,10 2,72 4666 73,42±3,22 4,39 4234 72,92±1,38 1,89 4176
(n=3)

0
-.,



Tabela 46 Espalhabilidade de gels de carbOmero armazenados durante 16 dias

10±1 °C 25±2 °C 35±2 °C 45±2 °C
peso

(g)
diAmetro

' ± s (mm)
CV
(%)

Ei
(mm2)

diametro
± s (mm)

CV
(%)

Ei
(mm2)

didmetro
± s (mm)

CV
(%)

Ei
(mm2)

diárnetro
± s (mm)

CV
(%)

Ei
(mm2)

54,09 44,25±1,50 3,39 1538 35,83±2,32 6,48 1008 38,17±0,58 1,51 1144 37,83±1,46 3,87 1124
101,55 50,58±0,80 1,59 2009 42,67±2,27 5,32 1430 44,00±0,90 2,05 1520 44,17±1,81 4,09 1532
148,48 55,67±0,14 0,26 2434 47,58±2,40 5,05 1778 48,58±1,42 2,93 1854 49,25±2,46 5,00 1905
216,32 59,83±0,63 1,05 2811 52,33±2,13 4,06 2151 52,08±2,00 3,85 2130 52,42±2,08 3,97 2158
283,36 62,50±1,26 2,50 3068 56,33±2,18 3,87 2492 55,92±2,38 4,25 2456 55,33±3,01 5,45 2404
331,31 65,33±2,02 3,09 3352 58,67±1,63 2,77 2703 58,50±2,00 3,42 2688 58,17±2,88 4,94 2658
379,82 67,58±2,18 323 3587 60,50±1,75 2,89 2875 60,67±2,25 3,72 2891 59,67±2,38 3,25 2796
450,09 69,42±2,08 3,00 3785 62,58±1,94 3,10 3076 62,58±2,25 3,60 3076 61,83±2,50 4,05 3002
519,86 72,08±2,40 3,33 4080 64,83±1,53 2,35 3301 64,33±2,50 3,89 3250 63,25±2,14 3,38 3142
590,86 73,92+1,77 2,40 4292 66,08±1,52 2,52 3429 66,00±2,05 3,10 3421 64,25±1,73 2,70 3242
663,22 75,42+1,77 2,35 4467 67,75±1,52 2,24 3605 67,67±2,08 3,08 3596 65,17±1,15 1,77 3336
712,41 76,422,00 2,62 4587 69,00±1,75 2,54 3739 69,75±1,64 2,35 3821 66,42±1,26 1,89 3465
781,51 77,502,00 2,58 4717 70,08±1,46 2,09 3857 70,50±2,00 2,84 4128 67,58±0,72 4,51 3587
831,55 78,58±2,00 2,55 4850 70,75±1,30 1,84 3931 71,83±2,40 3,34 4052 68,50±0,50 0,73 3687
883,44 79,17±2,02 2,55 4923 71,58±1,23 1,72 4024 72,67±2,75 3,79 4148 69,67±0,80 1,15 3812
952,80 79,92±2,13 2,66 5016 72,58±0,80 1,11 4137 73,42±2,81 3,83 4234 71,42±1,28 1,80 4006
(n=3)

0
0



Tabela 47 Espalhabilidade de gels de carbOrnero armazenados durante 20 dias

10±1 °C 25±2°C 35±2 °C 45±2 °C
peso

(g)
didmetro

± s (mm)
CV
(%)

Ei
(mm2)

diametro
± s (mm)

CV
(%)

Ei
(mm2)

diAmetro
± s (mm)

CV
(%)

Ei
(mm2)

diametro
± s (mm)

CV
(%)

Ei
(mm2)

54,09 40,25+0,90 2,24 1272 40,42±1,46 3,62 1283 40,17±1,66 4,14 1267 27,92±0,29 1,03 612
101,55 45,42±2,63 5,78 1620 49,75±0,25 0,50 1944 47,17±1,53 3,24 1747 34,25±1,64 4,79 921
148,48 50,83±1,89 3,72 2029 55,17±0,80 1,46 2390 52,75±1,09 2,07 2185 38,00±1,50 3,95 1134
216,32 54,83+3,25 5,93 2361 59,83±0,76 1,28 2811 57,17±1,23 2,16 2567 42,00±1,32 3,15 1385
283,36 59,58±1,77 2,98 2788 63,83±0,52 0,82 3200 59,92±1,46 2,44 2820 45,67±1,18 2,59 1638
331,31 63,08±1,63 2,58 3125 66,83±0,14 0,22 3508 63,02±2,05 3,25 3117 48,42±0,38 0,79 1841
379,82 64,92+1,81 2,79 3310 69,75±0,66 0,95 3821 65,17±1,89 2,90 3336 50,08±0,14 0,29 1970
450,09 66,33±1,53 2,30 3455 71,83±0,58 0,80 4052 67,08±1,84 2,75 3534 52,58±0,29 0,55 2171
519,86 68,00±1,09 1,60 3632 73,67±1,01 1,37 4263 68,42±1,88 2,74 3677 55,00±0,00 0,00 2376
590,86 70,50±0,50 0,71 3904 75,00±1,50 2,00 4418 69,50±1,52 2,19 3794 57,33±0,14 0,25 2581
663,22 72,67±0,14 0,20 4148 76,50±1,39 1,82 4596 70,75±1,64 2,32 3931 59,00±0,50 0,85 2734
712,41 73,83±1,04 1,41 4281 77,33±1,53 1,98 4697 72,25±1,15 1,59 4100 60,33±0,29 0,48 2859
781,51 75,33±1,04 1,38 4457 78,08±1,66 2,13 4788 73,33±0,72 0,98 4223 61,75±0,25 , 0,40 2995
831,55 76,58±1,38 1,80 4606 78,83±1,89 2,40 4881 74,33±0,14 0,19 4339 63,00±0,00 0,00 3117
883,44 78,00±1,32 1,70 4778 79,17±2,02 2,55 4923 75,00±0,50 0,67 4418 64,33±0,38 0,59 3250
952,80 79,08±1,59 2,01 4912 79,83±1,89 2,37 5005 75,67±0,63 0,83 4497 64,92±0,14 0,22 3310

(n=3)
0co



Tabela 48 Espalhabilidade de gels de carbOmero armazenados durantes 24 dias

10±1°C 25±2°C 35±2 °C 45±2°C
peso

(9)
diametro

' 	 ± s (mm)
CV
(%)

Ei
(mm2)

didmetro
± s (mm)

CV
(%)

Ei
(mm2)

diárnetro
± S (mm)

CV
(%)

Ei
(mm2)

didmetro
± s (mm) ..

CV
(%)

Ei
(mm2)

54,09 41,67+1,18 2,84 1364 37075±1,98 5,26 1119 40,92±1,01 2,47 1315 40,08±0,52 1,30 1262
101,55 49,67+1,61 3,24 1938 44,75±1,75 3,91 1573 48,67±1,61 3,30 1960 47,42±0,38 0,80 1766
148,48 55,92±1,53 2,73 2460 49,58±1,84 3,72 1931 53,67±0,72 134 2262 52,25±1,39 2,66 2144
216,32 60,33+2,09 3,48 2859 54,00+2,16 4,01 2290 58,25±0,25 0,43 2665 56,17+2,25 4,01 2478
283,36 64,58+2,98 4,62 3276 57,83+2,45 4,24 2627 61,58±0,14 0,23 2987 58,17±3,08 5,30 2658
331,31 67,33+2,75 4,09 3560 60,58+2,24 3,70 2882 64,58±0,29 0,45 3276 60,75+2,75 4,53 2899
379,82 69,92±3,12 4,47 3840 62,83+2,90 4,61 3100 66,83+0,38 0,57 3508 62,92±1,84 2,93 3109
450,09 71,92±2,74 3,81 4062 64,75±3,25 5,02 3293 68,67±0,28 0,42 3704 64,28±1,70 2,63 3276
519,86 74,25±2,88 3,88 4330 66,42±3,39 5,11 3465 70,58±0,28 0,82 3912 66,42±1,87 2,82 3465
590,86 76,17±2,50 3,29 4557 68,17±3,17 4,66 3650 72,17±1,01 1,40 4091 68,50±1,80 2,63 3685
663,22 77,252,41 3,12 4687 69,83±2,90 4,15 3830 73,25±1,09 1,49 4214 70,50±0,90 1,28 3904
712,41 78,50±2,41 3,07 4840 71,08±2,90 1,08 3968 74,08±1,38 1,86 4310 72,33±0,76 1,06 4109
781,51 79,50±2,64 3,33 4964 72,50±2,18 3,01 4128 75,50±1,80 2,39 4477 76,83±0,63 0,85 4281
831,55 80,42±2,56 3,19 5079 73,75±1,52 2,06 4272 76,42±1,710 2,23 4587 75,33±0,52 0,69 4457
883,44 80,83±2,52 3,11 5131 74,58+-0,95 1,27 4368 77,5±01,32 1,71 4717 76,33±0,88 1,15 4576
952,80 81,50±2,38 2,93 5217 75,00±1,09 1,45 4418 78,0±81,42 1,82 4788 77,17±1,01 1,31 4677

(n=3)
0



Tabela 49 Espalhabilidade de gèis de carbOmero armazenadas durante 28 dias

10 ± 1 °C 25 ±2 °C 35 ±2 °C 45±2°C
peso

(g)
diametro

± s (mm)
CV
(%)

Ei
(mm2)

diametro
± s (mm)

CV
(%)

Ei
(mm2)

diametro
± s (mm)

CV
(%)

Ei
(mm2)

diametro
± s (mm)

CV
(%)

Ei
(mm2)

54,09 40,25±0,90 2,24 11272 38,67±1,44 3,73 1174 43,17±0,62 1,44 1464 39,83±0,29 0,72 1246
101,55 48,08±1,76 3,65 1816 45,58±2,04 4,47 1632 52,00±1,02 1,96 2124 43,50±0,00 0,00 1486
148,48 54,33±2,25 4,15 2318 50,58±2,27 4,48 2009 56,50±1,06 1,88 2507 52,67±0,38 0,73 2179
216,32 57,00±1,32 2,32 2552 55,00±1,39 2,53 2376 60,42±1,24 1,86 2967 57,50±0,50 0,87 2597
283,36 60,75±0,90 1,48 2899 58,42±1,01 1,73 2680 63,75±1,02 0,60 3192 61,25±0,75 1,22 2946
331,31 64,08±0,63 0,98 3225 60,92±0,80 1,32 2915 66,17±0,62 0,94 3439 64,17±1,23 1,92 3234
379,82 66,58±0,76 1,15 3482 63,75±1,09 1,71 3192 67,67±0,82 1,22 3597 66,25±1,32 2,00 3447
450,09 68,67±0,76 1,11 3704 65,92±1,51 2,29 3413 69,17±0,82 1,23 3758 68,25±1,95 2,86 3658
519,86 70,58±0,76 1,08 3912 67,92±1,18 1,74 3623 70,67±0,82 1,17 3922 70,17±2,32 3,31 3867
590,86 72,58±0,38 0,53 4137 69,92±1,81 2,59 3840 71,50±0,74 1,03 4015 72,33±3,10 4,29 4109
663,22 74,92±0,52 0,69 4408 71,67±2,04 2,84 4034 73,17±0,66 0,90 4205 74,00±2,81 3,81 4301
712,41 76,08+0,38 0,50 4546 73,08±1,70 2,33 4195 75,42±0,85 1,13 4467 75,33±3,11 4,12 4457
781,51 77,58±0,29 0,37 4727 74,42±2,27 3,05 4350 76,58±0,92 1,20 4606 76,75±3,26 4,26 4626
831,55 79,00±1,09 1,38 4902 75,33±2,13 2,82 4457 77,83±1,25 1,60 4758 77,75±3,36 4,33 4746
883,44 79,83±1,01 1,26 5505 76,58±2,13 2,78 4606 78,83±0,92 1,17 4881 78,92±3,50 4,44 4892
952,80 80,17±1,13 1,41 5048 77,42±1,84 2,38 4708 79,42±0,82 1,04 4954 79,83±3,40 4,26 5005

