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“O que prevemos raramente ocorre; o que menos esperamos geralmente acontece.”

Benjamin Disraeli
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Resumo

Os anestésicos topicos sao muito importantes para tratamento da dor local em
procedimentos cirurgicos e cosméticos. No entanto, de forma a produzirem o seu efeito
terapéutico estes tém que ser veiculados numa formulagao apropriada que permita a sua
administragao e a sua chegada ao local de agao na dose certa.

Por este motivo, o principal objetivo desta tese é o desenvolvimento e caracterizagao
de uma formulagao topica de dois anestésicos locais com recurso a um método estatistico, o
desenho de experiéncias.

Foram testados diversos fatores (% de gelificante, % de neutralizante e presenga das
substancias ativas) e foi determinada a sua influéncia na viscosidade, pH e condutividade das
duas formulagoes estudadas, bem como na libertagao inicial e final de lidocaina e prilocaina a
partir dessas formulagoes.

Através do desenho de experiéncias foi possivel estudar varios fatores em simultaneo
e respetivas interagoes, bem como otimizar as formula¢oes, obtendo modelos estatisticos
robustos.

Os estudos realizados permitiram alcancar formulagoes que preenchessem os

requisitos que foram definidos inicialmente no Target Product Profile.



Abstract

Topical anesthetics are very important for treating local pain and in cosmetic and
surgical procedures. However, in order to produce their therapeutic effect they have to be
conveyed in an appropriated formulation to allow its administration and its arrival at the site
of action in the right dose.

For this reason, the main objective of this thesis is the development and
characterization of a topical formulation of two local anesthetics using a statistical method,
the design of experiments.

Several factors were evaluated (% of gelling agent, % of neutralizing agent and the
presence of the drugs) and their influence on viscosity, pH and conductivity of the two
formulations studied, as well as initial and final release of lidocaine and prilocaine from these
formulations was determined.

The design of experiments allowed the study of several factors and respective
interactions simultaneously, the optimization of the formulation and the definition of robust
statistical modes.

In the end of this work it was possible to achieve formulations that met the

requirements initially defined in the Target Product Profile.
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Desenvolvimento e caracterizagdo de uma formulagdo para administragdo tépica de anestésicos locais

Introducao

|I. Pele como via de administracao de farmacos

A pele é o maior érgio do corpo humano, tem uma area de cerca de 1.5a2 m?e
representa 4 a 5 kg do peso corporal de um adulto normal (Halldin, 2011) e possui uma
estrutura bastante complexa (Schmid-Wendtner & Korting, 2006; Welin-berger, 2001). Tem
como fungao essencial manter a barreira entre o interior do corpo humano e o meio
ambiente, protegendo também os Orgaos internos contra possiveis danos (Benson &
Watkinson, 2012; Dew, 2011; Kermany, 2010) e funciona também como um meio de
comunicagao com o exterior, pois permite ao cérebro obter as sensagoes de calor, toque,
pressao e dor (Halldin, 201 I; Welin-berger, 2001).

As principais fungdes da pele siao: proteger o corpo contra a perda de agua
(desidratagao), regular a temperatura corporal e operar como uma barreira que impede a
entrada de virus e bactérias para o corpo humano e conferir protecao contra a radiagao
ultravioleta (Dew, 201 I; Halldin, 201 1). A pele também tem como fungao a sudorese e toda
a fungao sensorial (ex: toque, maciez, sensibilidade), coloragao do corpo, libertagao de
odores (Harris, 2003).

A pele é constituida por diversas camadas, que apresentam diferente composicao e
espessura (Figura |; Figura 2). As camadas da pele sao: epiderme, derme e hipoderme
(Harris, 2003; Kermany, 2010; Welin-berger, 2001), havendo bibliografia que indica que a
camada cérnea também é considerada como uma camada diferenciada, embora por outros

seja considerada como parte da epiderme (Benson & Watkinson, 2012).
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Figura |: Esquema da estrutura da pele humana (cima — representagao esquematica; baixo — corte histologico).
(adaptado de Halldin, 201 I; Welin-berger, 2001).

A hipoderme é a camada mais profunda da pele e nao possui tecido conjuntivo. Liga a
pele aos tecidos subjacentes e é maioritariamente constituida por tecido adiposo (Harris,
2003; Johns Hopkings Medical Institutions, 2001). O tecido adiposo é responsavel pela
regulagio e isolamento térmico do organismo e pode funcionar como fonte de energia
(Harris, 2003).

A derme é a camada mais espessa (3-5mm) da pele e localiza-se logo acima da
hipoderme. Tem caracter fibroelastico, pois € constituida por fibras de elastina assim como
de colagénio e que delimitam a sua espessura (Kermany, 2010). Esta camada tem uma

estrutura irregular pois contém os vasos sanguineos responsaveis pela nutricao da pele,

2
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nervos, glandulas sebaceas e foliculos pilosos que sao suportados por tecido conjuntivo
(Kermany, 2010; Welin-berger, 2001). Como é uma camada bastante irrigada, a derme tem
um papel fundamental na regulagao da temperatura corporal (Kermany, 2010). As células da
derme, bem como as das camadas mais profundas da epiderme sao banhadas por fluido
intersticial, sendo por isso, um ambiente hidrofilico (Welin-berger, 2001).

A epiderme é a camada mais externa da pele, com capacidade auto-regeneravel.
Encontra-se ligada a derme através de uma membrana basal, é estratificada, avascular, e na
sua totalidade das multicamadas que apresenta uma espessura que varia entre 0,05 e Imm,
sendo que nas palpebras é mais fina e nas palmas das maos e plantas dos pés é mais espessa
(Halldin, 201 I; Welin-berger, 2001). Devido a auséncia de capilares sanguineos, a epiderme é
nutrida através da rede capilar da derme. As suas camadas sio compostas, maioritariamente,
por queratinécitos (95%), melanocitos, células de Merkel e células de Langerhans (Figura 2)

(Halldin, 201 |; Kermany, 2010).

Cornedcitos = —

Camada cornea
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o SESH T
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: Q

° .- ./ G
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-\ O\ e ¥ X @
4 > - ¢
\J re S %
L1 a\® ’ ‘e
Camada basal I \at | : :J 5

// | Células de

/ ‘ Melanocitos Langerhans

Membrana Basal ” ‘
Queratindcitos

Figura 2: Camadas da epiderme (adaptado de Kermany, 2010).

Os melanocitos sao fundamentais na constituicao da pele pois contém melanina que
tem a capacidade de proteger o ADN das células contra os danos causados pela radiagao
ultravioleta e também confere a pele a sua coloragao. Os melandcitos estao localizados na
camada basal da epiderme que é a camada mais interna da epiderme. Os queratinécitos sao
o principal tipo de células da epiderme. As células de Merkel sao as principais constituintes

da membrana basal, onde estio ligadas a terminais nervosos, tendo por isso uma fungao
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sensorial. As células de Langerhans tém um papel fundamental nas reagoes imunologicas da
pele e encontram-se na espinhosa e granulosa (Halldin, 201 |; Kermany, 2010).

As células da camada basal estao alinhadas lado a lado numa Unica camada (Figura 2) e
vao-se dividindo e diferenciando a medida que migram através das diferentes camadas da
epiderme em direcao a superficie num processo que conduz a regeneragao da epiderme. Os
queratindcitos, nos diferentes niveis de diferenciagao, constituem as restantes camadas da
epiderme (espinhosa, granulosa e cérnea - Figura 2) (Halldin, 201 |; Welin-berger, 2001).

A camada coérnea presente na epiderme é constituida por varias camadas de células
mortas, achatadas e queratinizadas — os corneocitos que correspondem ao ultimo nivel de
diferenciagao dos queratindcitos (Figura 2). Os corneocitos estio embebidos numa matriz
lipidica que constitui cerca de 20% da camada cérnea. A camada cérnea constitui a principal
barreira no que diz respeito a permeagao de firmacos. Quando esta camada se encontra
danificada ha perda de fluidos corporais e o corpo fica mais suscetivel a infegoes microbianas
levando a consequéncias graves no caso de nao serem tratadas (Dew, 201 |; Kermany, 2010).

A matriz intercelular da camada coérnea é desprovida de fosfolipidos e é
maioritariamente constituida por ceramidas (41%), colesterol (27%), ésteres de colesterol
(10%) e acidos gordos (9%). Por ter elevada percentagem de ceramidas (Figura 3), que tem
cadeias longas, alifaticas e saturadas, a camada cornea, torna-se uma camada altamente
ordenada e muito pouco permedvel, o que fornece a pele resisténcia a entrada de

substancias estranhas no organismo (Welin-berger, 2001).

R NH

T

O
Figura 3: Estrutura de uma ceramida (adaptado de Garrett & Grisham, 2004).

Os apéndices da pele (foliculos piloso e glandulas sudoriparas) constituem cerca de
0,1% da sua superficie e sao uma possivel via de entrada de moléculas na pele (via
transfolicular) (Suhonen, Bouwstra & Urtti, 1999). A principal via de permeagao de
compostos através da pele é a transepidérmica (permeagao através da camada cornea)
(Figura 4). Os compostos podem permear a camada cornea através dos cornedcitos e da
matriz lipidica intercelular, pela via transcelular ou através da matriz lipidica entre os
cornedcitos da pele, pela via intercelular. Embora a permeacao, da maior parte dos
compostos se realizar através da camada cérnea, esta depende do seu tamanho molecular e

4
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da sua lipofilicidade (Dew, 201 |; Martins & Veiga, 2002). A via intercelular é a mais comum

para as moléculas lipofilicas e pequenas (Dew, 201 I).

Viaintercelular

Via transcelular

Membrana
Plasmatica § Citoplasma Gorda

Fase

Aquosa  Ceramida

Espaco
intercelular

Lipidos
Lipidos Fase

Colesterol Triglicerideos Lipidos Queratina

Aquosa
(insigificante)

Figura 4: Representagao das vias de permeacao de farmacos através da camada cérnea (via transepidérmica)
(adaptado de Martins & Veiga, 2002).

Os farmacos podem ser administrados na pele para produzirem um efeito sistémico
ou um efeito local (Ueda et al., 2009). No primeiro caso pretende-se que os firmacos
atinjam a corrente sanguinea e dai cheguem ao local onde produziram o seu efeito
terapéutico.

Quando se pretende que os farmacos tenham um efeito local sao aplicados onde se
pretende que produzam efeito terapéutico, como é o caso da aplicagio de formas
farmacéuticas topicas na pele. Para uso topico podem ser utilizadas diferentes formas
farmacéuticas, que podem ser divididas, de acordo com as suas caracteristicas, suspensoes,
solugoes, formulagoes semissolidas (espumas, pastas, pomadas, géis, cremes, emulsoes,

microemulsoes), formulagoes solidas (pos e aerossois) e sprays (Ueda et al., 2009).
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2. A Dor e os Anestésicos

A dor é considerada por alguns autores (Pedroso & Celich, 2006; Sousa, 2002) como
o quinto sentido, nao descurando a temperatura, o pulso, a respiragao e a pressao arterial,
os cinco principais sinais vitais. A dor é subjetiva e pessoal, dependendo do sujeito a dor
pode ser quantificada e qualificada de forma diferente, uma vez que também ¢é afetada por
fatores afetivo-motivacionais (atitudes, crengas e personalidades dos doentes) (Carr &
Goudas, 1999; Sousa, 2002), em outras palavras, a dor é aquilo que o doente diz sentir.

A dor, segundo a Associagao Internacional para o Estudo da Dor (IASP), é definida
como ‘uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada a um dano real ou
potencial de tecidos, ou descrita em termos de tal dano’ (Bogduk & Merskey, 1994).

O sistema nociceptivo é responsavel pela ‘medi¢ao’ da dor, juntamente com o
sistema emocional que também influencia esta percecao (Halldin, 2011).

Podem ser diferenciados dois tipos de dor, a dor aguda e a dor crénica, de acordo
com a sua duragao. A dor aguda sente-se quando ha uma resposta imediata a um contacto
com uma substancia quimica estranha, a um estimulo térmico ou mecanico associados a uma
cirurgia, um trauma ou a uma doenga aguda (Carr & Goudas, 1999), estando associada a um
dano real ou potencial nos tecidos (Sousa, 2002).

A dor nao é simplesmente o produto final de um sistema de transmissao sensorial
linear, é antes um processo dindmico que envolve interagdes continuas dentro de um
sistema complexo ascendente e descendente (Joel & Melzack, 1999).

Uma das fungoes da pele é a recegao da sensagao de toque na medida em que ai se
localizam diversos tipos de recetores tateis. Esse estimulo é depois transmitido através do
sistema nervoso, uma vez que na derme estao presentes nervos que fazem a sua condugao.

Existem diversas doengas associadas a pele, ou tratamentos que devido a sua
natureza causam dor e desconforto. Desta forma torna-se necessario a utilizagao de
farmacos (anestésicos) que através da sua aplicagao topica consigam reduzir ou eliminar a
dor local associada a certos procedimentos (ex: pequenas cirurgias, tratamentos de doengas
da pele, remogao ou aplicagao de tatuagens, pequenas incisoes na pele,...). De entre os
diversos tipos de anestésicos, os anestésicos locais sao capazes de reduzir a dor local e sao
bastante seguros. Alguns exemplos sao a xilocaina, a ropivacaina, a bupivacaina (Carr &
Goudas, 1999), a benzocaina, a tetracaina, a lidocaina (Figura 5) e a prilocaina (Halldin, 201 1).
Estes fairmacos podem ser usados sozinhos ou em combina¢iao de mais do que um, como

sao os casos das combinagdes lidocaina/prilocaina e lidocaina/tetracaina.
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Figura 5: Estrutura quimica da lidocaina (Nogueira, Montanari & Donnici, 2009).

Os anestésicos locais, normalmente sao utilizados na forma de gel e nem sempre
demonstram a eficacia desejada em alguns tratamentos (Halldin, 201 1). Os anestésicos locais
atuam na pele intacta provocando um bloqueio dos impulsos nervosos impedindo assim que
a dor chegue ao cérebro através das fibras nervosas (Friedman et al., 2001; Silva, 2009;
Welin-berger, 2001). Para tal, o farmaco tem que ser capaz de chegar ao local onde se
pretende que produza a agao, numa dose suficiente para atingir o efeito terapéutico sem
produzir efeitos secundarios (Silva, 2009). Desta forma, as suas caracteristicas estruturais,
como a lipofilicidade, o tamanho da molécula, a duragao da agao, a toxicidade, devem ser
tidas em conta de forma a terem o maximo de eficacia, pois sao fatores que influenciam a
sua capacidade de chegar ao local de agao e produzirem o efeito terapéutico. Em média os
anestésicos locais tém um pKa entre 7.5 e 9.5 e um peso molecular a rondar os 300g/mol.
Os anestésicos locais na forma base formam sais, que sao bem definidos e estaveis (Welin-

berger, 2001).
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3. Formulacoes topicas para administracao de farmacos

Inicialmente pensava-se que a pele era impermeavel a substincias quimicas exdgenas
ao organismo humano (Welin-berger, 2001), pelo que se julgava impossivel a administragao
de farmacos por esta via, apenas sendo aplicados medicamentos em lesoes expostas da pele.
Mas ao longo dos tempos tem-se vindo a verificar que tal administracao é possivel e que a
pele apresenta inUmeras vantagens como via de administragao de medicamentos.

A entrada ou nao dos firmacos na pele depende de miultiplos fatores. As
propriedades fisico-quimicas dos fairmacos (ex: estrutura, tamanho, lipofilicidade) sao dos
fatores mais determinantes, no entanto, os restantes componentes da formulagio também
podem desempenhar um papel muito importante na modulagao da absorgao e permeagao
dos farmacos através da pele (Dew, 201 1).

No caso especifico das formulagoes para aplicagao topica de anestésicos na pele estas
deverao ter um inicio de agao rapido, atuar com profundidade e duragao suficientes, também
devem ser de facil aplicagao, aderir facilmente ao local de aplicagao, nao devem ser irritantes
e em condi¢oes normais de armazenamento devem ser estaveis (Welin-berger, 2001).

Como ja foi referido anteriormente, a principal barreira a entrada de firmacos na
pele é a camada cérnea, sendo considerado que a parte do anestésico, responsavel pela sua
entrada e consequente capacidade de penetrar na pele é a aromatica (Figura 5), pois ela
solubiliza-se no meio dos lipidos da camada coérnea (via transepidérmica) e permite ainda a
sua difusao através da membrana das células nervosas. No que diz respeito ao efeito dos
farmacos, ele é influenciado tanto pela parte aromatica como pela amina sao determinantes
na ligagdo com as proteinas e por isso sao elas que determinam o tempo de duragao da
anestesia (Friedman et al., 2001).

Os estudos de libertagao dos farmacos da formulagao e os estudos de permeagao
através da pele sao feitos inicialmente in vitro utilizando membranas sintéticas no primeiro
caso e pele humana ou de animais no segundo caso, embora no final e para ser feita uma
avaliagao mais realista da entrega topica dos farmacos devam ser efetuados estudos in vivo
em humanos. Existem varios tipos de formulagoes para administragao topica de farmacos:
coldides, cremes, emulsoes, microemulsoes, géis, logoes, aerossois, solugoes e pomadas.

As pomadas sao formulagoes semissolidas, destinadas a aplicagdo externa na pele e
em mucosas, que normalmente contém menos do que 20% de agua e compostos volateis e
contém mais do que 50% de hidrocarbonetos, ceras ou polidis como veiculo (base). Sendo a

sua base hidrocarbonetos, apenas uma pequena quantidade de um componente aquoso pode
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ser inserida, estas bases sao vantajosas pois permitem manter os firmacos em contacto com
a pele durante mais tempo e atuam do mesmo modo que um penso oclusivo; por outro lado
sao mais dificeis de lavar. A escolha da base para uma pomada depende da agao que se
pretende, do tipo de substincia ativa a incorporar, do tipo de espalhamento, da sua
estabilidade e de possiveis carateristicas que se desejem no produto final (USP, 2009b).

