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RESUMO

O desenvolvimento tecnoldgico de novas formas farmacéuticas tem sido a estratégia
mais promissora para modular a penetracdo de farmacos através da pele. A
nanoencapsulagdo apresenta caracteristicas vantajosas como aumento do indice
terapéutico e diminuigcado de efeitos colaterais, assim como melhora da estabilidade. A
isotretinoina (ISO) é utilizada para o tratamento tépico da acne e apresenta efeitos
indesejados como irritagao cutanea, eritema e descamacgéo. O objetivo desse trabalho
foi estudar a estabilidade de suspensdes de nanocapsulas contendo isotretinoina e
avaliar sua penetragdo cutdnea quando incorporadas em gel hidrofilico, através da
técnica de tape stripping em voluntarios sadios. As nanocapsulas preparadas com poli(e-
caprolactona), por deposi¢cao de polimero pré-formado, apresentaram didmetros médios
entre 231 e 285 nm e baixos valores de polidispersao (< 0,3), que foram confirmados por
microscopia eletrénica de transmissédo, potencial zeta entre -7 e -9 mV e pH entre 4,4 e
6,3. O teor de ISO e a taxa de associagao foram de aproximadamente 100 % para as
nanocapsulas apés o preparo. O estudo de estabilidade indicou que no periodo de 60
dias somente as nanocapsulas contendo BHT foram capazes de manter o conteudo de
ISO (0,5 mg/mL). A estabilidade frente a irradiagdo UVA mostrou a capacidade das
nanocapsulas com BHT em proteger a ISO. A modelagem do perfil de degradagéo
sugeriu que a ISO nao se encontra inteiramente no interior da particula, sendo que
cerca de 50 % deve estar adsorvida na superficie externa nas nanoparticulas. As
suspensdes de nanocapsulas de ISO foram incorporadas em hidrogéis de
hidroxietilcelulose e apresentaram comportamento reolégico pseudoplastico. A avaliagdo
da alergenicidade dos géis mostrou que as nanocapsulas de ISO ndo produzem alergia.
A avaliacdo da penetragdo cutanea através da técnica de tape stripping mostrou a
capacidade das nanocapsulas em permear mais rapidamente o estrato cérneo do que
sua forma livre, nos primeiros minutos apds aplicacdo. Em conclusdo, os resultados
indicam que a ISO nanoencapsulada € um sistema promissor para aplicagdo cutanea e

capaz de melhorar a protegao do farmaco frente a luz.

Palavras-chave: Isotretinoina, nanocapsulas, estabilidade, penetracdo cuténea, tape

stripping, voluntarios humanos.






ABSTRACT

Technological development of new pharmaceutical dosage forms has been the most
promising strategy to modulate drug penetration through the skin. Nanoencapsulation
of drugs presents advantageous characteristics such as increased therapeutic index
and reduced side effects, as well as stability improvement. Isotretinoin (ISO) is used
for topical treatment of acne and presents unwanted topic effects as skin irritation,
redness and scaling. The aims of this work were to evaluate the stability of ISO
encapsulated into polymeric nanocapsules and its human cutaneous penetration by
tape stripping after incorporation to hydrogel. Nanocapsules prepared by
nanoprecipitation with poli(s-caprolactone) presented average size between 231 and
285 nm and low polidispersity index (<0.3), which were confirmed by electronic
transmission microscopy; zeta potential between -7 and -9 mV and pH between 4.4
and 6.3. The entrapment efficiency was 100 % after preparation. The stability study
showed that only nanocapsules containing BHT kept drug concentration (0.5 mg/mL)
constant for 60 days. The photostability under UVA irradiation indicated that
nanocapsules with BHT were able to protect the drug. The degradation profile
modeling suggested that ISO is not completely within the particle and about 50 % of
the drug is adsorbed at the nanocapsules surface. hidroxyethylcellulose hydrogel
containing 1SO-loaded nanocapsules showed pseudoplastic rheological behavior.
The allergenicity tests conducted with the hydrogel containing 1SO-loaded
nanocapsules showed no skin sensibilization. The assessment of skin permeation by
tape stripping showed that the nanoencapsulated ISO permeates the stratum
corneum quicker than the drug in its free form in the first minutes after application. In
conclusion, the results indicate that nanoencapsulated ISO is a promising delivery
system for cutaneous application and it is able to protect the drug from light

degradation.

Key-words: Isotretinoin, nanocapsules, stability, cutaneous penetration, tape

stripping, human volunteers.
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Introducao

Desde sua aprovacéao pelo Food and Drug Administration (FDA) em 1982 (AMICHAI
et al., 2006), a isotretinoina vem sendo o tratamento de escolha para as formas de
acne severa. Tem sido também utilizada com sucesso no tratamento de outras
patologias dermatoldgicas relacionadas com a diferenciagao celular do epitélio e da
unidade pilossebacea (PIQUERO, 2004).

Apesar dos beneficios terapéuticos da isotretinoina, existem efeitos adversos
comuns a classe dos retindides quando aplicados topicamente como eritema,
descamacao e irritacdo cutanea (LEYDEN, 1998). Além disso, a isotretinoina € um
composto altamente instavel e sua meia-vida depende principalmente de suas
condigbes de estocagem como temperatura, oxigénio e luz (GATTI et al., 2000;
TASHTOUSH et al., 2007).

Nos ultimos anos, as nanoparticulas tém sido objeto de intensa pesquisa
devido a possibilidade de utilizagdo como carreadores de farmacos visando
proporcionar uma liberacdo seletiva em sitios fisiolégicos especificos, 6rgaos,
tecidos ou células, onde a atividade farmacologica é requerida (YOKOYAMA e
OKANO, 1996; SOPPIMATH et al., 2001; SCHAFFAZICK et al., 2003). Esses
sistemas nanoestruturados aplicados a area farmacéutica tém como objetivo
principal aumentar o indice terapéutico e diminuir efeitos colaterais de farmacos
(BARRATT, 2000; HANS e LOWMAN, 2002). Além desses beneficios, as
nanoestruturas sao potencialmente capazes de proteger o farmaco frente a

degradacgao enzimatica, quimica e imunolégica (BARRAT, 2000).

A liberacdo sustentada de farmacos nanoencapsulados aplicados
topicamente para o tratamento de doengas dermatoldgicas pode suprir a pele por
um periodo de tempo prolongado, além de propiciar um tratamento diretamente no
local da afeccéo, apresentando a possibilidade de reduzir a absorcio sistémica e os
efeitos colaterais em sitios ndo especificos, proporcionando indices terapéuticos
mais adequados (YOKOYAMA e OKANO, 1996).

Com base nas pesquisas relatadas na literatura que indicam a eficacia e a
adequabilidade da via cutanea como alternativa terapéutica para administracdo de
retindides (GENDLER, 1998; PERSHING et al., 2003) e conhecendo-se a
potencialidade das nanoparticulas de direcionar o farmaco para o local de acao,

reduzir seus efeitos colaterais, protegendo-o da degradacédo, além da possibilidade



Introducao

de solubilizar/dispersar em agua compostos altamente insoluveis como os
retindides, o presente trabalho € centrado no estudo de formulagdes tdpicas
contendo isotretinoina encapsulada em nanoparticulas. Desse modo, propde-se o
desenvolvimento de um sistema de liberagdo contendo isotretinoina que seja capaz
de aumentar a penetragdo cutdnea do farmaco, diminuir seus efeitos colaterais e
protegé-lo da degradacdo frente a temperatura, luz e oxigénio, favorecendo o
tratamento topico de doengas como a acne. Cabe ressaltar que ndo ha relatos na
literatura sobre a associacdo de isotretinoina a nanocapsulas de PCL e nem da
avaliacdo da penetragao cutanea das mesmas através da técnica de tape stripping

em humanos.
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Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Desenvolver, caracterizar e estudar a estabilidade de suspensdes de

nanocapsulas contendo isotretinoina e avaliar sua a penetracdo cutdnea quando

incorporadas a gel hidrofilico através da técnica de tape stripping em voluntarios

sadios.

2.2 Objetivos Especificos

Desenvolver e caracterizar suspensdées de nanocapsulas de poli(e-caprolactona)

contendo isotretinoina através do método de deposicao interfacial do polimero;

Estudar a estabilidade de suspensdes de nanoparticulas contendo isotretinoina a

temperatura ambiente e frente a luz UVA;

Preparar e caracterizar gel hidrofilico contendo isotretinoina livre e

nanoencapsulada;

Comparar a penetragao cutanea de isotretinoina livre € nanoencapsulada através
da técnica tape stripping apos aplicagao tépica de dose unica de gel hidrofilico

em individuos sadios.
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Revisdo de Literatura

3.1 Os retindides

A definicdo atual de retindide engloba todos os compostos naturais e
sintéticos com atividade semelhante a da vitamina A. No homem essa existe sob a
forma de varios compostos interconversiveis cujos principais séo o retinal (essencial
a visao) e o retinol, que é o analogo mais potente e principal forma de
armazenamento e transporte (essencial a reprodugédo). O retinol, o retinal e o acido
retindide sdo as formas fisiologicamente ativas da vitamina A (KLVANOVA e
BRTKO, 2002).

