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Abstract

This study describes the acquisition and formulation optimization of a system nano-
reservoir stable, with nanocapsules containing the biocompatible and biodegradable
polyester, poly-lactic acid (PLA) and poly-lactic acid-co-glicélideo (PLGA 50:50),
obtained through the method of deposition of polymer preformed at the interface,
proposed by Fessi et al, in 1989.

There were determined characteristics of various formulations of these nanoparticles
containing the drug isotretinoin, such as size and PDI, zeta potential, physical and
chemical stability of the dispersion +4°C, between the comparative photomicrographs
dispersions, efficiency of encapsulation and release profile of the kinetics in vitro,
establishing parameters to standardize the best formulation, the method of preparation
and the direct influence of these factors in obtaining sizes average less than 200nm and
PDI's close to 0,1. It was possible to reach a reproducible formulation, a methodology to
separate the fractions of drug encapsulated and free and the measurement of drug
encapsulated with further evaluation of maximum efficiency of encapsulation that was
obtained with about 99% for a theoretical concentration of 0,5 mg/mL of isotretinoin
encapsulated.

The stability of the encapsulated drug was evaluated and compared to free drug,
before direct exposure to UVA rays at certain intervals of time.

As well as the dispersion of nanocapsules containing isotretinoin was stored at +4T

and its stability monitored successfully for 5 months.
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1. INTRODUCAO

1.1. SISTEMAS DE LIBERACAO DE FARMACOS

A constante busca por um sistema perfeito de liberacdo controlada capaz de
direcionar farmacos exclusivamente para o sitio alvo desejado, com exposi¢ado minima
de outros tecidos nao-alvos, tem aumentado o interesse em pesquisas com o0 objetivo
de promover o efeito terapéutico do farmaco com minima toxicidade, aumentar sua
especificidade pelos sitios de acéo, reduzir os efeitos colaterais nos sitios ndo-alvos e
melhorar a eficicia. Sistemas de velocidade controlada de liberacdo de farmacos séo
sistemas em que a liberagdo é controlada pelas caracteristicas do proprio sistema,
independente das condicdes fisiolégicas como pH gastrintestinal ou do meio como o
tempo de transito do farmaco através do trato gastrintestinal (ALLEN et al, 2005). O
desenvolvimento destes novos sistemas pode ser baseado na promocgéo continua de
efeitos terapéuticos do farmaco, minimizando seus efeitos toxicos pelo aumento da
quantidade e persisténcia do farmaco ao redor da célula alvo e reducdo da exposicao
deste na célula ndo-alvo (NASTRUZZI et al, 1990; SINGH & DAS, 1998; SANTOS et al,
2006; BLOUZA et al, 2006; DIAZ et al, 2006; LIU et al, 2007; XIONG et al, 2007).
Através de sistemas de liberagdo controlada podem ser muitos os beneficios
terapéuticos adquiridos tais como a otimizacdo da duracdo da acdo do farmaco,
obtencdo de menores flutuagcdes dos niveis sanguineos do farmaco, reducdo da
frequéncia de doses, e maior controle do sitio de liberacdo e manutencdo constante
dos niveis do farmaco, como também beneficios clinicos, que podem ser resultantes do
aumento da seguranca e adesao do paciente ao tratamento com melhores resultados e
reducdo dos efeitos adversos (ALLEN et al, 2005). Quanto a sua administracdo, estes
sistemas podem ser administrados pelas vias transdérmica (ex. géis tdpicos),
intravaginal (ex. anéis vaginais), intrauterina (ex. dispositivos intra-uterinos), oftalmica
(ex. membranas oftalmicas), oral (ex. gomas muco adesivas, granulos ou pellets,
microesferas) e parenteral (ex. microesferas, micro ou nanocépsulas) (ALLEN et al,
2005).
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A maioria dos sistemas com velocidade controlada de liberacdo, constituidos
por polimeros biodegradaveis, liberam lentamente o farmaco e possuem cinética de
liberacdo predominantemente governada por trés fatores como o tipo do polimero, a
morfologia do sistema polimérico que compreende desde a estrutura da matriz
polimérica onde o farmaco estad contido as propriedades quimicas de ambos, do
polimero e do farmaco, e adjuvantes presentes no sistema (FREIBERG & ZHU, 2004;
http://drugdel.com/polymer.htm).

A composicdo dos sistemas poliméricos biodegradaveis € bastante variavel
sendo que a biocompatibilidade pode ser obtida com o uso de polimeros naturais como
celulose, quitina, quitosana, gelatina, colageno e agucares ou pelo emprego de
polimeros obtidos a partir de monémeros como os de acido latico (PLA) e acido latico e
glicolico (PLGA) (PRISTA et al, 1993a). Os poliésteres (PLA, PLGA e Policaprolactona
ou PCL) séo os mais utilizados para a preparacdo de sistemas de liberacdo controlada

de farmaco, por serem biodegradaveis e biocompativeis (ABDELWAHED et al, 2006).

Existem dois mecanismos primarios pelo qual o farmaco pode ser liberado sem a
necessidade de remocdo do sistema apds sua liberagdo, podendo ocorrer
isoladamente ou associados: difusdo e erosdo. Microparticulas ou nanoparticulas
convencionais preparadas com estes polimeros biodegradaveis sdo utilizados como
matriz que liberam o conteddo de farmaco através da difusdo controlada (através de
poros formados durante o processo de producdo da matriz polimérica) onde o farmaco
encapsulado pela membrana polimérica ou suspenso na matriz polimérica, € difundido
para fora do polimero, ja a erosdo ou degradacdo enzimatica desta matriz (erosdo da
matriz polimérica), o polimero é degradado naturalmente pela hidrélise das ligagbes de
ésteres, liberando o farmaco (Figura 1). (; (http://drugdel.com/polymer.htm,; FREIBERG
& ZHU, 2004; FAROKHZAD & LANGER, 2006).
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Figura 1 - Possiveis mecanismos fisicos de liberagédo controlada do farmaco através de
sistemas poliméricos (http:/drugdel.com/polymer.htm ).

A liberacéo controlada destes sistemas poliméricos podem se tornar sistemas de
longa duracdo, chamados de nanoparticulas furtivas, as quais sao ligadas a moléculas
de Polietilenoglicol (PEG), retardando a “opsonizacdo” destas particulas (mecanismo
de defesa do organismo que utiliza opsoninas, as quais sdo proteinas que englobam
corpos estranhos), impedindo o reconhecimento e fagocitose realizada pelos
macréfagos por causa desta modificacdo na estrutura do sistema, ou seja, com
emprego de moléculas hidrofilicas como PEG na superficie da particula, pode-se
alterar o tempo de permanéncia na circulagdo sanguinea e/ou garantir a vetoriza¢do do
sistema ao sitio de agdo por criar uma barreira altamente hidrofilica na superficie da
particula que bloqueia a adesdo das opsoninas, tornando-a irreconhecivel as células
fagocitarias (BARRAT, 2000; ALLEN et al, 2005).
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1.2 MICROENCAPSULACAO E NANOENCAPSULACAO

1.2.1 HISTORICO

Os primeiros sistemas carreadores de farmacos introduzidos na pratica medica,
capazes de promover uma liberacdo controlada no organismo foram de origem
biolégica, como por exemplo, eritrécitos que podem ser utilizados como sistemas
carreadores de liberacdo oral para proteinas sensiveis ao suco gastrico como a
insulina, e lipossomas primeiramente descritos por Bangham et al, em 1965 séo
vesiculas lipidicas uni ou multi-lamelares, com faixa de tamanho entre 20nm a 10um de
diametro, compostas de bicamadas de fosfolipideos que circundam um cavidade
aguosa. Farmacos lipossoluveis podem ser incorporados no interior das bicamadas
lipidicas e farmacos hidrossolaveis ficam dissolvidos no compartimento aquoso
(BANGHAM et al, 1965; MARTIN, 1993; AL ACHI & GREENWOOD, 1998).

No inicio dos anos 60, foram obtidas microcapsulas estaveis envolvidas com
membranas poliméricas semipermeaveis, com diametro médio de 1 a 100um, para
encapsular solu¢des aquosas de proteinas com a idéia de utiliza-las como sistemas de
liberacdo (CHANG,1964).

As nanoparticulas poliméricas biodegradaveis com diametro médio de até 200
nm foram introduzidas como carreadores de liberagdo controlada de farmacos no final
da década de 70, por Kreuter em 1978 e 1981 e Speiser em 1976 e 1979, como
alternativa para superar algumas limitacdes encontradas nos lipossomas como baixa
eficiéncia de encapsulacdo, instabilidade em meio aguoso, rompimento e oxidacao
durante o armazenamento em longo prazo e degradacao hidrolitica dos fosfolipideos
(LASIC, 1997).

Os primeiros estudos de degradacdo da matriz polimérica biodegradavel em
sistemas microparticulados foram efetuados inicialmente por Mason et al, em 1976, e
revisados por Marty & Oppenhein em 1977, e desde entdo nos ultimos 30 anos os
processos de biodegradacédo tém sido estudados e revisados continuamente por outros
autores tanto para microparticulas e nanoparticulas (WANG et al, 1997; ANDERSON &
SHIVE, 1997; FREIBERG & ZHU, 2004; MATSUMOTO et al, 2005; CRUZ et al, 2006)

para tentar alcancar uma cinética de liberac&do do farmaco adequada ao tratamento.
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1.2.2 APLICACOES

A obtencdo de microparticulas e nanoparticulas pode proporcionar desde a
obtengcdo de formas solidas contendo O6leos, mascaramento de sabor e odor
desagradaveis, protecao dada ao farmaco contra umidade, calor e oxidacéo, alteracao
da solubilidade do farmaco, diminuicdo da volatilizacdo de esséncias ou Oleos
essenciais, prevencdo de incompatibilidades entre substancias ativas na mesma
formulacé@o, aumento das caracteristicas de fluxo de materiais sélidos em processo de
compressao, obtencéo da liberacdo controlada e vetorizacdo de farmacos (ANDREO-
FILHO & OLIVEIRA,1999), além do aumento da biodisponibilidade dos farmacos e
reducdo dos seus efeitos colaterais, seja apds administracéo local (MO & LIM, 2005),
oral (MU & FENG, 2003; MULLER et al, 2004), retal (FAWAZ et al, 1996), como
também o0 aumento da atividade terapéutica e modificacdo da distribuicao tecidual dos
farmacos pela via parenteral, aléem de favorecer a reducdo da frequéncia de
administracdo por esta via (SONG et al, 1997; O'HAGAN et al, 1998; WIN & FENG,
2006).

Uma vantajosa aplicacdo dos sistemas carreadores nanoparticulados de
farmacos sobre os sistemas microparticulados, devido o tamanho nanométrico ser mais
adequado na administracdo intravenosa e penetracdo de cosmeéticos pela pele
(BOUCHEMAL et al, 2006). As nanoparticulas biodegradaveis sao aplicadas
preferencialmente pela via de administracdo parenteral endovenosa e podem veicular
uma variedade de ativos, como por exemplo, corantes biomarcadores fluorescentes e
fotossensibilizantes (SAXENA et al, 2004), antineoplasicos, citostaticos e
imunossupressores (WANG et al, 1997; WIN & FENG, 2006; COUVREUR et al, 2006),
antibioticos (PAGE-CLISSON et al, 1998; MAGALHAES et al, 2000), proteinas (SONG
et al,1997; RIBEIRO et al, 2005; CHUNG et al, 2006), entre outros.
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1.2.3 MICROPARTICULAS E NANOPARTICULAS POLIMERICAS

O termo “nanoparticulas” é utilizado para particulas com tamanho menor que
1um, enquanto que particulas maiores sdo denominadas de “microparticulas”. Estes
dispositivos sdo representadas por dois tipos de estruturas diferentes: microesferas e
nanoesferas, microcapsulas e nanocapsulas. De acordo com o processo de preparacao
utiizado sao obtidas nanoesferas ou nanocapsulas, onde esferas sdo sistemas
monoliticos em que o farmaco encontra-se homogeneamente disperso no interior da
matriz polimérica ou cerosa e microcapsulas e nanocapsulas, ao contrario, constituem
sistemas vesiculares, tipo reservatorio onde € possivel identificar uma cavidade interna
diferenciada, que pode ser liquida ou oca e o farmaco encontra-se envolvido por uma
membrana polimérica isolando o ndcleo do meio externo (ANDREO-FILHO e
OLIVEIRA, 1999).

Figura 2: Diferencas morfolégicas entre esfera (sistema polimérico matricial vazio e
contendo farmaco) (A) e cépsula (sistema polimérico reservatorio vazio e contendo
farmaco (B) (www.canalu.fr/canalu/img).
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O meétodo de microencapsulacéo ou nanoencapsulacéo de solido ou liquido, por
um revestimento polimérico utilizado, seja para melhorar a estabilidade do farmaco,
protegé-lo de condi¢gbes externas ou modificar a sua liberacdo e/ou reduzir os seus
efeitos colaterais, depende principalmente da solubilidade do farmaco. Os sistemas
obtidos podem ser classificados de acordo com a natureza dos materiais poliméricos
utilizados especificamente para um determinado processo de preparagao (ex.
mondmeros ou polimeros hidrofébicos) ou pelo seu tipo de estrutura interna: capsulas
(nucleo revestido) ou esferas (matriz) (GUINEBRETIERE et al, 2002). As nanoesferas
também podem ser distinguidas das nanocapsulas quando submetidas a
ultracentrifugacdo, as nanoesferas formam um sedimento no fundo do tubo enquanto
as nanocdpsulas com um nucleo oleoso, formam uma camada na superficie do tubo,

por causa das goticulas de 6leo do sistema (MARTIN,1993).

1.2.3.1 METODOS DE PREPARACAO DE SISTEMAS POLIMERICOS
NANOENCAPSULADOS

Dependendo das caracteristicas fisico-quimicas do farmaco, é possivel escolher
o melhor método e o polimero mais adequado para se obter um sistema de liberacéo
controlada ideal para este farmaco, muitos métodos tém sido desenvolvidos para
preparar nanoparticulas poliméricas, estes métodos podem ser classificados dentro de

trés categorias principais (REIS et al, 2006).

1. Polimerizacdo em emulsdo: as nanoparticulas sdo obtidas pela polimerizacdo de
mondmeros parcialmente sollveis em agua e o iniciador hidrossoluvel, onde o
agente emulsificante forma micelas onde os monémeros ficam contidos, algumas
micelas se tornam ativas, onde a reacdo de polimerizacdo se processa dentro
delas, enquanto outras inativas, constituindo apenas de uma fonte de monémeros.
A medida que a reagdo ocorre, as micelas inativas suprem as ativas com
mondmeros, que crescem formando polimeros. Este método de preparacdo se
divide em duas técnicas de obtencdo dependendo da constituicdo fase continua
(REIS et al, 2006);

» Fase continua organica: sempre utiliza um emulsificante para prevenir agregacao,

pois 0s mondmeros insollveis no meio sao dispersos em emulsdo, microemulsao
inversa (REIS et al, 2006).
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Fase continua aquosa: onde o monémero € dissolvido em uma fase aquosa néo

sendo necessario a presenca de um agente emulsificante e a molécula iniciadora
pode ser um ion ou um radical livre. A fase de separacdo e de formacdo das
nanoesferas pode ocorrer antes e apés o final da polimerizagdo (VAUTHIER et al,
2003).

Polimerizacao interfacial : nesta técnica a polimerizacado ocorre na interface entre
dois solventes imisciveis. O polimero é formado no local onde ele é depositado e a
membrana polimérica envolve uma fase interna Oleo/agua ou agual/dleo
(COUVREUR et al, 2002).

