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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. Aithough 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



RESUMO

A reposigdo estrogénica na pés-menopausa revela-se através
de beneficios na melhora da qualidade de vida, prevengfio e cura da
osteoporose, bem como na diminuicdo da incidéncia de doengas
cardiovasculares.

A via percutanea apresenta grande interesse devido a fatores
como, manutencdo de niveis plasmaticos e eliminagdo da primeira
passagem hepatica, responsavel pelo surgimento de efeitos colaterais
adversos, aliados a relativa simplicidade de desenvolvimento e produgso,
facilidade na aplicagdo e versatilidade.

Neste trabalho foram viabilizadas formulagbes de géis
hidroalcodlicos contendo estradiol com diferentes bases, adaptando e
desenvolvendo metodologias para determinagéo de caracteristicas fisicas,
quimicas e tecnolégicas, como espalhabilidade, consisténcia,
liodisponibilidade, teor da substancia ativa e conservantes, bem como
ensaios preliminares de penetragio na pele, e em membranas artificiais e
de estabilidade fisica e quimica de estradiol e dos conservantes.

Verificou-se que dois dos géis desenvolvidos, com bases de
carbémero (Carbopol 940®) e hidroxietilcelulose (Cellosize QP 100®),
apresentaram caracteristicas apropriadas no que diz respeito a
consisténcia, espalhabilidade e promog&o da penetragdo de estradiol
através da pele. Esta foi avaliada através do desenvolvimento ponderal
uterino de ratas castradas e determinagio dos niveis séricos de estradiol
por fluorimunoensaio, ndo havendo diferenga significativa entre os produtos
neste ensaio.

| Ambas as formulagdes mostraram-se estéveis fisicamente,
porem, o produto desenvolvido com base de hidroxietilcelulose apresentou
degradagéo significativa de estradiol. Os ensaios de absorgso de estradiol
em membranas artificiais ndo diferenciou significativamente as formulagdes
quanto ao tipo de base e tempo de exposi¢do, observou-se entretanto, que
existe uma relagdo entre a quantidade aplicada de gel e de estradiol
absorvido.

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

A menopausa, caracterizada por uma série de sinais e
sintomas, afeta sintomaticamente grande parte das mulheres. Neste
periodo, ocorre um dramético declinio na produgdo de estrégenos devido a
perda da fung&o ovariana. A diminuigdo dos niveis circulantes do estradiol,
0 mais importante dos estrégenos, acarreta instabilidade vasomotora,
atrofia do epitélio urogenital, desequilibrio fisioldgico e perda de massa
ossea.

A reposigédo estrogénica na pds-menopausa tem se destacado
pelo grande numero de beneficios na melhora da qualidade de vida, alivio
de sintomas, diminuigéo da perda de massa Gssea e efeito cardioprotetor.

As vias de administragdo correntemente utilizadas neste caso,
s&o a oral, parenterais, tais como intramuscular e subcutanea, e por outras
ndo enterais, como vaginal, cutanea, intranasal e transdérmica. A via oral
apresenta uma baixa biodisponibilidade, necessitando do aporte de
quantidade suprafisiologica do hormdnio.lsto ocasiona, no figado, a
producdo de metabdlitos quando da primeira passagem hepatica, como
substrato de renina e angiotensina, os quais podem promover o
aparecimento de fendmenos tromboembdélicos e alteragdes na pressdo
arterial sistémica. As vias vaginal e intramuscular apresentam grande
variagdo da biodisponibilidade, com a alternancia de fases hiper e
hipoestrogénica.

Segundo BASDEVANT (1987) a grande tendéncia para a
reposicdo estrogénica séo as vias ndo enterais, entre elas a transdérmica,
que a exemplo de outras vias, langam o estrogeno diretamente na
circulagéo sanguinea, mimetizando o organismo feminino durante o periodo

reprodutivo, eliminando também a primeira passagem hepéatica. Desta



forma pode-se administrar quantidades bem menores do horménio sem
observar a formagdo dos metabdlitos responsaveis pelos efeitos
secundarios.

A obtengao de efeito sistémico através da via transdérmica
pode seguir, no minimo, duas estratégias, baseadas nos sistemas que
contém a substancia ativa. O primeiro modelo baseia-se num sistema
reservatorio variavel, constituido por dispersbes n&o coerentes, emulsdes,
ou Acoerentes, géis. O grau de penetragdo é determinado pela composi¢do
do reservatério. O emprego deste sistema para o estradiol mostrou niveis
estaveis, encontrando-se, atualmente no coméricio Europeu, uma
formulagdo de gel hidroalcodlico, denominada Oestrogel® da empresa
francesa Besins / Iscovescu. A metodologia simples de produgéo, aliada a
facilidade de administragdo e a possibilidade de adaptagio de dosagem
fazem com que este tipo de formulag&o ganhe especial interesse.

A seguinte estratégia prende-se ao emprego de sistemas
terapéuticos transdérmicos (STT). Neste caso o sistema é compreendido
por um reservatorio fixo, contendo a substancia ativa e por um sistema de
controle de liberagdo, que pode ser a matriz que constitui o reservatério ou
uma membrana seletiva. No mercado farmacéutico encontram-se produtos
como o TTS Estraderm® (CIBA-Geygi) e o Estradiol Patch® (Ortho-Cilag).
O desenvolvimento e a produgdo de STT, exigindo tecnologia altamente
epecializada, dificil adaptagdo de dosagem e o alto custo de aquisi¢io s&o
desvantagens inerentes a estes sistemas. A obteng3o de niveis constantes
do horménio por largo periodo de tempo, por outro lado, constitui seu
principal ponto positivo.

Tendo em vista estes fatos, fica evidente a importancia do

desenvolvimento de formas farmacéuticas de aplicagdo tdpica que aliem



simplicidade de produgdo, baixo custo e eficiéncia para o tratamento dos

sinais e sintomas inerentes & menopausa.

1.2. OBJETIVOS DO TRABALHO

- Viabilizar formulagdes de géis contendo estradiol para aplicagéo
tdpica e atividade sistémica;

- Adaptar e desenvolver métodos de determinagdo qualitativa e
quantitativa da substéncia ativa como matéria-prima e nas formulagdes;

- Verificar as caracteristicas da formulagdo no que diz respeito a
estabilidade e a liodisponibilidade;

- Avaliar a penetragéo de estradiol através da pele, utilizando ratos

como modelo animal.



1.3 - REVISAO DA LITERATURA

A menopausa, periodo em que ocorre cessagao da menstruagao
devido a perda da fungao ovariana, € acompanhada de uma série de sinais e
sintomas que podem ser compreendidos como climatério (RUDY, 1990).
Clinicamente a menopausa é caracterizada por uma constelagéo de sintomas de
natureza endocrinolégica, somatica e fisiolégica (LAUFER, 1983; RUDY, 1990).
~ Neste periodo ocorre um dramatico declinio na produgdo de estrégenos, que
comega na perimenopausa, alguns anos antes da uitima menstruagao, e conduz
a um aumento nos niveis circulantes do hormdnio foliculo estimulante (FSH).

Com a perda da fungdo ovariana, o estradiol, o mais importante
estrogeno, deixa de ser produzido normalmente. Sintetizado pelas células da
granulosa a partir dos precurssores androgénicos formados pelas células da
teca (MURAD, 1991), é conhecido quimicamente como estra - 1, 3, 5, (10) -
trieno - 3, 17 - diol, apresentando como sindénimos os termos 178 - diol e Eo e
outros menos usuais como horménio diidrofolicular, diidroteelina, etc. (SALOLE,

1990) (figura 1).

CH3OH
HO J/\\/

Figura 1 - Estrutura quimica do 17 B-estradiol.



Os estrogenos, e o estradiol por consequéncia, tém como principal
funcéo fisiolégica promover a proliferagdo celular e o crescimento dos tecidos
dos 6rgédos sexuais e de outros tecidos relacionados a reprodugdo. O estradiol
apresenta efeito sobre o Utero e 6rgdos sexuais externos, promovendo a
maturagdo e algumas transformagdes que se manifestam por aumentar a
resisténcia ao traumatismo e as infecgdes. Atua também sobre as mamas,
causando o desenvolvimento do estroma, crescimento de ductos e deposigéo de
gorduras. Existe também conhecida agdo sobre a atividade osteoblastica,
fazendo com que o crescimento feminino seja bastante rapido durante varios
anos. Outros efeitos de menores consequéncias também devem ser lembrados,
como a promog¢do da deposigdo de proteinas, metabolismo e deposi¢éo de
gorduras sobre a pele, sobre o equilibrio eletrolitico e ainda algumas fungdes
intracelulares (GUYTON, 1989).

A diminuig@o de estradiol circulante manifesta-se através dos mais
diferentes sinais e sintomas, devido a presenga de receptores estrogénicos em
diversos tecidos do corpo. Alguns dos principais sintomas podem ser
caracterizados através de (RUDY, 1990; MacLENNAN, 1991):

- Instabilidade vasomotora: fogachos com duragdo de 5 a 10 minutos
acompanhados de sudorese e queda da temperatura corporal;

- atrofia do epitélio urogenital, ressecamento da mucosa urogenital,
conduzindo a irritagdes, disuria e frequentemente exacerbagio do relaxamento
pélvico, onde o maior sinal € a incontinéncia urinaria;

- desequilibrio psicolégico, uma conexio causal entre estes sintomas e a
deficiéncia estrogénica & de dificil comprovagdo. Entretanto, pode-se observar
dramatica e permanente melhora em pacientes quando tratadas com reposigao

estrogénica. Os-principais sintomas séo insénia, cansago, fragilidade emocional,



depressdo, que pode ser acompanhada de tendéncias suicidas, confusdo e
perda da memoria;

- perda de massa Ossea comeg¢a bem antes da menopausa, mas é
grandemente acelerada nesta fase. Os sintomas decorrentes da perda da massa
ossea sao fraturas vertebrais, pélvicas e nos pulsos, perda de peso, e dores.

Biossinteticamente o estradiol é produzido a partir da aromatizagao
da androstenodiona, tendo como precurssores diretos estrona e/ou testosterona

(figura 2).
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Figura 2 - Rota de biossintese dos estrégenos.



O metabolismo dos estrégenos €& representado por multiplas
transformagbes as quais podem ser observadas na figura 3, com as respectivas

razbes de conversao entre estradiol/estrona e outros derivados.

Estradiol (E2)

005 0.15

Sulfato de estrona
0.54

‘/
~¥0.21

Estrona >0.
/ >0.95 £ (intraceluiar)
16-OH Estrogenos \

2-OH E1/E2

Estrégenos conjugados

v

Excrecao

Figura 3 - Metabolismo estrogénico.

A reposi¢do estrogénica no climatério é terapia consagrada devido
a grande gama de beneficios que leva aos seus pacientes. Inumeros trabalhos
relatam a eficacia deste tipo de tratamento no alivio de sintomas especificos
(vaginite atréfica), na melhora da qualidade de vida (amenizando fogachos e
desequilibrios emocionais), reduzindo a perda da massa éssea (prevenindo a

osteoporose) e ainda diminuindo a incidéncia de doengas



cardiovasculares (BARDETT-CONNOR, 1993; BASDEVANT, 1988;
CHETKOWISKI, 1988; ETTINER, 1988; LAUFER, 1983; LIGNIERES, 1986;
LOBO, 1987; MacLENNAN, 1991; MILLER-BASS, 1990; OSORIO, 1992; RUDY,
1990, WEHBE, 1992). Segundo RUDY (1990), a reposigdo estrogénica pode
aumentar em diversos anos de vida, devido somente a diminuigdo da incidéncia
de fraturas 6sseas, sem levar em conta um dos mais importantes efeitos que é a

diminui¢do de doengas cardiovasculares, cujos riscos s&o reduzidos em até 50%

Deve-se ter bem claro que a reposigéo estrogénica pode conduzir
a formagdo de carcinoma do endométrio, porém 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 uso de
anticoncepcionais, que possuem uma maior dose de estrégenos que na
reposigdo estrogénica, ndo conduz a formagado deste tipo de cancer (RUDY,
1990; MaclLENNAN, 1991). Outros efeitos colaterais que podem éstar
relacionados com a reposigdo de estrégenos sdo a colecistite e doengas
tromboembdlicas e que devem ser levadas em conta no momento da escolha da
terapéutica.

A via de administragdo e a substancia ativa sdo escolhidas em
fungéo da poténcia relativa e do perfil biofarmacéutico de cada formulagdo. Via
de regra o estradiol &€ o mais potente dos estrégenos, sendo cerca de 12 vezes
mais potente que a estrona e aproximadamente 80 vezes mais ativo que o estriol
(GUYTON, 1989). As moléculas sintéticas como o estilbestrol tém poténcias
semelhantes ou inferiores ao estradiol (LIMA, 1991) e o etinilestradiol com uma
poténcia relativa muito maior que o estradiol, porém pouco usado na reposigéo
estrogénica, sendo utilizado em combinagdes de contraceptivos orais (RUDY,

1990).
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A via oral tem sido a mais comumente usada na administragdo de
estrogenos, porém, os estrogenos naturais apresentam baixa biodisponibilidade
devido a peculiaridades na absorg3o intestinal @ no metabolismo hepatico
(SPRITZER, 1992). Os humanos sao protegidos naturalmente por mecanismos
enzimaticos intestinais e hepaticos frente aos esterdides naturais contidos na
alimentagéo, principalmente nas carnes de animais adultos e, particularmente,
nas fémeas gestantes (BASDEVANT, 1988). Desta forma o estradiol ingerido é
metabolisado em mais de 70 % a estrona . Esta mistura estradiol / estrona é
transportada para o figado através do sistema porta onde se ligardo a
receptores estrogénicos capazes de captar, reter e concentrar estes estrégenos.
Posteriormente, estes estrégenos sofrem uma série de transformagdes sendo
totalmente inativados, evitando, de forma eficaz, os efeitos de absorgdo
alimentar de estrégenos naturais. Apesar de todos os mecanismos de inativag&o
dos estrogenos pela via oral, a estrogenoterapia por esta via ainda permite a
obtencdo de niveis terapéuticos, as custas entretanto, de um certo nimero de
efeitos secundarios, como perturbagbes do metabolismo de lipoproteinas,
alteragdes 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 perturbagées no metabolismo
hepatico estdo associadas a uma incidéncia aguda de patologias hipertensivas e
tromboembdlicas, ainda que ndo sejam conhecidos precisamente os
mecanismos fisiopatolégicos (CHETKOWSKI, 1986).

A via parenteral é utilizada, visando assim evitar o metabolismo de
primeira passagem hepatica. A reposi¢cio estrogénica por vias alternativas tem
sido feita pelas vias vaginal, cutdnea, sublingual, nasal, intramuscular e
subcutanea. O estradiol administrado por estas vias alcanga niveis superiores
ao da estrona (inverso da relagdo com a administragdo oral), fazendo com que

os efeitos adversos n&o sejam observados.
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A via vaginal apresenta uma grande variagéo na biodisponibilidade
em decorréncia da forma farmacéutica e dos veiculos utilizados (anel vaginal,
Ovulos, comprimidos, cremes). Rapidamente obtém-se niveis plasmaéticos
elevados do horménio que sofrem um gradual decréscimo em cerca de 12 horas.
A terapia prolongada por esta via faz com que ocorra a diminuigéo prpgressiva
da absorgdo devido a alteragdes na estrutura da parede vaginal. A aceitag&o por
parte dos pacientes ainda é limitada e também n&o sdo conhecidos os efeitos a
longo prazo sobre a focalizagdo do fluxo estrogénico sobre a vagina e colo
uterino (SPRITZER, 1992; LOBO, 1987, BASDEVANT, 1988).

A via intramuscular acarreta alterndncia de fases hiper e hipo
estrogénica, que nédo sdo recomendaveis para tratamentos prolongados. Os
implantes subcutdneos também apresentam grandes flutuagbes da
biodisponibilidade (BASDEVANT, 1988). A via intranasal libera estrégenos
extremamente bem, mas a dissipagdo dos niveis de farmacos oscila tanto
quanto a administragdo intramuscular. Outra via de administracdo ainda
pesquisada é a sublingual, a qual resulta em substanciais oscilagdes nos niveis
de estrégenos. possivelmente por ocorrer em paralelo uma combinagéo das vias
oral e sublingual (LOBO, 1987).

BASDEVANT (1987) afirma que a tendéncia para a reposigdo
estrogénica sdo as vias alternativas, em especial a transdérmica. A via
transdérmica tem 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
transdermicos de estradiol s&o de particular interesse quando se deseja a
manutengéo de niveis de estradiol e estrona. Os efeitos bioldgicos dos patches
de estradiol foram estudados por CHETKOWSKI (1986) e JUDD (1987) no que
diz respeito a niveis de estradiol (E2), estrona (E1), horménio foliculo

estimulante (FSH), horménio luteinizante (LH), superficie celular vaginal, niveis
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urinarios de cdlcio, creatinina e hidroxiprolina, bem como os fatores de
coagulagdo e lipideos e ndo foram observadas variagdes significativas destes
parametros, comprovando sua inocuidade.

STEVENSON (1990) avaliou o efeito da reposigao estrogénica oral
e transdérmica em relagdo a densidade 6éssea, concluindo que a terapia
transdérmica é tao eficiente quanto a oral, sendo efetiva na prevengéo da
osteoporose.

Um dos maiores problemas que podem levar a interrupgdo do
tratamento pela via transdérmica utilizando sistemas terapéuticos transdérmicos
(STT) s&o as reagdes cutdneas, como desconforto, eritema, prurido, erupgdes,
endurecimento e pigmentacdo residual. BALFOUR (1990) afirma que estas
reagdes ocorrem numa frequéncia de 24 a 40 % dos pacientes, tendo sido
observadas reagbes severas em 2,5 a 7,2 % dos casos (pustulas e pruridos
intensos) que, obrigatoriamente conduzem a interrupgdo do tratamento.
Segundo MacCARTHY (1992) este problema parece ser mais grave ainda em
locais com clima quente e umido, que além de proporcionarem o surgimento de
reagbes na pele, fazem com que seja desenvolvida uma forte secregdo de
liquidos sobre o patch resultando na perda da adesé&o.

SCOTT (1991) observou que pacientes tratadas com STT
Estraderm® 0,050 mg apresentaram uma pequena diminui¢d0 nos niveis
plasmaticos de E2 com o passar dos dias, equivalente a um declinio de 50,3 a
28,2 pg / ml durante os trés dias de uso, podendo ser problematico.

A administragcdo de formulagdes tdpicas com absorgéo sistémica, a
exemplo de outras vias n&o enterais evita a primeira passagem hepatica,
minimizando assim o surgimento de efeitos secundarios adversos. Diversos
autores tém trabalhado no sentido de caracterizar os efeitos biolégicos do
estradiol em formulagbes para aplicagado topica e agao sistémica. LIGNIERES e

col. (1986) fizeram uma comparagédo entre a terapia de reposi¢gao hormonal
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(TRH) pelas vias oral e percutdnea, observando que entre outras
determinagdes, os niveis de estradiol sdo mantidos elevados durante o
tratamento, bem como gonadotrofinas, LH e FSH sofrem uma redugdo. A partir
de tais dados, concluiram que estas vias sdo eficientes na TRH. SCOTT e col.
(1991), estabeleceram um paralelo entre TRH com gel percutdneo, STT e
estradiol micronizado (via oral), no que diz respeito a farmacocinética, afirmando
que a adminiStrac;éo percutanea de Oestrogel ® resulta em niveis estaveis de
E2 e E1, bem como a relagdo entre eles que iguala-se a razdo E2/E1 na mulher
no periodo fértil.

Estudos do efeito da reposicdo estrogénica (RE) nos niveis
tensionais e perfis metabolicos e hormonais em mulheres hipertensas foram
realizados por OSORIO e col. (1992), onde verificaram que a reposi¢io
estrogénica pela via percutdnea ndo demonstrou alteragdes nos niveis
plasmaticos de proteinas hepaticas, consideradas como marcadores especificos
da agdo 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 percutdnea apresenta especial interesse na TRH, devido a
facilidade de administragdo do medicamento. Dependendo do veiculo da
formulagdo tem-se quase que instantaneamente a sensa¢do de limpeza, sem
que nada manche ou grude nas roupas da paciente (MILLER-BASS, 1990). Isto
pode ser observado com géis contendo estradiol.

A importdncia do estudo da absorgdo percutdnea de farmacos
reside na crescente utilizagdo da via transdérmica para obtengdo de efeitos
sistémicos, deyido as ndo raras contaminagdes ocupacionais por esta via e
também pela utilizagdo de medicamentos de uso tépico que podem ter algum

efeito sistémico indesejavel caso ultrapassem a barreira cutanea.
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A pele & o maior 6rgdo do corpo humano e estd constantemente
exposto a numerosos agentes fisicos e quimicos, tais como novas substancias
sintéticas, gases, liquidos téxicos, detritos industriais, ambientais e de pesquisa
que caso penetrem no organismo, podem conduzir a efeitos tdxicos sistémicos.
Observa-se assim, uma das principais fungdes da pele, a protecdo. Outras
fungbes essenciais devem ser lembradas, como a termorregulagdo,
sensibilidade (tactil, pressdrica, etc.), regulagdo da perda de agua, protegio
contra radiagdes, etc. 4
O revestimento cutdneo de um adulto cobre em média uma 4rea de 2 m2 e
recebe cerca de um tergo do sangue circulante do organismo (SITRUK-WARE,
1989). Microscopicamente, a pele € um 6rgdo composto de epiderme, derme e
hipoderme (figura 4). A epiderme €& caracterizada pela auséncia de fluxo
sanguineo capilar, @ é composta de cinco tipos de células (estrato corneo,
estrato lucido, estrato granuloso, estrato espinhoso e estrato basal). E
também a principal barreira, protegendo o corpo de agentes externos
e da perda excessiva de agua. O estrato corneo é constituido de células
queratinizadas, desidratadas, compactadas e achatadas que sdo inativas
fisiologicamente e sdo perdidas e recolocadas continuamente pelas
camadas inferiores da epiderme. Entre os queratinécitos observa-se uma
gama de substénciés apolares que fornecem uma maior flexibilidade ao
tecido epitelial (COSTA, 1993, SITRUK-WARE, 1989; WESTER, 1992). A
derme apresenta alta vascularizagdo capilar, criando uma extensa interface
epiderme / derme. A razdo da perfusdo sanguinea através da pele é
normalmente té&o rapida que variagdes extremas de temperatura (frio-calor) num
curto intervalo de tempo, ndo afetam as velocidades de absor¢do de drogas
aplicadas sobre a epiderme. Encontram-se ainda na derme foliculos pilosos,
melandcitos, glandulas sebaceas, musculos e nervos eretores dos pelos.

Algumas destas estruturas transpassam a epiderme, promovendo a formagio de
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poros. Na hipoderme estao alojados vasos de maior calibre arteriolas e veias,
nervos, glandulas sebaceas e papilas dos foliculos pilosos (SITRUK-WARE,
1989; POTTS, 1991; COSTA, 1993; JASS, 1991). .

Epidermis

Glandula écrina Dermis

Nervio motor
(autonomo)

Hipodermis

Figura 4 Estrutura esquematica da pele

Moléculas provenientes do meio externo necessitam atravessar a
pele intacta, penetrando no estrato cérneo e outras estruturas de origem
enddgena. Atingindo entdo, derme, paredes capilares para entdo atingirem o
sistema sanguineo (sangue e linfa) (IDSON, 1975). O transporte através de
membranas da pele & um processo complexo. Para estabelecer as
caracteristicas de permeagdo de uma determinada substancia & necessario

considerar os diferentes mecanismos e barreiras, tais como:
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Barreira epidérmica: A teoria mais aceita correntemente para
absorgéo percutanea trata a pele como uma matriz celular uniforme e invariavel,
a qual produz uma fina camada de células mortas impermedveis que protegem o
organismo. A superficie lipidica parece oferecer resisténcia relativamente
pequena a passagem de agua e de outros compostos quimicos. A principal
.barreira para a absorg&o sédo as células mortas de estrato cérneo, restringindo
os movimentos de entrada e de saida de substancias e promovendo uma alta
resisténcia elétrica (IDSON, 1975). Os queratindcitos s&o cercados de lipideos,
glicoproteinas, e outras substancias apolares dispostos em bicamadas.
Conforme as caracteristicas de polaridade da substancia ela seguira um trajeto
intra- ou extracelular (ILLEL, 1991; JASS, 1991; ASHTON, 1992). Esta barreira é
vulneravel a alguns solventes e aminas organicas, refletindo no aumento da
permeabilidade da pele (promotores de absorgio) (ILLEL,1991).