A vitamina A é um alcool isoprendide lipossoluvel e insaturado, encontrado
em alimentos de origem animal como carne, leite e ovos, na forma de ésteres
(palmitato). Também esta presente em plantas, na forma de carotendides,
precursores do retinol, em especial nos vegetais verdes e folhosos e vegetais e
frutas alaranjadas (CHAGAS et al., 2003). A vitamina A foi descoberta no inicio do
século 20 e a origem desse nome veio do seu papel essencial na fungao da retina
(BICKERS e SAURAT, 2001). E uma vitamina necesséria para o crescimento e a
diferenciagcao do tecido epitelial, bem como para o crescimento dos ossos, a
reproducdo e o desenvolvimento embrionario. Juntamente com certos carotendides,
a vitamina A aumenta a fungao imune, reduz as consequéncias de algumas doencgas
infecciosas e pode proteger o organismo contra o desenvolvimento de certas
neoplasias malignas. Em consequéncia, existe um consideravel interesse pelo uso
farmacolégico dos retindides na profilaxia do cancer e no tratamento de varias
condigdes pré-malignas. Em virtude dos efeitos da vitamina A sobre os tecidos
epiteliais, os retindides e seus analogos s&o utilizados no tratamento de varias
doengas cutaneas, incluindo algumas das consequéncias do envelhecimento e da
exposicao prolongada ao sol (MARCUS e COULSTON, 2003).

No humano ha evidéncias indiretas de que a vitamina A em excesso, durante
as primeiras semanas de gestacdao, é teratogénica. Existem controvérsias na
literatura e também poucas informagbes sobre as doses seguras para
suplementagado para gestantes. Como o retinol circulante materno € controlado
homeostaticamente apds o consumo de alimentos fonte de vitamina A, espera-se a
mesma resposta metabodlica apdés o consumo de alimentos enriquecidos, indicando

que nao ha risco de teratogenia. Consequentemente parece muito improvavel que o

11



Revisdo de Literatura

consumo de alimentos enriquecidos ou de suplementacido de vitamina A pré-
formada, nas doses diarias habituais, tenha efeito teratogénico no homem (CHAGAS
et al., 2003).

A importancia dos retindides em condigbes Dbiolégicas cutaneas foi
primeiramente apreciada por WOLBACH e HOWE em 1925" (apud BICKERS e
SAURAT, 2001), mostrando que a deficiéncia da vitamina A em animais manifestava
alteragdes na queratinizacao da pele. O trabalho pioneiro sobre o tratamento dessas
desordens de queratinizacdo pelo tratamento topico ou sistémico com retindides foi
realizado por STUETTGEN em 1962? (apud BICKERS e SAURAT, 2001). A partir
desse trabalho aconteceu um crescimento exponencial do numero de retindides
avaliados e sintetizados devido ao seu grande potencial terapéutico. Atualmente
existe mais de 1500 moléculas diferentes de compostos sintéticos similares a
vitamina A, produzidas por sua manipulagdo quimica, com a unica finalidade de

melhorar sua eficacia clinica e reduzir seus efeitos secundarios (PIQUERO, 2004).

Os retinodides s&o classificados em geragdes conforme mostra a Figura 1. Os
retindides de primeira geragao, da qual fazem parte o acido trans-retindico, acido 9-
cis retindico e acido 13-cis retindico sdo isébmeros. Eles ocorrem naturalmente no
organismo e durante a metabolizacdo sofrem interconversdao. Os retindides de
segunda geragao, monoaromaticos, sao o etretinato e a acitretina e os de terceira
geragdo, também conhecidos como arotendides, incluem o bexacaroteno, o
adapaleno e o tazaroteno, que séo poliaromaticos formados a partir da ciclizagao da
cadeia poliénica lateral (PIQUERO, 2004).

! WOLBACH, S. B.; HOWE, P. R. Tissue changes following deprivation of fat soluble vitamin A. The
Journal of Experimental Medicine, v. 43, p. 753, 1925. apud BICKERS, D. R. e SAURAT, J.H.
Isotretinoin : A state-of-the-art conference. Journal of the American Academy of Dermatology, v.
45,n. 5, p. S125-8128, 2001.

2 STUETTGEN D. Zur lokalbehandlung von keratosen mit vitamin A: Saure. Dermatologica, v. 124, p.
65-80, 1962 apud BICKERS, D. R.; SAURAT, J.H. Isotretinoin : A state-of-the-art conference. Journal
of the American Academy of Dermatology, v. 45, n. 5, p. S125-S128, 2001.
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Figura 1. Formulas estruturais dos retindides

Os retindides tépicos sdo usados no tratamento da acne desde 1962. O
primeiro deles foi a tretinoina, que continua em uso atualmente. Devido ao seu
potencial irritante cutdneo, foram sintetizados novos farmacos com melhor
tolerabilidade. Os retindides mais frequentemente prescritos atualmente sado a
isotretinoina, o adapaleno, o tazaroteno, a motretinida, o retinol B-glucuronide, o
retinaldeido, além da tretinoina (KRAURTHEIM e GOLLNICK, 2004).

Além dos retindides, diversas alternativas sdo disponiveis para o tratamento
tépico da acne. Antibidticos topicos foram amplamente utilizados no passado, mas
devido ao fato de causarem resisténcia bacteriana, devem ser usados somente por
periodos curtos de tempo ou em associagdo com perdoxido de benzoila ou acido
azelaico. Alfa-hidroxi-acidos e acido salicilico podem ser usados em algumas
circunstancias, além de androgénios topicos. Terapia com luz, incluindo luz azul e
luz vermelha, mostraram efetividade no tratamento da acne, especialmente quando
usadas em combinag¢ao com agentes tépicos (KRAURTHEIM e GOLLNICK, 2004).
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3.1.2 Isotretinoina

A isotretinoina ou acido 13-cis retindico € um membro do amplo grupo de
compostos relacionados com a vitamina A (AYER e BURROWS, 2006).

Sua introducéo no inicio dos anos 80 revolucionou o tratamento da acne, mais
precisamente no ano de 1982 quando seu uso foi permitido pelo FDA (AMICHAI et
al., 2006). Ainda hoje continua sendo o farmaco anti-acne disponivel mais efetivo
(ZOUBOULIS, 2006), reduzindo a produgdo de sebo mais eficientemente do que

todos retindides disponiveis para o tratamento da acne (TORMA, 2001).

O mecanismo de ag¢ao da isotretinoina ainda nao foi completamente elucidado
(TORMA, 2001; KOROLKOVAS e FRANCA, 2004). Sabe-se que ele esta
relacionado com varios efeitos, tais como: marcada atividade sebo supressora de
até 90 %, levando a modificacdo da composicao dos lipidios cutaneos; aumento dos
esterdides livres e ceramidas; diminuicdo dos glicerideos e acidos graxos livres
(resultando em um sebo mais rico em acido linoleico e outros acidos graxos
circulantes); diminuigdo do tamanho das glandulas sebaceas e inibigdo da produgéo
de sebdcitos; diminuigdo da queratose folicular e da comedogénese, aparentemente
por diminuicdo da formacédo e/ou aumento do grau de separagdo dos corneocitos
dentro do ducto pilossebaceo; efeitos sobre a microflora como redugdao do
Propionibacterium acnes; e efeito antiinflamatério. Resumindo, a isotretinoina atua
seletivamente sobre a glandula sebacea, diminuindo a sebogénese e normalizando
a queratinizacao folicular alterada. Desta forma, as condicbes para a proliferagao
bacteriana ndo sdo adequadas, tendo como resultado a cura da acne (LEYDEN,
1998; TORMA, 2001; PIQUERO, 2004).

Apo6s administragado de dose oral, as concentragdes plasmaticas maximas de
isotretinoina s&o atingidas em 2-4 horas. Nos individuos em jejum, a
biodisponibilidade oral é estimada em cerca de 20 %, porém, devido a lipofilicidade
da molécula, quando administrada juntamente com alimento a biodisponibilidade
aumenta consideravelmente. A isotretinoina €& altamente ligada as proteinas
plasmaticas, principalmente albumina (> 99 %). Devido a agdo da isomerase
hepatica, 25 % da isotretinoina se transformam em tretinoina, a qual pode também

se converter em isotretinoina. Tanto a isotretinoina quando a tretinoina se oxidam,
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pela acado das oxidases do citocromo P450, nos metabdlitos 4-oxo-isotretinoina e 4-
oxo-tretinoina, os quais também podem se interconverter (Figura 2). A 4-oxo-
isotretinoina é o principal metabdlito, mas com atividade farmacolégica muito menor,
seguida pela 4-oxo-tretinoina e pela tretinoina (WIEGAND e CHOU, 1998; MARCUS
e COULSTON, 2003; KOROLKOVAS e FRANCA, 2004; PIQUERO, 2004).

ij:\/j\/\\/\\l AV VS co-H
CO.H

isotretinoina tretinoina

| l

If

SN < :
CO,H >
(o] (o]
4-oxo-isotretinoina 4-oxo-tretinoina

Figura 2. Isotretinoina e seus metabdlitos.