(n=3)
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Tabela 50 Espalhabilidade de gèis de hidroxietilcelulose armazenados durante 4 dias

10±1 °C 25±2 °C 35±2 °C 45±2 °C
peso
(g)

diAmetro
• ± s (mm)

CV
(%)

Ei
(mm2)

diAmetro
± s (mm)

CV
(%)

Ei
(mm 2)

diAmetro
± s (mm)

CV
(%)

Ei
(mm2)

diAmetro
± s (mm)

CV
(%)

Ei
(mm2)

46,78 27,25±0,43 1,59 583 29,55±1,556 2,25 681 27,33±6,63 2,30 587 29,00±0,50 1,72 701
100,87 31,33±0,80 2,56 771 32,50±0,66 2,04 830 31,83±0,76 2,40 796 32,5±0,50 1,54 908
148,33 33,00+0,00 0,00 855 35,33±0,58 1,63 980 34,58±0,88 2,54 990 35,00±0,50 1,43 1061
195,26 35,50±0,43 1,22 990 37,17±0,76 2,05 1085 38,58±0,72 1,97 1051 37,42±0,38 1,02 1199
263,10 37,67±0,58 1,53 1114 39,00±1,00 2,56 1195 39,00±0,87 2,22 1195 38,58±0,14 0,37 1262
330,14 39,25+0,66 1,69 1210 41,17±1,04 253 1331 40,75±0,90 2,21 1304 40,08±0,38 0,95 1452
378,09 40,42+1,01 2,50 1283 43,00±0,87 2,01 1452 42,33±0,95 2,24 1407 41,83±0,29 0,69 1567
426,60 42,33±0,52 123 1407 44,33±0,58 1,30 1543 43,83±0,76 1,74 1509 43,00±0,50 1,16 1662
496,87 43,50±1,00 2,30 1486 45,83±0,88 1,92 1650 45,08±0,72 1,60 1596 44,33±0,29 0,65 1841
566,64 44,83±0,76 1,70 1578 47,00±-0,90 1,92 1735 46,25±0,90 1,95 1680 45,58±0,14 0,32 1905
637,64 45,75±1,30 2,84 1644 48,83±1,52 3,13 1843 47,42±1,04 2,20 1766 46,92±0,14 0,31 1989
710,00 47,00±0,67 1,84 1735 49,17±1,52 3,11 1899 48,67±0,88 1,80 1860 48,25+0,25 0,52 2083
759,19 48,00±0,87 1,80 1809 50,33±1,18 2,35 1989 49,50±1,09 2,20 1942 49,50±0,25 0,51 2158
828,93 48,83±1,15 2,36 1973 51,17±1,53 2,99 2056 50,58±1,18 2,28 2009 50,21±0,86 1,71 2248
878,33 49,83±0,72 1,45 1950 51,92±1,77 3,42 2117 51,33±1,18 2,30 2069 51,67±0,29 0,56 2318
930,22 50,33±0,72 1,43 1989 52,83±1,76 3,32 2192 52,00±1,25 2,40 2124 52,50±0,25 0,48 2383
999,58 51,25±1,09 2,13 2063 53,75±1,50 2,79 2269 52,75±1,39 2,64 2185 53,75±0,25 0,46 2470
(n=3)



Tabela 51 Espalhabilidade de gels de hidroxietilcelulose armazenados durante 8 dias

10 ± 1 °C 25 ± 2 °C 35 ± 2 °C 45 ± 2 °C
peso
(g)

diAmetro
± s (mm)

CV
(%)

Ei
(mm2)

diAmetro
± s (mm)

CV
(%)

Ei
(mm2)

diAmetro
± s (mm)

CV
(%)

Ei
(mm2)

diimetro
± s (mm)

CV
(%)

Ei
(mm2)

46,78 28,27±0,29 1,02 623 26,58±0,38 1,44 555 26,42±0,38 1,44 548 28,2±50,66 2,34 627
100,87 31,50±1,14 3,64 779 29,83±0,14 0,48 699 29,92±0,76 2,55 703 32,88±31,01 3,08 846
148,33 34,67±0,88 2,53 944 35,58±0,38 1,17 834 32,33±0,63 1,94 821 35,67±1,53 4,288 999
195,26 36,50±1,00 2,74 1046 34,42±0,14 0,42 930 34,42±0,63 1,83 930 38,00±1,56 4,10 1134
263,10 39,17±2,25 5,75 1205 36,75±0,25 0,68 1061 36,50±0,50 1,37 1046 40,33±1,59 3,94 1277
330,14 41,17±2,02 4,91 1331 38,33±0,52 1,36 1154 38,25±0,75 1,96 1149 42,17±1,89 4,49 1397
378,09 43,17±1,77 4,11 1464 39,92±0,29 0,72 1252 39,67±0,76 1,92 1236 43,75±2,41 5,51 1503
426,60 44,08±2,00 4,55 1526 40,29±0,52 1,27 1315 40,92±0,63 1,54 1315 45,25±1,98 4,38 1908
496,87 45,58±1,88 4,12 1632 42,08±0,63 1,50 1391 42,33±1,04 2,46 1047 47,00±2,05 4,35 1735
566,64 46,92±2,27 4,84 1729 43,42±0,88 2,02 1481 43,25±0,90 2,08 1469 48,67±1,38 2,83 1860
637,64 48,25±1,80 3,74 1828 44,50±1,00 2,25 1555 44,50±0,90 2,02 1555 50,08±1,13 2,25 1970
710,00 49, 17t2, 02 4,11 1899 45,67±0,88 1,92 1638 45,58±0,63 1,38 1632 51,58±1,04 2,02 2065
759,19 50,42±2,02 4,01 1997 46,42±1,13 2,43 1692 46,50±0,90 1,94 1698 52,42±1,51 2,87 2151
828,93 51,08±2,16 4,22 2049 47,33±1,13 2,38 1759 47,42±0,76 1,61 1766 53,25±1,89 3,54 2227
878,33 52,00±2,14 4,11 2174 48,25±1,25 2,59 1828 48,33±0±,88 1,82 1834 54,00±1,89 3,50 2290
930,22 52,83±2,16 4,08 2192 49,08±1,38 2,80 1892 49,00±0±,75 1,53 1886 54,50±1,89 3,46 2333
999,58 53,33±2,25 4,23 2235 49,75±1,39 2,80 1944 50,00±0±,90 1,80 1963 55,0±0±2,29 4,16 2376

..1
(n=3)

(4



Tabela 52 Espalhabilidade de Ois de hidroxietilcelulose armazenados durante 12 dias

10 ± 1 °C 25±2°C 35±2°C 45±2°C
peso
(g)

diametro
• ± s (mm)

CV
(%)

Ei
(mm2)

diametro
± s (mm)

CV
(%)

Ei
(mm2)

diametro
± s (mm)

CV
(%)

Ei
(mm2)

diametro
± s (mm)

CV
(%)

Ei
(mm 2)

46,78 27,67±0,29 1,04 601 27,83±0,29 1,04 608 27,58±0,52 1,89 597 26,83±0,58 2,15 565
100,87 31,50±0,50 1,59 779 32,33±-029 0,88 821 30,67±1,04 3,29 788 30,42±0,76 2,51 727
148,33 34,42+0,38 1,11 930 35,50±0,50 1,41 990 34,42±0,88 2,55 930 33,25±0,66 1,99 868
195,26 36,92+0,80 2,18 1057 37,67±0,56 1,53 1114 36,58±1,38 3,76 1050 35,17±0,76 2,17 971
263,10 39,08+0,63 1,61 1195 40,08±0,88 2,19 1262 38,83±0,76 1,97 1184 37,17±0,72 1,94 1035
330,14 40,67+0,29 0,71 1299 42,08-i-0,88 2,09 1391 40,58±1,18 2,91 1293 39,00±0,87 2,22 1195
378,09 42,17+0,38 0,91 1397 43,83±1,13 2,57 1509 42,33±1,38 3,25 1407 40,33±0,80 1,99 1277
426,60 43,33±0,63 1,45 1475 45,25±1,25 1,00 1608 43,58±1,15 2,65 1492 41,58±0,80 1,93 1358
496,87 44,50±0,66 1,49 1555 46,75±1,39 1,00 1716 44,75±1,29 2,90 1573 42,92±0,76 1,78 1447
566,64 46,00±0,66 1,44 1662 48,00±1,56 3,25 1810 46,17±1,23 2,67 1674 44,17±0,95 2,14 1532
637,64 47,00+0,90 1,92 1735 49,33±1,46 2,97 1911 47,33±1,38 2,91 1759 45,17±0,95 2,10 1747
710,00 48,00+1,09 2,27 1910 50,50±1,52 3,01 2003 48,25±1,32 2,74 1828 46,25±0,90 1,95 1680
759,19 49,75±1,09 2,24 1867 51,42±1,55 2,25 2077 49,33±1,18 2,39 1911 47,58±0,63 1,32 1778
828,93 49,83±1,04 2,09 1950 52,33±1,01 1,93 2151 50,00±1,09 2,18 1963 48,33±1,23 2,55 1834
878,33 50,75±1,09 2,15 2022 53,42±0,95 1,77 2241 51,00±1,15 2,25 2043 49,00±1,32 2,70 1886
930,22 51,50±1,30 2,52 2083 53,75±0,66 1,23 2269 51,75±1,32 2,56 2103 50,42+0,76 1,51 1997
999,58 52,17+1,38 2,64 2138 54,67±0,95 1,73 2347 52,42±1,46 2,79 2158 50,58±1,04 2,06 2009

(n=3)



Tabela 53 Espalhabilidade de gêis de hidroxietilcelulose armazenados durante 16 dias

10 ± 1 °C 25 ±2 °C 35±2°C 45±2 °C
peso
(g)

diametro
± s (mm)

CV
(%)

Ei
(mm2)

diametro
± s (mm)

CV
(%)

Ei
(mm 2)

diametro
± s (mm)

CV
(%)

Ei
(mm2)

diametro
± s (mm)

CV
(%)

Ei
(mm2)