Barreira reservatbna: A existéncia de um reservatorio ou depdsito
no estrato cérneo é conhecida e estudada ha véarias décadas. Farmacos efou
substancias quimicas aplicadas sobre a pele podem formar um reservatério
através da formagdo de um filme com o preenchimento de poros (gldndulas
sebaceas e foliculos pilosos). A quantidade e o tempo de permanéncia destas
substancias nos reservatorios variam conforme as substancias e podem também
ser influenciadas por fatores externos como temperatura, umidade e presenga
de solventes (SITRUK-WARE, 1989; IDSON, 1975).

Difus8o epidérmica: A difusdo através do estrato cdérneo é um
processo puramente passivo, afetado somente por condigbes ambientais. A
absorgéo percutanea, por outro lado, € um processo mais complicado. A difusdo
epidérmica é a primeira fase, e a liberagdo para a derme é a segunda. A Gltima
depende do efetivo ﬂUxo sanguineo, movimento do fluido intersticial, e talvez, de
outros fatores tais como combinagbes com constituintes dérmicos. Um sistema

passivo tem duas principais caracteristicas: (a) um tempo de laténcia ap6s a
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aplicagdo da substancia na superficie cutdnea, no qual a membrana comega a
ser carregada com o penetrante, e (b) razdo constante de penetragao.

S&o trés as principais rotas de penetragdo através da pele: (a)
pelas regides foliculares, (b) através dos ductos sudoriparos e (c) inter e
intraqueratindcitos. Regides como a palma das méos e a sola dos pés indicam
que a absorgéo via glandulas sudoriparas é representativa, ja que os foliculos
pilosos estdo ausentes e a camada cémea é extremamente desenvolvida e
mesmo assim pode-se observar a penetragdo de alguns farmacos. Geralmente
as substancias penetram na pele pelas trés vias, porém a penetragio inter e
intraqueratinécitos € a determinante, por apresentar uma area de 100 a 1000
vezes maior do que as outras rotas de absorgédo. As glandulas sudoriparas e os
foliculos pilosos sdo distribuidos na pele em diferentes nimeros, a soma dé
suas areas seccionais é de aproximadamente 0,1 a 1,0 % da &rea da pele
(IDSON, 1975). Moléculas polares e apolares difundem através do estrato
coérmeo por diferentes mecanismos moleculares. Com a hidratagdo dos
queratinécitos ocorre o acumulo de agua na superficie externa dos filamentos
proteicos. Moléculas polares parecem passar através desta agua imobilizada.
Ao contrario, moléculas apolares, provavelmente, dissolvem-se e difundem-se
na matriz lipidica entre os filamentos proteicos. A energia de ativagéo para
moléculas apolares e quase sempre menor do que para a difusdo de moléculas
polares (IDSON, 1975; POTTS, 1991; ASHTON, 1992; SITRUK-WARE, 1989).

S&o inumeros os fatores que regem a absor¢io percutinea,
ligados a absor¢@o no tratogastrointestinal e a diversos fatores ambientais. A
pele intacta € um dos principais fatores limitantes da absorg&do. Agentes
quimicos, tais como gas mostarda, acidos e alcalis, podem provocar danos no
estrato corneo, aumentando a permeabilidade. Assim como frente a agentes
quimicos, doengas de pele provocam alteragdo nos perfis de absor¢do de

farmacos quando aplicados sobre a pele (IDSON, 1975).
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A pele humana sofre consideraveis alteragdes com o aumento da
idade. Numerosas alteragdes fisioldgicas e bioquimicas podem ser identificadas
nos tecidos, como: diminuigdo da hidratagdo cutanea, redugdo da atividade das
glandulas sebéaceas, resultando uma diminuigdo da quantidade de lipideos na
superficie da pele, achatamento da jun¢&o derme/epiderme e atrofia da rede
capilar, produzindo uma alteragdo do suprimento sanguineo da epivderme.
Apesar de conhecidas algumas destas alteragdes, ndo foram ainda
caracterizadas as influéncias que elas possam vir a ter sobre a permeagdo de
substancias ativas através da pele (ROSKOS, 1989). Experimentaimente, sabe-
se que a pele de fetos e de criangas é mais permeéavel que a de adultos, talvez
por apresentar menor queratinizagdo e maior hidratag&o do estrato cérneo
(IDSON, 1975).

Via de regra, o fluxo sangliineo nos vasos dérmicos aumenta a

difusdo de substéancias permeantes. Ao contrario, a vasoconstrigdo obtida, por
exemplo, pela aplicagdo de corticoesteroides topicos provoca a diminui¢io da
absorgéo de outros farmacos (IDSON, 1975).
Ja faz algumas décadas que ficou -caracterizada a diferengca da
permeabilidade entre diferentes sitios do organismo humano. Esta
diferenciagéo foi uma das razdes para a escolha do local de aplicagdo
do primeiro sistema terapéutico transdérmico (regido retro-auricular
TTS-Scopoderm® - escopolamina) (SCHENKEL, 1986; IDSON, 1975; Van
ROOJJ, 1993).

Humanos e animais de experimentagdo apresentam amplas
variagdes de caracteristicas fisicas da pele, tais como o numero de poros por
unidade de area e espessura do estrato corneo. Estas diferengas fisicas e
estruturais obviamente afetam a penetragdo percutdnea de farmacos. A pele
como a de coelhos, ratos e camundongos, as quais tém sido comumente

utilizadas na determinagdo da penetrabilidade através do tecido epitelial,
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apresentam reduzidas glandulas sudoriparas e inumeros pelos e foliculos
pilosos, ao contrario dos humanos. Normalmente, a pele destes roedores é mais
permeavel do que a pele humana. A correlagdo da permeacio entre espécies
ndo é constante para diferentes substéncias, mas a pele de coelhos apresenta
maior permeabilidade, seguidos da pele de ratos, porcos da Iindia e
posteriormente da pele humana (IDSON, 1975; SHAH, 1991).

A hidratagdo do estrato cémeo situa-se entre os fatores

promotores de absorg&o de maior importancia, fazendo com que aumente o fluxo
de todas as substéncias através da pele. A hidratagdo resulta da difusdo de
agua de camadas mais profundas da epiderme e derme provenientes da
perspiragdo. Pode-se conseguir 0 aumento da hidratagdo mediante o uso de
substancias emolientes que promovem uma obstrugio parcial dos poros,
evitando assim a perda excessiva de agua. Sob condi¢des de hidratag&o forgada
o estrato cérneo altera a hidratagéo 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 com a concentragio da droga no veiculo.
Assim como, uma maior quantidade de droga é absorvida por intervalo de
tempo a concentragbes constantes quando a droga é aplicada numa maior
superficie de pele. Entretanto, com algumas poucas substancias ocorre o
contrario, obtém-se diminuicdo da absor¢do com o aumento da concentrag3o
(substancia causticas, induzindo & formagéo de crostas) (IDSON, 1975).

As caracteristicas de solubilidade do penetrante influenciam
grandemente a propriedade de atravessar membranas biolégicas. Ja no inicio do
século foi estabelecida uma teoria de absorgdo baseada na relagdo entre a
solubilidade das substancias e a composigdo das membranas bioldgicas.
Segundo a teoria de MEYER-OVERTON, as substancias lipofilicas passam

através das membranas e as hidrofilicas passam através das proteinas apds
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hidratagdo das mesmas. As caracteristicas moleculares como o tamanho e forma
podem ter um papel tdo importante quanto a hidratagdo e solubilidade. Alguns
autores sugerem uma correlagéo inversa entre o peso molecular e a razdo de
absorgdo (DURANDEAU,1992).

A influéncia da formulagdo e a escolha dos adjuvantes sao fatores
que n&o devem ser esquecidos no desenvolvimento de formas farmacéuticas de
aplicagao tépica com efeito sistémico. Estudos in vivo e in vitro indicam que a
liberagdo de uma substancia sera favorecida pela escolha de veiculos que
tenham uma afinidade pequena com penetrante, com um coeficiente de parti¢gdo
veiculo/estrato cormneo, tendendo mais para o estrato comeo (IDSON, 1975;
MOLLGAARD, 1983).

A pele é um obstaculo bastante dificii de ser ultrapassado,
tendo como elemento essencial a camada cdérnea. Os produtos que passam
através desta camada tem algumas caracteristicas em comum, como o
peso molecular (< 1000 Daltons), o ponto de fusido pouco elevado e
marcada lipofilia. Medicamentos para serem utilizados pela via percutanea
com agdo sistémica devem apresentar um alto indice terapéutico, uma vez
que somente pequenas concentragdes atingem o sistema sanguineo .
Frente a todos estes fatores, muitas vezes € necessario aumentar o fluxo da
substancia ativa através da pele. Uma das maneiras de realizar esta modulagéo
da permeacgao é fazer o uso de substancias que facilitam a penetragéo por esta
via. Estas substancias sd3o denominadas "promotores de absor¢do" (IDSON,
1975; DURANDEAU,1992). S&o varias as categorias de substancias quimicas
que atuam como agentes de absorg¢éo, entre elas estdo os solventes alcodlicos
(LIU, 1991; DURANDEAU, 1992, ZATZ, 1991), solventes apréticos
(DURANDEAU, 1992, IDSON, 1975; ASHTON, 1992; ASHTON, 1992a),
tensoativos, uréia e seus derivados, etc. (ZATZ, 1991a; WILLIAMS, 1992).

Frequentemente, os obstaculos para a penetragdo sdo comparados a uma
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parede, onde os cornedcitos s&o 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
apolares agem fluidificando a parte apolar das bicamadas lipidicas (LIU, 1991;
DURANDEAU, 1992).

Devido a fatores tecnoldgicos, performance biofarmacéutica,
facilidade de aplicagdo e baixo custo de produgdo, os géis apresentam grande
interesse na veiculagdo de substancias com destino a penetragdo percutanea.
De maneira geral, os géis podem ser caracterizados como um sistema disperso,
formado por pelo menos duas fases, a primeira constituida por um esqueleto
- tridimensional (ou matriz) o qual mantém 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 com as emulsdes e suspensdes (VOIGT, 1982; PARROT, 1970).
De acordo com VOIGT (1982), as pomadas e suas bases podem ser
classificadas em géis, dependendo da estrutura quimica e das propriedades, ou
seja , gel seria uma caracteristica de pomadas e poderiam ser classiﬂcados
como: _

- Géis de hidrocarbonetos (vaselinas, plastibase®);

- Lipogéis (gorduras naturais, hidrogenadas, sintéticas);

- Géis de PEG (Polietilendxidos-Polywachse®, carbowax) ;

- Hidrogéis (di6éxido de silicio, éteres de celulose, polimeros do &cido
acrilico, etc.).

Os hidrogéis constituem os géis no seu sentido mais classico e sdo
obtidos pelo esponjamento limitado de substancias organicas macromoleculares
ou combinagdes inorganicas. Tecnologicamente, os géis apresentam vantagens

em relagdo aos outros tipos de formulagdo no que diz respeito a produgio,
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envase e aplicagdo. Atualmente, grande parte dos produtos veiculados em
liquidos, cremes, pomadas e aeroséis podem ser incorporados aos géis. Via de
regra os géis podem ser aplicados com completo controle e de maneira simples,
apresentam um 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
maior utilizagdo podemos ver a seguir:

- gomas sintéticas (resinas); etilcelulose (EC), metiicelulose (MC),
hidroxietilcelulose (HEC), hidroxipropilcelulose (HPC), carboximetilcelulose
(CMC), polietilenoglicéis (PEG) e carbdmeros.

- goma§ naturais; acacia, alginatos, guar, caraia, pectina,etc.

- materiais inorganicos; bentonita, derivados de silica (diéxido 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 s@o os derivados
do acido acrilico (Carbopol®), derivados celuldsicos e polimeros de etileno de
baixo peso molecular (SCHMOLKA, 1984).

Carbémeros s&o utilizadas em formulagdes cosméticas e
farmacéuticas ha cerca de quarenta anos. Estes polimeros de alto peso
molecular e carater anidnico sdo amplamente empregados na preparagdo de
cosméticos, como estabilizadores de emulsdes, agentes suspensores,
espessantes, etc. Sao produzidos pela precipitagdo do acido acrilico através da
polimerizagao (AMJAD, 1992). Apresenta-se como pé branco que se dispersa

facilmente em agua, originando solugdes acidas. As solugbes sdo preparadas
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pela simples adigdo de agua ao po, devendo-se agitar energicamente durante
toda a operagdo. Os principais mecanismos que envolvem a gelificagdo destas
moléculas estdo ligados a ionizagdo dos grupamentos carboxilicos, através da
neutralizagdo com Aalcalis, com consequente repulsdo de cargas e estiramento
das cadeias poliméricas formando a matriz tridimensional. E interposigdo de
tensoativos entre as cadeias poliméricas formando pontes de hidrogénio com a
consequente distencdo das cadeias e gelificagdo. Em se tratando de uma resina
anidnica, pode-se inferir que a estabilidade é diretamente afetada pelo pH e
eletrélitos (BFGOODRICH, 1987; PRISTA, 1975). Nao sendo afetado entretanto
pela temperatura e microrganismos, apresentam boa compatibilidade com
diversos conservantes como parabenos e fenol (TEOT, 1982).

Dos derivados celulésicos destaca-se a metilcelulose (MC)
(Tylose®, Methdcel®). Preparada a partir do tratamento da celulose com
cloreto de metila, apresenta-se soluvel em agua fria, coagulando com o
aquecimento. Por ser um derivado ndo-ibnico mostra-se estavel frente variagdes
de pH na faixa de 2-12 (PRISTA, 1975). Ao contrario das resinas poliméricas
ndo apresenta incompatibilidades com eletrélitos (HELMAN, 1982).

A hidroxietilcelulose (HEC), produto da reagdo entre celulose e
6xido de etileno catalisada por hidroxido de sédio, € um derivado n&o-idnico que
difere dos demais derivados de celulose quanto a solubilidade. MC e
hidroxipropilcelulose (HPC) apresentam-se soluveis em agua fria, j4 a HEC é
também soluvel a quente. Gragas & suas propriedades a HEC apresenta uma
vasta gama de aplicagbes nos mais diferentes setores, como na manufatura de
petréleo, no processamento téxtil, em industrias agricolas,em cosméticos e em
formulagbes farmacéuticas, tais como géis emulsdes, logdes, e outros
(GREMINGER, 1982).

A carboximetilcelulose sddica, preparada por tratamento de

celulose por alcalis e subsequente reagcdo como monocloroacetato de sédio,
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encontra-se no comércio nas variedades alta, média e baixa viscosidade. Devido
ao carater anidnico apresenta relativa instabilidade frente & variagdo de pH,
sendo sensivel também a temperatura. A exemplo do carbdmero apresenta
incompatibilidade com eletrélitos. Além da utilizag&o na formagdo de hidrogéis
apresenta grande aplicagdo como estabilizador de emulsdes e suspensdes, bem
como desintegrante na fabricagdo de comprimidos (GREMINGER, 1982)

A determinacdo da liodisponibilidade de formulagbes tbpicas
tem particular interesse nas fases de desenvolvimento e otimizagdo de
formulagdes, bem como na determinagdo da estabilidade e controle de
qualidade do produto final ( KNORST, 1991). Metodologias in vitro
padronizadas, reprodutiveis e reconhecidas s&0 necessérias na avaliagio
da performance biofarmacéutica, no sentido de economizar experimentos in
vivo (NEUBERT e WOHLRAB, 1990). KNORST (1991) faz uma compilagéo dos
diversos modelos de liberagdo 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 um dispositivo que permite a determinagdo
da penetragido de substancias contidas em formas farmacéuticas plasticas em

membranas artificiais (figura 5).
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Figura 5 Dispositivo para determinacdo da penetragcdo de substéncias em
membranas artificiais, proposto por NEUBERT (1981)

Nestes experimentos foram realizados estudos referentes a
penetracdo do acido salicilico, salicilato de metila, ditranol e valerato de
betametasona em modelos multilamelares constituidos de membranas de
colédio com dodecanol em fungdo do tempo e em comparagdo com os perfis
de penetragdo em pele excisada in vitro. Nestes trabalhos, verificou-se
que as substancias analisadas apresentaram uma relativa equivaléncia entre
os perfis de permeagédo em modelos multilamelares de colédio e nas camadas
externas do estrato cormeo. O modelo descrito, além de propiciar uma
previsdo das razdes de penetragdo de determinada substancia através do
estrato cérneo, possibilita a comparagdo entre diferentes formulagbes com
a mesma substancia ativa em veiculos distintos. Os autores ressaltam que

apesar das coincidéncias dos perfis de permeacgado na pele excisada e no
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modelo proposto, é necessario estabelecer exatamente qual é o grau de
coincidéncia entre os perfis de penetragdo em fungdo do tempo para que
estas técnicas sejam utilizadas como instrumentos na otimizagdo de
formulagdes tépicas.

O desenvolvimento de uma forma farmacéutica inclui
obrigatoriamente metodologias para a avaliagdo da qualidade no que diz
respeito tanto as caracteristicas fisicas quanto quimicas. O controle de
qualidade das matérias-primas, doseamento de substancia ativa no produto
final bem como o teor de substdncias submetidas a testes de
estabilidade podem ser feitas por diferentes técnicas. Inumeros
trabalhos relatam metodologias analiticas para o estradiol e substancias
analogas , como técnicas de cromatografia em camada delgada (CORTI,
1984) e cromatografia liquida de alta eficiéncia (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 trabalhos
em que constam técnicas de CLAE utilizam na maioria fase estacionaria de
fase reversa (C8 e C18) com desenvolvimento isocratico, utilizando como
eluentes acetonitrila e agua, metanol e agua, acetonitrila e acido fosférico e
metanol e acido fosférico, nas propor¢des em torno de 40 % de
acetonitrila e 30 % de metanol. Os métodos de detecgdo variam do
ultravioleta, com comprimento de onda em torno de 280 nm, a fluorimétrico,
cintilométrico e amperomeétrico.

Os testes de estabilidade sdo uma necessidade e um meio vital

para ajudar a assegurar que determinada formulagdo mantera sua integridade,
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no que diz respeito a qualidade fisica, quimica e microbioldgica, bem como sua
pureza, durante o prazo de validade estipulado (DUKES, 1990).

Existe uma série de razdes para a realizagdo do estudo de
estabilidade de uma forma farmacéutica, a principal delas é sanitaria, ou seja,
deve-se tomar cuidado quanto a inocuiade da formulagdo. Mesmo que uma
substancia ativa ndo seja tdxica nas doses utilizadas, ndo significard que seus
produtos de degradacédo também o sejam. Existem ainda as razdes legais e até
comerciais, onde a perda da eficacia ou alteragdes de caracteristicas
organolépticas levam o paciente a rejeitar a terapia ndo sendo uma boa
promogéao para o produto (NUDELMAN, 1975; MOLLICA, 1978).

Os testes acelerados de estabilidade podem ser definidos como
métodos validados ou métodos pelos quais a estabilidade de um produto pode
ser estipulada através da estocagem do produto sob condigBes que acelerem
alteragdes de uma forma previsivel. As condi¢des de estresse utilizadas séo
temperatura, luz umidade, agitagdo, gravidade, pH, embalagem e método de
manufatura (YOUNG, 1990).

As formas farmacéuticas semi-sélidas podem sofrer inumeras
alteragbes que vao desde o tamanho das particulas dispersas até a liberagédo da
substancia ativa e tem consequéncias na aparéncia (cor, odor e textura),

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



2. PARTE EXPERIMENTAL
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2.1 MATERIAIS

2.1.1 MATERIAS-PRIMAS

- Alcool etilico 96°GL

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

- Carboximetiicelulose sédica Alta viscosidade Delaware

- Carboximetilcelulose sédica baixa viscosidade Delaware

- 17B-Estradiol micronizado (fornecido pelo Prof. Dr Hartmut
Derendorf)

- Hidroxietilcelulose Delaware (Cellosize QP100)

- Eter nonilfenol poligicélico (Makon 10)

- Glicerina Delaware

- Metilparabeno Merck

- Polietilenoglicol Delaware

- Polissorbato 20 Delaware

- Propilparabeno Merck

- Tylose MH300 Hoescht

- Tylose MH2000 Hoescht

2.1.2 REAGENTES ,SOLUCOES e MEIOS DE CULTURA
- Acetonitrila Lichrosolv Merck

- Azul de bromotimol (solug&o)
- Acido cloridrico 0,5M



30

- Acido cloridrico 3M

- Acido lactico

- Agar agar MERCK

- Acido sulfurico concentrado Merck (P.A.)

- Acido sulfarico 2M

- Bacto buffered peptone Water desidratado (DIFCO)

- Dextrose REAGEN

- Etanol 70 %

- Fenol (solugdo 1:20)

- Fenolftaleina Si

- Hidréxido de potassio alcodlico 0,5M SV

- Hidréxido de sédio SR

- Hidréxido de sddio 0,1M

- Hidréxido de sédio 0,02M

- Hidréxido de sédio 1M

- lodo 0,1M

- Kit DELFIA® estradiol WALLAC (anticorpos policlonais de coelho
marcados com Europio) '

- Laurilsulfato de sodio (Texapon K12)

- Lecitina de soja INLAB

- Metanol PA Merck

- Permanganato de potassio (solugéo 1:100)

- Polissorbato 80 INLAB

- Tampéo cloreto de sédio-peptona

- Vaselina liquida

2.1.3 APARELHOS E EQUIPAMENTOS
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- Agitador magnético Fisaton
- Aparelho de determinagdo de ponto de fusao Reichert, segundo
Kofler
- Balanga Sartorius 200g
- Balanga Sartorius 3000g
- Banho termostatizado Biomatic
- Banho termostatizado circulante Haake
- Banho ultra-sénico Transsonic 460 Eima
- Bidestilador / Deionizador Heareus
- Bomba peristaltica DESAGA
- Calculadora HP 32S |i
- Calorimetro diferencial de varredura (DSC) PL Polymer 12000,
interfaciado com sistema de dados Data Station 3700
- Cémara de fluxo laminar (Vecco)
- Célula de difus3o (peca em ago inoxidavel e teflon®, de construgéo
prépria)
- Contador de colénias (Biomatic)
- Bomba de vacuo Waters / Millipore
- Cromatografo liquido Waters constituido de:
Bombas 510
Controlador de fluxo AGC
Detector UV/Vis 484, 481 e 486
Injetor Rheodyne (20pl)
Integrador 746
- Estufas Biomatic
- Estufa a vacuo Heraeus

- Estufa Heraeus
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- Espectrofotometro de difragdo de raios laser Sympatec LASER
(Sympatec GmbH / Claustahl-Zellerfeld / Alemanha)

- Espectrofotdmetro IR Perkin-Elmer 1310

- Espectrofotometro IR Shimadzu FTIR-8101

- Espectrofotdmetro UV Shimadzu UV-160

- Fluorémetro DELFIA® modelo 1232 WALLAC

- Microscépio éptico Leitz

- Micrémetro Mitutoyo série 293-621, capacidade 25,0 mm e resolugao
de 1 um

- Misturador de hélice Heidoiph

- Penetrémetro Herzog



2.2 CARACTERIZAGAO DAS MATERIAS-PRIMAS

2.2.1 Carbémero
- Perda por dessecac3o:
Realizado pelo método gravimétrico conforme preconiza a USP
XXIl (THE UNITED, 1990.)
- Determinagao do pH:
Realizada potenciometricamente em dispersdo aquosa de 0,5
% (m/v) adicionada de NaOH, conforme a Pharmacopée Frangaise 9. ed.
(PHARMACOPEE, 1983)

2.2.2 Carboximetilcelulose sédica (alta e baixa viscosidade)
- ldentificagao:
Conforme testes de identificagdo A, B e C preconizados pela
USP XXII (THE UNITED, 1990).
Teste A baseia-se numa reagdo de desenvolvimeto de coloragao
entre o derivado celuldsico e acido sulfurico;
Teste B baseado na precipitagao frente a cloreto de bario;
Teste C Reagdo de identificagdo de sddio resultando num precipitado
amarelo ouro mediante a adi¢&o de acetato de uranilcobalto.
- Determinagéo de pH:
Realizada potenciometricamente em dispersdo aquosa (1:100)

(m/v) conforme preconiza a USP XXII (THE UNITED, 1990.)
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- Perda por dessecacgao:

Realizado pelo método gravimétrico conforme preconizado
pela USP XXII (THE UNITED, 1990.)
2.2.3 Etanol

- ldentificagdo:

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

Teste A baseado na reagdo de coloragao entre etanol, permanganato
de potéssio e acido sulfdrico com nitroferricianeto e piperazina,
impregnados em papel de filtro.