A farmacocinética da isotretinoina e de seus metabdlitos € linear, o que torna
possivel prever as concentracdes plasmaticas durante o seu tratamento a partir de
dose unica. Varios parametros farmacocinéticos, tais como volume de distribuicao,
biodisponibilidade e depuragcdo nao podem ser expressos, pois a preparagao
intravenosa do composto nao esta disponivel para uso em humanos
(KOROLKOVAS e FRANCA, 2004).

Devido a alta resisténcia desenvolvida por P. acnes em relagdao aos
antibioticos, o uso de isotretinoina pela via oral tornou-se extremamente comum. A
isotretinoina € o unico farmaco que atua sobre todos os quatro principais fatores
envolvidos na patogénese da acne, suprimindo a descamacgao anormal do epitélio e

a producao de sebo, reduzindo o crescimento de P. acnes e exercendo acao
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antiinflamatdria, além de ser o unico tratamento que leva a diminuicdo permanente
da acne (ZOUBOULIS, 2004; YATES, 2005; AYER e BURROWS, 2006; KAYMAK e
ILTER, 2006; ZOUBOULIS, 2006).

Apesar de todas as vantagens conhecidas para o uso oral de isotretinoina,
diversos efeitos adversos graves, como teratogenicidade e alteragdes cutaneas, séo
observados com o seu uso continuo (GHALAMKARPOUR e NASIRI, 2006).

Os efeitos adversos mucocutdneos podem ser previstos a partir do proprio
efeito farmacolégico do farmaco e sao considerados comuns. Dentre esses,
encontram-se labios e pele secos, dermatite facial irritante, vestibulites e outros, que
podem ser controlados por redugdes na dose, ja que sao dose-dependente, ou por
aplicacdo de emolientes. Efeitos adversos como o aumento de triglicerideos e
colesterol sdo pouco comuns, assim como mudancas de humor e depressao. Apesar
disso, a discussdo da possibilidade de ocorréncia desses efeitos adversos com o
paciente € muito importante, bem como uma monitoragao cuidadosa desses efeitos
durante o tratamento (YATES, 2005; AYER e BURROWS, 2006; LAYTON, 2006).

Todas as doses de isotretinoina administradas pela via oral s&o teratogénicas.
Dessa forma, mulheres que pretendem utilizar esse farmaco devem adotar medidas
contraceptivas um més antes do inicio do tratamento, durante o tratamento e manté-
las por seis semanas apo6s o final do tratamento. Também deve ser feita uma
associacdo de métodos anticonceptivos, durante o uso da isotretinoina, pois ela
diminui os niveis sanguineos do estradiol e da progesterona Além disso, deve-se
realizar testes de gravidez constantemente (PIQUERO, 2004; YATES, 2005; AYER
e BURROWS, 2006; THIELITZ et al., 2006).

Devido aos graves efeitos adversos provocados pela isotretinoina oral, novas
formulagbes e protocolos de aplicagdes intermitentes ou de baixas dosagens tém
sido desenvolvidos nos Uultimos anos (KAYMAK e ILTER, 2006). Orgaos
governamentais regulamentadores de diversos paises, como a Diretiva Européia e
ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria), possuem programas de
prevencdo do uso da isotretinoina em mulheres durante a gravidez e divulgam

protocolos de uso correto do farmaco (LAYTON, 2006).
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A aplicacao topica de isotretinoina, assim como de outros retindides, também
pode gerar efeitos adversos, sendo comuns eritemas, descamacao, irritagado cutanea
(40 %) e prurido (25 %) (PIQUERO, 2004). Estes efeitos podem ser diminuidos com
aplicagdes de contato curto (YATES, 2005; LAYTON, 2006).

Inicialmente, acreditava-se que os efeitos de irritacdo cutanea provocados
pela isotretinoina eram essenciais para obtencao do efeito terapéutico. Atualmente
se sabe que esses efeitos sdo apenas adversos e nao contribuem para a eficacia do
farmaco (LEYDEN, 1998). A isotretinoina, ao agredir as barreiras celulares, pode
modificar a penetracdo cutanea, tornando a sua permeabilidade aumentada e,
dependendo do grau da lesdo provocada, uma absorgao sistémica do farmaco pode
ocorrer. A ache também pode ocasionar uma alteragao das condi¢cdes da pele e, em
consequéncia, pode modificar os processos difusionais de farmacos, de modo que,
numa inflamacao cutanea, com a perda do estrato corneo e queratinizagao alterada,
a permeabilidade pode aumentar (BARRY, 2005).

CHEN e colaboradores (1997) avaliaram a extens&o da exposi¢ao sistémica
apos aplicagdes de 10 g de creme de isotretinoina (0,1 %) uma vez ao dia durante
42 dias, em 18 pacientes do sexo feminino com pele foto-lesada. Esta dose
corresponde a 10 x a dose normal recomendada para uso diario no tratamento com
isotretinoina tépica. Os niveis plasmaticos dos retindides (isotretinoina, tretinoina, 4-
oxo-isotretinoina e 4-oxo-tretinoina) foram avaliados apds os 42 dias de tratamento e
comparados com o0s niveis basais iniciais (pré-tratamento). Os resultados mostraram
que a média da area sob a curva (ASC) no plasma aumentou 48 £ 9,2 %, 77 £ 13 %
e 1,7 £ 1,7 % em relagao a linha de base para a isotretinoina, 4-oxo-isotretinoina e
tretinoina, respectivamente, sugerindo absorgao sistémica da isotretinoina a partir do
creme. No entanto, esse aumento esta dentro do recomendado pelo USRDA (U.S.
recommended daily allowance) para suplementagao diaria com vitamina A de 5000
Ul que resulta em um aumento de 141 + 19 % para isotretinoina e 171 £ 27 % para
4-oxo-isotretinoina em relagdo a linha basal. Portanto, o aumento dos niveis
plasmaticos de isotretinoina e seu metabdlitos observado com o tratamento topico
com doses exageradas de isotretinoina em creme foi considerado insignificante. No
entanto, em razao dos estudos realizados com isotretinoina sistémica em humanos

que demonstraram uma intensa associagdo com a teratogenicidade e, visando a
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seguranga das pacientes, a isotretinoina tépica ndo é recomendada durante a
gravidez (NAU, 2001).

A isotretinoina é comercializada no Brasil para uso oral como medicamento
de marca registrada, similar e genérico e também € preparada em farmacias de
manipulagéo, para adequagao da posologia prescrita pelo médico. Para uso topico,
€ comercializada na forma de gel hidroalcodlico ou creme na concentracao de 0,05
%.

3.2 Estabilidade da isotretinoina

Existe um grande interesse no estudo da estabilidade da isotretinoina, pois
ela é altamente instavel e sua meia-vida depende principalmente das condi¢des de
estocagem como temperatura, oxigénio e luz (GATTI et al., 2000; TASHTOUSH et
al., 2007).

A manipulacdo de substancias retindicas, para preparagdo de medicamentos
de uso topico, pode ser realizada por farmacias que sejam certificadas em Boas
Praticas de Manipulagdo (BPM), conforme a Portaria n° 344 de 12/05/1998, que
regulamenta a venda de produtos sujeitos ao controle da Vigilancia Sanitaria.
Entretanto, informe técnico do laboratorio Stiefel® (STIEFEL, 1997), fabricante de
produtos a base de isotretinoina, relata um estudo realizado em 7 farmacias de
manipulag&o visando avaliar o gel alcodlico de isotretinoina na concentragao de 0,05
%. Os produtos foram quantificados logo apés o preparo, 30 e 60 dias apds
manipulagdo. Segundo a United States Pharmacopeia (USP 31, 2008) a
concentracao de isotretinoina no gel, logo apds preparo, deve estar na faixa entre 90
e 110 %. Se fabricada com todos os pré-requisitos exigidos, garante-se uma
validade de trés meses. Os resultados foram alarmantes, pois das 7 farmacias
estudadas, apenas uma delas apresentou concentracdo de isotretinoina dentro da
faixa preconizada. Todas as outras apresentaram produtos com concentragao inicial
abaixo do permitido (< 90 %). Nenhuma embalagem utilizada pelas farmacias era
adequada para acondicionar o medicamento, pois permitiam a passagem de

oxigénio e luz, além de apresentarem abertura muito grande quando a embalagem
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era aberta o que facilitava a degradacédo do farmaco. Finalmente, o prazo de
validade rotulado nos produtos manipulados por 6 das 7 farmacias estudadas estava
além dos 90 dias preconizados. Desse modo, a Stiefel® comprovou que muitas
farmacias de manipulacdo nao estdo preparadas para manipular esse farmaco,
produzindo medicamentos que nao sdo capazes de garantir aos usuarios os efeitos

benéficos desejados.