Precipitacdo de polimeros pré-formados: A vantagem da utilizacdo de polimeros
pré-formados sobre a polimerizacdo em emulsédo ou polimerizacéo interfacial evita
que durante a polimerizacdo, residuos de monémeros e moléculas residuais de
reagentes ou agentes polimerizantes fiquem no produto final, o que pode
proporcionar em cada lote fabricado, maior ou menor toxicidade, requerendo um
meticuloso processo de purificacdo do material coloidal ap6s a polimerizagdo, além
do mais, moléculas de monémeros ativados podem interagir com o farmaco durante
0 processo de polimerizacdo e, por exemplo, levar a desnaturacéo e inativacéo de
farmacos protéicos (LAMPRECHT et al, 1999; REIS et al, 2006), Este método se

divide em duas técnicas de obtengéo:

Emulsificacdo/Evaporacdo do solvente: Nesta técnica envolve duas etapas,

primeiro o polimero pré-formado é dissolvido em uma solucdo aquosa (formacao
de emulsdo), em seguida é evaporado induzindo a precipitacdo deste como
nanoesferas (SOPPIMATH et al, 2001).

Deslocamento do solvente e deposicéo interfacial: Consiste na precipitacdo do

polimero de uma solucdo organica, e difusdo do solvente organico para a fase
aguosa, geralmente na presenca de um tensoativo (FESSI et al 1989). A técnica
de deslocamento do solvente € utilizada para a preparacdo de nanocapsulas e
nanoesferas, de acordo com a presenca ou auséncia de 0leo, respectivamente.
O item 1.1.2.1.1, a seguir descreve detalhadamente o método de preparacdo das
nanocapsulas biodegradaveis por esta técnica de deposicao interfacial de

polimero pré-formado.
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1.2.3.1.1 Método de preparacdo das nanocapsulas degradaveis por deposicao interfacial

de polimero pré-formado

O método de deposicdo interfacial de polimero pré-formado através da
evaporacao do solvente, primeiramente descrito por Fessi et al, em 1989, é baseado na
emulsificacdo da fase interna organica contendo o polimero dissolvido, dentro da fase
aguosa externa. Ocorre entdo um processo de emulsificagao/solidificacdo usado para a
fabricacdo das nanocapsulas. Na deposicao interfacial é introduzido um Oleo de
natureza biocompativel miscivel no solvente do polimero, mas imiscivel na mistura

final.

Neste método, o polimero € dissolvido juntamente com o farmaco lipossoluvel,
Oleo e fosfolipideos em acetona. A mistura orgéanica (solucdo acetona-6leo) é injetada
lentamente dentro de um meio aquoso sob agitacéo, resultando numa emulsificacao
espontanea da solucdo oleosa na forma de nanogoticulas, devido a instabilidade na
interface que surge através da rapida difusdo da acetona quando atravessa a interface
e provoca a diminuicao da tensao interfacial. Durante a evaporacdo da acetona ocorre
a migracdo do polimero insoluvel através da interface Oleo/agua, ou seja, ele se
deposita entre a agua e as nanogoticulas de Oleo formando a membrana da
nanocapsula (FESSI et al, 1989).

As propriedades farmacéuticas das micro/nanoparticulas podem ser
determinadas por varios fatores como natureza, solubilidade e encapsulacdo do
farmaco; tipo de polimero (peso molecular e composi¢ao), propriedades do solvente
organico, concentracdo e propor¢cdo da mistura das fases aquosa e organica, bem
como a propor¢cao entre os componentes de cada uma das fases (polimero / farmaco /
tensoativo(s) / estabilizante(s) / aditivo(s)), natureza e concentracao do(s) tensoativo(s),
forgca mecanica de partilha / agitacado e outras condicbes como temperatura e pH (MU
et al, 2003).
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1.3 COMPONENTES DA FORMULACAO DE NANOCAPSULAS

1.3.1 POLIMEROS

As propriedades fisico-quimicas da particula bem como do polimero sédo de
grande importancia e podem influenciar na elaboracdo de sistemas microparticulados e
nanoparticulados quando se pretende a liberacdo controlada, prolongada ou
vetorizacdo de farmacos, uma vez que a farmacocinética do farmaco passa a ser

dependente do sistema no qual ele esta contido (PRISTA et al, 1993b).

Os poliésteres alifaticos sdo homo ou co-polimeros de acido lactico, acido
glicdlico e e-hidroxi acido caproico muito utilizados em sistemas nanoencapsulados.
Eles sdo facilmente susceptiveis a hidrolise na presenca de umidade e sé&o
classificados como materiais biodegradaveis, bio-compativeis e bio-absorviveis, com
aprovacao do seu uso por varias vias de administracao inclusive parenteral, pela “Food
and Drug Administration (FDA)” (JIANGA et al, 2005; KIBBE,2000). Em meio aquoso
estes poliésteres sofrem degradacdo hidrolitica através do rompimento de suas
ligagbes ésteres, tornando-se acidos hidroxicarboxilicos ndo toxicos. Estes éacidos
hidroxicarboxilicos sdo eventualmente metabolizados no organismo e eliminados como
agua e dioxido de carbono através da via do acido citrico ou ciclo de Krebs (KIBBE,
2000). O processo de biodegradacdo do PLA e do PLGA é descrito com uma
sucessao de etapas quando estes sao expostos aos fluidos do organismo, inicialmente
o material sofre hidratacdo, com a presenca das moléculas da agua, o processo de
degradacéao inicia através da hidrolise das ligacdes ésteres, originado produtos na
forma de mon6émeros solluveis e nao téxicos de acido lactico para PLA e acido lactico e
glicdlico para PLGA (PLA + PGA). A degradacdo prossegue por um processo
biologicamente ativo (feito por enzimas) ou pela quebra de ligacbes ésteres ou
clivagem hidrolitica passiva (ELKE et al 2004). Terminada a hidrolise dos polimeros,
para PLA inicia-se uma oxidacao a &cido lactico e para PGA a converséo das unidades
de &cido glicdlico em glicina que por sua vez sdo convertidos em acido pirdvico. Na
presenca de acetil coenzima A, ocorre liberacdo de CO2 e consequentemente
decomposicdo em citrato. O citrato sera entdo incorporado no Ciclo de Krebs,
resultando em CO2 e agua, podendo sua eliminacdo ser feita através da urina e da
respiracdo. Dessa maneira, o0 material foi reabsorvido e totalmente metabolizado (ALI et
al, 1993).
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A velocidade de biodegradacéo e caracteristicas como solubilidade de sistemas
formulados com poliésteres, podem ser controladas por alteracdes nas propriedades
fisicoquimicas dos polimeros como cristalinidade, hidrofobicidade, estereoquimica do
mondmero, proporcdo de co-polimero e peso molecular do polimero. Os pesos
moleculares variam de 2000 até mais de 100000. Propor¢cbes de co-monémeros de
acido lactico e acido glicélico para Poli (DL-lactico-co-glicélico) ou PLGA variam entre
85: 15 a 50: 50 (KIBBE, 2000). Para o co-polimero PLGA, & medida que a propor¢ao
Lactideo/Glicolideo é alterada diminuindo o acido lactico e aumentando acido glicdlico,
por exemplo, propor¢cdes como 85: 15/ 75: 25 / 50: 50 quantidades relativas de acido
lactico e acido glicdlico, respectivamente irdo determinar a cristalinidade e a taxa de
hidrélise do polimero e consequentemente a velocidade de liberacdo do farmaco
através da matriz polimérica (DESHPANDE et al, 1998). Com o aumento da taxa de
acido glicélico até 50%, a hidrofilicidade é aumentada e a interacdo entre o polimero,
fase oleosa e fase aquosa também se alteram, acelerando a velocidade de degradacéo
polimérica e consequentemente a liberacdo do farmaco (MU & FENG, 2003).

A composicao do polimero e a cristalinidade desempenham um importante papel
na solubilidade destes poliésteres alifaticos, pois homopolimeros cristalinos de acido
glicdlico sdo apenas soluveis em solvente forte como hexafluorisopropanol, ja os
homopolimeros cristalinos de acido latico ndo possuem boa solubilidade na maioria dos
solventes organicos, entretanto polimeros amorfos de D,L- acido latico e os
copolimeros de D,L-acido latico e glicolico com baixo teor de acido glicolico sao
solluveis na maioria dos solventes organicos, as propriedades fisico-quimicas dos
polimeros biodegradaveis D,L-PLA e PLGA 50:50 utilizados para a fabricacdo das
nanocapsulas estdo descritas na tabela 1 (KIBBE, 2000).
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Tabela 1: Propriedades fisico-quimicas dos polimeros biodegradaveis D,L- PLA e PLGA para a fabricacdo das nanocapsulas (KIBBE,

2000).
Polimero Férmula geral Solubilidade* | Ponto de | Densidade Viscosidade Peso molecular | Cor
Nome genérico e quimico (CAS) fusdo (°C) (g/mL) (dL/g)*
PLA Poli-(DL-lactideo) —(Cs He O3)n MeCl; amorfo <1,25 0,5-0,8 40000-100000 Branco
THF (CHCl3)
Acido propi6nico, 2-hidroxihomopo-limero EtOAc
C3HsO
CHCls3
PLGA Poli (DL-lactideo-co-glicolideo) [FOCH (CH3) CO -] x | MeCl; amorfo <1,34 0,5-0,8 dL/g 40000-100000 Incolor, branco a
[-OCH2CO -]y THF (HFIP) levemente
amarelado
1,4-dioxano-2,5-dione, polimero com (3S-cis)- EtOAcC
3,6-dimetil-1,4-dioxano-2,5-dione CaHeO
CHCl3

* MeCl, = cloreto de metileno, THF= tetrahidrofurano, EtOAc= acetato de etila, CsH¢O= acetona, CHCI; = cloroférmio, HFIP= hexafluoroisopropanol)
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Outro tipo de polimero utilizado como agente estabilizante de sistemas
nanoparticulados, capaz de proporcionar aumento na viscosidade da fase externa
aguosa aumentando a estabilidade da disperséo coloidal (Cunha Junior et al, 2003), é
um copolimero bloco ndo i6nico, o polioxietileno-polioxipropileno, chamado
comercialmente de Poloxamer 188® ou Pluronic® F-68 e suas especificacdes e

caracteristicas fisico-quimicas estédo descritas na Tabela 2 (KIBBE, 2000)

As caracteristicas do Poloxamer 188® em termos de peso molecular, aparéncia,
hidrofilicidade/hidrofobicidade e solubilidade sdo determinadas pelo comprimento da
cadeia constituida com unidades de polioxietileno — (EO-) (porcdo hidrofilica) e
unidades de polioxipropileno — (PO-) (porcdo hidrofébica). A distribuicdo do peso
molecular é dependente das rea¢des que ocorrem durante a polimerizacdo de 6xido de
propileno e a capacidade de solubilizacdo do poloxamer € comandada pela sua porcao
hidrofébica presente na cadeia polimérica (cerca de 20-28% de unidades de
polioxipropileno—(PO-)). O Poloxamer 188® pode ser utilizado como emulsificante em
emulsbes oleosas intravenosas e na preparagdo de sistemas solidos de dispersoes,
agente solubilizante, podendo aumentar a biodisponibilidade oral de farmacos
insoliveis em agua. E Gtil ainda como agente de revestimento para antibioticos e
revestimento e ligante para comprimidos (pode garantir uniformidade de conteudo
durante a granulacdo), também é usado em bases para pomadas e supositorios além
de varias outras aplicagfes (KIBBE, 2000; QUADIR, 2006).
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Tabela 2: Especificacbes e caracteristicas fisico-quimicas do Poloxamer
(polietileno-propilenoglicol-copolimero) (KIBBE, 2000; Basf, 2004)

Nome quimico

a - hidro - w -hidroxipoli(oxietileno)

copolimero bloco de poli-(oxipropileno) — poli-

(oxietileno)

Peso molecular

7680-9510 (peso médio = 8400)

Férmula geral

HO(C;H40)a(C3Hs0)5(C2H40)aH

possui cerca de 80% de a e 20-28% de b

Viscosidade

1000 cP quando fundido a 77°C

Ponto de fusao

52-55°C

Caracteristicas

gerais

Escamas sélidas ou granulos brancos e cerosos.
Carga anionica.

A porcéo polioxietilenoglicol [=80%] é mais hidrofilica

e a porcao polioxipropilenoglicol é mais hidrofébica

Acidez/alcalinidade

pH 5 a 7,5 para uma solucéo aquosa a 2,5%

Densidade 1,06 g/mL
HLB >24
Solubilidade Livremente sollivel em etanol (95%) e agua

188®
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1.3.2.FOSFATIDILCOLINA
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FIGURA 3 - Estrutura quimica da fosfatidilcolina

(www.biog.unb.br/htm/biomoleculas/geral/fosfatiddina)

A fosfatidilcolina, quimicamente denominada 1,2 diacil-sn-glicero-3-fosfocolina
pode ser de origem vegetal extraida da lecitina de soja purificada (Lipoid S100®
pureza de 99%) e de origem animal extraida de gema de ovo (KIBBE, 2000). Segundo
a Farmacopéia dos Estados Unidos, USP 30, a lecitina de soja é definida como uma
mistura complexa de fosfatideos insolliveis em acetona, 0s quais consistem
principalmente em  fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina, e
fosfatidilinositol combinados a varias outras substancias como triglicerideos, acidos
graxos e carboidratos, quando separados de uma fonte de Oleo vegetal cru (KIBBE,
2000).

A composicdo da lecitina varia bastante dependendo da fonte e do grau de
purificacd@o. A lecitina de soja contém aproximadamente 21% de fosfatidilcolina, 22% de
fosfatidiletanolamina, 19% de fosfatidilinositol, além de outros componentes. As
lecitinas sao principalmente utilizadas em produtos farmacéuticos como agente
dispersante, emulsificante, e estabilizante e sédo incluidos em inje¢cfes intravenosas e
intramusculares, formulagfes para nutricdo parenteral, produtos topicos como cremes e
pomadas entre outras aplicacfes. Lecitinas sdo solliveis em hidrocarbonetos alifaticos
e aromaticos, 0leo mineral, e acidos graxos e praticamente insollveis em Oleos
vegetais e animais frios, solventes polares e dgua. Possuem grande variedade na sua
forma fisica, de semiliquido viscoso a p0, dependendo da quantidade de acidos graxos

livres sua cor varia também de marrom a amarelo claro, dependendo do grau de
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purificacdo. Decompdem-se em pHs extremos e quando aquecidas, sao higroscépicos,

e sujeitos a degradacao microbiana (KIBBE, 2000).

Os fosfolipideos possuem grande eficiéncia em manter a estabilidade da
emulsdo, sendo utilizados na fabricacdo das nanocapsulas como estabilizante da fase
oleosa da emulsdo oleo/agua formada na primeira etapa de preparacéo, reduzindo a
energia de superficie na interface e devido a grande afinidade pela fase oleosa e
aquosa (FENG & HUANG, 2001), dispbéem-se na interface juntamente com o

poloxamer 188®.

1.3.3. OLEO VEGETAL BIOCOMPATIVEL: OLEO DE SOJA

O 6leo de soja refinado possui composi¢cdo tipicamente conhecida de acidos
graxos, apresentados como glicerideos, sendo os principais: acido linoleico 50-57%,
acido linolénico 5-10%, acido oléico 17-26%, acido palmitoleico 9-13% e acido
esteérico 3-6% (KIBBE, 2000). Emulsdes contendo 6leo de soja tém sido usadas como
veiculos para a administrac@o oral e intravenosa de farmacos lipossollveis como, por
exemplo, os retindides que podem ser incorporados dentro da fase oleosa
(NANKERVIS et al, 1994).

O armazenamento prolongado de emulsdes contendo Oleo de soja,
particularmente em temperaturas elevadas, pode resultar em formacdo de acidos
graxos livres com uma consequente reducdo do pH da emulsdo. A degradacao é
minimizada com uma faixa de pH 6 — 7, entretanto estas emulsfes sdo estaveis em
temperatura ambiente (ndo excedendo a 25 °C), desde que armazenadas sob
nitrogénio e recipientes de vidro resistente a luz, o que evita a degradacédo oxidativa.