54,09 28,08±0,72 2,57 619 27,92±1,46 5,25 612 28,08±0,80 2,86 619 27,92±1,46 5,25 612
101,55 31,17±0,29 0,92 763 31,08±0,14 0,46 759 31,42±0,95 3,01 775 31,08±0,14 0,46 759
148,48 33,25±0,50 1,50 868 33,75±0,25 0,74 895 33,75±1,52 4,50 895 33,75±0,25 0,74 895
216,32 35,75+0,66 1,85 1004 36,00±0,86 2,40 1018 36,08±2,10 5,81 1022 36,00±0,86 2,40 1018
283,36 37,75±0,75 1,99 1119 38,08±0,58 1,52 1139 38,25±1,95 5,10 1149 38,08±0,58 1,52 1139
331,31 39,42±0,88 2,23 1220 39,33±0,14 0,37 1215 40,00±1,95 4,88 1257 39,33±0,14 0,37 1215
379,82 40,67±0,88 2,16 1299 40,83±0,14 0,35 1309 41,25±1,95 4,73 1336 40,83±0,14 0,35 1309
450,09 41,92±0,80 1,92 1380 42,16±0,14 0,34 1396 42,75±2,16 5,06 1435 42,16±0,14 0,34 1396
519,86 43,50±1,32 3,04 1486 43,50±0,00 0,00 1486 43,83±2,10 4,78 1509 43,50±0,00 0,00 1486
590,86 44,58+1,18 2,65 1561 44,58±0,38 0,86 1561 45,25±2,18 4,82 1608 44,58±0,38 0,86 1561
663,22 45,67±1,28 2,81 16388 45,50±0,43 0,95 1625 46,17±2,04 4,41 1674 45,50±0,43 0,95 1626
712,41 46,58±1,42 3,05 1704 46,50±0,25 0,54 1698 47,17±2,24 4,75 1747 46,50±0,25 0,54 1698
781,51 47,75±1,32 2,77 1791 47,58±0,52 1,09 1778 48,08±2,31 4,80 1816 47,58±0,52 1,09 1778
831,55 48,50+1,52 3,13 1847 48,75±0,87 1,78 1866 49,17±2,32 4,72 1899 48,75±0,87 1,78 1866
883,44 49,33+1,61 3,26 1911 49,17±0,38 0,78 1899 49,92±2,08 4,17 1957 49,17±0,38 0,78 1899
952,80 50,25+1,56 3,11 1983 49,92±0,63 1,26 1957 50,92±2,40 4,72 2036 49,92±0,63 1,26 1957

(n=3)



Tabela 54 Espalhabilidade de Os de hidroxietilcelulose armazenados durante 20 dias

10 ± 1°C 25 ±2 °C 35 ±2 °C 45 ±2 °C

peso
(g)

didmetro
' ± s (mm)

CV
(%)

Ei
(mm2)

diAmetro
± s (mm)

CV
(%)

Ei
(mm2)

diAmetro
± s (mm)

CV
(%)

Ei
(mm2)

diãmetro
± s (mm)

CV
(%)

Ei
(mm2)

54,09 29,33+0,76 2,60 676 27,67±0,58 2,09 601 28,33±0,52 1,84 630 29,92±1,01 3,38 703
101,55 33,67+1,13 3,35 890 30,38±0,95 3,07 746 32,33±0,52 1,61 821 35,50±0,50 1,41 990
148,48 36,67±1,28 3,50 1056 33,92±1,13 3,32 904 35,08±0,95 2,70 966 39,08±1,01 2,59 1199
216,32 39,42±1,63 4,13 1220 36,25±1,64 4,52 1032 37,83±1,26 3,33 1123 41,75±1,00 2,40 1369
283,36 42,25±1,75 4,14 1402 38,50±1,75 4,55 1164 39,67±1,04 2,62 1236 43,67±0,63 1,44 1498
331,31 44,08±2,00 4,55 1526 40,17±1,76 4,37 1267 41,42±1,26 3,04 1347 46,00+1,00 2,17 1662
379,82 45,50±1,80 3,96 1626 41,58±1,88 4,51 1358 42,75±1,39 3,26 1435 47,75±1,25 	 . 2,62 1791
450,09 46,92±1,94 4,14 1729 43,00±2,29 5,33 1452 44,25±1,00 2,26 1538 49,75±1,25 2,51 1944
519,86 48,50+1,95 4,02 1847 44,50±2,29 5,15 1555 45,67±1,01 2,21 1638 51,42±0,87 1,71 2077
590,86 50,00±2,16 4,33 1963 45,92±2,25 4,91 1656 46,83±1,01 2,16 1722 52,03±1,01 1,91 2126
663,22 51,17±2,10 4,10 2056 47,00±2,54 5,40 1734 49,08±0,88 1,83 1816 54,08±1,28 2,37 2297
712,41 52,00±2,41 4,64 2124 48,08±2,63 5,46 1816 49,08±0,76 1,56 1892 55,42±0,76 1,38 2412
781,51 52,83±2,02 3,82 2192 49,00±2,88 5,88 1886 50,33±1,15 2,29 1989 56,58±0,80 1,42 2514
831,55 53,67±1,89 3,53 2262 50,17±2,75 5,49 1977 51,42±1,28 2,50 2077 57,68±0,76 1,32 2613
883,44 54,33+1,61 2,96 2318 50,92±3,00 5,90 2036 52,08±1,18 2,27 2130 58,58±0,80 1,37 2695
952,80 	 54,83±1,61 	 2,93 2361

	
51,58±2,88 	 5,58 2089

	
52,83±1,18 	 2,24 2192

	
58,58±0,58 	 0,97 2788

(n=3)



Tabela 55 Espalhabilidade de gels de hidroxietilcelulose armazenados durante 24 dias

10 ±1°C 25±2°C 35±2°C 45±2°C

peso
(9)

diametro
± s (mm)

CV
(%)

Ei
(mm2)

diAmetro
± s (mm)

CV
(%)

Ei
(mm2)

diAmetro
± s (mm)

CV
(%)

Ei
(mm2)

diametro
± s (mm)

CV
(%)

Ei
(mm2)

54,09 29,92±0,14 0,54 703 27,33±0,14 0,53 587 28,67±0,29 1,01 646 28,50±0,00 0,00 638

101,55 30,83±1,66 5,39 746 30,25±0,90 2,98 719 32,58±0,52 1,60 834 31,83±0,58 1,81 796

148,48 33,33+1,28 3,84 872 32,50±0,66 2,04 830 35,75±0,66 1,85 1004 34,42±0,58 1,68 930

216,32 35,83±1,70 4,74 1008 34,58±0,63 1,82 939 38,33±0,76 1,99 1154 36,33±1,38 3,79 1037

283,36 37,83±1,53 4,04 1124 36,75±0,66 1,80 1061 40,75±1,25 3,07 1304 38,92±1,01 2,59 1190

331,31 39,25+1,56 3,98 1210 38,25±0,43 1,13 1149 42,92±1,13 2,63 1447 40,75±1,14 2,81 1304
379,82 40,83+1,77 4,34 1309 39,67±0,63 1,59 1236 44,42±1,28 2,89 1550 42,33±1,13 2,66 1407
450,09 40,00±1,80 4,29 1385 40,92±0,76 1,87 1315 45,67±1,53 3,34 1638 43,50±1,14 2,63 1486

519,86 43,50±1,80 4,14 1486 42,25±0,66 ,1,56 1402 47,08±1,18 2,51 1741 45,00±1,14 2,54 1590
590,86 44,75±1,98 4,43 1573 43,42±0,76 1,76 1481 48,25±1,09 2,26 1828 46,42±0,88 1,89 1692
663,22 45,83±2,12 4,64 1650 44,50±0,75 1,68 1555 49,75±1,32 2,66 1944 47,42±1,13 2,38 1766

712,41 46,67±2,27 4,86 1711 45,50±0,90 1,98 1626 50,83±1,18 2,32 2029 48,33±1,26 2,60 1834

781,51 47,50±2,22 4,68 1772 46,50±1,09 2,34 1998 51,92±1,28 2,47 2117 49,33±1,26 2,55 1911

831,55 48,58±2,32 4,78 1854 47,00±4,09 2,32 1735 52,92±1,04 1,97 2199 50,25±1,25 2,49 1983

883,44 49,17±2,47 5,02 1890 47,92±1,18 2,46 1803 53,58±0,95 1,77 2255 50,92±1,38 2,70 2036

952,80 50,08±2,32 4,64 1970 48,58±1,28 2,64 1854 54,50±0,87 1,59 2333 51,75±1,14 2,21 2103

(n=3)
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Tabela 56 Espalhabilidade de gels de hidroxietilcelulose armazenados durante 28 dias

10±1 °C 25±2°C 35±2°C 45±2°C

peso
(g)

diAmetro
• ± s (mm)

CV
(%)

Ei
(Mm2)

diãmetro
± s (mm)

CV
(%)

Ei
(mm2)

diãmetro
± s (mm)

CV
(%)

Ei
(mm2)

diAmetro
± s (mm)

CV
(%)

Ei
(mm2)

54,09 28,17±0,95 3,36 623 28,08±0,63 2,24 619 28,67±0,95 3,30 646 28,67±1,44 5,03 646
101,55 32,17±1,18 3,67 813 31,17±0,95 3,04 763 31,42±0,52 1,66 775 34,08±1,76 5,15 912
148,48 35,08±1,66 4,74 966 33,58±0,80 2,39 886 34,08±0,63 1,84 912 34,75±0,87 2,49 948
216,32 37,67±1,61 4,27 1114 35,67±0,95 2,65 999 36,75±0,25 0,68 1064 37,42±0,95 2,53 1100
283,36 40,25±1,80 4,48 1272 37,75±0,66 1,75 1119 39,00±0,66 1,69 1195 39,83±0,80 2,02 1246
331,31 42,08±2,27 5,39 1391 39,25±1,09 2,78 1210 40,50±0,66 1,63 1288 41,75±1,00 2,40 1369
379,82 43,50±2,00 4,60 1486 40,83±0,80 1,97 1309 42,00±0,90 2,15 1385 43,42±0,88 2,02 1481
450,09 44,75±1,64 3,66 1573 41,92±1,42 3,39 1380 43,25i-0,75 1,73 1469 45,33±1,42 3,14 1614
519,86 45,92±1,23 2,68 1656 43,17±1,18 2,74 1464 44,58±0,76 1,71 1561 46,25±1,32 2,86 1680
590,86 47,33±1,01 2,13 1759 44,50±1,39 3,13 1555 45,92±0,88 1,91 1656 47,58±1,38 2,89 1778
663,22 48,33+1,01 2,09 1834 45,58±1,53 3,35 1632 46,92±0,88 1,87 1729 48,92±1,44 2,95 1880
712,41 49,17+0,63 1,28 1899 46,58±1,53 3,28 1704 47,75±0,75 1,57 1791 50,08±1,84 3,68 1970
781,51 49,83+0,58 1,16 1950 47,67±1,42 2,98 1785 48,75±0,90 1,85 1867 51,17±1,89 3,70 2056
831,55 50,83+0,58 1,14 2029 48,50±1,39 2,87 1847 49,75±0,87 1,74 1944 52,17±2,13 4,08 2138
883,44 51,92+0,52 1,00 2117 49,17±1,51 3,06 1899 50,42±0,80 1,59 1997 53,25±1,98 3,73 2227
952,80 53,08+0,63 1,18 2213 50,25±1,75 3,48 1983 51,33±0,76 1,49 2069 54,08±2,04 3,76 2297

(n=3)
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Uma das caracteristicas essenciais dos medicamentos é a sua
0 	 qualidade, que pode ser definida como condicao de uniformidade e

concordancia a especificactoes determinadas, apropriadas ao use

pretendido (OMS, 1992).