A fotoestabilidade de farmacos é objeto constante de artigos de reviséo
cientifica (TONNESEN, 2001; GLASS et al., 2004). A fotodegradacgao dos retindides,
em especial, € complexa e envolve varios processos, dos quais a isomerizagao € o

mais importante.

MAIO e colaboradores (2003) avaliaram a estabilidade da isotretinoina e
tretinoina em solugbes metandlicas (40 pg/ mL) no momento de seu preparo e apos
25 minutos de exposicdo a luz ambiente. Os autores verificaram que apds 25
minutos de exposi¢cao da solugdo metandlica de isotretinoina a luz ambiente, restava
apenas 25,5 % da concentracao inicial e, nesse tempo, a concentragao de tretinoina,
o principal produto de degradacgao da isotretinoina quando exposta a luz, era de 27,6
% da concentragéo de isotretinoina inicial. A tretinoina também apresentou 0 mesmo
comportamento, sendo a isotretinoina seu principal produto de degradagao quando

exposto a luz ambiente.

Segundo TASHTOUSH e colaboradores (2008), a luz UVA (componente da
luz solar simulada - LSS) é a principal fonte de fotodegradacéo da isotretinoina e da
tretinoina. Essa conclusao é resultante de estudo da estabilidade quimica desses
retindides em solugao etandlica e em creme, na concentragado de 0,025 %, frente a
luz UVA, LSS e luz visivel. A degradagdo de ambos retindides foi maior nas
formulacdes de creme do que nas solugdes etandlicas, provavelmente devido aos
adjuvantes da formulagdo que podem interagir com os farmacos. Nas condi¢des
empregadas, a tretinoina mostrou-se mais sensivel a fotodegradagdo do que a
isotretinoina. Os autores sugerem que seja desenvolvida uma formulagdo melhorada
através da adi¢cao de um fotoprotetor UVA, capaz de diminuir os efeitos colaterais da
terapia com tretinoina, pois a luz UVA penetra profundamente através da pele e

ainda a fotodegradacao da tretinoina pode contribuir para a fotosensibilidade.
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Devido a grande instabilidade dos retindides frente a luz, varios estudos sao
relatados na literatura visando melhorar a estabilidade desses farmacos através de
sistemas como lipossomas, nanocapsulas, nanoemulsdes e inclusdo em

ciclodextrinas.

YAP e colaboradores (2005) investigaram os efeitos da complexagdo da
isotretinoina em hidroxipropil-B-ciclodextrinas (HP-—CD) na melhora da sua
fotoestabilidade. A fotoestabilidade da isotretinoina complexada foi examinada em
solucdes aquosas usando-se solugao metandlica de isotretinoina como controle. Os
resultados indicaram que a HP-B—CD foi capaz de diminuir a fotodegradacéo da
isotretinoina, tornando-a mais estavel na presenca de luz. A degradacdo da
isotretinoina em todos os casos estudados seguiu cinética de primeira ordem. A
constante de degradagao da isotretinoina na presenca de HP-—CD foi mais de sete

vezes menor que aquela observada na auséncia do complexo.

IOLE e colaboradores (2005) melhoraram a fotoestabilidade da isotretinoina e
da tretinoina incluindo esses farmacos em lipossomas. A encapsulacdo em
lipossomas aumentou a meia-vida da tretinoina em aproximadamente 12 vezes em
comparagao com a solugao etandlica. Ja a isotretinoina ndo mostrou resultados tao
satisfatorios, o que foi atribuido a sua baixa inclusdo no complexo lipossomal (26,7 +
3,1 %) comparada com a tretinoina (59,4 + 2,3 %). A maior incorporagdo da

tretinoina foi provavelmente favorecida devida sua estrutura linear.

OURIQUE e colaboradores (2008) mostraram que nanocapsulas de PCL
contendo tretinoina foram capazes de melhorar a fotoestabilidade desse farmaco em
aproximadamente 2 vezes quando comparado com a solugdo metandlica. O
polimero foi de extrema importadncia nesta melhora, pois nanoemulsées de
tretinoina, omitindo o polimero, também apresentaram um potencial de melhorar sua
fotoestabilidade, mas o aumento de tempos de meia-vida foi mais pronunciado para
as nanocapsulas, o que pode ser atribuido a cristalinidade do polimero, capaz de

refletir e espalhar a radiagao UV.

WEISS-ANGELI e colaboradores (2008) estudaram a fotodegradacdo de
nanocapsulas de octiimetoxicinamato (OMC), filtro solar amplamente usado em

cosméticos, e sua associagao com quercetina, usada como antioxidante, frente a
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radiacdo UVA e mostraram que as nanocapsulas foram capazes de proteger o OMC,
diminuindo sua degradacdo em suspensdes aquosas. Aléem disso, a presencga de
quercetina melhorou a estabilidade da OMC e seu uso simultaneo com Span 60° foi
o que mostrou melhores resultados. Os autores concluiram que a estabilidade da
OMC foi melhorada provavelmente devido a dois mecanismos de fotoprotecao: a
capacidade antioxidante da quercetina e a habilidade das nanocapsulas de espalhar

a luz.

3.3 Penetracdo cutanea e a barreira da pele

Uma importante e atrativa via para administracdo de substancias € a pele,
sendo considerada como uma rota ndo invasiva capaz de evitar a degradagéo de
varios farmacos. A pele ndo € s6 uma via para terapia local, mas também uma via
para que farmacos alcancem efeitos regionais ou sistémicos (ASBILL e MICHNIAK,
2000; MIYAZAKI et al., 2003).

Na administracao topica, o farmaco pode penetrar no estrato coérneo tanto
pela via transdérmica quanto pela via transfolicular. Em geral, particulas maiores que
10 um permanecem na superficie da pele, particulas entre 3 e 10 um concentram-se
nos foliculos pilosos e, quando menores que 3 um, penetram nos foliculos e no
estrato corneo igualmente (BARRY, 2005).

A barreira da pele é localizada na parte mais externa do corpo, chamada de
estrato corneo (Figura 3). O estrato corneo controla a difusdo e a penetracédo de
agentes para o interior e através da pele sendo formado por uma camada continua
de proteinas e cornedcitos embebidos em uma matriz intercelular rica em lipidios
nao-polares e organizados em camadas lipidicas lamelares. Os lipidios da epiderme
sdo compostos principalmente por ceramidas, colesterol e acidos graxos livres em
quantidades aproximadamente equivalentes. Esta camada de lipidios intercelulares
tem funcdo de mediar a perda de agua transcutanea desenvolvendo um papel vital
na fungdo de barreira (SCHNETZ e FARTASCH, 2001). Assim, o estrato corneo
constitui o principal obstaculo para a penetracdo de compostos aplicados

topicamente na pele. Apesar da natureza quase impermeavel da pele, conferida
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especialmente pelo estrato cérneo (RHEIN et al.,, 2000; MOSER et al.,, 2001),
algumas substancias sao capazes de penetra-la (DEGIM, 2006). Dessa forma, a
pele torna-se uma potencial via de administragdo de farmacos, sendo o estrato
cérneo crucial no controle da absorgdo percutdnea dos mesmos (ASBILL e
MICHNIAK, 2000; HADGRAFT, 2001; DEGIM, 2006).

Estrato

, cérneo
Epiderme

Derme—

Hipoderme

Figura 3. Camadas da pele humana (Adaptada de ESCOBAR-CHAVEZ et al., 2008)

A rota percutanea pode ser uma solugao atrativa para a distribuicdo sistémica
de farmacos muito potentes, que possuem baixa biodisponibilidade oral, clearance
sistémico baixo e janela terapéutica estreita, pois evita o metabolismo de primeira-
passagem hepatico e apresenta um potencial de liberagcdo controlada a longo prazo.
No entanto, quando se objetiva a administragdo tépica, espera-se que o farmaco
seja distribuido somente no tecido alvo e que niveis sistémicos ndo sejam
alcangados, mantendo as concentragdes terapéuticas do farmaco na pele, sem o
risco de induzir efeitos secundarios devido a exposigcao sistémica (KREILGAARD,
2002).

A utilizacdo de medicamentos topicos nas doencas de pele oferece muitas
vantagens. A mais evidente é que a pele esta imediatamente acessivel para a
aplicacdo do medicamento e o controle do tratamento. Também a absorgéo
sistémica da maioria dos medicamentos tépicos € desprezivel e, portanto, sao

poucos os efeitos colaterais e as interagdes farmacolégicas. Além disso, ha muitas
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dificuldades na avaliagdo da biodisponibilidade dos agentes tépicos devido aos

niveis sanguineos muito baixos obtidos com o tratamento (WYATT et al., 2003).

Para farmacos cujo sitio de acédo é restrito a superficie da pele ou as
primeiras camadas, como os retindides, objetiva-se prevenir sua passagem para as
camadas mais profundas, obtendo-se somente um efeito local. Dessa maneira,
concentragdes efetivas do farmaco no tecido alvo sdo mantidas e o risco de induzir
efeitos secundarios devido a exposi¢ao sistémica n&o ocorre (TOUITOU et al., 1998;
ASBILL e MICHNIAK, 2000; KREILGAARD, 2002; ALENCASTRE et al., 2006).