Suas propriedades fisico-quimicas estao descritas na tabela 3 (KIBBE, 2000).
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Tabela 3: Propriedades fisico-quimicas do 6leo de soja

Densidade Ponto de Solubilidade Viscosidade
(glcm®) congelamento (cP)
0,916-0,922 a 25°C -10 a -16°C praticamente insollvel em etanol (95%) e agua, 172,9 a 0°C

miscivel em dissulfito de carbono, cloroférmio, 99,7a 10 °C

éter e vaselina branca. 50,09 a 25 °C

28,86 a 40 °C

1.4 ISOTRETINOINA (ACIDO 13- CIS-RETINOICO)

1.4.1 ESTRUTURA QUIMICA [GH260,] PM 300.4

A isotretinoina é descrita na farmacopéia americana, USP 30, como um po cristalino
amarelo a alaranjado, sensivel ao ar, calor e luz especialmente em solugdo,
praticamente insolivel em agua, levemente solivel em &alcool etilico, isopropilico e
polietilenoglicol 400, soltivel em diclorometano e cloroférmio. E um derivado do retinol
(vitamina A) que é um alcool primario encontrado na forma esterificada nos tecidos de
animais e peixes de agua salgada, principalmente no figado (MARCUS & COULSTON,
2003).

A estrutura basica da molécula de retindides consiste em um grupamento ciclico
terminal, uma cadeia lateral poliénica e um grupamento polar terminal. Derivados do
retinol, os isbmeros geométricos - isotretinoina e tretinoina sdo &cidos retindicos de
primeira geracdo, obtidos devido as possiveis configuracbes cis-trans,
respectivamente, em torno das ligacdes duplas da cadeia lateral (Figura 3). A alteracdo
das cadeias laterais e dos grupamentos terminais cria varias classes de retindides,
sendo que os de primeira geracdo sao capazes de se ligar a varios receptores para
retindides em virtude da flexibilidade transmitida pela alteracdo de suas ligacdes
simples e duplas, apresentam muitas fungbes importantes e diferentes em todo o
organismo, como na visdo, na regulacao da proliferacdo e na diferenciacéo celular, no

crescimento 6sseo, na defesa imunolégica e na supressdo tumoral, mas a auséncia
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relativa de especificidade dos receptores pode levar ao surgimento de maiores efeitos
colaterais (CHANDRARATNA, 1998).

O acido retindico, cujo grupo alcodlico do retinol foi oxidado, € muito potente na
promocdo do crescimento e no controle da diferenciacdo e manutencdo do tecido
epitelial de animais com deficiéncia de vitamina A. O &cido retindico todo trans
(tretinoina) parece ser a forma ativa da vitamina A em todos os tecidos, exceto na
retina, sendo 10-100 vezes mais potente que o retinol em varios sistemas in vitro. A
interconversao entre isbmeros ocorre rapidamente no organismo. A isomerizacao deste
composto produz o 4cido 13-cis-retindico ou isotretinoina, quase tdo potente quanto a
tretinoina em muitas de suas ac¢des sobre os tecidos epiteliais, embora possa ser até 5
vezes menos potente na producdo dos sintomas toxicos (MARCUS & COULSTON,
2003).

Retinol
Tretinoina
)\/\)\/COOH (acido
R i ol retinoico all-
trans)
N Isotretinoina
| o ﬁ (acido 13-cis-
o retindico)

Figura 4: Férmula estrutural do retinol e retindides de primeira geracdo (MARCUS &
COULSTON, 2003).
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1.4.2 MECANISMO DE ACAO

Os retindides regulam a transcricdo génica mediante a ativacdo de receptores
nucleares especificos. A estrutura do retinéide determina o tipo de receptor retindico
que sera ocupado e assim efeitos farmacolégicos como modulacdo da expressao
génica, serdo produzidos, possuindo atividade semelhante a do retinol. Como ainda
nao foi identificado receptor comparavel ao retinol, é possivel que seja necessaria a
oxidacdo do retinol a &cido retindico para produzir seus efeitos nas células—alvo
(BLANER, 2001; MARCUS & COULSTON, 2003).

1.4.3 FARMACOCINETICA

Absorcdo: ApOs administracdo oral, as concentracdes plasméticas maximas de
acido 13-cis-retindico sdo atingidas entre 2 a 4 horas nos individuos em jejum,
apresentando uma cinética de primeira ordem e pode ser descrita como um modelo
linear de dois compartimentos. A biodisponibilidade oral é estimada em cerca de 20%,
a presenca de alimento aumenta significativamente o grau de absorcédo sistémica. Com
a administracdo repetida, as concentracfes no estado de equilibrio dindmico séo

estabelecidas em 5-7dias. A isotretinoina ndo é suficientemente absorvida para via
topica (ALLEN & BLOXHAM,1989 e NISSEN, 2002).

Distribuicdo: A isotretinoina liga-se extensamente as proteinas plasmaticas,
mais de 99,9%, principalmente albumina e, em geral sua concentracdo nos tecidos &

inferior a da circulacéo geral (NISSEN, 2002).

Metabolismo: Apos administracdo oral da isotretinoina, seu principal metabdlito,
4-oxo-isotretinoina, € identificado no sangue. Concentracdes maximas de 4-oxo-
isotretinoina (87-399 ng/mL) foram encontradas em 6-20horas apds a administracao
oral de duas capsulas de 40mg. A concentracdo sanguinea deste metabdlito
geralmente excede a de isotretinoina apds 6 horas e com a administracéo repetida, ele
acumula-se no sangue. A isotretinoina também sofre interconversao in vivo, ou seja
isomerizacdo para acido todo-trans-retindico, que é entdo metabolizado para seu 4-
oxo-metobolito correspondente. Cerca de 20 a 30% de uma dose de isotretinoina sao
rapidamente metabolizados por via hepatica. Ambos o0os compostos isotretinoina e

tretinoina e seus metabdlitos formados sdo posteriormente metabolizados em formas
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conjugadas para serem excretados (WIEGAND & CHOU, 1988, ALLEN & BLOXHAM,
1989 e NISSEN, 2002).

Eliminagdo: A excrecdo dos metabolitos e do composto original na bile ocorre
apos a conjugacdo com acido glicurbnico. As formas conjugadas e produtos de
degradacéo sao secretados pela bile e excretados pelas fezes e urina. Metabolitos da
isotretinoina e alguns conjugados séo eliminados em quantidades relativamente iguais
(total de 65%-83%). A meia-vida da isotretinoina no plasma varia aproximadamente
entre 20 horas (WIEGAND & CHOU, 1988; ALLEN & BLOXHAM,1989 e NISSEN,
2002).

1.4.4 USOS TERAPEUTICOS / DOSES:

Doengas dermatoldgicas: acne, distirbios de queratinizacdo como ictioses,
psoriase, nevos e verrugas, distarbios na formagdo do colageno como fibroses,
escleroses, queldides, envelhecimento cutaneo e outros. A principal indicacdo da
terapia de uso oral com isotretinoina € para o tratamento da acne severa conglobata e
nodulocistica, que nao responderam a outros tratamentos inclusive com antibacterianos
sistémicos. A administracdo da isotretinoina produz uma reducdo dose dependente da
excrecdo sebacea com uma subsequente redugcdo nos niveis de Propionibacterium
acnes, inflamacao e formacdo de cistos (JONES, 1989). As doses iniciais diarias de
isotretinoina por via oral no tratamento de acne variam entre 0,5 a 1,0 mg/kg de peso,
doses acima de 2mg/kg ainda sédo permitidas nos EUA e em alguns paises para
pacientes com doencas severas ou primariamente no corpo ao invés da face
(MCLANE,2001; ELLIS & KRACH, 2001; SWEETMAN, 2002a). Tratamentos usuais
com 0,5-2mg/Kg, 1 a 2x ao dia), por 15 a 20 semanas, resultam em uma completa e
prolongada remissdo da maioria (>90%) das lesfes inflamatdrias severas (nddulos
recalcitrantes) (MCLANE, 2001).

Cancer e quimioprevencdo : Como o retinol regula a diferenciacdo e a
proliferacéo das células epiteliais, ha consideravel interesse na aparente capacidade do
retinol e compostos correlatos de interferir na carcinogénese. O mecanismo exato do
efeito carcinogénico ainda nao foi esclarecido, porém nos seres humanos, a deficiéncia
de retinol (vitamina A) aumenta a susceptibilidade a carcinogénese, as células basais
de varios epitélios sofrem acentuada hiperplasia e reducéo da diferenciacdo celular. A
administrac@o do retinol ou retindides em animais reverte essas alteragfes no epitélio

do trato respiratério, da glandula mamaéria, da bexiga e da pele. Assim, a progressao de
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células pré-malignas em células com caracteristicas invasivas e malignas € diminuida,
retardada, interrompida ou até mesmo revertida em animais de laboratorio (MOON et
al, 1994; HONG & ITRI, 1994).

S&o0 inimeras as evidéncias de que os retindides podem ser Uteis na prevencao
do desenvolvimento de varios tipos de neoplasias entre elas o carcinoma celular
escamoso cutaneo em individuos de moderado a alto risco e carcinoma celular
escamoso na cabeca e pescoco apesar de limitagcbes como toxicidade e resisténcia
adquirida (HONG et al, 1990; MOON et al, 1997; SMITH & SABA, 2005). Dragnev et al
em 2000, através da revisao sobre estudos clinicos e pré-clinicos utilizando retindides
como agentes de prevencdo do cancer, reportaram que derivados da vitamina A
possuem atividade no tratamento especifico de lesées pré-malignas e reducdo da
incidéncia de tumores primarios e secundarios principalmente em pacientes com
cancer na cabeca, pescoco, pulmdo e figado, porém ainda ndo se sabe como 0s

retindides irdo prevenir cancer primario nestes sitios.

O desenvolvimento de retindides menos toxicos e mais efetivos (que atuam
somente em receptores especificos) aumenta as chances de utilizar a quimioprevencao
retindide em individuos de alto risco (DI GIOVANNA, 1998), como por exemplo, doses
até 0,5mg/Kg/dia de isotretinoina, via oral, podem ser usadas com seguranca em
pacientes com epidermélise bolhosa distrofica recessiva para uso em longo prazo com

possivel quimioprevencao do cancer (FINE et al, 2004).

Resultados otimistas sugerem que a terapia de diferenciacdo com retindides
pode proporcionar uma terapia eficaz para leucemias, bem como para outras
neoplasias mais comuns (MARCUS & COUSTON, 2003). Para tratamentos de varias
desordens pré-neoplasicas e neoplasicas, estudos com resultados encorajadores foram
reportados, como o0 uso da isotretinoina no estudo piloto em leucemia mielogénica
cronica juvenil (CASTLEBERRY et al, 1994) e combina¢cfes de quimioterapicos e
terapia de diferenciacdo com isotretinoina para o tratamento de leucemia mielocitica
juvenil (KANG et al, 2004), muitos beneficios também foram reportados em pacientes
com linfomas nas células T em estagio avancado (THOMSEN,1995; KNOBLER et al,
1991).

Robert Silver et al em 2003, notaram que a associagcdo em longo prazo da
isotretinoina com a quimioterapia convencional (a-2-B interferon e metotrexato) foi

capaz de estabilizar o epitélio e diminuir a progressdo da doenca no controle da
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papilomatose respiratoria recorrente, ja Duvic et al, 2003 trouxeram evidéncias de
maior resposta e melhor tolerdncia ao tratamento de linfoma cutédneo de células T,
através de um estudo em longo prazo com regimes combinados incluindo a
isotretinoina oral na terapia. Combinacdes retindides-nao retindides bem como com
outras classes de agentes quimiopreventivos sdo promissoras para diminuir a
incidéncia de tumores malignos do trato respiratério e digestivo (SMITH & SABA,
2005).

1.4.5 EFEITOS ADVERSOS

Os efeitos adversos da isotretinoina e dos outros retindides sao similares aos da
Vitamina A e sdo geralmente reversiveis e dose-dependentes. Os mais comuns
incluem secura das membranas mucosas e da pele com descamacéo, fragilidade e
eritema, especialmente na face, queilite, prurido, epistaxe, conjuntivite, boca seca e
esfoliacdo palmo-plantar. Ocorrem ainda opacificagcdo da cornea, secura dos olhos,
disturbios visuais, sintomas musculo-esqueléticos, aumento de triglicérides séricos com
risco de pancreatite, elevacdo das enzimas hepaticas, da velocidade de sedimentagéo
dos eritrgcitos e da glicose sanguinea. Outros efeitos incluem afinamento e perda dos
cabelos (ocasionalmente irreversiveis), fotossensibilidade, alteracdes na pigmentacao
da pele, paroniquia (inflamacéo na base das unhas), sintomas gastrintestinais, hepatite,
cefaléia, sonoléncia, sudorese, alteracdes de humor, sintomas psicoticos, depressao,
conduta suicida, hipertensdo intracranial primaria, ansiedade, vasculites, rea¢cfes de
hipersensibilidade incluindo anafilaxia e associacédo as infec¢des de pele e a sindrome
do intestino irritAvel (MACLANE, 2001; JACOBS, 2001, SWEETMAN, 2002 A;
FRAUNFELDER et al, 2004; STOLL et al, 2004).

A necessidade da prescricdo restrita da isotretinoina para prevenir a
teratogenicidade retindide, devido a seus efeitos teratogénicos, em particular no
periodo de 2 a 5 semanas apds a concepcédo, causa uma meédia de 40% de risco de
aborto espontaneo e 25% de risco de desenvolver ma formacéo fetal. Mulheres devem
tomar contraceptivos orais e fazer outro tipo de controle de natalidade, além de ter um
resultado negativo de teste de gravidez antes de iniciar o tratamento oral com
isotretinoina (NAU, 2001; SANTIS et al, 2007).
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1.4.6 RETINOIDES EM NANOCARREADORES DE FARMACOS

Estudos referentes a encapsulagdo de retindides em sistemas de liberacdo
modificada resultaram em avaliacOes satisfatorias sobre seus efeitos citotoxicos,
antineoplésicos e anti-proliferativos. Por exemplo, o acido all-trans retindico (tretinoina)
contido em lipossomas promoveu o aumento da atividade antitumoral e liberacdo
especifica no sitio de acéo (DIAZ et al, 2006; NASTRUZZI et al, 1989). Trabalhos como
os de Singh e Das em 1998 indicaram que sistemas lipossomais contendo vitamina A,
foram capazes de diminuir a toxicidade com menor lise das células vermelhas
sanguineas e aumentar a estabilidade da vitamina A encapsulada em comparagdo a
vitamina A nado encapsulada. Liu et al, em 2007, demonstraram que o uso de
nanocarreadores lipidicos contendo isotretinoina se torna promissor pela boa

estabilidade e aumento significativo da captacao de isotretinoina através da pele.
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2. OBJETIVOS

Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho foi desenvolver uma dispersdo estavel de nanocépsulas
poliméricas biodegradaveis contendo isotretinoina com eficiéncia de encapsulacao

maxima satisfatoria e avaliar a sua cinética de liberacéo in vitro.