Os géis sao também formas farmacéuticas semissolidas, compostos por pequenas
particulas inorganicas ou grandes moléculas organicas preenchidas por um liquido (USP,
2009a). A sua fase continua é responsavel pela sua estrutura solida e, dependendo dos seus
constituintes, os géis podem ser opacos ou transparentes, polares ou nao polares. Os géis
mais simples sao compostos por agua gelificada com uma goma natural (ex: goma xantana),
um polimero semissintético (ex: metilcelulose) ou sintético (ex: carbdmeros — polimeros de
carboxivinil) (Walters, 2002).

Os cremes sao formas farmacéuticas semissolidas e contém farmacos dissolvidos ou
dispersos numa base, a sua consisténcia de espalhamento deve-se a sua formulagiao ser
constituida por uma fase oleosa e outra aquosa na forma de 6leo em agua (o/w) ou agua em
oleo (w/o). Mais recentemente o termo creme tem vindo a ser mais aplicado a emulsoes
oleo em agua ou a solugdes aquosas microcristalinas de acidos gordos de cadeia longa ou
alcoois que sao lavaveis da roupa ou da pele e mais aceitaveis, ao nivel estético e cosmético,
pelo utilizador (USP, 2009b).

As emulsdes sao sistemas multifasicos em que um ou mais liquidos estao dispersos
noutro liquido imiscivel na forma de pequenas gotas. Quando o dleo ¢ a fase dispersa e uma
solugao aquosa € a fase continua designa-se por emulsao do tipo o/w. Contudo quando agua
ou uma solugao aquosa esta dispersa numa fase continua oleosa denomina-se de emulsao
w/o. Para que a emulsao seja estavel sao utilizados agentes emulsificadores (surfatantes) que
previnem a coalescéncia, isto €, a jungao das goticulas da fase descontinua umas as outras,
formando goticulas de maior tamanho até formar uma unica fase, ficando assim duas fases
continuas separadas na emulsao. Os surfatantes fornecem uma barreira fisica que reduz a
tensao interfacial entre as duas fases facilitando a formagao das pequenas gotas quando se
mistura a formulagao. No caso de se poder aplicar o termo creme ou pomada, estes sao

preferidos a utilizagao de emulsao (USP, 2009b).
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3.1 Microemulsoes

Tanto as emulsdes como as microemulsdes sao dispersoes de o/w ou w/o. As
emulsoes sao estaveis em termos cinéticos mas nao em termos termodinamicos. Por outro
lado, as microemulsdes sao dispersdes termodinamicamente e cineticamente estaveis de
dois liquidos imisciveis, em que a fase dispersa é constituida por goticulas de tamanho
nanométrico (diametro na gama dos 5-100nm). Assim, as microemulsdes sao ainda
constituidas por um surfatante, associado ou nao a um co-surfatante (geralmente um alcool
de cadeia curta) que sao responsaveis pela estabilidade das microemulsdes (Kahle & Foley,
2006). Estes trés componentes (6leo, surfatante e co-surfatante) combinados em
proporgoes rigorosas formam espontaneamente um liquido transparente ou translicido com
caracteristicas bem definidas, como a estabilidade termodinamica, facilidade de preparagao,
transparéncia, baixa viscosidade, que tem potencial para ser utilizado na entrega de farmacos
com diferentes tipos de solubilidade (Djordjevic et al., 2004; Lawrence & Rees, 2000; Mehta,
Kaur & Bhasin, 2010; Zachar, 2010).

Estes sistemas tém-se vindo a mostrar mais vantajosos que as emulsoes para o uso
farmacéutico pois permitem a administragao de diferentes tipos de farmacos e diferentes
tipos de administragao, desde a oral, topica, parentérica, ocular, periodontal, bucal até a
nasal (Mcevoy, 2008; Zachar, 2010). Em relagao a administragao na pele, as microemulsoes
apresentam vantagens em relagao as emulsées na medida em que a pele é composta por
queratindcitos rodeados por uma matriz lipica que a tornam quase impermeavel e as
microemulsoes apresentam um grande poder solubilizante, gragas ao surfatante e co-
surfatante da sua composigao, sao capazes de contribuir para a redugao da barreira da pele a
penetragao dos farmacos (Hua et al., 2004; Zachar, 2010). As microemulsoes sao também
preferiveis devido a sua grande capacidade de armazenamento de farmacos por causa da sua
fase dispersa que pode atuar como um reservatoério, tornando possivel manter um gradiente
da concentragao quase constante na pele durante algum tempo favorecendo a permeagao
dos farmacos através da pele (Hua et al., 2004).

Uma das formas de caraterizar este tipo de sistemas e de verificar a sua evolugao ao
longo do tempo ¢é pela distingao das suas fases, que podem ser monitorizadas
quantitativamente pela medicao da condutividade elétrica e das propriedades reologicas do
sistema (Djordjevic et al., 2004; Mehta, Kaur & Bhasin, 2010; Zachar, 2010). Desta forma

podem-se distinguir as microemulsées o/w, w/o e as bicontinuas, normalmente a fase que
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apresenta o maior volume designa-se por continua (Figura 6) (Libster, Aserin & Garti, 2006;

Mehta, Kaur & Bhasin, 2010).

Agua Oleo

Figura 6: Esquema representativo da estrutura dos diferentes sistemas de microemulsées. A: Microemulsao
o/w; B: Microemulsdo w/o; C: Microemulsao bicontinua (adaptado de Lawrence & Rees, 2000).

E o reduzido tamanho das particulas das microemulsées (Polizelli et al., 2006; Zachar,
2010) que justifica o seu aspeto transparente ou translicido (Polizelli et al., 2006). O aspeto
de uma microemulsao a olho nu é homogéneo (Zachar, 2010).

No caso de ser uma microemulsao do tipo o/w (Figura 6 — A) as goticulas de 6leo
apresentam-se rodeadas por um surfatante (juntamente com o seu co-surfatante quando
este se encontra presente) formando uma pelicula em torno da fase interna que se encontra
dispersa na fase aquosa, a fase continua (Zachar, 2010). No entanto, a adicio de um
surfatante, a Unica forma de obter sistemas estaveis, pode apresentar algumas desvantagens
pois, em grandes quantidades, podem provocar irritagio da pele (Podlogar et al., 2004);
problema que pode ser resolvido com a adigao de um co-surfatante (Djordjevic et al., 2004).
O co-surfatante vai reduzir a tensao interfacial existente entre o 6leo e o surfatante pois
uma parte da molécula é hidrofébica e outra é hidrofilica (Kahle & Foley 2006; Zachar 2010)
e normalmente sao alcoois de cadeia intermédia (Mcevoy, 2008). Estes sistemas sao
vantajosos para farmacos hidrofébicos pois desta forma ficam retidos nas goticulas de 6leo,
nao estando em contato com a fase continua aquosa (Podlogar et al., 2004; Zachar, 2010).
Quando um sistema apresenta elevado teor de agua, a absorcao percutinea do farmaco
pode aumentar devido ao efeito de hidratagao da camada cornea (Hua et al., 2004) que é um
fator conhecido por favorecer a permeagao cutanea.

Se ha um equilibrio entre duas fases continuas, uma fase oleosa e uma fase aquosa,
entao estamos perante um sistema bicontinuo (Figura 6 — C). Os sistemas bicontinuos
apresentam um comportamento plastico que é bastante vantajoso para administragao

intravenosa e topica (Zachar, 2010).
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O tipo de surfatante utilizado no sistema para formar uma emulsao é o fator
determinante para o tipo de fase continua que ira estar presente. No caso de ser utilizado
um surfatante hidrofilico, o 6leo vai ser emulsionado na forma de gotas ao longo da fase
continua, agua; no caso de o surfatante ser lipofilico pequenas goticulas de agua ficam
dispersas na fase continua oleosa (Zachar, 2010).

Em relagao as propriedades reoldgicas do sistema, as microemulsdes normalmente
apresentam baixas viscosidades, proximas das da agua, mesmo quando se encontram na
formulacao elevadas quantidades de goticulas. Apresentam também as carateristicas de um
fluido newtoniano, isto é, o seu fluxo manter-se-a constante quando sujeito a diferentes
taxas de cisalhamento, embora as microemulsdes na forma bicontinua nao apresentem este
tipo de comportamento podendo exibir alguma plasticidade (Zachar, 2010).

De forma a melhorar as propriedades reolégicas deste tipo de sistemas de entrega
de farmacos podem ser adicionados gelificantes que lhes conferem propriedades reologicas
ideais. Deste modo as microemulsdes passam a ter uma rede polimérica que em meio
aquoso gelifica concedendo-lhes a viscosidade desejada.

A rede polimérica que se forma na microemulsao, aproxima-a de um hidrogel e pode
ser constituida por diversos materiais, como por exemplo os polimeros de acidos acrilicos,
também conhecidos como carbémeros (Chopra et al., 2007; Rowe, Sheskey & Quinn, 2009).
Estes polimeros apresentam algumas das caracteristicas que sao requisito para materiais
bioadesivos, como grupos de ligagao de hidrogénio (OH e COOH), fortes cargas anionicas,
flexibilidade, elevado peso molecular, capacidade de hidratacio rapida que permitira a
interagao de polimeros adjacentes que é necessario para a adesao (Chopra et al., 2007). Os
carbomeros sao moléculas sintéticas que, no estado seco, estao enroladas firmemente, mas,
quando dispersas em agua, come¢am a hidratar e desenrolar parcialmente, expondo as suas
porgoes acidas livres.

Os hidrogéis com carbomeros estao documentados e aprovados para o uso
farmacéutico através de diferentes vias de administracao (Contreras & Sanchez, 2002a;
Merclin, Bramer & Edsman, 2004). Este tipo de polimeros é vantajoso pois confere ao gel
boas propriedades reoldgicas resultando de uma acumulagao na zona em que é aplicada
permitindo longos tempos de contacto da formulagao com a zona de aplicagao, sendo por
isso uma boa alternativa as formulagoes com base de 6leo e também tém boa capacidade em
manter o pH desejado (Merclin, Bramer & Edsman, 2004).

Para aumentar a viscosidade das formulagoes também pode ser utilizada a goma

xantana, que é desde 1980 aprovada para uso como espessante e estabilizador (Katzbauer,
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1998). Este polissacarideo, de origem microbiana, que também é muito utilizado na industria
alimentar, é bastante soluvel em agua, ainda que necessite de forte agitacio para ser
introduzido num meio aquoso de forma a evitar a formagao de grumos (Katzbauer, 1998;
Papalamprou et al., 2005). A estrutura formada pela goma ¢ do tipo de gel embora, ao
contrario da formada pelo carbémero, seja mais fraca (Hennock, Rahalkar & Richmond,
| 984; Papalamprou et al., 2005).

Uma estrutura do tipo hidrogel € vantajosa pois o tempo de permanéncia no local de
aplicacao é maior do que quando ¢ utilizada uma solugao aquosa, pois a capacidade adesiva
de um hidrogel é maior (Dew, 201 1). Deste modo como ha maior tempo de contacto ha
maior absor¢io do firmaco o que torna possivel diminuir a dose administrada e usar
maiores intervalos entre administracoes, assim tendo mais caracteristicas a seu favor torna-
se mais facil a aceitagao por parte do doente (Dew, 201 1).

O facto de se ter uma estrutura de hidrogel permite ter pouca quantidade de dleo,
fazendo com que este seja uma forma de dosagem mais vantajosa, quando comparada com
cremes e pomadas, pois nao se torna tao oclusiva quanto uma pomada (Dew, 201 |; Peppas
et al., 2000). Existem diversos fatores que afetam a capacidade de absor¢ao de agua de um
hidrogel, por exemplo o pH, a forca idnica a temperatura e a radiagao eletromagnética,

havendo a capacidade de um hidrogel ser dependente de diferentes fatores (Peppas et al.,

2000).
3.2 Formulagoes comerciais de anestésicos topicos

A lidocaina € uma amina ligada a um anel aromatico que contém um grupo amida
(Figura 7) (Silva, 2009) e é utilizada em diversas formulagoes comerciais como anestésico

local (Infarmed, 201 3).
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Figura 7: Estrutura Quimica da Lidocaina (Quality of Medicines, 2010).

A prilocaina, também denominada de procaina, € um anestésico do tipo aminoamida

(Figura 8) também conhecido como procaina e é muito utilizado na medicina dentaria.
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Quando associada a um vasoconstritor pode aumentar o tempo de efeito da anestesia,

embora a utilizagao de vasoconstritores seja desaconselhada (Cereda et al., 2004).
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Figura 8: Estrutura Quimica da Prilocaina (Quality of Medicines, 2010).

Atualmente, o desenvolvimento de novas formulagoes comerciais que aumentem o
tempo de duragao do efeito anestésico e o seu rapido inicio de agao continua a ser um
desafio para o desenvolvimento farmacéutico (Cereda et al., 2004).

O EMLA® é um medicamente atualmente comercializado que consiste numa
emulsao o/w que contém uma mistura eutética dos anestésicos locais lidocaina e prilocaina,
ambos na forma de base, na quantidade de 25mg/g e na proporgao de I:I (AstraZeneca,
2010a; Friedman et al.,, 2001; Welin-berger, 2001). Apresenta-se na forma de bisnaga de 5g e
30g comercializada pela AstraZeneca (Figura 9) e também na forma de sistema bioadesivo
com a mesma dosagem (Infarmed, 2013). A mistura eutética forma-se com a mistura da
lidocaina e prilocaina na forma base na proporgao de I:l1 o que faz com que o ponto de
fusao da mistura seja inferior ao ponto de fusao dos dois anestésicos separados (Friedman et
al., 2001; Gajraj, Pennant & Mehernoor, 1994). Esta combinacao de anestésicos é liquida a
temperatura ambiente enquanto ambos anestésicos sao solidos a temperatura ambiente
quando separados (Gajraj, Pennant & Mehernoor, 1994). A esta mistura eutética dos dois
anestésicos € adicionado um emulsificante e também um oleo, formando entao a emulsao
o/w que constitui o EMLA® (Gajraj, Pennant & Mehernoor, 1994). A mistura contém
também uma agente gelificante, o carbomero (Carbopol®) que lhe confere as suas boas

propriedades reologicas (Gajraj, Pennant & Mehernoor, 1994).
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Figura 9: EMLA creme em bisnaga de 30g (Drugs Information Online, n.d.).

Em 1996, quando foi autorizada a sua introdugao no mercado, veio colmatar as
necessidades existentes em relagao a anestesia de pele intata (Welin-berger, 2001).

O EMLA® é utilizado em varios procedimentos, sobretudo em pediatria na aplicagao
de pungoes venosas e em canulagoes arteriais e venosas (Ohzeki et al., 2008). Nos adultos
verificou-se que a utilizagao do EMLA® possuia muitas vantagens em relagao a anestesia por
infiltragao de lidocaina (Gajraj, Pennant & Mehernoor, 1994). Também é usado para
procedimentos como pungoes lombares e injegoes epidurais; injecoes de farmacos e para
outros procedimentos que necessitem de agulhas, como é o caso de biopsias e
eletromiografias (AstraZeneca, 2010a; Friedman et al,, 2001; Gajraj, Pennant & Mehernoor,
1994). Mais ainda, o EMLA também é referenciado para o uso em remogao de tatuagens e
em outros procedimentos cosméticos que envolvam laser (Friedman et al., 2001).

O uso de EMLA® em pequenas cirurgias mostra-se eficaz quando aplicado 90
minutos antes do procedimento, por exemplo cirurgias geniturinarias, aos ouvidos, nariz,
garganta e orais e também no tratamento de calculos renais e biliares (Gajraj, Pennant &
Mehernoor, 1994).

A aplicacao do creme esta associada a utilizagao de um penso oclusivo (Figura 10)
que deve ser colocado sobre a emulsao aplicada na area da pele a tratar. Esta aplicagao deve
ser realizada no minimo uma hora antes do procedimento a efetuar (Gajraj, Pennant &
Mehernoor, 1994). Apds a obtencao do efeito desejado é feita a remogao da emulsao e do
seu penso oclusivo. O efeito anestésico local mantém-se durante cerca de 60 minutos apos
remocgao do creme pois forma-se um reservatorio do anestésico na camada cérnea durante
a oclusao. Desta forma a difusao dos anestésicos através da camada cornea continua e
chegam aos nervos sensoriais localizados na derme. O tempo de aplicagao necessario para
se atingir o efeito anestésico do EMLA® na pele é demasiado elevado em todos os casos (90

minutos) mas tem particular relevancia em doentes pediatricos (Friedman et al., 2001).
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Figura 10: Aplicagdo de EMLA na mao utilizando um penso oclusivo (Kundu & Achar, 2002).

Ja foram observados alguns efeitos adversos deste medicamento em adultos, ainda
que sejam restritos ao local de aplicacao e de curta duragao (Friedman et al., 2001; Gajraj,
Pennant & Mehernoor, 1994). Estao enumerados casos de vermelhidao, ou branqueamento,
por causa da vasoconstrigao que € observada |,5 horas apds aplicagao, seguida de
vasodilatagao por 2 ou 3 horas (Friedman et al., 2001). Também ja foram relatados casos de
prurido, queimadura e ardor, ainda que casos de reagoes alérgicas nao tenham sido
verificados (Friedman et al., 2001; Gajraj, Pennant & Mehernoor, 1994).

Devem ser tidos cuidados adicionais quando o creme é aplicado proximo aos olhos,
pois devido a ter na sua composigao hidroxido de sodio, para ajustar o pH proximo de 9,
podem ocorrer lesdes no olho, nomeadamente abrasao da cérnea ou Ulceras (Friedman et

al,, 2001).

3.3 Estudos de caracterizacdo das formula¢des topicas

Ao desenvolver qualquer forma farmacéutica tém que ser controlados diversos
fatores e caracteristicas que sao criticas para o desempenho e qualidade das formulagoes
(qualidade critica dos produtos).

Alguns dos parametros que siao analisados nas formulagcoes semissdlidas para
aplicacido topica sao as propriedades reologicas do sistema, o espalhamento e a
transparéncia (Contreras & Sanchez, 2002b). Estas propriedades sio determinantes para a
aceitagao ou rejeicao do medicamento por parte do utilizador.