O produto topico deve ser seguro para o usuario nas condigcbes normais ou
razoavelmente previsiveis de seu uso. Isto significa que os adjuvantes devem ser
incorporados na formulacdo do produto em concentracbes que apresentem uma
margem de segurangca adequada e que as matérias-primas utilizadas nao
apresentem riscos (BRASIL, 2003a).

Para a avaliacdo da seguranca de produtos topicos acabados a ANVISA
(BRASIL, 2003a) sugere:
1. Avaliagéo do potencial irritante

a. Produto com risco desconhecido: triagem com métodos in vitro ou in vivo

em animais, seguido de teste clinico.
b. Produto com auséncia presumida de risco: teste clinico.
2. Avaliacéo do potencial alergénico

a. Nivel de absorgdo dos ingredientes desconhecido: teste in vivo, em

animais.
b. Produto com auséncia presumida de risco: teste clinico.

Seguindo os critérios da ANVISA ha necessidade de se avaliar o potencial

alergénico do gel contendo nanoparticulas de isotretinoina.
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3.4 Sistemas nanoparticulados para uso tépico

A resposta farmacolégica de um farmaco esta diretamente relacionada com
sua concentracdo no sitio de agdo. Como a distribuigdo das moléculas no organismo
esta diretamente relacionada com suas propriedades fisico-quimicas, a associagao
de farmacos a sistemas carreadores tem sido considerada uma alternativa para
controlar sua distribuicdo no organismo (COUVREUR et al.,, 2002) permitindo a
otimizagcdo da velocidade de cedéncia e do regime de dosagem das substancias
(SCHAFFAZICK et al., 2003).

Dentre os sistemas carreadores destacam-se as nanocapsulas, que sao
constituidas por um involucro polimérico disposto ao redor de um nucleo oleoso,
podendo o farmaco encontrar-se dissolvido neste nucleo e/ou adsorvido a parede
polimérica (Figura 4) (SCHAFFAZICK et al., 2003).

Parede
polimérica Nucleo oleoso

(a) (b)

Farmaco

Figura 4. Representacdo esquematica de nanocapsulas: a) farmaco adsorvido na
parede polimérica das nanocapsulas; b) farmaco disperso por toda a particula.
(Retirado de SCHAFFAZICK et al., 2003).

Varios métodos encontram-se relatados na literatura para a preparagcao de
nanocapsulas sendo, de uma forma geral, classificados em métodos baseados em
polimerizagdo de mondmeros dispersos e em polimeros pré-formados
(QUINTANAR-GUERRERO et al., 1998). Dentre estes métodos, a preparagao de

nanocapsulas pela técnica de nanoprecipitagdo tem sido amplamente estudada.
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O método de nanoprecipitacdo ou deposicao interfacial de polimero pré-
formado para a obtengao de nanocapsulas consiste na solubilizagdo de um 6éleo, um
tensoativo lipofilico e um polimero em um solvente organico, geralmente a acetona.
Esta fase orgéanica € misturada com uma dispersao aquosa de tensoativo hidrofilico
e a formacgao das nanocapsulas baseia-se no principio da formagao de vesiculas por
emulsificacao espontanea, enquanto o solvente difunde no nao-solvente, quando a
fase orgénica, contendo o polimero e o Oleo, € vertida na fase aquosa (nao-
solvente). Assim, o polimero, insoluvel tanto no 6leo quanto no nado-solvente, &
dessolvatado na interface dos dois componentes imisciveis. Os tensoativos
hidrofilicos e lipofilicos ndo sdo essenciais para a formagao das nanoparticulas, mas
sdao importantes para a estabilizagdo da suspensdo, de forma a prevenir a
agregagcdo das particulas, durante o armazenamento (FESSI et al.,, 1989;
QUINTANAR-GUERRERO et al., 1998).

ApoOs a preparagado, as nanocapsulas podem ser caracterizadas mediante a
combinagao de diversas técnicas, sendo estas, principalmente: a analise morfolégica
e a distribuicao do tamanho das particulas, a determinacdo do potencial zeta e do
pH, a determinacdo da concentracao de farmaco associado as nanoestruturas e a
cinética de liberagdo do farmaco (COUVREUR et al., 2002; SCHAFFAZICK et al.,
2003).

Uma das vantagens do uso de nanocapsulas € o confinamento do farmaco na
cavidade oleosa, proporcionando uma liberagcdo mais controlada, evitando o contato
do farmaco com tecidos e, portanto, reduzindo a irritacdo do mesmo sobre o local de
administragcdo, além de protegé-lo da degradacdo apds a administragao
(COUVREUR et al., 2002; HANS & LOWMAN, 2002).

O tamanho de particula recomendado para o uso em formulagdes
farmacéuticas e cosméticas destinadas a aplicagao topica deve ser menor do que
600 nm (BOUCHEMAL et al., 2004). Estudos realizados com microscopia confocal,
claramente mostraram que os sistemas nanoparticulados preferencialmente
acumulam-se no ducto folicular, sendo a acumulagdo dependente do tempo de
contato e do tamanho da particula. Quanto menor a particula (20 nm) maior o
acumulo na regidao folicular, sendo as nanoparticulas também encontradas nos
sulcos epidérmicos (ALVAREZ-ROMAN et al, 2004a).
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ALVES e colaboradores (2007), através de um estudo com nimesulida,
relataram que as moléculas deste farmaco encapsulado em nanocapsulas de PCL
nao sao capazes de atravessar a pele, aumentando a sua residéncia no estrato
cérneo sem, no entanto, aumentar o transporte transdérmico, e consequentemente,
a absorcao. Os autores também verificaram que a PCL apresenta alta afinidade pela
camada mais superficial da pele e o gel contendo nanocapsulas apresenta extensa
penetracao tanto no estrato corneo quanto nas demais camadas da epiderme e na
derme. Adicionalmente, a maior area superficial dos nanocarreadores possibilita
aumento do contato do farmaco nanoencapsulado com o estrato cérneo,
aumentando a sua liberagdo nas primeiras camadas da pele e o seu tempo de
residéncia (JENNING et al., 2000; ALVAREZ-ROMAN et al., 2004b).

O uso de materiais poliméricos para encapsulacdo de farmacos é importante
para mascarar propriedades fisico-quimicas intrinsecas as substancias, facilitando a
penetracdo cutanea. As estruturas da pele, por sua vez, formam canais que
permitem que as nanoparticulas alcancem camadas mais profundas de onde o
farmaco é gradualmente liberado por difusdo passiva (ALVAREZ-ROMAN et al.
2004a).

SHIM e colaboradores (2004) estudaram o mecanismo de penetragdo do
minoxidil encapsulado em nanoparticulas poliméricas e os efeitos do tamanho das
nanoparticulas na permeacdo cutanea. Os estudos demonstraram que as
nanoparticulas liberaram eficientemente o minoxidil na pele e que o foliculo piloso
representou a principal via de penetragdo. As nanoparticulas empregadas neste
experimento tinham tamanho entre 40 e 130 nm, sendo que as particulas menores

apresentaram maior penetragao do ativo.

Nao existem relatos na literatura mostrando a preparagao de nanocapsulas de
isotretinoina com PCL. Até o momento, apenas dois artigos estao disponiveis na
literatura relatando a incorporagao de isotretinoina em nanosistemas. Um relata a
incorporagdo em lipossomas (IOELE et al., 2005) visando melhorar sua
fotoestabilidade e o outro, em nanoparticulas lipidicas solidas (NLS), visando avaliar
sua penetracdo cutanea (LIU et al., 2006). Este artigo, recentemente publicado,
mostrou a preparagao de nanoparticulas com tamanhos entre 30 e 50 nm e a

avaliagdo da penetracdo cutdnea utilizando célula de difusdo de Franz. As
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nanoparticulas lipidicas solidas foram capazes de aumentar significativamente a
quantidade de farmaco acumulado na pele, evitando sua captagao sistémica, sendo

um carreador promissor para liberagao tépica de isotretinoina.

3.5 Avaliacao da penetracao cutanea pela técnica tape stripping

Dentre os testes para avaliagdo da penetracao e permeacao de produtos de
aplicagao topica os mais relevantes séo os realizados in vivo em humanos. Como
estes testes envolvem voluntarios, devem ser submetidos a avaliagdo ética para
aprovagao. Geralmente os voluntarios sao sadios, uma vez que a pele com alguma
desordem apresenta grandes variagdes e mudangas durante o tempo. Nos Estados
Unidos, produtos dermatologicos candidatos a medicamento genérico sao
dispensados de testes de bioequivaléncia, desde que os excipientes do produto
sejam qualitativamente os mesmos e quantitativamente nao difiram em mais de 5 %
quando comparados com o produto inovador. No Brasil, as exigéncias para o
registro s&o menos rigidas. Medicamentos de uso topico, ndo destinados a efeito
sistémico, sdo dispensados de estudos de bioequivaléncia para registro como
genérico. Deve ser demonstrada apenas a equivaléncia farmacéutica, ou seja, o
candidato a genérico deve apresentar o mesmo farmaco, na mesma concentragéao
em relagdo ao medicamento de referéncia e excipientes de mesma funcdo, em
concentragdes compativeis (U.S.FDA/CDER,1998; BRASIL, 2003b).

