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RESUMO

Os niossomas, vesiculas formadas por tensoativos nao-iénicos, e as ciclodextrinas
(HPBCDs) sao sistemas capazes de alterar as caracteristicas fisico-quimicas
originais de diversos farmacos. O maior desafio da administracdo topica de
retindides, como isotretinoina (acido 13-cis-retindico), € a manutencdo de sua
estabilidade em formulagbes capazes de reduzir a sua toxicidade durante o
tratamento. A proposta deste trabalho foi desenvolver sistema para o transporte e
liberacdo da isotretinoina com potencial para aplicacdo na terapéutica tépica da
acne. Os niossomas foram formados a partir de Brij®30:Colesterol:DCP (50:25:10)
pelo método de hidratacdo do filme lipidico. O complexo HPBCiclodextrinas-
isotretinoina foi obtido por agitacdo durante 8 dias em tampao fosfato pH 7,4. Os
niossomas foram caracterizados sendo possivel verificar grande variedade
morfoldgica, estruturas flexiveis e membrana fluida apds a inclusdo da isotretinoina
livre. A fluidez da membrana que contém isotretinoina permitiu o vazamento de
farmaco quando em concentragbes maiores que 5 mM. O complexo
HPBCDs:isotretinoina (20:1) aumentou consideravelmente o tamanho das vesiculas,
também permitindo vazamentos. Os sistemas desenvolvidos possuem potencial
para uso como carreadores da isotretinoina na aplicacdo tépica demonstrando

comportamento de “sistema de liberacdo modificado”.

Palavras chaves: HPBCiclodextrinas. Niossomas. Isotretinoina.



ABSTRACT

Non-ionic surfactant vesicles (niosomes) and cyclodextrins (CDs) are able to modify
physical-chemical properties of incorporated drugs. One of the major challenges for
the topical administration of retinoids, such as isotretinoin (31cisRA), is the stability of
these compounds in formulations capable of reducing their toxicity during the
treatment. The purpose of this research was to develop vesicular carries capable to
transport and deliver isotretinoin for topical application during acne treatment. The
niosomes were obtained from Bryj®30:Cholesterol:DCP (50:25:10) by the film
hydration method. The HPBCDs:isotretinoin complex was obtained by agitation for 8
days in phosphate buffer pH 7.4. The vesicles were characterized and it was
possible to encounter a large amount of morphological varieties, flexible structures
and fluid membrane, after inclusion of free isotretinoin. The fluidness of the
membrane that contains isotretinoin allowed leaking of the drug when in
concentration above 5 mM. The HPBCDs:lsotretinoin (20:1) increased the vesicle
size considerably, also allowing drug leaking. The systems developed presented
themselves as potential carries of isotretinoin for topical application and played the

roll of drug delivery system,

Key words: HPBCyclodextrins. Niosomes. Isotretinoin.
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1. INTRODUGAO

1.1 NANOTECNOLOGIA

Segundo o National Nanotechnology Initiative (NNI) nanotecnologia € definida
de um modo geral como sendo “a compreensdo e o controle da matéria em
dimensdes de aproximadamente 1 a 100 nan6metros” (KOO et al, 2005). Freitas
(2005) define nanotecnologia como sendo “a engenharia de estruturas moleculares
precisas — tipicamente medindo 0,1 um ou menores”.

Nanomedicina é definida como sendo a ciéncia e tecnologia para diagnosticar,
tratar e prevenir a doenga e o trauma, ou aliviar a dor, além de promover e preservar
a saude humana usando ferramentas moleculares e conhecimentos moleculares do

corpo humano (European Science Foundation’s, 2005) (figura 1).
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Figura 76— Varios tipos de nanosistemas com aplicacao terapéutica. Fonte: DUNCAN, 2005.

A nanomedicina é a parte da nanotecnologia aplicada a saude em sistemas de
liberacdo de farmacos, sendo exemplos a tecnologia dos nanossistemas: o0s

lipossomas, os imunolipossomas, os polimersomas, as nanocapsulas e nanoesferas



(DUNCAN, 2005). A tecnologia dos sistemas de liberacdo de farmacos,
frequentemente descritos como “drug delivery sistems”, representa uma das
fronteiras da ciéncia, a qual envolve diferentes aspectos multidisciplinares e pode
contribuir muito para o avango da saude humana (AZEVEDO, 2002).

O uso de sistemas nanométricos carreadores de farmacos tem se
estabelecido nas ultimas décadas nas pesquisas clinicas e farmacéuticas, como os
lipossomas, micelas, nanocapsulas, nanoparticulas poliméricas, particulas lipidicas
sélidas, niossomas, entre outros, aumentando a eficiéncia terapéutica de muitas
substancias, principalmente pelo aumento da estabilidade dos farmacos incluidos ao
sistema e pelo direcionamento ao sitio alvo da agdo farmacoldgica (TORCHILIN,
2006). Os sistemas nanoparticulados tém sido desenvolvidos a fim de reduzir o
potencial toxico, alterar a farmacocinética e modificar a liberagdo de farmacos com o
intuito de prolongar sua acao (CORTESI et al, 2007). Uma das maiores vantagens
da nanotecnologia para a medicina, € que estes sistemas possuem tamanhos
bastante reduzidos, capazes de ultrapassar sem dificuldade certas barreiras
biolégicas, o que facilta a terapéutica em muitas patologias. Uma segunda
vantagem é que dependendo da tecnologia empregada na obtencdo destes
sistemas, consegue-se obter diferentes propriedades de liberacdo dos agentes
terapéuticos e reduzir os efeitos toxicos de farmacos (FAHMY et al, 2005).

1.2. LIPOSSOMAS

Lipossomas sao vesiculas formadas pela auto-organizacao de fosfolipidios
em 4gua, sendo que sua membrana pode ter uma ou varias bicamadas lipidicas
curvadas sobre si (figura 2). Os lipossomas tém sido estudados desde os anos 60
(SESSA e WEISSMANN, 1968). Um dos primeiros trabalhos utilizando lipossomas
como um sistema de liberacdo de farmacos para administragdo topica foi
apresentado por Mezei e Gulasekharam (1980).
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Figura 77 - Estrutura esquematica de lipossoma formado de fosfolipidios. Fonte:
Enciclopédia Britanica (2007).

Lipossomas podem ser classificados quanto ao tamanho e numero de
bicamadas: vesiculas multilamelares grandes (MLV) - vesiculas que possuem mais
de uma bicamada lipidica; vesiculas unilamelares grandes (LUV) - vesiculas que
possuem apenas uma bicamada e diametro maior que 100 nm; e vesiculas
unilamelares pequenas (SUV) - vesiculas que possuem apenas uma bicamada e
didmetro variando de 25 a 100 nm (ANDREO-FILHO et al 1999) (figura 3).

LUV

o O

MLV MVV
Figura 78 — Estrutura esquematica dos diferentes tipos de lipossomas: multilamelares

grandes (MLV), unilamelares grandes (LUV), unilamelares pequenas (SUV) e
multivesiculares (MVV). Fonte: www.scf-online.com/.../daniels_3_25 d.gif.



Os lipossomas podem conter o farmaco em diferentes localizagdes: na
camada lipidica ou em sua regiao hidrofilica, dependendo da afinidade da
substancia encapsulada e sua polaridade (VEMURI e RHODES, 1995) (figura 4).

Bicamada

I inidira

L

Regiao Hidrofilica

Figura 79 - Estrutura esquematica do lipossoma indicando o posicionamento do farmaco de
acordo com sua afinidade: lipossollveis — bicamada lipidica; hidrossoluveis — regido
hidrofilica. Fonte:www.buymdprorx.com/images/qusome_1.jpg — Adaptado.

Os lipossomas apresentam baixa toxicidade e imunogenicidade, sao
biodegradaveis e capazes de proteger os compostos encapsulados da diluicao e
degradacao no sangue, de forma que, quando alcangam o tecido alvo, podem liberar
doses concentradas da substdncia encapsulada, aumentando a eficacia do
tratamento (AOKI et al, 1997).

A utilizacdo de lipossomas como transportadores para a liberacao de
farmacos apresenta muitas vantagens, dentre as quais se citam (MACHY e
LESERMAN, 1987):

— Lipossomas podem ser programados para a liberacao controlada de farmacos
durante um periodo prolongado de tempo.

— Lipossomas sdo pequenos o bastante para escaparem da circulagdo
sanglinea para o tecido nos quais o endotélio capilar esteja danificado.

— Lipossomas s&o quimicamente similares a membrana celular de modo que
sao biologicamente compativeis com outras células.

— Lipossomas conjugados com anticorpos ligam-se as células alvo com maior

avidez que a forma solluvel destes mesmos anticorpos.



— Lipossomas apresentam-se como método Util para proteger produtos labeis
biologicamente ativos, como proteinas e peptideos, frente a sua inativagéo ou
degradacgao no organismo.

— Lipossomas também podem prevenir o efeito tdxico de certas substancias
antes que elas atinjam o sitio de acao.

— A possibilidade de direcionar seletivamente os lipossomas para tipos
celulares especificos através do emprego de anticorpos, horménios,
carboidratos ou outros ligantes abrem novas perspectivas para o transporte
de farmacos encapsulados.

Em alguns casos, a encapsulacdo em lipossomas elevou a eficacia
terapéutica do farmaco entre 700 a 1800 vezes em comparagdo com o farmaco livre
(OSTRO e CULLIS, 1989). Os lipossomas revestidos por camada de polietilenoglicol
(PEG) tornam—se “invisiveis” ao sistema imune, e permanecem por mais tempo no
meio circundante, aumentando a vida util do farmaco no organismo e aumentando a
eficacia terapéutica do farmaco incluido ao sistema, por ndo permitir que o0 mesmo
seja metabolizado e eliminado (KLIBANOV et al, 1990).

Lipossomas multilamelares podem liberar farmacos em até 30 minutos no
estrato cérneo, epiderme e derme com um aumento significativo das concentragdes
quando comparadas as preparag¢des convencionais, por aumentar o conteudo de

agua na pele, ou seja, melhorando a sua hidratacao (BETZ et al, 2005).

1.3. NIOSSOMAS

As vesiculas formadas por tensoativos n&o-ibnicos, conhecidas como
niossomas ou NSVs (non-ionic surfactant vesicles), foram introduzidas com objetivo
de aumentar a estabilidade quimica das vesiculas formadas a partir de fosfolipidios
(PARDAKHTY et al, 2007, MANOSROI et al, 2003). Os niossomas tém se tornado
uma alternativa importante como sistema de liberacao controlada (GIRIGOSWAMI et
al, 2006). Essas vesiculas podem ser formadas por tensoativos, que podem ser de
natureza sintética ou natural, associadas ou nédo a lipidios, dispersos em um meio
aquoso constituindo assim vesiculas anfifilicas. Estudos demonstraram que essas
vesiculas anfifilicas tém estabilidade quimica maior que as vesiculas formadas por
fosfolipideos (KEMPS et al, 1988), além disso, podem ter um menor custo de
producdo, sdo de facil armazenamento e mais atrativas que os lipossomas

5



tradicionais para a producao industrial tanto em cosméticos quanto para produtos
farmacéuticos (UCHEGBU e VYAS, 1998).

Os niossomas sao considerados vesiculas elasticas e passiveis de ultra
deformacao sendo, portanto, potenciais carreadores de farmacos em aplicacdes
transdérmicas, por serem capazes de atravessar os caminhos tortuosos do estrato
corneo (MISHRA et al, 2007).

Alguns farmacos como a finasterida (TABBAKHIAN et al, 2006), acetazolamida
(AGGARWAL et al, 2007), doxorrubicina (GIANASI et al, 1997), tretinoina
(MANCONI et al, 2006), e outras substancias tém sido encapsuladas em niossomas
com intuito de melhorar a biodisponibilidade, utilizando para tanto esse sistema
carreador. Varios tensoativos tém sido testados com o objetivo de formar e
caracterizar as vesiculas de tensoativos nao-ibnicos, como os polissorbatos e
ésteres de sorbitano (GIRIGOSWAMI et al, 2006) e os alquil éteres de polioxietileno
(PARDAKHTY et al, 2007).

Diferentes composi¢cdes para a formacado de vesiculas anfifilicas ja foram
descritas, como Brij30:Colesterol:DCP (10:6:1) (MANCONI et al, 2003); niossomas
preparados a partir de tween 20, 80 e span 20, 80 (GIRIGOSWAMI et al, 2006);
varios tipos de polioxietileno alquil éter (Brij®) (PARDAKHTY et al, 2007); e
associados a colesterol (NASSERI, 2005). Esses estudos detalham, entre outras
caracteristicas, a eficiéncia de encapsulagdo de farmacos, assim como a
estabilidade das vesiculas formadas.

Alguns trabalhos ja publicados utilizando o dodecil éter de polietilenoglicol (Brij
30®) e dicetil fosfato (DCP) em associagdo para a estabilizagcdo da tretinoina
(isdmero da isotretinoina) e para melhorar a sua penetracao na pele demonstraram,
em comparacdo com outros tensoativos nao-ibnicos (Span), efetiva melhora na
eficiéncia de incorporagdo com a escolha dos primeiros anfifilicos (MANCONI et al,
2002, 2003 e 2006). Ja a inclusdo do colesterol na formulacdo se deve as
investigacoes feitas em vesiculas lipossomais e niossomais, sobre o grau de rigidez
que o colesterol pode conferir ao sistema dependendo de sua concentragdo molar
(NASSERI, 2005).