No setor produtivo, por sua vez, a qualidade total deve ser

vista como o somat6rio das qualidades dos insumos, do ciclo de

processamento e do produto acabado. Desta forma o atendimento aos

requisitos de qualidade dos insumos e, entre estes, das matarias-primas é

essencial para a qualidade do produto.

A qualidade das matarias-primas farmacauticas exige sua

adequacao as caracteristicas ligadas ao seu intimo contato corn urn

organismo vivo, vistas aqui como eficacia e seguranca terapauticas, e ao

ciclo de transformacao ao qual sera° submetidos.

Como ponto de referenda para a qualidade das matarias-

primas empregaram-se preferencialmente as monografias de cOdigos

oficiais. Estas, no entanto, nao contemplam aspectos concernentes as

necessidades do ciclo de processamento ou a quesitos biofarmacéuticos.

Na inexistancia de normas descritas em farmacopêias , foram

empregadas as especificacOes arroladas na literatura cientifica ou

fomecidas pelos prOprios produtores. Outro critario empregado na °Ka°

entre as tacnicas de avaliacao foi o da disponibilidade de materials e de

equipamentos.

Assim, alêm da comprovacão da identidade e da determinacao

da pureza das materias-primas, sejam substancia ativa ou adjuvantes, foram
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analisados alguns parametros considerados relevantes para a definicao da

qualidade do produto

A identificacdo do estradiol e dos conservantes foi realizada

por espectroscopia na regiao do ultravioleta e do infravermeiho. Os
I espectros obtidos foram comparados corn os descritos na literatura e

comprovaram a identidade desta matèria-prima (DIBBERN, 1978),

especialmente pela sobreposicao das bandas em 1060,1680, 1720 e 3200,

cm - I, caracteristicos para esta substancia (figura 8, p. 67) no IR.

Os testes de pureza demonstraram que a substancia atende as

especificacães da monografia oficial.

Como caracteristica adicional foi avaliada a distribuicao

granulomètrica das duas amostras de fomecedores diferentes desta
D 	 substancia ativa.

A avaliacao granulomètrica do estradiol, tem particular

importancia no sentido de indicar o tamanho mr§dio das particula da

substancia em questao, ja que esta caracteristica esta diretamente

relacionada corn os perfis de dissolucão e de absorcao nos tecidos. Ao

diminuir o tamanho das particulas tern-se urn aumento da superficie

especifica, em conseqtAncia aumentam tambem as forgas superficiais de
ID

adesao e de coesao, que superam a forga gravitacional, promovendo a

formacao de aglomerados, dificultando o fluxo e dissolucao (HELMAN, 1982

V2).

Para o estradiol adquirido da firma Sigma a determinacao da

distribuicao granulornêtrica foi realizada por microscopia Otica. Dos dados

representados sob a forma grafica da freqtAncia em funcao da dimensao

das particulas (figura 23) pode-se verificar que o tamanho mOdio das

particulas fica em tomo de 150 pm, corn urn predominio de particulas

I
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menores do que 120 gm, que pode ser visualizado atraves da inclinacâo da

curva formada. Nao foram encontradas particulas maiores do que 190012m.

Figura 23 - Distribuicao granulometrica do estradiol Sigma®.

A determinagao granulometrica do estradiol micronizado

informa que o tamanho mêdio das particulas fica em torno de 4,20 gm

apresentando uma area superficial de 2,38 m 2 / cm3 . Nao houve

D predominancia de nenhuma das classes granulomêtricas o que pode ser

descrito pela inclinacao da reta da distribuicao granulomètrica.. Tambern

nao foram encontradas particulas corn dimensao superior a 36 I.IM (figura

24).

1
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Figura 24 - Distribuicâo granulornêtrica do estradiol micronizado.

Na fase de escolha das condicties de realizacao da analise

granulornêtrica por difracao de raios laser foi notada a influëncia do tempo

de sonicacao sobre a distribuicao dos diametros das particulas,

especialmente no que diz respeito a uma major concentracão de particulas

de major dimensao.

Os testes de identificacao e de pureza das demais matarias-

primas fomeceram resultados positivos qualificando-as para as finalidades

propostas.

Tendo em vista todas as caracteristicas abordadas

anteriormente quanto a adequacao do use da reposicao estrogénica pela

via percutanea e a existëncia de uma formulacao no mercado farmacéutico

europeu (Oestrogel®) partiu-se para o desenvolvimento de formulacties de

gels hidroalcoOlicos contendo 0,060 % (m/v) de 17(3-estradiol.

123
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Nesta fase de pre-desenvolvimento foram testadas bases que

apresentam universalidade de use e disponiveis no laboraterio. As bases

inicialmente formulados foram de acido poliacrilico, carboximetilcelulose,

metilcelulose e hidroxietilcelulose. A formulacao corn carbOrnero descrita no
I formulario farmacautico alemao (DAC)(BUNDESVEREINIGUNG, 1986a) é

constituida de 0,5 % de carbomer, 1 % de solucao de hidrOxido de sOdio a 5

%, 25 % de dlcool isopropilico e 72,5 % de agua. Nas tentativas

preliminares de desenvolvimeto promoveu-se a substituicao do alcool

isopropilico por etanol e a conseqUente incorporacao de estradiol ao Mood.

A primeiras tentativas de incorporacao da substancia ativa a formulacao

ofereceram produtos turvos, ao contrdrio do Oestrogel® que apresenta-se

limpido. Esta turvacão foi atribuida a precipitacão do estradiol que tem

ID conhecidos problemas de solubilidade em agua (aproximadamente 0,44

mg/ml) (SALOLE, 1986). A introducao de urn tensoativo foi a altemativa

escoihida para contomar este problema. Entre os tensoativos utilizados

optou-se por urn nao-iOnico, como polissorbato 20, por nao apresentar

incompatibilidades corn bases sensiveis a ions. Alarn da acao solubilizante

desta substancia, o polissorbato 20, como os outros tensoativos, atraves da

diminuicao da perda transepidermal de agua, conduz ao aumento da
II hidratacao do estrato dime°, promovendo, conseqijentemente, o aumento

da absorcao (ZATZ, 1991a; ASHTON, 1992; DURANDEAU e col., 1992;

WILLIAMS, 1992).

Dentre os diferentes mecanismos de gelificacao de resinas

carbornaricas, neutralizacao, adicao de tensoativo, formacao de pontes de

hidroganio, etc. (PRISTA, 1975; BFGOODRICH, 1987), optou-se pela

neutralizacao corn alcalis. 0 método de neutralizacao é dos mais difundidos

pela facilidade de realizacao e baixo custo. Dentre as bases utilizadas para

It



I

125

promover a alcalinizagao e conseqUente gelificagao optou-se pela solugao

de hidrOxido de sOclio a 5 %.

0 tipo de resina polimêrica (Carbopol 940®) e o neutralizante

foram escolhidos em fungao da eficdcia espessante de ambos e da faixa

Otima de pH, bem como a aparancia final limpida e brilhante buscada nas

formulagóes.

Apesar das boas caracteristicas de resistancia a proliferagao

de microrganismos inerentes a formulagao com resinas carbomericas e

presenga de 25 % de etanol na formulagao, optou-se pela adigao da mistura

de conservantes metilparabeno e propilparabeno, de uso consagrado

devido as suas disponibilidades e a conhecida eficdcia (HELMAN, 1982).

Sabe-se que a utilizagao de parabenos em formulagOes de uso tOpico

pode apresentar problemas de reagOes cutaneas (VOIGT, 1982) e que

reagOes de complexagao entre tensoativos e parabenos ocorrem,

acarretando a diminuigao da eficacia conservante. Em fungão destes dados

foram avaliadas as concentragOes dos conservantes nas formulagetes recam

preparadas e apOs submetidas a condigães drasticas de armazenamento.

Os resultados obtidos atraves destes ensaios estao apresentados nas

tabelas 32, 33, 35 e 36 (p. 100-102) e serao comentados posteriormente.

A escolha do etanol fundamenta-se ainda nas observagOes de

KNUTSON e col. (1987) que observaram um major coeficiente de

permeabilidade de estradiol em solugOes corn 25 % de alcool.

ConcentragOes acima de 50 % apresentaram efeitos inibidores da absorgao

A presenga de etanol e polissorbato 20 nas formulagOes

apresenta portanto, alam do importante papel tecnolOgico, promovendo a

solubilizagao de estradiol nos gels, substancial atuagao na promogao da

absorgao do estradiol pela pele (IDSON, 1975).



126
I

Como alternativas para o use de tensoativos foram testados

ainda polietilenoglicol e titer nonilfenolpoligOlico (Makon 10®), visando a

possibilidade de substituicao caso fosse constatada alguma

incompatibilidade corn conservantes ou material gelificante. Portm, estes
I

	

	
tensoativos testados nao se mostraram eficientes na solubilizacao do

estradiol nas formulacOes.

As primeiras formulagbes foram desenvolvidas corn estradiol

adquirido da firma Sigma, que apresentava urn tamanho de particula da

ordem de 120 gm, conforme verificou-se na avaliacao granulornittrica.

Posteriormente, esta substancia foi substituida por produto micronizado

fomecido pelo Prof. Dr. Hartmut Derendorf da Universidade da Florida. Corn

esta substituicao notaram-se alterac6es na solubilidade do estradiol no gel
I que ate entao vinha sendo formulado como no item (2.3.1.1 p. 38). A

turvacao observada ap6s a troca da substancia pode ser explicada pela

diminuicab do tamanho de particula, corn o conseq0ente aumento de forcas

de adesao e de coesao, promovendo a formacao de aglomerados e

dificultando a dissolucao do estradiol. Adicionou-se entao polissorbato 20

resolvendo o problema de solubilidade.

Em contrapartida ao efeito negativo na solubilizacao do
IP estradiol na formulacao, a reducao das particulas promove substanciais

alteractes no que diz respeito a absorcdo atravès dos tecidos, aumentando

assim o desempenho biofarmaccSutico do produto.

Os geis formulados corn carboximetilcelulose sc5dica (CMC

Na), formulados conforme PRISTA (1975) nao se mostraram apropriados

por apresentarem intensa turvacao ou por problemas na consistência, isto é,

corn viscosidade muito elevada, e formacao de grumos.

' As formulacOes desenvolvidas corn base de metilcelulose (MC)

demonstraram comportamento semelhante as formulacOes corn CMC Na,

P
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inicialmente corn problemas na solubilizacâo do hormOnio e posterior

problematica na consistència do produto, onde obteve-se dispersOes corn

viscosidade reduzida e corn aspecto muito mais dOctil.