Apesar da legislacdo brasileira ainda ndo exigir, a comprovagdo de
bioequivaléncia €& necessaria para a aprovacao e registro de novos produtos
dermatoldgicos candidatos a genérico. Nesse estudo, dois produtos, geralmente um
teste (genérico) e um de referéncia (inovador) sdo comparados. Para que um
medicamento seja considerado genérico em relagdo a aplicagéo tdpica, € necessario
certificar-se de que a liberagao do produto e distribuicdo do farmaco na pele ou no
sitio de acédo tenha a mesma concentracdo e extensido que o produto inovador
(JACOBI et al, 2003).

Para a determinacdo de bioequivaléncia de produtos tépicos, o método de

escolha é o tape stripping, também chamado de método dermatofarmacocinético
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(SHAH et al., 1998). O tape stripping € amplamente usado e aceito para examinar a
distribuicdo e localizagdo de substancias no estrato corneo (ESCOBAR-CHAVEZ et
al., 2008) oferecendo uma alternativa real para avaliar a biodisponibilidade e/ou
bioequivaléncia de agentes dermatoldgicos aplicados topicamente cujo alvo sdo os
tecidos viaveis. Como o estrato corneo é usualmente a principal resisténcia para
penetracdo de compostos aplicados topicamente, tem se argumentado que os niveis
de farmaco no estrato cérneo podem estar correlacionados com os niveis de

farmaco atingidos nas camadas viaveis da pele (HERKENNE et al., 2008).

No tape stripping segue-se um protocolo padronizado de aplicagao de
produtos e aplicagdes/remocgao repetidas de fitas adesiva da superficie da pele é
seguido. Desse modo, camadas consecutivas de células do estrato corneo s&o
removidas (aproximadamente entre 0,5-1 um do estrato cérneo é removido, sendo a
espessura do estrato cérneo de 10 ym). Esse método é relativamente indolor e nao-
invasivo, pois sao retiradas apenas as células (cornedcitos) do “tecido morto”, onde
se determina a concentracédo de farmaco. Através da analise individual de cada fita €
possivel observar que, em geral, a concentragado de farmaco diminui log-linearmente
e em torno de 90 % da quantidade de farmaco é encontrada nas primeiras 10 fitas.
As proximas 10 fitas sdo responsaveis por menos de 5 % da dose (CARON et al.,
1990; BENFELDT et al., 2007; HERKENNE et al., 2008).

BENFELDT e colaboradores (2006) estudaram a penetracdo cutanea de
creme e pomada de xilocaina (5 % de lidocaina), através da técnica de tape
stripping em humanos, na qual trés areas de aplicagdo foram demarcadas no
antebraco de 8 voluntarios, nos tempos de 30 min e 120 min, sendo a terceira area
usada como controle (branco). Foi aplicada uma dose de 4 mg/cm? em cada local,
totalizando 12 mg de formulagdo por area. Os resultados obtidos ndo mostraram
diferenca na concentragao de lidocaina no estrato cérneo apdés 30 e 120 min de
aplicacao comparando-se a mesma formulagao, mas quando comparou-se 0 creme
com a pomada, observou-se uma diferengca no conteudo de lidocaina no estrato
corneo cerca de 2,5 vezes maior para o creme em comparagao a pomada nos dois
tempos estudados, mostrando assim a maior capacidade da formulacdo em pomada

de penetrar através do estrato cérneo.
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4.1 Materiais

4.1.1 Matérias-primas
e Farmaco: Isotretinoina (Pharma Nostra®, teor 99,5 %);
e Polimero: Poli(e-caprolactona) (PCL): M., = 65000 g/mol (Aldrich®);

e Tensoativo lipofilico: Monoestearato de sorbitano (Span 60%), EHL = 4,3

(Delaware®);
 Tensoativo hidrofilico: Polissorbato 80 (Tween 80®), EHL = 15,0 (Delaware®);

e Triglicerideos do acido caprico/caprilico/triglicerideos de cadeia média (TCM)

(Brasquim®);
e Butil-hidroxitolueno (BHT) (Viafarma®);
e Hidroxietilcelulose (Natrosol®) (Pharmaspecial);

e Imidazolinidil uréia (Brasquim®).

4.1.2 Aparelhos e equipamentos
o Agitador magnético Certomat MV (Vitaris®);
e Evaporador rotatério (Buchi®);
e Bomba de vacuo (Buchi Vac®);
e Balanga analitica modelo AX 200 (Shimadzu®);
e Vortex Certomat MV (Braun®);
e Potencidbmetro B474 (Micronal®);

e Zetasizer® nano-ZS modelo ZEN 3600 (Malvern Instruments);
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e Sistema de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) (Waters®) 746
composto de: Integrador Data Module Waters® 746, bomba e controlador de
fluxo Waters® 600, injetor automatico Waters® 717, detector Ultra-Violeta

Waters® 2487, software Millenium:;

e Sistema de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) (Shimadzu®)
composto de: bomba LC-10ADVP, controlador de sistema SCL-10AVP,
autoinjetor SIL-10ADVP, detector de fluorescéncia RF-10AXL, software
Shimadzu® CLASS-VP (versdo 6.12);

e Camera fotografica Sony DSC-W50 6.0 mega pixels;
e Turbiscan Lab® (Formulaction, France);

e Viscosimetro rotacional Brookfield, modelo LVDV-II+ provido de spindle SC4-
25;

e Banho ultra-som Ultrasonic Cleaner (Unique®);

e Microscépio Eletronico de Transmissdo Jeol® (MET, JEM 1200 Exll) (Centro
de Microscopia Eletrénica da UFRGS, Porto Alegre, Brasil);

e Radidmetro — Medidor de ultravioleta modelo UV-400 (Icel®);

e Camera de Irradiagdo UVA (confeccionada na Universidade de Caxias do Sul
— UCS) contendo 5 lampadas fluorescentes UVA, 130 V, 30 W e lampadas
fluorescentes UVA, 130 V, 30 W (3 Starlux® e 2 Sanzio®).

4.1.3 Solventes, reagentes e outros materiais
o Agua Milli-Q (Destilador/Deionizador Milli Q® — Millipore®);
e Acetonitrila grau CLAE (Tedia® Company, Inc.);
e Acido trifluoroacético (Merck®);

e Etanol grau CLAE (Tedia® Company, Inc.);
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Acido acético glacial (Merck®);

Acetona p.a. (Nuclear®);

Coluna cromatografica Nova-Pak Cs, (150 mm x 3,9 mm; 4 pm) (Waters®);
Pré-coluna C1s (Phenomenex®);

Membranas GV (Durapore) em polivinilideno (PVDF) 0,45 ym de poro, 47 mm

de diametro, hidrofilica, branca, lisa (Millipore®);

Membranas em polivinilideno (PVDF) 0,45 um de poro, 13 mm de diametro
(Millipore®);

Microcon — Filtros para microcentrifuga com membrana de celulose
regenerada 10000 NMWL (Millipore®);

Fita adesiva (Scotch®, 3M, 45 mm, com validade até Julho de 2009);
Fita crepe (Eurocel®, Sicad, 25 mm);

Filtros Ultrafree® MC GPMC 10,000 NMWL (Millipore®).

4.2 Métodos

4.2.1 Preparacdo das nanoparticulas

Foram preparadas nanocapsulas conforme o método de deposi¢ao interfacial

do polimero pré-formado e nanoemulsdes pelo método de emulsificagdo espontanea
(FESSI et al., 1989; CRUZ et al., 2006). As nanocapsulas foram constituidas de um

invélucro polimérico (PCL), contendo um sistema reservatoério oleoso de trigliceridios

de cadeia média (TCM), e as nanoemulsdes constituidas por uma fase dispersa em

uma fase continua, estabilizada por tensoativos, sem a presenga da PCL.

A composigado das suspensdes esta descrita na Tabela 1. A fase orgénica foi

solubilizada em banho-maria sob aquecimento moderado (37 a 40 °C) até completa
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dissolucdo de seus constituintes. A fase aquosa foi submetida a agitacdo para
dispersdo do tensoativo hidrofilico. Em seguida, a fase orgénica foi injetada
lentamente na fase aquosa, sob agitagdo e com auxilio de um funil. Este
procedimento foi realizado com auséncia de luz devido a fotoinstabilidade do
farmaco. Apdés 10 minutos de agitacdo a suspensao foi vertida para dentro de um
baldo ambar de fundo redondo. A eliminagédo do solvente organico e a concentragao
da suspensao foram realizadas em evaporador rotatorio sob temperatura controlada
(37 a 40 °C), até o ajuste final do volume para a concentragdo de farmaco desejada.