1.4. CICLODEXTRINAS

As ciclodextrinas (CDs) sao oligossacarideos estruturalmente relacionados,
produzidos pela ciclizacdo enzimatica do amido catalizada pela enzima ciclodextrina-
glicosil-transferase, formando uma espiral helicoidal de unidades de glicose (BIWER et
al, 2002; SZEJTLI, 1988) (figura 5). Elas continuam a atrair interesse consideravel no
meio cientifico por terem aplicagbes interessantes relacionadas ao transporte de
farmacos e a quimica supramolecular (NAIDOO et al, 2004; QI e SIKORSKI, 2001).

Figura 80 - Estrutura quimica geral das ciclodextrinas. Fonte:
www.gerbras.com.br/ images/estrutura-azelon.qif

Devido a falta de rotacao livre das pontes de ligacao das unidades de
glicose, as CDs nao sao moléculas cilindricas, tomando a forma tronco-cénica
(RAMA et al, 2005). A estrutura das ciclodextrinas é constituida de uma cavidade
hidrofébica que permite a formacao de complexos pela inclusdo de uma variedade
de moléculas organicas nao-polares e de tamanho apropriado. A natureza hidrofilica
da superficie externa da estrutura ciclica faz das ciclodextrinas estruturas sollveis
em agua (NASCIMENTO JR. et al, 2004) (figura 6).

Figura 81 — Estrutura quimica espacial das ciclodextrinas demonstrando sua forma cilindrica
conica. Fonte: www.gerbras.com.br/ images/estrutura-azelon.qif .




As ciclodextrinas podem ser formadas por 6, 7 ou 8 unidades glicosidicas,
sendo denominadas respectivamente de alfa (a), beta (B) e gama (y) ciclodextrinas.
As CDs naturais mais comuns sado a a-ciclodextrina (ciclomalto-hexanose), [-
ciclodextrina  (ciclomalto-heptanose) e vy-ciclodextrina (ciclomalto-octanose),
contendo unidades de a-1,4 glicopiranose ligadas. Destes trés derivados, a [3-
ciclodextrina (B-CD) parece ser a mais vantajosa para utilizacdo farmacéutica como
agente complexante, devido, entre outras propriedades, ao tamanho da sua
cavidade (0,6 a 0,65 nm), disponibilidade e baixo custo (SZEJTLI, 1990; RAMA et al,
2005) (figura 7).
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A complexacao de farmacos em ciclodextrinas aumenta as caracteristicas de
liberacdo sem interferir nas atividades da substancia, pois sua complexacao é um
processo dinamico rapidamente reversivel (YAP et al, 2005). Assumindo que a
complexagao de ciclodextrina:farmaco ocorra na razdo molar de 1:1, a associagao
geralmente ocorre como descrito no esquema da figura 8.

K

CDs + FARMACO  °* CDs:FARMACO

Figura 83 - Interagdo do farmaco com ciclodextrinas para a formagdo do complexo
CDs:Farmaco sob constante de dissociagao (K).



Dois parametros importantes podem ser definidos para o processo de
inclusao: a forca da complexacao, ou constante de complexacao (K); e o tempo de
vida do complexo (1). Sendo que a forca de complexacao depende da concentracao
de farmaco e de ciclodextrinas livres e de farmaco complexado a ciclodextrinas. A
literatura descreve que o tempo de vida do complexo varia em torno de 2,5 a 7,9
microsegundos; e a constante de associacdo esta entre 10 — 10’/M/s, enquanto a
de dissociacdo é de 10°/M/s. A complexacdo de moléculas em ciclodextrinas ocorre,
com algumas excecoes, através de ligagdes nao-covalentes entre a molécula e a
cavidade da ciclodextrina. Portanto, esse processo € dindmico onde a molécula
héspede continuamente se associa e se desassocia da ciclodextrina hospedeira
(STELLA et al, 1999).

As ciclodextrinas sao usadas como excipientes farmacéuticos, como
solubilizantes e agentes estabilizadores para substancias lipofilicas em preparacdes
aquosas (DUCHENE e WOUESSIDJEWE, 1996; STELLA e RAJEWSKI, 1997). As
ciclodextrinas também tém efeito conhecido na estabilizacdo de moléculas
(LOFTSSON e BREWSTER, 1996). A solubilidade e a fotoestabilidade do farmaco
encapsulado por ciclodextrinas podem ser afetadas por fatores como temperatura e
pH (RAJEWSKI e STELLA, 2000), entretanto, Yap e colaboradores (2005)
encontraram uma forma de incluir a isotretinoina em hidroxipropil-B-ciclodextrinas
(um derivado mais sollvel das B-ciclodextrinas) de forma a garantir a estabilidade,
solubilidade e fotoestabilidade do complexo formado. Outros pesquisadores também
utilizaram as hidroxipropil-B-ciclodextrinas para a inclusdo de retindides como
acitretina (LIU et al, 2003, 2004) e tretinoina (MONTASSIER et al, 1997).

1.5. ACNE
1.5.1. Acne e a Qualidade de Vida

O maior impacto das doencas de pele pode ser observado sobre a qualidade
de vida, no que concerne ao fato de estar aparente e relacionada a auto-estima do
paciente. Os efeitos da acne na aparéncia sdo 0os aspectos mais preocupantes da
doenca (GOLLNICK et al, 2003). Comparacées com outras doencgas crénicas tém
demonstrado que pacientes acneicos tém niveis sociais, psicolégicos e emocionais
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prejudicados, similares aos pacientes com doencas mais graves, como asma,
epilepsia, diabetes e artrite (MALLON et al, 1999). Aproximadamente 25% dos
pacientes com desordens da pele tém disturbios psiquiatricos significantes, como
identificada pelo General Health Questionnaire. As desordens psiquiatricas mais
comuns em pacientes com acne sado ansiedade e depressao (AKTAN et al, 2000).
As terapias a base de retindides tém um impacto benéfico para a qualidade
de vida dos pacientes com essas afeccdes de pele. Isso se deve ao fato das
respostas serem gradativas e relativamente rapidas (GOLLNICK et al, 2003).

1.5.2. Patogenesia da Acne

Recentemente, pesquisas tém buscado a entender a patogenesia dessa
doenca altamente difundida. Alteracdes no crescimento folicular, diferenciacdo e
hiperplasia sebacea sdo as causas mais importantes, pois elas culminam a induzir a
formacao do micromedo — a primeira lesdo da acne. O micromedo pode se
desenvolver em um comeddo nao-inflamatério ou se tornar inflamado e se
apresentar como papula, pustula ou nédulo. A acne ocorre pela interacéo de fatores
como hiperaqueratinizacao folicular; producao de sebo excessivo, hipercolonizacédo
do ducto por bactérias, inflamacao resultante de resposta imune. O tratamento de
acne com uso de retindides é a escolha para pacientes que apresentam lesdes
inflamatérias acnéicas (Figura 09). Todos os retindides afetam o micromedo e
promovem uma diminuicdo das lesdes inflamatérias e dos comeddes (GOLLNICK et
al, 2003).

MICROMEDO
Lesdes néao - Inflamatérias LesoOes Inflamatorias
Comedio Comedao Papula Pastula Nodulo
Fechado Aberto

Figura 84 - Fluxograma representativo da patogenesia da acne.
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Os retindides topicos pesquisados para essas aplicacdes sdo: a tretinoina, a
isotretinoina, o adapaleno, o tazaroteno e o retiladeido, sozinhos ou em associacao
com outros compostos (QUEILLE-ROUSSEL et al, 2001; RIGOPOULQOS et al, 2004).

1.6. ISOTRETINOINA

A isotretinoina, quimicamente conhecida como acido-13-cis-retindico (figura
10), faz parte do amplo grupo de compostos relacionados a vitamina A. E um
estereoisdmero sintético do 4cido all-trans-retindico (tretinoina) (DINIZ et al, 2002).

Acido todo-trans-retindico
(Tretinoina)

b h D D WCOOH
Q
COOH

Vitamina A

Acido 13-cis-retindico Acido fodo-trans-5,6-epoxi-5,6-
(Isotretinoina) diidro-retindico
R W Ws Wt
COOH
(=4] oH Acido-todo-trans—4-
Acido=13-cis=4=hidroxi— hidroxi-retindico
retindico
= CoOoOH
I
COOH
O
“ Acido=13-cis=4-0xo- Acido-todo-trans-4-oxo-
retindico retindico
GKX/\M/]\‘
”‘\I/"l'\ COOH o= = CON HGH, GHo 50

I
o

Acido-13-cis-2—hidroxi- Retinotaurina

4-oxo-relindico

Figura 85 — Estruturas quimicas dos derivados da vitamina A, incluindo a isotretinoina, o
isdbmero tretinoina e demais produtos de degradacgéo (DINIZ et al, 2002).

1.6.1. Mecanismo de Acao
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A variedade biolégica dos efeitos dos retindides sdo o resultado de sua
profunda acao na transcrip¢do do DNA (ELLIS e KRACH, 2001).

Os receptores envolvidos no mecanismo de acao dos retindides até hoje
estudados sao:

— CRABR: receptor celular ligante do acido retindico (cellular retinoic acid
binding receptor)

— RARs: receptores do acido retindico (retinoic acid receptors)

— RXRs: receptores x retindicos (retinoid X receptores)

Tanto a tretinoina, quanto a isotretinoina tém alta afinidade pelos receptores
RARs e CRABR durante o transporte celular (PERSHING et al, 20083;
LOWENSTEIN, 2002).

Autores propuseram que a isotretinoina tépica teria efeitos diferentes dos de
quando administrada oralmente. Na formulacao topica a isotretinoina nao reduz a
secrecao sebacea. De certa forma, age similarmente a tretinoina tépica, mas causa
menor irritacao a pele (CHALKER et al, 1987; HUGHES et al, 1992).

1.6.2. Indicacoes

A lIsotretinoina é empregada particularmente no tratamento da acne cistica e
nodular e como inibidor da proliferacdo de células neoplasicas (SAURAT, 1997;
SHALITA, 2004).

Também demonstra grande eficiéncia terapéutica relacionada a inducao e
controle da diferenciacdo epitelial nos tecidos secretores de muco ou
queratinizantes; a producado de prostaglandina , de colageno, de precursores da
queratina (como os tonofilamentos e tonofibrilas) e ao controle da proliferacdo de
Propionibacterium acne. Uma vez que o desenvolvimento das glandulas sebaceas e
a exacerbacao de sua atividade secretora sao fatores essenciais para a ocorréncia
de lesdo inflamatéria associada a acne, o bloqueio na producao de sebo provocado
pela isotretinoina constitui fator determinante de sua atividade farmacoldégica no
tratamento desta afeccdo (ALLEN e BLOXHAM, 1989; FONSECA e PRISTA 1993;
SAURAT, 1997; AHFS-DRUG INFORMATION, 1998; OMS, 1999; DRUGDEX,
2001).
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Retindides topicos sdo efetivos no tratamento e reversdao de danos cutaneos
provocados pela exposicao crbénica ao sol (PIRARD et al, 1999; GILCHREST, 1992).
Também sao efetivos na diminuicdo do niumero de queratoses actinicas premalignas
com o minimo de toxicidade (ODOM, 1998) e possuem indicacao topica para o
tratamento de psoriase pustular (ELLIS e KRACH, 2001).

1.6.3. Efeitos Colaterais da Isotretinoina

A maioria dos efeitos adversos da isotretinoina quando administrada
oralmente estao relacionados com a pele, membranas mucosas, sistema musculo-
esquelético, sistema nervoso, sistemas hematopoiético e linfatico, gastrintestinal,
cardiorrespiratério e geniturinario (BIGBY e STERN, 1988; LEBOWITZ e BERSON,
1988).

Quando administrada no primeiro trimestre gestacional os efeitos
teratogénicos apresentados pelo uso da isotretinoina tornam-se um fator limitante
para o seu uso (ELLIS e KRACH, 2001). Retinbides de uso tépico ndo séao
recomendados para uso em gestantes, no entanto, estudos farmacoldgicos sugerem
que a absorcao per cutdnea das aplicacbes tdpicas nas terapias antiacne nao
alcancam a circulacao sistémica, sendo sua absor¢do minima somente com efeito
local (JOHNSON, 1997; GOLLNICK et al, 2003).

1.6.4. Estabilidade da Isotretinoina

A isotretinoina (figura 11) € uma substancia muito alteravel pela luz e pelo
oxigénio. Sua manipulacdao é muito delicada e as amostras devem ser preparadas
imediatamente antes de serem utilizadas (SANTANA, 1992).

H3C CHj C’HE GH:'
|y R R R

COH
CH, Il
0O

Figura 86 — Estrutura quimica da Isotretinoina (acido 13-cis-retingico).
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Sob condi¢des desfavoraveis, este farmaco sofre isomerizagdo em tretinoina
(figura 12) e demais produtos de degradacdo. Sua degradacdo depende

majoritariamente de dois fatores: luminosidade e oxigénio (SANTANA, 1992).

CH CH
HsC. _CHs a s

ARG T Tl

CHa

Figura 87 — Estrutura quimica da Tretinoina (acido 13-trans-retindico).

No estado sélido, quando armazenada protegida da luz e em temperatura de
-20°C, sua estabilidade é satisfatéria. Mas quando em solugdo, nas mesmas
condicbes, a isomerizacdo em tretinoina e geragdo de outros produtos de
degradacao é praticamente imediata (SANTANA, 1992).

Pesquisadores tém desenvolvido modificacbes farmacotécnicas para a
isotretinoina de forma a melhorar a sua solubilidade e diminuir a instabilidade da
dessa molécula, seja por meio de formacao de complexos com ciclodextrinas, ou por
inclusdo em vesiculas carreadoras (YAP et al, 2005; YOELE et al, 2005). Dessa
forma a isotretinoina poderia ser posteriormente veiculada e administrada
terapeuticamente (LIN et al, 2007).