Objetivos especificos

% Padronizar o método de obtencéo e formacao das nanocapsulas em tamanhos
inferiores a 200nm e baixo indice de polidisperséao;

% Caracterizar tamanhos meédios de populacdes de nanocdpsulas e sua
polidispersdo conforme o método de preparacdo com dois tipos de polimeros,
D,L-PLA e PLGA 50:50;

% Avaliar a estabilidade fisico-quimica das nanocapsulas contendo isotretinoina;

% Determinar a eficiéncia de encapsulacdo em relacdo a quantidade de
isotretinoina/polimero/tensoativos/6leo utilizados nas formulacdes;

% Investigar uma possivel protecdo do revestimento polimérico dada ao farmaco
encapsulado durante o armazenamento da dispersdo em longo prazo, na
geladeira a +4°C e sob a exposicédo direta na luz UVA em temperatura ambiente;

s Avaliar o perfil de liberacdo in vitro da isotretinoina a partir das nanocapsulas
obtidas.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAIS
3.1.1 COMPONENTES DA FORMULACAO

* Isotretinoina MAG® (Italia)

* Poloxamer 188® ICI (Franga) — PM 8400

e D,L- PLA - PuraSorb® Poly-DL- Lactide, Purac Biochem® (Holanda) -
Viscosidade inerente 0,55-0,75dL/g

* PLGA 50:50 — DL lactideo 50mol% - Birmigham Polymers® (USA) — Viscosidade
inerente 0,57g/dL

» Fosfatidilcolina — Lipoid S100 (100% PC) — Lipoid GMBA® (Alemanha)

+ Oleo de soja - Sigma Aldrich® (St.Louis, USA)

» Fosfato de potassio monobasico anidro PA — Merck® (Darmstadt, Alemanha)

» Hidréxido de sédio PA — Merck® (Darmstadt, Alemanha)

* Acetona — Merck® (Darmstadt, Alemanha)

* Metanol — Merck® (Darmstadt, Alemanha)

« Agua Milli-Q®

3.1.2 EQUIPAMENTOS

* Evaporador Rotativo TECNAL® TE-210 acoplado a um banho termostatizado e
refrigerador TECNAL® TE 184 e a Bomba a vacuo TECNAL® TE 0581

* Centrifuga SIGMA® 3-18K

» Agitador de tubos - Vortex Phoenyx ® AP 56

» Balanca analitica Gehaka® AG-200

» Zeta Sizer Malvern® Nanoseries 50

* Espectrofotometro CARY UV-VISIBLE VARIAN®

* Coluna de vidro (capacidade 25mL) com gel de Sephadex G-50® (granulometria
50um)

* Microscopico optico Leica® DME

e pH-metro digital Gehaka® PG 18000
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* Mini incubadora com agitador orbital, MA 410, Shaker Marconi®
* Céamara fechada com luz UVA — A 365nm TECNAL® TE 540

» Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia. Varian, modelo Pro-Star

3.1.3 UTENSILIOS

* Membranas de Celulose na forma de tubo (Cellu-Sep Membranes®)
» Seringas descartaveis de 10mL

* Agulhas descartaveis G22 (BD)

* Agulhas descartaveis G23 (BD)

e Tubos Falcon graduados de 10mL

* Beéqueres 25 e 50mL

» BalGes de vidro 250mL

» Pipetas volumétricas 1, 2, 3, 5, 10mL

* Péras

* [Espatula de inox e papel manteiga para pesagem
» Parafilme

» Papel aluminio

* Imas magnéticos

* Tubos de ensaio

* Laminas e laminulas de vidro

* Coluna cromatografica Ominisphere RP-18;

3.1.4 OUTROS REAGENTES

« Alcool etilico absoluto 99% PA Merck (Darmstadt, Alemanha)
e Acetonitrila grau HPLC JTBAKER

« Acido Acético GlaciaL Merck



3.2 METODOS

3.2.1 METODO DE PREPARACAO DAS NANOCAPSULAS

Nanocapsulas contendo isotretinoina foram obtidas segundo o método de
deposicao interfacial de polimero pré-formado, proposto por Fessi e colaboradores
(1989) com algumas modificagbes nas concentracdes dos componentes da formulacao
e utilizacdo de metanol para dissolver a fosfatidilcolina. Uma preparacéo oleosa (fase
organica), diluida em acetona e metanol, constituida de PLGA 50:50 ou D,L-PLA,
fosfolipidio de soja, Oleo de soja e isotretinoina foi inicialmente preparada em
temperatura ambiente (= 25°C). O polimero foi dissolvido em 7 mL de acetona, o 6leo
de soja e isotretinoina em 10 mL de acetona, a fosfatidilcolina foi dissolvida em uma
mistura de 5 mL de metanol e 5 mL de acetona. A fase externa aquosa foi preparada
com adi¢do do tensoativo hidrofilico poloxamer 188® em tampéao fosfato pH 7,4. Apés
as dissolucoes, as solugcbes organicas foram misturadas e introduzidas lentamente na
solucdo aquosa (fase aquosa), previamente preparada e mantida sob agitacdo
moderada antes e depois da adi¢cdo da fase organica.

A adicdo da fase organica a fase aquosa foi realizada através de trés tipos de
gotejamento para comparagdo da influéncia deste processo na obtencdo de
populacdes de menor tamanho mais uniforme possivel, sendo o primeiro tipo de
gotejamento manual sem seringa, onde a solucdo organica € gotejada numa
velocidade comandada pela forgca da mao do manipulador, o qual exerce uma presséo
sobre 0 émbolo empurrando-o para dentro da seringa e monitora aleatoriamente a
velocidade do gotejamento, no segundo e terceiro tipo de gotejamento foram utilizados
seringas de capacidade para 10mL e agulhas orificios G22 e G23 respectivamente,
obtendo um gotejamento com fluxo uniforme e continuo, sem utilizagcdo do émbolo,
onde a for¢a exercida sobre a descida do liquido foi somente por meio da gravidade.

O produto dessa agitacdo foi uma emulsdo que permaneceu sob agitacéo
magnética moderada o suficiente para formar bolhas, por um periodo de 30 minutos a
fim de que as nanocéapsulas fossem formadas de forma homogénea apés a evaporacao
do solvente e precipitacdo do polimero em volta das goticulas da emulsdo. A acetona e
o metanol, os quais sdo rapidamente difundidos através da fase aquosa, foram entdo

removidos sob pressdao maxima reduzida de aproximadamente -600ATM a 40°C,
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originando uma dispersao coloidal. Esta dispersdo coloidal foi concentrada para um

volume final de 10mL pela remocédo da agua sob as mesmas condicdes (SANTOS et al,

2005) (Figura 5).

Solucéo organica
polimero + acetona +

farmaco + PC + éleo

Solucéo aquosa
tampao fosfato pH 7,4

+ poloxamer 188®

L)
G
=

=

=

Remocéo

(evaporacéo) do

solvente e da agua

FIGURA 5. METODO DE FABRICAGAO DAS NANOCAPSULAS POLIMERICAS CONTENDO

ISOTRETINOINA .
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3.2.1.1INCORPORACAO DA ISOTRETINOINA NAS NANOCAPSULAS

Para determinar a quantidade de isotretinoina incorporada nas nanocapsulas de
PLGA 50 : 50 ou D,L-PLA (denominadas NC-ISO), diferentes condicbes experimentais
foram avaliadas durante o estudo de pré-formulacdo. Foram variados as
concentracbes de farmaco e os tipos de gotejamento utilizado durante a etapa de
formacdo da emulsdo, na tentativa de obter nanogoticulas com uma média de diametro
padronizada e reprodutivel a cada fabricagdo. Durante a fase de introducdo da fase
organica na fase aquosa foram utilizados trés diferentes tipos de gotejamento manual:
a) através de uma seringa com capacidade para 50mL sem agulha, onde o
manipulador empurra o0 émbolo da seringa controlando a velocidade do gotejamento
manualmente, b) seringa com capacidade para 10mL, com agulha G22 (Gauge 22)
correspondente a medida do didametro interno de 0,3937mm e c) agulha G23 (Gauge
23) correspondente a medida do diametro interno de 0,3175mm. As seringas b) e ¢)
foram utilizadas sem émbolo, onde o gotejamento foi efetuado naturalmente de acordo
com a lei da gravidade.

Concentragbes de 0,1 a 1,0 mg/mL de isotretinoina foram incorporadas a cada
processo na intencdo de avaliar a eficiéncia maxima de encapsulacdo para uma
formulacdo estavel de nanocapsulas. Foi inicialmente estabelecida uma relacéo entre
FARMACO: POLIMERO de 1: 30 e FARMACO: OLEO de 1: 20.

As primeiras formulacdes (1, 2 e 3) foram obtidas com PLGA 50:50, devido a
disponibilidade deste polimero durante estagio no Laboratério de Imunopatologia Keizo
Asami — LIKA — UFPE, onde foram obtidas. Na continuidade dos trabalhos, no
Laboratério de Tecnologia Farmacéutica da Faculdade de Farméacia, UFG, a
disponibilidade de D,L-PLA foi determinante para a alteracdo do polimero e o
desenvolvimento do trabalho, possibilitando ainda fazer comparacdes entre estes dois
tipos de polimeros com e sem farmaco, utilizados na obtencéo nas formulacdes para a
obtencado de popula¢gbes com tamanhos médios menores e mais uniformes possiveis.

A tabela 4 descreve as diversas formulacdes e as variagdes introduzidas
durante os ensaios de otimizacdo do método e processo de obtencdo das

nanocapsulas contendo isotretinoina.
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Tabela 4: Formulagbes de nanocapsulas com PLGA 50:50 e D,L-PLA contendo
isotretrinoina (NC-1SO) obtidas com diferentes diametros das goticulas durante a fase

de preparacdo da emulséao.

Formulacdes Formulacdes Formulacdes obtidas com
obtidas com obtidas com DB ETELD R CE
gotejamento gotejamento
Componentes das formulacdes
sem agulha agulha G22
NC-ISO
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
PLGA 50:50 (0,57dl/g) (mg) 150 150 150  ------ 150 - e e e 150
------------------ 150 150 150 150 135

D,L-PLA (0,49dl/g) (mg)

PC L100 99% (mg)

Oleo de soja (mg)

Isotretinoina (mg)

Metanol (mL)

Acetona (mL)

Tampao fosfato pH 7,4 (mL)

Poloxamer (mg)

150 150 150 150 150

100 100 100 100 100

10 1 5 5 5
5 5 5 5 5
22 22 22 22 22
50 50 50 50 50

150 150 150 150 150

150 150 150 150 150

100 100 100 100 100

5 6 7 5 5
5 5 5 5 5
22 22 22 22 22
50 50 50 50 50

150 150 150 150 150
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3.2.2 ESTABILIDADE FiSICO-QUIMICA (ENVELHECIMENTO A CELERADO DAS
DISPERSOES DE NANOCAPSULAS)

A dispersdo de nanocapsulas obtida apds a evaporacdo do solvente organico foi
avaliada quanto ao aspecto de estabilidade fisico-quimica através da utilizacdo dos
testes de envelhecimento acelerado (escolha da melhor formulacdo durante o processo
de otimizacdo) e envelhecimento em longo prazo (acompanhamento da estabilidade
selecionada em tempo real). Estes testes tiveram como objetivo principal submeter as
preparacdes as condicbes de estresse para simular processos de esterilizagao,
transporte e armazenamento. Nos ensaios de estabilidade acelerada, a dispersao foi

analisada seguindo as metodologias descritas abaixo adaptadas de Santos et al, 2005.

Resisténcia a centrifugacdo: A amostra foi submetida a centrifugacdo a 2500 rpm,

durante 1h, na temperatura de 25°C, simulando uma passagem acelerada do tempo.

Resisténcia as vibracdes mecéanicas (Estresse mecanico): O teste consiste em simular

condi¢cbes de transporte. Uma aliquota da amostra foi colocada em tubo falcon bem
fechado, deitado dentro de uma mini — incubadora com agitador orbital
termostaticamente controlada, a temperatura de 37°C, sob trepidacdo horizontal de
=150 oscilagdes/min, durante 48h.

Resisténcia_a ciclos de congelamento e descongelamento: Aliquotas, da disperséo,

foram congeladas durante 16h a —18°C e descongeladas por 8h a 25°C, com o intuito
de avaliar a resisténcia da dispersédo através de graficos fornecidos pelo Zeta sizer

Malvern® e fotomicrografia optica apos 30 ciclos.

Potencial zeta ou Carga elétrica das particulas: Amostras das dispersées obtidas a

partir do PLGA 50:50 sem ativo (nanobranca) e com isotretinoina 0,5 mg/mL, como
também a isotretinoina isolada em solucéao, foram avaliadas de acordo com a carga

elétrica de particula fornecida pelo Zeta sizer Malvern® em meio aquoso.
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3.2.3. TAMANHO MEDIO DA PARTICULA E INDICE DE POLIDISPERSIBILIDADE
(PDI)

As dispersodes foram avaliadas apos a fabricacdo quanto ao tamanho médio das
particulas e seu PDI, ou seja, indice de Polidispersabilidade, que indica o grau de
uniformidade de tamanho entre as popula¢fes, quanto mais préximo de zero estiver o
indice, menor a diferenca entre o tamanho das popula¢des de nanocapsulas formadas
na dispersao.

As dispersdes foram preparadas com diferentes métodos de obtencdo (formas
de gotejamento), na tentativa de padronizar o método de obtencdo da preparacdo com
melhor tamanho médio entre populacbes formadas e menores PDI's, garantir uma
reprodutibilidade na obtencdo da média de tamanho com indices de
polidispersabilidade proximos a zero, como também evitar a formagcédo de aglomerados
e microparticulas na disperséo.

Através de graficos fornecidos pelo Zeta Sizer® foi efetuada uma comparacéo
de tamanho entre as nanocapsulas de PLGA 50:50 e D,L-PLA com ativo (NC-ISO) e
sem ativo (nanobrancas), a relacdo entre o tamanho médio, PDI e aparecimento de
microparticulas com o tamanho das nanogoticulas de oOleo formadas durante o
processo de emulsificacdo. Foi também avaliado o pequeno precipitado que aparece
nas dispersdes apos o teste de centrifuga separando-o do sobrenadante e comparando
a média de tamanho das suas particulas com a da disperséo original.

Através da microscopia 6ptica as dispersdes foram observadas em microscopio
optico, com objetiva de imersdo (100x), quanto a presenca de microcapsulas,
visualizacdo do movimento browniano exercido entre as nanoparticulas quando
dispersas em um meio liquido, homogeneidade de tamanho das particulas dispersas,
presenca de cristais alaranjados de isotretinoina ou agregacédo polimérica e/ou lipidica,

registrados atraves de fotomicrografias.
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3.2.4. ESTABILIDADE FiSICO-QUIMICA (ENVELHECIMENTO EM LONGO PRAZO
DAS DISPERSOES DE NANOCAPSULAS)

O teste consistiu em avaliar a durabilidade da melhor formulacdo obtida e
padronizar a obtencdo de nanoparticulas com tamanho médio inferior a 200 nm e PDIs
similares a 0,1. Para os ensaios de estabilidade em longo prazo foram utilizadas
somente as nanocapsulas de D,L-PLA. As amostras foram avaliadas imediatamente
apos a sua fabricacdo, e em seguida, ou até a manutencdo da estabilidade, em
intervalos de 15, 30, 60, 90, 120 e 150 dias. Nestes intervalos de tempo, alguns
parametros foram investigados, tais como: aspectos macro e microscopicos, variagdes

de pH e tamanho médio de particula, seguindo as metodologias descritas a seguir:

» Aspecto macroscopico: As caracteristicas organolépticas das formulagdes foram

analisadas, observando visualmente o aparecimento de mudangas no aspecto
geral, tais como: coloracdo com ou sem fluorescéncia, deposi¢cdo de residuos e/ou
cristais de cor laranja da isotretinoina, formacdo de grumos, cremagem ou nata
sobrenadante, goticulas de 6leo aderidas ao vidro, floculacdo ou separacdo de
fases (SANTOS et al, 2005).

 Estudo da variagdo do pH: A variacdo do pH foi analisada utilizando-se um

potenciometro digital equipado com um eletrodo de vidro e um sensor de
temperatura. O aparelho foi previamente calibrado com tampdes de pH 4,0; 7,0 e
10. Aliguotas de nanocapsulas foram colocadas em béquer para que eletrodo
introduzido permitisse a leitura imediata do pH das formulacgdes.

« Tamanho médio da particula e PDI : E uma importante propriedade da disperséo

coloidal uma vez que a tendéncia de sedimentar € determinada por alteracdes neste
parametro (Magenheim & Benita,1991). As dispersdes foram monitoradas ao longo
do tempo quanto a manutencdo do tamanho médio das particulas e PDI da

dispersdo armazenada em geladeira (4,0C £ 1,0C) a fim de se avaliar o tempo
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maximo da estabilidade fisico-quimica da formulacdo com o decorrer do tempo
(Teixeira et al, 2005).