Segundo a Farmacopeia dos Estados Unidos da América (USP) (Ueda et al., 2009)

devem ser realizados diferentes testes para avaliagio da qualidade dos produtos para
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aplicacao topica, tais como, uniformidade de conteldo, impurezas, pH, teor de agua, limites
microbianos, esterilidade e conteddo antioxidante. Para além destes, também devem ser
realizados testes especificos para as formulagoes de aplicagao tdépica, como viscosidade,
uniformidade de conteido da embalagem e tamanho de particula, quando se refere ao
produto final.

A determinacao das propriedades reoldgicas das formas farmacéuticas semissoélidas é
muito importante para o desenvolvimento tecnologico pois as suas caracteristicas reologicas
podem influenciar a estabilidade fisica do sistema, afetar o seu desempenho, a sua capacidade
de entrega de farmacos e as caracteristicas sensoriais. Formulagdes com viscosidade elevada
podem apresentar altas taxas de difusao, quando comparados com outros com viscosidade
mais baixa (Ueda et al,, 2009). Esta caracteristica é grandemente influenciada por fatores
como, a estrutura fisica interna do produto, a amostragem do produto, a temperatura em
que é analisado, o tamanho e forma do recipiente e o método utilizado na medigao da
viscosidade (Ueda et al., 2009). O estudo do comportamento reolégico pode contribuir para
a avaliagdo da influéncia do processo de fabrico e reduzir o tempo de estudos de pré-
formulagao.

A caracterizagao reologica das formulagoes fornece informagodes valiosas sobre a sua
estrutura e a sua viscosidade, isto é, a sua resisténcia ao fluxo. Este fator é importante no
que diz respeito a caracterizacao da estabilidade fisica da formulagio e do seu
comportamento no local de aplicagao (Welin-berger, 2001). Em formulagdes com menor
viscosidade o seu comportamento é condicionado pelas caracteristicas da fase continua,
apresentando por vezes comportamento newtoniano, isto &, apresenta taxas de
cisalhamento proporcionais as tensoes de cisalhamento aplicadas. No entanto, este
comportamento, e consequentemente, a sua viscosidade possam ser alterados com a adigao
de polimeros formadores de géis (ex: goma xantana; carbomero) (Welin-berger, 2001).

Quando é estudada a reologia de um fluido e de forma a estudar o seu
comportamento ¢ aplicada a Lei de Newton (Equagao |), que tem em conta a tensao de
cisalhamento (z, Pa) e a taxa de cisalhamento (y, s') aplicadas que se relacionam
proporcionalmente dando origem a viscosidade (1, Pa.s) conseguindo assim determinar o
comportamento de um fluido face a aplicagao de diferentes tensoes. Esta lei permite
caracterizar fluidos viscosos nao elasticos. Os fluidos newtonianos que apresentam uma
relacao linear entre taxa e tensao de cisalhamento denominam-se de newtonianos e os que

nao apresentam sao nao-newtonianos, pois alteram a sua viscosidade em fungao da taxa e
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tensao que lhes sao aplicadas. Como exemplo dos fluidos newtonianos temos o caso dos

geéis (Welin-berger, 2001).

=y

Equagao |: Lei de Newton.

Os testes reologicos sao efetuados para verificar o modo como um fluido se
comporta quando lhe é aplicada uma tensao, por exemplo, a forca aplicada ao espalha-lo na
pele.

O método utilizado na caracterizagao da viscosidade da formulagao depende muito
do tipo de formulagao a ser analisada, por isso, existem diferentes tipos de geometria do
viscosimetro ou redémetro, os cilindros concéntricos, o cone-prato e o prato-prato; os
cilindros sao utilizados para analise de amostras fluidas com grande escoamento, ao passo
que os sistemas cone-prato e prato-prato (Figura |l) sio usados para amostras mais
pequenas e com maior viscosidade e menor fluidez (Ueda et al., 2009). Os redmetros sao os
mais utilizados para a caraterizagao de microemulsoes e sao constituidos por uma parte

mével e outra fixa (Zachar, 2010).

V

-

’
=
w
>
«
<
x

Figura | 1: Redmetro equipado com o sistema prato-prato (Sabadini, n.d.).
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A temperatura é um dos fatores cruciais neste tipo de analises, sendo por isso
necessario controla-la com precisao durante o ensaio reologico. Deve-se também avaliar o
comportamento reoldgico a temperatura do local onde se destina a aplicagao, por exemplo
a temperatura da pele no caso de aplicagao topica (Ueda et al., 2009). Deste modo este
equipamento tem acoplado a si um banho com temperatura controlada que permite ajustar a
temperatura do teste a condigao a simular.

As propriedades reologicas de um sistema fornecem informagoes acerca da sua
estrutura, assim as microemulsoes do tipo o/w ou w/o apresentam um comportamento
newtoniano, variando a tensao de cisalhamento de forma linear quando aplicadas diferentes
taxas de cisalhamento (Zachar, 2010). A viscosidade de uma microemulsao o/w na auséncia
de um agente gelificante é geralmente proxima da agua, enquanto que nos sistemas de w/o,
ha aumento da viscosidade com o aumento da concentragao de agua, presumivelmente
devido ao aumento do tamanho das goticulas de agua, embora, ainda assim, apresentem
baixas viscosidades (Zachar, 2010). A variagao da viscosidade das microemulsdes que nao
apresentam qualquer tipo de agente gelificante também se pode dever a outros aspetos da
microestrutura da formulagao, como é o caso do tipo e da forma dos agregados, da
concentragcao dos seus componentes e das interagoes entre si, deste modo a viscosidade
pode ser utilizada como meio de controlar as alteragdes na estrutura do sistema (Libster,
Aserin & Garti, 2006).

Assim como a viscosidade, a condutividade é outro dos parametros que pode auxiliar
a caraterizacdo de formulagoes. A condutividade é muito util na caracterizacao de
formulagoes permitindo determinar qual a fase continua presente. Os valores de
condutividade sao bastantes diversificados para uma microemulsao w/o ou para o/w. Para
microemulsoes w/o os valores de condutividade sao mais baixos, devido ao facto da agua ser
melhor condutora do que o dleo, que € a fase continua, e a agua esta presente em forma de
gotas, deste modo a microemulsao apresenta o valor de condutividade do 6leo que é baixo
(Zachar, 2010). Assim como a concentragao da agua, também os diferentes componentes
podem fazer variar a condutividade (Zachar, 2010).

O pH das formulagoes topicas também deve ser determinado porque permite avaliar
a estabilidade da formulagao ao longo do tempo e deve ser proximo do pH normal da pele
(5-6,5) de forma a assegurar que nao provoca irritagao da pele (Benson & Watkinson, 2012).
A medicao do pH neste tipo de formulagoes ¢ dificil e demorado porque este tipo de

formulagoes nao contém uma grande quantidade de agua (Ueda et al., 2009).
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Outro dos testes recomendado pela USP para testar o desempenho dos
medicamentos para aplicagao tépica é a medigao da libertagao do farmaco do produto final,
pois estes valores sao importantes para o desenvolvimento de um produto, para a sua
aprovagao pelo controlo de qualidade quando comparados com produtos de referéncia
(Ueda et al., 2009).
Os ensaios de libertagao de farmacos a partir de formulagoes semissélidas podem ser
realizados recorrendo a células de difusao verticais. Um dos tipos de células de difusao

vertical mais utilizados sao as células de Franz (Figura 12) (USP, 2009a).

Compartimento doador

Formulacio a ser testada  —#"

Membrana b

Entrada e saida de dgua \ N — / !

4 Tampao

i 3 1 — Sy . _
Circulagio de agua ./ Agitador magnético

Figura 12: Esquema das células de Franz (Silva et al., 2010).

Estas células possuem um compartimento dador e um compartimento recetor que
sao separados por um orificio de diametro variavel, onde é colocada uma membrana
sintética que deve ser altamente permeavel e servir como suporte e divisio entre a
formulacao em avaliagdo e o meio recetor, devendo ser por isso inerte e oferecer o minimo
de resisténcia a passagem do farmaco de um compartimento para o outro. Os testes devem
ser efetuados num banho a 37°C que garanta que a solugao tampao do compartimento
recetor se mantenha a 32°C (temperatura fisiolégica da pele) e a amostragem deve ser feita
até 5 horas repondo o meio que é recolhido para analise com meio fresco (Ueda et al,
2009; Welin-berger, 2001).

As células operam em conjuntos de seis e consistem num compartimento onde esta
o meio recetor, sobre o qual é colocado a membrana com uma anilha e a tampa (que
contém a formulagao), seguros por uma mola (Figura 12) (Silva et al., 2010). O principal
material de que sio compostas as células é vidro de borosilicato, embora outros materiais

também possam ser usados quer na célula, quer em outros constituintes das células, ainda
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que nenhum dos materiais dava reagir ou absorver o produto que esta a ser testado (USP,
2009a).

A solugao tampao utilizada deve ter elevada capacidade de solubilizagao do farmaco a
testar e a quantidade de farmaco libertado para este meio nunca deve ultrapassar 10 a 20%
da solubilidade do farmaco nesse meio de forma a serem asseguradas as sink conditions
durante todo o ensaio (Brown et al., 2004; Gibaldi & Feldman, 1967). Sendo assim a
quantidade de amostra a ser analisada deve ser entre 200 e 400 mg de creme, pomada ou
gel, que deve estar homogeneamente espalhada sobre a membrana (USP, 2009a).

As aliquotas recolhidas das células sao analisadas por cromatografia liquida de alta
precisao (HPLC) para determinagao da quantidade ou percentagem (%) de farmaco libertado

ao longo do tempo da formulagao (Silva et al., 2010).
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4. Desenho de Experiéncias, Quality by Design e Target Product
Profile

Em estudos iniciais de investigagdo de um novo produto ou processo, € grande o
desconhecimento das caracteristicas que influenciam a qualidade do produto ou o processo
de preparagao ou fabrico. Por este motivo, tem-se vindo a utilizar cada vez mais, nas ultimas
duas décadas, o desenho de experiéncias para obter respostas mais concisas e fidveis
(Contreras & Sanchez, 2002a), em vez do tradicional método de tentativa-erro.

O desenho de experiéncias, DoE, é uma metodologia estatistica que permite estudar,
de forma controlada, varios fatores em simultineo (varidveis independentes) e respetivas
interagoes entre eles, cada um com mais do que um nivel, permitindo identificar a melhor
combinagao de niveis para cada fator para se obterem as respostas pretendidas (variaveis
dependentes) (Delgado, 2012). Depois da realizagdo das experiéncias utiliza-se a andlise de
variancia para o tratamento estatistico dos resultados obtidos que permite identificar, de
forma objetiva, quais os fatores e/ou interagoes que afetam significativamente as respostas.

Com o auxilio desta ferramenta poupa-se tempo e recursos, que podem ser
utilizados posteriormente para otimizar a formulagao (SAS Institute, 2013), assim como se
consegue reduzir:

a) a variabilidade do processo de forma a obter resultados mais concordantes;

b) os erros;

c) o numero de experiéncias;

d) a perda de informacao e ainda se melhora o rendimento do processo (Alberto,
2013; Silva, 2012).

O DoE é usado com diversos objetivos, como fazer a triagem dos fatores
importantes para o produto/processo que se esta a estudar, desenvolver ou melhorar um
novo produto ou processo, otimizar a qualidade e o desempenho de um produto ou de um
procedimento de fabrico, minimizar os custos de producio e os residuos produzidos e
testar a robustez de produtos e processos (Eriksson et al., 2008). Segundo Shivhare &
Mccreath (2010) o facto de se utilizar o DoE faz com que a experiéncia seja mais rapida e
permite retornos 4 a 8 vezes maiores do que o custo de executar as experiéncias de modo
aleatorio e variando um fator de cada vez (método de tentativa-erro).

Hoje em dia, o DoE é utilizado em variados setores, desde a industria quimica e de
polimeros, a industria automoével e farmacéutica, em biotecnologia, na siderurgia e minas, na

indUstria dos plasticos e tintas até a industria alimentar e do papel (Eriksson et al., 2008). E
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também aplicada em varias ciéncias: fisica, engenharia, sociologia, psicologia, medicina,
genética, entre outras (Alberto, 2013). O DoE é usado basicamente em trés tipos de
analises, screening, otimizagao e robustez. As analises de screening servem para identificar
qual/quais o(s) fator(es) ou a interagao entre eles que mais influenciam de forma
estatisticamente significativa uma resposta e sao o tipo de anadlises que se realizam quando ha
maior desconhecimento sobre o produto ou o processo. Quando ja se conhecem estes
fatores podem realizar-se estudos de otimizagao que permitem definir a combinagao de
fatores e os seus niveis (valores) que sao mais vantajosos para alcangar os objetivos da
experiéncia (condigoes 6timas). Finalmente, os testes de robustez permitem determinar a
sensibilidade do produto ou processo em relagao a pequenas alteragoes que possam surgir
(Eriksson et al., 2008).

Os principios basicos do DoE siao a replicagao, a aleatoriedade e a particio em
blocos. A réplica consiste na execugao de um teste varias vezes para obter a estimativa do
erro experimental e para verificar o efeito de cada fator mais precisamente (Alberto, 2013).
Quantas mais vezes for repetida a experiéncia mais fiavel se torna o modelo, no entanto a
repeticao de todas as experiéncias pode acarretar grandes custos, pelo que por pratica
comum apenas os pontos centrais sao repetidos (Shivhare & Mccreath, 2010). A
aleatoriedade é uma das exigéncias do DoE que garante que a sequéncia das andlises e a
escolha dos materiais € de carater aleatorio e ainda diminui o ruido que possa existir
(Alberto, 2013; Shivhare & Mccreath, 2010). Por fim a particio em blocos é util para
controlar e avaliar a variabilidade dos varios fatores, permitindo o aumento da precisao do
método (Alberto, 201 3).

No entanto, para que o DoE consiga atingir os seus objetivos é necessario que antes
de se comecar qualquer experiéncia se siga uma abordagem sistematica que deve incluir a
definicdo dos objetivos da experiéncia, andlise da informagao ou conhecimento prévio do
produto e/ou do processo, selecao dos fatores a variar e respetivos niveis de acordo com
essa informagao; selegao dos fatores que permanecerao constantes; definicio do nimero de
experiéncias, do nimero de repetices e das respostas que se vio avaliar (Silva, 2012). E de
ter em conta que quem define os intervalos de cada um dos fatores e as respostas
pretendidas, é o utilizador, para isso € importante que as escolhas sejam baseadas em
pesquisa bibliografica e dados cientificos e que nao sejam escolhidos ao acaso, de forma a
alcangar uma zona de trabalho adequada e que fornega dados precisos e fiaveis (Alberto,

2013).
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Todo o processo de escolha das experiéncias a realizar, das melhores repeticoes,
andlise dos resultados por métodos estatisticos, definicao do modelo matematico e do
espaco de trabalho, é feito normalmente com auxilio de um software que permite todo o
processamento dos dados e dos resultados obtidos (Shivhare & Mccreath, 2010). O modelo
matematico obtido, através da analise de varidancia (ANOVA) dos resultados das
experiéncias, vai definir qual(is) o(s) fator(es) e interagdes entre fatores com maior influéncia
nas respostas. Este modelo é convertido em graficos que representam os resultados obtidos
(Delgado, 2012; Eriksson et al., 2008; Shivhare & Mccreath, 2010). Apos a definicao do
modelo matematico pode ser feita a maximizagao dos objetivos pré-estabelecidos, que é a
principal finalidade do DoE (Silva, 2012).

Apods obtencio de um espago de trabalho, onde o produto/processo possui as
caracteristicas ideais, todas as alteragoes que forem efetuadas dentro dele nao sao
consideradas uma mudanca para a industria farmacéutica, pois o DoE garante que sao
seguras no caso de ter sido efetuado corretamente (Shivhare & Mccreath, 2010).

Dentro dos varios softwares disponiveis para fazer o desenho de experiéncias, para
este trabalho foi utilizado o JMP (SAS Institute, 2013). Este software é muito utilizado em
diversas industrias em todo o mundo, incluindo a industria farmacéutica, como exemplo é o
caso da AstraZeneca, Aventis Pasteur, GlaxoSmithKline, NNE Pharmaplan (SAS Institute,
2013).

O desenho de experiéncias é uma das ferramentas do Quality by Design (QbD), que
corresponde ao conceito de desenvolvimento farmacéutico moderno. O conceito de QbD
foi introduzido pela Conferéncia Internacional de Harmonizagao dos Requisitos Técnicos
para o Registo de Produtos Farmacéuticos para Uso Humano (ICH) em conjunto com a
FDA através da publicagio de trés diretrizes - Q8, Q9 e QIO - que regulam o
Desenvolvimento Farmacéutico (2009), a Gestao de Risco (2005) e o Sistema de Qualidade
Farmacéutica (2008), respetivamente (Shivhare & Mccreath, 2010).

Segundo a Ordem dos Farmacéuticos (2013) o QbD é “uma abordagem ao
desenvolvimento e produgao de medicamentos, baseada na ciéncia e no risco, introduzida
nas diretrizes internacionais para a indulstria farmacéutica”. O QbD utiliza métodos
estatisticos, analiticos e de avaliagdo de risco para desenhar e desenvolver instalagoes
farmacéuticas e processos de fabrico garantindo a qualidade do produto final. Quando se
utiliza o QbD no processo de produgao de um produto farmacéutico, obtém-se produtos
mais robustos, seguros e eficazes, processos mais robustos e com maior produtividade,

reduzindo os riscos do processo e a variabilidade do produto. Também em relagao ao
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aumento de escala do processo produtivo € necessario menos tempo para o arranque do
processo e desde o desenvolvimento até a chegada do produto ao mercado (Branning &
Torbeck, 2009).