No entanto, ndo foi encontrado na literatura nenhum trabalho que explore o
potencial de inclusdo do sistema vesicular e do complexo farmaco - ciclodextrinas
em associagdo, com o intuito de aumentar a quantidade de farmaco carreado, e
posteriormente a reduzir a dose a ser administrada. O sistema assim obtido
possivelmente promoveria alteracdo na solubilidade do farmaco, estabilidade da

molécula e principalmente incremento na renda da producdao em escala industrial.

1.7. METODOS UTILIZADOS PARA A CARACTERIZAGAO DE MICRO E
NANOSSISTEMAS CARREADORES DE FARMACOS

1.7.1. Determinacao de Tamanho por Espalhamento de Luz
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Esse método de mede a intensidade de espalhamento de luz incidida sobre as
particulas através de um feixe de laser e é influenciado pelo movimento Browniano.
O indice de Polidispersao (Pdl) indica a proporcao de estruturas em diferentes
tamanhos, populacdes e volume (GIRIGOSWAMI, 2006).

1.7.2. Ressonancia Paramagnética Eletrénica (RPE)

A técnica de RPE é utilizada para monitorar a dinamica molecular de lipideos,
determinando a fluidez e mudancas estruturais da bicamada lipidica de lipossomas.
Biomoléculas, como a fosfatidilcolina e o colesterol, que nao possuem elétrons
desemparelhados, podem ser estudados por RPE quando quimicamente ligadas a
um radical livre estavel, como o nitroxido. Essas biomoléculas marcadas com o
nitréxido sdao denominadas marcadores de spin (CODERCH et al, 2000; SUKOWSKI
et al, 2006).

Esses radicais livres ou marcadores de spin produzem um espectro de RPE
que fornece informagdes sobre o ambiente molecular do marcador. Os marcadores
mais indicados para as analises de EPR para vesiculas lipossomais e niossomais
sdo: o 5-doxil-estearato (5-DSA) e o TEMPO (2,2,6,6-tetrametilpiperidina-1-oxil)
(figuras 13 e 14).

Figura 88 - Estrutura quimica do marcador de spin 5-doxil-estearato.

CHy /<i:|".?
Lo I ‘i“ 'l-.:l“'!jf
0

Figura 89 - Estrutura quimica do marcador de spin TEMPO (2,2,6,6-tetrametilpiperidina-1-
oxil).
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O marcador 5-DSA se insere na membrana refletindo sua dindmica molecular
e o marcador TEMPO, sendo uma molécula anfifilica, particiona entre a membrana e
a regiao aquosa da amostra; nestes casos é possivel obter o coeficiente de particao
do marcador e os coeficientes de sua difusdo rotacional no interior da membrana e
na fase aquosa. Em geral, quando a membrana se torna mais fluida, a particdo do
marcador, assim como sua taxa de difusdo na fase hidrocarbbnica, aumenta
(ALONSO, 2005).
1.8. ESTUDO DE LIBERAGAO IN VITRO

A utilizagdo dos lipossomas, como sistemas carreadores de farmacos
capazes de modificar a velocidade de liberacdo de farmacos na pele, tem sido
investigada (SINICO, 2003). Esses estudos incluem a passagem de farmaco por
membranas de silicone (SINICO et al, 2003), membranas de acetato de vinila
(Coltran®) (BABU e PANDIT, 2005) ou ainda pela pele humana (ANSARI et al,
2006), sendo que para farmacos lipossoluveis foram utilizados meios de dissolugao
hidroalcodlicos (SINICO et al, 2003). Foi também demonstrado por ANJOS (2007)
que a concentracdo de 10% de etanol em tampao ndo modifica a estrutura do
estrado cérneo.

O FDA (Food and Drug Administration), no Guia para Industria — Produtos
para Aplicacao Dermatolégica e Topica (1998), permite a utilizacdo de até 10% de
etanol em meios de dissolucdo para testes de biodisponibilidade e bioequivaléncia
para farmacos com baixa solubilidade no meio aquoso.
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2. OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi desenvolver niossomas como sistema
carreador para o transporte e liberagdo da isotretinoina com potencial para aplicacdo
na terapéutica tépica da acne.

Objetivos especificos
e Avaliar os sistemas propostos e caracteriza-los fisico-quimicamente, através de
DLLS (Dinamic Laser Light Scattering), microscopia Optica, microscopia de
fluorescéncia e espectroscopia de ressonancia paramagnética eletrénica (RPE).
e Determinar a eficiéncia de encapsulacdo do farmaco nos sistemas utilizando
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).
e Estudar a liberacdo do farmaco a partir dos sistemas propostos através de

membranas semipermeaveis e de estrato corneo.
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3. MATERIAIS
3.1. EQUIPAMENTOS

- Balanca Analitica AG 200 - Gehaka

- Agitador Magnético TE 085 — Tecnal

- Agitador tipo vortex AP 56 — Phoenix

- Lavadora Ultrasénica USC1400 — Unique

- Centrifuga 3-18K — Sigma

- pHmetro PG 1000 — Gehaka

- Microscopio Optico acoplado a camera digital CCD - Leica

- Dissolutor VK 7000 com aparato “Enhancer Cell” - Varian

- Microscopio Invertido de Fluorescéncia CTR 4000, acoplado a cadmera
digital CCD - Leica

- Zetasizer Nano S ZEN 1600 — Malvern

- Cromatégrafo liquido ProStar 210 e detector UV/VIS 336 - Varian.

- Cromatégrafo liquido ProStar 240 com injetor automatico 410 e
detector UV/VIS 336 - Varian.

- Cromatégrafo liquido acoplado a detectores de massas 1200L triplo
quadruplo - Varian

- Espectrémetro de EPR, modelo ESP 300 com cavidade ressonante ER
4102 ST, operando em banda X (9,4 GHz) - Bruker
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3.2. SUBSTANCIAS E REAGENTES

- Lauril éter (4) Polioxietileno (Brij® 30) (Sigma — Aldrich)

- Lauril éter (23) polioxietileno (Brij® 35) (Sigma — Aldrich)
- Colesterol (Sigma — Aldrich)

- Dicetilfosfato (DCP) (Sigma — Aldrich)

- Fosfatidilcolina (Lipoid GMB)

- 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina (HPBCD) (Roquette LTDA)
- Isotretinoina (Sigma - Aldrich)

- Isotrex® (Lab. Stiefel)

- Membrana Cotran™ 9715 (3M™)

- Membrana Cotran™ 9728 (3M™)

- Membrana estrato cérneo de camundongos recém natos
- Marcador de fluorescéncia PKH26 (Sigma-Aldrich)

- Demais reagentes de grau analitico ou superior
3.2.1. Brij® 30

Possui como denominagao quimica “lauril éter (4) de polioxietileno” podendo
ser apresentado com seu sinénimo quimico “dodecil éter de polietilenoglicol” (figura
15). E um tensoativo ndo-idnico formado por uma cadeia carbonica com 20
carbonos, de peso molecular igual a 362 g/mol. E um liquido viscoso com densidade
igual a 0,95 g/ml e indice de refracdo 1,451 (20°C) e EHL (Equilibrio Hidréfilo
Lipofilo) 9. Sua concentracdo micelar critica (CMC) é de 4 uM (HAIT e MOULIK,
2001).

C5H55(OCH,CH,),,OH
n~4

Figura 90 - Estrutura quimica do Brij 30 — Lauril éter (4) de polioxietileno.
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3.2.2. Brij® 35

Tensoativo ndo i6nico, denominado quimicamente como “lauril éter (23) de
polioxietileno” (figura 16). Possui peso molecular de 1198 g/mol, concentracao
micelar critica igual a 91 uM e EHL 17 (SIGMA-ALDRICH, 2006).

CH4(CH,),,CH>(OCH,CH-),0OH
n~23

Figura 91 - Estrutura quimica do Brij 35 - Lauril éter (23) de polioxietileno.

3.2.3. Colesterol

O colesterol (figura 17) € um esterdide, sendo muito utilizado na formacao de

lipossomas.

HO

Figura 92 - Estrutura quimica do colesterol.

E responsavel por melhorar as caracteristicas de empacotamento da
membrana (WEINER et al, 1989). Tanto no estado “gel” da membrana (ligacdes C-C
na conformacao “toda-trans”), quanto no estado “cristal-liquido” (com ligagdes C-C
na conformacao “trans” ou “gauche” o colesterol aumenta a rigidez da membrana,
anulando a transicdo de fase, e mantendo a membrana no estado de fluidez
intermediaria, reduzindo assim a sua permeabilidade (DEMICHELI et al, 2005).

3.2.4. Dicetil Fosfato (DCP)
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Denominado como “Dicetil fosfato” (figura 18) € um tensoativo composto por
um grupamento fosfato, e age como um indutor de carga, doando caracteristica
fracamente negativa a membrana, impedindo que haja agregacdo das vesiculas
(MANCONI et al, 2002).

@)
[l
OH

Figura 93 - Estrutura quimica do DCP — dicetil fosfato.

3.2.5. Fosfatidilcolina (PC)

A fosfatidilcolina de escolha para esse estudo foi a de soja (figura 19), composta
por uma mistura de cadeia de acidos graxos saturados:

* 17% de Acido Palmitico;

* 6% de Acido Esteérico;

» 13% Acido Oléico;

» 59% Acido Linoleico;

= 5% Acido Linolénico.

Figura 94 - Estrutura quimica do fosfatidilcolina (PC).

3.2.6. Membrana Cotran™ 9715 (3M™)

A membrana é constituida de acetato de vinila (EVA) de espessura controlada
e uniforme, lipofilica e translicida, comumente utilizada na fabricacdo de

medicamentos transdérmicos, sendo suas especificacoes:
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= Espessura: 76,2 um;
=  (Conteldo de acetato de vinila: 19%;

» Medida da transmiss&o do vapor de umidade: 64,8 g/ m?/ 24h

3.2.7. Membrana Cotran™ 9728 (3M™)

A membrana é constituida de acetato de vinila (EVA) de espessura controlada
e uniforme, lipofilica e translicida, comumente utilizada na fabricacdo de
medicamentos transdérmicos, sendo suas especificacoes:
= Espessura: 50,8 um;
= Conteudo de acetato de vinila: 19%;

» Medida da transmisséo do vapor de umidade: 97,2 g/ m?/ 24h.
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4. METODOS

4.1. DESENVOLVIMENTO DO METODO QUANTITATIVO DE ANALISE DA
ISOTRETINOINA POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA
(CLAE)

O método cromatografico utilizado para quantificar a isotretinoina ao longo
deste trabalho foi desenvolvido em cromatégrafo liquido modelo ProStar 240, com
injetor automatico 410 e detector UV/VIS 336 — Varian; e partiu do método descrito
por Tan e colaboradores (1993) (tabela 01), seguido de varios procedimentos para

sua otimizagéo conforme detalhado a seguir.

Tabela 03 — Parametros iniciais para o desenvolvimento do método cromatografico por
CLAE.

Parametros Especificacoes

Coluna Cromospher C18 250 mm x 4,6 mm Varian
Fluxo 1,0 ml/min

Detector uv

Comprimento de Onda 342 nm

Fase Movel Acetonitrila : Acetato de Aménio 1%

4.1.1. Otimizacao do Método

Durante a otimizacdo do método, varios parametros foram alterados para
buscar a reducao do tempo de corrida e/ou melhorar a separacao da isotretinoina de
seu principal produto de degradacéo (tretinoina). Os parametros alterados foram: a
fase estacionaria, pH e composicdo da fase mével, e temperatura da coluna (tabela
02).

Tabela 02 - Otimizacao do método cromatografico inicial.

Pardmetros Variac6es do método no processo de otimizacao
01 02 03 04 05

Coluna Microsorb MV  Microsorb MV Microsorb MV  Microsorb MV  Microsorb MV
100-5 C8 250 100-5 C8 250 100-5C8 250 100-5 C8 250 100-5 C8 250
mmx 46 mm mm x 46 mm mm x 46 mm mm x 46 mm mm Xx 4,6 mm
Varian Varian Varian Varian Varian

Fluxo 1,0 ml/ min 1,0 ml/ min 0,7, 0,8,09e 1,0ml/min 1,0 ml/ min

1,0 ml/ min

Detector uv uv uv uv uv

Compr. Onda 342 nm 342 nm 342 nm 342 nm 342 nm

Fase Mével acetonitrila : acetonitrila : acetonitrila : acetonitrila : acetonitrila :
acetato de metanol : acetato de acetato de acetato de
amonio 1% acetato de amonio 1% amonio 1% amonio 1%
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(95:5) amoénio 1% (95:5) (95:5) — (95:5)
(80:15:5) acidificado com
4,5% acido
aceético glacial
Faixa pH da | 2,0a8,0 2,0a8,0 2,0a8,0 2,0a8,0 2,0a8,0
coluna
pH da fase movel 8,0 8,0 8,0 6,8 8,0
Temperatura 25°C 25°C (ambiente) 25°C 25°C 60°C; 45°C.
(ambiente) (ambiente) (ambiente)

4.1.2. Curva de Calibracao da Isotretinoina

Para a determinacdo da curva de calibragdo foram feitas diluicdes seriadas a
partir de uma solucdo-mde de 100 pg/ml, sendo escolhidas as seguintes
concentragdes dos demais pontos para construgcdo da curva: 50 pg/ml, 25 pg/mi,
12,5 ug/ml, 6,25 pug/ml, 3,12 ug/ml e 1,56 pg/mil.

Tanto a solucdo-méae quanto as demais diluicbes foram feitas com metanol
em balao volumétrico de 10 ml protegido da luz (dmbar), obedecendo para tanto os

critérios analiticos.