Teste B baseado na formag&o de iodoférmio mediante a reagdo com
hidroxido de sédio e iodo.

- Densidade:

determinada em picnémetro seguindo USP XXII (THE
UNITED, 1990).

- Substancias insoluveis em agua:

Realizada mediante adigdo de agua e observagio de possivel
precipitagao conforme a USP XXl (THE UNITED,1990).

- Residuos nao volateis:

Realizada por técnica gravimétrica de acordo com a USP XXII
(THE UNITED, 1990).
- Acidez:
determinada através da titulaggo com NaOH 0,02 M com

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

2.2.4 Estradiol
- ldentificago:

" Espectroscopia no infravermelho: Realizada em pastilhas
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de KBr, com comparagao dos espectros obtidos com espectros padroes de
DIBBERN (1978).

Espectroscopia no ultravioleta: Espectros obtidos em metanol.

Conforme DIBBERN (1978).
- Ponto de fus&o:

Realizada em aparelho de determinagdo de ponto de fusao,
segundo Kofler.

- Perda por dessecagéo:

Efetuada pelo método gravimétrico conforme preconiza USP
XXII (THE UNITED, 1990).

- Analise granulométrica:

A distribuicdo  granulométrica  foi realizada em
espectrofotdmetro de difragdo de raios laser. A substancia foi suspensa em
agua contendo 1 % (m/v) de texapon K12 (lauril sulfato de sdodio) na
concentragdo de 1 % (m/m). A disperséo foi tratada em banho de ultra-som
por 1 minuto para assegurar a destruicdo de aglomerados. A medi¢do foi
feita em cubeta de quartzo sob as seguintes condigdes:

foco de 100 mm,
tempo de medigdo 10 s-1,
velocidade de agitagdo 5 s-1.
Os resultados foram plotados através da distribuigdo

granulométrica e do somatério das frequéncias.

Andlises efetuadas por Martin Braun, Pharmazeutische Instiat /

Universitat Tubingen
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2.2.5 Hidroxietilcelulose
- ldentificagao:
Conforme testes A, B e C de THE UNITED, 1990.
Teste A baseado na dissolugdo de HEC a quente em agua,
Tesie B baseado numa reagdo com desenvolvimento de cor mediante
a adigao de fenol a solugao de HEC com acido sulfurico.
Teste C realizada com a dispersdo coloidal obtida no teste A e
consiste na formagao de um filme apds a evaporagao da agua.
- Determinagao de pH:
Efetuada potenciometricamente em dispersdo aquosa de
acordo com a USP XXII (THE UNITED, 1990).
- Perda por dessecacgéo:
Avaliada pelo método gravimétrico segundo a USP XXIl (THE
UNITED, 1990).

2.2.6 Metilparabeno
- ldentificago:
- Espectroscopia no infravermelho, utilizando-se pastilhas de
KBr, conforme DIBBERN (1978).
Espectroscopia no ultravioleta, espectros obtidos em NaOH 0,1
M como descrito por DIBBERN (1978).
- Determinagao do ponto de fuséo:
Realizada em aparelho de determinagdo de ponto de fuséo,
segundo Kofler.
- Perda por dessecacgéo:
* Realizada pelo método gravimétrico preconizado pela USP

XXII (THE UNITED, 1990).
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2.2.7 Polissorbato 20
- ldentificagao:
Teste A de THE UNITED, 1990.
- Agua:
Realizada através da titulagdo com reagente de Karl Fischer
conforme a USP XXII (THE UNITED, 1990).
- indice de saponificagao:
Titulagdo baseada na neutralizagdo de acidos livres e éteres

saponificaveis por hidréxido de potassio.

2.2.8 Propilparabeno
- ldentificagéo:
Espectroscopia no infravermelho, realizada em pastilhas
de KBr, segundo técnica descrita por DIBBERN (1978).
Espectroscopia no ultravioleta, realizada em NaOH 0,1 M,
conforme DIBBERN (1978).
- Ponto de fuséo:
Realizada em aparelho de determinagdo de ponto de fusao,
segundo Kofler.
- Perda por dessecagéo.
Determinada pelo método gravimétrico segundo preconiza a

USP XXII (THE UNITED,1990).
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2.3 DESENVOLVIMENTO DOS GEIS

2.3.1 Bases de Carbdmero

2.3.1.1 Formulagéo A:(m/v)

1) 178- estradiol  (Sigma) 0,06 %

2) Carbémero 0,5%

3) Hidréxido de sédio 5 % (m/v) 1,0 %

4) Etanol 96° GL 25,0 %

5) Agua destilada 73,5%
Técnica:

Em gral, umectar o carbdmero com pequena quantidade de
agua, adicionando o restante de 4gua em pequenas porgdes com agitagéo
permanente. Num béquer, dissolver o 17-estradiol em etanol e em seguida
incorporar a solugéo a dispersdo de carbdmero, em pequenas porgdes e
com constante agitacdo até completa homogeneizagdo. Ajustar o pH até a

neutralidade com a Solugdo de NaOH a 5 %.

2.3.1.2 Formulagao B: (m/v)

1) 17B-estradiol (Sigma) 0,06 %
2) Carbdmero 0,5 %
3) Hidréxido de sédio 5 % (m/ v) 1,0 %
4) Polissorbato 20 3,0%
* 5) Etanol 96° GL 25,0 %

6) Agua destilada 70,5 %
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Técnica:
Proceder como em 2.3.1.1, adicionando o polissorbato a

solugdo etandlica de estradiol.

2.3.1.3 Formulagao C: (m/v)

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

2) Carbémero 0,5 %

3) Hidroxido de sédio § % (m/v) 1,0 %

4) Polietilenoglicol 10,0 %

5) Etanol 96° GL 25,0 %

6) Agua destilada 63,5 %
Técnicé:

Proceder como em 2.3.1.1, adicionando o polietilenoglicol a

solugdo etandlica de estradiol.

2.3.1.4 Formulagao D: (m/v)

1) 17B-estradiol micronizado 0,06 %
2) Carbdmero 0,5 %
3) Solugéo conservante 1,0%
4) Hidréxido de sédio 5 % (miv) 1,0 %
~ 5) Etanol 96° GL 25,0 %

6) Agua destilada 725%
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Técnica:
Proceder como em 2.3.1.1, adicionando a solugao conservante
a solucgao etandlica de estradiol. A solugdo conservante foi preparada com a
dissolugcdo de 3 g de metilparabeno e 1 g de propilparabeno em 100 ml

deetanol 96° GL.

2.3.1.5 Formulagdo E (m/v)

1) 17B-estradiol micronizado 0,06 %
2) Carbémero 0,5 %
3) Solugéo conservante 1,0 %
4) Hidréxido de sédio 5 % (m/v) 1,0 %
5) Polissorbato 20 3,0%
6) Etanol 96° GL 25,0 %
7) Agua destilada 72,5 %
Tecnica:

Proceder como em 2.3.1.1, adicionando o polissorbato e a

solugdo conservante a solugao etanolica de estradiol.

2.3.1.6 Formulagao F (m/v)

1) 17B-estradiol micronizado 0,06 %
2) Carbémero 0,5 %
3) Solugao conservante 1,0 %
4) Hidroxido de sédio 5 % (miv) 1,0 %

-5) Eter nonilfenol polietilenoglicélico (Makon 10 ®) 0,5%
6) Etanol 96° GL 250 %
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7) Agua destilada 72,0 %
Técnica:
Proceder como em 2.3.1.1, adicionando o éter nonilfendlico e

solucdo conservante a solugdo etandlica de estradiol.

2.3.1.7 Formulagao G (m/v)

1) 17B-estradiol micronizado 0,06 %
2) Carbémero 0,5%
3) Solugao conservante 1.0%
4) Hidréxido de sodio 5 % (m/v) 1,0 %
5) Polissorbato 20 2,0%
6) Etanol 96° GL 25,0 %
7) Agua destilada 69,5 %
Técnica:

Proceder como em 2.3.1.1, adicionando polissorbato e

solugdo conservante a solugao etandlica de estradiol.

2.3.2 Bases de carboximetilcelulose sodica

2.3.2.1 Formulagao A (m/v)

1) 17B-estradiol estradiol 0,06 %
2) CMC Na 30 %
3) Glicerina 10,0 %
4) Etanol 96° GL 250 %

5) Agua destilada 62,0 %
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Técnica:
Em gral umectar a CMC Na com glicerina e em seguida
adicionar toda agua com agitagdo constante. Num béquer dissolver o
estradiol em etanol, posteriormente verter a solugao sobre a dispersédo de

CMC Na, homogeneizando a mistura.

2.3.2.2 Formulagao B (m/v)

1) 17B-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 %
Técnica:

Proceder como em 2.3.2.1, adicionando o polissorbato a

solugdo etandlica de estradiol.

2.3.3 Bases de metilcelulose

2.3.3.1 Formulagao A (m/v)

1) 17B-estradiol micronizado 0,06 %
2) Metilcelulose 50%
3) Glicerina 10,0 %
‘4) Etanol 96° GL 25,0 %

5) Agua destilada 60,0 %



Técnica:
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Em gral, umectar a metilcelulose com glicerina e em seguida

adicionar a agua com permanente agitagdo. Em copo de béquer dissolver

estradiol em etanol, vertendo posteriormente esta solug¢do na dispersao

celuldsica.

2.3.3.2 Formulagao B (m/v)

1) 17B-estradiol micronizado
2) Metilcelulose

3) Polissorbato 20

4) Glicerina

5) Etanol 96° GL

6) Agua destilada

Técnica;

0,06 %
3,0%
3,0 %

10,0 %

25,0 %

60,0 %

Proceder como em 2.3.3.1, adicionando o

solugéo etandlica de estradiol.
2.3.4 Bases de hidroxietilcelulose (HEC)
2.3.4.1 Formulagao A (m/v)
1) 17B-estradiol micronizado
2) HEC

3) Etanol 96° GL
4) Agua destilada

0,06 %

3,0%
25,0 %
72,0 %

polissorbato a
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Técnica:
Em gral, suspender a HEC na agua previamente aquecida a
aproximadamente 70 °C. Num copo de béquer, dissolver o estradiol em
etanol, posteriormente verter a solugédo sobre a suspensio, com agitagéo

permanente. Aguardar cerca de 12 horas.

2.3.4.2 Formulagéao B (m/v)

1) 17B-estradiol micronizado 0,06 %

2) HEC 2,5%

3) Polissorbato 20 3,0%

4) Etanol 96° GL 25,0 %

5) Agua destilada 69,0 %
Técnica:

Proceder como em 2.3.4.1, adicionando polissorbato a solugdo

etandlica de estradiol.

2.3.4.3 Formulagao C (m/v)

1) 17B-estradiol micronizado 0,06 %

2) HEC 20%

3) Polissorbato 20 20%

4) Etanol 96° GL 25,0 %

5) Agua destilada 70,0 %
Técnica:

Proceder comoem 2.3.4.2.
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2.3.4.4 Formulagao D (m/v)
1) 17B-estradiol micronizado 0,06 %
2) Solugao conservante 1,0%
3) HEC 20%
4) Polissorbato 20 20%
5) Etanol 96° GL 25,0 %
6) Agua destilada 70,0 %
Técnica:

Proceder como em 2.3.4.1, adicionando HEC e solugdo

conservante a solugdo etandlica de estradiol.

2.4 PRE-TESTE DE PERMEABILIDADE DE ESTRADIOL ATRAVES DA
PELE

2.4.1 Delineamento do ensaio e preparagéo dos animais

Os géis de estradiol micronizado, com bases de carbémero 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 através da
pele de ratas Wistar, de aproximadamente 4 meses e peso entre 270 e 350
g, que tiveram seus dorsos depilados momentos antes da primeira aplicag&o
das amostras.

As aplicagbes topicas dos géis (160 mg) foram feitas
diariamente com o auxilio de uma seringa, com inicio 72 horas apos a

castragao e 24 horas antes do sacrificio de cada animal.
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Os animais foram divididos em cinco grupos submetidos a
diferentes tratamentos, como segue:

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

Grupo Il = 9 ratas tratadas com gel de base Carbomero;

Grupo llI= 9 ratas tratadas com Oestrogel®;

Grupo IV= 9 ratas tratadas com solugdo 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 apds o inicio
dos tratamentos, sendo que a cada dia apenas trés animais de cada grupo
eram sacrificados, com exce¢do dos animais do grupo V que foram todos
sacrificados no décimo dia de tratamento. O sacrificio dos animais foi feito
por guilhotinamento, com o recolhimento do sangue troncular para posterior
separagdo do soro onde foram determinados os niveis de estradiol por
técnica de fluorimunoensaio. Cada animal teve seu utero dissecado e

pesado.

2.4.2 Doseamento de estradiol*

Andlise realizada por método imunofluorométrico sobre fase
solida, utilizando Kit DELFIA® estradiol WALLAC, que consiste de
anticorpos policlonais de coelho marcados com eurdpio. Utilizou-se
fluorébmetro DELFIA® modelo 1232 WALLAC, com excitagédo a 320 nm e

emissao do eurépio a 615 nm.

* Analise realizada pelo farmacéutico Francisco Lhullier do Servigo de

Radioimuno ensaio do Hospital de Clinicas / Porto Alegre.
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2.5 DESENVOLVIMENTO DE METODOLOGIA PARA DETERMINAGAO
QUALITATIVA E  QUANTITATIVA DE  ESTRADIOL POR
CROMATOGRAFIA LiQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE)

2.5.1 Ensaios preliminares

2.5.1.1 Preparo da solugéo padrao

Foi preparada uma solugdo de estradiol contendo
aproximadamente 0,4 mg/ml, utilizando-se acetonitrila : agua (1:1) como
solvente, filtrada através de membranas de politretrafluoretileno com

didametro de 13 mm e porosidade de 0,45 um (Millipore FHLP 013).

2.5.1.2 Condig¢bes cromatografica

Coluna: Lichrosorb RP 8 (5um, 25 x4 mm i.d.)
Pre-coluna: Bondapack C18 / Corasil (37 - 50um)
Fase movel: Acetonitrila: agua (1: 1)
Fluxo: 1,0 ml/ min
Injecao de 20 ul (por alga dosadora Rheodyne)
Detecgdo: U.V =280 nm
Sensibilidade = 0,050 AUFS
Filtro=1,2
Registro: Atenuacao = 512
Velocidade de registro = 0,5 cm / min
Este sistema proporcionou uma pressao de aproximadamente 14 atm.

Fase moével filtrada em membranas Millipore FWLP ( porosidade de
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0,5um), sob pressé&o reduzida e desgaseificada por agdo de uitra-som e

pressao reduzida.

2.5.2 Curva Padrao de Estradiol

Foram preparadas solugbes com concentragbes de 1, 2, 4, 8,
12, 16, 20, 24, 28 e 32 ug / ml de estradiol em acetonitrila. Cada solugao foi
fitrada 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 médias das mesmas, com seus
respectivos desvios e.coeﬂcientes de variagdo percentual. As areas foram
expressas em mV.s.

As médias das areas referentes a cada concentragdo foram
plotadas em grafico de concentragdo x area, onde foram calculados o
coeficiente de correlagdo linear da curva e a equagdo da reta gerada

através da regressao linear.

2.5.3 Preparagao das amostras de gel para analise por CLAE

2.5.3.1 Preparagao de amostras de géis de base de carbomero

Foram preparadas diluigdes dos géis de carbémero em
acetonitrila preparados como descrrito em 2.3.1.7 (p. 40), Foram pesadas
exatamente cerca de 500 mg das amostras diretamente em baldo
volumétrico de 10 ml com o auxilio de seringa, fornecendo uma
concentragdo de cerca de 30 pug / ml de estradiol. Apds a adigdo de
acetonitrila a dispersdo 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. Com as areas obtidas, calcularam-se as médias das
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mesmas com os respectivos desvios e coeficientes de variagdo percentual

para cada amostra.

2.5.3.2 Preparagéo de gel padrao de estradiol com base de carbodmero

(m/m)

Foi preparado gel com base de carbémero (conforme
formulagao 2.3.1.7 p. 41), onde todos os constituintes da formulagdo foram

exatamente pesados.

2.5.3.3 Verificag&o da eficiéncia de extragédo de estradiol

Foram preparadas cinco amostras do gel padrdo (2.5.3.2),
conforme descrito em 2.5.3.1. O sistema cromatografico consistia de:
Coluna: Lichrospher RP 8 10 um (250 x 4 mm di)
Pré-coluna: Bondapak C18 (37 - 50 um)
Fase moével: Acetonitrila : agua (44:56)
Fluxo: 2 ml / min
Volume injetado: 20 ul.
As areas referentes aos picos de estradiol foram comparadas
com padrao de estradiol com concentragao de 30,0 ug / ml em acetonitrila.

Os resultados foram expressos em percentual de extragao.

2.5.3.4 Verificagado da eficiéncia de extragdo de metilparabeno

As areas referentes aos picos de metilparabeno, obtidas como

em 2533 foram comparadas com padrédo de metilparabeno na
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concentragdo de 15 ug / mi em acetonitrila. Os resultados foram expressos

em percentual de extragao.
2.5.3.5 Verificagao da eficiéncia de extragdo de propilparabeno

As areas referentes aos picos de propilparabeno, obtidas como
em 2533 foram comparadas com padrdo de propilparabeno na
concentragao de 5 ug / ml em acetonitrila. Os resultados foram expressos

em percentual de extragdo.
2.5.3.6 Preparagdo de amostras de géis de base de hidroxietilcelulose

Foram pesados exatamente cerca de 250 pug do gel direto em
baldo volumétrico de 5 ml. Em seguida, adicionaram-se sob agitacio
constante 4,0 ml de 4&gua destilada previamente aquecida a
aproximadamente 70 °C, sob constante agitagdo. Apds o arrefecimento da
dispersao, completou-se 0 volume com acetonitrila sob agitagdo vigorosa
por cerca de 30 s. Em seguida as amostras foram submetidas a sonificagéo
durante 1 min. Sendo, posteriormente, centrifugadas a 2500 rpm durante 5
min. O sobrenadante foi entdo filtrado como em 2.5.1.1 (p. 47) e aplicado
em triplicata. Com as areas obtidas calcularam-se as médias das mesmas
com os respectivos desvios e coeficientes de variagdo percentual para cada

amostra.

2537 Preparagdo de gel padrédo de estradiol com base de

hidroxietilcelulose
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Foi preparado gel com 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 eficiéncia de extragdo de estradiol dos géis de base

de hidroxietilcelulose

Foram preparadas cinco amostras do gel padrao (obtidos como
em 253.5) 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 5 pum (250 x 4 mm di)
Pré-coluna Lichrosorb RP 18 5 um

Fase mével acetonitrila:agua (45:55)

fluxo 1,2 ml / min

Volume injetado de 20 yul

Detecgao ultravioleta 280 nm

As areas referentes ao pico de estradiol foram comparadas
com padréo de estradiol na concentragao de 30,0 ug / ml em acetonitrila. Os

resultados foram expressos em percentual de extragéo.

2.5.3.9 Verificagdo da eficiéncia de extragcdo do metilparabeno de géis de

hidroxietilcelulose

As areas referentes ao pico do metilparabeno obtidas de
cromatogramas como em 2.5.3.3 (p. 49) foram comparadas com as do
padrao de metilparabeno na concentragdo de 15 ug/ml em acetonitrila. Os

resultados foram expressos em percentual de extragao.
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2.5.3.10 Verificagdo da eficiéncia de extragdo do propilparabeno de géis de

hidroxietilcelulose

As areas referentes ao pico do propilparabeno obtidas de
cromatogramas como em 2.5.3.3 (p. 49) foram comparadas com as do
padréo de propilparabeno na concentragdo de 5 ug/ml em acetonitrila. Os

resultados foram expressos em percentual de extragao.

2.6 DETERMINAGAO DA CONSISTENCIA

Para a determinagao da consisténcia foi utilizado penetrometro
munido de haste metalica e de um cone padronizado, o qual pesou 102,6 g,
conforme descrito por KNORST (1991). As amostras foram colocadas no
recipiente de medigdo, evitando-se a inclusdo de ar e efetuando-se o
nivelamento da superficie com espatula. O recipiente contendo amostra foi
colocado sobre a mesa do penetrometro, procedendo-se com a
aproximagao do cone até leve contato com a amostra. Apds o ajuste do zero
da escala, a haste com o0 cone era liberado para a queda e consequente
penetracdo na amostra, mantendo-se a haste livre durante cinco segundos.
Posteriormente efetuou-se a leitura da penetragdo em décimos de
milimetros.

O resultado foi calculado a partir da média de oito

determinagoes.
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2.7 DETERMINAGAO DA ESPALHABILIDADE

Foi empregada metodologia descrita por KNORST (1991), com
a colocagdo de uma fonte luminosa na parte inferior da lamina de vidro
suporte e com a adigao de um corante hidrofébico (Sudan Il (C.l1 26100) 3
% em vaselina liquida) em torno das por¢cdes de amostra, com a finalidade
de facilitar a visualizagéo da evolugdo dos didmetros das amostras.

Utilizaram-se as mesmas placas-molde e suporte. As amostras
foram introduzidas no orificio da placa-molde e a superficie das mesmas foi
nivelada com espatula. Ao redor das amostras foram colocadas algumas
gotas da solugdo corante. Sobre as amostras foram colocadas placas-carga
de vidro previamente pesadas com intervalos de 1 minuto, procedendo-se
com a medig&o do didmetro em dois sentidos, com a posterior determinagéo
do didmetro médio. As operagbes de adigdo de placas e determinagio dos
didmetros foram repetidas a cada minuto até um total de 16 a 17 placas.

A espalhabilidade (Ei), determinada a temperatura ambiente foi

calculada através da equagéo:

d’xn
4

Ei=

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

d = didmetro médio (mm)

Os valores de espalhabilidade em fungdo da massa foram
calculados com o auxilio de programa montado em calculadora HP 32S com
posterior plotagem em gréaficos e correspondem a média de trés

determinagoes.
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2.8 AVALIAGAO 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 hora e os diluentes, solugdes e acessorios esterilizados em

autoclave a 121 °C, durante quinze minutos.
2.8.1 Contagem de microrganismos viaveis totais

Na contagem de microrganismos vidveis totais, para a
preparagdo de tampdo cloreto de sodio 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
adicéo de 90,0 ml de tampéao cloreto de sédio-peptona, pH 7,0.

Para a preparagdo das amostras foram separadas,
aleatoriamente, trés embalagens.A limpeza externa das mesmas foi feita
com algoddo embebido em etano! 70 %. '0 conteudo das mesmas foi
homogeneizado em gral de porcelana e 10,0 g da amostra foram pesados
assepticamente, em erlenmeyer de 250 mi. A seguir, 0 volume foi
completado a 100 ml com tampéo cloreto de sdédio-peptona contendo
neutralizantes. A mistura foi homogeneizada sob agitagdo magnética para a
inativagdo do sistema conservante. A partir desta diluigdo na proporgao de
1:10, foi procedida a diluicao em propor¢des 1:100, 1:1000 e 1:10000,
utilizando-se tampao cloreto de sédio-peptona, como diluente. Apéds, foi

realizado o ‘plaqueamento das diluigbes pipetando-se 1,0 ml das mesmas
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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 bactérias, 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 bactérias. Paralelamente, nas
mesmas condigdes 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 com auxilio de contador de colénias munido de
lupa e luz indireta. O calculo da média aritmética de cada diluicdo foi
efetuado a partir do nimero de colénias observado nas placas, calculando-
se 0 numero de microrganismos por grama, para cada diluicdo e
multiplicando-se o numero de coldnias pela diluigdo utilizada. Os resultados

foram expressos em unidades formadoras de colénias (UFC).