No desenvolvimento de formulageles corn base de
I hidroxietilcelulose (HEC), foram utilizados praticamente os mesmos

adjuvantes que nos gels de base de carbOrnero. No primeiro momento

tentou-se a formulacao corn uma composicao de 3 % de HEC, obtendo-se

urn produto bastante consistente mas corn problemas de dissolucao de

estradiol. Corn o ajuste da quantidade do gelificante e a adicao de

polissorbato obteve-se uma formulagao corn aspecto semeihante a do

produto elaborado corn base de carb6mero.

Atraves de uma analise preliminar das caracteristicas

II organolepticas e de consistência das formulac6es, optou-se por dar

prosseguimento ao trabalho corn as formulates de base de carb6mero

apresentadas no item 2.3.1.7 (p. 41) e de HEC preparada como no item

2.3.4.4 (p. 45).

Corn o intuito de verificar o potencial de utilizacao das

formulactes eleitas na fase de desenvolvimento, realizou-se urn teste de

carater preliminar, que visava a observacao dos efeitos da administracao de

III estradiol nos niveis plasmaticos deste hormOnio e no peso uterino de ratas

castradas e submetidas a diferentes tratamentos. Inicialmente, estabelece-

se a equivaléncia entre as doses de valerato de estradiol, administrado por

via subcutânea, das formulacães desenvolvidas e do similar comercializado

na Europa. A aplicacao dos gais sobre o dorso depilado das ratas numa

area de cerca de 6 cm2 e o isolamento de cada animal apOs a aplicacao,

visava contornar problemas de perda das amostras por contato corn os

outros animals, uniformizacao das aplicacOes, bem como a busca de urn

modelo o mais prOximo possivel da pele humana.

1
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Apesar de conhecidas as diferengas dos modelos de absorgdo

entre os homens e ratos (WESTER, 1992), optou-se por este modelo devido

a disponibilidade dos animais e ao carater preliminar que o teste apresenta.

Neste momento do trabalho desejou-se caracterizar se os produtos

desenvolvidos apresentariam caracteristicas de penetracao e se seria

possivel fazer uma distincao entre as formulacOes.

A utilizacao de um grupo tratado corn valerato de estradiol

pela via subcutanea da a dimensao da reposicao estrogënica livre da

barreira epidarmica e o outro grupo tratado corn Oestrogel®, fomece

informacties a respeito da penetracao atraves da pele de uma forma

farmaceutica estudada.

Os resultados obtidos em relacao ao peso uterino e nivel

II plasmatic° de estradiol podem ser visualizados nas figuras 25 e 26 e

demonstram que os tratamentos corn valerato de estradiol, gel de HEC, gel

de carb6mero e Oestrogel® nao apresentaram diferencas significativas,

portal todos diferem significativamente do grupo controle (ratas castradas

livres de qualquer tratamento) quando analisados por ANOVA em nivel de

significancia de 0,05 %, indicando que as formulacOes desenvolvidas sao

absorvidas em raz6es semelhantes ao produto comercializado na Europa e
III

	

	
que a via percutanea apresenta equivalencia corn a via subcutanea, nas

condigbes de realizacao deste teste.

II
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Figura 25 Peso uterino (mg) de ratas castradas submetidas a tratamentos

corn gels contendo estradiol de hidroxietilcelulose, carb6mero e Oestrogel®

II
	 corn aplicagão t6pica, injecao subcutánea de valerato de estradiol e grupo

controle.
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HEC
	

Catbenero Oestrogel Val. de estradiol Controle

II
	 Figura 26 Niveis plasmaticos de estradiol (pg/ml) determinados por

fluorimunoensaio em ratas castradas submetidas a tratamentos corn gais

contendo estradiol de hidroxietilcelulose, carbOmero e Oestrogel® corn
aplicagao tOpica, injecao subcutanea de valerato de estradiol e grupo

controle.

E importante salientar que deve-se realizar estudos em relacao

II a farmacocinetica e a biodisponibilidade das formulagOes desenvolvidas,

utilizando-se madelos animais mais apropriados e com major nirmero de

individuos em cada grupo.

0 desenvolvimento de metodologia para determinacaes

qualitativas e quantitativas de estradiol por CLAE, teve como ponto de

partida o trabaiho apresentado por LIU e col. (1991b) que alia simplicidade

e disponibilidade de materiais e equipamentos. Os testes iniciais realizados

corn o objetLvo de verificar a reprodutibilidade do sistema apresentaram o

pico de estradiol corn tempo de retencao de aproximadamente 7,6 min e

I
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coeficiente de variagao de 0,88 % entre as areas de trés injegOes. 0 fator de

simetria As10 de 1,02, indica uma boa interagao entre a substancia e o

sistema , assim como sugere sua adequagao para uma analise quantitativa.

A eficiancia do sistema, representado pelo valor do nUmero de pratos

I tedricos (N), calculado para estas condigbes cromatograficas, foi de 2150,

corn altura equivalente de urn prato tedrico a aproximadamente 96,

demonstrando ser apropriado para a determinagao da substancia neste

sistema.

De posse de urn sistema apropriado partiu-se para a

verificagao do limite de deteccao, faixa ideal de trabalho e linearidade de

deteccao em funcao da concentragao da amostra. As concentragbes de 1 a

32 pg / ml foram escolhidas em funcao das concentracbes esperadas de

ID estradiol no doseamento dos Os submetidos ao pra-teste de estabilidade,

nos ensaios de liodisponibilidade e no pre-teste de penetracao em

membranas artificiais. As medias das areas foram plotadas em grafico

contra as concentracaes. Os pontos referentes a cada par ordenado foram

utilizados para estabelecer o coeficiente de correlagao linear, bem como a

equagao da reta gerada atravas de regressao linear.

Os resultados estao apresentados na figura 27 e indicam que o

IP sistema apresenta uma correlagao mutio significativa (r=0,99946), corn

linearidade dentro da faixa selecionada e corn pequena variagao entre as

areas numa mesma concentragao.

II
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P 	 Figura 27 Curva padrâo de estradiol obtida por CLAE

•

Os pontos de menor concentragao (1, 2 e 4 lig / ml)

apresentam major variagao nas areas (figura 28), indicando que a

sensibilidade nesta faixa de concentragao esta prejudicada. SCHLABACH e

col. (1991) e BURKE e col. (1991) trabalharam no estabelecimento de

condigOes para melhoria da detecgao de peptideos e estabeleceram que a

diminuigao no diametro interno da coluna e o aumento do fluxo da fase

mOvel podem promover a ampliagao do sinal do detector. Talvez a alteragao

destes parametros possa levar a uma detecgao mais pronunciada do

estradiol nas concentragOes mais reduzidas.

•
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Figura 28 Coeficiente de variagao das areas dos picos de estradiol em

funcao da concentragao

A elevada dispersao dos valores das areas dos picos de

estradiol na menor concentracao utilizada indica que a diferenciagao deste

corn a concentragao seguinte, de 21.ig/ml, nao pode ser estatitisticamente

assegurada num a ± 0,05. Já uma diferenca de concentragao de 2µg/ml

pode ser estatisticamente reconhecida. De acordo corn o coeficiente mêdio

de variagao percentual do mátodo, nas condicties aqui desenvolvidas, pode-

se aceitar como diferenca minima significativa para tits amostras o valor de

1,12% o que confere uma grande seguranga na avaliagao dos resultados

A necessidade de determinagao quantitativa de estradiol na

presenca de adjuvantes, como conservantes e o prOprio material gelificante,

exigiu urn tratamento právio das amostras, fazendo-se no minim° o

isolamento ou eliminagao da base polimerica dos demais constituintes das

formulacbes. A presenca de substancias de tal natureza inviabilizaria a
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preparacao das amostras no que diz respeito a operacao de filtragao,

fazendo corn que fossem injetadas no sistema amostras altamente viscosas

e de grande peso molecular, levando a possiveis problemas de entupimento

do sistema.

LEROY e col. (1986) determinaram a estabilidade de benzoato

de estradiol em pomadas atravas da utilizacao de tecnica de CLAE, para

tanto realizaram a extracao de estradiol corn uma mistura de diclorometano-

etanol (20:80 v / v). Os procedimentos testados no sentido de preparacao

das amostras basearam-se em diluicOes simples dos gels em ague e

solventes organicos, ultrafiltracao e precipitacao seletiva. As tentativas de

diluicao simples utilizando ague como solvente nao se mostraram

adequadas. As amostras preparadas com ague continuaram com problemas

de filtracao, onde ocorria imediatamente a colmatacao das membranas.

Alguns solventes organicos conduziram a formacão de grumos insolOveis,

resultando na oclusao do estradiol e conservantes no interior do grumos

acarretando na diminuicao da eficiancia de extracao, verificada em ensaios

preliminares realizados para estabelecer as condigOes de preparacao das

amostras.

Baseado na solubilidade do carbOmero em solventes

organicos, testou-se a precipitacao do polimero em acetonitrila, clorofOrmio,

ater etilico e metanol. A diluicao em acetonitrila apresentou a precipitacao

imediata do carb6mero sob a forma de pequenos grumos que, ao se

proceder corn agitacao mecdnica e sonicagão, produziram uma suspensao

de particulas finamente divididas.

A eficiancia de extracao do estradiol e dos conservantes dos

geis e base de carbOmero, foi avaliada mediante o doseamento destas

substancias' a partir dos gels preparados como descrito em 2.3.1.7 (p. 41)

formulados, entretanto, em relacao ponderal, eliminando assim a

0
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necessidade de ajuste na tomada de amostra, feita por pesagem, devido as

diferencas de densidade dos constituintes da formulagdo. Os gaffs assim

preparados foram analisados quanto ao teor de estradiol, metilparabeno e

propilparabeno. 0 processo de extragdo apresentou taxas de recuperagdo

de entre 98,26 e 101,40 % para as trds substancias, corn dispersdo de

valores entre 1,44 e 2,12 %, indicando a eficacia do matodo (tabelas 10 a

12, p. 80,81).

Os cromatogramas das substdncias isoladas e contidas no gel

de carb6mero podem ser visualizados na figura 29, onde se pode notar que

a presenca dos conservantes ndo interfere na detecgdo do pico do

estradiol. A ausdncia de picos adicionais na amostra advinda do gel

corrobora a eficacia do mdtodo de preparagdo da amostra empregado. Os

fatores de resolugdo, e seletividade do sistema em relagdo aos tits picos

(tabela 57) demonstram claramente sua adequagdo para a avaliagdo

quantitativa simultdnea dos mesmos.