4.1.3. Perfil cromatografico da tretinoina (principal isomero)

Para a elucidacdo do tempo de retencao e perfeita separacao entre os picos
da isotretinoina e da tretinoina, foi necesséria a injecdo de concentragdo conhecida
de tretinoina nas condicées cromatograficas estabelecidas apdés a otimizagdo do
método (vide item 5.1.2.) Para tanto, foi preparada uma solugdo de 50 pg/ml de

tretinoina em baldo volumétrico ambar de 10 ml com metanol.
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4.2.  VALIDAGCAO DO METODO CROMATOGRAFICO POR CLAE

A validacdo do método desenvolvido seguiu os critérios estabelecidos pelo
Guia de Validagdo da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) —
Resolugéo - RE n®. 899, de 29 de maio de 2003 e Guia ICH Q2 (R1).

Primeiramente foram definidos os limites de quantificacdo e de deteccéo, a
partir de diluicbes sucessivas em metanol a partir da concentracdo de 20 pg/ml,
feitas em baldo volumétrico ambar de 10 ml, até a concentragéo de 0,0936 pg/ml.

Para a determinacdo da seletividade, especificidade e sensibilidade do
método foram injetadas em diferentes momentos: branco (metanol), amostra
(isotretinoina padrdo) na concentracdo de 50 pg/ml, interferente (tretinoina padréo)
na concentracao de 50ug/ml, e a mistura de amostra e interferente (isotretinoina e
tretinoina) em concentragdes iguais (50ug/ml). Segundo o guia de validacdo, o
método deve ser capaz de separar e o pico do interferente quando presente com
area 20% menor que a area do pico da amostra.

Por conseguinte as analises foram novamente executadas em dias alternados
e com outro pesquisador de forma a garantir a repetibilidade e reprodutibilidade do
método desenvolvido, determinando para tanto a precisdo interdia e intradia. As
concentragdes de 72 ug /ml, 20 ug/ml e 0,3 ug/ml, diluidas em metanol e preparadas
em balées volumétricos @mbar de 10 ml, foram utilizadas como controle de
qualidade alto, médio e baixo sucessivamente.

A concentracao de 50 ug/ml de isotretinoina, diluida em metanol e preparada
em baldo volumétrico ambar de 10 ml, foi injetada no cromatégrafo para a
comprovagao da robustez. O aparelho foi trocado do cromatografo Varian ProStar
com injetor automatico (modelo 410) e bomba composta de 03 modulos de pressao
(modelo 240), para uma cromatografo com injecdo manual Varian ProStar, e bomba
com somente 01 médulo de pressao (modelo 210). Ambos os aparelhos acoplados a

detector de UV/VIS. Os demais parametros foram mantidos.
4.3. PREPARO DAS VESICULAS DE LIPOSSOMAS E NIOSSOMAS

Os niossomas foram preparados por hidratacdo do filme lipidico seco

contendo o farmaco em varias concentragdes molares, de forma a definir qual seria
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a de maior eficiéncia de incorporacdo. Para tanto, as concentracbées de 2,5 mM, 5
mM, 10 mM e 20 mM de isotretinoina foram testadas.

Os niossomas foram preparados utilizando a razdo molar de 50:25:10 (Brij
30: Colesterol: DCP), os quais foram pesados e colocados em um balao de fundo
redondo, sendo posteriormente dissolvidos em cloroformio. A isotretinoina, quando
presente, também foi acrescida nesta fase. Posteriormente o solvente foi evaporado
sob atmosfera de nitrogénio para a formacao de filme lipidico na superficie interna
do baldo. O baldao permaneceu em freezer a -20°C por 24 horas para garantir a
completa remocéao do residuo do solvente organico.

O filme lipidico formado foi entdo hidratado com 2 ml tampé&o fosfato pH 7,4
por 1 hora e depois o balao foi levado ao agitador tipo vortex por 2 minutos. Sob
agitacao, o filme lipidico se desprendeu das paredes do baldo, e niossomas
multilamelares (MLV) foram formados (figura 20).

A amostra foi posteriormente transferida para tubo falcon protegido da luz, e
levado a centrifuga por 2 minutos a 2.000 rpm, para a remoc¢ao do farmaco nao
encapsulado, que é precipitado. Os controles da velocidade e do tempo de
centrifugacao foram necessérios para garantir que as MLV nao fossem precipitadas,

mas somente os cristais de farmaco insolluveis.

Para a confirmagéo dos parametros de centrifugacao, 2 ml de amostra foram
centrifugados em tubo falcon, e aliquotas foram retiradas em duas porgées utilizando
micropipetador com ponteira. A 12 aliquota (500 pl) foi retirada da porgéo superior;
na 22 andlise, a aliquota retirada foi préxima ao botao no fundo do tubo falcon.

Apés a centrifugacéo 50 pl do sobrenadante foi retirado e misturado a 950 pl
de metanol para o rompimento das vesiculas, promovendo desta forma a completa
liberagdo do farmaco no meio hidroalcodlico circundante. A amostra foi filtrada em
membrana de 0,45 um, e posteriormente injetada no cromatégrafo liquido.

Lipossomas constituidos de fosfatidilcolina 10 mM foram preparados para
testes de comparacao fisico-quimica com os niossomas propostos. A fosfatidilcolina
(PC) foi dissolvida com cloroférmio. O restante da técnica foi igual a do preparo dos

niossomas.
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Figura 95 - Metodologia de preparo de niossomas multilamelares. Fonte: www.avantilipids.com
- Adaptado.

4.4. PREPARO DO COMPLEXO HPBCICLODEXTRINA - ISOTRETINOINA

O complexo de inclusdo da isotretinoina em ciclodextrinas foi obtido em
solucdo tampao fosfato pH 7,4. As propor¢cées de HPBCDs:Isotretinoina testadas
foram 0,5:1, 1:1, 1,5:1, 2:1, 10:1, 20:1, 30:1, 40:1, 50:1 e 60:1 de forma a verificar o
maior rendimento do complexo formado. Todas as amostras foram preparadas em 2
ml de tampao fosfato pH 7,4, por ser o meio para hidratagdo durante o preparo dos
niossomas.

A isotretinoina e as HPBCDs foram pesadas e transferidas para vidro ambar.
O tampéao fosfato pH 7,4 foi acrescentado e a suspensao foi submetida a agitacao
em agitador magnético por 8 dias a temperatura ambiente. A suspensao resultante
foi filtrada em membrana de 0,45 ym para obtencdo de uma solugao clara (figura

21).
e o

.—W’
&>

Figura 96 - Metodologia de preparagéao do complexo de inclusao HPRCD-isotretinoina.
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A quantificagdo da isotretinoina no complexo de inclusédo foi determinada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

4.5. PREPARACAO DE NIOSSOMAS CONTENDO O COMPLEXO DE INCLUSAO
HPBCICLODEXTRINAS-ISOTRETINOINA

A quantidade de isotretinoina acrescida na formacgéao do filme lipidico foi a de
melhor resultado das 5 (cinco) concentracdes inicialmente estudadas e descritas no
item 4.3, determinada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

Os niossomas foram preparados utilizando o método de hidratacdo do filme
lipidico, conforme item 4.3. A diferenca da metodologia empregada nesta
preparacao para a técnica descrita no item 4.3 esta na hidratacao do filme lipidico,
efetuada com solugé&o do complexo HPBCDs-Isotretinoina (figura 22).

O preparo do complexo HPBCDs-Isotretinoina foi feito conforme descrito no
item 4.4. A razao molar de HPBCDs:Isotretionoina utilizada para a hidratacdo do
filme lipidico também foi dependente da quantidade de isotretinoina complexada as
HPBCDs. A melhor eficiéncia do complexo formado, determinada ap6s os ensaios
iniciais nas razées molares anteriormente descritas (0,5:1; 1:1; 1,5:1, 2:1, 10:1; 20:1;
30:1; 40:1; 50:1; 60:1) quando quantificadas por CLAE, foi utilizada para a inclusao

Nnos niossomas.
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Figura 97 — Esquema de preparo de niossomas contendo isotretinoina e o complexo
HPBCDs — isotretinoina. Fonte: www.avantilipids.com - Adaptado.

A fracdo de farmaco encapsulado foi determinada pelo método de CLAE,
onde, apods a centrifugacao, 50 ul do sobrenadante foram retirados e misturados a
950 ul de metanol para o rompimento das vesiculas, promovendo desta forma a
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completa liberagdo do farmaco no meio hidroalcodlico circundante, que foi filtrado
em 0,45 um e depois injetado no cromatégrafo.

4.6. DETERMINACAO DO TAMANHO POR ESPALHAMENTO DE LUZ

As amostras contendo os niossomas (1 ml) foram colocadas separadamente em
cubetas de plastico e inseridas no aparelho. A leitura foi feita na temperatura
ambiente (25°C). O método foi executado no aparelho Zetasizer® NanoS
(Malvern™, UK) (figura 23).

Figura 98 - Zetasizer® Nano S da Malvern™,

4.7. MICROSCOPIA OPTICA

Para a execucao deste método, uma gota de cada amostra contendo
niossomas foi colocada em laminas de vidro, e sobre cada lamina colocada uma
laminula. As amostras entdo foram visualizadas em microscépio Optico Leica

acoplado a camera digital CCD em campo claro.
4.8. MICROSCOPIA OPTICA DE FLUORESCENCIA

As amostras de niossomas (100 pL) foram colocadas em tubos Ependorfs
separados e identificados, e a eles foi acrescentado 1ul de marcador de

fluorescéncia PKH26 (Sigma-Aldrich). As amostras foram posteriormente agitadas

em agitador tipo vértex. Da mesma forma como descrito no item anterior, cada
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amostra foi preparada sobre lamina de vidro e observada em microscépio Invertido
de Fluorescéncia CTR 4000 Leica acoplado a camera digital CCD (figura 24).

4/07/2007

Figura 99 — Microscopio Invertido de Fluorescéncia — Laboratério de Tecnologia
Farmacéutica - UFG.

4.9. RESSONANCIA PARAMAGNETICA ELETRONICA (RPE)

O método foi executado em espectrébmetro de EPR marca Bruker, modelo
ESP 300 com cavidade ressonante ER 4102 ST, operando em banda X (9,4 GHz)
(figura 25).

Figura 100 — Espectrometro de Ressonancia Paramagnética Eletrénica. Fonte:
155.33.32.224/.../engineering/spectrometer.html

Para ambos os marcadores o0 método preparo segue como 0 seguinte: em
tubo de ensaio foi colocado 1l de solugcédo estoque de marcador a 10 mM em etanol.
Apos seco o solvente, 50 ul de amostra contendo as vesiculas suspensas foram
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acrescidos no tubo de ensaio inicial. A amostra foi agitada em agitador tipo vértex
por 1 minuto.

Uma pequena parte da amostra marcada foi introduzida em tubo capilar, que
posteriormente foi fechado utilizando um macarico e levado ao aparelho para as
medidas de RPE.

4.10. LIBERAGAO IN VITRO

Foram utilizadas membranas Coltran® da 3M™, aplicaveis em ensaios de
liberacdo in vitro para testes de formas farmacéuticas transdérmicas (BABU E
PANDIT, 2005). Também foram utilizadas membranas de estrato cérneo extraidas
de camundongos neonatos, ndo tendo, portanto, pélo algum. Os estratos corneos
utilizados foram preparados e gentilmente cedidos pelo Prof. Dr. Antbnio Alonso, do
Instituto de Fisica da Universidade Federal de Goias.

Os ensaios de permeagao cutanea foram executados em dissolutor VK 7000
Varian com aparato “Enhancer Cell”, que sdo células de difusdo desenvolvidas para

testes de produtos de aplicacao tdpica (figuras 26).

T

Mini cuba

Enhancer Cell
Suporte para / desmontado

mini cuba

Mini pa

04/07/2007

Figura 101 - Célula de difuséao "'cr Cell” utilizada para testes de liberacao in vitro em
dissolutor Varian — descri¢cdo do aparato.

O aparato é constituido por minicubas para testes com voume entre 100 - 200
ml, que sdo posicionadas em suportes para enxaixe no aparelho dissolutor. As
minipas sdo adequadas para as minicubas devido ao seu tamanho. O enhancer cell
possui volume interno maximo de 5 ml, e as membranas colocadas tiveram didmetro
maximo de 28,8 mm (a), sendo que a superficie de contato entre amostra e meio

receptor foi de 15 mm (b) (figura 27).
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Figura 102 - Célula de difusdo “Enhacer Cell” utilizada para testes de liberagéo in vitro em
dissolutor Varian — desmontada.

Devido a distincdo dos sistemas aqui testados, foi padronizada quantidade
igual para todos eles. Um (1) g de amostra (niossomas-isotretinoina, HPBCDs-
isotretinoina, niossomas-isotretionina + HPBCDS-isotretinoina, ou Isotrex ®) foi
colocado separadamente em receptores de amostras do “enhancer cell’. Sobre eles
foram posicionadas as membranas, e posteriormente colocados o retentor e tampa
de vedagdo para que ndo houvesse vazamentos. Foi utilizado 100 ml meio de
dissolucao (etanol 10% em agua), a 37°C, com agitacdao a 100 rpm, e aliquotas de 1
ml do meio receptor foram retiradas nos tempos: 30, 60, 90, e 120 min (figura 28).
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Figura 103 - Célula de difusdo “Enhacer Cell” utilizada para testes de liberacao in
vitro em dissolutor Varian — aparato completo.

As anadlises foram feitas utilizando o Isotrex® (formula comercial de
isotretinoina livre a 0,05% em gel alcodlico) como parametro de comparacao para a
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liberacao dos sistemas propostos nas mesmas condi¢cdes descritas para os sistemas
testados.