De forma a coordenar toda a informagao de qualidade, seguranca e eficacia em
relagao a um produto foi estabelecido pela ICH o Documento Técnico Comum (CTD) que
uniformiza a forma de apresentagao de informagdes acerca de um produto. O CTD esta
organizado em cinco médulos. O moédulo | é especifico para cada pais e os restantes sao
comuns para todas as regides. Em julho de 2003, o CTD tornou-se o formato obrigatorio
para novas aplicagbes de medicamentos na Uniao Europeia e no Japao, e um formato
altamente recomendavel para submissoes a FDA (ICH, 2009).

Relativamente as diretrizes estabelecidas pela ICH, a Q8 descreve os conteudos da
seccao de Desenvolvimento Farmacéutico (3.2.P.2) do CTD, permitindo a compreensao
mais abrangente e o conhecimento dos métodos cientificos e da gestio de riscos da
qualidade (definida na diretriz Q9) durante o desenvolvimento de um produto e do seu
processo de fabricagao (ICH, 2009). A aplicagado do DoE a este processo facilita a
compreensao dos efeitos dos varios parametros do processo assim como torna o ambiente
mais controlado (Shivhare & Mccreath, 2010).

Para se desenvolver um novo produto de acordo com a estratégia QbD tem que ser
também definido desde muito cedo o perfil alvo do produto (TPP), que se pretende alcangar
e que vai evoluindo ao longo do desenvolvimento do produto. O TPP encontra-se definido
na diretriz Q8 e é constituido pela definicao das caracteristicas do produto acabado que
permitem alcangar a qualidade desejada para esse produto e um produto eficaz e seguro. O
TPP deve descrever o uso, a seguranca e a eficacia do produto; nele se reinem todas as
informagdes acerca das substincias ativas, potenciais excipientes, operagdes unitarias do
processo; inclui a formulagao a reproduzir e o processo de fabrico; identificam-se os
parametros criticos do processo, e as caracteristicas das matérias-primas a serem
controladas e estabelece-se um espago de trabalho utilizando o DoE (Estevens, 2010).

A diretriz Q9 fornece informagdes sobre a gestio de riscos da qualidade. E um
documento que serve de complemento as praticas de qualidade existentes na inddstria
farmacéutica, embora possa ser completada com outros documentos. Fornece indicagoes
sobre os principios e algumas ferramentas de gestao de riscos de qualidade de forma a
serem tomadas opgoes eficazes e consistentes em relagao aos farmacos durante todo o seu

ciclo de vida (ICH, 2005).
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Na diretriz da ICH sobre o sistema de qualidade, a QI0, sao focados o
desenvolvimento e fabrico das substancias ativas assim como dos medicamentos, onde se
incluem os medicamentos biotecnolégicos e produtos biolégicos contemplando todo o ciclo
de vida dos produtos, reconhecendo as diferencas entre os objetivos de cada uma das

diferentes fases (ICH, 2008).
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Objetivos

Os principais objetivos desta tese sao o desenvolvimento de uma formulagao topica

de anestésicos locais com melhores caracteristicas que a formulagao existente no mercado,

recorrendo a uma ferramenta de desenho de experiéncias para obtengao da formulagao

ideal. Para tal comegou-se por definir o TPP de formulagido que contém os objetivos

especificos a atingir (Tabela ).

Atributo

Area terapéutica

Tabela I: Perfil alvo do produto (TPP) da microemulsao estudada.

TPP

Anestesia

Descriciao

Anestesia de pele intacta

Microemulsio éleo em agua, contendo lidocaina e prilocaina a 2,5%
numa proporgao de |:l (concentragao igual a do produto comercial

F d
orma ce Microemulsao EMLA® - AstraZeneca, 2010b), com uma viscosidade que permita
dosagem - . 5
bom espalhamento e extrudabilidade da bisnaga e com pH nao
abrasivo para a pele.
Via de

administracao

Aplicagdo topica

Aplicagao em pele intacta.

Formulagao

Microemulsao o/w

As microemulsGes apresentam excelente taxa de penetragao em
camadas profundas do estrato cérneo quando comparadas a
formulagdes convencionais e maior estabilidade que as emulsoes.
Permitem ainda solubilizar farmacos com solubilidades diferentes na
mesma formulagao.

As microemulsGes o/w sao menos gordurosas que as w/o e por isso
é melhor a aceitagio por parte do doente.

Método de
fabrico

Simples e robusto

Método de preparagio simples, facil de reproduzir a escala industrial
e utilizando equipamento comum na industria farmacéutica.

Excipientes

Excipientes padrao

Excipientes, com varios fornecedores alternativos, aprovados pelas
autoridades regulamentares para aplicagao na pele e com uma boa
relagdo custo-beneficio.

Frequéncia de
aplicagao

Tempo de
aplicagao inferior a

Com EMLA a anestesia dérmica satisfatoria é atingida | hora apés a
aplicagao chegando a durar 2 a 3 horas apés a remogao do creme
(APP Pharmaceuticals, 2008).

Ih O tempo necessario para se atingir o efeito terapéutico deve ser
inferior ao da formulagao ja comercializada.
Dispositivo de
entrega do Bisnaga Bisnaga de 2g com 50mg lidocaina e 50mg prilocaina.
farmaco
D p Anestésicos Mistura de 2,5% de lidocaina e 2,5% de prilocaina é indicado para
ose Tixa - . , S . ~ .
binad topicos (Lidocaina anestesia topica de pele intacta para obtengao de anestesia local
combinada o, .
e Prilocaina) (APP Pharmaceuticals, 2008).
Estavel a ) . - -
o Evitar transporte refrigerado e condigoes especiais de
Estabilidade temperatura
] armazenamento.
ambiente
Seguro para N ) . n
) ) Aplicagdo em pele intacta causa anestesia sem por em causa a
Seguranga produzir anestesia

da pele intacta

seguranca do doente.
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Materiais e Métodos

|I. Introducao

Apos definicio do TPP da formulagio a desenvolver foi feita uma pesquisa
bibliografica de forma a encontrar microemulsdes que preenchessem os requisitos preé-
definidos e pudessem servir como ponto de partida para o desenvolvimento da nova
formulagao. Também foram escolhidas formulagoes que tivessem um método de preparagao
simples sem recurso a sistemas ou processos muito complexos de forma a aumentar a
probabilidade de poderem ser produzidas a escala industrial e excipientes faceis de adquirir.

Na Tabela 2 encontram-se as formulagoes selecionadas (formulagao A e B).

Tabela 2: Constituicio das formulagdes base.

~ A B
Formulacdo (Rozman et al., 2009) (Chen et al., 2006)
Surfatante Tween 80 Tween 40
é Co-surfatante | Imwitor 308 (Caprilato de Gliceril) Propilenoglicol
5
B Fase oleosa Miristato de Isopropilo Oleato de Etilo
5
O Gelificante Carbémero Goma Xantana
Fase aquosa Agua Purificada Agua Purificada

Apos a escolha e selecao das formulagoes a utilizar foram contactados fornecedores

de forma a obter os componentes das formulagoes.

2. Materiais

A lidocaina e a prilocaina foram obtidas da Moehs Catalana, S.L., Barcelona, na forma
de cloridrato. O propilenoglicol foi obtido da Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha.

Os restantes excipientes foram gentilmente cedidos por diversos fornecedores,
deste modo o oleato de etilo, o miristato de isopropilo, a trietanolamina foram obtidos da
Sigma-Aldrich, Madrid, Espanha; o Tween 40 foi obtido da Croda Europe Limited, Barcelona,
Espanha e também da Sigma-Aldrich, Madrid, Espanha; o Tween 80 foi obtido da Merck
KGaA, Darmstadt, Alemanha; o Imwitor 308 foi cedido pela Oxi-Med Expres, S.A.
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Barcelona, Espanha; a goma xantana foi obtida através da Jungbunzlauer AG, Wien, Austria;

o polimero Carbopol 974NF Polymer foi obtido através da Lubrizol Advanced Materials,

Waalwijk, Holanda.

3. Métodos

3.1. Preparacao das formulacoes

Inicialmente as formulagdes (A e B) foram preparadas sem substancias ativas
recorrendo a agitagido magnética preparando a formulagio num copo de forma alta com
auxilio de um magnete e uma placa de agitagao (Figura 13 - A). Comegou-se por colocar o
surfatante no copo, inicia-se a agitagao a 750rpm e depois adicionam-se, um a um, os
restantes excipientes da formulagao, co-surfatante, oleo, agua purificada e o gelificante, de
acordo com os procedimentos descritos nos artigos onde se encontram descritas (Chen et
al., 2006; Rozman et al, 2009) e consoante as proporgoes descritas na Tabela 3 (trés
variantes da formulagao A com diferentes percentagens de excipientes e uma da formulagao

B). Este processo de fabrico encontra-se representado no fluxograma da Figura 14.

Figura 13: Métodos de preparagao das formulagoes. A: Preparagiao da formulagiao por agitagdo magnética; B:
Preparagdo da mistura com auxilio de agitagdio mecanica, com o equipamento misturador.
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Tabela 3: Composicao das formulagoes inicialmente preparadas.

Formulacoes
A B
Componentes (%) I 2 3
Surfatante 14,79 14,79 14,42 20
Co-surfatante 14,79 14,79 14,42 10
Fase oleosa 9,86 24,65 24,03 6
Agua 60,56 45,77 42,16 60
Gelificante 0 0 2,47 1,5
Pesagem das Matérias-
Primas
y
r‘:er_ifiqgi; das Mistura Repouso *Durante a noite
aterias” Trimas *Temperatura ambiente
*Adigdo de cda um dos
componentes  separadamente, o
misturando entre cada um até a A/ *Viscosidade
homogeneizagio a 750rpm: Estudos de *pH o
vSurfatante caracterizacao *Condutividade
v'Co-surfatante *Aspeto
¥Fase oleosa
v Agua purificada
¥ Gelificante *Tubos de Falcon
*Mistura a 1000rpm durante Armazenamento *Temperatura ambiente

I 5min
*Temperatura ambiente

Figura 14: Fluxograma do processo de produgao das formulagoes.

*Proteger de luz direta,
em local seco e fresco

Como indicado no fluxograma (Figura 14) todas as formulagdoes antes de serem

analisadas foram deixadas a repousar a temperatura ambiente, tal como descrito em Merclin,

Bramer & Edsman (2004) e, finalmente, sao armazenadas em tubos de Falcon.

Verificou-se que a preparagao por agitagdo magnética nao era suficiente para a

preparacao de uma formulagio homogénea, por isso, como alternativa, utilizou-se a agitagao

mecanica para a sua preparagao, que se verificou conduzir a melhores resultados. Foi para

este efeito utilizado o equipamento misturador, lka Mixer, fazendo a mistura a 750rpm

(Figura 13 - B). Apds a adicao de todos os componentes, a formulagao foi misturada por

mais |5 minutos a 1000rpm.
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3.2. pH

O pH das formulag¢oes foi verificado diretamente com um potenciometro Metrohm
Titroprocessor com elétrodo de vidro combinado. Todas as medigoes foram efetuadas a

temperatura ambiente e em triplicado.

3.3. Viscosidade

A viscosidade das formulagdes foi avaliada recorrendo a um redmetro de tensao
controlada Haake, modelo RSI. Todas as medicoes foram efetuadas com uma taxa de
cisalhamento na gama de 0 a 100s™, testando duas temperaturas diferentes 25°C (valor da
temperatura ambiente) e 32°C (temperatura da pele). Para as formulagoes mais liquidas
(menos viscosas) foi utilizado o sistema de cilindro, enquanto que para as mais viscosas, foi
avaliada a sua viscosidade com recurso ao sistema prato-prato. Todas as analises foram

efetuadas em triplicado.

3.4. Condutividade

A condutividade elétrica das formulagoes foi determinada recorrendo a um
condutivimetro (Figura 15) WTW 330i, a uma temperatura de 25,0°C, estando o
equipamento devidamente calibrado e sendo verificado antes de cada andlise. A sonda tem

uma constante da célula de 0,100 + 0,1%. Todas as medigoes foram efetuadas em triplicado.
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3.5. DOE

Para o desenvolvimento da formulagao foi utilizado o programa de desenho de
experiéncias JMP, SAS Institute.

Assim foram efetuados diversos desenhos de experiéncias dos quais foram sendo
escolhidas as formulagdes que reuniam os melhores resultados, tendo em conta os fatores
analisados. Verificou-se também a robustez do método utilizado para se obter a melhor
equagio para cada resposta, através da analise dos parimetros estatisticos R e valor de p.

Foram feitos ao longo do trabalho varios desenhos de experiéncias para as respostas
viscosidade, pH, condutividade e concentracao de farmaco libertado. Foram considerados
como fatores a percentagem de agente gelificante e TEA e os seus limites foram definidos de
acordo com os dados existentes na bibliografia dos fornecedores, artigos cientificos e
resultados dos estudos de pré-formulagao efetuados. A definigao correta dos limites dos
fatores é determinante para o sucesso dos resultados alcangados e € um passo que depende
do investigador. Desta forma, foram selecionados os seguintes intervalos de concentragao
[1,5 a 2,5%] para a trietanolamina e [I e 2%] carbdmero que foram introduzidos no JMP

(Figura 16).

A= Sereening Design
< Responses
[Add Response "’| [ Remove | [Number of Responses...
Response Mame Goal Lower Limit Upper Limit Importance
pH Match Target 5 li]
Viscosidade Maximize 2
onid dade Maximize
< Factors
Mame Role Values
4l Carbomero Continuous 1 2
4l TEA Continuous 1,5 25
th 2P Categorical 0 5

Figura 16: Funcionamento do programa de DoE, JMP — inser¢ao dos fatores e dos seus limites e respostas que
vao ser avaliadas e respetivos objetivos.

O software permite escolher o tipo de desenho fatorial que se pretende (completo -
full ou fracionado — fractional), se é pretendida ou nao a divisao em blocos (cada bloco
corresponde a um dia diferente) e ainda a presenga ou niao de pontos centrais e de
replicados (Figura 17). Neste trabalho optou-se por um desenho fatorial completo, com a
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divisao das experiéncias por dois dias diferentes. As experiéncias foram divididas em 2
blocos que correspondem a dois dias diferentes de preparagao por nao ser possivel realizar
todas as experiéncias num sé dia, o que permite ao software ter em conta a variabilidade dos

resultados devido ao facto de terem sido obtidos em dias diferentes.

4 Design List
Choose a design by clicking on its row in the list.
Mumber Block Resolution
OfRuns Size Design Type -whatis estimable
4 Fractional Factorial 3 - Main Effects Only
3 Full Factorial =6 - Full Resolution

Full Factorial 5+ - All 2-factor interactions
3 2 Full Factorial 4 - Some 2-factor interactions
optional item
£ Output Options
Run Order: Randomize within Blocks -
Make JMP Table from design plus
Mumber of Center Points: 2
MNumber of Replicates: 0

Figura 17: Funcionamento do programa de DoE — escolha do tipo de desenho fatorial.

Apos esta selegao o software faz uma conjugagao dos valores que lhe sao fornecidos e

devolve uma tabela com os ensaios a realizar pela ordem que devem ser efetuados (Figura

18).

[%) Full Factorial - IMP [2] a1 e
File Edit Tables Rows Cels DOE Analyze Graph Tools View Window Help
HREHd a8 e eBRegBe R EH O HER
[Full Factorial b4 = .
Design  Full Factorial|| =) Pattern | Block | Carbomero TEA API pH Viscosidade & Condutividade
[=|Screening 1) +—+ 1 2 15 5 . * *
[=/Model 2004 1 15 2.0 . . .
3 - 1 2 250 . . . ll
4|+ 1 1 255 . . .
(= Columns (8/0) [ p— 1 1 15 0 . . .
ik Pattern & 6l ——+ 2 1 15 5 . . .
ik Block %k 7|+ 2 2 150 . . .
A Carbomero 3 3 002 2 15 25 . . .
A TEA K
g 9 -+ 2 1 25 0 . . .
10 | +++ 2 2 25 5 . . .

a pH 3
4 viscosidade %
4 Condutividade 3

o

5

o

@

=1
(=== ==

Figura 18: Funcionamento do programa de DoE — Tabela com as experiéncias a realizar.
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Os valores das respostas a alcangar foram definidos de acordo com o TPP definido
inicialmente, pesquisa bibliografica e resultados obtidos nos estudos de pré-formulagao.
Apos obtencao da equagao do modelo desenhado para cada uma das respostas sao
fornecidos pelo software os valores previstos segundo esse modelo para cada uma das
experiéncias realizadas e de seguida sao desenhados graficos de perfil onde podem ser
obtidos valores previstos para respostas ou fatores (ex: se é pretendida uma formulagao
com viscosidade 2Pa.s e pH 5 o grafico devolve as % de carbémero e TEA a colocar na
formulacao e vice-versa) e ainda graficos de contorno e de superficie através dos quais se
pode encontrar e definir a zona de trabalho para cada formulagao que permite obter as

formulagoes com todas as caracteristicas avaliadas dentro dos valores desejados.

3.6. Estudos de libertacao

Os estudos de libertagao dos farmacos da formulagao utilizando um sistema de
difusao vertical foram efetuados com base nas indicagoes da USP (USP, 2009a). Foram
utilizadas células de difusao vertical do tipo Franz num sistema composto por 6 células

(Figura 19) acoplado a um banho termostatizado.

ﬁ

Figura 19: Equipamento PermeGear para 6 células de difusao vertical do tipo Franz. A: suporte das células com
sistema de agitagao; B: Célula de Franz (PermeGear, 2005).

A solugao tampao escolhida para os estudos de libertagao foi o tampao fosfato pH
7,2 composto por hidrogenofosfato de potassio (KH,PO,) com uma concentragao de
3,79g/L. O pH 7,2 foi atingido com a adicao de hidroxido de so6dio (NaOH) com a

concentragao de 5N. Foi determinada a solubilidade dos dois APIs neste meio a temperatura
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ambiente, de forma a assegurar o cumprimento das sink conditions durante todo o ensaio, de
acordo com as indicagoes da Farmacopeia Europeia 7.0 (Quality of Medicines, 2010).