Todas as vidrarias utilizadas para preparo das nanoparticulas foram ambar.

Tabela 1. Composi¢cao das suspensdes de nanocapsulas e nanoemulsdes.

Constituintes* NCO,5 NC1,0 NC1,5 NC-BHT NE NE-BHT NC-Br

Fase Organica

Isotretinoina (g) 0,025 0,050 0,075 0,025 0,025 0,025 -
BHT (g) - - - 0,05 - 0,05 -
TCM (mL) 165 165 165 165 165 1,65 1,65
Span 60° (g) 0,383 0,383 0,383 0,383 0,383 0,383 0,383
PCL (mg) 05 05 05 0,5 - - 0,5
Acetona (mL) 135 135 135 135 135 135 135

Fase Aquosa

Tween 80° (g) 0,383 0,383 0,383 0,383 0,383 0,383 0,383

Agua destilada

265 265 265 265 265 265 265
(mL)

*Volume final de 50 mL; NCO0,5: Nanocapsulas contendo 0,5 mg/ml de isotretinoina; NC1,0:
Nanocapsulas contendo 1,0 mg/ml de isotretinoina; NC1,5: Nanocapsulas contendo 1,5 mg/ml de
isotretinoina; NC-BHT: Nanocapsulas contendo 0,5 mg/ml de isotretinoina e BHT; NE: Nanoemulsao
contendo 0,5 mg/ml de isotretinoina; NE-BHT: Nanoemuls&do contendo 0,5 mg/ml de isotretinoina e
BHT; NC-Br: Nanocapsulas brancas.
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As nanocapsulas foram preparadas na concentragao de 0,5; 1,0 e 1,5 mg/mL
e as nanoemulsbées na concentragdo de 0,5 mg/mL. As nanocapsulas e
nanoemulsdes na concentragdo de 0,5 mg/mL foram preparadas também com o uso
do antioxidante butil-hidroxitolueno (BHT). Além dessas, foram preparadas
nanocapsulas brancas, sem o farmaco e sem BHT. As suspensdes foram
denominadas: NCO0,5: nanocapsulas na concentracdo de 0,5 mg/mL; NC1,0:
nanocapsulas na concentracdo de 1,0 mg/mL; NC1,5: nanocapsulas na
concentragédo de 1,5 mg/mL; NC-BHT: nanocapsulas na concentragao de 0,5 mg/mL
contendo BHT; NE: nanoemulsdo na concentracdo de 0,5 mg/mL; NE-BHT:
nanoemulsao na concentragao de 0,5 mg/mL contendo BHT e NC-Br: nanocapsulas

brancas.

4.2.2 Caracterizacdo das suspensofes e estabilidade frente ao armazenamento

(efeitos de estocagem em funcgéo do tempo)

As suspensdes de nanocapsulas e nanoemulsdes foram preparadas em
triplicata e acondicionadas em frascos ambar de vidro, com batoque e tampa
rosqueavel e mantidas a temperatura ambiente por dois meses. Além do aspecto
fisico destas formulagdes, elas também foram caracterizadas de acordo com pH,
diametro de particula, indice de polidispersado, potencial zeta e doseamento de
isotretinoina nos dias 0, 1, 7, 15, 30 e 60 apds preparacao. A taxa de associacéo e a
morfologia foram avaliadas somente para a formulagcdo NC-BHT no primeiro dia da
estabilidade. As aliquotas para avaliagao das amostras foram retiradas apds prévia

agitacao.

4.2.2.1 Determinacao do pH

A determinagdo do pH das suspensbes foi realizada em ftriplicata com o
auxilio de um potenciémetro B474 (Micronal®) previamente calibrado com solugdes-

tampao de pH 4,0 e 7,0.
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4.2.2.2 Determinagéo do potencial zeta

O potencial zeta das suspensdes foi determinado através da técnica de
mobilidade eletroforética no aparelho Zetasizer® nano-ZS modelo ZEN 3600
(Malvern Instruments). As amostras foram previamente diluidas em uma solugao de
agua Milli-Q® contendo 10 mM de cloreto de sédio filtrados (0,22 pm), e colocadas
em ceélulas capilares fechadas (DTS1060) para posterior analise. Os resultados
foram expressos em milivolts (mV) a partir de uma média de 3 determinagdes.

4.2.2.3 Determinacdo do diametro médio das particulas e indice de

polidispersao

O diametro das nanoparticulas, bem como o indice de polidispersdo das
mesmas foi determinado através de espalhamento de luz dindmico (espectroscopia
de correlagcdo de fétons). As andlises foram obtidas pela observagcdo da luz
espalhada a 90° no equipamento Zetasizer® nano-ZS modelo ZEN 3600 (Malvern
Instruments®, USA). As amostras foram previamente diluidas 500 vezes em agua
Milli-Q® filtrada (0,22 pm) e colocadas em um dispositivo de poliestireno (DTS0012)
para analise. Os resultados foram expressos em nanémetros (nm) a partir de uma

meédia de 3 determinagdes.

4.2.2.4 Quantificacao da isotretinoina nas suspensoes

A quantificacdo da isotretinoina nas suspensbes foi realizada por CLAE,
utilizando sistema Shimadzu®. Para a determinacéo do teor ou taxa de recuperacéo
do farmaco, as suspensdes foram diluidas 100 vezes em acetonitrila (100 yL de
suspensao em um baldo volumétrico de 10 mL contendo acetonitrila), o que gera
dissolucdo dos componentes das nanoparticulas. A medida da concentragao total de
isotretinoina foi realizada por CLAE, utilizando metodologia adaptada e validada a
partir do trabalho de GATTI e colaboradores (2000). A descricdo da metodologia
para quantificacdo da isotretinoina nas suspensdes de nanocapsulas e os resultados

da validagcado encontram-se no Anexo 1.
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4.2.2.5 Analise morfolégica

A avaliacdo morfologica foi realizada em microscopio eletrbnico de
transmissdo Jeol® (JEM 1200 Exll) operando a 80 kV (Centro de Microscopia
Eletronica, UFRGS, Brasil) para a formulagdo NC-BHT. A suspensao foi previamente
diluida em Agua Milli-Q® na proporcéo de 1:10 e depositada em um grid composto
de suporte de cobre e filme de Formwar-Carbono (Electron Microscopy Sciences) e
contrastadas com solugdo de acetato de uranila (2 % m/v).

4.2.2.6 Determinacao da taxa de associacao

A concentragao da isotretinoina associada as nanoestruturas foi determinada
por CLAE Shimadzu® (Anexo 1), pela diferenca entre a concentragdo total de
isotretinoina na formulacdo e a concentragdo presente na fase aquosa da
suspensao (isotretinoina ndo associada). A determinagdo da isotretinoina na fase
aquosa foi realizada por ultrafiltracdo-centrifugacdo das suspensdes (Filtros
Microcon - MiIIipore®) durante 5 minutos a 10.000 rotagbées por minuto (rpm). A
concentragdo de isotretinoina nao-associada foi quantificada no ultrafiltrado,
utilizando-se as mesmas condi¢cdes descritas para a determinacdo da concentragao
total de isotretinoina. Esta determinacao foi realizada apenas para a suspensado NC-

BHT, em triplicata, logo apds sua preparagéo.

4.2.2.7 Anélise em Turbiscan LAb®

As suspensdes NCO,5, NC-BHT, NE e NE-BHT foram submetidas a analise
em Turbiscan LAb® para verificagdo de possiveis fendmenos de instabilidade.
Através deste equipamento € possivel determinar a ocorréncia de fenbmenos como
cremagem, sedimentacdo, coalescéncia e mesmo a homogeneidade da amostra. O
Turbiscan® consiste de uma fonte de luz de infravermelho préximo e de dois
detectores que agem de forma sincronizada. Desta forma, o detector de transmisséo
recebe informacgdes da luz transmitida através do produto (T) e o detector de
backscattering mede a luz refletida (BS) pelo produto (LEMARCHAND et al., 2003).
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As amostras (20 mL) foram colocadas em cubetas de vidro e as analises foram

conduzidas a 25 °C durante 24 h, com leituras a cada 6 minutos.

4.2.3 Estabilidade das suspensdes frente a luz UVA

A fotodegradacao da isotretinoina nas nanoestruturas foi estudada mediante a
exposicao das formulagcbes a radiacao UVA. Para isto, as formulacdes foram
colocadas em cubetas de poliestireno mantidas em suporte composto por 15
contentores individuais, a uma distancia de 15 cm da fonte luminosa (5 lampadas
fluorescentes BLB, 130 V, 30 W: 3 Starlux® e 2 Sanzio®).

A intensidade da luz UVA foi medida com um radibmetro modelo UV-400
(Icel®) em trés momentos do experimento (inicio, 4 horas e final), a uma distancia de

15 cm das lampadas, distancia na qual as formulag¢des foram colocadas.