4.10.1. Quantificacao da isotretinoina nos ensaios de liberagao in vitro

Para os ensaios de liberacdo, a metodologia analitica empregada para
quantificar a isotretinoina no liquido receptor foi cromatografia liquida acoplada a
detectores de massas utilizando o aparelho CLAE-EM-EM Varian com os seguintes
parametros: coluna: Polaris RP 18 5um 30 x 0,45 mm; ionizagdo negativa ESI;
detector 1600 watts; agulha 5000 watts; shield 600 watts; pressao do ar a 22 psi; gas
seco; FM: acetonitrila: acido Acético glacial 0,5% (70:30); fluxo: 0,3 ml/min;

temperatura 30°C, método Scan.

4.10.2. Extracao da isotretinoina do estrato corneo pds-ensaio de liberacao in

vitro

Este método foi desenvolvido coma a finalidade de quantificar a isotretinoina
que possivelmente possa ter sido retida no estrato cérneo durante o ensaio de
liberac&o in vitro.

Para tanto, ap6s a finalizacdo do ensaio descrito no item 4.10, a célula de
difusédo (enhancer cell) foi desmontado e a membrana retirada cuidadosamente com
auxilio de pingca e espatula para ser lavada e ser isentada de residual de amostra. A
membrana foi transferida para um tubo falcon, e 10 ml de agua deionizada foram
acrescentados. Este tubo foi agitado vigorosamente em agitador tipo vortex por 2
minutos. A membrana foi retirada e transferida para novo tubo falcon. Esse
procedimento foi repetido 3 vezes.

Ao tubo falcon seco contendo a membrana ja lavada foi acrescentado 1 ml de
cloroférmio, que permaneceu em contato com a membrana sob agitacao vigorosa e
eventual por 1 hora. O tubo foi levado a centrifuga a 5000 rpm por 5 minutos, e o
sobrenadante foi transferido para tubo de ensaio limpo e seco.

O cloroférmio foi evaporado sob atmosfera de nitrogénio até completa retirada
do solvente e formacao de filme residual na superficie do vidro do tubo de ensaio. A
este tubo foi acrescentado 1 ml de metanol para solubilizagdo do residuo aderido a
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superficie, que foi posteriormente filtrado a 0,45um para ser analisado por CLAE
(figura 29).

i W e
CENTRIFUGA
o—— > o— 5.000 rpm — 5 min.

3 lavagens 1ml f
Cloroférmio Sobrenadante

<—m <—m SECAR <—m
N2

Figura 104 — Esquema que descreve o método de extracdo da isotretinoina do
estrato cérneo apos o ensaio de liberagao in vitro.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. DESENVOLVIMENTO DO METODO CROMATOGRAFICO POR CLAE

A cromatografia sempre representou a técnica analitica preferida para a
analise dos retinéides e o CLAE tornou-se, paulatinamente, o método analitico
predominante para a separacao e quantificacao dos retindides, tanto em amostras
bioldgicas quanto em formas farmacéuticas (LIMA et al, 2005). Muitos autores
utilizam a analise cromatogréafica por CLAE para determinacdo da isotretinoina e

seus metabdlitos, sendo mais comum a separagado em fase reversa (tabela 3).

Tabela 3 - Exemplos de métodos cromatograficos para quantificacdo da isotretinoina por
CLAE (LIMA et al, 2005.).

Sammple origin Precalumn Statipnary phase Mohile phase (MF) Detactar
Drug Taed (nat specified) Hypenil® ODS C18 Acetonitrilefarmmeniurn acetate TV 3=280nm

(4.6 x 15cm) 1% (05:3)
Drug, Not used ZorhaxRx-8i® Heptane/THF/acetic acid glasial TV a=365

(25cm x 4.6 mm) 5 pm (96.5:3.5:(0.015)

HI maas 77 eV, 200 ma

Plarma Not used Tnertaf]l STIICAT 100-105 MPz: n-hexanel propancl/facetic TV A=330

(4.6 mm x 25 gm) acid glacial (10090:4.3:0.675)

MPh: a-hexane’? prpann]/acetic
acid placial (10040:17.5:0.675)

Plagma Not used Cl185am (4.6 mm x 25cm) da MethannlA). 1% ethane] & UV A=245nm
Alltach® triethylamine (85:15)
Pharmaceuticals Lichrocart® (230 x 4 mm) Lichrospher™ 100 RP-185 pm MPz: methana/Hy(Wacetic acid UV A=320-3500m
(F512.5:1)
MPh zcetonitrileH{Vacetic acid
(BO:20:1)
Pharrnaceuticaln Not used Spherisorh DDST 2 Methanol/acetonitrilefacetic acid TV 3=360nm
(254 x 4.6 mm) 0.05%(42.5:32.5:25)

A partir dos cromatogramas obtidos com os paradmetros analiticos descritos
por Tan e colaboradores (1993) foi possivel calcular a resolucéo (Rs) e constatar a
necessidade de otimizacdo do método, pois o valor de Rs foi menor que 2,0,

demonstrando que a separagao foi parcial (figura 29).
2(Tr2 —Tri)

(L1+ L2)

Rs =

onde:
Rs = resolucao
Tr = tempo de retencao
L = largura do pico
entao:
2(10,196 — 7,768)
Rs = — - =1,38
24-+11

35



S8 @x\" JEr

350 [cAstardaalucivizo taste 2| 27-5-2006_19:27 16.mun

A
o
B

iy

300 -| <4—— isotretinoina
250

200+

150

mAU

100

<«—— tretinoina

a0

=1 10.214

nnnn

Minutes

Figura 105 — Cromatogrma de isotretinoina 50 pug/ ml por CLAE - FM: Acetonitrila: Acetato
de Amdnio 1% (95:5); Coluna Cromospher C18, fluxo 1,0 ml/min., 342 nm.

5.1.1. Otimizacao do Método Cromatografico

Inicialmente houve a troca da coluna de C18 para uma coluna C8, a fim de
melhorar a separagao pelo aumento da afinidade do farmaco pela fase estacionaria.
Foi evidenciada uma melhora na separacao dos picos da isotretinoina e seus
isébmeros (figura 30).

Em seguida houve a troca da fase movel de Acetonitrila:Acetato de aménio
1% (95:5) para Acetonitrila:Metanol:Acetato Aménio 1% (80:15:5),numa tentativa de
modificar a eluicdo da isotretinoina pela fase estacionaria por mudanca de
polaridade da fase movel (figura 31). Pequenas variagdes no fluxo (0,7, 0,8, 0,9 e
1,0 ml) também foram testadas, com a finalidade de melhorar a separacao dos picos
(figura 32). Numa tentativa de trabalhar com uma faixa de pH mais distante da faixa
de pH limite da coluna (8,0), a fase mével foi acidificada com 4,5% de acido acético
glacial até pH final igual a 6,8 (figura 33). No entanto, o resultado final ndo foi
satisfatorio para nenhuma dessas modificacoes.

Finalmente, foi alterada a temperatura da coluna para visualizar a influéncia
na separacao dos picos (fig. 34). No entanto, a melhor temperatura para separar 0s

isdbmeros foi a ambiente (25°C).
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Figura 106 - Cromatograma de isotretinoina 12,5 ug/ ml por CLAE - FM: Acetonitrila: Acetato
de Aménio 1% (95:5); Coluna Microsorb C8.
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Figura 107 - Cromatograma de isotretinoina 12,5 ug/ ml por CLAE - FM: Acetonitrila :
Metanol : Acetato de Aménio 1% (80: 15 : 5); Coluna Microsorb C8.
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Figura 108 - Cromatograma de isotretinoina 12,5 pg/ ml por CLAE - FM: Acetonitrila :
Metanol : Acetato de Aménio 1% (90:5); Coluna Microsorb C8 — A: fluxo 0,7 mil/min; B: 0,8
ml/min; C: 0,9 ml/min.
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Figura 109 — Cromatograma de isotretinoina 12,5 ug/ ml em 3 inmjecoes diferentes por
CLAE - FM: Acetonitrila: Acetato de Amédnio 1% (95:5) acidificado com acido acético glacial
para pH 6,8; Coluna Microsorb C8.
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Figura 110 — Cromatograma de isotretinoina 25 pg/ ml por CLAE - FM: Acetonitrila : Acetato
de Amédnio 1% (95:5); Coluna Microsorb C8 — A: 60°C; B: 45°C.
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5.1.2. Método Analitico Final

O método cromatografico final desenvolvido para a determinacao da eficiéncia
de encapsulacao da isotretinoina seguiu 0s seguintes parametros: coluna: Microsorb
MV 100 5um C8 (250 mm x 4,6 mm) — Varian; fluxo: 1,0 ml / min; detector: UV;
comprimento de onda: 342 nm; fase movel: acetonitrila : acetato de aménio 1%
(95:5); faixa de pH da coluna: 2,0 a 8,0; pH da fase movel: 8,0; temperatura: 25°C.

O método analitico final foi capaz de separar a isotretinoina da tretinoina (fig.
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Figura 111 - Cromatograma de isotretinoina 12,5 pg/ ml por CLAE - Coluna Microsorb C8;
FM: Acetonitrila: Acetato de Aménio 1% (95:5); Fluxo 1,0 ml/min; 342 nm — tempo de
retencao da isotretinoina 5,78 min. - final.

5.2. VALIDACAO DO METODO CROMATOGRAFICO POR CLAE:

5.2.1 Curva de Calibracao (Linearidade)

A curva de calibragdo mostrou que o método é linear (figs.36 e 37).
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Figura 112 - Cromatograma da curva de calibragéo da isotretinoina por CLAE - Coluna
Microsorb C8; FM: Acetonitrila: Acetato de Aménio 1% (95:5); Fluxo 1,0 ml/min; 342 nm —

tempo de retencdo da isotretinoina 5,78 min (amarelo: 50 pg/ml, verde: 25 pg/ml, vermelho:
12,5 pg/ml; azul: 3,125 pg/ml).
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Figura 113 - Curva de calibragdo da isotretinoina pelo método em CLAE.

Outras 03 curvas de calibracao foram feitas no aparelho em dias diferentes e

os resultados obtidos confirmaram a lineraridade do método.

Tabela 4: Curvas de calibracao para isotretinoina por CLAE demostrando linearidade do método.

1° CURVA DE CALIBRAGAO 2 = 0,9999 2° CURVA DE CALIBRACAO 2 = 0,991
Mcg/ml Média Area AREA DP DPR '“:1?/ AREA  Média Area DP DPR
03125 7602 7301 36585 481 15625 625884  710187,5 11922315 16,79
8009 794491
7495 3,125 1450582 1454479 551048 0,38
0,625 14777 14021 92328 6,25 1458375
15806 6,25 3371219 3296406 10580156 3,21
14504 3221593
1,25 stz 31173 4028 013 125 6115644 5953096 20087829 3,86
31100 5790547
81107 25 13659645 13659645 4588133 0,34
3125 77348 79139 178010 2,30 13724531
77326 50 24971098 27359109 337715754 12,34
75579 29747120
625 160481 156184 472933 295
159710 3° CURVA DE CALIBRACAO 2 = 0,999
165548 mcg/ml AREA Média Area DP DPR
125 326778 330321 8190,34 2,51 0.625 14122 14210 124,45 0.88
317413 14298
332601 1,25 31523 30990,5 753,07 2,43
25 666373 668551 2030,67 0,30 30458
664532 3125 76410 75503,5 1281,98 1,70
666035 74597
625 149100 150977 2654,48 176
152854
125 300087 296536 5021,87 1,69
292985
25 633587 633350 335,17 0,05
633113
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5.2.2. Limite de Quantificacao e de Deteccao

O ruido foi determinado com 06 injecées consecutivas de branco
(metanol), sendo o resultado final igual a 0,113 mAU (altura do ruido) (figura
38).

2

Metanol

Figura 114 - Cromatograma por CLAE para determinagéo do ruido: pico principal —
metanol. Altura do ruido 0,113 mAU - FM: Acetonitrila:Acetato de Aménio 1% (95:5);
1ml/min.; 342 nm; Coluna Microsorb C8 — tempo de retencao da isotretinoina 5,78
min. - final.

Os limites de quantificacdo (LQ) (tabela 03 e figura 39) e de deteccao
(LD) (figura 40) foram obtidos em fungéo do ruido, onde o LQ é pelo menos 10
vezes maior que o ruido, e o LD é pelo menos 3 vezes maior que o ruido
(tabela 3).

Tabela 4 — Limites de quantificacao e deteccao encontrados pelo método de CLAE.

Parametro Altura do pico Concentracao
LQ 1,16 mAU 0,36 ug/ml
LD 0,408 mAU 0,0936 pg/ml

i)

Isotretinoina

Teland

Figura 115 - Cromatograma por CLAE demonstrando limite de quantificagao igual 0,36
pg/ml.
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Figura 116 - Cromatograma por CLAE demonstrando limite de detec¢éo igual 0,0936
pg/ml.

5.2.3. Seletividade, Especificidade e Sensibilidade
5.2.3.1. Determinacgéo do Pico da Tretinoina

Com a injecdo da mistura da substancia de referéncia (isotretinoina) e
seu principal isébmero (tretinoina), foi possivel obter um cromatograma com

separacao adequada entre os picos (figura 41).

e

> Hicina
Irelnoim
w

Figura 117 - Cromatograma obtido por CLAE — éeparagéo dos picos de isotretinoina e
tretinoina dos demais isdmeros. FM: Acetonitrila:Acetato de Amoénio 1% (95:5);
1ml/min.; 342 nm; Coluna Microsorb C8.— A; isotretinoina ; B: tretinoina.