O sistema de difusao PermeGear foi montado e o banho termostatizado que foi
acoplado ao sistema foi mantido a 37°C garantindo que a temperatura da solugao tampao
ronde os 32°C que é a temperatura normal da pele humana. Os compartimentos recetores
das células de Franz (V~12mL) foram preenchidos com solugao tampao, desgaseificada e
sonicada durante 30 minutos a 40°C de forma a evitar a formagao de bolhas de ar durante o
ensaio pois estas podem interferir com os resultados. Cada uma das células possui um
sistema de agitacao que assegura a homogeneidade do meio de dissolu¢ao durante todo o
teste.

Foram escolhidas, para colocar no sistema de difusao, membranas de Nylon 80um da
Millipore, que cumprem os requisitos, em termos de porosidade, das diretrizes de estudos
de libertacao in vitro (FDA, 1997) em termos de porosidade, de forma a nao se tornarem
uma barreira a permeagao nem constituirem uma fonte de retengao da substancia ativa. As
membranas sao colocadas na solugao tampao antes de serem aplicadas nas células de Franz,
para remogao de eventuais contaminantes. Apos 30 minutos de equilibrio sao colocadas nas
células as membranas, seguidas da anilha e postas as tampas seguras por anilhas, garantindo
que nao ficam bolhas de ar retidas por baixo da membrana e que o compartimento recetor
esta bem cheio.

Foram colocadas entre 200-400mg de cada amostra no compartimento dador das
células de Franz. O tubo coletor das células de Franz, assim como o compartimento dador,
foram tapados com pelicula protetora de forma a acautelar que nao ha evaporagao do meio
nem alteragao na formulagao devido a evaporagao durante o ensaio.

O tempo da analise recomendado pela USP é de 6 a 7h (USP, 2009a), mas apos
testes preliminares percebeu-se que a libertagao de ambos os farmacos era rapida pelo que
nao havia necessidade de estender o teste para além das 3h. Foram recolhidas aliquotas de
solugao tampao de 500uL para andlise aos |15 e aos 30 minutos e apos isso a cada 30
minutos.

Durante cada amostragem e na reposicao subsequente de solugao tampao fresca
deve ser garantido que nao entram bolhas de ar que se alojarao por baixo da membrana
reduzindo a area de libertagao das substancias ativas. A recolha de amostras foi efetuada ao
tempo definido, com uma tolerancia de 2 minutos.

A andlise das amostras recolhidas, foi feita por HPLC, recorrendo a um método

validado para as formulagoes em estudo, baseado no método da USP de analise do creme
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EMLA, comparando as areas obtidas contra um padrao de referéncia de 0,04 mg/ml de
concentragao.

Os calculos da concentragao de farmaco libertado a cada tempo de recolha foram
efetuados tendo em conta o volume de cada célula e também o tamanho do seu orificio,
assim como o facto de haver diluicao ha medida que se faz cada recolha de amostra.

As andlises foram efetuadas em triplicado.

3.7. Microscopia

Foi feita a anadlise microscopica das substancias ativas (lidocaina HCI e prilocaina HCI)
de forma a verificar a sua estrutura cristalina. Esta andlise foi efetuada num microscopio
Zeiss Axioskop, Modelo EL — Einsatz, utilizando ampliagdes de 100x a 1000x. As

formulagoes preparadas foram também analisadas por microscopia.
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Resultados e Discussao

|I. Estudos de pré-formulacao

Este trabalho foi iniciado com estudos de pré-formulagao que permitiram:

a) definir a composicao base das formulagoes a desenvolver com base em resultados
preliminares de viscosidade, pH e de estabilidade;

b) decidir qual o melhor método de preparagao das formulagoes;

c) recolher informagao e gerar conhecimento necessario para um bom desenho de
experiéncias tais como intervalos de concentragoes de determinados componentes das
formulagoes e intervalos de valores das respostas selecionadas que permitem obter as
formulagoes com todas as caracteristicas desejadas.

O ponto de partida foram as quatro formulagoes descritas na Tabela 3.

Formulacao A

Para a formulagao A foram preparadas as trés variagdes com composicao relativa de
excipientes e com adigao ou nao de agente gelificante (Tabela 3). O aspeto das trés variantes

da formulagao A é diferente como se pode comprovar pela observagao da Figura 20.

4

»
| 2 3

Figura 20: Formulagao A (placebo) preparada com o método de agitagdo magnética e com diferentes
proporgoes dos seus constituintes (Tabela 3).

Durante os estudos iniciais de preparagao desta formulagiao verificou-se que o
método de agitacao magnética nao era suficiente para preparar uma formulagao homogénea
da variante 3 devido a sua elevada viscosidade (Figura 20 — 3), por isso o método de
preparagao foi alterado para todas as formulagoes para um sistema com agitagio mecanica
com o misturador lka Mixer (Figura 13 — A). Como se pode verificar pela observagao da

Figura 21, o aspeto da mesma formulagio com diferentes formas de agitacao (magnética e
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mecanica) é bastante diferente. A agitagio mecanica permite preparar formulagées muito

mais homogéneas.

Figura 21: Formulagao A preparada com dois métodos diferentes. A: Agitagao magnética; B: Agitacdo mecanica.

Segundo Rozman et al. (2009) todas estas formulagdes sio microemulsdes o/w
sensiveis a temperatura, a variante 3 é diferente pois tem adicdio de carbomero. A
formulagiao Al apresenta muito baixa viscosidade (Tabela 4) (Anexo | — Grifico | e 2) e
demonstra alteragoes da viscosidade com a variagdo da temperatura entre 25 e 32°C. Os
valores de viscosidade obtidos para esta formulagao, bem como o seu comportamento com

a temperatura, sao semelhantes aos reportados por Rozman et al. (2009).

Tabela 4: Variagao da viscosidade com a temperatura de analise para as variantes da formulagao A.

Viscosidade (Pa.s)
Formulacao
a25°C(x £ o) a32°C(x+o)
Al 0,0274+0,0001 0,0217+0,0002
A2 0,7667+0,0058 0,0353+0,0003
A3 6,0433+0,2155 5,8633+0,2369

A formulagao A2, uma microemulsao do tipo o/w apresenta uma baixa viscosidade
quando comparada com a formulagdo A3, mas que é superior a viscosidade determinada
para a formulagao Al (Tabela 4). Verifica-se uma diminui¢ao mais acentuada da viscosidade
da formulagio A2 entre os 25 e os 32°C do que para a formulagao Al. Os resultados
obtidos para a formulagdo A2 n3ao sao muito concordantes com os resultados obtidos por
Rozman et al. (2009) que indicam resultados de viscosidade bastante inferiores aos
determinados a 25°C. Apesar disso a formulagao A2 tem um aspeto muito liquido, pelo que

se torna muito dificil a sua aplicagao,
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Como era de esperar pela adicao de carbomero (agente gelificante), a formulagao A3
€ a que apresentou valores de viscosidade superiores e muito proximas do aceitavel para
poder haver um bom espalhamento da formulagao durante a aplicagao (Tabela 4) (Anexo | —
Griéfico 3 e 4). Embora a diferenga na temperatura de analise altere a viscosidade desta
formulacao, a diferencga nao ¢é significativa. Mais uma vez as viscosidades determinadas para a
formulacao A3 sao diferentes das reportadas por Rozman et al. (2009). As diferengas entre
os resultados de viscosidade obtidos e os reportados no artigo podem dever-se ao método
de preparagio nao ser exatamente igual, os excipientes puderem ter caracteristicas
ligeiramente diferentes porque sao de fornecedores diferentes e o método de determinagao
da viscosidade nao ser o mesmo nos dois casos.

Os resultados de viscosidade apresentados para todas as experiéncias efetuadas
foram obtidos com base em andlises reolégicas. Obtiveram-se os resultados da variagao da
tensao de cisalhamento com a alteracao da taxa de cisalhamento e também os resultados de
viscosidade.

Apresentam-se de seguida os graficos através dos quais foram obtidos os valores de
viscosidade tanto para a formulagao A como para a B.

Pela analise dos graficos da Figura 22, um exemplo de cada tipo de comportamento,
consegue-se perceber a diferenga entre uma formulagio com comportamento newtoniano
(azul) e nao newtoniano (verde). Uma formulagao com comportamento newtoniano varia de
forma constante a tensao de cisalhamento (7) com a variagao da taxa de cisalhamento (y),
enquanto que para um fluido nao-newtoniano esta variagao nao é constante pelo que nao se

originam retas como no caso anterior mas sim curvas.
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Figura 22: Variagao da tensao de corte () com o aumento da taxa de corte (y).
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As formulagoes com comportamentos newtonianos apresentam viscosidades mais
baixas, enquanto que as nao-newtonianas sao mais viscosas.

Na Figura 23 encontra-se um grafico da variagao da viscosidade (17) em fungao da
taxa de corte (y) para ajudar a explicar o modo como se obtiveram os valores de
viscosidade para cada uma das formulagoes. As formulagoes foram analisadas com taxas de
cisalhamento dos 0 aos 150s™. Inicialmente, quando comeca a ser aplicada a forga, as
formulagdes sofrem grandes alteracdes na sua viscosidade até aos 20s' apés o qual
estabilizam. O valor concreto de viscosidade para todas as formulagoes foi retirado aos
100s™', altura em que as formulagdes estabilizaram o seu comportamento e ainda nio estio
no maximo de taxa de corte aplicada. Os trés exemplos apresentados na Figura 23
correspondem a uma formulagao com viscosidade baixa (azul), intermédia (vermelho) e alta
(verde). Podem se fazer corresponder com os graficos da Figura 22, sendo que a reta azul

corresponde a uma formulagao com baixa viscosidade e a verde a uma viscosidade alta.
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Figura 23: Variacao da viscosidade (1) com taxa de corte (¥).

Ao contrario da formulagio Al e A2 que sao bastante mais fluidas e apresentam um
comportamento newtoniano, a formulagdo A3 apresenta um comportamento nao-
newtoniano variando a tensao de cisalhamento quando variada a taxa de cisalhamento. Em
termos de aspeto a formulagio A3 apresenta-se transparente e com boas propriedades de
espalhamento. Todas elas possuem ainda um odor bastante agradavel a coco, devido ao
excipiente Imwitor 308.

Como a viscosidade obtida pela adicao de carbomero foi um pouco mais elevada do
que o desejavel, comegou-se por reduzir a quantidade de carboémero de 2,5% para 2%. A

formulagao resultante apresentou uma viscosidade de 3,53Pas, a 25°C (Tabela 5) e
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3,2710,02Pa.s a 32°C (Anexo | — Grafico 5 e 6). Ambas as andlises reoldgicas a diferentes
temperaturas oferecem valores de viscosidade préximos do alvo de viscosidade, 3Pa.s. A
formulacio A3 com redugao da % de carbomero garante valores de viscosidade que
permitem uma boa espalhabilidade na pele.

A formulagio A3 com menos carboémero (2%) foi colocada em camaras de

temperatura (5°C e 25°C) e humidade controladas e foi testada a sua estabilidade (pH e

viscosidade) durante 3 meses (Tabela 5) (Anexo | — Grifico 5, 6, 7 e 8).

Tabela 5: Valores de viscosidade para a formulagao A3 com 2% de carbémero analisada a diferentes
temperaturas de armazenamento e durante 3 meses.

Tempo de armaz. | Temp. de armaz. | Viscosidade (Pa.s),
(meses) (e a25°C(x+ o)
0 25 3,53+0,1300
0 5 3,52+0,6255
2 25 3,5610,1767
2 5 3,6510,1473
3 25 4,3210,7623
3 5 3,76x0,1916

Verificou-se que a viscosidade da formulagao aumenta ligeiramente com o tempo nas
duas temperaturas de armazenamento. No entanto, os valores de viscosidade mantém-se
adequados para assegurar um bom espalhamento da formulagao na pele e nao se verificaram
alteracoes da cor ou odor durante o armazenamento.

A variagao do pH da formulagao A3 com 2% de carbomero foi também analisada ao
longo de 3 meses em duas temperaturas de armazenamento (5 e 25°C). O pH da
formulagao é de 3,51 a T=0M, sofrendo variagoes pouco significativas ao longo do tempo de
armazenamento nas duas temperaturas (Tabela 6). O fator mais preocupante foi o valor de
pH abaixo do pH normal da pele (5-6) e que por isso poderia causar irritagao quando

aplicada na pele.

Tabela 6: Resultados de pH para a formulagao A3 com 2% de carbémero.

Condicdo pH
T=0M 25°C 3,51
T=2M 2°C 3,44
T=2M 5°C 3,44
T=3M 25°C 3,52
T=3M5°C 3,48
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Ainda que a viscosidade da formulagao A tenha sido significativamente melhorada
com a adicao de carbomero a formulagao, verificou-se que o pH passa de valores proximos
do pH da pele (5,05 — Al e 5,08 — A2), para valores muito baixos (A3: 3,43 com 2,5%
carbomero; 3,51 com 2% carbomero). Depois dos estudos com a formulagao placebo, foram
adicionados as formulagoes as duas substancias ativas (em separado) na concentragao de
2,5% cada, que é a mesma concentragao da formulagao comercial, para avaliar o efeito das
substancias ativas na formulagao. Como a lidocaina e a prilocaina se apresentam na forma de
cloridrato, o pH da formulagao baixou ainda mais de 3,25 (formulagao placebo) para 2,76
com 2,5% de lidocaina HCI e para 2,77 com 2,5% de prilocaina HCI. Verificou-se também
que a viscosidade também diminui drasticamente (0,98Pa.s, a 25°C — lidocaina HCI e
0,70Pa.s, a 25°C — prilocaina HCI), pois a reducao do pH altera a capacidade de gelificagao
do carbomero, isto &, a baixo pH as cadeias do polimero encontram-se menos ionizadas e a
pH mais elevado ficam mais ionizadas. As cargas negativas dos grupos carboxilicos ionizados
do carbomero sao responsaveis pela gelificagio da formulagao ao promoverem a repulsao
entre as cadeias de polimero. Por este motivo a capacidade gelificante do carbémero
aumenta com o aumento do pH (Kermany, 2010).

Para atingir o maximo efeito de espessamento das moléculas de carbémero, ou seja
viscosidades mais elevadas, estas devem ser totalmente desenroladas e o modo mais comum
de o fazer é converter as moléculas acidas num sal, por adicao de um agente neutralizante
apropriado, tal como a trietanolamina (TEA). A neutralizagao ioniza as moléculas de
carbomero, gerando cargas negativas ao longo da espinha dorsal do polimero, e a repulsao
eletrostatica resultante cria uma estrutura tridimensional estendida (Walters, 2002).

O carbémero utilizado na composicao das formulagoes estudadas é o Carbopol®
974 NF Polymer, da Lubrizol. Este polimero foi introduzido inicialmente em formulagoes de
uso oral, sendo comprovado o seu efeito espessante e estabilizador quando incorporado em
sistemas para aplicagao topica com elevada viscosidade (Lubrizol, 2011). Segundo a Lubrizol
existem varios agentes neutralizantes passiveis de utilizagdo na neutralizagao de géis, € o
caso da trietanolamina, do hidréxido de potassio ou de sodio a 20%. A TEA deve ser
utilizada numa proporgao de 1,5:1,0 com o carbomero (Lubrizol, 1998).

Tentou entao solucionar o problema do baixo pH da formulagao com a adicao de
TEA que é uma amina terciaria, utilizada como um agente alcalinizante e muito utilizada na
industria farmacéutica e de cosméticos, assim como em outras industrias, para obter
resultados desejados de pH (Rowe, Sheskey & Quinn, 2009). O aumento do pH da

formulagao consegue resolver dois problemas, o problema de ter uma formulagao com um
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pH irritante para a pele e o problema da gelificagao do carbomero cuja capacidade gelificante
¢ ideal com valores de pH préoximos de 7 conseguindo-se valores de viscosidade bastante
melhores com uma quantidade muito mais reduzida de carbémero.

A condutividade das formulagoes foi também avaliada para verificar se esta medida
permitiria distinguir entre microemulsdes com diferentes proporg¢oes de fase oleosa e fase
aquosa. Verificou-se que os valores de condutividade determinados para as diversas
formulagoes sao muito diferentes. A formulagao Al apresenta valores de 42,3uS/cm, e a A2
de 9,42uS/cm, o que demonstra que o aumento da fase 6leo e consequente diminuicao da
quantidade de agua faz com que a condutividade diminua, ou seja, valores mais altos de
condutividade estao associados a formulagdes com uma maior proporgao de fase aquosa
quando a composicao das formulagoes nao varia significativamente. A formulagao A3
apresenta valores de condutividade de 72,4uS/cm, com 2,5% de carbomero e 96,4uS/cm
com apenas 2%, este aumento na condutividade comparado com as outras formulagoes Al e
A2 pode dever-se ao caracter ionico do carbomero que podera alterar as propriedades
condutoras da formulagao. Estas conclusoes sao retiradas quando se analisam apenas os
resultados relativos as formulagoes placebo.

Apods a preparagao das trés variantes da formulagdo A e a sua caracterizagao
verificou-se que apenas a formulagago com carboémero (A3) permite assegurar uma
viscosidade adequada para uma boa aplicagao topica e que demonstrava ser relativamente
estavel nos estudos de pré-estabilidade (considerando que nao se encontrava armazenada na
embalagem primaria final). Por estes motivos a formulagao A com carbémero foi escolhida

para prosseguir o desenvolvimento recorrendo ao DoE.

Formulacao B

A formulagao B foi igualmente preparada numa fase inicial sem a adi¢gao de nenhum
farmaco, com os constituintes descritos na Tabela 3 e com o método de agitagao mecanica.
Esta formulagao foi igualmente caracterizada com as técnicas descritas para a formulagao A.

O aspeto desta formulagao é bastante diferente do da A3 (Figura 24), devido a
diferente composicao, apresenta mais opacidade e a olho nu parece ter maior plasticidade
porque se verifica a formagao de fios quando se retira uma amostra (Garcia-Ochoa et al,,
2000) que pode indicar a presenga de um sistema mais préximo do bicontinuo do que uma

microemulsao o/w (Zachar, 2010).
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Figura 24: Preparagdo da formulagdo B antes (A) e depois (B) da adi¢do de goma xantana.