Tabela 57 Caracteristicas entre os picos no sistema cromatografico

utilizado para a determinacdo quantitativa em Os de carbOmero

I Picos 	 Rs 	 a 

estradiol-propilparabeno 	 1,78
	

1,19

meti Iparabeno-meti Iparabeno 	 6,57
	

2,15

Os Os de hidroxietilcelulose foram submetidos a diferentes

tratamentos visando a extracdo de estradiol e conservantes de maneira

semelhante aos Os de carb6mero, poram, as metodologias testadas não

se mostraram apropriadas.
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Figura 29 CrOmatogramas de padreies de estradiol (c), metilparabeno (a),

propilparabeno (b) e gel de carbernero (d) em acetonitrila
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A adicdo de solventes orgdnicos diretamente sobre amostras

do gel provocava a precipitacdo da camada mais extema da amostra,

ocorrendo a oclusdo de praticamente todas as substancias no interior dos

grumos. Foram realizadas tentativas de ultrafiltracdo em unidades filtrantes

constituidas de membranas de polissulfona corn capacidade filtrante da

ordem de 10.000 daltons (Ultrafree PF® Millipore) nas amostras diluidas em

agua e em misturas acetonitrila-agua, poram, devido ao carater descartdvel

das membranas e ao alto custo das mesmas a utilizacdo deste sistema foi

inviabilizada apesar do mdtodo ter apresentado bons rendimentos de

extracdo, conforme observado nos ensaios preliminares de desenvolvimento

de metodologia para preparacdo das amostras de base de

hidroxietilcelulose.

0 sistema empregado para a eliminacdo de hidroxietilcelulose

foi desenvolvido a partir de testes preliminares, onde observou-se que a

adicdo de solventes organicos a acetonitrila promovia a precipitacdo do

derivado celulOsico somente na superficie de contato, provavelmente devido

a alta consistdncia das amostras. Com base nesta observacdo procedeu-se

corn a dispersdo das amostras em diferentes quantidades de dgua aquecida

e posterior adicao de acetonitrila, seguida de agitacdo mecdnica,

sonificacão e posterior centrifugacdo, eliminando-se totalmente a

hidroxietilcelulose das amostras.

Da mesma forma que os gels de carb6mero, foram preparados

gels de hidroxietilcelulose como em 2.3.4.4 ( p. 45) em relacdo ponderal. A

taxa de recuperacdo obtida oscilou entre 98,40 e 99,25 para as trés

substâncias (tabelas 13, 14 e 15, p. 81, 82). No entanto, observou-se um

aumento da dispersdo dos dados, expresso pelos coeficientes de variacdo

percentual dos resultados, alcangando urn valor mddio de 4,23 %. Este fato

traduz a existdncia de fatores metodolOgicos.

1
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Os cromatogramas das substancias isoladas e contidas no gel

de hidroxietilcelulose podem ser visualizados na figura 30, onde se pode

notar que a presenca dos conservantes nao interfere na deteccao do pico

do estradiol. A auséncia de picos adicionais na amostra advinda do gel

confirma a eficacia do metoclo de preparacao da amostra empregado. Os

fatores de resolucao, e seletividade do sistema em relacâo aos trés picos

(tabela 58) demonstram claramente sua adequacao para a avaliactko

quantitativa simultanea dos mesmos.

Tabela 58 - Caracteristicas entre os picos no sistema cromatografico

utilizado para a determinacao quantitativa em gais de carb6mero

Na avaliacao microbiolOgica, os geis de carb6mero e

hidroxietilcelulose, apresentam resultados de acordo corn as especificac6es

farmacopeicas, que incluem as formulacOes tOpicas como classe

microbiolOgica II (FARMACOPEIA, 1988)

•
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Figura 30 Cromatogramas de padrOes de estradiol (c), metilparabeno (b),
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A consistancia de formas farmacéuticas semi-sOlidas pode ser

determinada por penetrOmetro de cone, e apresenta dados a respeito da

ductibilidade do produto. Os resultados das tabelas 16 e 17 (p. 83) nao

demonstraram diferencas significativas (a = 0,05) entre as bases utilizadas,

e nem entre os gèis contendo estradiol.

Como a consistancia traduz os relacionamentos da estrutura

tridimensional do gel entre si e corn a estrutura fluida circundante, a

inexistancia de alteragOes deste valor entre as mesmas bases, antes e

ape* a inclusao do estradiol, pode ser interpretada como rift havendo

interacOes sensiveis entre a substancia ativa e os componentes do sistema

disperso.

A espalhabilidade tambèrn constitui urn importante parametro a

ser avaliado, pois esta pode antecipar o comportamento do produto no

momento da aplicacao sobre a pele e ate mesmo sobre a forca necessaria

para promover o fluxo do material no momenta do envase e esta

relacionada corn o grau de mobilidade da fase liquida e corn a

maleabilidade da fase estruturadora tridimensional (VOIGT, 1982). As

tabelas 18 a 21 (p. 84 a 87) representam os valores de espalhabilidade de

bases e gels em relagao ao peso adicionado. A figura 31 demonstra o

comportamento de cada urn dos gels corn bases de carbOmero e

hidroxietilcelulose (HEC).

0 gel de hidroxietilcelulose apresenta menor espalhabilidade

do que o gel de carbOrnero, indicando major resistancia ao cisalhamento

para este Ultimo sistema. A adicao do estradiol, tambêm neste ensaio, nao

causou alteracOes estatisticamente significativas, em ambas as bases

estudadas, indicando a inexistência de interacOes fisicas marcantes quando

da obtencao dos produtos.



Figura 31 Espalhabilidade de gels de carbOmero (A) e HEC (B) em funcao

do peso adicionado

Corn a intensao de estabelecer urn indice ou indices que

expressassem o perfil de espalhabilidade dos gels, foi realizada a regressao

polinomial de segunda ordem para cada urn dos perfis obtidos. As curvas

geradas bem como as equa95es que regem estas curvas estao expressas

na figura 31.

A regressao polinomial de segunda ordem foi escolhida em

funcao de espressar de forma conveniente o perfil de espalhabilidade das

amostras. Outros indices, como por exemplo a inclinacao de retas

tangenciando a curva, espalhabilidade final ou area sobre a curva,

forneceriam dados incompletos a respeito do comportamento dos gels frente

ao peso adicionado, podendo conduzir a conclusOes equivocadas. As

curvas e equacties polinomiais foram obtidas atraves de programa de
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computador "Origin for Windows" da Microsoft, e as anâlises de urn ou mais

indices permite avaliar a existéncia de diferengas estatisticas entre os

comportamentos das amostras.

A comparacão de urn ou mais destes indices obtidos atraves

da equacão que rage a curva criada pela regressão polinomial de segunda

ordem entre geis de bases diferentes atraves do teste t de Student, corn urn

nivel de significáncia de 0,05, indica nao haver diferenca significativa entre

bases e Os de mesma natureza. A comparagão entre os dados dos Os

formulados corn as bases de carbOmero e hidroxietilcelulose apresentam

uma diferenca significativa confirmando observacOes anteriores.

Uma das mais importantes caracteristicas fisicas de

formulacties farmacéuticas semi-sOlidas é a viscosidade e todos os

parametros referentes ao comportamento reolOgico. Embora que, por

questOes operacionais nâo tenha sido possivel a realizacao da mesma, a

juncéo dos ensaios de consisténcia e espalhabilidade permitiu inferir

observacties sobre o comportamento reolOgico geral das amostras aqui

estudadas. Todavia, deve-se, ern momento oportuno, avaliar mais

especificamente estas caracteristicas, contribuindo nas fases de controle de

qualidade e verificacao da estabilidade das formulacöes.

A' determinacào da liodisponibilidade de formulacaes

farmactsuticas é urn parametro de extrema importancia no desenvolvimento

das mesmas, fornecendo subsidios para a determinacão da qualidade dos

produtos. As formas farmacéuticas semi-sOlidas, ao contrArio das outras

formulaciies clAssicas, nâo apresentam metodos de liberacslo in vitro

preconizados nos codigos oficiais. KNORST (1991) salienta que apesar de

intensas pesquisas realizadas neste sentido, os requisitos para a

padronizacãO, reprodutibilidade, validacão e reconhecimento internacional

nâo foram totalmente preenchidos.

1
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0 desenvolvimento de uma nova celula de cedencia, dotada

de camara aceptora dupla (figura 6, p. 56) representa uma modificagao dos

modelos propostos por BARRY e col. (1977), ORBE e col. (1988),

KNORST (1991) e MACEDO e col. (1993). Corn a presenca de duas
I 

interfaces entre o compartimento doador e os compartimentos aceptores

procurou-se obter major superficie de permeacao e equalizacao da pressao

hidrodinamica em ambas as faces da camara doadora. Os ensaios

realizados corn membranas de acetato de celulose, colOdio corn

dodecanol e corn papel de filtro nao conduziram a deteccao do estradiol

no liquido aceptor, nem mesmo apOs 15 h de contato. Embora o volume

do meio aceptor fosse mantido o menor possivel (50 ml), a baixa

concentragao de estradiol nas formulagOes (0,06 % m / v), aliada ao

I baixo coeficiente de absortividade molar desta substancia (c = 2040 em

metanol a 280 nm) nao permitiram a deteccao da mesma, embora a

cromatografia liquida de alta eficiencia tenha demonstrado ser capaz de

detectar ate quantidades inferiores a 21.19 / ml.

Algumas altemativas a serem utilizadas no sentido de melhorar

a deteccao de estradiol consistem no aumento da area superficial das

membranas, diminuicao do volume de liquido aceptor e/ ou derivatizacao do
IP

estradiol, visando obter produtos corn major absortividade molar.

Como teste altemativo para a determinagao da

liodisponibilidade empregou-se o modelo de absorgao em membranas

desenvolvido pelo grupo de trabalho de Neubert (NEUBERT e PARTYKA

(1990); NEUBERT, e WOHLRAB(1990, 1990a); NEUBERT e BENDAS

(1991)). 0 sistema que consiste na superposicao de uma ou mais

membranas de colOdio adicionadas ou nao de material lipofilico, como,

por exemplo, dodecanol (figura 5, p. 25), foi empregado por aquele grupo,

na avaliagao da penetragao de vdrias substancias, permitindo, atraves da

1
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comparacao dos perils de penetracao nas membranas e nas camadas do

estrato cOrneo, o estabelecimento de relacitoes, que conduzem a avaliacao

do grau de equivalencia entre diferentes formulacães. Deste modo, o

modelo pode possibilitar a avaliacão do efeito dos diversos componentes da
I  formulacao sobre a penetracao da substancia ativa. A disponibilidade de urn

nOmero limitado de membranas e de camaras de amostras, a

impossibilidade de realizacao de testes em paratelo corn pele excisada e a

relativa complexidade da metodologia analitica para quantificacao de

estradiol, fizeram corn que os testes fossem conduzidos sob carater

preliminar, exploratOrio. Optou-se por modelo unilamelar, reduzindo-se as

tomadas de amostra e as repeticOes dos experimentos. Foi observada a

quantidade de estradiol absorvido nos intervalos de 3 e 4 h.

I Os dados contidos nas tabelas 23, 25, 27, 29, 31 e 33 (p. 89 a

94) demonstram atravas da dispersao dos valores, as dificuldades

metodolOgicas na execucao dos ensaios. Considerando-se como variavel

dos mesmos a quantidade de gel aplicado, foi demonstrada por analise de

correlacao, a interdependancia direta entre esta e a quantidade absorvida

de estradiol, o que por sua vez, sugere que a absorcao 6 dependente da

concentracão de estradiol disponivel no gel. Nao foi observada, correlacao
D  entre a • quantidade de gel absorvido e a concentracao de estradiol na

membrana. Isto reforga inicialmente a observacao anterior, de que a

penetracao 6 dependente da quantidade de estradiol aplicado, ou, em

outras palavras. da quantidade da substancia disponivel. 0 gel teria entao

urn papel secundario, servindo apenas como veiculo de aplicacão da

substancia ativa e nao conduzindo consideravelmente o fenOmeno de

absorcao.