42



Ciola (2003) publicou que ‘pequenas caudas podem ocorrer com certa
freqiéncia em cromatogramas de isémeros detectados em detectores de ultra-violeta
(UV)”. Isso pbde ser verificado nos cromatogramas onde aparecem 0s picos de
isotretinoina degradada em tretinoina, ou ainda tretinoina propositadamente
acrescida as amostras de isotretinoina nas analises realizadas com o método
desenvolvido neste trabalho. Entretanto, as pequenas caldas que aparecem
nos cromatogramas de isotretinoina ndo causaram prejuizo na qualidade dos
resultados, ja que a separacado entre os picos fi total, como demonstrado na

figura 42.

5.2.3.2. Resolucgéo (Rs) e Numero de Pratos Teoricos

Os calculos da resolucao (Rs) final e o numero de pratos teéricos (n)
foram efetuados através do software Star Workstation (Varian) a partir das
informagdes recolhidas no cromatograma obtido pds injecao para determinacao

de sensibilidade do método analitico (tabela 06).

Tabela 06 - Determinacao dos parametros de eficiéncia da analise cromatogréfica
definidos por cromatograma em condigdes isocraticas, conforme metodologia
desenvolvida por CLAE.

Pico Tr N (>2000) H Rs (>2)
Metanol 2,764 6847 27389 -
Isotretinoina 5,799 4038 16151 12
Tretinoina 7,277 3615 14460 3,5

Segundo os parametros de conformidade do sistema definidos pela US
Pharmacopeia (2007), o numero de pratos tedricos (n) superior a 2000 indica
qgue o processo de separacao € eficiente.

Ao calcular a resolucéo (Rs) foi constatado que o valor de Rs foi maior
que 2, demonstrando que as substancias tém separagao até a linha de base,
sendo a separacao entre os picos total, demonstrando adequada seletividade

do método.

5.2.3.3. Sensibilidade
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O cromatograma obtido com amostra contendo quantidade bem menor
de interferente (tretinoina) que da substancia principal (isotretinoina) mostrou
qgue o pico do interferente teve area menor que 20% (area = 54203) do pico da

amostra (isotretinoina — area = 195388) (figura 42), indicando a sensibilidade

do método.
. Isotretinoina
mAL |
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Figura 118 - Cromatograma por CLAE demonstrando que a sensibilidade do método -
FM: Acetonitrila:Acetato de Aménio 1% (95:5); f1ml/min.; 342 nm; Coluna Microsorb
Cs.

5.2.4. Precisao e Exatidao

O desvio padrao relativo, calculado a partir das areas obtidas pelos
cromatogramas, foi menor que 5%, 0 que demonstra que 0 método
desenvolvido é preciso. Ja a diferenca entre o valor tedrico (fomada de ensaio)
e 0 experimental expresso em porcentagem permaneceu entre os 80 — 120%

recomendados pelo ICH, o que demonstra que o método é exato (tabela 07).

Tabela 07 — Resultados intra-dia demonstrando a precisao (DPR menor que 5%) e
exatidao (recuperagédo maior que 80%) do método.

AREA MEDIA  CONC.pg/ml DPR RECUP. %
12 triplicata
12 injecao 1952585 1953271 72 0,59 72,67 100,93

2%injegdo 1965045

32 injecéao 1942184

12 injegao 533789 527535 20 2,21 19,55 97,75
2%injecéo 534703

32 injecéo 514113

12 injegao 10678 10484 0,3 3,92 0,28 94,94
2%injecéao 10012

32 injecédo 10762

22 triplicata
12 injegao 1930649 1905953 72 2,02 70,91 98,48
2%injecao 1861609
3% injecao 1925601
12 injegao 524262 527150 20 0,85 19,54 97,68
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2%injecéo 524868
32 injecéo 532320
12 injecao 10046 10313 0,3 3,15 0,28 92,82
2%injecéao 10219
32 injecéao 10674
32 triplicata
12 injegao 1879274 1878223 72 0,17 69,88 97,05
2%injecao 1874576
3%injecao 1880819
12 injegdo 519758 517577,7 20 0,40 19,18 95,89
2%injecéo 517285
32 injecéo 515690
12 injegao 10496 10438 0,3 2,20 0,28 94,37
2%injecéao 10633
32 injecéao 10185
5.2.5. Robustez

Com a troca do aparelho, conforme descrito na metodologia por CLAE

(tem 4.2) foi possivel evidenciar que o método suporta pequenas variacdes

(figura 44).
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Figura 119 — Cromatograma por CLAE demonstrando que o método € robusto, sendo
alterado para este cromatograma o aparelho — de um cromatdgrafo com injecao
automatica, para um com injegdo manual - FM: Acetonitrila:Acetato de Aménio 1%
(95:5); 1ml/min.; 342 nm; Coluna Microsorb C8.

Ainda um segundo parametro foi alterado: a coluna foi trocada por outra
coluna Microsorb C8 250 x 4,6 mm Varian /sotretinoina
mAU_ 50 r%
1.0+

0.5—

l.’:’.S |.-'].0 7.5 |10.0 |12.5 |

Minutes
Figura 120 — Cromatograma por CLAE demonstrando que o método € robusto, sendo
alterado para este cromatograma a coluna — de uma C8 para outra C8 - FM:
Acetonitrila:Acetato de Aménio 1% (95:5); 1ml/min.; 342 nm.
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Houve um pequeno alargamento no pico e deslocamento no tempo de

retencéo, porém ainda assim o método demonstrou ser robusto.

5.3. OBTENCAO DOS SISTEMAS PROPOSTOS CONTENDO
ISOTRETINOINA

5.3.1. Niossomas-Isotretinoina
5.3.1.1. Controle da Velocidade e do tempo de centrifugacao de niossomas

A andlise para controle da velocidade e do tempo de centrifugacao
demonstrou que na velocidade de 2000 RPM durante 2 minutos ndo houve

precipitacao das vesiculas grandes (tabela 08).

Tabela 08 — Controle da velocidade e do tempo de centrifugagdo de niossomas —
centrifugacdo a 2000 rpm por 2 minutos.

Amostra Amostragem Média de tamanho Pdl
Niossomas- Aliquota superior 1530 nm 0,616
Isotretinoina —
Niossomas- Aliquota inferior 1120 nm 0,580
Isotretinoina — proxima ao botdo

A confirmacdo desses parametros foi necessaria, pois as vesiculas
maiores possuem densidade superior que as vesiculas de tamanho reduzido.
Esta andlise confirmou que, na velocidade e no tempo estabelecidos para a
separacdo do farmaco nado encapsulado, nao ocorreu precipitacido das
vesiculas maiores contendo a maior quantidade de farmaco encapsulado.

5.3.1.2. Localizagao da Isotretinoina nas Vesiculas
A isotretinoina é um farmaco lipossoluvel. Portanto, ao ser encapsulada

em niossomas fica posicionada na regiao lipofilica da membrana da vesicula
(figura 46).
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BICAMADA LIPIDICA

ISOTRETINGINA

Figura 121 - Modelo esquemético que indica o posicionamento da isotretinoina
encapsulada pelos niossomas.

A isotretinoina, por estar inserida na bicamada lipidica, exerce impacto
sobre membrana do niossoma modificando seu comportamento, conforme

demonstrado pelos ensaios de EPR descritos posteriormente.

5.3.2. HPBCiclodextrinas-Isotretinoina

A literatura descreve a complexacdo de farmacos lipossoliveis em
ciclodextrinas na proporgao 1:1 (CDs-Farmaco), como o modelo descrito na
figura 47, onde o farmaco lipossoluvel acomoda-se na cavidade hidrofobica da
molécula das CDs.

HFBZD s livre Isotretinoina Complexo formado

Figura 122 - Modelo esquemético que indica como a isotretinoina fica posicionada no
complexo com as ciclodextrinas na proporcao 1:1 (HPBCDs:lso). Fonte:
www.chemie.uni-duesseldorf.de/.../researchi.qif - adaptado.

Apesar da maioria dos esquemas de complexacdo descreverem
complexos na razdo molar de 1:1 (CDs:Farmaco), para a complexacao da
isotretinoina em HPBCDs foi necessario a presenca de varias moléculas
hospedeiras (ciclodextrinas) para a reentrada do farmaco na cavidade
hidrofébica, por ser este processo dindmico onde a molécula hospede
continuamente se associa e desassocia da molécula hospedeira (Figura 48).
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Figura 123 - Interacao da isotretinoina com HPBCiclodextrinas para a formacao do
complexo HPBCDs-Isotretinoina sob constante de dissociagao (K).

A estabilidade do complexo formado pode ser determinada pela forca de
complexacdo (K), a constante de associacdo (Ka) e a constane de
desassociacao (Kd), e depende de como a molécula-héspede (isotretinoina) se
encaixa da cavidade das HPBCDs. A forca de complexagdo pode ser obtida

pela seguinte férmula:

K = Ka + Kd

Onde:
Ka = [HPBCDs:isotretinoina]
Kd = [HPBCDs] [isotretinoina]

Considerando que quanto maior for a razdo entre Ka e Kd, ou seja,
quanto maior for K, maior é a estabilidade do complexo. Considerando os
resultados de K descritos na tabela 09, podemos verificar que na proporcao de
10:1 (HPBCDs:isotretinoina) foi obtido o maior valor de K (1843,15M3),
indicando a melhor proporcao para a permanéncia da isotretinoina complexada

as ciclodextrinas.

Tabela 09: Constante de inclusdo do complexo HPBCDs:isotretinoina.
(HPBCDs:isotretinoina)* mM HPBCDs K (M™)

.0,5:1 2,5 0,584

A 5 1603,04
.1,5:1 7,5 1403,52
2:1 10 1596,16
.10:1 50 1843,15
.20:1 100 1520,13
.30:1 150 1038,42
.40:1 200 748,54
.50:1 250 631,58
.60:1 300 539,76

*Considerando Isotrtinoina constante (5 mM).

O valor médio para a constante de inclusdo do complexo
HPBCDs:isotretinoina é de 1093,48M>,
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5.3.3. HPBCiclodextrinas-Isotretinoina em Niossomas-Isotretinoina

A complexacgéo da isotretinoina em HPBCDs modifica sua solubilidade,
possibilitando sua preparacdo em meio aquoso. Portanto, o complexo
HPBCDs-lIsotretinoina fica encapsulado na regido hidrofilica das vesiculas de
niossomas entre as lamelas (quando em vesiculas multilamelares) e em seu

nucleo (figura 49).

HPBCDs + Iso - .'_"'"' v B
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1 ] i .

e

Figura 124 - Modelo esquematico que indica onde o complexo HPBCDs:lsotretinoina
fica incluso apds a formagédo das vesiculas niossomais contendo isotretinoina. Fonte:
www.immunovaccine.com/images/diagram-vaccimax.gif - adaptado.

5.4. CARACTERIZAGCAO MORFOLOGICA DAS VESICULAS FORMADAS
5.4.1. Determinacao do Tamanho

A tentativa de formagao de vesiculas anfifilicas a partir do tensoativo Brij
35® nao mostrou ser eficiente, ja que a leitura pelo método de espalhamento
de luz (DLLS) demonstrou presenca de particulas suspensas, fragmentos e
bolhas, o que indica a ndo formagédo das vesiculas (figura 50). E possivel que
tenha ocorrido a formagao de um ambiente micelar, o que confirma o trabalho
de Pardakhty (2007), que estudou niossomas, formados a partir de Brij®, como

sistema carreadores de insulina.
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Figura 125 - Leitura pelo método de espalhamento de luz (DLLS) — niossomas de Brij
35.

Isso se deve ao alto EHL (Equiliblrio Hidrofilo Lipdéfilo) do Brij® 35 (EHL
= 17) o0 que caracteriza este tensoativo como detergente e ndo capaz de formar
vesiculas.

Ja para as vesiculas formadas a partir do Brij 30® foi possivel
determinar o tamanho médio das vesiculas formadas pelo método de
espalhamento de luz (DLLS). As estruturas possuiam tamanho médio de 1500
nm, estando o indice de polidispesibilidade (Pdl) variando em torno de 0,6 para
todas as analises (figura 51).
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Figura 126 — Medida de tamanho e polidispersdo da amostra de niossomas contendo
isotretinoina.

Nao houve diferenca de tamanho para os niossomas com e sem
farmaco encapsulado. Ambos apresentaram diametro préximo a 1500 nm. No
entanto, foi observado um aumento consideravel no didmetro dos niossomas
contendo ciclodextrinas e isotretinoina (2.220 nm) (tabela 10). Esses resultados
concordam com outros trabalhos ja publicados que demonstram o aumento no
tamanho de lipossomas contendo o complexo ciclodextrinas-farmaco

(Maestrelli et al, 2005).
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Tabela 10 - Comparagéo dos tamanhos dos niossomas (Brij®30: Col: DCP 50:25:10)
formados: branco, com isotretinoina (5mM) e com complexo HPRCDs:isotretinoina
(20:1).

Amostra Diametro médio Pdl
Niossomas Brancos 1170 nm 0,576
Niossomas - Isotretinoina 1560 nm 0,698
Niossomas — Isotretinoina 2220 nm 0,528

+ Ciclodextrinas - Isotretinoina

Esse fato explica-se devido o alto peso molecular que as HPBCDs
possuem (PM = 1380), que mutiplicado pelo nimero de moléculas necessarias
para a formagédo de complexo com a isotretinoina (HPBCDs:Isotretinoina 20:1),
resultam no tamanho aumentado dos niossomas que contém este complexo.

5.4.2. Caracteristicas Morfologicas

As caracteristicas morfologicas das vesiculas formadas foram
observadas por microscopia éptica (campo claro e fluorescéncia). Foi possivel
verificar que a presenca do colesterol foi essencial para a formagédo das
vesiculas, tanto na presencga quanto na auséncia da isotretinoina (figura 52).