2.8.2 Pesquisa de Staphylococcus aureus (ANTUNES, 1991)*

O ensaio baseia-se na detecgdo da enzima coagulase,
caracteristica exclusiva dos Staphylococcus aureus dentre as espécies
deste género que ocorrem em humanos. O teste realizado em tubo com
colénia de 12 h com determinagdes em paralelo de cepa de Staphylococcus
aureus ATCC 6538-P e cultura positiva de Staphylococcus aureus do

Laboratério de Anélises Clinicas desta Faculdade.

*

Teste realizado pela farmacéutica Ana Maria Antunes do

Laboratdrio de Analises Clinicas desta Faculdade.
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2.9 AVALIAGAO DA LIODISPONIBILIDADE
2.9.1 Célula de cedéncia

Para a avaliagdo da cedéncia in vitro foi desenvolvido um
dispositivo de liberagdo (figura 6) que consiste de duas pe¢as de ago
inoxidavel delimitando as camaras aceptoras, um anel de Teflon®
constituindo a camara doadora, anéis de vedagdo em cada uma das pecas
de ago e duas grades metdlicas de 25 mm de didmetro que dédo a

sustentagdo as membranas.

cAmara de cedéncia
VA

o
=1 0NN S NN OL\\g O
2129 mm +— 24 —+
anel de teflon 26
filtro de membrana
tela de protegéo

anel de vedagéo

parafuso de fixaggo

Figura 6 Desenho esquematico da célula de cedéncia (dimensées em mm)

2.9.2 Testes preliminares
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As amostras foram pesadas diretamente no orificio central da
camara doadora com o preenchimento total da mesma. As camaras doadora
e aceptoras foram separadas por membrana de acetato de celulose de 0,45
um de porosidade e 25 mm de didmetro (Millipore HAWP 025 00),
membranas de colédio com dodecanol ou papel de filtro. O dispositivo foi
fechado e conectado a tubos de Tygon ®, através dos quais circulou o
quuido aceptor mediante o auxilio de bomba peristaltica em sistema
fechado. O meio de cedéncia constituido de 50 mi de agua foi colocado em
erlenmeyer de 50 ml e mantido a temperatura de 37 + 1 °C com o auxilio de
banho termostatizado e sob constante agitagdo obtida com agitador
magneético. A velocidade de fluxo foi regulada em 100 m! / h efetuando-se
coletas de 3,0 ml da fase aceptora a cada hora durante 6 horas e apés
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 5um (250 x 4 mm di)
pré-coluna Lichrospher RP 18 Sum

fase movel acetonitrila . agua (45:55)

fluxo de 1,2 ml / min

deteccao ultravioleta 280 nm (Waters 486)

Para a quantificagdo de estradiol compararam-se as areas dos
picos referentes ao estradiol com as do padrdo do mesmo na concentragio

de 10 ug / ml em acetonitrila : agua (1 : 1)
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2.10 PRE-TESTE DE ABSORGAO DE ESTRADIOL EM MEMBRANAS DE
CcOLODIO COM DODECANOL

Para a avaliagdo da absorg¢ao de estradiol por membranas de
colodio foi utilizado um dispositivo proposto por NEUBERT (1991) (figura 5
p. 25), que consiste de discos de poliacrilato (Piacryl ®) com 4 cm de
didmetro e 4 mm de espessura, tendo alguns destes discos (discos padréo)
um orificio quadrado central de area de 4 cm2, onde sdo 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 Determinagdo da absor¢do de estradiol de géis com base de

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

As células descritas em 2.10 foram revestidas com papel
aluminio a partir da placa base, sobre a qual foi colocada membrana de
colédio previamente pesada. Em seguida foi colocado o disco padrao onde
foi aplicado com espatula uma quantidade exatamente pesada de gel.

As amostras e membranas foram deixadas em contato durante
os tempos e condigbes estabelecidas no item anterior, o sistema foi retirado
do banho termostatizado e cada uma das membranas separada. Os géis
que haviam sido aplicados foram raspados com auxilio de espatula e a
membrana pesada novamente.

Apéds a exposi¢gdo das membranas aos géis, as mesmas foram
tratadas com 4,0 ml de acetonitrila. A dispersdo foi homogeneizada em
ultra-som e posteriormente filtrada como em 2.5.1.1 (p. 47) e aplicadas em
triplicata nosistema cromatografico como em 2.5.3.3 (p. 49) com fase mével

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

estradiol 1 ug / ml em acetonitrila.

2.10.2 Determinagdo da absorgdo estradiol de géis com base de

hidroxietilcelulose (preparado como em 2.3.4.4, p. 45)

Procedeu-se como em 2.10.1

2.10.3 Determinagdo da absorgdo de estradiol de gel comercial (Oestrogel®)

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 andlises foram efetuadas com amostras de
aproximadamente 50 mg, na faixa de temperatura de 20 a 200 °C e
velocidade de varredura de 20 °C / min, com a repeticdo do ciclo para

algumas amostras.
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2.11.2 Analise dos géis

Foram pesados aproximadamente 10 g dos géis a serem
analisados e colocados em banho de vapor até a obtengao de residuo seco.
Este residuo foi entdo analisado como em 2.11.1, na faixa de temperatura
de -40 a 200 °C e com varredura de 20 °C / min.

Determinagdes realizadas pelo Prof. Dr. Marco Aurélio de Araujo do

Instituto de Quimica desta Universidade.
2.12 PRE-TESTE DE ESTABILIDADE

Foram envasados cerca de 10 g dos géis de estradiol com
base de carbdmero e de hidroxietilcelulose (preparados como em 2.3.1.7, p.
40 e 2.3.4.4, p. 45) em tubos de aluminio revestidos com resina epoxi € com
tampa rosqueavel. Os tubos foram enchidos com auxilio de bisnaga plastica
e fechados manualmente com dobradura triplice. Cada um dos géis foi
estocado em geladeira (10 + 1°C), temperatura ambiente(25 + 2 °C), e a 35
~ e 45 °C em estufas termostatiéadas.

Os géis foram analisados no dia zero (24 h apds preparagéo),
quanto as caracteristicas organolépticas, teor de estradiol e
espalhabilidade. As determinagdes do teor de estradiol, espalhabilidade e
caracteristicas organolépticas foram realizadas apds decorridos 4, 8, 12, 16,
20, 24 e 28 dias de armazenamento. O perfil de liodisponibilidade foi

novamente avaliado no vigésimo oitavo dia de estocagem.

2.12.1 Avaliagao do teor de estradiol

A quantificagdo do estradiol foi realizada através de CLAE.
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2.12.1.1 Quantificagédo de estradiol, metilparabeno e propilparabeno em géis

de carbomero

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
condi¢des de fase mdvel para acetonitrila:agua (39 : 61) e de fluxo para 2 ml
/ min.

As areas referentes aos picos de estradiol, metiiparabeno e
propilparabeno de cada uma das amostras foram comparadas com as
respectivas areas de cada substancia nas amostras no tempo zero, onde foi
atribuido um teor de 100 %. Os resultados foram expressos através do

percentual de cada substancia.

2.12.1.2 Quantificagao de estradiol metilparabeno e propilparabeno em géis

de base de hidroxietilcelulose

As amostras foram preparadas como em 2534 (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 com as
respectivas areas de cada substancia nas amostras no tempo zero, onde foi
atribuido um teor de 100 %. Os resultados foram expressos através do

percentual de cada substancia.
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2.12.2 Avaliagéo da espalhabilidade (Ei)

Os géis constituidos das bases de carbomero e
hidroxietilcelulose, armazenadas nas condi¢des descritas em 2.12 (p. 60),
foram submetidas ao teste de espalhabilidade em seguida & retirada das
amostras dos locais de armazenagem, deixando-as cerca de uma hora para
regulagdo a temperatura ambiente. O procedimento foi 0 mesmo descrito em
2.7 (p. 53), bem como o calculo dos valores dos indices de espalhabilidade.

Os valores de Ei correspondem a média de trés determinagdes.
2.12.3 Avaliagdo organoléptica

No momento da retirada das amostras para avaliagdo da
espalhabilidade dos géis procedeu-se com a observagdo do odor e

coloragao das amostras.
2.13 ANALISE ESTATISTICA

Os célculos estatisticos foram utilizados para a descrigdo do
comportamento individual das variaveis em estudo, onde foram
determinadas as médias, desvios padrées e coeficientes de variagado
percentual. Para as analises de pares de variaveis entre as quais supunha-
se haver dependéncia linear foram calculado os coeficientes de regressao
linear e correlagao linear de Pearson (r).

Testes nos quais existiam mais de duas variaveis e/ou exigiam
a comparagdo de dois ou mais grupos constituidos sempre do mesmo

numero de individuos, utilizou-se o procedimento do quadro que segue:
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Figura 7 Representagao esquematica dos procedimentos estatisticos




3. RESULTADOS



3.1 CARACTERIZAGAO DAS MATERIAS-PRIMAS

3.1.1 Carbémero 940

Tabela 1: Testes utilizados para carbémero
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Teste Especificacédo Resultado
Perda por dessecagéo maximo 2 % 1,90 £ 0,13 % (n=3)
pH 73a78 7,5 (n=3)

3.1.2 Carboximetilcelulose sédica

Tabela 2: testes utilizados para CMC Na

Teste Especificacdo Resultado
Identificagao

A cor vermelho purpura de acordo

B precipitado branco fino de acordo

C precipitado branco fino de acordo

Perda por dessecagéo maximo 10,0 % 6,55 + 0,1 % (n=3)
pH 6,5-8,5 6,73 + 0,06




3.1.3 Etanol

Tabela 3: Testes utilizados para etanol
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Testes Especificacao Resultado
Identificagdo

A cor azul no papel de filtro de acordo
B precipitado amarelo de acordo
Gravidade especifica 0,812a0,816 0,810
Subs. insoluveis em agua mistura deve manter-se limpida de acordo
Residuos nao volateis maximo 1,0 mg 0.8 mg
Acidez maximo 0,90 ml NaOH 0,02 M 0,65 mi

3.1.4 178- estradiol

Identificagao:

Espectro infravermelho obtido, e o do padrdo de DIBBERN

(1978) sao sobreponiveis (figura 8).

Espectro ultravioleta obtido, confere com espectro de padrao

de DIBBERN (1978), (figura 9).

Ponto de fusdo:

Dificil visualizagdo da faixa do ponto de fusdo devido ao

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

180 °C.
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Figura 8 Espectro no infravermelho de 17B-estradiol em pastilhas de KBr ol
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Andlise granulométrica:

Tabela 4 Distribuigdo granulométrica do estradiol Sigma ®
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Diametro Frequéncia | Diametro Frequéncia | Didmetro  Frequéncia
(um) cumulativa (um) cumulativa (um) cumulativa
(%) (%) (%)

<34 12,87 578 80,79 1122 96,69
68 26,31 612 82,50 1156 97,07
102 37,84 646 83,83 1190 97,64
136 47,03 680 84,69 1224 97,83
170 52,27 714 85,93 1258 98,02
204 55,42 748 87,07 1292 98,31
238 59,04 782 88,40 1326 98,31
272 61,90 816 89,73 1360 98,40
306 63,81 850 90,68 1394 98,78
340 66,29 884 91,92 1428 98,97
374 68,20 918 92,68 1496 99,06
408 70,01 952 93,44 1564 99,15
442 71,92 986 93,92 1598 99,24
476 73,73 1020 94,78 1768 99,33
510 75,73 1054 95,54 1870 99,42
544 76,97 1088 96,40
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Tabela 5 Distribuigdo granulométrica do estradiol micronizado

Diametro  Frequéncia | Diametro Frequéncia | Didmetro  Frequéncia
(um) cumulativa (um) cumulativa (pm) cumulativa
(%) (%) (%)

0,90 8,07 6,00 67,53 43,00 100,00
1,10 11,62 7,50 78,50 51,00 100,00
1,30 14,86 9,00 86,04 61,00 100,00
1,50 17,87 10,50 90,90 73,00 100,00
1,80 22,05 12,50 94,78 87,00 100,00
2,20 27,20 15,00 97,38 103,00 100,00
2,60 32,03 18,00 98,86 123,00 100,00
3,10 37,81 21,00 99,49 147,00 100,00
3,70 44 52 25,00 99,82 175,00 100,00
4,30 51,01 30,00 99,99

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

3.1.5 Hidroxietilcelulose

Tabela 6 Testes utilizados para hidroxietilcelulose

Testes Especificacio Resultado
Identificagéo

A permanecer limpido de acordo

B formagao de filme de acordo

C coloracdo vermelha

pH ’ 6,5-8,0 52

Perda por dessecacéo nao exceder 10,0 % de acordo (6.82 %)
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3.1.6 Metilparabeno

Identificac&o:
Espectro de infravermelho confere com espectro padrdo de
DIBBERN (1978), (figura 10).
Espectro de ultravioleta obtido, confere com espectro de
padrdo de DIBBERN (1978), (figura 12).
Determinacgéo do ponto de fusao:
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 Especificacéo Resultado
Identificagdo

A solugio opalescente de acordo
indice de Saponificacdo 40 a 50 49,55

3.1.8 Propilparabeno

ldentificag&o:
Espectro infravermelho obtido confere com espectro padrao de

DIBBERN (1978), (Figura 11).
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Ponto de fusao:
95 a 100 °C.
Perda por dessecacéao:

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

3.2 DESENVOLVIMENTO DOS GEIS

3.2.1 Observagdes
Os géis foram analisados de forma preliminar quanto a suas
caracteristicas organolépticas, fazendo-se, sempre que possivel, uma

comparagdo com o Oestrogel®.

3.2.1.1 Bases de Carbomero

3.2.1.1.1 Formulagédo A
Observou-se turvagéo inicial quando a solugdo etandlica de
estradiol foi vertida sobre a dispersdo aquosa de carbémero, que

desapareceu dentro de uma semana.

3.2.1.1.2 Formulagéo B
No momento da preparagéo ocorreu pequena turvagdo que foi
eliminada com a adigdo de NaOH. O polissorbato utilizado apresentava-se

levemente amarelado, conferindo esta caracteristica ao produto final.
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3.2.1.1.3 Formulacédo C
Ocorreu turvagdo no momento da preparagado, que persistiu até
15 dias apés preparacdo. A consisténcia parece ser bem maior que os

outros géis de carbémero desenvolvidos.

3.2.1.1.4 Formulagao D
Obteve-se um gel turvo, com caracteristicas de consisténcia
semelhantes aos demais géis de carbOmero, caracteristica esta, que se

mantém mesmo apds passados 15 dias.

3.2.1.1.5 Formulagédo E
Gel obtido com aparéncia bastante préxima do Oestrogel®.

Observa-se grande quantidade de ar incluida no gel.

3.2.1.1.6 Formulagdes F e G
Produtos com grande turvagdo que diminui no momento da
alcalinizagdo e retorna ao promover-se a homogeneizagdo final com

espatula.
3.2.1.2 Bases de carboximetilcelulose sodica
3.2.1.2.1 Formulagao A

O gel obtido apresentou leve turvagdo, com consisténcia bem

menor que os géis obtidos com carbémero.



77

3.2.1.2.2 Formulagéo B
O gel assim obtido apresentou intensa turvagdo que

desapareceu apos sete dias, apresentando aspecto grumoso.

3.2.1.3 Bases de metilcelulose

3.2.1.3.1 Formulagéao A

O gel obtido apresentou-se com forte turvagdo, sem mostrar

granulos.

3.2.1.3.2 Formulagdes Be C
Ambas formulagbes apresentaram-se liquidas, mesmo

decorridas 24 h, n&o sofrendo a gelificagao.

3.2.1.4 Bases de hidroxietilcelulose

3.2.1.4.1 Formulagéo A

Ocorreu turvagdo no momento da mistura da solugéo etandlica
de estradiol a dispersdo celulésica. Passados 30 min comegou a ocorrer
uma separagdo de fases, que, pela homogeneizagdo conduziu a um gel

turvo. Passadas 12 h havia ainda persisténcia da turvagéo.

3.2.1.4.2 Formulagédo B
Ocorreu leve turvagdo no momento da mistura da solugdo
etandlica de estradiol a dispersao celuldsica, que tende a desaparecer com

a posterior formagdo de espuma. Passadas 12 h observou-se um gel
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semelhante ao Oestroge!® e com reducéo da turvagdo, porém com grande

quantidade de bolhas de ar.

3.2.1.4.3 Formulagées Ce D

Produtos obtidos com caracteristicas bastante préximas 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)

Grupo peso uterino (mg) E2 (pg/ml)
dia 4 dia 7 dia 10 dia 4 dia 10
| gel HEC
(2.3.4.4p. 45) 295+22* 385146* 407+38* 3271+126*  73911+206*
Il gel CBP
(23.1.7p. 41) 265+21* 355+21* 353+47* 4691+186* 10091+126*
Il Oestrogel
340+5*  358+16* 349+21*  4241+46* 809+184*
IV val E2
286+19* 302+18* 3582+2* - 6936+56*
controle
11846 181426

* diferenga significativa para o=0.05.
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3.4 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

3.4.1 Ensaios Preliminares

Cromatograma do solugédo padrao de estradiol de 400 pug / ml em

acetonitrila, apresentou tempo de retencdo de 7,60 min, com area média de

7453432 (mV.s) com um desvio padréo de 65308 e coeficiente de variagdo

percentual de 0,88(n=3).

3.4.2 Curva padrao de estradiol

Tabela 9 Concentragdes de solugdes de estradiol em acetonitrila com

respectivas areas dos picos referentes ao estradiol determinadas por CLAE

concentragdo (g/ml) area média(mV.s) ts CV %
1 22784 962 422
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)
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3.4.3 Verificagdo da eficiéncia de extragdo dos constituintes dos géis com

base de carbomero

3.4.3.1 Verificagao da eficiéncia de extragdo de estradiol

Tabela 10 Areas e percentual de extragdo (PE) de estradiol de géis de

carbémero
amostra area média(mV.s) S CV % _massa(mg) PE (%)
padréo 113967 1822 1,60 500,0 100
gel 1 112754 35 0,32 500,6 98,81
gel 2 113647 757 067 501,4 99,44
gel 3 112740 851 0,75 4943 100,06
gel 4 111747 507 0,45 499,0 98,25
_gel 5 108508 2075 19 503,7 94,73
(n=3)

3.4.3.2 Verificagdo da eficiéncia de extragao de metilparabeno

Tabela 11 Areas e percentual de extragio (PE) de metilparabeno de géis de
carbémero

amostra area média(mV.s) S CV % _ massa (mg) PE (%)
padrao 424665 390 0,09 - 100
gel 1 429217 5997 1,39 500,6 100,95
gel 2 423503 1236 0,29 500,2 99,69
gel 3 438365 3687 0,84 501,4 102,94
gel 4 432081 2548 0,59 4943 102,92
_gelS 426395 988 0,25 4994 100,53

(n=3)
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3.4.3.3 Verificagédo da eficiéncia de extragdo de propilparabeno

Tabela 12 Areas e percentual de extragédo (PE) de propilparabeno de géis

de carbomero

amostra area média(mV.s) S CV% massa (mg) PE (%)
padrao 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 4943 97,45

_gels 1115660 430 0,38 499 4 97,55
(n=3)

3.4.4 Verificagdo da eficiéncia de extragdo de substancias de géis de base
de hidroxietilceluiose

3.4.4.1 Verificagdo da eficiéncia de extragdo de estradiol

Tabela 13 Areas e percentuais de extragdo (PE) de estradiol (E2) de géis de

hidroxietilcelulose (n=3)

amostra area média(mV.s) s CV% massa (mg) PE (%)
padréo E2 441140 2361 0,54 - 100
gel 1 425275 4399 1,03 489,2 98,53
gel 2 451267 1986 0,44 504,4 101,40
gel 3 431925 796 0,18 4955 98,80
gel 4 434130 1326 0,31 4987 98,67

_gels 412068 2704 0,66 493,6 94,62
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Tabela 14 Areas e percentuais de extragdo (PE) de metilpar\abeno de géis

de hidroxietilcelulose (n=3)

amostra area média(mV.s) 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 16562 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 s 1042840 2790 0,27 4972 91,21

3.4.4.3 Verificag&o de eficiéncia de extracdo de propilparabeno

Tabela 15 Areas e percentuais de extragdo (PE) de propilparabeno de géis

de hidroxietilcelulose

amostra area média(mV.s) s CV % __massa (mg) PE(%)
padrdo 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)
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3.5 DETERMINAGAO DA CONSISTENCIA

TABELA 16 Consisténcia das bases de hidroxietilcelulose 2 % e carbédmero

0,5 %, determinadas com penetrometro a temperatura ambiente (23 + 2 °C)

Amostra Penetracdo (mm)
n Pmédio + s CV%
Base hidroxietilcelulose 2 % 8 370,848,39 2,26
Base carbémero 0,5 % 8 396,818,66 2,18

TABELA 17 Consisténcia dos géis de estradiol (E2) com as diferentes bases

Amostra Penetracdo (mm)
n Pmédio + s CV%
Gel E2 hidroxietilcelulose 8 382,9+8,17 2,13

Gel E2 carbédmero 8 388,7 + 5,90 1,52




3.6 - DETERMINAGAO DA ESPALHABILIDADE.

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

fungdo do peso adicionado

Peso (g) : didmetro + s (mm) CV % El (mm?)
46,78 38,0+1,80 4,74 1134,11
100,87 46,0+1,32 2,88 1661,90
148,33 51,840,58 1,11 2107 41
195,26 56,310,58 1,02 2489,69
263,10 59,51+0,50 0,84 2780,51
330,14 62,7+0,29 0,46 3087,63
378,09 65,240,76 1,17 3338,76
426,60 67,3+0,58 0,86 3557,30
496,87 ’ 69,240,76 1,10 3760,99
566,64 71,340,29 0,40 3992,72
637,64 72,740,29 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 79,941,13 1,25 5013,99
930,22 81,0+1,00 1,23 5163,00

(n=3)
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TABELA 19 Valores de espalhabilidade (El) de gel de carbodmero
(formulagao 2.3.1.7, p. 41) em fungao do peso adicionado

Peso (g) diametrots (mm) CV% El (mm?)
46,78 37,540,0 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 292246
378,09 63,210,58 0,91 3137,07
426,60 65,510,50 0,76 3369,55
496,87 67,0+0,50 0,75 3525,65
566,64 69,240,29 0,42 3760,99
637,64 71,310,29 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 76,010,87 1,14 4536,46
930,22 76,7+0,76 1,00 4620,41

(n=3)
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TABELA 20 Valores de espalhabilidade (El) obtidos com a base

hidroxietilcelulose 2 % em fungdo do peso adicionado

Peso (g) ) didmetro+s (mm) CV% El (mm?)
46,78 28,840,29 1,00 651,44
100,87 33,7140,76 2,27 891,97
148,33 36,540,87 2,37 1046,35
195,26 38,410,80 2,09 11568,12
263,10 40,2140,46 1,90 1269,23
330,14 42 240,95 2,24 1398,67
378,09 43,410,72 1,66 1479,34
426,60 45,040,50 1,11 15690,43
496,87 46,110,76 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 50,240,76 1,52 1979,23
828,93 50,9+1,01 1,98 2034,82
878,33 51,84+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)
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TABELA 21 Valores de espalhabilidade (El) de gel de hidroxietilcelulose 2

% (formulag&o 2.3.4.4, p. 45) em fungdo do peso adicionado

Peso (g) didmetrots (mm) CV% El (mm?)
46,78 30,5+0,0 0,00 730,62

100,87 35,540,25 0,70 989,80

148,33 38,810,38 0,98 1182,37
195,26 41,240,38 0,93 1333,17
263,10 43,710,14 0,33 1499,87
330,14 46,110,14 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 50,740,29 0,57 2018,86
566,64 52,310,25 0,48 2148,29
637,64 53,5+0,43 0,81 2248,01
710,00 54,810,14 0,26 2358,59
759,19 55,9+0,38 0,68 245422
828,93 57,340,29 0,50 2578,69
878,33 68,310,38 0,65 2669,48
930,22 59,0+0,43 0,73 2733,97

(n=3)
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3.7 AVALIAGAO MICROBIOLOGICA

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

(S.aureus) nos géis de carbomero e hidroxietilcelulose (n=3)

Gel
Item Requisito carbémero hidroxietilcelulose
m.v.t.
bactérias <102 UFC/g* <10 UFC/g* <10 UFC/g*
fungos ausente ausente ausente
S. aureus ausente ausente ausente

* Unidades Formadoras de Coldnias por grama de produto.