Estabilidade do farmaco encapsulado durante o armazenamento: O efeito protetor

do revestimento polimérico sobre a estabilidade da isotretinoina foi avaliado apés o
armazenamento da dispersdo em geladeira (4°C) em varios intervalos de tempo. O
monitoramento foi realizado através da leitura da absorbancia maxima da
isotretinoina encapsulada em A = 336nm, durante intervalos de tempo 0, 15, 30, 45,
60, 90, 120 e 150 dias, permitindo acompanhar uma possivel degradagédo do
farmaco encapsulado ao longo do tempo, a quantificacdo da isotretinoina foi
efetuada de acordo com o método utilizado para avaliar a eficiéncia de
encapsulacédo, precipitando o polimero com etanol, obtendo a absorbancia maxima
e aplicando a equacédo da reta obtida através da curva de calibracdo descritos nos
itens 3.2.5. e 3.2.5.1.

Aspecto microscépico: A disperséo foi observada ao longo do tempo, com auxilio da

microscopia Optica com objetiva de imersdo (100 x), para a visualizacdo da
homogeneidade de tamanho garantindo a estabilidade da dispersdo em relacdo ao
tempo de armazenamento, possivel formacdo de aglomerados ou aparecimento de
cristais ou agregacao polimérica e/ou lipidica, registrado através de fotomicrografia

juntamente com 0s outros ensaios citados acima.
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3.2.5 EFICIENCIA DE ENCAPSULACAO

A eficiéncia de encapsulacao foi determinada apés a preparacdo da disperséo
de nanocapsulas. O farmaco encapsulado foi separado do farmaco livre utilizando a
cromatografia de exclusao por tamanho em coluna de vidro com gel de Sephadex G50
com diametro de 1 cm e altura de 35 cm preenchida pelo gel (Figura 6). Aplicando uma
aliquota de 0,5 mL da dispersao de nanocapsulas de isotretinoina, dentro da coluna
contendo o gel de Sephadex e logo apo6s cerca de 40mL de tampao fosfato pH 7,4
como eluente, foi separado cerca de 40 fragbes contendo aproximadamente 1mL cada,
e submetidas a medida da leitura da absorbancia maxima em espectrofotometro UV-
VIS, utilizando comprimento de onda de A = 336nm (comprimento de onda de absor¢éo
méaxima da isotretinoina). Ao analisar cada fracdo e obter a respectiva absorbancia foi
possivel identificar aquelas contendo farmaco encapsulado e farmaco livre, onde as
aliguotas correspondentes as fragdes nas quais foram eluidas as nanocapsulas sempre
possuiam absorbancias de valores altos acima de 1,0. Estas foram reunidas e o
volume total foi medido e registrado (cerca de 6 a 10mL dependendo da coleta).
Retirou-se 1mL deste volume e foram acrescentados 3 mL de etanol PA para promover
a precipitacdo do polimero e solubilizagdo da isotretinoina. Na sequiéncia, esta mistura
foi homogeneizada em vortex e entdo centrifugada a 5000 rpm por 5 minutos para total
remocao do polimero precipitado. Apds a separacdo do sobrenadante, foi feita nova
leitura da absorbancia maxima da isotretinoina no espectrofotbmetro UV-VIS a A
=336nm para calcular a concentracdo de farmaco encapsulado, obtendo esta
absorbancia maxima e aplicando a equacdo da reta obtida através da curva de
calibracdo descrita no item 3.2.5.1., possibilitando determinar a concentracdo de

isotretinoina encapsulada e sua eficiéncia de encapsulacéo.
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3.2.5.1CuRVA DE CALIBRACAO

O ponto de partida foi uma solugdo estoque de isotretinoina em etanol PA
contendo 5 mg/mL. Diluicbes volumétricas sucessivas foram efetuadas utilizando
como solvente uma mistura etanol: tampéao fosfato pH 7,4 na proporcédo de 1:1. O
intervalo de concentracdes para a curva analitica foi entre 0,001 a 0,025 mg/mL.
(Figura 5).

I [ [ [ [
0,000 0,005 0010 0,015 0020 0,025
Concentration (mg/mL)

Figura 6: Curva de calibracdo da isotretinoina.
ABS= 112,38035* Conc. + 0,15221
R?=0,99417.
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3.2.5.2ESPECTROS DE VARREDURA DE ABSORCAO UV EFETUADO NO ESPECTROFOTOMETRO

DE CADA COMPONENTE DA FORMULAGAO DE NANOCAPSULAS DE ISOTRETINOINA .

Espectros de varredura UV-VIS foram obtidos no intervalo de 250 a 400 nm para
conferir qualquer possivel interferéncia na absorbancia maxima no mesmo
comprimento de onda, 336 nm, dada por algum outro componente da formulacéo (6leo
de soja, fosfatidilcolina, poloxamer 188, polimero D,L-PLA, tampao fosfato,

nanocapsula sem ativo).

10+
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asgemaaeeeeeesj g 0fretinoina 336nm
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Figura 7: Varredura dos espectros de absor¢cdo no UV de cada componente da
formulacdo de nanocapsulas. Isotretinoina (azul escuro), tampéao fosfato pH 7,4 (azul
claro), fosfatidilcolina (vermelho), 6leo de soja (marron), Poloxamer 188 (verde escuro),
Nanobranca (verde claro).
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Sephadex
G-50 Fine

Amostra de Nanocépsulas de D,L-PLA contendo

isotretinoina livre e encapsulada é aplicada na coluna

[na coluna. ]

Separagédo por tamanho: nanocépsulas contendo
farmaco encapsulado sdo maiores e passam
livremente pela coluna sendo coletados nas e |8 § g
3

primeiras fracBes

Figura 8: Esquema de separacao das fracdes de nanocapsulas e farmaco livre atraves

da coluna de gel de Sephadex®, pelo método de exclusdo por tamanho.
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3.2.5.3 Cromatografia Liquida de alta eficiéncia (C  LAE).

Foi utilizado cromatégrafo Varian, modelo Prostar, com injetor automatico,
detector UV-visivel, coluna Ominispher RP 18 (150 mm x 4,6 mm) em fase reversa
constituida de acetonitrila : agua na proporcédo de 80:15 v/v acidificadas com 0,5 %
acido acético. O comprimento de onda selecionado para o detector de UV-visivel foi de
360 nm. Apresentando as seguintes curvas de calibracdo para a isotretinoina(a) e
tretinoina (b): (a) y=0,01322+2,48115.X com R?:0,9989 e (b) y=6,1108.10 +3,47420.X
com R*0,9991.

3.2.6 CINETICA DE LIBERACAO IN VITRO

Os perfis de liberagcéo da isotretinoina das preparacdes de nanocapsulas foram
determinados como a concentracdo de isotretinoina liberada das nanocapsulas para o
meio receptor (tampéo fosfato pH 7,4 a 37°C) em funcdo do tempo. Aliquotas das
amostras foram coletadas em triplicata, em tempos variaveis e sucessivos, como: 0;
0,25;0,5;1; 2; 3; 4, 5; 6; 7; 8, 12; 15; 18 e 24 horas ao longo do ensaio de liberacéo,
quando foram obtidos valores médios da concentracdo de isotretinoina encapsulada,
desvio padrdo (DP), teor de isotretinoina encapsulada dado em porcentagem e sua
respectiva liberacdo dada também em porcentagem. A avaliacdo da liberacdo da
isotretinoina encapsulada foi realizada através de um sistema de dialise adaptado em
mini-incubadora com agitacao orbital, nas seguintes condi¢des: volumes de 100 mL de
meio receptor para cada intervalo de tempo, temperatura 37° C e agitacdo constante (=
77 rpm). A liberacdo foi avaliada utilizando-se como meio de dissolugcdo o proprio
tampdo fosfato constituinte da preparacdo das nanocapsulas. Foram utilizadas
membranas de didlise (acetato de celulose) em forma de tubo, dentro das quais foram
colocados 0,5mL da preparacdo de nanocépsulas previamente diluida a 1:10 para
estabelecer a condicdo “sink” do meio receptor, com velocidade e agitacdo
padronizadas, tentando mimetizar ao maximo as condi¢des do trato gastro-intestinal. O
tubo de dialise foi mergulhado no meio de dissolucéo e a liberacdo da isotretinoina foi
avaliada em intervalos de tempo durante 24horas. A cada tempo foi retirado um tubo de
dialise e coletada amostra de 0,25mL do seu interior, que foi entdo quantificada para

determinar seu conteddo em isotretinoina.
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Condicao sink : Definir condigbes “sink” pode variar de acordo com a fonte
bibliografica, o Pharmacopeial Forum de 1981 as define como 3 vezes o volume de
saturacao do farmaco dentro de uma faixa entre 500 a 1000mL, entretanto atualmente
€ aceito que um volume de 5 a 10 vezes 0 necessario para saturacao, seja o suficiente
para manter as condi¢cbes “sink” do meio receptor e evitar a saturagdo do farmaco
neste meio (ABDOU, 1989). Foi entdo estabelecida uma condicdo essencial do meio
receptor externo aquoso, para evitar qualquer interferéncia da solubilidade da
isotretinoina em sua liberacgéo in vitro.

Teste de solubilidade da Isotretinoinaemt ampdao Fosfato pH 7,4: Foi utilizado
5mg de isotretinoina para 10mL de tampao fosfato pH7,4 em um béquer tampado e
protegido da luz com filme PVC e papel aluminio. Este foi entdo submetido ao banho
de ultrassom por 20minutos e ap0s sob agitacdo magnética por 24horas. A isotretinoina
ndo dissolvida foi separada e a solucao filtrada foi recolhida e diluida numa proporgéo
de 1mL de amostra para 5mL de alcool etilico e o branco foi obtido com 1mL de
tampao fosfato pH 7,4 e 5mL de alcool etilico.

A quantificacdo da isotretinoina foi efetuada através da leitura no espectrofotbmetro
Carry® UV-VIS A = 336nm. ApoOs obter a absorbancia méxima de 0,2289 para
isotretinoina dissolvida, foram aplicados os célculos da equacgéo da reta obtida através
da curva de calibragéo, descrito no item 3.2.5.1.

A solubilidade maxima da isotretinoina no tampéo fosfato pH 7,4 foi determinada a
0,0007mg/mL, a sua concentragdo total maxima no meio receptor foi estabelecida a
0,00025mg/mL, cerca de trés vezes inferior a sua concentragdo maxima.

Ponto de partida : dispersdo concentrada de nanocapsulas que contém
isotretinoina encapsulada na concentracdo de 0,5mg/mL. Diluicdo 1 NC-ISO: 1mL da
dispersédo de nanocdpsulas concentrada + 9mL de tampao fosfato (10%) = 0,05mg/mL
de isotretinoina.

Procedimento : em vidro ambar de 125mL, foram colocados 0,5mL (0,025mg de
isotretinoina) da diluicdo 1 NC-ISO dentro da membrana de dialise Cellu Sep® para
100mL de meio receptor tampao fosfato pH 7,4 (concentracdo maxima possivel de ser
liberada no meio receptor = 0,00025mg/mL). Cada frasco foi preparado e colocado na
incubadora com agitacédo orbital MA410 Marconi®, mantidos a temperatura de 37°C e
velocidade de agitacdo de 77rpm. O branco (controle) foi preparado da mesma forma,

mas com nanocapsulas “brancas”, ou seja, sem isotretinoina.
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3.2.7 ENSAIOS DE FOTODEGRADACAO DA ISOTRETINOINA LIVRE E
ENCAPSULADA SOB EXPOSICAO A RADIACAO UVA 365 nm A%

Amostras de isotretinoina livre e da dispersdo de nanocapsulas contendo
isotretinoina foram submetidas a luz UVA direta em temperatura ambiente e,
analisadas por cromatografia liquida de alta resolucdo segundo método descrito no
item 3.2.5.3.

Para avaliacdo da fotoestabilidade 330 uL da dispersdo de nanocapsulas
contendo 0,5 mg/mL de isotretinoina, foram diluidas com 24,67 mL de tampé&o fosfato
no sentido de obter concentracdo dentro da faixa de linearidade no método
cromatografico utilizado. Para avaliar a fotodegradacao da dispersao diluida, 0,5 mL da
mesma foram acrescidos de 2,5 mL de etanol para a precipitagcdo e remocao do
polimero. Em seguida as amostras foram homogeneizadas em vortex e centrifugadas a
5000 rpm por 5 minutos para separagdo completa do polimero. Apos precipitacdo do
polimero, o sobrenadante contendo isotretinoina foi levado ao HPLC para
determinacédo da concentracdo de isotretinoina na amostra

Ja para a isotretinoina livre 96,25 ul de uma solucao de 0,4 mg/ml de isotretinoina
em etanol foram utilizadas para preparar 35 mL de uma solucdo alcodlica de
isotretinoina.

As amostras foram coletas com 2,5,10,15,30,45,60,120,180,240,300,360,420,480
minutos, para comparar e avaliar possivel protecdo dada ao farmaco pelo filme de

revestimento polimérico.
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4. Resultados e Discussao

4.1. OTIMIZACAO DA FORMULACAO DE NANOCAPSULAS COM
INCORPORACAO DA ISOTRETINOINA.

As formulacfes NC-ISO foram obtidas com dois tipos de polimeros, PLGA 50:50
(NC ISO 1, 2, 3, 5 e 10) e D,L-PLA (NC 1SO 4, 6, 7, 8, 9), diferentes tipos de
gotejamento: sem agulha (NC I1SO 1,2 e 3), com agulhas G22 (NC ISO 4 e 5) e agulhas
G23 (NC ISO 6,7,8,9 e10), diferentes quantidades (p/v) de isotretinoina: 10mg (NC ISO
1), Img (NC I1SO 2), 5mg ( NC ISO 3,4,5,6,9 e 10), 6mg (NC ISO 7) e 7mg (NC I1SO 8)
e uma variagdo na concentracdo de PLA para 135mg (NC ISO 9) (Ver Tabela 4, na
pagina n°® 4445).

A analise das caracteristicas fisico-quimicas logo ap0s a fabricacéo indicou que
as formulagcdes de NC-1ISO com D,L-PLA e PLGA 50:50 produziram um liquido amarelo
claro de aspecto leitoso, presenca visivel de fluorescéncia, e auséncia de indicadores
de instabilidade (residuos insoluveis em agua aderidos ao baldo do rotaevaporador,
cristais alaranjados de isotretinoina, cremagem pelo excesso de tensoativos e 0leos,
aglomerados e sedimentos de polimeros nao redispersiveis) e os pHs das dispersées
entre 7,3 e 7,4.

As caracteristicas organolépticas e o pH das dispersées NC-ISO 2, 3,4,5,6, 7 e
10 conferidas apo6s a fabricacdo foram similares para os dois tipos de polimeros
utilizados, PLGA 50:50 e D,L-PLA.

As formulagbes 1 e 8 apresentaram precipitados alaranjados de isotretinoina
apos 48 horas de preparacao e a formulagdo 9 apresentou menor fluorescéncia visivel
a olho nu que as demais, deixando residuos de natureza hidrofébica aderidos ao baldo
do rotaevaporador, dificeis de retirar com agua e facilmente removiveis com acetona, o
que indica serem residuos constituintes da fase orgéanica.

Todas as formulagbes foram posteriormente avaliadas nos testes de estabilidade

acelerada.
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4.2. ENVELHECIMENTO ACELERADO DAS NANOCAPSULAS DE
ISOTRETINOINA

As caracteristicas organolépticas das dispersées NC-ISO 2,3,4,5,6,7 e 10
conferidas apGs os testes de estabilidade acelerada foram similares para os dois tipos
de polimero utilizado, PLGA 50:50 e D,L-PLA. Estas amostras foram posteriormente
avaliadas no Zeta sizer Malvern® para verificar a uniformidade de tamanho das
populacdes obtidas. As dispersbes de nanocapsulas de isotretinoina que foram
submetidas aos testes de estabilidade acelerada, com excecao das formulagbes de
namero 1, 8 e 9, apresentaram resultados satisfatorios quanto a estabilidade.