O odor é um pouco mais desagradavel, pois nenhum excipiente Ihe confere um
cheiro agradavel, como é o caso do Imwitor 308 presente na formulagao A. No entanto,
este problema pode ser ultrapassado com a adigao de um aroma no futuro. Esta formulagao
parece também ser também promissora do ponto de vista organolético e de viscosidade.

Verificou-se que o pH desta formulagao é mais elevado que os valores de pH
medidos nas trés variagcoes da formulagao A, apresentando valores préximos de 6,61 (Tabela
7). Tal como foi feito para a formulagio A também foi realizado um estudo de pré-
estabilidade para a formulagao B. Verificou-se ao longo dos 3 meses de armazenamento se

nota uma descida dos valores de pH apesar de nao serem muito significativos (Tabela 7).

Tabela 7: Variagdo do pH da formulagdo B com armazenamento a 25°C durante 3 meses.

Condicao pH
T=0M 25°C 6,61
T=2M 25°C 6,55
T=3M 25°C 6,31

Em relagao aos valores de viscosidade determinados estes sao bastante diferentes da
formulagao A, também porque o seu gelificante é diferente, sendo neste caso a goma
xantana. Assim os valores sio de 0,703+0,0058Pa.s a 25°C e 0,690+ 0,0520Pa.s a 32°C
(Anexo | — Grafico 9 e 10), mostrando que diferentes temperaturas de analise tém pouca
influéncia na viscosidade da formulagao. A formulagao B apresenta, do mesmo modo que a
A, um comportamento nao-newtoniano, ou seja, modifica, embora de forma diferente, o seu
comportamento com diferentes tensoes de cisalhamento. Apesar dos valores de viscosidade
determinados serem mais proximos da formulagao A2, o seu aspeto é mais sélido e o seu
espalhamento na pele é mais facil e adequado.
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Apos 3 meses de armazenamento a 25°C denota-se um aumento da viscosidade, para
0,950+0,1217Pa.s, a 25°C; a 5°C a viscosidade mantém-se proxima dos valores iniciais a
0,747+0,0252Pa.s, a 25°C (Anexo | — Griafico || e 12). Adicionalmente verifica-se uma
deterioragao das propriedades organoléticas ao longo do armazenamento a 25°C, o que
parece indicar alguma degradagao da formulagao e mesmo uma possivel contaminagao.

A alteragao da viscosidade ao longo do armazenamento a 25°C assim como a
aparente alteracao da formulagao a olho nu poderiam implicar que no futuro a formulagao
teria de ser sempre conservada no frigorifico de modo a manter a sua qualidade, o que
acarretaria custos mais elevados do que conservagao a temperatura ambiente e maiores
inconvenientes para os doentes. Estes resultados podem-se dever a presenga da goma
xantana pois, assim como num estudo descrito por Garcia-Ochoa et al. (2000), se indicam
que as solugoes com goma xantana, quando conservadas a temperatura ambiente, aumentam
a sua viscosidade o que pode acarretar problemas futuros com extrudabilidade da bisnaga e
dificuldades de espalhamento por ser demasiado viscosa.

Estes resultados de pré-estabilidade indicaram que as formulagdes com goma xantana
sao menos estaveis que a formulagao A com carboémero. De forma a ser ultrapassado este
problema de estabilidade eventualmente derivado da goma xantana, e como de resto esta
formulacao aparentava ser promissora em termos de propriedades organoléticas e de
espalhamento decidiu-se substituir a goma xantana pelo Carbopol 974NF Polymer (gelificante
da formulagao A) e prosseguir-se com o desenvolvimento da formulagao recorrendo ao
DoE. Como tal, também houve necessidade de adicionar a esta formulagao TEA e para
chegar a quantidade ideal recorreu-se ao DoE para testar qual a melhor proporgao de TEA :
carbomero que garantisse uma viscosidade adequada, pH e % de libertagao de farmaco ideal,
para corresponder as carateristicas alvo do TPP.

A condutividade foi também avaliada e verificou-se que esta formulagao apresenta um
valor de 389uS/cm, valores mais elevados do que os da formulagao A, apesar de estes nao
puderem ser comparados diretamente devido a diferente composicao das formulagoes.

Os estudos de pré-formulagao para a formulagio A e B serviram para conseguir
reduzir o ndimero de formulagdes de 4 para 2, avangcando apenas com aquelas que
demonstraram as caracteristicas mais adequadas. Permitiram ainda selecionar o agente
gelificante mais adequado e estavel e o método de preparagao mais adequado a composicao,
viscosidade e tipo de formulagoes preparadas (microemulsoes). Verificou-se ainda que as
substancias ativas alteravam o ph e a viscosidade das formulagdes com carbémero de forma

muito significativa pelo que se teria de incorporar um agente neutralizante que corrigisse
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este problema, nos estudos futuros. Desta forma continuaram-se os estudos de forma a
avaliar qual a melhor proporgao de TEA e carbémero para a formulagao A e B de forma a
obter formulacoes com as caracteristicas ideais. Foi também estudada a influéncia da adicao
das substancias ativas nas respostas estudadas (pH, viscosidade e condutividade) quando

adicionadas as formulagoes com carbémero recorrendo ao DoE.
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2. Desenvolvimento da formulacao

1° Estudo - Avaliacio da influéncia dos fatores nas caracteristicas das
formulacoes

Apds uma primeira selecio de duas formulagdes promissoras para atingir os
objetivos (formulagao A e B com carbomero) comegou por fazer-se um primeiro desenho
de experiéncias para:

a) avaliar a influéncia da concentragao de carbémero, de TEA e das substancias ativas
(fatores) na viscosidade, pH e condutividade (respostas) das duas formulagoes;

b) determinar a quantidade de carbomero e de TEA que assegurem as respostas
dentro dos valores definidos como desejaveis para as duas formulagoes.

Neste desenho de experiéncias estabeleceram-se como limites | a 2% de carboémero,
1,5 a 2,5% de trietanolamina considerando a experiéncia dos estudos de pré-formulacao e
por informagdes recolhidas junto de fornecedores e em artigos cientificos. A quantidade de
substancia ativa foi mantida constante (2,5% de cada um dos anestésicos, num total de 5%)
pois aqui o objetivo foi apenas estudar a sua influéncia nas respostas e porque esta era a
concentragao que se pretendia ter na formulagao final. O software forneceu a lista de
experiéncias a executar e foram assim preparadas |0 formulagoes diferentes com a
composi¢ao indicada nas Tabelas 8 e 9 e foram determinados os valores de pH,
condutividade e viscosidade em triplicado (nas tabelas encontram-se os valores médios
determinados e os respetivos desvios padrao).

Com estes resultados de pH, condutividade e viscosidade foi feita a analise estatistica
com o programa JMP, através do qual se obteve uma equagao de resposta que descreve o
modo como cada um dos fatores influencia cada uma das respostas. Esta equagao pode ser
mais ou menos robusta de acordo com os pardmetros estatisticos (R*> e p) que a
caracterizam, assim quanto mais proximo de | for o R* melhor o modelo obtido se vai
ajustar a amostra estudada; o valor de p, isto é, a probabilidade dos resultados serem
estatisticamente significativos e terem o minimo de variancia dentro da amostra, resulta da
andlise de variancia (ANOVA), convém que seja menor que 0,05 e o mais baixo possivel, ou
seja, assim o modelo tem 95% de probabilidade de estar correto.

As equagoes obtidas, para cada uma das respostas, permitem calcular os valores
previstos por esse modelo matematico para cada uma das formulagoes preparadas e esses
valores foram também incluidos nas Tabelas 8 e 9. Estes valores sao os que permitem fazer
o desenho de todos os graficos que sao apresentados de seguida.
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Tabela 8: Resultados das experiéncias do DoE para a formulagao A.

Fatores Respostas obtidas Respostas previstas
API Condut. (uS/cm) Viscosidade Condut. Viscosidade
N° | Bloco Carbomero (%) | TEA (%) | pH (x + 0) pH

(%) (xto) (Pa.s) (x + o) (uS/cm) (Pa.s)
I 2 5 I 2.5 6.37+0,064 2463+49,33 0.27+0,017 6,50 2495 0,77
2 | 0 1.5 2 6.45+0,061 238+6,43 1.08+0,219 6,54 233 1,67
3 | 0 I 1.5 6.77+0,049 2394551 [.18+0,145 6,93 272 0,77
4 | 0 2 2 6.19+0,012 211+5,20 0.72+0,038 6,93 272 0,77
5 2 5 2 1.5 4.95+0,045 2533+46,19 1.90£0,171 4,89 2573 2,58
6 | 0 I 2.5 8.02+0,023 219+5,57 0.17+0,006 7,78 194 0,77
7 2 5 I 1.5 5.76+0,032 2640+20,00 1.21+0,067 5,65 2573 0,77
8 2 5 2 2.5 5.65+0,021 2467+30,55 4.04+0,339 5,74 2495 2,58
9 | 0 2 1.5 5.35+0,017 257+2,08 3.410,219 5,30 272 2,58
10 2 5 1.5 2 5.74+0,052 2567+32,15 2.73%0,248 5,69 2534 1,67
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Tabela 9: Resultados das experiéncias do DoE para a formulagao B.

Fatores Respostas obtidas Respostas previstas
API Condut. (uS/cm) Viscosidade Condut. Viscosidade
N° | Bloco Carbomero (%) | TEA (%) | pH(x £ o) pH

(%) (x+o) (Pass) (x + o) (uS/cm) (Pa.s)
I | 5 I 25 6.73+0,049 3563+77,67 [.10+0,032 6,81 3708 0,89
2 | 0 1.5 2 6.61+0,035 804+25,36 8.41+0,908 6,60 766 8,36
3 | 0 I 1.5 6.9110,021 614134,04 6.79+0,300 7,01 701 6,74
4 | 0 2 2 5.84+0,010 892+39,84 10.07%0,142 5,80 830 9,98
5 | 5 2 1.5 5.21+0,010 3517181,45 0.94+0,015 517 3578 2,33
6 2 0 I 25 7.91+0,064 718+4,93 6.67+0,207 7,82 701 6,74
7 2 5 I I.5 6.07+0,010 3783+40,41 0.60+0,035 6,00 3708 0,89
8 2 5 2 25 5.93+0,010 3670+65,57 3.63+0,260 5,98 3578 2,33
9 2 0 2 1.5 5.35+0,025 800+43,75 9.87+0,320 5,39 830 9,98
10 2 5 1.5 2 6.01+0,012 3683%120,97 1.77%0,229 5,99 3643 1,61
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Formulaciao A

Na formulagao A, quando sao adicionados os dois APIs a formulagao verifica-se que
os valores de condutividade aumentam drasticamente para valores proximos de 2500uS/cm,
quando comparadas com as formulagoes placebo dos estudos iniciais (72,4uS/cm). Estes
farmacos possuem elevado caracter idnico, alterando muito a capacidade condutora das
formulagoes, assim as formulagdes com os dois farmacos apresentam valores ainda mais
elevados de condutividade.

Nas Tabelas 10, Il e 12, encontram-se os graficos que mostram a forma como os
fatores analisados (APls, trietanolamina e carbomero) influenciam as respostas

(condutividade, pH e viscosidade) e se essa influéncia é estatisticamente significativa ou nao.

Tabela 10: Influéncia de cada um dos fatores na resposta condutividade.

Term Contrast Plot of t-Ratio Individual p-Value
APIs 1150.50 [ I 1 <.0001*
Trietanolamina -34.55 [ I ] 0.0676
Carboémero -10.47 [ ] 1 0.5943
APIs*Trietanolamina -19.79 [ T 1 0.2171
Trietanolamina*Trietanolamina -9.58 [ T ] 0.6298
APIs*Carbémero -12.56 [ i 1 0.4214
Trietanolamina*Carbémero 9.50 [ T 1 0.6322
APIs*Trietanolamina*Trietanolamina -6.92 * i | 0.7289
APIs*Trietanolamina*Carbémero 15.32 [ T 1 0.3262
Tabela | I: Influéncia de cada um dos fatores na resposta pH.
Term Contrast Plot of t-Ratio Individual p-Value
Carbémero -0.534420 [ T T 1 0.0050%*
APls -0.422000 I I I ] 0.0097+
Trietanolamina 0.380132 | T T ] 0.0120%*
Carbémero*Carbdmero 0.033000 I T T ] 0.7401
Carbomero*APls 0.192302 I I I ] 0.0501
Carbémero*Trietanolamina -0.035777 | T T ] 0.7186
APIs*Trietanolamina -0.087207 | T T ] 0.2647
Carbémero*Carbdmero*APls -0.056000 * [ T T ] 0.4725
Carbdmero*APIs*Trietanolamina 0.055902 | T T ] 0.5680

Tabela 12: Influéncia de cada um dos fatores na resposta viscosidade.

Term Contrast Plot of t-Ratio Individual p-Value
Carbémero 0.809457 [ I I ] 0.0757
APIs 0.359000 [ T T ] 0.3490
Trietanolamina -0.279508 | I T 1 0.4690
Carbémero*Carbémero -0.117000 | i i 1 0.8069
Carbémero*APIs 0.187830 [ T I 1 0.6907
Carbémero*Trietanolamina 0.156525 [ I T 1 0.7413
APIs*Trietanolamina 0.547837 [ i i 1 0.1774
Carbémero*Carbdmero*APls -0.233000 * T T 1 0.6245
Carbémero*APIs*Trietanolamina 0.532184 [ T T 1 0.1882
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Analisando as tabelas verifica-se que a condutividade é influenciada de forma
estatisticamente significativa (ver * no valor de individual de p) apenas pela presenca de API.

Como este efeito é muito acentuado podemos concluir que o valor da condutividade
nao podera ser utilizado para inferir diferengas entre as proporc¢oes das fases aquosa e
lipofilica nestas formulagoes como era o objetivo inicial.

Analisando a Tabela || verifica-se que o pH ¢ influenciado de forma estatisticamente
significativa (* no valor de individual de p) pela presenca de APl, % de carbomero e % de
TEA. Pode ainda verificar-se que tantos os APls como o carbémero induzem a diminuigao
do pH (valor negativo na coluna Contrast) enquanto que a TEA tem um efeito oposto (valor
positivo na coluna Contrast).

Através da Tabela 12 verifica-se que o fator que mais influencia a resposta
viscosidade é o carbomero embora o valor de p nao nos permita dizer que esta influéncia é
estatisticamente significativa. O que parece acontecer é que a viscosidade ¢é influenciada por
varios fatores e interagoes de fatores de uma forma muito complexa pelo que o numero de
experiéncias realizadas nao permitiram obter uma equagao de resposta robusta o suficiente
para explicar toda esta complexidade.

Os parametros estatisticos obtidos para as equagoes de resposta da formulagao A
encontram-se na Tabela 13, pode-se verificar que se conseguiram obter equagbes de
resposta bastante robustas para o pH e condutividade, embora para a viscosidade seja um

pouco menos robusta.

Tabela |3: Pardmetros estatisticos obtidos para a formulagdo A nos estudos iniciais.
Resposta R2 P

pH 0,975 | 0,0003
Condutividade | 0,999 | 0,0439
Viscosidade 0,787 | 0,0193

Formulacao B

Na formulagao B, quando sao adicionados os dois APIs a formulagao verifica-se que
os valores de condutividade aumentam drasticamente para valores proximos de 3500uS/cm
(tal como ja se tinha verificado no caso da formulagio A), quando comparadas com as
formulagoes executadas nos estudos iniciais (389uS/cm).

Nas Tabelas 14, |15 e 16, encontram-se os graficos que mostram de que forma é que
os fatores analisados (APIs, trietanolamina e carbomero) influenciam as respostas

(condutividade, pH e viscosidade) e se essa influéncia é estatisticamente significativa ou nao.
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Tabela 14: Influéncia de cada um dos fatores na resposta condutividade.

Term Contrast Plot of t-Ratio Individual p-Value
APIs 1438.80 [ 5 ) 0.0001*
Carbdémero 22.47 [ 1] 1 0.4305
Trietanolamina 3.39 I T 1 0.9275
APIs*Carbomero -59.05 * Ll 1 0.0798
Carbémero*Carbémero -18.88 * I 1 0.6041
APIs*Trietanolamina -29.93 * o 1 0.3017
Carbomero*Trietanolamina 53.46 * 1| 1 0.1022
Trietanolamina*Trietanolamina 19.36 * T 1 0.5940
APIs*Carbémero*Carbémero -17.89 * T 1 0.6245

Tabela I5: Influéncia de cada um dos fatores na resposta pH.

Term Contrast Plot of t-Ratio Individual p-Value
Carbdémero -0.591440 | T 1 0.0008*
Trietanolamina 0.319006 . 1 0.0050*
APls -0.308038 | T 1 0.0056*
Carbémero*Carbopol -0.004841 * | - 1 0.9347
Carbémero*Trietanolamina 0.018041 * | T 1 0.7639
Trietanolamina*Trietanolamina  0.069415 * | - 1 0.1808
Carbémero*APls 0.160460 * | - 1 0.0273*
Trietanolamina*APIs -0.052846 * | T 1 0.2864
Carboémero*Carbdmero*APls  -0.010954 * ; - 1 0.8497

Tabela 16: Influéncia de cada um dos fatores na resposta viscosidade.

Term Contrast Plot of t-Ratio Individual p-Value
APIs -3.37700 I I T ] 0.0032*
Carbémero 1.04536 [ T I 1 0.0560
Trietanolamina 0.33424 [ I ] 1 0.4371
APIs*Carbdémero -0.45362 * I I | 0.2987
Carbémero*Carbdmero -0.02826 * T T 1 0.9581
APIs*Trietanolamina 0.31910 * I ] 1 0.4612
Carboémero*Trietanolamina  0.31569 * T T ] 0.5593
Trietanolamina*Trietanolamina 0.10642 * T T 1 0.8452
APIs*Carbémero*Carbdmero  -0.11137 * T T 1 0.8378

Analisando a tabela da condutividade verifica-se que ela é influenciada de forma
estatisticamente significativa (ver* no valor individual de p) apenas pela presenca de API. Mais
uma vez se verifica que, como este efeito € muito acentuado, o valor de condutividade nao
podera ser utilizado para inferir diferengas entre as proporgoes das fases aquosa e oleosa
nestas formulagoes como era o obijetivo inicial.