3.8 AVALIAGAO DA LIODISPONIBILIDADE

As amostras submetidas ao ensaio de cedéncia in vitro (géis
de carbdmero, hidroxietilcelulose e Oestrogel®), com as membranas de
acetato de celulose, colédio + dodecanol e papel de filtro, ndo apresentaram
quantidades detectaveis de estradiol por espectrofotometria no ultravioleta
no liquido aceptor mesmo apés decorrido 15 h de circulagdo do liquido

aceptor.
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3.9 PRE-TESTE DE ABSORGAO DE ESTRADIOL EM MEMBRANAS DE

CcoLODIO COM DODECANOL

3.9.1 Doseamento de estradiol em membranas de coldédio apdés 3 h em

contato com géis de hidroxietilcelulose

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

contato durante 3 h com gel de hidroxietilcelulose

membrana area média(mV.s) S CV% Q(ug)
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 Relagé&o 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(ug) E

1 50,0 87,1 26 21,84 3.99
2 59,1 70,2 1,4 28,23 249
3 49,2 99,6 1,4 33,62 297
4 57,8 63,1 1,5 29,08 217
S 59,3 95,3 1,3 17,04 2.59
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3.9.2 Doseamento de estradiol em membranas de colddio apés 4 h em

contato com géis de hidroxietilcelulose

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

contato com géis de hidroxietilcelulose durante 4 h

membrana area média(mV.s) s CV % Q (ug)
1 73999 2688 3,63 22,32
2 136609 14110 10,32 41,24
3 139164 4757 3,42 420

4 92504 2759 2,98 27,92
5 69593 1023 1,47 21,00

Tabela 26 Relagdo AE 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) massaabs. (mg) Qa(ug) E

1 36,6 53,2 3,8 22,32 238
2 42,8 90,9 0,6 41,24 2.20
3 57,7 95,9 32 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
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3.9.3 Doseamento de estradiol em membranas de colédio apdés 3 h de

contato com géis de carbémero

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

contato com géis de carbomero durante 3 h

membrana area média(mV.s) s CV % Q (ug)
1 66677 3102 465 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 Relagdo AE entre a quantidade aplicada de gel de carbémero

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

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

1 61,5 56,8 3,3 16,28 3,49
2 57,7 76,0 3,7 2368 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 2412 2,36
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3.9.4 Doseamento de estradiol em membranas de colédio apdés 4 h em

contato com géis de carbémero

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

contato com géis de carbOmero durante 4 h.

membrana area média(mV/s) s CV % Q (ug)
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 Relagéo AE entre a quantidade aplicada de gel de carbémero

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

membrana - _massa (mg) Ga(mg) massaabs. (mg) Qa(ug) E

1 17,2 71,5 2,3 1440 4,97
2 22,9 68,7 1,5 16,56 4,15
3 30,4 82,2 7,2 2536 3,24
4 24,6 75,6 3,6 18,28 3,92
5 31,0 64,2 6,7 2536 2,53
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3.9.5 Doseamento de estradiol em membranas de colédio 3 h em contato

com Oestrogel®

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

contato com Oestroge!® durante 3 h

membrana area média (mV.s) s CV % Q(ug)
1 98198 2646 2,69 23,96
2 112292 7464 6,65 27,40
3 95681 2952 3,08 23,36
4 94167 4525 4,81 22,96
5 119670 4859 4,06 29,20

Tabela 32 Relagédo 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) massaabs. (mg) Qa(ug) E

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
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3.9.6 Doseamento de estradiol em membranas de colddio 4 h em contato

com Oestrogel®

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

contato com oestrogel® apds 4 h

membrana area média (mV.s) s CV % Q (n9)
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 Relagao AE entre a quantidade aplicada de Oestrogel® (Ga) e a

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

membrana massa (mg) Ga(mg) massaabs. (mg) Qa(ug) E

1 27 1 63,3 0,8 26,24 2,41
2 33,2 448 29 2084 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 2060 2,35
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3.10 ANALISE TERMICA

3.10.1 Analise de substancias isoladas(matérias-primas)
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Figura 14 Termograma do estradiol. (20-200 °C, velocidade de varredura =

20,0 °C min-1, amostra = 5,0 mg)
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Figura 15 Termograma do metilparabeno. (20-200 °C, velocidade de

varredura = 20,0 °C min-1, amostra = 5,0 mg)



Heat Flow (aWatte) /mg

Heet Flow (mJ/eec) /wg

96

10 4

't

e

44

24

04 k J

S LIS
-24 RIS INN Y et ¥
L Al A S v L) v LS v
2 «© [ ] 100 120 140 160 13 200
Tesperature (*C)

Figura 16 Termograma de propilparabeno (20-200 °C, velocidade de

varredura = 20,0 °C min-1, amostra = 5,0 mg)

3.10.2 Andlise de misturas das matérias-primas
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Figura 17 Termograma de mistura de estradiol e metilparabeno. (20-200 °C,

velocidade de varredura = 20,0 °C min‘1, amostra = 5,0 mqg)
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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 Analise de géis de base de carbdmero e hidroxietilcelulose
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Figura 21 Termograma de gel contendo estradiol com base de carbémero.

(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 com 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 Avaliagdo organoléptica
Os géis foram analisados quanto a cor, odor e aparéncia, onde

verificou-se que ambos os géis apresentaram amarelecimento quando

estocados a 35 e 45 °C a partir dos 4 dias de armazenamento.
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3.11.2 Quantificagéo de estradiol, metilparabeno e propilparabeno em géis

com base de carbémero

Tabela 35 Percentual de estradiol em géis de carbdmero em relagéo ao gel

de carbémero 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
< 99,26 10143 9762 9394 9880 101,65 100,85
45 102,34 10062 99,02 100,69 9956 97,09 9349
(n=3)
Tabela 36 Percentual de metilparabeno em géis de carbdmero em relagdo
ao gel de carbopol no tempo zero

tempo (dias)
temperatura (°C) 4 8 12 16 20 24 28
10 9533 10342 9769 9983 101,82 100,67 102,80
25 95,33 103,42 97,69 99,83 101,82 100,67 102,80
35 9744 9856 99,50 10260 100,50 100,41 100,72
45 97,87 96,13 97,81 97,04 103,41 100,47 100,67

(n=3)
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Tabela 37 Percentual de propilparabeno em géis de carbédmero em relagéo

ao gel de carbémero no tempo zero

tempo (dias)

Temperatura (°C) 4 8 12 16 20 24 28

10 9583 9937 10239 9519 9511 98,89 100,64
25 91,90 10533 9722 9842 102,29 104,16 102,93
35 9583 9937 102,39 9519 9511 9889 100,64
45 9393 9949 96,78 9101 99,05 100,34 100,40
(n=3)

3.11.3 Quantificagéo de estradiol, metilparabeno e propilparabeno em geéis

de hidroxietilcelulose

Tabela 38 Percentual de estradiol em géis de hidroxietilcelulose em relagado

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 9894 9711 95,61
25 100,37 98,96 101,97 100,95 9720 98,38 100,90
35 100,87 99,11 99,20 102,64 100,84 100,30 98,66
45 10025 9172 90,35 71,45 7278 51,08 36,98

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

relagéo ao gel de hidroxietilcelulose no tempo zero

tempo (dias)

Temperatura (°C) 4 8 12 16 20 24 28
10 101,29 101,42 100,50 9515 104,16 104,18 98,51
25 9586 106,33 100,74 98,12 9894 9992 9942
35 9385 9905 9229 10522 9954 10020 92,82
45 96,52 99,02 8683 8937 9623 97,19 8948
(n=3)

Tabela 40 Percentual de propilparabeno em géis de hidroxietilcelulose, em

relagdo ao gel de hidroxietilcelulose no tempo zero

tempo (dias)

Temperatura (°C) 4 8 12 16 20 24 28
10 ‘ 9943 9863 9867 99,31 101,39 9883 101,54
25 101,34 102,94 9809 99,06 95,16 | 96,71 100,48
35 9559 10624 96,67 100,05 99,90 10537 100,72
45 97,47 10369 9507 97,89 96,30 10245 98,31

(n=3)



3.11.4 Espalhabilidade de géis de carbdmero
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Tabela 41 Valores de espalhabilidade (Ei) de gel de carbdmero em fungdo

do peso adicionado no tempo zero

Peso (9) didmetrots (mm) CV % Ei (mm?)
46,78 39,6710,63 1,59 1236
100,87 46,75+0,66 1,41 1717
148,33 51,5040,25 0,48 2083
195,26 55,92+1,18 2,11 2456
263,10 59,4210,88 1,48 2773
330,14 62,3310,73 1,22 3051
378,09 64,83t1,15 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 71,4240,88 1,23 4006
710,00 72,6711,13 1,55 4147
759,19 73,58+0,95 1,29 4252
828,93 74,081+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)



3.11.5 Espalhabilidade de géis de hidroxietilcelulose
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Tabela 42 Valores de espalhabilidade (Ei) de gel de hidroxietilcelulose em

funcdo do peso adicionado no tempo zero

Peso (9) didmetrots (mm) CV % Ei (mm?)
46,78 29,17+0,52 1,78 668,29

100,87 33,0040,87 2,62 855,30

148,33 36,0040,50 1,39 1017,88
195,26 37,8310,38 1,01 1123,99
263,10 40,0810,52 1,30 1261,67
330,14 41,75+0,25 0,60 1369,00
378,09 43,42+0,38 0,88 1480,71
426,60 44,7540,25 0,56 1572,81
496,87 46,12+0,18 0,38 1670,58
566,64 47,5040,50 1,05 1772,05
637,64 48,3310,63 1,30 1834,52
710,00 49,5040,43 0,87 1924,42
759,19 50,67+0,14 0,28 2016,47
828,93 51,4210,38 0,74 2076,61
878,33 52,3310,29 0,55 2150,76
930,22 53,1710,52 0,98 2220,36
999,58 54,06+0,38 0,71 2297,08

(n=3)



Tabela 43 Espalhabilidade de géis de carbdmero armazenados durante 4 dias

10+1°C 25+2°C 35t2°C , 45+2°C
peso didametro Ccv Ei diametro Ccv Ei didmetro Cv Ei didmetro Cv Ei

(@) + s (mm) (%) (mm?) + s (mm) (%) (mm?) + s (mm) (%) (mm?) s (mm) (%) (mm?)
46,78 35,75+2,22 6,22 1004 38,4240,95 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 46,0010,00 000 1662 | 4967+252 506 1938 | 4883+146 3,00 1873
148,33 | 48,3310,76 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+1,32 222 2781 59,42+215 3,63 2773
263,10 | 58,83+1,13 1,98 2718 57,75+1,39 2,41 2619 63,3310,58 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 | 656610,76 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 | 67,754043 0,64 3605 | 68,08+1,46 2,15 3640
426,60 | 64,00+1,80 2,82 3217 64,08+1,61 251 3225 69,3340,76 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 71,7510,66 0,92 4043
566,64 | 66,50+229 3,45 3473 67,58+1,63 2,41 3587 72,08+0,52 0,72 4081 72,7540,90 124 4157
63764 | 6758+3,15 4,65 3587 | 68,75+1,15 1,67 3712 73,83+1,04 1,41 4281 73,6710,88 1,19 4263
710,00 | 68,67+2,75 4,01 3704 | 69,75+1,15 1,64 3821 75,0810,80 1,07 4427 7467+1,01 1,35 4379
759,19 | 40,00+2,05 2,92 3848 70,92+1,01 1,42 3950 75,7510,75 0,99 4507 75,50+1,32 1,75 4477
828,93 | 71,42+1,59 222 4006 71924101 1,40 4065 | 76,92+1,26 1,64 4647 75,83+1,42 1,87 4516
878,33 | 72424159 2,19 4119 | 7258+1,01 1,39 4137 | 78,08+1,04 1,33 4788 76,42+128 1,68 4587
930,22 | 73,08+166 2,28 4195 | 7350+1,15 1,56 4243 | 78,50+0,90 1,15 4840 | 77,00+1,39 1,81 4657
999,58 | 74,3332,31 3,11 4339 7425+139 1,87 4330 | 79,0010,87 1,10 4902 77,42+1,01 1,30 4708
(n=3)
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Tabela 44 Espalhabilidade de géis de carbdmero armazenados durante 8 dias

10+1°C 25+2°C 35+2°C 451+2°C
peso diametro Ccv Ei didmetro Ccv Ei didmetro cv Ei didmetro Ccv Ei

(9) * +s(mm) (%) (mm?) +s (mm) (%) (mm?) + s (mm) (%) (mm?) s (mm) (%) (mm?)
46,78 41,50+0,75 1,81 1383 4158+163 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 51,424200 3,90 2077 4533+1,15 2,56 1614 46,58+253 543 1704
148,33 | 55,38+1,38 2,49 2409 58,00+2,54 4,37 2642 50,25+42,38 4,75 1983 52421305 583 2158
195,26 | 59,50+1,75 2,94 2781 62,58+3,08 4,93 3076 55,50+1,00 1,80 2419 56,87+3,00 5,30 2522
263,10 | 63,50+2,38 3,75 3293 | 67,16+2,40 3,58 3543 59,3310,29 049 2765 60,9242,92 4,79 2915
330,14 | 66,83t247 369 3508 70,67+2,08 2,94 3922 62,67+1,04 166 3085 63,25+2,78 4,40 3142
378,09 | 69,33t2,24 323 3775 73,00+1,73 2,37 4185 64,67+1,04 161 3285 65,33+2,40 3,68 3352
426,60 | 71,33+224 3,14 3996 75,00+1,00 133 4418 66,83+1,76 2,63 3508 66,3311,84 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+146 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 2,47 3739
637,64 | 75331224 2,97 4457 78,58+0,52 0,66 4850 71,7542,25 3,14 4043 69,97+160 231 3812
710,00 | 76,75+261 3,40 4626 79,75+066 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 74,0842,02 2,73 4310 71,00+2,61 3,68 3959
828,93 | 7842+260 3,32 4830 81,58+#0,29 0,35 5227 74671225 3,02 4379 71,50+3,27 4,57 4015
878,33 | 79,17+2,43 3,07 4923 82,25+0,50 0,61 5313 75,2542,38 3,17 4447 72,1743,54 490 4091
930,22 | 79,83+2,25 2,82 5005 82,75+0,50 0,60 5378 75,67+2,38 3,14 4497 73,331369 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 74,3313,26 4,39 4339
(n=3)
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Tabela 45 Espalhabilidade de géis de carbdmero armazenadas durante 12 dias

10+1°C 25+2°C 35+2°C 45+2°C
peso didmetro cv Ei diametro Ccv Ei didmetro Ccv Ei didametro Ccv Ei

(9) +s (mm) (%) (mm? s (mm) (%) (mm?) s (mm) (%) (mm?) s (mm) (%) (mm?
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 | 4508+1,12 2,50 1596 | 4867+227 4,66 1860 | 4467+1,53 342 1567 43,1610,80 1,86 1463
148,33 | 50,42+1,01 2,00 1997 54,58+2,75 5,04 2340 | 49,08+2,56 523 1892 47,7510,43 091 1791
19526 | 54,42+101 186 8326 58,4242 90 4,96 2680 53,33+2,66 4,99 2234 51,3310,58 1,12 2069
263,10 ] 58,62+1,23 2,11 2699 | 62,17+3,25 523 3036 57,68+2,50 4,35 2604 54,83+1,13 2,05 2361
330,14 | 61,751066 1,07 2995 | 6542+290 4,43 3361 60,424+2,25 3,73 2867 57,3311,63 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 | 66,3910,76 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
63764 | 70671126 1,78 3924 73,42+170 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 7433+200 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+166 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 75671184 2,44 4497 71,58+3,13 4,37 4024 70,92+1,18 1,66 3950
878,33 | 7391+1,38 1,86 4290 76,0842,13 2,79 4546 72584292 4,02 4137 71,75£1,09 1,52 4043
930,22 | 74,58+123 1,65 4368 76,33+1,88 246 4576 73,08+3,08 4,22 4195 72,42+1,18 163 4119
999,68 | 75,00+1,29 1,73 4418 77,08+2,10 2,72 4666 73421322 439 4234 72,92+1,38 1,89 4176
(n=3)
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Tabela 46 Espalhabilidade de géis de carbémero armazenados durante 16 dias

10+1°C 25+2°C 35+2°C 451+2°C
peso diametro Cv Ei didmetro Ccv Ei didmetro Cv Ei didmetro cv Ei
(9) * +s(mm) (%) (mm?3) ts (mm) (%) (mm?) +s (mm) (%) (mm?) t s (mm) (%) (mm?)
54,09 | 4425+150 3,39 1538 35,8312,32 6,48 1008 38,1710,58 1,51 1144 37,83+1,46 3,87 1124
101,55 | 50,58+0,80 1,59 2009 | 42,67+227 532 1430 | 44,00:0,90 2,05 1520 | 44,17+1,81 4,09 1532
14848 | 5567+0,14 0,26 2434 47584240 505 1778 | 48,58+1,42 2,93 1854 49,25+2,46 500 1905
216,32 | 59,83+063 1,05 2811 52,33+2,13 4,06 2151 52,08+2,00 3,856 2130 52,42+208 3,97 2158
283,36 | 62,50+1,26 2,50 3068 56,3312,18 3,87 2492 55,92+2,38 4,25 2456 55,33+3,01 545 2404
331,31 | 65,33+2,02 3,09 3352 58,67+163 2,77 2703 58,50+2,00 3,42 2688 58,1712,88 4,94 2658
- 37982 | 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+t1,94 3,10 3076 | 62,58+225 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 64,33t2,50 3,89 3250 | 63,25+2,14 3,38 3142
590,86 | 73,92+1,77 240 4292 | 66,08+1,52 2,52 3429 | 66,00+2,05 3,10 3421 64,25+1,73 2,70 3242
663,22 | 75424177 2,35 4467 | 67,75t1,52 224 3605 67,67+2,08 3,08 359 | 6517+1,15 1,77 3336
712,41 | 76,42+200 2,62 4587 | 69,00+1,75 2,54 3739 69,75+1,64 2,35 3821 66,42+1,26 1,88 3465
781,51 | 77,50+2,00 258 4717 70,08+1,46 2,09 3857 70,50+2,00 2,84 4128 67,58410,72 4,51 3587
831,55 | 7858+200 2,55 4850 70,75+1,30 1,84 3931 71,83+240 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 | 69671080 1,15 3812
952,80 | 79,92+2,13 266 5016 | 7258+0,80 1,11 4137 73,4242,81 3,83 4234 71,42+128 1,80 4006
(n=3)

80!l



Tabela 47 Espalhabilidade de géis de carbédmero armazenados durante 20 dias

10+1°C 25+2°C 35+2°C 45+2°C

peso diametro Cv Ei didmetro Cv Ei didmetro Ccv Ei diametro Ccv Ei

(9) +s (mm) (%)  (mm?) ts (mm) (%)  (mm?) t s (mm) (%)  (mm?) + s (mm) (%)  (mm?)
54,09 | 40251090 224 1272 | 40,42+1,46 3,62 1283 | 40,17+1,66 4,14 1267 | 27921029 1,03 612
101,55 | 4542263 578 1620 | 49,75+0,25 0,50 1944 | 4717+1,53 324 1747 | 34251164 4,79 921
148,48 | 50,83+1,89 3,72 2029 | 5517080 146 2390 | 52,75+1,09 2,07 2185 | 38,00+1,50 3,95 1134
216,32 | 54,83+3,25 593 2361 | 59,83+0,76 1,28 2811 | 57,17+123 2,16 2567 | 42,00+1,32 3,15 1385
283,36 | 59,58+1,77 2,98 2788 | 63831052 0,82 3200 | 59,92+1,46 2,44 2820 | 4567:+1,18 2,59 1638
331,31 | 63,08+163 2,58 3125 | 66,83+0,14 0,22 3508 | 63,02¢2,05 3,25 3117 | 48421038 0,79 1841
379,82 | 64,92+1,81 2,79 3310 | 69,75:066 0,95 3821 | 6517+1,89 290 3336 | 50,08:0,14 029 1970
450,09 | 66,33+1,53 2,30 3455 | 71,83:058 0,80 4052 | 67,08+1,84 2,75 3534 | 52581029 0,55 2171
519,86 | 68,00+1,09 160 3632 | 7367+1,01 137 4263 | 6842+1,88 274 3677 | 5500:0,00 000 2376
590,86 | 70,50+0,50 0,71 3904 | 7500+1,50 2,00 4418 | 69,50+152 219 3794 | 57,331+0,14 025 2581
66322 | 72671014 020 4148 | 76504139 1,82 4596 | 70,75+1,64 2,32 3931 | 59,00:050 0,85 2734
712,41 | 7383:1,04 1,41 4281 | 77,33+153 1,98 4697 | 7225¢1,15 159 4100 | 60,33:029 048 2859
781,51 | 75,33+1,04 1,38 4457 | 78,08+1,66 2,13 4788 | 73,33:0,72 0,98 4223 | 61,75:025 . 0,40 2995
831,55 | 76,58+1,38 1,80 4606 | 78,83+1,89 240 4881 | 74,3310,14 0,19 4339 | 63,00+000 0,00 3117
883,44 | 7800+1,32 1,70 4778 | 79,17+2,02 255 4923 | 7500:+050 0,67 4418 | 64,33+038 0,59 3250
952,80 | 79,08+159 201 4912 | 79,83:+1,89 237 5005 | 7567063 083 4497 | 64921014 022 3310
(n=3) ‘
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Tabela 48 Espalhabilidade de géis de carbémero armazenados durantes 24 dias

10+1°C 25+2°C - 35+2°C 45+2°C

peso didmetro cv Ei diametro Ccv Ei didmetro cv Ei didmetro Ccv Ei

@ | +s(mm) (%) (mm?) + s (mm) (%) (mm?) +s (mm) (%) (mm?) ts(mm) " (%) (mm?
54,09 4167+1,18 2,84 1364 | 37075+1,98 526 1119 40,92+1,01 2,47 1315 40,0810,52 1,30 1262
101,55 | 4967+161 324 1938 44,75+1,75 3,91 1573 4867+161 3,30 1960 47,4240,38 080 1766
148,48 | 55,92+1,563 2,73 2460 49,58+1,84 3,72 1931 53,6710,72 134 2262 52,25+1,39 266 2144
216,32 | 60,33+2,09 3,48 2859 54,00+2,16 4,01 2290 58,25610,25 043 2665 56,17+2,25 4,01 2478
283,36 | 64,58+2,98 4,62 3276 57,83+245 4,24 2627 61,5810,14 0,23 2987 58,1743,08 5,30 2658
331,31 | 67,33+2,75 4,09 3560 60,58+2,24 3,70 2882 64,5810,29 045 3276 60,75+2,75 4,53 2899
379,82 | 69,9243,12 4,47 3840 62,83+2,90 4,61 3100 66,8310,38 0,57 3508 62,92+1,84 2,93 3109
450,09 | 7192+2,74 3,81 4062 64,75+3,25 5,02 3293 68,6740,28 042 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 | 77,25+2,41 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 ]| 7850+241 3,07 4840 71,0842,90 1,08 3968 74,08+1,38 1,86 4310 72,3310,76 1,06 4109
781,51 | 79,50+264 3,33 4964 72,50+2,18 3,01 4128 75,50+1,80 2,39 4477 76,831063 0,85 4281
831,55 | 8042+256 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 74584095 1,27 4368 77,5401,32 1,71 4717 76,3310,88 1,15 4576
952,80 | 81,50+2,38 2,93 5217 75,00+1,09 145 4418 78,0181,42 1,82 4788 7717+1,01 1,31 4677

(n=3)
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Tabela 49 Espalhabilidade de géis de carb6mero armazenadas durante 28 dias

10+1°C 25+2°C 35+2°C 45+2°C
peso didmetro cv Ei didmetro Ccv Ei diametro Ccv Ei didmetro Ccv Ei