As formulacdes contendo isotretinoina acima de 0,7mg/mL (1 e 8) exibiram
cristais de isotretinoina alaranjados, visiveis a olho nu e através de fotomicrografias,
agregados e precipitados. A completa auséncia de agregados ou sedimentos
contendo cristais de cor laranja em concentragdes inferiores a 0,6 mg/mL pareceu
indicar que a isotretinoina foi completamente dissolvida na fase oleosa
nanoencapsulada. Apés centrifugacdo, as formulacbes obtidas através do
gotejamento G22 (4 e 5) exibiram quantidade maior de precipitado cor creme
redispersivel, ocupando cerca de 2,5% do volume total da disperséo, ja as formula¢des
obtidas com gotejamento G23, exceto a formulacdo 9, apresentaram um leve
precipitado fino e redispersivel, que ocupou menos de 1% do volume total da
dispersdo. Estes precipitados e seus respectivos sobrenadantes foram analisados
guanto ao tamanho médio das suas particulas ressuspensas no Zeta Sizer Malvern® e
qguanto a presenca ou nao de aglomerados de microcapsulas ou residuos de polimeros
facilmente visiveis na microscopia optica.

A composicédo original foi mantida com a propor¢cao de 1:1 de tensoativos
hidrofilico e lipofilico, poloxamer 188 e fosfatidilcolina 150mg respectivamente, e duas
formulacbes de isotretinoina, as formulacbes 6 e 7 preparadas com D,L-PLA e
gotejamento G23 contendo 0,5 e 0,6mg/mL de isotretinoina respectivamente,
resultaram em satisfatoria resisténcia aos testes de estabilidade acelerada, estresse

mecanico e centrifugacdo (Tabela 5), estas formulacdes foram consideradas estaveis
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nos testes de estabilidade acelerada (Ver Tabela 4, na pagina n°® 4445), as quais foram
obtidas com as seguintes propor¢des 0,5:15 e 0,6:15 farmaco:polimero e 0,5:10 e
0,6:10 farmaco: 6leo, dependendo mais adiante dos resultados dos testes de eficiéncia
maxima de encapsulacédo, os quais foram importantes para determinar qual das duas
proporcdes serd mais adequada indicando a maior quantidade de isotretinoina
encapsulada.

Na formulacdo 9, apés o teste de centrifuga, apareceu cremagem sobrenadante
e auséncia do pequeno precipitado creme, provavelmente causada por quantidade
insuficiente de polimero D,L-PLA na formulacdo e consequiente excesso de Oleo e
tensoativo, j& que esta formulagéo foi preparada com 10% menos polimero do que a
formulag&o original, de 150mg para 135mg. Esta reducéo teve o propésito de evitar a
formacdo do fino precipitado creme que aparece nas outras formulacdes. Esta foi

também posteriormente avaliada quanto a sua eficiéncia maxima de encapsulacéo.

Tabela 5: Resultados dos ensaios de estabilidade acelerada das nanocapsulas de
PLGA 50:50 e D,L-PLA contendo isotretinoina

Testes de estabilidade FormulagBes NC-ISO
acelerada para resisténcia
1 2,3,45,6,7¢e 10 8 9
Precipitado Estavel Precipitado laranja Estavel
Estresse  mecanico (<150 | |aranja de de isotretinoina
rotagBes /minuto, 37°C, 48h) isotretinoina
Precipitado Pequeno Precipitado laranja Cremagem
Centrifugagao 2500rpm/1hora laranja de precipitado creme de isotretinoina redispersivel
isotretinoina redispersivel

Nos ensaios de resisténcia aos ciclos de congelamento e descongelamento,
efetuados apenas com a dispersédo F6 (0,5 mg/mL de isotretinoina) que permaneceu
visivelmente estavel (ndo separou fases, auséncia de o6leo livre e cristais alaranjados
de isotretinoina), formou-se, apos 30 dias, um visivel precipitado redispersivel. A
formacao deste precipitado foi crescendo gradativamente na medida em que a amostra
permaneceu exposta ao estresse de congelamento e descongelamento; como
demonstrado na Figura 9. Os aglomerados também apareceram na fotomicrografia da
dispersdo conforme Figura 10. Em experimento semelhante realizado por Santos e
colaboradores (2005), em uma preparacdo de nanocapsulas de PLGA contendo acido
asnico de composicao similar para quantidade de fase aquosa/tensoativo hidrofilico e
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proporcao de fase organica/oleosa, a formulacao resistiu ao estresse de congelamento
e descongelamento por 45 dias. Entretanto, estes autores relatam apenas a
observagcdo macroscopica para a analise da ocorréncia de precipitado, cremagem e
agregados, ao passo que neste trabalho o comportamento das amostras foi monitorado

por medidas de tamanho por espalhamento de luz e microscopia optica.

—_ - —
=1 %] 4=

Intensidade (%)

.1 1 10 100 1000 10000

Distribuicdo de tamanho (nm)

Figura 9: Tamanho e distribuigdo de tamanho da amostra NC-ISO 6 submetida a ciclos
de congelamento e descongelamento. Em vermelho: antes do primeiro congelamento,
verde: apos 10 ciclos, azul: 15 ciclos e preto: 30 ciclos.
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Figura 10: Fotomicrografia da dispersdo NC-ISO 6 (0,5mg/mL) ap6s 30 ciclos de
congelamento/descongelamento. Presenca de aglomerados, auséncia de cristais

alaranjados de isotretinoina.

4.3 CARGA DA SUPERFICIE DA PARTICULA (POTENCIAL ZET A-¥§)

Os resultados do potencial Zeta demonstraram cargas negativas para as
nanocapsulas com valores tipicamente descritos nestes sistemas (Tabela 6), o valor
negativo encontrado para as nanocapsulas de PLGA 50:50 sem farmaco, com farmaco
e da isotretinoina isolada é proveniente da presenca de grupamentos terminais
carboxilicos nas suas moléculas e também das proprias caracteristicas de outros
componentes da formulagédo das nanocapsulas, como a fosfatidilcolina e 6leo que sao
compostos de fosfolipidios e acidos graxos livres carregados negativamente
(TEIXEIRA et al, 2005). O valor negativo fornecido a interface proporciona uma
repulsdo eletrostatica entre as particulas quando dispersas em &gua, evitando a
atracao entre elas e formacéo de aglomerados. A variacdo da carga da superficie da
nanocapsula aumenta conforme a ionizacdo dos grupos carboxilicos terminais
presentes nos polimeros, especialmente nos poli-alfa-hidroxi-acidos (polimeros de
acido latico e acido glicolico). A presenca da isotretinoina nas nanocapsulas pode
contribuir para aumentar a carga negativa do potencial Zeta na superficie polimérica,
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sugerindo que certa quantidade de isotretinoina possa estar aderida a membrana

polimérica da nanocgpsula em contato com 0 meio externo aquoso.

Tabela 6: Potencial Zeta de nanocapsulas de PLGA 50:50 sem isotretinoina, com
isotretinoina e isotretinoina livre (Dados obtidos no equipamento ZetaSizer do
Departamento de Fisica da UFPE)

Formulacao Potencial Zeta ( §)
(mV)

Nanobranca (sem ativo) -17

NC-1SO PLGA 50:50 0,5 mg/mL -22

Isotretinoina livre -9

4.4 TAMANHO MEDIO DAS PARTICULAS E INDICE DE POLIDISPERSIBILIDADE
(PDI)

O tipo de preparo com gotejamento G23 foi fundamental para obter populagbes
de tamanhos médios abaixo de 200nm e PDIs 0,1, tanto para nanocapsulas compostas
de D,L-PLA quanto PLGA 50:50, porém o0s gotejamentos através da seringa sem
agulha e agulha G22 demonstraram ser incapazes de reproduzir estes tamanhos
médios e PDIs entre as amostras (tabela 7).

A agulha G23 (0,3175 mm) possui um diametro interno cerca de 25% menor
que a agulha G22 (0,3937mm) e o gotejamento sem agulha também fornece goticulas
maiores como a agulha G22 e ndo garante uniformidade de fluxo podendo ser atribuido
a fase organica gotejada de acordo com a capacidade do operador de empurrar o
émbolo da seringa e controlar sua vazao. Quanto mais uniforme o fluxo do gotejamento
e menores forem as goticulas produzidas durante o processo da emulsificagdo, menor
o tamanho médio e PDI das particulas resultantes, aumentando a uniformidade de
tamanho entre as popula¢cfes de nanocapsulas.

A presenca do farmaco ndo alterou o tamanho médio das populacdes obtidas

através do gotejamento com agulha G23 e nao foi observada diferenca entre os
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tamanhos médios e PDIs obtidos nas dispersdes das nanoparticulas contendo D,L-PLA
e PLGA 50:50 com (NC-1SO) ou sem farmaco (nanobranca) (Tabela 7 e figura 11).

Tabela 7: Comparacdo entre a média de tamanho das particulas (d médio) e
distribuicdo de tamanho (PDI) das populacbes de nanocapsulas de isotretinoina (0,5
mg/mL) e Nanobrancas de D,L-PLA e PLGA 50:50 obtidas através dos trés tipos de
gotejamento durante a fase de emulsificacao (sem agulha, G22 e G23).

Formulag6es de Nanocapsulas de isotretinoina 0,5mg/mL e Nanocapsulas sem ativo
(nanobrancas- NB) obtidas com PLGA 50:50 e D,L-PLA
Tipo de preparo sem agulha G22 G23
NB 3 NB 4 NB 10 NB 6

Formulacéo

(PLGA) (PLGA) (PLA) (PLA) (PLGA) (PLGA) (PLA) (PLA)
@ médio (nm) 167 2445 211,8 267,1 175 178 153 167
PDI 0,22 0,32 0,25 0,28 0,12 0,15 0,11 0,13

*Ver tabela 4 composi¢cdo de cada formulacao (pag. 44)

Intensidade (%)

Tamanho (nm)

Figura 11. Comparacao entre a distribuicAo de tamanho das formulagdes obtidas
através do gotejamento G23 nas preparacdes de nanocéapsulas com D,L-PLA contendo
isotretinoina 0,5mg/mL (azul) e nanobranca (verde), e PLGA 50:50 contendo

isotretinoina 0,5mg/mL (vermelho) e nanobranca (preto).
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O gotejamento através da agulha de maior diametro G22 permitiu certa
reprodutibilidade na obtencdo de tamanhos médios das goticulas devido a sua
velocidade constante de fluxo, como também permitiu reproduzir uma meédia de
tamanho e PDI similares para as trés amostras obtidas nas mesmas condi¢des (Tabela
8). Entretanto, este didmetro do orificio da agulha demonstrou ser grande o suficiente
para influenciar na obtencéo de um PDI acima de 0,2 e na formacéo de populacdes de

microparticulas com tamanhos na faixa de 2 a 5um (Figura 12).

Tabela 8: Comparacao entre trés amostras de nanocépsulas contendo isotretinoina 0,5

mg/mL, obtidas com gotejamento G22.

Formulacao 4 Amostra G22-1  Amostra G22-2  Amostra G22-3

NC-ISO (vermelho) (verde) (azul)

Tamanho médio (nm) 201 208 267,1

PDI 0,22 0,23 0,28

Intensidade (%) nm (91,5%) 205 (92,6%)232 (95,63%) 332,4
(8,5%) 3500 (7,4%) 2950 (4,367%) 4614

Intensidade (%)

01 1 10 100 1000 10000

Distribuicdo de tamanho (nm)

Figura 12: Comparacdo da distribuicho de tamanho entre trés amostras de
nanocapsulas de isotretinoina 0,5mg/mL, obtidas com gotejamento G22 (Tabela 8).
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O perfil de formacdo de nanoparticulas nos sistemas e os PDIs obtidos foram
similares entre as 8 amostras reproduzidas através do gotejamento com agulha G23.
Este didmetro do orificio da agulha demonstrou ser pequeno suficiente para influenciar
na obtencdo de PDIs aproximados a 0,1, ndo sendo observado formacdo de
populacdes de microparticulas (Tabela 9 e figura 13). Deste modo foi possivel
viabilizar, com reprodutibilidade, a preparagdo de sistemas com tamanhos e PDIs
inferiores aqueles obtidos pelo método de deposicdo de polimero pré-formado
publicados anteriormente, como de Santos e colaboradores em 2005 e 2000. Estes
autores, embora utilizando diferentes componentes na formulagcéo, bem como as mais
variadas proporcdes entre os mesmos, obtiveram populagbes de nanocapsulas de
PLGA 50:50 com média de tamanho 324nm e 224 nm respectivamente. Cauchetier e
colaboradores (2003) obtiveram nanocapsulas com tamanhos médios de 230 nm; ja
Teixeira e colaboradores em 2005, obtiveram nanocapsulas de tamanhos médios

inferiores a 300nm e PDIs de aproximadamente 0,4.

Tabela 9: Comparagdo entre 8 amostras de nanocapsulas de PLA contendo
isotretinoina 0,5mg/mL, obtidas com a mesma formulagéo 6 e gotejamento G23.

Formulagao 6 G23-1 G23-2 G23-3 G234 G23-5 G23-6 G23-7 G23-8
NC-ISO (vermelho)
(verde (azul) (preto) (laranja) (rosa) (marrom) (verde
claro) escuro)
Diametro médio (nm) 173,0 171,0 169,0 165,0 176,0 167,0 157,0 159,0

*PDI 0,1 para todas as formulacdes

1 1
1 1
1 1
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Tamanho (nm)
Figura 13: Distribuicdo de tamanho das 8 amostras de nanocapsulas de isotretinoina

0,5 mg/mL, obtidas com a mesma formulagéo 6 e gotejamento G23. (Tabela 9).
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Durante o método de preparacdo das nanocapsulas, a etapa de evaporacdo do
solvente organico ocorre durante 0s primeiros minutos logo apds colocar no
rotaevaporador, houve entdo a necessidade de regular a presséo inicial nos primeiros
10minutos de rotaevaporacdo que foi imprescindivel para evitar o aparecimento de
bolhas de ar, estas podem formar uma segunda interface e prejudicar na precipitacao

uniforme do polimero sobre as goticulas oleosas da emulséo.

Na amostra A, os primeiros 10 minutos de rotaevaporacao foi tempo suficiente
para total evaporacdo da acetona, a pressao esteve reduzida a -500 atm, com minima
formacao de bolhas de ar, ap6s a remocao completa do solvente organico a pressao foi
padronizada a -600atm durante a evaporacdo da agua, ndo aparecendo mais bolhas de
ar até o final do processo. Para a amostra B, a pressao negativa iniciou a -600 atm,
sendo observado uma grande formacdo de bolhas de ar durante a evaporacao da

acetona (Tabela 10).

Tabela 10: Comparacdo entre o tamanho meédio das goticulas formadas com
gotejamento G23 na emulsédo e das particulas obtidas na dispersao ap0s remocao de
solvente com diferentes pressoes iniciais de rotaevapora¢ao (nos primeiros 10 minutos)
para duas amostras A e B, de mesma formulacdo (NC ISO 6), fabricadas em dias

diferentes (Figuras 14 e 15).