Figura 127 - Fotomicrografia por MO das vesiculas formadas a partir de: A — Brij 30; B
— Brij 30 + Colesterol; C — Brij 30 + Isotretinoina; D — Brij 30 + Colesterol + DCP +
Isotretinoina.
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Ao comparar morfologicamente as vesiculas formadas a partir de
fosfatidilcolina (lipossomas) com as vesiculas de niossomas, foram verificadas
diferencas no formato de ambas: enquanto as vesiculas fosfolipidicas
(lipossomas) apresentam-se com forma esférica, os niossomas apresentaram
uma grande variedade de formatos (figura 53). Além do formato, foi também
possivel notar que lipossomas de fosfatidilcolina (PC) possuem tamanho
reduzido quando comparados ao niossomas (Brij30:Colesterol:DCP — 50:25:5)
obtidos pelo mesmo método de preparagao.

Figura 128 — Fotomicrografia por MO: A: Lipossomas de PC; B: Niossomas de
Brij30:Colesterol:DCP (50:25:10).

Foi possivel observar na fotomicrografia de niossomas contendo
isotretinoina uma grande variedade de vesiculas multilamelares e de tamanhos

que confirmam as medidas detectadas por DLLS (figura 54).

Figura 129 — Fotomicrografia por MO de niossomas contendo isotretinoina— vesiculas
gigantes — multi e unilamelares.
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Formas multivariadas (esféricas, em bastdo e polimoérficas) (figura 55)
foram evidenciadas. Essas variantes sdo tipicas de vesiculas formadas por
tensoativos, conforme ja detectadas por outros pesquisadores (Girigoswami et
al, 2006). As diversas formas que as vesiculas de niossomas assumem podem
estar relacionadas com a estrutura da membrana (presenca de tensoativos) e

consequente flexibilidade.

Figura 130 — Fotomicrografia por MO dos niossomas contendo isotretinoina
(caracteristicas morfoldgicas): multilamelares, unilamelares, esféricos e alongados.

Outro resultado comum nestas amostras foi a presenca de vesiculas

dentro de outras vesiculas, conforme apresentado na figura 56.

Figura 131 — Fotomicrografia de niossomas contendo isotretinoina por MO — NdNs
(Niosomas Dentro de Niosomas).

Quando foi utilizado o marcador de fluorescéncia, foi possivel observar a
espessura da membrana niossomal, e evidenciar mais uma vez, os diferentes
formatos que as vesiculas apresentam (figura 57).
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Figura 132 — Fotomicrografia de niossomas contendo isotretinoina com marcador de
fluorescéncia por microscopia Optica — leitura com luz florescente: formatos diferentes
e NdNs.

Os niossomas apresentaram ser vesiculas com flexibilidade
consideravel, pois durante as observacées por microscopia de florescéncia
(figura 58) ou até mesmo pela microscopia éptica em campo claro, foi possivel

ver as vesiculas se movimentando o modificando seu formato (figura 59).

Figura 133 — Fotomicrografia de niossomas contendo isotretinoina com marcador de
fluorescéncia por microscopia de fluorescéncia — vesiculas em movimento — (A):tempo
zero;(B) tempo 1s; (C) tempo 2s;(D) tempo 3s.
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Figura 134 — Fotomicrografia de niossomas contendo isotretinoina com marcador de
fluorescéncia por microscopia de fluorescéncia — vesicula dobrada em movimento —
(A):tempo zero;(B) tempo 2s.
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5.4.3. Monitoramento da Dinamica Molecular dos Lipideos na
Membrana das Vesiculas

Na Ressonancia Paramagnética Eletronica o parametro de RPE 2T//,
desdobramento hiperfino maximo, é a separacdao em Gauss (G) do primeiro pico
de ressonéancia do espectro até a ultima depressao, conforme indicado pelas duas
linhas verticais tracejadas no caso do espectro de controle, comparando com 0s
espectros obtidos nos resultados apresentados neste trabalho (figura 59).

Ao ser analisada a dindmica dos lipideos da membrana niossomal por RPE de
lipideos marcados, foi possivel observar que a presenca do colesterol deixa a
membrana mais rigida. A rigidez foi ainda maior com a adicdo do DCP (5 mM)
deixando a membrana mais estavel que a membrana das vesiculas formadas

somente por Brij 30:Colesterol (50:25) (figura 60).

Brij branco
Brij + cal
Brij + col. + DCP

Campo Magnétice (6)
r u T u T u T u T u T u T g

Figura 135 — Espectros de RPE de amostras marcadas com 5-DSA — 0 aumento do
2T// indica maior rigidez da membrana com a presenca de colesterol e ainda maior
com a adicao do DCP.

Quando os niossomas foram comparados aos lipossomas de
fosfatidilcolina, as diferencas quanto a fluidez na membrana foram
praticamente imperceptiveis, pois a diferenca entre os valores do 2T// dos
lipossomas contendo isotretinoina e o0s niossomas com isotretinoina ficou
dentro do erro experimental de 0,5 G (figura 61). Isso provavelmente se deve
ao fato de que a presenga do DCP na formagéo das vesiculas de anfifilicos
sintéticos deixa a estrutura da membrana mais semelhante as membranas

formadas pela fosfatidilcolina.
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Figura 136 — Espectros de RPE (marcador 5-DSA): a diferenca dos valores do 2T//
para as duas amostras permaneceu dentro do erro experimental de 0,5 G.

Foi possivel verificar que o marcador TEMPO emite um pequeno sinal
guando nos niossomas brancos, indicando sua maior particdo na fase aquosa.
Ha, no entanto, uma mudanca na particdo do marcador quando a isotretinoina

¢ incluida na formulagao (figura 62).

log Rbari =8.70 =" dentro da m embrana
log Rbard =9 45 57" fora da membrana
Mm=27 8% dertro da membrana

MNios + 150 20 mhd

log RbarfM=8.60
log Rbarf=9.65

Miossomas branco Mm=14,1%

log RbarM =575
logRbard=9.48

ins +
MNios + Iso 40 mh Nm=35.6%

[ T T T T T T T 1
3380 3400 3420 3440 3460
Campo Magnético [5)
Figura 137 - Espectro de RPE para marcador TEMPO nas amostras: niossomas
contendo 20mM de Isotretionina; niossomas brancos; niossomas contendo 40 mM de

isotretionina. Analise realisada a 37°C.

O marcador TEMPO apresenta um espectro de RPE composto pela

sobreposicdo de duas componentes espectrais de marcadores nas fases
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aquosa e hidrocarbénicas. O espectro consiste de trés linhas de ressonancia
com uma resolugédo na linha de campo alto: a seta maior indica a linha de
ressonancia que corresponde aos marcadores na membrana e a seta menor
indica a linha dos marcadores na fase aquosa; Nm corresponde a fracao de
marcadores na membrana (14,1% para a amostra controle); log RbarM é o
logaritimo da frequiéncia rotacional de difusdo na membrana; e log RbarA um
parametro similar para o marcador na agua. A adicdo de 20 mM de
isotretinoina aumentou a particdo e a dindmica do marcador na membrana.
Estes pardmetros aumentam ainda mais quando 40 mM de isotretinoina sao
adicionados.

Ja para o marcador 5-doxyl foi possivel notar que a presenca do
colesterol promove um aumento no desdobramento hiperfino paralelo, que é
indicativo de aumento de rigidez na membrana. O parametro de EPR 2T// foi
menor para a amostra de Niossomas com Isotretinoina a 40 mM indicando que

a membrana ficou mais fluida na presencga da isotretinoina (figura 63).
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Figura 138 - Espectro de RPE para marcador 5-DSA nas amostras: niossomas branco;
niossomas contendo 40 mM de isotretionoina e 20 mM de isotretinoina.

Ao se estudar a presenca do farmaco na membrana das vesiculas, foi
possivel observar que a presenca da isotretinoina deixa a membrana mais
fluda para os dois marcadores. Isso ocorre provavelmente pelo
posicionamento da isotretinoina na membrana — enquanto a cabeca da

molécula empacota a membrana (apolar) a cauda abre espago (polar).
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5.5. EFICIENCIA DE ENCAPSULAGAO DE ISOTRETINOINA EM
NIOSSOMAS

Alves (2005) encapsulou a isotretinoina (2,5mM) em lipossomas
unilamelares formados a partir de fosfatidilcolina medindo aproximadamente
100 nm. A eficiéncia de encapsulacdo de isotretinoina em niossomas foi
superior aquela observada para lipossomas de fosfatidilcolina, onde somente
60% do farmaco acrescentado ao sistema (2,5 mM) foi efetivamente
incorporado a membrana. Isso pode ter ocorrido devido ao tamanho e namero
de lamelas das vesiculas niossomais obtidas, pois vesiculas multilamelares
grandes encapsulam quantidades maiores de farmaco que vesiculas
unilamelares pequenas.

Os resultados apresentados na figura 63 demonstram que a isotretinoina
possui um comportamento diferenciado para a incorporacdo em vesiculas de
tensoativos n&o-ibnicos, pois ha um aumento crescente para a entrada do
farmaco na bicamada lipidica na concentracdo de até 10 mM. E possivel
verificar, que ao aumentar a concentragdo de isotretinoina adicionada ao
sistema, ocorre aumento respectivo de isotretinoina incorporada a membrana
das vesiculas (concentracdo de isotretinoina encapsulada).

No entanto, em concentragdes molares acima de 10 mM, foi possivel
observar queda na quantidade de isotretinoina (mM) que permanece na
membrana (concentracdo de isotretinoina encapsulada). Esse fato poderia ser
explicado pelos resultados ja apresentados por RPE, onde a presenca da
isotretinoina deixa a membrana mais fluida e essa fluidez é proporcional a
quantidade de isotretinoina colocada no sistema. E provavel que haja
vazamento de farmaco em fungcdo da fluidez da membrana, o que também
justifica a ocorréncia de precipitado de farmaco insoluvel nas amostras obtidas

com estas concentragdes.
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Figura 139 - Eficiéncia de encapsulagao de isotretinoina em niossomas em fungao de
sua concentragdo molar.

Para a concentragdo de 10 mM de isotretinoina encapsulada pelos
niossomas, a razao de anfifilico estrutural:farmaco necessario para a formacéao
do sistema foi de 8:1; e para 5mM de isotretinoina adicionada a razao molar foi
de 12:1 (anfifilico estrutural:isotretinoina). Ou seja, para promover a inclusao de
5 mM de isotretinoina nos niossomas, foram necesséarias 12 moléculas de
tensoativo para cada molécula de isotretrinoina. Enquanto que para promover a
inclusdao de 10 mM de isotretinoina nos niossomas, foram necessarias 8

moléculas de tensoativo para cada molécula de isotretrinoina (figura 65).

8:1

Eficiéncia de
Encapsulacédo (mM)

il e ol L L

5mM 10 mM

Quantidade de Isotretinoina Adicionada (mM)

Figura 140 - Eficiéncia de encapsulagao de isotretinoina em niossomas determinada
por CLAE indicando a razédo molar anfifilico estrutural:farmaco.
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Ao avaliar a eficiéncia de encapsulacdo por porcentagem de farmaco
encapsulado em fungédo da concentragdo de farmaco adicionada a formulacao
(EE%) foi possivel verificar que, quando 5mM de isotretinoina foram
adicionadas ao sistema a quantidade de farmaco encapsulado foi de 81,94%
(4,1 mM); ao serem adicionados 10 mM de isotretinoina para a formagéao de
niossomas, apenas 66% (6,6 mM) do farmaco foi encapsulado, ou seja,

permaneceu na membrana (figura 66).
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Figura 141 - Eficiéncia de encapsulagao de isotretinoina em niossomas expressa em
porcentagem de farmaco incorporado ao sistema em relacao a quantidade de farmaco
inicial.

Portanto, a melhor eficiéncia de encapsulacdo em funcdo do

aproveitamento do farmaco acrescido ao sistema esta na concentragdo de 5

mM de isotretinoina.

5.6. EFICIENCIA DA FORMAGCAO DO COMPLEXO DE ISOTRETINOINA
EM HIDROXIPROPILBCICLODEXTRINAS

Foi possivel observar um aumento crescente na eficiéncia de
incorporacdo da isotretinoina em ciclodextrinas em funcado da quantidade de
HPBCDs acrescida ao sistema. Até a proporcdo de  20:1
(HPBCDs:lsotretinoina) o aumento foi gradativo, porém acima dessa razao
molar, foi possivel verificar a formacao de um platé indicando que o0 maximo de

incluséo foi atingido (figura 67).
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Figura 142 - Eficiéncia de formacdo do complexo de isotretinoina em
hidroxipropilBciclodextrinas em fungédo da concentracdo de CDs acrescida ao sistema.

Mesmo quando analisada a forca de complexacao da HPBCDs com a
isotretinoina (item 5.3.2), cujo resultado mais satisfatério foi na razdo molar de
10:1 (K = 1843,15 M™), podemos observar que ainda na razédo de 20:1 (K =
1520,13 M™ de isotretinoina complexada) houve melhor aproveitamento do
farmaco acrescido as ciclodextrinas (44,2% na razao de 20:1 contra 26,8% na
razdo de 10:1), sendo uma menor porcao descartada de farmaco em funcao da
nao formacao de complexo com ciclodextrinas.

Por essa razdo, foi determinado que a melhor proporcdo de
HPBCDs:lsotretinoina € a de 20:1, com uma eficiéncia de 44,2% de
isotretinoina inclusa em funcdo da quantidade inicial no sistema e forca de
complexag&o contida em valores maiores que a média de K encontrados nas

diversas proporcdes (média de K = 1093,48 M™).