(9) + s (mm) (%) (mm?) ts (mm) (%) (mm?) ts (mm) (%) (mm?) ts (mm) (%)  (mm?)
54,09 | 40251090 2,24 11272 | 3867+1,44 3,73 1174 | 43171062 144 1464 | 39831029 0,72 1246
101,55 | 48,08+1,76 3,65 1816 | 4558+2,04 4,47 1632 | 52,00£1,02 1,9 2124 | 4350000 0,00 1486
148,48 | 54331225 4,15 2318 | 50,58+2,27 4,48 2009 | 56,50+1,086 1,88 2507 | 52,67+0,38 0,73 2179
216,32 | 57,00+1,32 232 2552 | 55,00+1,39 2,53 2376 | 6042+1,24 186 2967 | 57,50+0,50 0,87 2597
283,36 | 60,75t0,90 1,48 2899 | 5842+1,01 1,73 2680 | 63,75+1,02 060 3192 | 61251075 122 2946
331,31 | 64,08t063 098 3225 | 60,9210,80 1,32 2915 | 66,1710,62 094 3439 | 64,17+123 192 3234
379,82 | 66,5810,76 1,15 3482 | 63,75+1,09 1,71 3192 | 67,67+0,82 122 3597 | 66,25+1,32 2,00 3447
450,09 | 6867+0,76 1,11 3704 | 6592+1,51 229 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 | 71501074 1,03 4015 | 72,33+3,10 429 4109
663,22 | 74,92+052 069 4408 | 71674204 2,84 4034 | 73171066 090 4205 | 74,00+2,81 3,81 4301
712,41 | 76,08+0,38 050 4546 | 73,08t1,70 2,33 4195 | 75421085 1,13 4467 | 75334311 4,12 4457
781,51 | 77,5810,29 0,37 4727 | 74,42+227 3,05 4350 | 76581092 1,20 4606 | 76,75+326 4,26 4626
831,55 | 79,00+1,09 1,38 4902 | 7533+2,13 282 4457 | 77,83+1,25 160 4758 | 77,75+3,36 4,33 4746
88344 1 7983+1,01 126 5505 | 7658+2,13 278 4608 | 78831092 1,17 4881 | 78921350 4,44 4892
95280 | 80,17+1,13 1,41 5048 | 77,42+1,84 238 4708 | 79,42+082 104 4954 | 79.83+340 4,26 5005

(n=3)
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Tabela 50 Espalhabilidade de géis de hidroxietilcelulose armazenados durante 4 dias

10+1°C 25+2°C 35+2°C 45+2°C
peso diametro Cv Ei diametro cv Ei didmetro Cv Ei didmetro cv Ei

@ | ts(mm) (%) (mm?) + S (mm) (%) (mm?) 1s(mm) (%) _ (mm?) £ s (mm) (%) (mm?)
46,78 | 27,25+043 1,59 583 | 29,55+1,556 2,25 681 27,336,683 2,30 587 29,0010,50 1,72 701
100,87 | 31,33t080 2,56 771 32,50+066 2,04 830 31,8310,76 2,40 796 32,510,50 1,54 908
148,33 | 33,00£0,00 000 855 35,33+0,58 1,63 980 34,5810,88 2,54 990 35,0040,50 1,43 1061
19526 | 35,50+043 1,22 990 37,1710,76 2,05 1085 38,5810,72 1,97 1051 37,4210,38 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 38,6810,14 0,37 1262
330,14 ] 39251066 1,69 1210 | 41,17+1,04 253 1331 40,7540,90 2,21 1304 | 40,0810,38 0,95 1452
378,09 | 40,42+1,01 250 1283 43,00+0,87 2,01 1452 42,3310,95 2,24 1407 41,83+0,29 0,69 1567
426,60 | 42,3310,52 123 1407 | 44,3310,58 1,30 1543 | 43831076 1,74 1509 | 43,00+0,50 1,16 1662
496,87 | 43,50+1,00 2,30 1486 | 45831088 1,92 1650 | 45081072 1,60 1596 | 44,33:029 065 1841
566,64 | 44,8310,76 1,70 1578 | 47,00+0,90 1,92 1735 | 486,25+090 1,95 1680 | 4558+0,14 0,32 1905
637,64 | 4575130 2,84 1644 | 4883+1,52 3,13 1843 | 47424104 220 1766 | 46,92+0,14 0,31 1989
710,00 | 47,00t067 184 1735 | 49,17+1,52 3,11 1899 | 48671088 1,80 1860 | 48,25+0,25 0,52 2083
759,19 | 48,0010,87 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 | 4883+1,15 2,36 1973 | 51,17+1,53 2,99 2058 | 50,58+1,18 2,28 2009 | 50,21+0,86 1,71 2248
878,33 | 49,831+0,72 145 1950 51,92+1,77 3,42 2117 51,33+1,18 2,30 2069 51,6740,28 0,56 2318
930,22 | 50,33t0,72 1,43 1989 | 52,83+1,76 3,32 2192 | 52,00+1,25 2,40 2124 | 52,50+0,25 048 2383
999,58 | 51,25+1,09 2,13 2063 | 53,75+1,50 2,79 2269 | 52,75+1,39 2,64 2185 53,7510,25 0,46 2470

(n=3)
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Tabela 51 Espalhabilidade de géis de hidroxietilcelulose armazenados durante 8 dias

10+1°C 25+2°C 35+2°C 451+2°C
peso didmetro Ccv Ei didmetro Ccv Ei didmetro Ccv Ei diametro Ccv Ei

(9) +s (mm) (%) (mm? +s (mm) (%) (mm?) 1+ s (mm) (%) (mm + s (mm) (%) (mm?)
46,78 | 28,274029 1,02 623 26,5810,38 1,44 555 26,4240,38 1,44 548 28,2¢5066 2,34 627
100,87 | 31,50+1,14 364 779 29,8310,14 048 699 29,9210,76 2,55 703 32,88+31,01 3,08 846
148,33 | 34,6710,88 2,53 944 35,5810,38 1,17 834 32,331063 1,94 821 3567+1,53 4,288 999
195,26 | 36,50+1,00 2,74 1046 | 34421014 042 930 34421063 1,83 930 38,00+1,56 4,10 1134
263,10 | 39,17+2,25 5,75 1205 | 36,7510,25 068 1081 36,50+0,50 1,37 1046 | 40,33+1,59 3,94 1277
330,14 | 41,17+2,02 491 1331 38,3310,52 1,36 1154 | 3825+0,75 1,96 1149 | 4217+1,89 449 1397
378,09 | 43,17+1,77 4,11 1464 | 3992+029 0,72 1252 39671076 1,92 1236 | 43,75+2,41 551 1503
426,60 | 44,0842,00 4,55 1526 | 40,29+0,52 1,27 1315 | 40924063 1,54 1315 | 4525+1,98 4,38 1908
496,87 | 45581188 4,12 1632 | 42081063 1,50 1391 42,33+1,04 2,46 1047 | 47,00£2,05 4,35 1735
566,64 | 46,92+227 4,84 1729 | 43421088 2,02 1481 43,2510,90 2,08 1469 | 48671+1,38 2,83 1860
637,64 | 4825+1,80 3,74 1828 | 4450+1,00 225 1555 | 44504090 202 1555 | 50,08+1,13 225 1970
710,00 | 49,17+2,02 4,11 1899 | 45671088 192 1638 | 45581063 1,38 1632 51,581,084 2,02 2065
759,19 | 5042+2,02 4,01 1997 | 4642113 243 1692 | 46,50+090 1,94 1698 52,42+1,51 287 2151
828,93 | 51,08t2,16 4,22 2049 | 47,33+1,13 238 1759 | 47424076 1,61 1766 53,25+1,89 3,54 2227
878,33 | 52,00+2,14 4,11 2174 | 48251125 2,59 1828 | 48,3310+88 1,82 1834 54,00+1,89 3,50 2290
930,22 | 52,83+2,16 4,08 2192 | 49,08t1,38 2,80 1892 | 49,00+0+75 1,53 1886 5450+1,89 3,46 2333
999,58 | 53,33+2,25 423 2235 | 49,75+1,39 2,80 1944 | 50,00+0+90 1,80 1963 | 55,010+2,29 4,16 2376

(n=3)
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Tabela 52 Espalhabilidade de géis de hidroxietilcelulose armazenados durante 12 dias
10+1°C 25+2°C 35+2°C 45+2°C
peso didmetro cv Ei didmetro Ccv Ei diametro Cv Ei diametro Cv Ei
L) ks(mm) (%) (mm?) | +smm) (%) (mm) ] +s(mm) (%) (mm) | +s(mm) (%) (mm?)
46,78 [ 27671029 1,04 601 27,831029 1,04 608 | 2758+052 1,89 597 26,83+0,58 2,15 565
100,87 | 31,500,500 1,59 779 32,33t029 0,88 821 30,67+1,04 3,29 788 30,4240,76 2,51 727
148,33 | 34,42+038 1,11 930 | 35504050 1,41 990 | 34421088 2,55 930 33,2510,66 1,99 868
19526 | 36,92+0,80 2,18 1057 | 3767056 1,53 1114 | 3658+1,38 3,76 1050 | 35174076 2,47 971
263,10 | 39,08t063 161 1195 | 40,08+0,88 2,19 1262 | 38,83+0,76 197 1184 | 37,17+072 194 1035
330,14 | 40671029 071 1299 | 42,08+0,88 2,09 1391 | 40,58+1,18 291 1293 | 39,0010,87 222 1195
378,09 | 42,17:0,38 091 1397 | 43,83+1,13 257 1509 | 42,33+1,38 325 1407 | 40,33:0,80 1,99 1277
42660 | 43733+t0,63 145 1475 | 4525+125 1,00 1608 | 4358+1,15 265 1492 | 41581080 193 1358
496,87 | 44,50+0,66 1,49 1555 | 46,75+1,39 1,00 1716 | 44,75+129 290 1573 | 42924076 1,78 1447
566,64 | 46,00:0,66 1,44 1662 | 4800+1,56 3,25 1810 | 46,17+1,23 267 1674 | 44,17:095 2,14 1532
637,64 | 47,00t0,90 1,92 1735 | 4933+146 297 1911 | 47,33+1,38 2,91 1759 | 454171095 2,10 1747
710,00 | 4800+1,09 227 1910 | 50,50+1,52 3,01 2003 | 4825+1,32 2,74 1828 | 48251090 1,95 1680
759,19} 49,75+1,09 224 1867 | 51,42+1,55 2,25 2077 | 49,33+1,18 2,39 1911 | 47581063 1,32 1778
828,93 | 49,83+1,04 209 1950 | 52,33+1,01 1,93 2151 | 50,00+1,09 2,18 1963 | 4833+1,23 2,55 1834
878,33 | 50,75+1,09 2,15 2022 | 5342+0,95 1,77 2241 | 51,00+1,15 2,25 2043 | 49,00+1,32 270 1886
930,22 | 51,50+1,30 252 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 5467+0,95 1,73 2347 52,42+1,46 2,79 2158 50,58+1,04 2,06 2009

(n=3)

1433
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Tabela 53 Espalhabilidade de géis de hidroxietilcelulose armazenados durante 16 dias
10+1°C 25+2°C 3512°C 45+2°C
peso diametro Cv Ei didmetro Ccv Ei diametro Ccv Ei didmetro Cv Ei

(9) +s (mm) (%) (mm?) + s (mm) (%)  (mm?) + s (mm) (%)  (mm?) t s (mm) (%)  (mm?)
54,09 28,0840,72 2,57 619 2792+1,46 525 612 28,081080 2,86 619 27,92+146 525 612
101,55 | 31,71029 092 763 31,08+0,14 0,46 759 31,421095 3,01 775 31,0810,14 046 759
14848 | 33,251050 1,50 868 33,7510,25 0,74 895 33,75¢1,52 450 895 33,7510,25 0,74 895
216,32 | 35751066 1,85 1004 36,0010,86 2,40 1018 36,08+2,10 5,81 1022 36,0010,86 2,40 1018
283,36 | 37,75:0,75 199 1119 | 38,08+0,58 1,52 1139 | 3825+1,95 5,10 1149 | 38,08+0,58 1,52 1139
331,31 | 39421088 223 1220 | 39,33+0,14 0,37 1215 | 40,00+1,95 4,88 1257 | 39,33+0,14 0,37 1215
379,82 | 40671088 2,16 1299 | 40,83+0,14 0,35 1309 | 4125+1,95 4,73 1336 | 40,8310,14 0,35 1309
450,09 | 41,92+0,80 1,92 1380 | 42,16+0,14 0,34 1396 | 42,75+2,16 506 1435 | 42,1610,14 0,34 1396
519,86 | 43,50+1,32 3,04 1486 | 43501000 0,00 1486 | 4383+2,10 4,78 1509 | 43504000 0,00 1486
590,86 | 44,58+1,18 265 1561 | 44581038 0,86 1561 | 4525+2,18 4,82 1608 | 44581038 0,86 1561
663,22 | 4567+1,28 2,81 16388 ] 45501043 095 1625 | 46,17+2,04 4,41 1674 | 4550+043 095 1626
71241 | 46,58+142 3,05 1704 | 46,50+025 054 1698 | 47,17+2,24 4,75 1747 | 46,50+025 054 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 | 4850+1,52 3,13 1847 | 48,75+0,87 1,78 1866 | 49,17+2,32 4,72 1899 | 48,75:+087 1,78 1866
88344 | 4933+161 326 1911 | 4917:0,38 0,78 1899 | 49,92+2,08 4,17 1957 | 4917+0,38 0,78 1899
952,80 | 50.25+1,56 3,11 1983 | 4992+063 1,26 1957 | 50,92+2,40 4,72 2036 | 49,92+063 1,26 1957

(n=3)
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Tabela 54 Espalhabilidade de géis de hidroxietilcelulose armazenados durante 20 dias
10+1°C 25+2°C 36+2°C 45+2°C
peso diametro Ccv Ei didmetro Cv Ei didametro Ccv Ei diametro Ccv Ei

(9) T +s(mm) (%) (mm?) +s (mm) (%) (mm?) +s (mm) (%) (mm?) +s (mm) (%) (mm?)
54,09 29,33+0,76 2,60 676 27671058 2,09 601 28,3310,52 1,84 630 29,92+1,01 3,38 703
101,55 3367+1,13 3,35 890 30,38+0,95 3,07 746 32,3310,52 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 35,0810,95 2,70 966 39,08+1,01 2,59 1199
216,32 39,42+1,63 4,13 1220 36,25+164 452 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 3967+1,04 2,62 1236 43,67+0,63 144 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 | 4550+1,80 3,96 1626 4158+1,88 4,51 1358 42,75¢1,39 3,26 1435 47,75+1,25 ~ 262 1791
450,09 | 46,92+1,94 4,14 1729 | 43,00+2,29 533 1452 4425+1,00 2,26 1538 49,75+1,25 2,51 1944
519,86 | 48,50+1,95 4,02 1847 44 50+229 5,15 1555 45,67+1,01 221 1638 51,4210,87 1,71 2077
590,86 | 50,00+2,16 4,33 1963 | 4592+225 4,91 1656 46,83x1,01 2,16 1722 52,03+1,01 191 2126
66322 | 51,17+2,10 4,10 2056 | 47,00+254 540 1734 49,0810,88 1,83 1816 54,08+1,28 2,37 2297
712,41 52,00+2,41 464 2124 4808+263 546 1816 49,08+0,76 1,56 1892 55,42+0,76 1,38 2412
781,51 | 52,83+2,02 3,82 2192 4900+2,88 588 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+2,75 549 1977 51,42+1,28 2,50 2077 57,68+0,76 1,32 2613
883,44 | 54,33+161 296 2318 50,92+3,00 590 2036 52,08t1,18 2,27 2130 58,58+0,80 1,37 2695
952,80 5483+161 293 2361 51,68+2,88 5,58 2089 52,83+1,18 2,24 2192 58,5810,58 0,97 2788

(n=3)
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Tabela 55 Espalhabilidade de géis de hidroxietilcelulose armazenados durante 24 dias

10+1°C 25+2°C 351+2°C 451+2°C
peso didmetro Ccv Ei didmetro cv Ei didmetro Cv Ei didmetro Cv Ei

(9) + s (mm) (%) (mm?) + s (mm) (%) (mm?) + s (mm) (%) (mm?) 1 s (mm) (%) (mm?)
54,09 29924014 054 703 27,330,914 0,53 587 28674029 1,01 646 28,50+40,00 0,00 638
101,551 30,83t166 539 746 30,25+0,90 2,98 719 32,58410,52 1,60 834 31,8310,58 1,81 796
148,48 | 33,33+1,28 3,84 872 32,50+0,66 2,04 830 35751066 1,85 1004 34424058 1,68 930
216,32 | 35,83+1,70 4,74 1008 34,5810,63 1,82 939 38,3310,76 1,99 1154 36,33+1,38 3,79 1037
283,36 | 37,83+1,53 4,04 1124 36,7510,66 1,80 1061 40,75+1,25 3,07 1304 38,92+1,01 259 1190
331,31 39,25+1,56 3,98 1210 38,2540,43 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+0,76 187 1315 4567+1,53 3,34 1638 43,50+1,14 263 1486
519,86 | 43,50+1,80 4,14 1486 42251066 ,1,56 1402 47,08+1,18 2,51 1741 4500+1,14 2,54 1590
590,86 | 44,75+1,98 4,43 1573 43,4240,76 1,76 1481 48,25+1,09 2,26 1828 46,4210,88 1,89 1692
663,22 | 4583+2,12 464 1650 44 5040,75 168 1555 49,75+1,32 2,66 1944 47,42+1,13 2,38 1766
712,41 46671227 486 1711 45,50140,90 1,98 1626 50,83+1,18 2,32 2029 48,33+1,26 2,60 1834
781,51 47504222 4,68 1772 46,50+1,09 2,34 1998 51,92+1,28 2,47 2117 49,33+126 2,55 191
831,55 | 48,58+232 4,78 1854 47,0014,09 232 1735 52,92+1,04 1,97 2199 50,25+1,25 2,49 1983
883,44 | 49,17+247 5,02 1890 47,921+1,18 2,46 1803 53,5840,95 1,77 2255 50,92+1,38 2,70 2036
952,80 | 50,08+2,32 4,64 1970 48,5811,28 264 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 géis de hidroxietilcelulose armazenados durante 28 dias
10+1°C 25+2°C 36+2°C 451+2°C
peso didmetro Ccv Ei diametro Cv Ei didmetro cv Ei diametro Ccv Ei
(9) -+ s (mm) (%) (mm?) s (mm) (%) (mm?) ts (mm) (%) (mm?) 1 s (mm) (%) (mm?)
5400 | 28171095 3,36 623 28,08+063 2,24 619 28671095 3,30 646 2867+1,44 503 646
101,55} 32,17+1,18 367 813 31,17+0,95 3,04 763 31,421052 166 775 34,08+1,76 515 912
148,48 | 35,08t1,66 4,74 966 33,56810,80 239 886 34,084063 1,84 912 34,7540,87 2,49 948
216,32 | 3767161 427 1114 | 35674095 265 999 36,7510,25 0,68 1064 | 37,42+095 2,53 1100
283,36 | 40,25+1,80 4,48 1272 37,75+066 1,75 1119 | 39,00+066 169 1195 | 39,83+0,80 2,02 1246
331,31 | 42,08+227 539 1391 39,25+1,09 2,78 1210 } 40,50+066 1,63 1288 | 41,75+1,00 240 1369
379,82 | 43,50+2,00 4,60 1486 | 40,83+080 1,97 1309 | 42,00+0,90 2,15 1385 | 43,42+0,88 2,02 1481
450,09 | 44,75+164 366 1573 | 4192+142 339 1380 | 4325+0,75 1,73 1469 | 4533+142 3,14 1614
519,86 | 4592+123 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 | 4450+1,39 3,13 1555 | 4592+088 1,91 1656 | 47,58+1,38 2,89 1778
663,22 | 48,33+1,01 2,09 1834 | 4558+153 3,35 1632 | 46,92+088 1,87 1729 | 4892+144 295 1880
712,41 ] 49171063 1,28 1899 | 46,58t1,53 3,28 1704 | 47,750,755 1,57 1791 50,08+1,84 368 1970
781,51 | 4983+058 1,16 1950 | 4767+1,42 298 1785 | 48,75+090 1,85 1867 51,17+1,89 3,70 2056
831,55 | 50831058 1,14 2029 | 4850:139 287 1847 | 4975+087 174 1944 | 5217+213 4,08 2138
883,44 | 51,92+0,52 1,00 2117 | 4917151 3,06 1899 50,42+10,80 1,59 1997 | 53,25+1,98 3,73 2227
952,80 | 53,08+063 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)

811
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Uma das caracteristicas essenciais dos medicamentos € a sua
qualidade, que pode ser definida como condigdo de uniformidade e
éoncordéncia a especificagdes determinadas, apropriadas ao uso
pretendido (OMS, 1992).

No setor produtivo, por sua vez, a qualidade total deve ser
vista como o somatério 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 matérias-primas &
essencial para a qualidade do produto.

A qualidade das matérias-primas farmacéuticas exige sua
adequag@o as caracteristicas ligadas ao seu intimo contato com um
organismo vivo, vistas aqui como eficicia e seguranga terapéuticas, e ao
ciclo de transformagao ao qual serdo submetidos.

Como ponto de referéncia para a qualidade das matérias-
primas empregaram-se preferencialmente as monografias de cédigos
" oficiais. Estas, no entanto, ndo contemplam aspectos concernentes as
necessidades do ciclo de processamento ou a quesitos biofarmacéuticos.
Na inexisténcia de normas descritas em farmacopéias , foram
empregadas as especificagbes arroladas na literatura cientifica ou
fornecidas pelos proprios produtores. Outro critério empregado na opgéo
entre as técnicas de avaliagdo foi o da disponibilidade de materiais e de
equipamentos.

Assim, além da comprovagao da identidade e da determinagao

da pureza das matérias-primas, sejam substancia ativa ou adjuvantes, foram
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analisados alguns parametros considerados relevantes para a definigdo da
qualidade do produto

A identificagdo do estradiol e dos conservantes foi realizada
por espectroscopia na regido do ultravioleta e do infravermelho. Os
espectros obtidos foram comparados com os descritos na literatura e
comprovaram a identidade desta matéria-prima (DIBBERN, 1978),
especialmente pela sobreposigéo das bandas em 1060,1680, 1720 e 3200,
cm-1, caracteristicos para esta substancia (figura 8, p. 67) no IR.

Os testes de pureza demonstraram que a substéncia atende as
especificagdes da monografia oficial.

Como caracteristica adicional foi avaliada a distribuigéo
granulométrica das duas amostras de fornecedores diferentes desta
substancia ativa.

A avaliagdo granulométrica do estradiol, tem particular
importdncia no sentido de indicar o tamanho médio das particula da
substancia em questdo, ja que esta caracteristica estd diretamente
relacionada com os perfis de dissolugéo e de absorgéo nos tecidos. Ao
diminuir 0 tamanho das particulas tem-se um aumento da superficie
especifica, em consequéncia aumentam também as forgas superficiais de
adeséo e de coesdo, que superam a forca grévitacional, promovendo a
formagao de aglomerados, dificultando o fluxo e dissolugédo (HELMAN, 1982
V2).

Para o estradiol adquirido da firma Sigma a determinag&o da
distribuigdo granulométrica foi realizada por microscopia 6tica. Dos dados
representados sob a forma grafica da frequéncia em fungéo da dimenséo
das particulas (figura 23) pode-se verificar que o tamanho médio das

particulas fica em torno de 150 um, com um predominio de particulas
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menores do que 120 um, que pode ser visualizado através da inclinagéo da

curva formada. Nao foram encontradas particulas maiores do que 1900 pm.
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Figura 23 - Distribuicdo granulométrica do estradiol Sigma®.

A determinagdo granulométrica do estradiol micronizado
informa que o tamanho médio das particulas fica em torno de 4,20 pm
apresentando uma area superficial de 2,38 m2 / cm3. Nio houve
predominancia de nenhuma das classes granulométricas o que pode ser
descrito pela inclinagido da reta da distribuigdo granulométrica.. Tambéem

nao foram encontradas particulas com dimensdo superior a 36 um (figura
24).
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Figura 24 - Distribuigdo granulométrica do estradiol micronizado.