Goticulas da emulsdo  Nanoparticulas da disperséo
(vermelho) (verde)
A B A B
Formula 6 (NC-1ISO G23) (-500atm) (-600atm)
Tamanho médio (nm) 172,4 174 173,2 195
PDI 0,12 0,16 0,14 0,25
100% 100% 100% 97% 254
Intensidade (%) nm
197,6 214 206 3% 4510
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As figuras 14 e 15 mostram graficos comparativos da distribuicdo de tamanho

entre as amostras descritas acima em dois momentos: ainda no estagio de emulséo,

(ap0s gotejamento) e apls a iormagao das nanocapsuias com a rotaevaporagdo do

solvente.
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Figura 14: Distribuicdo de tamanho da amostra (A) na fase de

dispersdo de nanocapsulas (verde).
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Figura 15: Distribuicdo de tamanho da amostra (B) na fase de emulsao (vermelho) e

dispersdo de nanocapsulas (verde).
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Teixeira e colaboradores (2005) observaram tamanhos similares para a
nanoemulsdo correspondente a dispersdo de nanocapsulas. Jalil e Nixon (1990)
observaram que, ao preparar nanoparticulas, durante o processo de evaporacao do
solvente ocorre um decréscimo gradual no volume e consequentemente um acréscimo
na viscosidade da emulsdo que afeta o equilibrio do tamanho das goticulas. Este
processo pode resultar em coalescéncia e aglomeragcdo das goticulas oleosas, 0 que
pode ser resolvido com a adicdo de tensoativo hidrofilico na fase aquosa continua, o
qual fornece uma fina camada protetora em volta das goticulas, reduz a coalescéncia e
estabiliza a emulséo. Conforme os resultados mostrados nas Figuras 14 e 15 e Tabela
10, o aparecimento de populacdes de microparticulas ndo dependeu somente destes
fatores, pois a amostra parece ter sofrido a interferéncia da grande quantidade de
bolhas de ar formadas durante o processo de evaporacdo da acetona. Padronizar a
pressdo a -500atm durante o tempo inicial (nos primeiros 10minutos) de evaporac¢ao do
solvente organico (acetona), foi fundamental para uma precipitacdo rapida e uniforme
do polimero sobre as goticulas, a turbuléncia causada pelo aparecimento de bolhas de
ar durante este periodo inicial de rotaevaporacdo pode ter contribuido para aglomerar
as nanogoticulas formando micropopulacées além de causar uma precipitacdo

defeituosa do polimero sobre elas.

A alteracéo da agulha G22 para G23 demonstrou ser fundamental para diminuir
a média de tamanho das goticulas na emulsdo e consequentemente das
nanoparticulas formadas apos a evaporacdo. Menores goticulas na emulsdo parecem
ter prevenido a formagéo das microparticulas na dispersdo, desde que seja promovida
uma evaporacdao inicial rapida do solvente com minima formacao de bolhas de ar.

A formulacdo 6, preparada com agulha G23 na fase da emulsdo, foi entdo
escolhida como formulacdo padrdo para seguir os estudos de estabilidade a longo
prazo depois de obtidos os melhores resultados de comparacdo entre as médias de
tamanho das particulas e respectivo PDI. Além de otimizar as concentracbes dos
componentes da formulacdo, o método de preparacdo também foi padronizado
observando-se assim que a uniformidade de gotejamento e tamanho das goticulas da
emulsdo foi fundamental para obtencdo de lotes semelhantes com tamanhos médios
menores que 200nm e PDIs de 0,1. Estes resultados indicaram boa reprodutibilidade
entre as oito amostras obtidas em dias diferentes conforme demonstrado na Tabela 9 e

Figura 13.
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4.4.1. AVALIACAO DO TAMANHO MEDIO E PDI DAS POPULAQES OBTIDAS NO
PRECIPITADO E SOBRENADANTE DAS DISPERSOES APOS CERTFUGACAO E
NAS DISPERSOES DE NANOCAPSULAS COM FORMULACAO 4 E PREPARADAS
COM GOTEJAMENTO G22 E G23 RESPECTIVAMENTE.

O sobrenadante coletado apos a centrifugacdo da amostra obtida com a formula
4 demonstrou que a maioria das nanoparticulas que permaneceram estaveis na
dispersao, ou seja, nao precipitaram, possuem tamanhos médios menores que 230 nm,
ver figura 16. J4 o precipitado ressuspenso possuiu na sua maioria, particulas com
média de tamanho superior a 400nm(>90%), ver tabela 11. Cerca de 90% de
nanoparticulas que precipitaram poderdo ser nanoesferas, conforme Teixeira e
colaboradores (2005), onde estudos futuros poderdo comprovar esta teoria através da
microscopia eletronica de transmissao, ja as microparticulas com tamanhos superiores
a 4um detectadas na dispersao antes de centrifugar e no seu respectivo precipitado
ressuspenso apos centrifugar, sdo microcapsulas facilmente visiveis através de
fotomicrografias Opticas (ver item 4.5) formadas apds o processo de rotaevaporacao
(tabela 11 e figura 16).

Estes resultados demonstram que além das microparticulas, a maioria das
nanoparticulas (provavelmente nanoesferas) com tamanhos aproximados e superiores

a 400nm também precipitam apdés o teste de centrifuga, ver figuras 16 e 17.
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Tabela 11: Tamanho médio das particulas e PDI antes e ap0s centrifugacao
(sobrenadante e precipitado) a 2500rpm/h.

Formula 4 (G22) - Figura 11 Formula 6 (G23) - Figura 12

Dispersdo Sobrenadante Precipitado Dispersdo Sobrenadante Precipitado
antes da Pés Pés antes da Pés Pés
centrifuga centrifuga centrifuga  centrifuga centrifuga centrifuga
(vermelho) (verde) (azul) (verde) (azul) (vermelho)

Diametro  médio 267,1 2177 372,5 159 141 190

(nm)

PDI 0,28 0,23 0,34 0,16 0,09 0,15

- Populacdo 332,4 230,5 463,4 183 158 208

E 3

% ’% 1 (95,6%) (100%) (90,11%) (100%) (100%) (100%)

c S

() Q.

E 8

< 2| Populagdo deild, e 112,7 - e e

S ©

S 2 (4,4%) (6,76%)

[}

© I%

D O

g 3

S Z|Populagdo | - e 510157/

c 0

E 8 3 (3,12%)
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Figura 16: Distribuicdo de tamanho antes e ap0s centrifugacao, dispersédo (vermelho),
sobrenadante (verde) e precipitado ressuspenso (azul), da formulacéo 4 (G22).
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Figural7: Distribuicdo de tamanho antes e apds centrifugacdo, dispersao (verde),
sobrenadante (azul) e precipitado ressuspenso (vermelho), da formulacao 6 (G23).
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Figura 18: Fotomicrografia do precipitado ressuspenso da amostra NC-1SO 6.

Apos o teste de centrifuga feito com a dispersédo NC-ISO 6, nenhum dleo livre foi
detectado, mas foi observada a presenca de um pequeno precipitado, que ocupa
menos que 1% do volume total da dispersdo. Foram detectadas raras microparticulas
na fotomicrografia Optica do precipitado ressuspenso, 0 que permite dizer que este
precipitado pode ser formado por nanoparticulas, sejam nanoesferas e/ou
nanocapsulas aglomeradas que permaneceram com tamanho médio superior a 200nm
apos ressuspensdao, conforme demonstrado pela Figura 17 e 18.

O sobrenadante coletado ap6s a centrifugacdo da amostra obtida com a
formulacdo 6 demonstrou que a maioria das populacbes de nanocapsulas com
tamanhos inferiores a 300nm permaneceram estaveis na dispersdao, ou seja, nao
precipitaram. Ja no precipitado ressuspenso apareceram populacdes de nanoparticulas
com tamanhos aproximados a 400nm também detectadas na dispersdo antes de
centrifugar (Figura 17).

Teixeira et al, em 2005, também obtiveram nas suas dispersbes de
nanocapsulas um pequeno pellet formado no fundo do tubo apoés teste da centrifuga, o
gual foi atribuido a formacdo de nanoesferas devido a uma inadequada deposi¢cao do
polimero sobre a interface das goticulas oleosas da emulsdo no meio aquoso. Como
nenhum o6leo livre foi detectado nas formulac6es analisadas, acredita-se que o 6leo foi

completamente coberto pelo polimero.
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4.5 ASPECTO MICROSCOPICO DAS DISPERSOES DE
NANOCAPSULAS CONTENDO ISOTRETINOINA

Nas seguintes fotomicrografias, figuras 19 a 23, foram apresentadas diferentes
dispersdes obtidas através da variacdo da forma de gotejamento bem como da
concentragéo de isotretinoina na formulacéo.

A Figura 19 demonstra a presenca de cristal amarelo de isotretinoina e varias
microcapsulas na dispersao obtida através de gotejamento manual com a concentracao
tedrica de 1 mg/mL de isotretinoina. Na Figura 20, também obtida por gotejamento
manual com a concentragdo tedrica de isotretinoina de 0,5 mg /mL foi possivel
observar a presenca de microcapsulas de tamanhos variados assim como na Figura
19, entretanto, mas nao se observou presenca de cristais de isotretinoina sugerindo
que esta foi totalmente encapsulada.

O perfil microscépico da dispersdo de nanocapsulas com PGLA 50:50, obtida
pelo gotejamento sem agulha, representada pela Figura 20, foi semelhante ao da
dispersdo de nanocapsulas contendo PLA obtida pelo gotejamento com agulha G22,
representada pela Figura 21, ambas contém 0,5mg/mL de isotretinoina e apresentaram
inUmeras particulas micrométricas e auséncia de cristais de isotretinoina. A figura 22
demonstra a dispersdo de nanocdpsulas obtidas através de gotejamento em agulha
G23, apresentando cristais de isotretinoina sugerindo que a concentracao tedrica de
0,7 mg/mL excedeu a capacidade maxima de encapsulagéo. Entretanto, na Figura 23 a
dispersédo de nanocapsulas com concentracao tedrica de isotretinoina de 0,5 mg/mL e
gotejamento em agulha G23, apresentou raras microcapsulas e auséncia de cristais,

demonstrando maior homogeneidade entre as populacdes e completa encapsulacao.
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Figura 19: Fotomicrografia da amostra NC-ISO 1 (1,0mg/mL de isotretinoina) com
PLGA 50:50, obtida por gotejamento sem agulha, exibindo cristais de isotretinoina.

Figura 20: Fotomicrografia da amostra NC-ISO 2 (0,5mg/mL de isotretinoina) com
PLGA 50:50, obtida por gotejamento sem agulha, exibindo inUmeras particulas
micrométricas.
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Figura 21: NC ISO 4 (0,5mg/mL de isotretinoina) com D,L-PLA e Gotejamento G22,
exibindo indmeras particulas micrométricas.

Figura 22: Fotomicrografia da amostra NC-ISO 8 (0,7mg/mL de isotretinoina) obtida
com D,L-PLA por gotejamento G23, exibindo cristais de isotretinoina.
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Figura 23: Fotomicrografia da amostra NC-ISO 6, obtida com D,L-PLA (0,5mg/mL) e
por gotejamento G23, exibindo raras particulas micrométricas e auséncia de cristais de
isotretinoina..

4.6 ESTABILIDADE EM LONGO PRAZO DA DISPERSAO DE NC-ISO,
FORMULA 6

Até 4 meses apoOs a preparacdo da formulacdo 6 ndo foi observado nenhum
sedimento, cristais de isotretinoina, Oleo livre ou cremagem. As caracteristicas
organolépticas e a microscopia Optica da dispersdo se mantiveram estaveis desde a
fabricacao até 120 dias, ndo ocorrendo notaveis variacées de pH, do tamanho médio e
PDI. ApGs 5 meses, a microscopia Optica revelou poucas populacdes aglomeradas, as
quais foram detectadas pelo ensaio de espalhamento de luz, levando ao aparecimento
de micropopulacdes e aumento do PDI. Pode ser possivel também relacionar os
valores de queda do pH da disperséo ao inicio de hidrélise polimérica com pequena
liberacdo de farmaco, apesar que esta redugdo no pH apés 120dias pode ser
considerada pouco significativa para justificar a hidrolise do PLA. Em 150 dias houve o
aparecimento de microparticulas com aumento do PDI para 0,2 sugestivos de formacao
de residuos devido a erosdo das nanocapsulas ou aglomerados de microcapsulas
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indicativos de inicio de instabilidade da dispersdo que coincidiu com mesmo tempo da

gueda do pH da dispersao de 7,35 para 6,94 (Tabela 12 e Figuras 24 e 25).

Tabela 12: Avaliagdo da estabilidade em longo prazo da dispersdo de nanocapsulas
NC-ISO 6 (armazenada a +4°C) e demonstracdo da degradacdo de isotretinoina
encapsulada durante o seu armazenamento através da queda de sua absorbancia

méxima ao longo do tempo ( A=336nm).

Tempo Caracteristicas Caracteristicas pH Tamanho PDI ABS max. Doseamento
(dias) macroscopicas microscoépicas médio de isotretinoina (% isotreti-
particula encapsulada ndo noina
(nm) degradada encapsulada
A=336nm nao
degradada) *
0 Liguido amarelo Raras 7,35 166,9 0,1 0,927 99,2
claro, leitoso microcapsulas
fluorescente
sem residuos
15 Estével Raras 7,35 167 0,1 0,923 98,76
microcapsulas
30 Estével Raras 7,35 169 0,1 97,35
microcapsulas 0,912
45 Estével Raras 7,35 166 0,1 0,894 95,05
microcapsulas
60 Estavel Raras 7,35 172 0,1 0,696 69,68
microcapsulas
90 Estavel Raras 7,35 163 0,1 0,655 64,42
microcapsulas
120 Estavel Raras 7,29 167 0,1 0,632 61,47
microcapsulas
150 Estavel Presenca de 6,94 182 0,21 0,508 45,59
poucas
microcapsulas
aglomeradas e
poucos  residuos
de polimero

*Calculos efetuados através da equacado da reta obtida pela curva de calibracdo, ver itens 3.2.5 e 4.7

sobre eficiéncia de encapsulacéo.

**\/olume total das fracbes de isotretinoina encapsulada = 9mL (coletado ap6s fabricagao da NC ISO-6

por cromatografia de exclusdo de tamanho).
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Figura 24: Distribuicdo de tamanho da dispersdo NC-ISO 6 durante o armazenamento
em geladeira (4C £ 1,0), apés a fabricacao (vermel ho), 15 dias (verde claro), 30 dias
(azul), 45 dias (preto), 60 dias (rosa escuro), 90 dias (rosa claro), 120 dias (marrom) e
150 dias (verde escuro).

Figura 25: Fotomicrografia da amostra NC-ISO 6 apé6s 150 dias de fabricagdo com
presenca de aglomerados.
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A absorbancia maxima da isotretinoina em 336nm teve queda marcante apés 60
dias, demonstrando que o farmaco encapsulado degradou parcialmente apos este
tempo de armazenamento sem ser liberado para o meio. A absorbancia da isotretinoina
no comprimento de onda de 336nm declinou de 0,9 para 0,6 apds 60 dias da
fabricacéo e permanecendo similar até 120 dias. Isto sugere uma possivel adsorcéo de
isotretinoina na superficie polimérica das nanocapsulas, ficando em contato com o
meio externo aquoso da dispersdo, acelerando sua degradacdo durante o
armazenamento da dispersdo de nanocapsulas em geladeira (4C + 1,0), mesmo na

auséncia da luz (Tabela 12).

4.7 EFICIENCIA DE ENCAPSULACAO

A melhor eficiéncia de encapsulacédo (99,2%) foi obtida com a concentragéo
inicial de 0,5mg/mL de isotretinoina para a formulacédo 6 que contém 150mg de PLA /
150mg de poloxamer 188 / 150mg fosfatidilcolina / 100mg de 6leo de soja.

A formulacdo 9 foi preparada com reducao de 10% na concentracao inicial de
polimero com o intuito de diminuir o pequeno precipitado que surge na dispersao apés
a centrifuga, o qual pode ser considerado como nanoesferas formadas por um pequeno
excesso de polimero. Nesta formulacdo foi observada queda na eficiéncia de
encapsulacdo de 99% para 87%. Isto sugere que a concentracdo inicial de 150mg do
polimero foi imprescindivel para uma completa encapsulacdo, ao contrario da
formulag&o 9 obtida com 135mg de polimero, onde provavelmente tensoativos, farmaco
livre e Oleo, ficaram em excesso e puderam ser detectados macroscopicamente
aderidos ao baldo de vidro apos a rotaevaporacdo, com formacdo de um halo de
residuos de dificil remocdo com agua e facil remocdo com acetona, a queda na
eficiéncia de encapsulacéo desta dispersdo NC ISO 9 demonstrou que houve perda de
isotretinoina durante o processo de fabricacéo.