1
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A afinidade da substancia corn a membrana e,

conseqUentemente, o gradiente de concentracao do estradiol entre os dois

sistemas, gel e membrana, regulariam o grau de absorgao.

Empregando-se como valor de comparacao o indice AE, obtido

atraves da razao entre a quantidade aplicada de gel (mg) e a quantidade

absorvida de estradiol representados nas tabelas 24, 26, 28, 30, 32 e

34 (p. 89 a 94). Observa-se inicialmente que, para os gels analisados, nao

houve diferenca significativa entre os diferentes tempos de exposicao,

Verifica-se que as diferencas causadas pelos tempos de exposicao sobre o

indice de absorcao (AE) para cada urn dos gals analisados sao devidas as

variacbes do metodo, nao permitindo inferir relacionamento deste fator

(figura 32).,
p

p

hodromdlcelulose 	 crbOm&o
	

Oestrogel

Figura 32 - Indices de absorcao de estradiol em relagao a quantidade

aplicada de gel nos diferentes tempos de exposicao.
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Tabela 59 Testes utilizados e resultados do tratamento estatistico do

percentual de absorcao de estradiol HEC, de carbOmero e de Oestrogel®

submetidos ao pre-teste de absorcao em membranas de dodecanol.

Amostra 	 Teste 	 Bartlet ANOVA Teste t Tuke K - W M-W-W
t 	 y

CarbOmero 	 Qa / tempo 	 + 	 NR 	 NR 	 NR
Qa / membrane 	 + 	 NR 	 NR 	 NR 	 NR

HEC 	 Qa / tempo 	 NR 	 NR 	 NR 	 NR
Qa / membrane 	 NR 	 NR 	 NR

Oestrogel 	 Qa / tempo 	 NR 	 NR 	 NR	 NR
Qa /membrane 	 - 	 NR 	 - 	 NR	 NR

Conforme descrito no item 2.12 (p. 62), onde foram explicados

todos os passos do procedimento estatistico. A tabela 59 e todas as outras

que seguirao , referentes ao tratamento estatistico, apresentam os mesmos

testes, siglas e simbolos. 0 teste de Bartlett, foi utilizado para verificar se

existia homogeneidade entre as variancias e, portanto, se deveria ser

utilizado urn teste parametrico ou nao. 0 sinal positivo representa diferenca

significativa nos testes comparativos e heterogeneidade no teste de Bartlett,

ao passo que, o sinal negativo indica nao haver diferenca significativa entre

os grupos analisados para urn nivel de significancia de 5 %, ou no teste de

Bartlett, que as variancias sao homogeneas. A sigla NR, indica que os

testes nao foram realizados e as siglas K-W e M-W-W representam

respectivamente os testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney-Wilcoxon

A analise estatistica nao apresentou diferenca significativa dos

comportamentos dos gels analisados.

A analise dos dados de absorcao do estradiol, conforme visto

ate o momento, tern indicado fortemente para a prevalencia do fen6meno de

difusao ativa ao meio aceptor. 1st° vem de encontro a lei de Fick, que rege o

transporte por difusao em geis intumescidos (equacao 2)

Ji = Di x VCi 	 (2)

IP
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Onde Ji é o fluxo do permeante (g / cm 2 / s), Di é o coeficiente

de difusão e VCi é o gradiente de concentragâo do soluto no gel

(KORSMEYER, 1991).

Decisivo para a descricao deste fenOmeno é o conhecimento

do coeficiente de difusao (D), que esta diretamente relacionado corn o

tamanho da molacula do soluto e corn a viscosidade microscdpica do meio

de difusao.

MACEDO (1993) avaliando a literatura sublinha a importancia

da contribuicao de Higuchi quanto ao modelo que expressa o mecanismo de

liberagao em Os, representado pela equacao 3.

Q = 2Co x (Dt / 701/2 (3)

Onde Q é a quantidade de droga liberada por unidade de area

de aplicagao, Co 6 a quantidade inicial de droga no gel, D o coeficiente de

difusao da droga no gel e o tempo al:6s a aplicacao.

De acordo corn esta equacao calculou-se o coeficiente de

difusao do estradiol em cada uma das membranas (tabela 60).

Tabela 60 Coeficientes de difusao do estradiol nos gals de carbörnero, HEC

e Oestrogel®, em contato corn membranas durante 3 e 4 h

0

P

Amostra 	 Tempo de exposicao (h) 	 D medio(x 10) is (CV%)

GarbOmer° 	 3 	 5,06±1,89(37,29)

4 	 3,77±2,06(54,64) 

HEC 	 3 	 5,31±3,34(62,64)

4 	 8,23±1,07(12,95)

Oestrogel® 	 3 	 5,76±3,19(55,38)

4 	 8,59±1,11(12,96)

0
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A andlise estatistica dos coeficientes de difusdo não

apresentou diferenca significativa entre as três formulagOes nos dois tempos

testados nem nas formulacOes de carbOrnero e hidroxietilcelulose, porem, os

coeficientes de difusdo do Oestrogel® apresentaram diferencas

significativas entre dois tempos de exposicdo conforme pode-se verificar na

tabela 61 que demonstra os testes e resultados do tratamento estatistico. A

discrepancia encontrada nos coeficientes de difusdo do estradiol no

Oestrogel® pode ser atribuida a execucdo dos experimentos ou ainda a

metodologia empregada e ndo a caracteristicas de liberacdo da substáncia.

Tabela 61 Testes utilizados e resultados do tratamento estatistico dos

coeficientes 	 de 	 difusdo 	 (D) 	 de 	 estradiol

hidroxietilcelulose e Oestrogel®

nos 	 geis de 	 carb6mero,

Amostra Teste 	 Bartlett ANOVA Teste t Tukey
carb6mero D / Tempo

D / membrana
NR -

NR
NR

HEC D / Tempo
D / membrana

NR
NR

NR

Oestrogel® D / Tempo
D / membrana

NR +
NR

NR

Os mecanismos que envolvem a liberagdo de estradiol dos

gels estudados provavelmente estdo relacionados corn os coeficientes de

partigdo entre estradiol / formulagdo e estradiol / membrana. Possivelmente

o coeficiente de partigdo do estradiol pelas membranas 6 superior do que o

coeficiente de partigdo nas formulacOes, fazendo corn que seja

desenvolvida uma tendéncia de difusdo de estradiol do veiculo para as

membranas.,

•

P
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Corn a finalidade de analisar possiveis interagOes entre os

componentes da formulagdo foram efetuadas analises tar -micas por

calorimetria diferencial (DSC).

As analises realizadas em relagdo as matarias-primas

estradiol, metilparabeno e propilparabeno caracterizam as substdncias

quanto a pureza e identidade, podendo ser utilizadas como metodologias de

rotina para controle de qualidade de materias-primas.

As varreduras realizadas demonstram apenas isotermas de

fusdo para as très substancias (100.4 °C, 129.6 °C e 179.2 °C

respectivamente para propilparabeno, metilparabeno e estradiol) quando

submetidos ao primeiro aquecimento. As amostras de propilparabeno e

estradiol apresentaram os mesmos comportamentos quando submetidas a
p urn segundo aquecimento, indicando que ambos ndo sofrem alteracrOes

como decomposigdo ou volatilizagdo. A amostra de metilparabeno quando

submetida a urn segundo aquecimento apresenta uma transigdo tarmica na

mesma temperatura, pordm corn uma intensidade menor, indicando a

ocorréncia de volatilizagdo da amostra ( alteracdo de intensidade de -236,91

para -120,50 mJ / mg).

As analises realizadas corn misturas fisicas das substancias
0

buscavam estabelecer quais seriam as isotermas de cada substancia

quando em mistura complexa. Sabe-se que misturas sOlido - Wick) podem

apresentar deslocamentos nos pontos de fusdo devido a fen6menos de

solubilidade completa, parcial ou nula dos sOlidos, formagdo de compostos

congruentes, incongruentes ou complexos e formagdo de misturas eutaticas

(METZ, 1979).

Foram analisadas misturas binarias entre estradiol,

metilparabeno e propilparabeno e a mistura terraria. Para as misturas

binarias observa-se inicialmente urn deslocamento dos pontos de fusão em

p
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todos os pares ( Tabela 62) indicando a existancia de interagao entre as

mesmas. 0 propilparabeno apresentou urn comportamento similar frente aos

demais pares da mistura, enquanto que o metilparabeno mostrou um

abaixamento mais acentuado do ponto de fusao quando na presenca do

estradiol. A intensidade de deslocamento desta grandeza para o estradiol

foi cerca de tras vezes major quando associado ao metilparabeno do que

em conjunto corn o outro conservante. A mesma relacao 6 observada para o

desvio do ponto de fusao relativa do metilparabeno, que sendo mais

acentuada quando acompanhado do estradiol. Como a diferenca entre os

dois adjuvantes reside somente na dimensao da cadeja alquilada, 6 de se

esperar que as interagOes sejam provocadas pelos efeitos fisicos que as

mesmas ocasionam •na molacula e que podem se espeihar na alteracao da

disponibilidade do atom° de hidrogenio fendico, na polarizacao do

grupamento carbonilico do ester, na movimentacao eletrOnica no anel

aromatic° ou na hidrofobjcjdade do radical alifdtico do ester.

Tabela 62 Deslocamento dos pontos de fusao (APF) e suas variagbes

percentuais (A %) para as misturas binarias de propilparabeno (PP),

metilparabeno (MP) e estradiol (E2)

mistura PP

APF ( A%)

MP

APF ( A%)

E2

APF ( A%)

PP+MP -8.89 °C(8.85) -5.118 °C (3.99) —

PP+E2 -7.55 °C (7.52) — -9.73 °C (5.43)

MP+E2 -- -14.05 °C -27.31°C (15.24)

(10.84)

PP+MP+E2 . -5.26 °C (5.24) -18.41 °C 63.7 °C (35.55)

(14.20)
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Tambarn o termograma da mistura terraria mostra tits picos

deslocados quando correlacionados corn os respectivos registros graficos

das substancias isoladas. As intensidades destes desvios foram as mais

acentuadas dentre os experimentos para o metilparabeno e estradiol,

enquanto que, para o propilparabeno, foi encontrado o menor abaixamento

do ponto de fusao.

Os termogramas referentes as amostras dos gêis estao

representados nas figuras 21 e 22 (p. 98 e 99). A idsbia inicial de realizacao

da analise tèrmica era determinar possiveis interagOes de cada uma das

substancias quando submetidas ao teste de estabilidade, porem, devido ao

carater fisico da formulagao, a diluicao das substancias a serem analisadas

e a constante presenca do tensoativo nas amostras corn a conseqUente

solubilizacao das substancias, nao foi possivel observar as isotermas de

cada uma das substancias em ambos os gels analisados, nao permitindo,

portanto, determine-las quantitativamente.

A analise das possiveis causas das interagbes observadas

exigiriam o emprego de metodologias especiais e fogem ao propOsito deste

trabalho.