Na fase de escolha das condigdes de realizagdo da analise
granulométrica por difragdo de raios laser foi notada a influéncia do tempo
de sonicagdo sobre a distribuigdo dos didmetros das particulas,
especialmente no que diz respeito a uma maior concentragéo de particulas
de maior dimensé&o.

Os testes de identificagdo e de pureza das demais matérias-
primas forneceram resuitados positivos qualificando-as para as finalidades
propostas.

Tendo em vista todas as caracteristicas abordadas
anteriormente quanto a adequagdo do uso da reposigdo estrogénica pela
via percutanea e a existéncia de uma formulagdo no mercado farmacéutico
europeu (Oestrogel®) partiu-se para o desenvolvimento de formulagdes de

géis hidroalcodlicos contendo 0,060 % (m/v) de 17B-estradiol.
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Nesta fase de pré-desenvolvimento foram testadas bases que
apresentam universalidade de uso e disponiveis no laboratério. As bases
inicialmente formulados foram de &cido poliacrilico, carboximetilcelulose,
metilcelulose e hidroxietilcelulose. A formulagdo com carbémero descrita no
formuldrio farmacéutico alem&o (DAC)(BUNDESVEREINIGUNG, 1986a) é
constituida de 0,5 % de carbomer, 1 % de solugdo de hidréxido de sédio a 5
%, 25 % de Aalcool isopropilico e 72,5 % de agua. Nas tentativas
preliminares de desenvolvimeto promoveu-se a substituicdo do alcool
isopropilico por etanol e a consequente incorporagéo de estradiol ao alcool.
A primeiras tentativas de incorporagdo da substancia ativa a formulagdo
ofereceram produtos turvos, ao contrario do Oestrogel® que apresenta-se
limpido. Esta turvagdo foi atribuida a precipitagdo do estradiol que tem
conhecidos problemas de solubilidade em &agua (aproximadamente 0,44
mg/ml) (SALOLE, 1986). A introdugdo de um tensoativo foi a alternativa
escolhida para contornar este problema. Entre os tensoativos utilizados
optou-se por um n&o-idnico, como polissorbato 20, por ndo apresentar
incompatibilidades com bases sensiveis a ions. Além da agéo solubilizante
desta substancia, o polissorbato 20, como os outros tensoativos, através da
diminuicdo da perda transepidermal de &gua, conduz ao aumento da
hidratag&o do estrato corneo, promovendo, consequentemente, o aumento
da absorgio (ZATZ, 1991a; ASHTON, 1992; DURANDEAU e col., 1992,
WILLIAMS, 1992).

Dentre os diferentes mecanismos de gelificagdo de resinas
carboméricas, neutralizagio, adigdo de tensoativo, formagdo de pontes de
hidrogénio, etc. (PRISTA, 1975; BFGOODRICH, 1987), optou-se pela
neutralizagdo com alcalis. O método de neutralizagédo é dos mais difundidos

pela facilidade de realizag@o e baixo custo. Dentre as bases utilizadas para
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promover a alcalinizagdo e consequente gelificagdo optou-se pela solugéo
de hidréxido de sédio a 5 %.

O tipo de resina polimérica (Carbopol 940®) e o neutralizante
foram escolhidos em fungéo da eficacia espessante de ambos e da faixa
6tima de pH, bem como a aparéncia final limpida e brilhante buscada nas
formulagdes.

Apesar das boas caracteristicas de resisténcia a proliferacéo
de microrganismos inerentes a formulagdo com resinas carboméricas e a
presenca de 25 % de etanol na formulagado, optou-se pela adigdo da mistura
de conservantes metilparabeno e propilparabeno, de uso consagrado
devido as suas disponibilidades e & conhecida eficacia (HELMAN, 1982).

Sabe-se que a utilizagio de parabenos em formulagdes de uso tépibo
pode apresentar problemas de reagdes cutdneas (VOIGT, 1982) e que
reagbes de complexagdo entre tensoativos e parabenos ocorrem,
acarretando a diminuigdo da eficacia conservante. Em fungéo destes dados
foram avaliadas as concentragbes dos conservantes nas formulagdes recém
preparadas e apds submetidas a condigbes drasticas de armazenamento.
Os resultados obtidos através destes ensaios estdo apresentados nas
tabelas 32, 33, 35 e 36 (p. 100-102) e serdo comentados posteriormente.

A escolha do etanol fundamenta-se ainda nas observagdes de
KNUTSON e col. (1987) que observaram um maior coeficiente de
permeabilidade de estradiol em solugbdes com 25 % de alcool.
Concentragdes acima de 50 % apresentaram efeitos inibidores da absorgao
dérmica.

A presenga de etanol e polissorbato 20 nas formulagdes
apresenta portanto, além do importante papel tecnolégico, promovendo a
solubilizagdo de estradiol nos géis, substancial atuagdo na promogéo da

absorgdo do estradiol pela pele (IDSON, 1975).
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Como alternativas para o uso de tensoativos foram testados
ainda polietilenoglicol e éter nonilfenolpoligélico (Makon 10®), visando a
possibilidade de substituicdo caso fosse constatada alguma
incompatibilidade com conservantes ou material gelificante. Porém, estes
tensoativos testados ndo se mostraram eficientes na solubilizagdo do
estradiol nas formulagdes.

As primeiras formulagdes foram desenvolvidas com estradiol
adquirido da firma Sigma, que apresentava um tamanho de particula da
ordem de 120 um, conforme verificou-se na avaliagdo granulométrica.
Posteriormente, esta substancia foi substituida por produto micronizado
fornecido pelo Prof. Dr. Hartmut Derendorf da Universidade da Fiérida. Com
esta substituicdo notaram-se alteragdes na solubilidade do estradiol no gel
que até entdo vinha sendo formulado como no item (2.3.1.1 p. 38). A
turvagdo observada apds a troca da substéncia pode ser explicada pela
diminuigab do tamanho de particula, com o consequente aumento de forgas
de adesdo e de coesdo, promovendo a formacdo de aglomerados e
dificultando a dissolugdo do estradiol. Adicionou-se entao polissorbato 20
resolvendo o problema de solubilidade.

Em contrapartida ao efeito negativo na solubilizagido do
estradiol na formulacdo, a redugcdo das particulas promove substanciais
alteragdes no que diz respeito a absorgao através dos tecidos, aumentando
assim o desempenho biofarmacéutico do produto.

Os géis formulados com carboximetilcelulose so6dica (CMC
Na), formulados conforme PRISTA (1975) n&do se mostraram apropriados
por apresentarem intensa turvagao ou por problemas na consisténcia, isto &,
com viscosidade muito elevada, e formagao de grumos.

* As formulagdes desenvolvidas com base de metilcelulose (MC)

demonstraram comportamento semelhante as formulagbes com CMC Na,
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inicialmente com problemas na solubilizagdo do horménio e posterior
problematica na consisténcia do produto, onde obteve-se dispersbes com
viscosidade reduzida e com aspecto muito mais ductil.

No desenvolvimento de formulagbes com base de
hidroxietilcelulose (HEC), foram utilizados praticamente os mesmos
adjuvantes que nos géis de base de carbomero. No primeiro momento
tentou-se a formulagdo com uma composi¢do de 3 % de HEC, obtendo-se
um produto bastante consistente mas com problemas de dissolugéo de
estradiol. Com o ajuste da quantidade do gelificante e a adigdo de
polissorbato obteve-se uma formulagdo com aspecto semelhante a do
produto elaborado com base de carbémero.

Através de uma analise preliminar das caracteristicas
organolépticas e de consisténcia das formulagbes, optou-se por dar
prosseguimento ao trabalho com as formulagbes de base de carbdmero
apresentadas no item 2.3.1.7 (p. 41) e de HEC preparada como no item
2.3.4.4 (p. 45).

Com o intuito de verificar o potencial de utilizacdo das
formulagdes eleitas na fase de desenvolvimento, realizou-se um teste de
carater preliminar, que visava a observagao dos efeitos da administragdo de
estradiol nos niveis plasmaticos deste horménio 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 subcuténea, das formulagdes desenvolvidas e do similar comercializado
na Europa. A aplicagéo dos géis sobre o dorso depilado das ratas numa
area de cerca de 6 cm2 e o isolamento de cada animal apés a aplicagao,
visava contornar problemas de perda das amostras por contato com os
outros animais, uniformizagdo das aplicagbes, bem como a busca de um

modelo o mais préximo possivel da pele humana.



128

Apesar de conhecidas as diferengas dos modelos de absorgao
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 penetracdo e se seria
possivel fazer uma distingdo entre as formulagdes.

A utilizagdo de um grupo tratado com valerato de estradiol
pela via subcutdnea d4 a dimensdo da reposi¢cdo estrogénica livre da
barreira epidérmica e o outro grupo tratado com Oestrogel®, fornece
informagdes a respeito da penetragdo através da pele de uma forma
farmacéutica estudada.

Os resultados obtidos em relagdo ao peso uterino e nivel
plasmético de estradiol podem ser visualizados nas figuras 25 e 26 e
demonstram que os tratamentos com valerato de estradiol, gel de HEC, gel
de carbdmero e Oestrogel® ndo apresentaram diferengas significativas,
porém 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 formulagées desenvolvidas s&o
absorvidas em razdes semelhantes ao produto comercializado na Europa e
que a via percutinea apresenta equivaléncia com a via subcutanea, nas

condigdes de realizagéo deste teste.
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Figura 25 Peso uterino (mg) de ratas castradas submetidas a tratamentos

com géis contendo estradiol de hidroxietilcelulose, carbémero e Oestrogel®
com aplicagéo tépica, injegdo subcutanea de valerato de estradiol e grupo

controle.
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Nivel plasmatico de estrodiol (pg/ml)

HEC Carbdmero Oestrogel Val. de estradiol Controle

Figura 26 Niveis plasmaticos de estradiol (pg/ml) determinados por
fluorimunoensaio em ratas castradas submetidas a tratamentos com géis

contendo estradiol de hidroxietilcelulose, carbémero e Oestrogel® com
aplicagédo topica, injegdo subcutdnea de valerato de estradiol e grupo

controle.

E importante salientar que deve-se realizar estudos em relagéo
a farmacocinética e a biodisponibilidade das formulagdes desenvolvidas,
utilizando-se modelos animais mais apropriados e com maior numero de
individuos em cada grupo.

O desenvolvimento de metodologia para determinagdes
qualitativas e quantitativas de estradiol por CLAE, teve como ponto de
partida o trabalho apresentado por LIU e col. (1991b) que alia simplicidade
e disponibilidade de materiais e equipamentos. Os testes iniciais realizados
com o objetivo de verificar a reprodutibilidade do sistema apresentaram o

pico de estradiol com tempo de retengdo de aproximadamente 7,6 min e
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coeficiente de variagdo de 0,88 % entre as areas de trés injegdes. O fator de
simetria As10 de 1,02, indica uma boa interagdo entre a substancia e o
sistema , assim como sugere sua adequagao para uma analise quantitativa.
A eficiéncia do sistema, representado pelo valor do numero de pratos
tedricos (N), calculado para estas condigSes cromatograficas, foi de 2150,
com altura equivalente de um prato tedrico a aproximadamente 96,
demonstrando ser apropriado para a determinagao da substéncia neste
sistema.

De posse de um sistema apropriado partiu-se para a
verificagdo do limite de detecgdo, faixa ideal de trabalho e linearidade de
detecgdo em fungéo da concentragdo da amostra. As concentragdes de 1 a
32 ug / ml foram escolhidas em fungdo das concentragdes esperadas de
estradiol no doseamento dos géis submetidos ao pré-teste de estabilidade,
nos ensaios de liodisponibilidade e no pré-teste de penetragdo em
membranas artificiais. As médias das areas foram plotadas em gréfico
contra as concentragdes. Os pontos referentes a cada par ordenado foram
utilizados para estabelecer o coeficiente de correlagédo linear, bem como a
equacio da reta gerada através de regressio linear.

Os resultados estdo apresentados na figura 27 e indicam que o
sistema apresenta uma correlagdo mutio significativa (r=0,99946), com
linearidade dentro da faixa selecionada e com pequena variagdo entre as

areas numa mesma concentragao.
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Figura 27 Curva padréo de estradiol obtida por CLAE

Os pontos de menor concentragédo (1, 2 e 4 ug / ml)
apresentam maior variagdo 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
condigdes para melhoria da detecgdo de peptideos e estabeleceram que a
diminuicdo no didmetro interno da coluna e o aumento do fluxo da fase
mével podem promover a ampliagdo do sinal do detector. Talvez a alteragdo
destes pardmetros possa levar a uma detecgdo mais pronunciada do

estradiol nas concentragdes mais reduzidas.
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Figura 28 Coeficiente de variagdo das areas dos picos de estradiol em

fungéo da concentragéo

A elevada dispersdo dos valores das areas dos picos de
estradiol na menor concentragéo utilizada indica que a diferenciagdo deste
com a concentragdo seguinte, de 2ug/ml, ndo pode ser estatitisticamente
assegurada num o + 0,05. J&4 uma diferen¢ga de concentragdo de 2 pg/ml
pode ser estatisticamente reconhecida. De acordo com o coeficiente médio
de variagdo percentual do método, nas condigdes aqui desenvolvidas, pode-
se aceitar como diferenga minima significativa para trés amostras o valor de
1,12% o que confere uma grande seguranga na avaliagdo dos resultados

A necessidade de determinagdo quantitativa de estradiol na
presenca de adjuvantes, como conservantes e o proprio material gelificante,
exigiu um tratamento prévio das amostras, fazendo-se no minimo o
isolamento ou eliminagdo da base polimérica dos demais constituintes das

formulagdes. A presenca de substancias de tal natureza inviabilizaria a
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preparagdo das amostras no que diz respeito a operagdo de filtragao,
fazendo com 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 através da utilizagéo dé técnica de CLAE, para
tanto realizaram a extragao de estradiol com uma mistura de diclorometano-
etanol (20:80 v / v). Os procedimentos testados no sentido de preparagao
das amostras basearam-se em diluigdes simples dos géis em agua e
solventes organicos, ultrafiltragdo e precipitagdo seletiva. As tentativas de
diluigdo simples utilizando agua como solvente nao se mostraram
adequadas. As amostras preparadas com agua continuaram com problemas
de filtragdo, onde ocorria imediatamente a colmatagdo das membranas.
Alguns solventes orgénicos conduziram a formag¢&o de grumos insollveis,
resultando na oclusdo do estradiol e conservantes no interior do grumos
acarretando na diminuigdo da eficiéncia de extragéo, verificada em ensaios
preliminares realizados para estabelecer as condi¢gdes de preparagao das
amostras.

Baseado na solubilidade do carbémero em solventes
organicos, testou-se a precipitagdo do polimero em acetonitrila, cloroférmio,
éter etilico e metanol. A diluicdo em acetonitrila apresentou a precipitagao
imediata do carbémero sob a forma de pequenos grumos que, ao se
proceder com agitagdo mecanica e sonicagado, produziram uma suspensao
de particulas finamente divididas.

A eficiéncia de extragdo do estradiol e dos conservantes dos
géis e base de carbomero, foi avaliada mediante o doseamento destas
substancias’ a partir dos géis preparados como descrito em 2.3.1.7 (p. 41)

formulados, entretanto, em relagdo ponderal, eliminando assim a
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necessidade de ajuste na tomada de amostra, feita por pesagem, devido as
diferengas de densidade dos constituintes da formulagdo. Os géis assim
preparados foram analisados quanto ao teor de estradiol, metilparabeno e
propilparabeno. O processo de extragdo apresentou taxas de recuperagao
de entre 98,26 e 101,40 % para as trés substancias, com dispersdo de
valores entre 1,44 e 2,12 %, indicando a eficacia do método (tabelas 10 a
12, p. 80,81).

Os cromatogramas das substéncias isoladas e contidas no gel
de carbdmero podem ser visualizados na figura 29, onde se pode notar que
a presenga dos conservantes ndo interfere na detecgdo do pico do
estradiol. A auséncia de picos adicionais na amostra advinda do gel
corrobora a eficacia do método de preparagido da amostra empregado. Os
fatores de resolugdo, e seletividade do sistema em relagdo aos trés picos
(tabela 57) demonstram claramente sua adequagdo para a avaliagao

quantitativa simultanea dos mesmos.

Tabela 57 Caracteristicas entre os picos no sistema cromatografico

utilizado para a determinag&o quantitativa em géis de carbdmero

Picos Rs a
estradiol-propilparabeno 1,78 1,19
metilparabeno-metilparabeno 6,57 2,15

Os géis de hidroxietilcelulose foram submetidos a diferentes
tratamentos visando a extracdo de estradiol e conservantes de maneira
semelhante aos géis de carbédmero, porém, as metodologias testadas nao

se mostraram apropriadas.
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Figura 29 Cromatogramas de padrbées de estradiol (c), metilparabeno (a)

propilparabeno (b) e gel de carbémero (d) em acetonitrila
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A adigdo de solventes organicos diretamente sobre amostras
do gel provocava a precipitagdo da camada mais externa da amostra,
ocorrendo a oclus@o de praticamente todas as substancias no interior dos
grumos. Foram realizadas tentativas de ultrafiltragdo em unidades filtrantes
constituidas de membranas de polissulfona com capacidade filtrante da
ordem de 10.000 daltons (Ultrafree PF® Millipore) nas amostras diluidas em
agua e em misturas acetonitrila-agua, porém, devido ao carater descartavel
das membranas e ao alto custo das mesmas a utilizagéo deste sistema foi
inviabilizada apesar do método ter apresentado bons rendimentos de
extragéo, conforme observado nos ensaios preliminares de desenvolvimento
de metodologia para preparagdo das amostras de base de
hidroxietilcelulose.

O sistema empregado para a eliminagao de hidroxietilcelulose
foi desenvolvido a partir de testes preliminares, onde observou-se que a
adicdo de solventes orgénicos a acetonitrila promovia a precipitagdo do
derivado celulésico somente na superficie de contato, provavelmente devido
a alta consisténcia das amostras. Com base nesta observagéo procedeu-se
com a dispersdo das amostras em diferentes quantidades de agua aquecida
e posterior adicdo de acetonitrila, seguida de agitagdo mecanica,
sonificagdo e posterior centrifugagdo, eliminando-se totaimente a
hidroxietilcelulose das amostras.

Da mesma forma que os géis de carbémero, foram preparados
géis de hidroxietilcelulose como em 2.3.4.4 ( p. 45) em relagdo ponderal. A
taxa de recuperagdo obtida oscilou entre 98,40 e 99,25 para as trés
substancias (tabelas 13, 14 e 15, p. 81, 82). No entanto, observou-se um
aumento da dispersdo dos dados, expresso pelos coeficientes de variagéo
percentual dos resultados, alcangando um valor médio de 4,23 %. Este fato

traduz a existéncia de fatores metodologicos.
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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 presenga dos conservantes ndo interfere na detecgé&o do pico
do estradiol. A auséncia de picos adicionais na amostra advinda do gel
confirma a eficacia do método de preparagdo da amostra empregado. Os
fatores de resolugdo, e seletividade do sistema em relagdo aos trés picos
(tabela 58) ‘demonstram claramente sua adequacgio para a avaliagdo

quantitativa simultanea dos mesmos.

Tabela 58 - Caracteristicas entre os picos no sistema cromatografico

utilizado para a determinagéo quantitativa em géis de carbédmero

Picos Rs a
estradiol-propilparabeno 2,25 1,00
metilparabeno-metilparabeno 25,61 2,67

Na avaliagdo microbiolégica, os géis de carbdmero e
hidroxietilcelulose, apresentam resultados de acordo com as especificagdes
farmacopeicas, que incluem as formulagdes topicas como classe

microbiolégica Il (FARMACOPEIA, 1988)
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Figura 30 Cromatogramas de padrdes de estradiol (c), metilparabeno (b),

propilparabeno (é) e gel de hidroxietilcelulose (d) dissolvidos em acetonitrila

/ agua (6:4)
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A consisténcia 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) nédo
demonstraram diferengas significativas (a = 0,05) entre as bases utilizadas,
e nem entre os géis contendo estradiol.

Como a consisténcia traduz os relacionamentos da estrutura
tridimensional do gel entre si e com a estrutura fluida circundante, a
inexisténcia de alteragdes deste valor entre as mesmas bases, antes e
apds a inclusdo do estradiol, pode ser interpretada como n&o havendo
interagdes sensiveis entre a substancia ativa e os componentes do sistema
disperso.

A espalhabilidade também constitui um importante parametro a
ser avaliado, pois esta pode antecipar o comportamento do produto no
momento da aplicagdo sobre a pele e até mesmo sobre a forga necessaria
para promover o fluxo do material no momento do envase e esta
relacionada com o grau de mobilidade da fase liquida e com 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 géis em relagdo ao peso adicionado. A figura 31 demonstra o
comportamento de cada um dos géis com bases de carbdmero e
hidroxietilcelulose (HEC).

O gel de hidroxietilcelulose apresenta menor espalhabilidade
do que o gel de carbdmero, indicando maior resisténcia ao cisalhamento
para este ultimo sistema. A adigdo do estradiol, também neste ensaio, ndo
causou alteragdes estatisticamente significativas, em ambas as bases
estudadas, irfdicando a inexisténcia de interagdes fisicas marcantes quando

da obtengdo dos produtos.
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Figura 31 Espalhabilidade de géis de carbémero (A) e HEC (B) em fungdo

do peso adicionado

Com a intensdo de estabelecer um indice ou indices que
expressassem o perfil de espalhabilidade dos géis, foi realizada a regresséo
polinomial de segunda ordem para cada um dos perfis obtidos. As curvas
geradas bem como as equagdes que regem estas curvas estdo expressas
na figura 31.

A regressdo polinomial de segunda ordem foi escolhida em
fungdo de espressar de forma conveniente o perfil de espalhabilidade das
amostras. Outros indices, como por exemplo a inclinagdo de retas
tangenciando a curva, espalhabilidade final ou area sobre a curva,
forneceriam dados incompletos a respeito do comportamento dos géis frente
ao peso adicionado, podendo conduzir a conclusées equivocadas. As

curvas e equagbes polinomiais foram obtidas através de programa de
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computador "Origin for Windows" da Microsoft, e as analises de um ou mais
indices permite avaliar a existéncia de diferengas estatisticas entre os
comportamentos das amostras.

A comparagdo de um ou mais destes indices obtidos através
da equagdo que rege a curva criada pela regresséo polinomial de segunda
ordem entre géis de bases diferentes através do teste t de Student, com um
nivel de significancia de 0,05, indica ndo haver diferencga significativa entre
bases e géis de mesma natureza. A comparagdo entre os dados dos géis
formulados com as bases de carbdmero e hidroxietilcelulose apresentam
uma diferenga significativa confirmando observagdes anteriores.

Uma das mais importantes caracteristicas fisicas de
formulagbes farmacéuticas semi-sélidas & a viscosidade e todos os
parametros referentes ao comportamento reolégico. Embora que, por
questdes operacionais ndo tenha sido possivel a realizagdo da mesma, a
juncdo dos ensaios de consisténcia e espalhabilidade permitiu inferir
observacées sobre o comportamento reolégico geral das amostras aqui
estudadas. Todavia, deve-se, em momento oportuno, avaliar mais
especificamente estas caracteristicas, contribuindo nas fases de controle de
qualidade e verificagdo da estabilidade das formulagdes.