62



5.7. EFICIENCIA DO COMPLEXO FORMADO: HPBCICLODEXTRINAS-
ISOTRETINOINA EM NIOSSOMAS-ISOTRETINOINA

A eficiéncia de encapsulacao da isotretinoina nos sistemas obtidos neste

trabalho pode ser observada na tabela 11.

Tabela 11 - Eficiéncia da formagao de complexo de inclusao da isotretinoina em

HPBCDs e sua encapsulacdo em niossomas.

. Isotretinoina adicionada  Isotretinoina encapsulada
Sistema mg [mM] mg EE%  [mM]
HPBCD (20:1) 1,72 5,00 0,76 44,20 2,21
Niosomas' 1,72 5,00 1,40 81,94 4,10
Niosomas® 2,48 7,20 1,88 75,96 5,47

! Isotretinoina adicionada em sol. cloroférmica na formagcéo do filme lipidico (1,72 mg)
?|sotretinoina adicionada em sol. cloroférmica na formac&o do filme lipidico (1,72 mg)
e inclusa em ciclodextrinas no tampao para hidratagcéo (0,76 mg)

Observa-se que o sistema final (HPBCDs:Isotretinoina em niossomas
contendo isotretinoina) foi capaz de encapsular maior quantidade de
isotretinoina que os demais sistemas (5,47 mM de isotretinoina encapsulada
contra 4,10 em niossomas e 2,21 mM em ciclodextrinas). No entanto, a
eficiéncia de encapsulagao em porcentagem de farmaco incluso no sistema em
funcdo da quantidade de farmaco acrescido inicialmente foi melhor na
formacdao dos niossomas com isotretinoina (81,94%). Esse resultado
demonstra um aproveitamento maior do farmaco acrescido aos niossomas que
nos demais sistemas desenvolvidos.

Teoricamente seria esperada uma maior eficiéncia de encapsulagdo no
sistema final composto por niosomas:isotretinoina + HPRCDs:Isotretinoina. No
entanto, foi possivel observar que a eficiéncia de encapsulagdo (EE%) para o
sistema HPBCDs:Isotretinoina em niossomas contendo isotretinoina foi de
75,96%, ficando proxima ao valor encontrado para niossomas contendo
isotretinoina (81,94%) apenas na bicamada lipidica.

Valores de eficiéncia de encapsulacdo (EE%) proximos nos dois
sistemas com vesiculas podem ser explicados pelo marcado aumento no
tamanho das vesiculas quando em presenca do complexo HPBCDs-
Isotretionoina, somado a fluidez da membrana pela presenca da isotretinoina, o
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que pode ter dificultado sua permanéncia na membrana com conseqliente

vazamento e perda na eficiéncia de encapsulagédo do farmaco.
5.8 ENSAIO DE LIBERACAO IN VITRO
5.8.1. Curva de Calibracao para CLAE-EM-EM
O método desenvolvido por CLAE néo foi suficientemente sensivel para
detectar as fracoes permeadas pelas membranas sintéticas utilizadas nos

testes preliminares, ndo sendo observado nenhum pico cromatografico (figura
68).

Figura 68 - Cromatogramas por CLAE para o ensaio de liberagdo em membranas
Coltran® A: 9705, B: 9715, C: 9725 3M™ - FM: ACN:Acetato Aménio 1% (95:5) -
1ml/min -342 nm.

Portanto, a quantificacao da isotretinoina nos ensaios de liberacdo em
membranas sintéticas Coltran® e de estrato cérneo somente foi possivel por
CLAE-EM-EM.

Para a determinacao da curva de calibragcao nos parametros ja descritos,
foram escolhidas as seguintes concentragdes para os pontos: 800 ng/ml; 400
ng/ml; 200 ng/ml, 100 ng/ml, 50 ng/ml, 25 ng/ml e 12,5 ng/ml. As diluigdes
seriadas foram feitas com metanol e em baldo volumétrico protegido da luz

(&mbar), obedecendo para tanto os critérios analiticos.
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A equacéao da reta obtida a partir do tratamento dos dados obtidos pelo

cromatograma foi a seguinte:

Figura 69 — Curva de calibragao obtida pelo método em CLAE-EM-EM.

| y= +6.868456e+4x +4.645171e+5 |
(r2): 0.997461

FAC oLty

3,04

1.0+

0.0
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2EE0(ESLCID 20.00CE 14.0:0Dat 18000 1 1.00003 1.00.3T 1,000

(-1 ESlI SRM Z200.4= 255 0 ESLCID 2000,CE 14.0;Dat 18000 T 1,000,072 1.00;5T 1,000

A00 11-18-2007 2-21-49 AR xm= TIC Flilerad 4

B0 11-18-2007 12-10-08 AR M= TIC Flltared E

milnutes

Figura 70 — Cromatograma da curva de calibragao da isotretinoina por CLAE — EM-
EM: Coluna Polaris RP C8; FM: Acetonitrila: Acido Acético 0,5% (70:30); Fluxo 0,3

ml/min;detector 1600 watts, agulha 500 watts, shield 600 watts, pressao do ar 22 psi,
ionizagao negativa — tempo de retencao da isotretinoina 5,18 min.
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Figura 71 — Espetro de massas da curva de calibragéo da isotretinoina por CLAE —
EM-EM: Coluna Polaris RP C8; FM: Acetonitrila: Acido Acético 0,5% (70:30); Fluxo 0,3
ml/min;detector 1600 watts, agulha 500 watts, shield 600 watts, pressao do ar 22 psi,
ionizagao negativa — tempo de retengao da isotretinoina 5,18 min.

5.8.2. Ensaio em Membranas Sintéticas

5.8.2.1. Ensaio em Membranas Coltran® 9715

O complexo HPBCDs-Isotretinoina foi capaz de permear as membranas
a partir do tempo de 60 minutos de ensaio, indicando uma velocidade de
permeagdo mais lenta que a dos niossomas contendo isotretinoina, cuja
permeacao foi imediata. A flexibilidade dos niossomas contendo isotretinoina
pode ter faciltado a passagem desse sistema pelos poros da membrana
Coltran® 9715 (figura 72).
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Figura 72 - Perfil de permeagéao da isotretinoina em membrana sintética Coltran®
9715.
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A isotretinoina comercial (Isotrex®) ndo permeou a membrana Coltran®
9715, assim como o sistema final (HPBCDs-isotretinoina em niossomas
contendo isotretinoina). O sistema final possui didametro de vesiculas grandes
(aproximadamente 2.000 nm), e apesar dos niossomas contendo isotretinoina
demonstrarem flexibilidade, a inclusdo das HPBCDs-Isotretinoina pode ter
modificado a capacidade das vesiculas de alterar sua forma para permear os

orificios da membrana sintética.

5.8.2.2. Ensaio em Membranas Coltran® 9728

A isotretinoina comercial ndo permeou a membrana Coltran® 9728,

assim como o complexo HPBCDs-Isotretinoina (figura 73).
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Figura 1433 — Perfil de permeacéo da isotretinoina em membrana sintética Coltran®
9728.

A membrana Coltran® 9728 possui indice de hidratacado igual a 97,2
g/m?24h, enquanto que a membrana Coltran® 9715 possui indice de
hidratacdo menor (64,8 g/m?/24h). Esse indice de hidratagdo maior na Coltran®
9728 indica que é necessaria maior quantidade de liquido para umedecer e

saturar a membrana. Isto pode explicar a provavel necessidade de tempo maior
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de contato para que as HPBCDs-isotretinoina permeiem a membrana até o
meio de dissolucgéo.

Os niossomas contendo isotretinoina mostraram permeag¢do menor
quando comparados ao sistema final (HPBCDs-isotretinoina em niossomas
contendo isotretinoina), e ambos mostraram permeacéao a partir de 30 minutos.
A espessura da membrana Coltran® 9728 de 50,8 um € menor que da
membrana Coltran® 9715 (76,2 um). Isso pode explicar a passagem do

. . 67
sistema final apenas pela Coltran® 9728..

5.8.3. Ensaio em Membranas de Estrato Corneo

No estrato corneo a isotretinoina nos sistemas testados permeou a

membrana, como pode ser visto na figura 74.
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Figura 144 — Perfil de permeacgao da isotretinoina em estrato cérneo.

A isotretinoina comercial (Isotrex®) foi permeada somente nesta
membrana organica, sendo somente possivel detectar isotretinoina apés os 30
minutos iniciais da andlise. Tal comportamento demonstra a lentiddo desse
sistema (isotretinina livre em gel alcodlico) em permear e disponibilizar a
isotretinoina para efeito terapéutico.

Assim como no ensaio com membrana Coltran® 9728, a isotretinoina

em niossomas demonstrou o segundo melhor perfil de liberacédo, entretanto
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ainda menor que o sistema final (HPBCDs-isotretinoinas em niossomas
contendo isotretinoina).

O complexo HPBCDs-Isotretinoina foi capaz de liberar a isotretinoina
para a passagem pelo estrato cérneo, porém em quantidade menor que 0s
demais sistemas. Ao quantificar a isotretinoina na amostra contida no enhancer
cell ap6s o teste de liberacdo, foi possivel verificar que a maior parte do
farmaco permaneceu complexada as ciclodextrinas (97,9%), 0 que demonstra
que o complexo formado nao propiciou a passagem do farmaco pela
membrana como o0s demais sistemas.

Ja o sistema final (HPBCDs-isotretinoinas em niossomas contendo
isotretinoina), teve o melhor perfil de liberacdo, sendo que a quantidade de
isotretinoina permeada (4,5%) ficou proxima da concentracdo permeada na
membrana Coltran® 9728 (3,5%). A provavel explicacdo para este fenébmeno
estd no fato de as vesiculas niossomais possuirem flexibilidade e interacao
com a membrana, facilitando a penetracéo do farmaco complexado as HPBCDs

ou incluso nas vesiculas, e posterior liberacao no meio receptor.

5.9.4. Extracao de Isotretinoina no Estrato Corneo pos Ensaio de

Liberacao

Apés o ensaio de permeacao, a quantificacao da isotretinoina retida nas

membranas esta demonstrada na figura 75.
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Figura 145 - Isotretinoina (%) extraida da membrana de estrato cérneo apos 2
horas de ensaio de permeacao.
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Foi possivel observar que a isotretinoina comercial (Isotrex®) ficou mais
retida na membrana do estrato cérneo, quando comparadas as outras
amostras aplicadas. Isso demonstra a eficiéncia dos sistemas vesiculares em
transportar o farmaco através dos caminhos tortuosos do estrato corneo.

Quanto as HPBCDs-isotretinoina foi possivel visualizar pequena porgcao
de isotretinoina retida no estrato corneo. Quando analisada em associagcao a
baixa concentragdo permeada, podemos verificar que o processo de
permeagdo de farmacos complexados em ciclodextrinas ocorre em duas
etapas: desassociacao da ciclodextrina para posterior permeacao do farmaco.
E possivel que, caso o tempo de ensaio fosse maior, quantidades ainda
maiores de isotretinoina (antes complexada as HPBCDs) chegariam ao meic
receptor. O inconveniente desse aumento no tempo do teste seria a baixe. °
estabilidade do farmaco submetido as condicdes de ensaio.

Também foi possivel verificar valores baixos para os niossomas
contendo isotretinoina e niossomas-isotrertinoina + HPBCDs-isotretinoina,
demonstrando que ambos os sistemas permeiam bem a isotretinoina pelo
estrato cérneo, nado ficando assim o farmaco retido na membrana.

Além disso, o sistema niossomas-isotrertinoina + HPBCDs-isotretinoina
mostrou comportamento diferenciado na liberagdo do farmaco quando
comparado aos demais sistemas desenvolvidos, por potencialmente poder ser
utilizado como carreadores da isotretinoina na aplicacao tépica apresentando-
se como modelo farmacéutico de “liberacao prolongada”.

Parte da isotretinoina contida em todos os sistemas converteu-se em
tretinoina, devido ao estresse ao qual foi submetido o farmaco (luz e

temperatura de 37°C).
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6. CONCLUSOES

O método cromatografico por CLAE desenvolvido para a separagéao e
quantificacdo da isotretinoina inclusa nos sistemas propostos foi validado,
sendo linear, sensivel, seletivo, preciso, exato e robusto.

Nao foi possivel formar vesiculas anfifilicas a partir do tensoativo Brij
35@.

A inclusdo do complexo HPBCiclodextrinas-Isotretinoina em niossomas
aumenta consideravelmente o tamanho das vesiculas niossomais.

Houve grande variedade morfologica nas vesiculas formadas a partir de
tensoativos nao-iénicos (esféricas, em bastdo e polimorficas).

A presenga da isotretinoina modifica 0 comportamento da membrana
dos lipossomas e da bicamada anfifilica dos niosomas deixando-a mais fluida.

O complexo de isotretinoina em ciclodextrinas foi melhor obtido na
razdo molar de 20:1 (CDs:ISO).

O melhor rendimento para a encapsulacdo de isotretinoina em
niossomas foi na concentragao molar do farmaco a 5 mM (81,94%).

A eficiéncia de encapsulagcédo da isotretinoina em HPBCDs e posterior
encapsulacdo em niossomas foi de 75,96%, quando utilizada a proporcédo de
20:1 de HPBCDs-Iso e 5mM de isotretinoina para a formacéo das vesiculas.

O sistema final (HPBCDS-Isotretinoina em Niossomas-Isotretinoina)
promoveu melhor permeacdao na membrana sintética Coltran® 9728 e no
estrato coérneo.

O sistema final (HPBCDS-Isotretinoina em Niossomas-Isotretinoina)
mostrou perfil de liberacdo modificada quando comparada ao sistema
convencional (isotretinoina comercial - Isotrex®) em membranas de estrato

corneo.
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