Analisando a Tabela |5 verifica-se que o pH ¢ influenciado de forma estatisticamente
significativa (* no valor de individual de p) pela presenca de API, % de carbomero e de TEA e
pela interagio carbémero*APls. Pode ainda verificar-se que tantos os APls como o
carboémero induzem a diminuigao do pH (valor negativo na coluna Contrast) enquanto que a
% de TEA e a interagdo carbomero*APIs tém um efeito oposto (valor positivo na coluna
Contrast). Este comportamento é semelhante ao verificado para a formulagao A.

Analisando a Tabela |6 verifica-se que o fator que mais influencia a resposta

viscosidade é a presenga de substincias ativas (de forma negativa e estatisticamente
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significativa) e o fator que mais influencia de forma positiva esta resposta é a % de
carbomero com um valor de p muito proximo de 0,05 que é considerado o valor para que a
influéncia possa ser considerada estatisticamente significativa. Os resultados da viscosidade
da formulagcao B sao bastante diferentes dos resultados observados para a formulagao A
apesar da % de carbomero, trietanolamina e APIs ser igual nas duas formulagoes. Estas
diferengcas podem ser devidas ao facto de os restantes componentes da formulagao serem
diferentes.

Os parametros estatisticos obtidos para o modelo da formulagao B apos escolha dos

fatores que mais influenciam cada resposta encontram-se na Tabela 7.

Tabela |7: Parametros estatisticos obtidos para a formulagao B nos estudos iniciais.

Resposta R2 P
pH 0,993 | <0,0001
Condutividade | 0,997 | <0,0001
Viscosidade 0,971 | <0,0001

Pode-se verificar que se conseguiram equagoes de resposta bastante robustas para o

pH, condutividade e viscosidade.
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2° Estudo - Otimizacao das formulacoes

Como o objetivo do trabalho era desenvolver uma formulagao para administragao

topica de dois anestésicos que preenchesse os requisitos do TPP definido inicialmente

removeram-se do DoE as formulagoes placebo e aumentou-se o desenho de experiéncias

para mais um ponto intermédio (I1) e um ponto com os limites maximos de carbomero e

TEA (12). E muito importante ter pontos centrais no desenho para uma boa definigio de

modelos matematicos de resposta nao lineares. Foram preparadas estas novas formulagoes e

os resultados obtidos encontram-se na Tabela 18 (formulagao A) e na Tabela 19 (formulagao

B). Os gréficos de viscosidade para estas formulagoes encontram-se no Anexo | — Graficos

|3 e 14, para a formulagao A e Graficos |15 e |16 paraa B.

Tabela 18: Resultado das experiéncias do aumento do DoE para a Formulagao A.

Respostas obtidas

Respostas previstas

N° Carb?mero T!EA pH (% + o) Viscosi_dade pH Viscosidade
(%) (%) (Pa.s) (x + 0) (Pa.s)
[ 2,5 6,37+0,064 0,270,017 6,40 0,27
15 2 5,740,052 2,73+0,248 5,70 1,95
2 1,5 4,95+0,045 1,900,171 499 2,32
[ 1,5 5,76+0,032 1,210,067 5,75 1,59
2 2,5 5,65+0,021 4,04%0,339 5,64 3,63
2 2 5,340,015 3,040,029 531 2,97
12 2 2,5 5,620,015 3,190,042 5,64 3,63
Tabela 19: Resultado das experiéncias do aumento do DoE para a Formulagao B.
Respostas obtidas Respostas previstas
N° Carbomero | TEA _pH Viscosi_dade pH Viscosidade
(%) (%) (xto) (Pa.s) (x + 0) (Pa.s)
| | 2,5 6,73+0,049 1,100,032 6,73 .16
5 2 1,5 5,21+0,010 0,94+0,015 5,22 1,01
7 | 1,5 6,07+0,010 0,600,035 6,07 0,66
8 2 2,5 5,930,010 3,630,260 5,94 3,48
10 1,5 2 6,01+0,012 1,77+0,229 5,99 1,53
1 2 2 5,58+0,015 2,17+0,040 5,58 2,15
12 2 2,5 5,94+0,015 3,98+0,133 5,94 3,84

Os parametros estatisticos do

formulacao A e na Tabela 21 para a B.

novo DoE encontram-se na Tabela 20 para a
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Tabela 20: Parametros estatisticos obtidos para o aumento do DoE da formulagao A.

Resposta R2 P
pH 0,976 | <0,000I
Viscosidade 0,669 0,0069

Tabela 21: Parametros estatisticos obtidos para o aumento do DoE da formulagao B.

Resposta R2 P
pH 0,994 | <0,0001
Viscosidade 0,956 <0,0001

Embora, quando comparados com os parametros dos DoE anteriores, os valores de
R? se tenham afastado ligeiramente do valor de |, em termos do valor de p (a probabilidade
do modelo falhar) verifica-se uma grande diminuigcao, por isso pode-se considerar que estes
modelos sio melhores que os anteriores. Para este resultado deve ter contribuido a
remoc¢ao dos resultados das formulagoes placebo pois, como foi verificado, os APIs
influenciam as respostas avaliadas.

Foram desenhados os graficos de contorno, e também os graficos de superficie, para

estes dois novos modelos.

Formulacao A

Para a formulagao A tendo em conta o novo modelo obtido foi desenhado um
grafico de contorno apresentado na Figura 25. Verifica-se que dentro dos limites de
viscosidade e pH definidos, isto &, pH entre 5-6 e viscosidade maior que 2Pa.s, a zona de
trabalho ideal (a branco na figura) partilha alguma area com a zona testada ([carbémero]=1-

2% e [TEA]=1,5-2,5%).
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Response Contour CurrentY Lo Limit Hi Limit
— Pred Formula pH m:':[}}:u 6,25 5,7189007 5 6
= Pred Formula Viscosit t:(ﬂ:':[} 1,75 3,2606927 2

Pred Formula pH
I

Pred Formula pH

Carbopol

Pred Formula Viscosity

Trietanolamin

Carbopol

ormula Viscosity

1 [ 1 1 1 [
0,5 0,75 1 1,25 1,5 1,75 2 2,25 2,5

Carbopo

Figura 25: Grafico de contorno da formulagao A.

Desenhando o grafico de superficie de resposta (Figura 26) do modelo obtido,
consegue-se ter uma visao tridimensional dos resultados obtidos anteriormente e ja
apresentados no grifico de contorno (Figura 25). Pela analise do grafico verifica-se qual a
zona onde as formulagoes da formulagao A preenchem simultaneamente os requisitos de pH
e de viscosidade previamente definidos (zona a laranja). Os limites a verde correspondem a

pH e5 e 6 e a lilas o limite de viscosidade superior a 2,75Pa.s.
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Figura 26: Zona de trabalho para a formulagiao A.

Dentro da nova zona de trabalho, a laranja, foi escolhido um ponto central que
corresponde a |,9% de carbémero e 2,45 de TEA (ponto central do tridngulo laranja) e
preparou-se esta nova formulagao que foi considerada a formulagao ideal. Para esta nova
formulagao os valores de pH e viscosidade previstos estao descritos no grafico de perfil da

Figura 27. Segundo o modelo matematico, esta formulagao apresentara pH de 5,74 e

viscosidade de 3,00Pa.s (eixo dos yy).

I
[=5
Te
0 55,744447
£ £
<3
w
&
£ 33,004363
o2
05
o
2
=
£0,017071
wn
i)
[a
T T T T T T T I T T T
Nt O®N O ) 0w -
- - = = o™~
o
1,9 5 2,45
Carbopol APls Trietanolamina Desirability

Figura 27: Grafico de perfil para a formulagdo A com caracteristicas ideais.
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Formulacio B

Para a formulacao B tendo em conta o novo modelo foi também desenhado um novo
grafico de contorno (Figura 28). Verifica-se que dentro dos limites de viscosidade e pH
definidos, isto é, pH entre 5-6 e viscosidade maior que 2,5Pa.s a zona de trabalho ideal (a
branco na figura) partilha alguma area com a zona testada ([carbomero]=1-2% e [TEA]=1,5-
2,5%). No caso da formulagao B esta zona é bastante menor do que a encontrada para a

formulagao A.

Horiz Vert Factor Current X

® O Carbopol ————<(—— 2,0148808
@) ® Trietanolamin ——=p——5 2512626

Carbopol

®) O AP s 1 €
Response Contour CurrentY Lo Limit Hi Limit
= Pred Formula pH (= | 6,5 5,9653774 5 6
— Pred Formula Viscosidad :(]1:():[} 5,5 2,7077503 2,5
35 : i Pred Formula pH Pred Formula pH
|
3,25 - '
]
1
3 :
1
]
]
2,75 |
|
1

Pred Formula Viscosidade

Trietanolamin

rietan

0
Carbopol

T
15 2 2,5 3

Carbopo

Figura 28: Grafico de contorno para a formulagio B.

Desenhando o grafico de superficie de resposta (Figura 29) do modelo obtido,
consegue-se ter uma visao tridimensional dos resultados obtidos anteriormente e ja
apresentados no grafico de contorno da Figura 28. Pela andlise do grafico verifica-se qual a
zona onde as formulagoes da formulagao B preenchem simultaneamente os requisitos do pH
e da viscosidade previamente definidos (zona a amarelo). Os limites a verde correspondem a

pH 5 e 6 e a lilas o limite de viscosidade minima de 2,5Pa.s.
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Figura 29: Zona de trabalho para a formulagao B.

A intersecao das linhas pretas da Figura 29 corresponde as concentragoes de 1,9% de
carbomero e 2,2% de TEA. Este ponto encontra-se numa zona central da area de trabalho e
foi definido como sendo a formulagao ideal estando as suas caracteristicas previstas pelo

modelo expressas no grafico de perfil (Figura 30).

Pred
Formula pH

5775249

2,634629

Pred Formula
Viscosity

0,000879 h

X o

Desirability

14

H 0w
L - = ool N g ™=
o o

1,9 2.2 5
Carbopol Trietanolamine API Desirability

Figura 30: Griafico de perfil para a formulagao B ideal.
Segundo o modelo matematico, esta formulagao apresentara pH 5,78 e viscosidade

de 2,63Pa.s (eixo dos yy).
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Os resultados de pH e viscosidade das formulagoes consideradas ideais nesta fase do

trabalho encontram-se expressos nas Tabelas 22 e 23 e permitiram ajustar os modelos

matematicos de cada uma das formulacoes. Como tal, as novas tableas contém os resultados

previstos para pH e viscosidade pelos novos modelos matematicos. Os graficos de

viscosidade para as formulagoes ideais encontram-se no Anexo | — Graficos 17 e |8.

Tabela 22: Resultado da formulagao ideal e resultados previstos para a Formulagao A.

Respostas obtidas Respostas previstas
N° Ca;b(t)%r;\er 1;;,;\ pH (% £ 0) (\;:Z?s(;ild:) pH VISZ:;:I:;de
| | 2,5 6,370,064 0,270,017 6,41 0,35
2 15 2 5,740,052 2,730,248 5,70 1,86
5 2 1.5 4,95+0,045 1,90+0,171 4,99 2,24
7 | 15 5,760,032 1,21£0,067 5,74 1,47
8 2 2,5 5,650,021 4,040,339 5,66 3,37
I 2 2 5,340,015 3,04+0,029 533 2,81
12 2 2,5 5,620,015 3,19%0,042 5,66 337
13 1,9 2,45 | 2,110,272 5,77%0,012 5,70 3,02
Tabela 23: Resultado da formulagao ideal e resultados previstos para a Formulagao B.
Respostas obtidas Respostas previstas
N° Carlz;,r)nero 'I;:Z\ pH (% + 0) (X:z;)i;iid:) pH Vlsz:;::)ade
| | 2,5 6,730,049 ,10+0,032 6,727 1,185
5 2 1,5 5,210,010 0,940,015 5,971 1,596
7 | 1,5 6,070,010 0,600,035 6,074 0,661
8 2 2,5 5,930,010 3,630,260 5191 0,552
10 1,5 2 6,010,012 1,77+0,229 5,893 3,987
¥ 2 2 5,580,015 2,17+0,040 5,542 2,269
12 2 2,5 5,94+0,05 3,980,133 5,893 3,987
13 1,9 2,2 3,35+0,047 5,59+0,045 5,767 2,763

Os parametros estatisticos para os modelos matematicos ajustados encontram-se na

Tabela 24.

Tabela 24: Parametros estatisticos obtidos para o DoE com inclusdo das formulagSes ideais.
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Formulacdo | Resposta | R2 P
pH 0,990 | <0,0001
3 Viscosidade | 0,769 | 0,0256
pH 0,972 | <0,0001
> Viscosidade | 0,960 | 0,0029

Em termos dos parametros estatisticos, a principal melhoria verificada é ao nivel da

robustez do modelo para a resposta viscosidade de ambas as formulagoes.

Com o reajuste dos modelos matematicos foram desenhados novos graficos de

contorno (Figura 31 e Figura 33) e de superficie de resposta (Figura 32 e Figura 34).

Horiz Vert Factor

Current X

Figura 31: Grafico de contorno para o DoE da formulagao A com inclusao da formulagio ideal.
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34 1 Fred Formulz pH
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Figura 32: Grafico da superficie de resposta para a formulagio ideal que se verifica estar inserida dentro da
zona de trabalho. Os valores de viscosidade encontram-se delimitados a verde e de pH a azul.

Pela andlise das Figuras 31 e 32 confirma-se que a formulagao A, considerada ideal

nesta fase do trabalho (1,9% de carbémero e 2,45% de TEA), esta incluida dentro da area de

trabalho.

Horiz Vert Factor Current X
& € carbopal ¢ —n 19
r lal TEA  — — 22

Response _ Contour Current’Y Lo Limit Hi Limit
— Pred Formula pH = 55| 57674709 5 B
— Pred Formula Viscosity C—=<—f.o—— 3| 2763424 2

254 =
\ Pred Formula pH
2,25
o 24
= Pred Foatula pH, Pred Formula Viscosity
.f/
s
;/.’
1,75 S
J,
r/-’
v
,/" [4]
S Carbopol
1'5_| T T L4 T T
1 1,25 15 175 A
Carbopol
Figura 33: Grafico de contorno para o DoE da formulagao B com inclusiao da formulagio ideal.
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Figura 34: Grafico da superficie de resposta para a formulagdo ideal que se verifica estar inserida dentro da
zona de trabalho. Os valores de viscosidade encontram-se delimitados a azul e os de pH a roxo.

As mesmas conclusdes se tiram da formulagao B, ou seja, confirma-se que a
formulacao B, considerada ideal nesta fase do trabalho (1,9% de carbomero e 2,2% de TEA),

esta incluida dentro da area de trabalho.
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3° Estudo - Estudos de libertacao

De forma a assegurar o cumprimento das sink conditions durante os ensaios de
libertagao realizado nas células de Franz foi determinada a solubilidade da lidocaina HCI e
prilocaina HClI no tampao fosfato pH 7,2 (meio de dissolugao) (Tabela 25). Os testes de
solubilidade foram efetuados de acordo com as indicagoes da Farmacopeia Europeia (Quality

of Medicines, 2010).

Tabela 25: Solubilidade dos farmacos em tampao fosfato pH 7,2.

Farmaco | Solubilidade a 25°C (mg/ml)
Lidocaina HCI 1750
Prilocaina HCI 275

Os ensaios de libertagao foram realizados durante 3h. As aliquotas de solugao
tampao de 500pl foram recolhidas para analise aos |15 e 30 minutos e apos isso a cada 30
minutos,

Apos recolha das amostras das células de Franz, foi determinada a percentagem de
cada farmaco que foi sendo libertada ao longo do tempo por HPLC. Apds a obtengao destes
resultados selecionaram-se dois pontos da curva de libertagao (os 30" e 120) para serem
inseridos no DoE, de forma a tentar perceber se os fatores estudadas (% de carbomero, %
de TEA e os farmacos) influenciam a libertagao dos farmacos das formulagoes A e B na fase
inicial e final da libertagao. Os resultados médios encontram-se nas Tabelas 26 e 27, para as
formulagoes A e B, respetivamente.

Apresentam-se também os resultados médios de viscosidade e pH, de forma

poderem ser relacionados cada um destes parametros com a % de farmaco libertado.
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Tabela 26: Resultados das experiéncias do DoE para a Formulagao A com lidocaina HCI e prilocaina HCI.