A’ determinagd0 da liodisponibilidade de formulagdes
farmacéuticas € um parametro de extrema importancia no desenvolvimento
das mesmas, fornecendo subsidios para a determinagdo da qualidade dos
produtos. As formas farmacéuticas semi-sélidas, ao contrario das outras
formulagbes classicas, ndo apresentam métodos de liberagdo in vitro
preconizados nos cédigos oficiais. KNORST (1991) salienta que apesar de
intensas pesquisas realizadas neste sentido, os requisitos para a
padronizagio, reprodutibilidade, validagdo e reconhecimento internacional

n&o foram totalmente preenchidos.
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O desenvolvimento de uma nova célula de cedéncia, dotada
de camara aceptora dupla (figura 6, p. 56) representa uma modificagdo dos
modelos propostos por BARRY e col. (1977), ORBE e col. (1988),
KNORST (1991) e MACEDO e col. (1993). Com a presenga de duas
interfaces entre o compartimento doador e os compartimentos aceptores
procurou-se obter maior superficie de permeagéo e equalizagéo da pressao
hidrodindmica em ambas as faces da camara doadora. Os ensaios
realizados com membranas de acetato de celulose, colédio com
dodecanol e com papel de filtro ndo conduziram & detecgédo do estradiol
no liquido aceptor, nem mesmo apds 15 h de contato. Embora o volume
do meio aceptor fosse mantido o menor possivel (50 mi), a baixa
concentragdo de estradiol nas formulagdes (0,06 % m /v), aliada ao
baixo coeficiente de absortividade molar desta substancia (& = 2040 em
metanol a 280 nm) ndo permitiram a detecgdo da mesma, embora a
cromatografia liquida de alta eficiéncia tenha demonstrado ser capaz de
detectar até quantidades inferiores a 2 ug / mi.

Algumas alternativas a serem utilizadas no sentido de melhorar
a detecgdo de estradiol consistem no aumento da area superficial das
membranas, diminuigdo do volume de liquido aceptor e/ ou derivatizagéo do
estradiol, visando obter produtos com maior absortividade molar.

| Como teste alternativo para a determinagdo da
liodisponibilidade empregou-se 0 modelo de absorgdo em membranas
desenvolvido pelo grupo de trabalho de Neubert (NEUBERT e PARTYKA
(1990); NEUBERT, e WOHLRAB(1990, 1990a); NEUBERT e BENDAS
(1991)). O sistema que consiste na superposicdo de uma ou mais
membranas de colédio adicionadas ou ndo de material lipofilico, como,
por exemplo, dodecanol (figura 5, p. 25), foi empregado por aquele grupo,

na avaliagdo da penetragéo de varias substancias, permitindo, através da
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comparagao dos perfis de penetragdo nas membranas e nas camadas do
estrato corneo, o estabelecimento de relagdes, que conduzem a avaliagao
do grau de equivaléncia entre diferentes formulagdes. Deste modo, o
modelo pode possibilitar a avaliagdo do efeito dos diversos componentes da
formulag@o sobre a penetragdo da substéncia ativa. A disponibilidade de um
namero limitado de membranas e de camaras de amostras, a
impossibilidade de realizagéo de testes em paralelo com pele excisada e a
relativa complexidade da metodologia analitica para quantificagdo de
estradiol, fizeram com que os testes fossem conduzidos sob carater
preliminar, exploratério. Optou-se por modelo unilamelar, reduzindo-se as
tomadas de amostra e as repeticbes dos experimentos. Foi observada a
quantidade de estradiol absorvido nos intervalos de 3e 4 h.

Os dados contidos nas tabelas 23, 25, 27, 29, 31 e 33 (p. 89 a
94) demonstram através da dispersdo dos valores, as dificuldades
metodoldgicas na execugdo dos ensaios. Considerando-se como variavel
dos mesmos a quantidade de gel aplicado, foi demonstrada por analise de
correlagdo, a interdependéncia direta entre esta e a quantidade absorvida
de estradiol, 0 que por sua vez, sugere que a absorgédo é dependente da
concentragao de estradiol disponivel no gel. Nao foi observada, correlagéo
“entre a‘quantidade de gel absorvido e a concentragdo de estradiol na
membrana. Isto reforga iniciaimente a observagdo anterior, de que a
penetragdo € dependente da quantidade de estradiol aplicado, ou, em
outras palavras. da quantidade da substancia disponivel. O gel teria entédo
um papel secundario, servindo apenas como veiculo de aplicagdo da
substancia ativa e ndo conduzindo consideravelmente o fendmeno de

absorgao.
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A afinidade da substdncia com a membrana e,
consequentemente, o gradiente de concentragéo do estradiol entre os dois
sistemas, gel e membrana, regulariam o grau de absor¢éo.

Empregando-se como valor de comparagdo o indice AE, obtido
através da razdo entre a quantidade aplicada de gel (mg) e a quantidade
absorvida de estradiol (u.g), representados nas tabelas 24, 26, 28, 30, 32 e
34 (p. 89 a 94). Observa-se inicialmente que, para os géis analisados, n&o
houve diferenga significativa entre os diferentes tempos de exposigdo,
Verifica-se que as diferengas causadas pelos tempos de exposi¢do sobre o
indice de absorgdo (AE) para cada um dos géis analisados s&o devidas as
variagbes do método, ndo permitindo inferir relacionamento deste fator
(figura 32).,

Figura 32 - indices de absor¢io de estradiol em relagdo & quantidade

aplicada de gel nos diferentes tempos de exposi¢ao.
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Tabela 59 Testes utilizados e resultados do tratamento estatistico do
percentual de absorgdo de estradiol HEC, de carbomero e de Oestrogel®

submetidos ao pré-teste de absorgdo em membranas de dodecanol.

Amostra Teste Bartlet ANOVA Testet Tuke K-W M-W-W
. t y
Carbdmero Qa / tempo + NR - NR NR -
Qa / membrana + NR NR NR - NR
HEC Qa / tempo - NR - NR NR NR
Qa / membrana - - NR - NR NR
Oestrogel Qa / tempo - NR - NR NR NR
Qa /membrana - - 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 seguiréo , referentes ao tratamento estatistico, apresentam os mesmos
testes, siglas e simbolos. O teste de Bartlett, foi utilizado para verificar se
existia homogeneidade entre as varidncias e, portanto, se deveria ser
utilizado um teste paramétrico ou ndo. O sinal positivo representa diferenca
significativa nos testes comparativos e heterogeneidade no teste de Bartlett,
ao passo que, o sinal negativo indica ndo haver diferenga significativa entre
os grupos analisados para um nivel de significancia de 5 %, ou no teste de
Bartlett, que as varidncias s&o homogéneas. A sigla NR, indica que os
testes n&o foram realizados e as siglas K-W e M-W-W representam
respectivamente os testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney-Wilcoxon

A andlise estatistica ndo apresentou diferenga significativa dos
comportamentos dos géis analisados.

A analise dos dados de absorcdo do estradiol, conforme visto
até o momento, tem indicado fortemente para a prevaléncia do fenébmeno de
difusdo ativa ao meio aceptor. Isto vem de encontro a lei de Fick, que rege o

transporte por difusdo em géis intumescidos (equagéo 2)

Ji=Dix VCi 2)
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Onde Ji é o fluxo do permeante (g / cm2/ s), Di é o coeficiente

de difusdo e VCi 6 o gradiente de concentragdo do soluto no gel
(KORSMEYER, 1991).

Decisivo para a descricdo deste fendbmeno é o conhecimento
do coeficiente de difusdo (D), que esta diretamente relacionado com o
tamanho da molécula do soluto e com a viscosidade microscopica do meio
de difusédo.

MACEDO (1993) avaliando a literatura sublinha a importancia
da contribuig&o de Higuchi quanto ao modelo que expressa o mecanismo de

liberagdo em géis, representado pela equagado 3.
Q = 2Co x (Dt / m)1/2 (3)

Onde Q é a quantidade de droga liberada por unidade de area
de aplicagéo, Co é a quantidade inicial de droga no gel, D o coeficiente de
difusdo da droga no gel e o tempo apés a aplicagao.

De acordo com esta equagdo calculou-se o coeficiente de

difusdo do estradiol em cada uma das membranas (tabela 60).

Tabela 60 Coeficientes de difus&o do estradiol nos géis de carbdmero, HEC

e Oestrogel®, em contato com membranas durante 3 e 4 h

Amostra Tempo de exposicdo (h) D médio(x 10-3) +s (CV%)
Carbémero 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)
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A andlise estatistica dos coeficientes de difusdo n&o
apresentou diferenga significativa entre as trés formulagdes nos dois tempos
testados nem nas formulagdes de carbémero e hidroxietilcelulose, porém, os
coeficientes de difusdo do Oestrogel® apresentaram diferencas
significativas entre dois tempos de exposigdo conforme pode-se verificar na
tabela 61 que demonstra os testes e resuitados do tratamento estatistico. A
discrepancia encontrada nos coeficientes de difusdo do estradiol no
Oestrogel® pode ser atribuida a execugdo dos experimentos ou ainda a

metodologia empregada e ndo a caracteristicas de liberagdo da substancia.

Tabela 61 Testes utilizados e resultados do tratamento estatistico dos
coeficientes de difusdo (D) de estradiol nos géis de carbédmero,

hidroxietilcelulose e Oestrogel®

Amostra Teste Bartlett ANOVA Testet Tukey

carbdmero D/ Tempo - NR - NR
D / membrana - - NR -

HEC D/ Tempo - NR - NR
D / membrana - - NR -

Oestrogel® D/ Tempo - NR + NR
D / membrana - - NR -

Os mecanismos que envolvem a liberagdo de estradiol dos
géis estudados provavelmente estdo relacionados com os coeficientes de
particdo entre estradiol / formulagéo e estradiol / membrana. Possivelmente
o coeficiente de particdo do estradiol pelas membranas é superior do que o
coeficiente de particdo nas formulagbes, fazendo com que seja
desenvolvida uma tendéncia de difusdo de estradiol do veiculo para as

membranas. ,
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Com a finalidade de analisar possiveis interagbes entre os
componentes da formulagdo foram efetuadas andlises térmicas por
calorimetria diferencial (DSC).

As andlises realizadas em relagdo as matérias-primas
estradiol, metilparabeno e propilparabeno caracterizam as substancias
quanto a pureza e identidade, podendo ser utilizadas como metodologias de
rotina para controle de qualidade de matérias-primas.

As varreduras realizadas demonstram apenas isotermas de
fusdo para as trés substancias (100.4 °C, 1286 °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
um segundo aquecimento, indicando que ambos ndo sofrem alteragbes
como decomposig@o ou volatilizagdo. A amostra de metilparabeno quando
submetida a um segundo aquecimento apresenta uma transi¢do térmica na
mesma temperatura, porém com uma intensidade menor, indicando a
ocorréncia de volatilizagdo da amostra ( alteragéo de intensidade de -236,91
para -120,50 mJ / mg).

As anadlises realizadas com misturas fisicas das substancias
buscavam estabelecer quais seriam as isotermas de cada substancia
quando em mistura complexa. Sabe-se que misturas sélido - sélido podem
apresentar deslocamentos nos pontos de fusio devido a fenémenos de
solubilidade completa, parcial ou nula dos sélidos, formagdo de compostos
congruentes, incongruentes ou complexos e formagao de misturas eutéticas
(METZ, 1979).

~ Foram analisadas misturas binarias entre estradiol,
metilparabeno e propilparabeno e a mistura termnaria. Para as misturas

binarias observa-se inicialmente um deslocamento dos pontos de fusio em
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todos os pares ( Tabela 62) indicando a existéncia de interagdo entre as
mesmas. O propilparabeno apresentou um comportamento similar frente aos
demais pares da mistura, enquanto que o metilparabeno mostrou um
abaixamento mais acentuado do ponto de fusdo quando na presenga do
estradiol. A intensidade de deslocamento desta grandeza para o estradiol
foi cerca de trés vezes maior quando associado ao metilparabeno do que
em conjunto com o outro conservante. A mesma relagdo é observada para o
desvio do ponto de fusdo relativa do metilparabeno, que sendo mais
acentuada quando acompanhado do estradiol. Como a diferenga entre os
dois adjuvantes reside somente na dimens&o da cadeia alquilada, é de se
esperar que as interagdes sejam provocadas pelos efeitos fisicos que as
mesmas ocasionam na molécula e que podem se espelhar na alteragcdo da
disponibilidade do atomo de hidrogénio fendlico, na polarizagdo do
grupamento carbonilico do éster, na movimentaqéb eletrénica no anel

aromatico ou na hidrofobicidade do radical alifatico do éster.

Tabela 62 Deslocamento dos pontos de fusdo (APF) e suas variagdes
percentuais (A %) para as misturas binarias de propilparabeno (PP),

metilparabeno (MP) e estradiol (E2)

mistura PP MP E2
APF ( A%) APF ( A%) 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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Também o termograma da mistura terndria mostra trés picos
deslocados quando correlacionados com os respectivos registros gréficos
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 fuséo.

Os termogramas referentes as amostras dos geéis estdo
representados nas figuras 21 e 22 (p. 98 e 99). A idéia inicial de realizagéo
da analise térmica era determinar possiveis interagbes de cada uma das
substancias quando submetidas ao teste de estabilidade, porém, devido ao
carater fisico da formulagéo, a diluigdo das substancias a serem analisadas
e a constante presenga do tensoativo nas amostras com a consequente
solubilizagdo das substancias, n&o foi possivel observar as isotermas de
cada uma das substancias em ambos os géis analisados, ndo permitindo,
portanto, determina-las quantitativamente.

A andlise das possiveis causas das interagfes observadas
exigiriam o emprego de metodologias especiais e fogem ao proposito deste
trabalho. | '

quanto ao aspecto metodolégico da avaliagdo dos géis seriam
necessarios estudos especificos que permitissem verificar o comportamento
das substancias, ora dificultados pela baixa concentragdo dos componentes
da formulagdo (CANOTILHO, 1992).

As condi¢des de armazenamento podem conduzir a alteragdes
fisicas e quimicas em formulagdes semi sélidas que, por sua vez podem
afetar, entre outros parametros, a uniformidade de dosagem, a

biodisponibilidade e a reologia (DAVIS, 1987).
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Com o intuito de verificar a integridade da qualidade foi
realizado teste de estabilidade sob condigdes controladas de
armazenamento. A primeira caracteristica avaliada foi o perfil de
espalhabilidade das formulagdes. Para tanto, analisou-se o comportamento

dos indices das equagdes polinomiais de 2® ordem que descrevem este

fendmeno (equagao 4).

y = A0 + A1X + A22 (4)

fndice AOQ

Figura 33 Indices A0 em géis de hidroxietilcelulose em relacdo a

temperatura e tempo de armazenamento
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Figura 34 Indices A1 em géis de hidroxietilcelulose em relagdo a

temperatura e tempo de armazenamento

Tempo (dias)

Figura 35 Indices A2 em géis de hidroxietilcelulose em relagdo a

temperatura e tempo de armazenamento
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fndice AO

Figura 36 Indices A0 em géis de carbémero em relagdo a temperatura e

tempo de armazenamento

L]
fndice Al

Figura 37 Indices A1 em géis de carbdmero em relagdo a temperatura e

tempo de armazenamento
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fndico A2

Figura 38 Indices A2 em géis de carbdmero em relagio a temperatura e

tempo de armazenamento

As tabelas 43 a 56 (p. 105 a 118) apresentam os valores de espalhabilidade
dos géis de carbomero e de HEC armazenados a 10, 25,35 e 45°C. Os
valores de espalhabilidade de cada um dos géis armazenados nas
diferentes temberaturas durante os 28 dias do ensaio foram utilizados para
estabelecer as equagles através da regressdo polinomial de segunda
ordem, das quais foram retirados os indices AO, A1 e A2, que representam a
curva que expressa o perfil de espalhabilidade das amostras. O
procedimento estatistico descrito no item 2.2.12 (p. 63) foi utilizado para
estabelecer se o0 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 com a regressdo polinomial de segunda ordem com o0s

valores de espalhabilidade dos géis submetidos ao pré-teste de estabilidade

Amostra Teste Bartlett ANOVA Tukey

AORemperatura - - -

A1/temperatura - - -

carbémero A2/temperatura - - -
AO/tempo - - -

A1/tempo - - -

A2/tempo - - -

AO/temperatura - - -

A1l/temperatura - - -

HEC A2/temperatura - - -
AO/tempo - - -

A1/tempo - - -

A2/tempo - - -

Pode-se observar através da tabela 63 e das figuras 33 a 38
(p. 149 a 152) que apesar dos graficos apresentarem variagdes dos indices
nos diferentes tempos e temperaturas, estas, ndo s&o significativas,
indicando que nenhuma das variaves afeta significativamente as

caracteristicas fisicas que regem o comportamento dos géis analisados.

percentual

Figura 39 Teores de estradiol em gel de carbdmero armazenado durante

diferentes tempos a diferentes temperaturas
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percentual

Figura 40 Teores de metilparabeno em gel de carbé6mero armazenado

durante diferentes tempos a diferentes temperaturas

porcentual

Figura 41 Teores de propilparabeno em gel de carbdmero armazenado

durante diferentes tempos a diferentes temperaturas
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percentual

Figura 42 Teores de estradiol em gel de hidroxietilcelulose armazenado

durante diferentes tempos a diferentes temperaturas

percentual

temperatura

Figura 43 Teores de metilparabeno em gel de hidroxietiiceluliose

armazenado durante diferentes tempos a diferentes temperaturas
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pPercontual

Figura 44 Teores de propillparabeno em gel de hidroxietilcelulose

armazenado durante diferentes tempos a diferentes temperaturas

As figuras 39 a 44 demonstram a influéncia da temperatura e
tempo de armazenamento sobre o teor de estradiol metilparabeno e
propilparabeno nos géis de HEC e carbomero. Verificou-se através da
analise estatistica (tabela 64) que a concentragdo de metilparabeno
manteve-se inalterada, nao sofrendo nenhum tipo de degradagcdo nas

condigdes analisadas.
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Tabela 64 Testes utilizados e resultados do tratamento estatistico dos
teores de estradiol metilparabeno e propilparabeno em géis de HEC e

carbdémero submetidos ao pre-teste de estabilidade

Amostra Teste Bartlett ANOVA Tukey K-W M-W-W
metilparabeno - - - NR NR
ftemperatura
propilparabeno - + 10 °C=45 NR NR
Remperatura °C
HEC estradiol : + NR NR + 45 °Cz
Remperatura 10,25e 35 °C
metilparabeno - - - NR NR
Afempo
propilparabeno - - - NR NR
ftempo
estradioltempo + NR NR - NR
metilparabeno - - - NR NR
Remperatura
propilparabeno - + 10 °C= 35 NR NR
Remperatura e 45 °C
HEC estradiol - - ‘ - NR NR
Remperatura
metilparabeno - - - NR NR
Rempo
propilparabeno - - - NR NR
Rempo
estradioltempo + NR NR - NR

Os géis de carbdmero e HEC demonstraram um decréscimo
das concentracdes de propilparabeno com o aumento da temperatura de
estocagem, entretanto, ndo foi observado nenhuma alteragéo influenciada
pelo tempo de armazenamento. Segundo NUDELMAN (1975) pode-se
atribuir a degradagdo do propilparabeno uma reagdo de hidrélise no
grupamento éster da molécula.

A analise das figuras 45, 46 e 47permite estabelecer que a
degradagdo do estradiol observada nos géis de hidroxietilcelulose
armazenados a 45 °C, observado na figura 42 (p. 156), obedece uma
cinética de r'eac;éo de ordem zero, indicado pela reta descendente resultante

da regress&o entre a concentragdo pelo tempo (figura 45), e curvas com
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concavidades voltadas para baixo, obtidas nos graficos do logaritmo
decimal da concentragdo em fungdo do tempo (figura 44) e do inverso da

concentragao em fungao do tempo (figura 47).

Teor de estradiol (%)

\J v |J M 1 M 1 v 1

10 15 20 25 30
Tempo (dias)

o
-

Figura 45 Teor de estradiol em fungdo do tempo de estocagem de géis de

hidroxietilcelulose armazenados a 45 °C
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2,04

log da concentragao de estradiol

. v r ———— —
o 5 10 15 20 25 30
Tempo (dias)

Figura 46 Logaritmo decimal do teor de estradiol em fungdo do tempo de

estocagem de géis de hidroxietilcelulose armazenados a 45 °C

—
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Figura 47 Inverso do teor de estradiol em fungdo do tempo de estocagem de

géis de hidroxietilcelulose armazenados a 45 °C
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Admitindo-se que a reagdo segue uma cinética de ordem zero,
pode-se calcular a constante da velocidade de reagdo através da equagéo

5.

(9)

‘ Onde K é a constante da velocidade de reagéo e expressa a
inclinagdo da reta gerada através da regressdo entre a concentragdo e
tempo, C é a concentragdo final, Co a concentrago inicial e t o tempo .

A constante da velocidade de degradagdo de estradiol nos
géis de hidroxietilcelulose, armazenados a 45 °C, foi calculada através da
equacso 4 e corresponde a 2,251 dia -1.

As amostras estocadas a 10, 25 e 35 °C ndo apresentaram
degradagdes significativas, impossibilitando o estabelecimento da ordem da
reagdo de degradagdo do estradiol nestas condigbes, em nivel de
significancia de 0,05 %. Conforme afirma NUDELMAN (1975), as reagdes
de degradagéo devem evoluir no minimo 30 % para poder-se estimar a
ordem de uma reag¢do. Usualmente, quando uma reacgdo tenha avangado em
menos de 30 %, e outra reagdo decorrente de outro tratamento tenha
decorrido de forma mais intensa (acima de 30 % de degradag&o), admite-se
que, as duas sigam a mesma cinética de reagdo. Desta forma pode-se
admitir que as reagbes de degradagdo de estradiol em géis de
hidroxietilcelulose armazenadas a 10, 25 e 35 °C seguem uma cinética de
reagdo de ordem zero. Ao admitir-se isto, pode-se calcular a constante de
velocidade de reagdo em cada temperatura, e consequentemente,
estabelecer prazos de validade nas diferentes condigdes de

armazenamento.
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Calculou-se o0 prazo de validade dos géis de
carboximetilcelulose armazenados a 25 °C, admitindo-se uma degradacgéo
de no maximo 10 % de estradiol, obtendo-se um valor de aproximadamente
5 dias. Experimentalmente, verificou-se que os geéis estocados a 25 °C
mantiveram-se inalterados quanto a concentragéo de estradiol, contrariando
as conclusbes obtidas com os calculos do prazo de validade descritos
anteriormente. Frente a estes fatos, imagina-se que o estradiol contido nos
géis de hidroxietilcelulose e armazenados a 10, 25 e 35 °C apresente uma
cinética de degradagdo com ordem de reagdo diferente da reacdo de
degradagao do estradiol armazenado a 45 °C.

A elucidagdo dos mecanismos que envolvem a degradagéo do
estradiol em géis de hidroxietilcelulose ndo foi objetivo deste trabalho,
porém, a observagéo da estrutura da molécula de estradiol, da presenca
dos outros constituintes da formulagéo e das caracteristicas fisico-quimicas
da mesma, sugerem que a degradagdo possivelmente seja atribuivel a
oxidagdo da hidroxila fenélica do anel A e / ou desidratagdo, conforme

indicam NUDELMAN (1975), CONNORS (1986) e SALOLE (1986).
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- As formulagdes propostas, constituidas de carbémero ou de
hidroxietilcelulose com 25 % de etanol e 20 % de polissorbato 20,
mostraram-se satisfatérias no que diz respeito as caracteristicas
tecnolégicas.

- As metodologias desenvolvidas para a eliminagdo de
interferentes para as analises qualitativas e quantitativas das formulagdes
permitiram o doseamento do estradiol e dos conservantes, como matérias-
primas e nas formulagdes, conferindo resultados reprodutiveis.

- A cromatografia liquida de alta eficiéncia, utilizada para a
determinag&o quantitativa da substancia ativa, apresentou-se como método
adequado.

- As formulagdes propostas demonstraram caracteristicas de
penetracéo através da pele de ratos, demonstrando perfis de absorgéo
semelhantes entre si, em relag3o a via subcutanea e ao produto Oestrogel®
, comercializado na Europa.

- O sistema desenvolvido para a avaliagdo da
liodisponibilidade mostrou-se inadequado, devido a caracteristicas da
formulagdo e da substéncia ativa.

- O ensaio de absor¢do de estradiol em membranas artificiais,
sugere que as bases formadoras do gel apresentam apenas um papel
secundario na penetracdo, atuando principalmente como veicuio e nao na
promogao da absorgao.

- O teste preliminar de estabilidade, utilizando temperaturas
elevadas, conduziu a uma degradagéo significativa do estradiol no gel
constituido de base de hidroxietilcelulose, enquanto que a formulagéo
constituida de base de carbémero, mostrou-se estavel durante todo o
decorrer do teste de estabilidade, sendo necessaria a realizagéo de estudos
para avaliar os efeitos da formulagéo sobre a substancia ativa degradada.
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