Com a obtencdo de resultados satisfatérios na eficiéncia de encapsulacdo da
formulagcdo 6 ndo houve necessidade de fazer mais alteragbes na formulagdo, como
diminuir as concentra¢des dos tensoativos, 6leo e farmaco.

As concentracbes iniciais de 0,6mg/mL e 0,7mg/mL de isotretinoina das
formulacbes 7 e 8 originaram farmaco livre em excesso, diminuindo a porcentagem de

eficiéncia maxima de encapsulacdo. A formulacdo 6 apresentou bons resultados nos
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ensaios de estabilidade acelerada bem como maior eficiéncia de encapsulacédo, sendo
assim considerada a formulacdo mais adequada para seguir nos testes de estabilidade
a longo prazo na tentativa de obter um produto aceitavel.

Tabela 13: Comparacao entre os resultados de Eficiéncia de Encapsulacdo (EE) das
amostras obtidas com as formulacdes 6, 7, 8 e 9 (NC-ISO) com separacao das fracOes
de Farmaco Encapsulado (FE) e quantificacdo da isotretinoina em A = 336nm.

Amostra Volume total das ABS Quantidade de Eficiéncia de
Concentracéo fracOes de maxima da farmaco Encapsulacéo (%)
inicial isotretinoina farmaco isotretinoina encapsulado — FE
(mg) : D, L- PLA encapsulado - A =336nm (mg)*
(mg) FE (mL)*
NC ISO 6/1 9,0 0,927 4,96 99,2
5:150
NC ISO 6/2 6,6 1,2092 4,966 99,3
5:150
NC ISO 7/1 7,2 1,099 4,39 73
6 :150
NC ISO 7/2 9,3 0,8528 4,64 77
6 :150
NC ISO 8 7,1 1,1639 511 73
7 :150
NC ISO 9 8,0 0,9158 4,35 87
5:135

* Os volumes totais das fracdes de farmaco encapsulado (FE) foram coletados através da cromatografia
de exclusdo de tamanho, as NC ISO 6 e NC ISO 7 foram feitas em duplicatas para confirmar os
resultados;

**Qs célculos foram efetuados através da equacao da reta obtida pela curva de calibragao utilizando os
dados descritos na tabela da ABS méaxima da isotretinoina e volume total das fragcbes de FE, ver item
4.7.1;
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4.7.1 SEPARACAO DAS FRACOES DE FARMACO LIVRE E EN®SULADO PARA
CALCULO DA EFICIENCIA DE ENCAPSULACAO:

Figura 26: Separacgdo das fragcbes de nanocapsulas contendo farmaco encapsulado e
farmaco livre através da coluna de vidro com Sephadex G50®.

Pela reunido das fracdes eluidas contendo as nanocapsulas para quantificacao
por espectrofotometria, a eficiéncia de encapsulacao foi assim calculada:
Equacao da reta da curva analitica: ABS= 112,38035 x Conc. + 0,15221

Exemplo: NC ISO 6/2 (tabela 13)

1,2092 —0,15221
112,3803%

Conc = = 0,0094 mg /mL

0,0094 x 4mL = 0,0376ng/mL, onde 4mL é a diluicdo total utilizada com &lcool etilico para

precipitar o polimero e liberar o farmaco para quantifica-lo.

0,0376x 6,6mL= 0,2483ng/mL, onde 6,6mL é o volume total da fragdo encapsulada diluida em

tampao fosfato pH 7,4 (0,5mL de dispersdo concentrada de nanocépsulas) obtido através da
cromatografia de exclusédo de tamanho.

_ 0,2483mg X 10mlL
B 0,5 mL

x
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Onde 10mL é o volume final da dispersdo concentrada de nanocpsulas e 0,5mL é a
quantidade de dispersdo concentrada de nanocapsulas introduzida na cromatografia de

exclusao de tamanho.

x = 4,96mg/10mL ou 0,49 mg/mL

Se a concentracao inicial de isotretinoina na formulagéo 6/2 foi de 5mg para 10mL de disperséo
e foi quantificado 4,96mg de isotretinoina encapsulada, esta dispersédo de nanocapsulas obteve

99,3% de eficiéncia maxima de encapsulacao.

(A)

0 - L s B B O B B B B B B B B

1 3 5 7 9 11 13 Il?agggs Fth ’_%_1 23 25 27 29 31 33 35

Figura 27: Perfil de eluicdo das fracdes de farmaco encapsulado (A) e farmaco livre (B)
a partir de aliquota da amostra NC-1SO 6/2.

A alta eficiéncia de encapsulacdo se deve a isotretinoina ser pobremente sollvel
em agua e ter a tendéncia de migrar para o ndcleo oleoso em razdo de seu carater
lipofilico. Tal como no trabalho de Santos et al (2005), a alta eficiéncia de encapsulacao
do farmaco lipofilico utilizado dentro das nanocépsulas de PLGA, foi fortemente
dependente da solubilidade do farmaco na fase oleosa. Ainda conforme Teixeira et al
(2005), a porcentagem do farmaco encapsulado nas nanocapsulas esta relacionada a
sua solubilidade no ndcleo oleoso. Isto explica a alta eficiéncia de encapsulacéo obtida
com a isotretinoina, devido ao seu carater majoritariamente apolar. Cauchetier e
colaboradores 2003, utilizando trés polimeros diferentes (PLGA, PCL e D,L —PLA)
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demonstraram uma encapsulacao de quase 100% para farmaco atovaquone, altamente

lipofilico.

4.8 CINETICA DE LIBERACAO IN VITRO DA FORMULACAO 6 DE
NANOCAPSULAS DE PLA CONTENDO ISOTRETINOINA.

A Tabela 14 exibe os dados de liberacdo da isotretinoina a partir das
nanocapsulas (Formulacao 6) durante as 24 horas do ensaio de liberagéo.

Tabela 14: Concentracdo de isotretinoina liberada (amostra NC-ISO 6) quantificada por
espectrofotometria no UV em 336nm ao longo do tempo (0-24horas) — ensaio realizado
em triplicata.

Tempo (horas) média Conc. (mg) DP % teor % Perda

0 0,0064499 0,00061 100% 0%

0,25 0,0053923 0,00048 83% 17%
0,5 0,0051919 0,00013 80% 20%
1 0,0050435 0,00066 78% 22%
2 0,0049803 0,00015 77% 23%
3 0,0037819 0,00167 58% 42%
4 0,0037096 0,00027 57% 43%
5 0,0036144 Nd* 56% 44%
6 0,0032976 0,00017 51% 49%
7 0,0033252 0,00002 51% 49%
8 0,0028634 0,00189 44% 56%
12 0,0010392 Nd* 16% 84%
15 0,0006179 0,00008 10% 90%
18 0,0001565 0,00033 2% 98%
24 0,0005442 0,00063 -8% 100%

* Desvio Padrdo ndo determinado
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Figura 3: Cinética de liberacdo (%) in vitro da isotretinoina encapsulada em
nanocapsulas de PLA formula 6, ao longo do tempo (0 - 24horas).

Um efeito “burst” inicial na primeira hora do processo liberou pouco mais de 20%
da isotretinoina das nanocépsulas de D,L-PLA, o que reforca a possibilidade de certa
qguantidade de isotretinoina estar adsorvida na superficie da camada polimérica das
nanocapsulas. Segundo N.P. Santos e colaboradores, este efeito “burst” também
ocorreu na primeira hora com liberacdo de 15% de acido Usnico das nanocapsulas de
PLGA, também atribuindo esta liberagdo imediata a uma possivel adsor¢cdo do farmaco
a superficie polimérica das nanocapsulas,

De forma gradativa e lenta, ocorreu liberacdo de 50% de isotretinoina nas
primeiras 6 horas, 84% em 12 horas, finalizando 100% de farmaco liberado em 24
horas de ensaio a 37°C. No trabalho de N.P. Santos e colaboradores (2005), a
liberacdo de acido usnico das nanocapsulas de PLGA chegou a 78% da concentracéo
inicial de farmaco dentro de 48 horas. A autora atribuiu este perfil a varios fatores que
tém efeito sobre a liberacdo de farmacos encapsulados nos sistemas nanocarreadores,
como tamanho da particula e solubilidade ou afinidade do farmaco pela fase oleosa e
pelo polimero e sua incorporacéo. Estes sdo parametros comuns que governam o perfil
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de cinética de liberacéo dos farmacos, o que pode explicar porque as nanocapsulas de
D,L-PLA contendo isotretinoina liberaram em 24 horas todo o farmaco, pois com menor
tamanho médio da particula (sub 200 nm) e maior a uniformidade entre as populacdes
formadas (PDI 0,1) foi possivel proporcionar liberacdo mais rapida e gradativa
(uniforme).

Ammoury N. e Fessi H. (1990), conseguiram liberar 85% de indometacina em 2
horas das nanocépsulas de D,L-PLA. A literatura possui relatos controversos que sao
fortemente dependentes dos tipos e componentes utilizados no sistema e das

condi¢cBes experimentais

4.9 ENSAIO DE FOTODEGRADACAO DA ISOTRETINOINA LIVRE E
ENCAPSULADA (NC-ISO 6) SOB EXPOSICAO A RADIACAO UVA DE
365NM A 25°C

O ensaio de fotodegradacéao foi realizado com o objetivo de comparar o teor (%)
de isotretinoina livre com isotretinoina encapsulada ao longo de 08 horas de exposi¢cao
a radiacdo UVA para conferir se o filme polimérico que reveste a nanocapsula fornece
alguma protecéo ao ativo fotossensivel.

Nos primeiros 2 a 5 minutos apos a exposi¢do das nanocpsulas 20 a 35% de
isotretinoina foi degradada respectivamente, o que reforca a teoria de uma determinada
guantidade de farmaco dentro dessa faixa de concentracdo possa estar aderida na
superficie das nanocapsulas e teve contato direto com a luz sem protecdo do filme
polimérico, enquanto que a concentragdo de isotretinoina livre decaiu drasticamente
neste tempo inicial de exposicéo de 94% para 30%.

Apos 10 minutos de exposicao a luz, cerca de 50% da isotretinoina encapsulada
permaneceu integra, enquanto que no mesmo periodo de tempo a concentracdo de
isotretinoina livre caiu aproximadamente 30%.

A partir dos 240minutos de exposicdo, o nivel de degradacdo para as duas
amostras com isotretinoina se torna similar apresentando uma concentracédo de 16 a
18% de isotretinoina e decaindo gradativamente com concentragcfes similares até os
480minutos finais do ensaio restando apenas 7 a 8% de isotretinoina presente nas

nanocapsulas e isotretinoina livre.
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Tabela 15: Perfil de fotodegradacdo através das concentracdes de isotretinoina
encapsulada e livre durante a exposi¢ao a luz UVA — 365nm, ao longo do tempo O -
8horas.

TEMPO % NANO ISO PLA DP % 1SO LIVRE DP
0 92,87 0,0007 94,7 0,02192
2 80,06243032 0,0524 37,40776 0,014491
5 65,25752508 0,0198 30,51011 0,003559
10 52,91638796 0,0052 28,24832 0,007932
15 47,10813824 0,0058 27,735 0,005715
30 42,63545151 0,0120 27,57459 0,004243
45 36,41471572 0,0078 25,56946 0,004349
60 34,64882943 0,0057 25,36092 0,012897
120 28,45039019 0,0047 21,55919 0,005737
180 22,65328874 0,0114 18,86429 0,001414
240 18,44370123 0,0115 16,50626 0,00781
300 13,18171683 0,0465 13,93167 0,00263
360 11,4916388 0,0081 12,27141 0,005033
420 8,963210702 0,0116 10,49086 0,001155
480 7,076923077 0,0037 8,87873 0,007
100
90
80
70
60 -
£ 50 -
40 -
30 -
20 -
10 -
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 50 100 150 200 250 300

Tempo (min)

‘—0—% NANO PLA —=— % ISO LIVRE

Figura 29: Comparacdo entre a cinética de fotodegradacdo da isotretinoina
encapsulada (azul) e livre (rosa) sob exposi¢céo a luz UVA ao longo de 0 a 8 horas.
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5.0 CONCLUSOES

Dentre as diversas preparacoes, a formulacdo que resultou nas melhores
caracteristicas foi a NC-ISO 6, contendo 5 mg de isotretinoina / 150 mg D,L-PLA
/ 150 mg PC / 100 mg Oleo de soja / 150 mg Poloxamer 188, para 10 mL da
disperséo obtida através do método de deposicao interfacial do polimero;

A obtencéo de populacdes com tamanhos médios menores que 200nm e PDIs
0,1 foi reprodutivel desde que garantido o mesmo tamanho médio para as
goticulas da emulsdo com gotejamento G23 e mantida a pressdo de vacuo
durante toda a evaporacdo do solvente organico até -500atm para evitar a
formacéo de bolhas de ar;

O potencial zeta demonstrou que uma determinada quantidade de isotretinoina
fica situada na superficie da membrana polimérica das nanocapsulas de PLGA
50:50 (NC ISO 2) aumentando a carga negativa superficial.

A dispersdo de nanocapsulas de D,L-PLA contendo isotretinoina (0,5mg/mL) —
NC ISO 6, armazenada em geladeira se mostrou estavel por até 120 dias. Com
150 dias de armazenamento apOs a fabricacdo, apareceram populacdes de
microparticulas e o pH diminuiu de 7,35 para 6,94 podendo indicar o comeco de
uma degradacdo polimérica e demonstrou também aglomeracdo de particulas
na dispersdo, conforme fotomicrografia éptica indicando inicio de instabilidade
da disperséo;

ApoOs 60 dias de armazenamento da NC ISO 6 em geladeira, sem contato com a
luz, a isotretinoina encapsulada degradou cerca de 30%, apesar da dispersao de
nanocapsulas permanecer estavel, reforcando que esta quantidade de
isotretinoina que degradou esta adsorvida ha membrana polimérica em contato
com meio aquoso externo, responsavel pela sua degradacéo;

A eficiéncia maxima de encapsulacao foi alcancada com 99,2% de isotretinoina
encapsulada, com a concentragéo inicial de 0,5 mg/mL para a formulacdo NC
ISO 6;

No ensaio de fotodegradacao da isotretinoina encapsulada com a férmula de NC
ISO 6, foi demonstrado uma maior protecdo dada pela presenca do filme

polimérico, pois cerca de 50% de isotretinoina foi preservada, em comparacao a
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isotretinoina livre que caiu para 28% quando exposta diretamente a luz UVA nos
primeiros 10minutos.

Nos primeiros 2 minutos ap0s a exposi¢cdo das nanocapsulas apenas 20% de
isotretinoina encapsulada foi degradado, o que reforca a possibilidade de que 20
a 30% de isotretinoina estdo aderidos a membrana polimérica em contato com o
meio externo e tiveram contato direto com a luz sem protecdo do filme
polimérico, enquanto que a concentracdo de isotretinoina livre caiu
drasticamente neste tempo inicial de exposicao de 94% para 37%.

A cinética de liberacgdo in vitro da NC ISO 6, com solubilidade da isotretinoina
determinada no meio tampéo fosfato pH 7,4 = 0,0007mg/mL, demonstrou liberar
gradativamente o farmaco de maneira satisfatoria. Na primeira hora de ensaio foi
demonstrado um efeito “burst” com liberacdo de 20% de isotretinoina e, apos 6
horas, foram liberados cerca de 50%, chegando a 100% apds 20 horas de
ensaio. Com este efeito “burst” pode-se sugerir que a quantidade de
isotretinoina liberada rapidamente estava presente na camada polimérica em
contato com a fase externa da dispersao.

Os ensaios efetuados de envelhecimento em longo prazo, potencial zeta,
fotodegradacao e cinética de liberacao in vitro das dispersdes de nanocapsulas
contendo isotretinoina, sugeriram a possibilidade de uma quantidade deste
farmaco (20 a 30%), estar presente na superficie polimérica das nanocapsulas,
devendo ser necessarios mais estudos futuros que comprovem realmente esta

hipotese.
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