Quanto ao aspecto metodolOgico da avaliagao dos gels seriam

necessarios estudos especificos que permitissem verificar o comportamento

das substancias, ora dificultados pela baixa concentragao dos componentes

da formulagao (CANOTILHO, 1992).

As condicOes de armazenamento podem conduzir a alteragOes

fisicas e quimicas em formulagbes semi sOlidas que, por sua vez podem

afetar, entre outros parametros, a uniformidade de dosagem, a

biodisponibilidade e a reologia (DAVIS, 1987).

II
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Corn o intuito de verificar a integridade da qualidade foi

realizado teste de estabilidade sob condigOes controladas de

armazenamento. A primeira caracteristica avaliada foi o perfil de

espalhabilidade das formulates. Para tanto, analisou-se o comportamento

I

	

	
dos indices das equagOes polinomiais de 2a ordem que descrevem este

fen6meno (equagao 4).

y=A0 +A1X+A22 	(4)

I

•
Figura 33 Indices AO em gels de hidroxietilcelulose em relagão a

temperatura e tempo de armazenamento
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Figura 36 Indices AO em gels de carb6mero em relagao a temperatura e

tempo de armazenamento
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Figura 37 Indices Al em gels de carb6mero em relagao a temperatura e

tempo de armazenamento
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Figura 38 Indices A2 em gels de carbOmero em relagao a temperatura e

tempo de armazenamento

As tabelas 43 a 56 (p. 105 a 118) apresentam os valores de espalhabilidade

dos 0:is de carbenero e de HEC armazenados a 10, 25 , 35 e 45 °C. Os

valores de espalhabilidade de cada um dos gels armazenados nas

diferentes temperaturas durante os 28 dias do ensaio foram utilizados para

estabelecer as equagOes atravas da regressao polinomial de segunda

ordem, das quais foram retirados os indices A0, Al e A2, que representam a

curva que expressa o perfil de espalhabilidade das amostras. 0

procedimento estatistico descrito no item 2.2.12 (p. 63) foi utilizado para

estabelecer se o tempo ou a temperatura influem nos perfis de

espalhabilidade. Os testes utilizados e os resultados do tratamento

estatistico estao representados na tabela 63.
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Tabela 63 Testes utilizados e resultados do tratamento estatistico dos

indices criados corn a regressao polinomial de segunda ordem corn os

valores de espalhabilidade dos Os submetidos ao pra-teste de estabilidade

Amostra 	Teste	 Bartlett 	 ANOVA 	 Tukey
AO/temperatura 	 -
Al /temperatura 	 -

carb6mero 	 A2/temperatura 	 -
AO/tempo
Al /tempo 	 -	 -
A2/tempo

AO/temperatura
Al /temperatura

HEC
	

A2/temperatura
AO/tempo
Al /tempo
A2/tempo

Pode-se observar atravas da tabela 63 e das figuras 33 a 38

(p. 149 a 152) que apesar dos graficos apresentarem variagOes dos indices

nos diferentes tempos e temperaturas, estas, nao sac) significativas,

indicando que nenhuma das variaves afeta significativamente as

caracteristicas fisicas que regem o comportamento dos gels analisados.

IP

Figura 39 Tbores de estradiol em gel de carbOmero armazenado durante

diferentes tempos a diferentes temperaturas
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Figura 40 Teores de metilparabeno em gel de carbOmero armazenado

durante diferentes tempos a diferentes temperaturas
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Figura 41 Teores de propilparabeno em gel de carbOmero armazenado

durante diferentes tempos a diferentes temperaturas
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Figura 42 Teores de estradiol em gel de hidroxietilcelulose armazenado

durante diferentes tempos a diferentes temperaturas

Figura 43 Teores de 	 metilparabeno em gel de hidroxietilcelulose

armazenado durante diferentes tempos a diferentes temperaturas
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Figura 44 Teores de propillparabeno em gel de hidroxietilcelulose

armazenado durante diferentes tempos a diferentes temperaturas

As figuras 39 a 44 demonstram a influancia da temperatura e

tempo de armazenamento sobre o teor de estradiol metilparabeno e

propilparabeno nos gels de HEC e carbOrnero. Verificou-se atraves da

analise estatistica (tabela 64) que a concentragao de metilparabeno

manteve-se inalterada, nao sofrendo nenhum tipo de degradacao nas

condigOes analisadas.

159

I

111



I

I

D

160

Tabela 64 Testes utilizados e resultados do tratamento estatistico dos

teores de estradiol metilparabeno e propilparabeno em Os de NEC e

carb6mero submetidos ao pre-teste de estabilidade

Teste 	 Bartlett ANOVA 	 Tukey 	 K - W 	 M - W - W 
metilparabeno 	 NR 	 NR
/temperatura 

propilparabeno 	 + 	 10 °C*45 	 NR 	 NR
/temperatura 	 °C 

estradiol 	 + 	 NR 	 NR 	 + 	 45 °C*
/temperatura 	 10, 25 e 35 °C

metilparabeno 	 NR 	 NR
/tempo 

propilparabeno 	 NR 	 NR
/tempo 

estradiol/tempo 	 + 	 NR 	 NR 	 NR 
metilparabeno 	 NR 	 NR
/temperatura 

propilparabeno 	 + 	 10 °C* 35 	 NR 	 NR
/temperatura 	 e 45 °C 

estradiol 	 NR 	 NR
/temperatura 

metilparabeno 	 NR 	 NR
/tempo 

propilparabeno 	 NR 	 NR
/tempo 

estradiol/tempo 	 + 	 NR 	 NR 	 NR

Os Os de carbOrnero e HEC demonstraram urn decrescimo

das concentragOes de propilparabeno corn o aumento da temperatura de

estocagem, entretanto, nao foi observado nenhuma alteracao influenciada

pelo tempo de armazenamento. Segundo NUDELMAN (1975) pode-se

atribuir a degradagao do propilparabeno uma reacão de hidrOlise no

grupamento ester da molecula.

A analise das figuras 45, 46 e 47permite estabelecer que a

degradagao do estradiol observada nos gels de hidroxietilcelulose

armazenados a 45 °C, observado na figura 42 (p. 156), obedece uma

cinetica de reacao de ordem zero, indicado pela reta descendente resultante

da regressao entre a concentracao pelo tempo (figura 45), e curvas corn

Amostra

HEC

HEC

II
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concavidades voltadas para baixo, obtidas nos grâficos do logaritmo

decimal da concentragão em fungão do tempo (figura 44) e do inverso da

concentracâo em fungão do tempo (figura 47).

I

II

Figura 45 Teor de estradiol em fungão do tempo de estocagem de gels de

hidroxietilcelulose armazenados a 45 °C
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Admitindo-se que a reacao segue uma cinatica de ordem zero,

pode-se calcular a constante da velocidade de reacao atravas da equacao

5.

K C -Co
t (5)

Onde K 6 a constante da velocidade de reacao e expressa a

inclinacao da reta gerada atravas da regressao entre a concentracao e

tempo, C 6 a concentracao final, Co a concentracao inicial e t o tempo .

A constante da velocidade de degradacao de estradiol nos

Os de hidroxietilcelulose, armazenados a 45 °C, foi calculada atraves da

equacao 4 e corresponde a 2,251 dia -1 .

As amostras estocadas a 10, 25 e 35 °C nao apresentaram

degradacOes significativas, impossibilitando o estabelecimento da ordem da

reacao de degradacao do estradiol nestas condOes, em nivel de

significancia de 0,05 %. Conforme afirma NUDELMAN (1975), as rendes

de degradacao devem evoluir no minimo 30 % para poder-se estimar a

ordem de uma reacao. Usualmente, quando uma reacao tenha avancado em

menos de 30 %, e outra reacao decorrente de outro tratamento tenha

decorrido de forma mais intensa (acima de 30 % de degradacao), admite-se

que, as duas sigam a mesma cinatica de reacao. Desta forma pode-se

admitir que as reacOes de degradacao de estradiol em gels de

hidroxietilcelulose armazenadas a 10, 25 e 35 °C seguem uma cinatica de

reacao de ordem zero. Ao admitir-se isto, pode-se calcular a constante de

velocidade de reacao em cada temperatura, e conseqUentemente,

estabelecer prazos de validade nas diferentes condicOes de

armazenamento.
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Calculou-se o prazo de validade dos gels de

carboximetilcelulose armazenados a 25 °C, admitindo-se uma degradagao

de no maxim° 10 % de estradiol, obtendo-se urn valor de aproximadamente

5 dias. Experimentalmente, verificou-se que os gels estocados a 25 °C

mantiveram-se inalterados quanto a concentracao de estradiol, contrariando

as conclusties obtidas corn os calculos do prazo de validade descritos

anteriormente. Frente a estes fatos, imagina-se que o estradiol contido nos

gels de hidroxietilcelulose e armazenados a 10, 25 e 35 °C apresente uma

cinetica de degradagao corn ordem de reacao diferente da reacao de

degradagao do estradiol armazenado a 45 °C.

A elucidagao dos mecanismos que envolvem a degradagao do

estradiol em gals de hidroxietilcelulose nao foi objetivo deste trabalho,

porem, a observagao da estrutura da molacula de estradiol, da presenca

dos outros constituintes da formulagao e das caracteristicas fisico-quimicas

da mesma, sugerem que a degradagao possivelmente seja atribuivel a

oxidagao da hidroxila fendica do anel A e / ou desidratacao, conforme

indicam NUDELMAN (1975), CONNORS (1986) e SALOLE (1986).
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- As formulacbes propostas, constituidas de carbOrnero ou de
hidroxietilcelulose corn 25 % de etanol e 20 % de polissorbato 20,
mostraram-se satisfaterias no que diz respeito as caracteristicas
tecnolOgicas.

- As metodologias desenvolvidas para a eliminagao de
interferentes para as analises qualitativas e quantitativas das formulagOes
permitiram o doseamento do estradiol e dos conservantes, como matarias-
primas e nas formulacOes, conferindo resultados reprodutiveis.

- A cromatografia liquida de alta eficittncia, utilizada para a
determinacao quantitativa da substancia ativa, apresentou-se como matodo
adequado.

- As formulacbes propostas demonstraram caracteristicas de
penetragao atraves da pele de ratos, demonstrando perfis de absorgao
semelhantes entre si, em relacâo A via subcutanea e ao produto Oestrogel®
, comercializado na Europa.

- 0 sistema desenvolvido para a avaliacao da
liodisponibilidade mostrou-se inadequado, devido a caracteristicas da
formulacão e da substancia ativa.

- 0 ensaio de absorcao de estradiol em membranas artificiais,
sugere que as bases formadoras do gel apresentam apenas urn papal
secundario na penetracao, atuando principalmente como veiculo e nao na
promocao da absorcao.

- 0 teste preliminar de estabilidade, utilizando temperaturas
elevadas, conduziu a uma degradacão significativa do estradiol no gel
constituido de base de hidroxietilcelulose, enquanto que a formulacao
constituida de base de carbOmero, mostrou-se estavel durante todo o
decorrer do teste de estabilidade, sendo necessaria a realizacao de estudos
para avaliar cis efeitos da formulacao sobre a substancia ativa degradada.
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