Carbomero | TEA Viscosidade Libertacao 30’ (%) Libertacdo 120’ (%)
N° pH (x + o)
(%) (%) (Pa.s) (x + o) Lid. HCI Pril. HCI Lid. HCI Pril. HCI
I I 2,5 6,3710,064 0,270,017 47,05+24,16 54,45+25,93 93,30+16,8I 106,57£18,88
2 1,5 2 5,74+0,052 2,73+0,248 35,67+5,02 40,53+6,08 74,85+6,79 84,09+10,45
5 2 1,5 4,950,045 1,900,171 30,9345,21 32,76%5,28 62,4616,22 66,78+7,08
7 I 1,5 5,7610,032 1,210,067 34,25+3,78 36,53+4,71 81,27+4,04 86,30+4,86
8 2 2,5 5,65+0,021 4,04+0,339 25,39+4,40 27,70+4,25 57,86+10,80 62,69+11,66
I 2 2 5,34+0,015 3,04+0,029 38,18+1,49 40,15%1,75 74,56+3,08 78,59+3,31
12 2 2,5 5,6210,015 3,19+0,042 28,09+5,94 30,41%6,10 61,18+10,52 65,65+9,89
13 1,9 2,45 5,770,012 2,11£0,272 51,71£7,48 55,33+8,75 85,28+8,72 93,89x11,21
Tabela 27: Resultado das experiéncias do DoE para a Formulagdo B com lidocaina HCI e prilocaina HCI.
Carbomero | TEA Viscosidade %libertacdao 30’ (%) %libertacdo 120’ (%)
N° pH (x £ o)
(%) (%) (Pa.s) (x + 0) Lid. HCI Pril. HCI Lid. HCI Pril. HCI
| | 2,5 6,73+0,049 [,10£0,032 58,67+12,37 64,51+14,20 98,81+5,68 107,54+6,87
5 2 1,5 5,21+0,010 0,94+0,015 52,77+4,98 53,33%5,24 91,85+7,76 95,03+8,94
7 | 1,5 6,07£0,010 0,60+0,035 61,86x7,20 62,15+6,87 113,97£9,07 115,54£2,92
8 2 2,5 5,930,010 3,6310,260 40,51+8,04 41,01+8,87 72,43+12,49 74,77+13,48
10 1,5 2 6,01£0,012 1,77+0,229 47,39+7,67 48,08+7,97 84,97+7,27 87,55+7,21
I 2 2 5,58+0,015 2,17+0,040 40,16+4,85 40,5345,38 77,60+5,91 78,35+6,61
12 2 2,5 5,94+0,05 3,98+0,133 39,97+3,13 40,8213,40 73,18+2,82 76,52+2,82
13 1,9 2,2 5,59£0,0453 ,35£0,047 46,90+11,24 52,39x11,06 80,63+7,90 91,44+8,89
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Os resultados de libertagao dos farmacos foram introduzidos no programa de DoE
para ambas as formulagoes. Para a formulagao A, a libertagao de ambos os farmacos nao é
influenciada de forma estatisticamente significativa pela % de carbomero e pela % de TEA nos
intervalos de concentragao estudados, apenas demonstra uma influéncia estatisticamente
significativa a interagdo do fator carbémero*carbomero na libertagdo inicial de ambos os
farmacos. O software parece indicar que o modelo de libertagao dos farmacos a partir das
formulagoes é afetado de forma estatisticamente significativa por fatores nulos, ou seja,
fatores nao considerados no DoE deste trabalho e portanto desconhecidos. Esses fatores

nulos poderao ser os restantes excipientes das formulagoes (Tabela 28).

a Lenth Individual Simultaneous
Term Contrast t-Ratio p-Value p-Value
Carbomero 0,38661 J 032 07828 1,0000
Trietanolamina 0,00334 0,00 09977 1,0000
Carbomero*Carbomero -2 86673 * | -237 0,0456* 0,2103
Carbomerc*Trietanoclamina 0,64792 * J 054 06476 1,0000
Trietanolamina*Trietanolamina  -0,96475 * -0,80 0,3660 0,9598
Mull7? -1,83644 -1,62 01275 0,5456

6,69379 ; 00069

b Lenth Individual Simultaneous

Term Contrast t-Ratio p-Value p-Value

Trietanclamina -2,81083 -0,51 06692 1,0000

Carbomero -1,77322 -0,32 07843 1,0000

Trietanolamina*Trietanolamina  -3,67034 * -0,67 0,5002 1,0000

Trietanolamina*Carbomero 4,13005 * :l 075 0,3930 0,9975

Carbomero*Carbomero -1,41040 * -0,26 08275 1,0000

-5,96919

Mullg 377123 0,68 04396 1,0000

< Lenth Individual Simultaneous

Term Contrast t-Ratio p-Value p-Value

Carbomero 0,34693 0,41 0,7248 1,0000

Trietanolamina 0,09360 011 0,9238 1,0000

Carbomero*Carbomero -3,80851 * -4 48 0,0157* 00608

Carbomero*Trietanolamina 0,78561 * J 09z 0,3017 0,9449

Trietanolamina*Trietanolamina  -0,87616 * -1,03 0,2615 08870

572718 0,0070*
-4,09128 : 0,0139*

d Lenth Individual Simultaneocus
Term Contrast t-Ratio p-Value p-Value
Trietanolamina -2,79944 -0,62 0,5188 1,0000

Carbomero -1, 76683 -0,39 07527 41,0000
Trietanolamina*Trietanolamina -4, 36054 * -0,96 0,2862 09237
Trietanclamina*Carbomero 433246 * :l 0,96 0,2896 09278

Carbomero*Carbomero -3,02091 * -0,67 0,5627 41,0000

-7,28696
Mulls 2,41821 053  0,6700 1,0000

Tabela 28: Fatores que interferem na libertagao de farmacos na formulagao A (a - lidocaina HCl aos 30’; b -
lidocaina HCl aos 120’; ¢ — prilocaina HCl aos 30’; d — prilocaina HCl aos 120’).

Os fatores nulos derivam do mero acaso, sao apenas uma possibilidade e sé servem
para comprovar ou rejeitar uma hipotese, nao devendo ser considerados no modelo, uma

vez que nao sao controlaveis (SAS Institute 201 3).

66



Desenvolvimento e caracterizagdo de uma formulagdo para administragdo tépica de anestésicos locais
Na Tabela 29 encontram-se os graficos relativos a formulagao B, que mostram de
que forma é que os fatores analisados influenciam a libertagao de ambos os farmacos numa

fase inicial (30’) e numa fase final (120’) e se essa influéncia é estatisticamente significativa ou

nao.

a Lenth Individual Simultanecus
Term Contrast t-Ratio p-Value p-Value
arb 384 | 4 0,0260 0,140
Trietanolamina -2,90529 |_ -1,35 0,1630 0,6611
Carbomero*Carbomero 1,30519 * j 0,61 0,6129 41,0000
Carbomero*Trietanolamina -1,49712 * |: -0,70 04306 0,99493
Trietanolamina*Trietanoclamina 1,37434 * :l 0,64 0,5939 71,0000
Mull? -0,85330 ’J: -0,40 0,7365 1,0000
Mulld -1,75421 -0,81 0,3540 09862
b Lenth Individual Simultaneous
Term Contrast t-Ratio p-Value p-Value

Carbomero -11,2824 00052

Trietanolamina -6,3572 0,0188*
Carbomero*Carbomero 26048 * . 1,58 0,1205 05243
Carbomero*Trietanolamina -0,6247 = | -0,32 07913 1,0000
Trietanolamina*Trietanolamina 0,9847 = l 0,60 06276 1,0000
Mull? 1,1362 I 0,69 04454 1,0000
Mullg -1,0881 -0,67 05002 1,0000
C Lenth Individual Simultaneous
Term Contrast t-Ratio p-Value p-Value

Carbomero -7 43717 0,0291*

Trietanolamina -1,83106 -0,79 0,3755 0,9805
Carbomero*Carbomero 1,25775 * 0,54 0,6525 41,0000
Carbomero*Trietanolamina -2, 45617 * -1,06 0,2503 0,8597
Trietanolamina*Trietanolamina 096137 * 0,41 0,7336 41,0000
Mull? -0,17658 -0,08 0,8530 41,0000

-3,43793 [ ]
d Lenth Individual Simultaneous
Term Contrast t-Ratio p-Value p-Value
Carbomero 11,1858 ]
Trietanolamina -4 7045 -072 04171 0,9985
Carbomero*Carbomero 1,5827 * :| 024 0,8420 41,0000
Carbomero*Trietanalamina -1,6291 * |: -0,25 08335 1,0000
Trietanolamina*Trietanolamina -0,1343 * -0,02 09864 1,0000
Mull? -4,3284 -067 0,5002 1,0000
MNullg -57188 -088 03242 0,9636

Tabela 29: Fatores que interferem na libertagdo dos farmacos da formulagdo B (a - lidocaina HCl aos 30’; b -
lidocaina HCl aos 120’; ¢ — prilocaina HCl aos 30’; d — prilocaina HCl aos 120’).

Pela andlise da Tabela 29 verifica-se que os resultados sao bastante diferentes dos
obtidos para a formulagao A. A primeira conclusio que se pode retirar é que a % de
carbomero afeta negativamente a libertagao de ambos os farmacos nos dois tempos e que
essa influéncia é quase sempre estatisticamente significativa. Também se verifica que a % de
TEA parece ter uma influéncia negativa e estatisticamente significativa na libertagao final da
lidocaina, embora em todos os casos se verifique uma tendéncia para a % de TEA afetar a
libertagao dos farmacos na formulagao B.

A semelhanga do que se verificou para a formulagido A, o software parece indicar que
o modelo de libertagao dos farmacos a partir das formulagoes é afetado de forma

estatisticamente significativa por fatores nulos, ou seja, fatores nao considerados no DoE
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deste trabalho e portanto desconhecidos. Esses fatores nulos poderao ser os restantes
excipientes da formulagao.

Os resultados obtidos para ambas as formulagoes podem também dever-se a outros
motivos como grande variabilidade das respostas obtidas por fatores nao relacionados com a
composicao da formulagao (ex: dificuldade em realizar ensaios de libertagio em células de
Franz de formulagoes muito liquidas, recolha manual das amostras, etc.). Desta forma, o
aumento do nimero de experiéncias, poderia contribuir para a melhoria dos resultados do
DoE e para a obtengao das equagoes de resposta para a libertagao dos farmacos que nao foi
possivel obter.

De seguida sao apresentados exemplos de perfis de libertagao para cada um dos

farmacos para a formulagao A e B ideais (Figura 35).

120

100

. _— )
/

%

= | idocaina A

== Prilocaina A

40 -
/ Lidocaina B
20

== Prilocaina B

O T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120

Tempo (min)

Figura 35: Formulagao A e B ideais — curva média da % de libertagao de lidocaina e prilocaina em fungao do
tempo.

Observa-se que para ambas as formulagoes os perfis sao muito semelhantes,
atingindo ambas aos 120’ valores superiores a 80% embora as formulagoes possuam
pequenas diferengas na sua composigao. Analisando também os resultados de libertagao que
se encontram nas Tabelas 28 e 29 parece haver uma tendéncia para a lidocaina ser libertada
de forma ligeiramente mais lenta que a prilocaina e que a formulagao B é a que apresenta
valores de libertagao de lidocaina e prilocaina mais semelhantes entre si. Os restantes perfis
de libertagao encontram-se no Anexo Il — Graficos 19 e 20, para a formulagao A e Graficos

21 e 22 paraaB.
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3. Resultados de microscopia

Os dois farmacos foram observados ao microscépio para se verificar a sua estrutura

(Figura 36 e Figura 37).

Figura 36: Imagem de microscopia otica de lidocaina HCI (luz polarizada; ampliagao del00x).

Figura 37: Imagem de microscopia otica da prilocaina HCI (luz polarizada; ampliagdo: A - 100x / B — 400x).

Foram depois observadas as formulagoes com APIs ao microscopio para verificar se

estavam presentes farmacos na forma cristalina (Figura 38 e Figura 39).

Figura 38: Formulagdo A com lidocaina HCI, observagdo ao microscopio.
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Figura 39: Formulagdo A com prilocaina HCI, observagao ao microscopio.

Em nenhuma das formulagdes se consegue observar os firmacos na sua forma
cristalina, pelo que se deverao encontrar dissolvidos na formulagio, e por isso em
concentragao inferior a sua solubilidade nas formulagoes. Esta caracteristica é importante,
pois para os farmacos penetrarem na pele tém que se encontrar na forma dissolvida

(Formariz et al., 2005).
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Conclusao

O trabalho foi iniciado pela definicao do TPP da formulagao que se pretendia
desenvolver. Esta definicao detalhada dos objetivos especificos a atingir foi muito importante
para o planeamento do trabalho e para a selecao dos fatores e respetivos niveis que
deveriam ser estudados de forma sistematica, com auxilio da ferramenta de desenho de
experiéncias JMP, de forma a conseguirmos alcangar uma formulagao que preenchesse esses
requisitos.

O trabalho laboratorial comegou pela realizagao de estudos de pré-formulagao que
serviram para conseguir reduzir o nimero de formulagoes de 4 para 2 (formulagao A e B),
permitiram ainda selecionar o agente gelificante mais adequado e estidvel e o método de
preparagao mais adequado a composicao, viscosidade e tipo de formulagoes
(microemulsoes). Verificou-se ainda que as substancias ativas alteravam o pH e a viscosidade
das formulagoes com carbomero de forma muito significativa, pelo que se teria que
incorporar um agente neutralizante que corrigisse este problema em estudos futuros. De
seguida foi estudada a influéncia da % carbomero, % TEA e presenca de APIs nas respostas
condutividade, pH e viscosidade nas duas formulagoes em estudo (A e B). De uma forma
genérica verificou-se que os trés fatores influenciavam o pH das formulagdes, que o
carbomero influenciava a viscosidade de ambas as formulagoes e que, curiosamente, no caso
da formulagido B também a presenca dos APIs tinha uma influéncia estatisticamente
significativa na viscosidade. No caso da condutividade, o fator que demostrou ter uma maior
influéncia no seu resultado foi a presenca de APIs.

As formulagoes com os dois APls foram depois otimizadas recorrendo ao DoE e os
modelos matematicos obtidos permitiram determinar, para cada formulagao, a zona de
trabalho onde as formulagoes preenchiam simultaneamente os requisitos de pH e
viscosidade e foi selecionada, com base nestes resultados, a composi¢ao ideal da formulagao
AeB.

Os resultados dos estudos de libertagao indicam que, de uma forma genérica, parecia
haver uma tendéncia para a lidocaina ser libertada um pouco mais lentamente que a
prilocaina e que a formulagao B é aquela que apresenta valores de libertagao de lidocaina e
prilocaina mais semelhantes entre si. Nao se verificou haver uma diferenga muito marcada
entre os resultados de libertagao dos APIs a partir da formulagao A e da formulagao B.

Outra importante conclusao que se foi tirando ao longo do estudo é que a

formulacao B foi a que sempre demonstrou ter maior reprodutibilidade nos resultados
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alcangados, por isso, parece ser nesta altura a mais robusta. Por esse motivo e porque
ambas as formulagoes sempre demonstraram propriedades adequadas devera ser a

formulacao B a escolhida para o caso de o trabalho continuar.
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Perspetivas futuras

O proximo passo no desenvolvimento deste projeto devera passar pela preparagao
de mais formulagoes B e a realizagao dos respetivos ensaios de libertagao de forma a
conseguir obter equac¢oes de resposta robustas

Como o objetivo do trabalho é desenvolver uma formulagao para aplicagao de
anestésicos locais na pele, o passo seguinte devera ser a realizagao de estudos de absorgao /
permeacao cutanea que permitam otimizar a formulagao, de forma a alcangar uma
formulagao com um inicio de agao mais rapido que a formulagao comercial (EMLA®). Para
tal dever-se-a usar o EMLA como produto de referéncia nos ensaios de absorgao /
permeagao cutanea.

Seria também importante a realizagao de estudos mais completos de estabilidade da

formulagao B.
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Desenvolvimento e caracterizagdo de uma formulagdo para administragdo tépica de anestésicos locais

Anexo | — Graficos de Viscosidade
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Grifico |: Variagdo da tensdo de corte (T) com o aumento da taxa de corte (y) para a formulagao Al analisada
a duas temperaturas.
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Grifico 2: Variagao da viscosidade (1) com taxa de corte (y) para a formulagao Al analisada a duas
temperaturas.
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Grifico 3: Variagao da tensao de corte (T) com o aumento da taxa de corte (y) para a formulagao A3 analisada
a duas temperaturas.
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Grifico 4: Variagdo da viscosidade (1) com taxa de corte (y) para a formulagdo A3 analisada a duas
temperaturas.
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Grifico 5: Variagdo da tensdo de corte () com o aumento da taxa de corte (y) para a formulagdo A3 com 2
de carbémero, armazenada a temperatura ambiente, analisada a duas temperaturas.
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Grifico 6: Variagdo da viscosidade (77) com taxa de corte (y) para a formulagio A3 com 2% de carbémero,
armazenada a temperatura ambiente, analisada a duas temperaturas.
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Griafico 7: Variagao da tensao de corte () com o aumento da taxa de corte (y) para a formulagao A3 com 2%

de carbomero, armazenada a 5°C (analises a 25°C).
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Grifico 8: Variagdo da viscosidade (77) com taxa de corte (y) para a formulagdo A3 com 2% de carbomero,
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Grifico 9: Variagdo da tensdo de corte (T) com o aumento da taxa de corte (y) para a formulagdo B analisada a
duas temperaturas.
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Griafico 10: Variagao da viscosidade (1) com taxa de corte (y) para a formulagao B analisada a duas
temperaturas.
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Gridfico | I: Variagdo da tensdo de corte () com o aumento da taxa de corte (y) para a formulagdo B

armazenada em duas condi¢Ses analisada a 25°C.
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Griafico 12: Variagao da viscosidade (17) com taxa de corte (y) para a formulagao B armazenada em duas

condi¢des analisada a 25°C.
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Griéfico |13: Variagao da tensao de corte (t) com o aumento da taxa de corte (¥) para as formulagoes A do

DoE com farmacos.
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Grifico 14: Variagao da viscosidade (17) com taxa de corte (y) para as formulagdes A do DoE com farmacos.
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Grifico 15: Variagao da tensio de corte (1) com o aumento da taxa de corte (y) para as formulagées B do DoE
com farmacos.
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Griafico 16: Variagao da viscosidade (17) com taxa de corte (y) para as formulagées B do Doe com farmacos.
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Grifico 17: Variagao da tensdo de corte (1) com o aumento da taxa de corte (y) para as formulagoes ideais A e

B.
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Griafico 18: Variagao da viscosidade (17) com taxa de corte (y) para as formulagoes ideais A e B.
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Anexo llI- Perfis de Libertacao
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Griafico 19: Perfil de libertagao da lidocaina HCI para as formulagées A do DoE.
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Grifico 20: Perfil de libertagdo da prilocaina HCI para as formulagdes A do DoE.
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Grafico 21: Perfil de libertagao da lidocaina HCI para as formulagoes B do DoE.
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Grafico 22: Perfil de libertagao da prilocaina HCI para as formulagoes B do DoE.
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