Foram preparadas suspensdes de NC, NC-BHT, NE, NE-BHT e uma
formulacdo contendo a isotretinoina livre utilizada como controle (LIVRE). A
formulacdo LIVRE foi composta de fase orgénica contendo isotretinoina (0,025 g) e
acetona (135 mL) e fase aquosa contendo Tween 80® (0,383 g) e agua destilada
(265 mL). Todas as formulagbes foram preparadas de acordo com metodologia

descrita em 4.2.1, na véspera do experimento.

Foram adicionados em cada cubeta de poliestireno, 3 mL de cada formulacéo
as quais foram submetidas a radiacdo UVA durante 8 horas. Os tempos de coleta
foram 0, 15, 30, 45, 60, 90, 120, 180, 240, 360 e 480 min. Para anadlise, foram
retirados 100 yL de formulagdo em cada tempo de coleta e diluidos em 10 mL de
acetonitrila, visando quantificacdo da isotretinoina em CLAE de acordo com o
método previamente descrito e validado (Anexo 1). Triplicatas de todas as

formulagdes foram submetidas a irradiacao.

Com o objetivo de investigar a influéncia da degradacao térmica, uma
amostra de cada formulagao foi submetida a irradiagdo coberta com papel aluminio.

Aligquotas dessas amostras foram analisadas nos mesmos tempos de coleta.
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Os perfis de fotodegradacao obtidos foram modelados utilizando o programa
Scientist® (MicroMath Scientific Software, Inc.), sem a utilizagdo de peso, conforme
cinética de primeira ordem monoexponencial ou biexponencial utilizando as

equacoes 1 e 2, respectivamente

C=C,-e™ Eq. 1

C=A-e*" +B-e P Eq. 2

onde A: quantidade de farmaco degradado na velocidade «; B: quantidade de
farmaco degradado na velocidade B; o, B, e k: constantes de degradagao; Co:
concentragédo de farmaco no tempo zero.

Todos os perfis de degradacdo foram testados para os dois modelos e o
modelo mais adequado foi escolhido baseando-se no valor de Critério de Selecao de

Modelo (MSC), coeficiente de correlagdo e inspecgao visual dos graficos modelados.

4.2.4. Preparacdo de géis hidrofilicos contendo nanoparticulas

Foram preparados quatro géis hidrofilicos ndo-iénicos contendo 2 % (m/v) de
hidroxietilcelulose (Natrosol®) e 0,05 % de isotretinoina. A composi¢cao quali-
quantitativa das formulagdes estd descrita na Tabela 2. Na preparagcdo dos géis
contendo suspensao de nanocapsulas, essas substituiram a agua da formulagéo
(GEL-NCBHT e GEL-NCBr). Para comparacao, foi preparado um gel contendo
suspensao de isotretinoina livre (GEL-LIVRE), a qual foi preparada nas mesmas
condigdes descritas no item anterior, sendo que na fase organica foi acrescentado
0,05 g BHT, e um gel branco (GEL-Br). Todas as suspensdes usadas nos géis foram
preparadas nas condi¢cdes descritas em 4.2.1. A mistura de todos os componentes
de cada gel foi colocada em geladeira (4 °C) por periodo de aproximadamente 36
horas, para geleificagdo. Passado este tempo, as dispersées foram homogeneizados
com o auxilio de grau de porcelana e pistilo para obtencédo dos géis. As formulag¢des
foram acondicionadas em frascos plasticos, de parede dupla, com tampa rosqueavel

e mantidos em geladeira.
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Tabela 2. Componentes da formulagéo dos géis de isotretinoina 0,05 %.

o GEL- GEL- GEL-
* -

Constituintes (g) NCBHT NCBI GEL-Br LIVRE
Hidroxietilcelulose 1,00 1,00 1,00 1,00
Imidazolinidil Uréia 0,25 0,25 0,25 0,25
Suspensao de nanocapsulas 48.73 i i i
contendo isotretinoina e BHT ’
Suspensao de nanocapsulas i 48.73 i i
brancas
Agua destilada - - 48,73 -
Suspensdo com a i i i 48,73

isotretinoina livre e BHT

*Quantidades para 50 gramas de gel; GEL-NCBHT — Gel contendo suspensédo de nanocapsulas de
isotretinoina 0,5 mg/mL com BHT; GEL-NCBr — Gel contendo suspensao de nanocapsulas brancas
(sem o farmaco); GELBr — Gel preparado com agua destilada; GEL-LIVRE — Gel preparado com uma
suspensao do farmaco livre.

Os hidrogéis preparados foram caracterizados quanto ao pH, concentragao de

farmaco e viscosidade.

4.2.4.1 Determinacao do pH

As formas farmacéuticas semi-sélidas foram diluidas a 10 % (m/v) em agua
destilada e as determinacdes do pH foram efetuadas utilizando-se potenciémetro
B474 (Micronal®) calibrado com solugcdes-tampao pH 4,0 e 7,0. Esta avaliacdo foi
realizada para os géis GEL-NCBHT e GEL-LIVRE, em triplicata.

4.2.4.2 Doseamento da isotretinoina nos géis

A quantificagao de isotretinoina presente nas formulagdes semi-sélidas GEL-
NCBHT e GEL-LIVRE foi realizada por CLAE, utilizando sistema Waters® conforme

descrito no Anexo 2.
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Para a determinacdo do teor de farmaco contido nos géis pesou-se
aproximadamente 0,2 g de cada formulagdo semi-sélida em um Erlenmeyer a&mbar.
Apds pesagem, adicionou-se ao Erlenmeyer uma quantidade de aproximadamente 8
mL de acetonitrila (solugdo extratora) e homogeneizou-se por 1 hora. Esta dispersao
foi colocada em um baldo volumétrico de 10 mL e o residuo contido no Erlenmeyer
foi tratado com os 2 mL restantes de acetonitrila para completar os 10 mL. Esta
dispersédo foi filtrada através de papel filtro e deste filtrado foi retirada quantidade
desejada para o doseamento da isotretinoina. A amostra foi filtrada através de
membrana hidrofilica (0,45 um, Millipore) e uma aliquota de 50 L foi utilizada para

quantificacado da isotretinoina por CLAE.

4.2.4.3 Avaliacao das caracteristicas reologicas

As caracteristicas reologicas das formulagées semi-solidas foram avaliadas
com auxilio de viscosimetro rotacional Brookfield®, modelo LVDV-II+ provido de
spindle SC4-25. Para as determinag¢des, as amostras foram acondicionadas em
dispositivo Brookfield para avaliacdo de pequenas quantidades de amostra,
acoplado a banho de agua termostatizado circulante a 25 °C + 1 °C. As analises

foram feitas em triplicata.

As velocidades de rotacdo do spindle foram selecionadas a partir de
determinagdes preliminares, respeitando os limites de valores de torque (superiores
a 10 % e inferiores a 10 %). Apds o ajuste das velocidades de rotagcdo do spindle,
efetuaram-se as leituras das viscosidades, tensdes de cisalhamento e velocidades
de cisalhamento de cada amostra. A partir destas leituras, construiram-se os
reogramas através da representagao grafica das velocidades de cisalhamento em
funcdo das tensdes de cisalhamento. As propriedades reoldgicas dos géis foram
determinadas seguindo o modelo para fluidos nao-newtonianos conforme a Equacéao
3:

T = Ky" (Eq. 3)

onde t € a tensdo de cisalhamento, y representa a taxa de cisalhamento, K € o

coeficiente de consisténcia e n é o indice de escoamento ou coeficiente de fluxo,

41



Materiais e Métodos

que é adimensional, e pode ser utilizado na caracterizacdo das formulagdes, visto
que ele caracteriza o desvio em relagdo ao comportamento newtoniano. A constante
K esta relacionada a propria viscosidade do produto e é representada pelas
unidades de viscosidade (ALVES, 2006).

4.2.5 Avaliacéo da alergenicidade dos géis

A alergenicidade dos géis preparados (GEL-NCBHT, GEL-NCBr, GEL-Br e
GEL-LIVRE) e também do produto comercial Isotrex®, todos contendo isotretinoina
na concentracao de 0,05 %, foi avaliada através de dois testes: medida de edema de
orelha (mouse ear swelling test - MEST) e ensaio do linfonodo local (local lymph
node assay - LLNA) (WAHLKVIST, 1999; DEAN et al., 2001). Ambos os testes foram
realizados na Universidade Federal do Rio de Janeiro, Instituto de Biofisica Carlos
Chagas Filho, Laboratério de Imunofarmacologia, sob responsabilidade da Profa.

Dra. Bartira Rossi Bergmann.

4.2.5.1 Teste da medida de edema de orelha (mouse ear swelling test - MEST)

O teste de medida de orelha (MEST) € um método robusto na detecgédo de
alérgenos, indicando poucos resultados falso-negativos ou falsos-positivos
(ROBINSON et al., 1995).

Para este teste foram utilizados camundongos BALB/c, entre 8 e 12 semanas,
de idade com variagdo de peso que nao excedeu 20 % do seu peso médio. Foram

utilizados 3 animais para cada formulacao investigada.

Na primeira fase do teste (fase de indug&o) foram realizadas trés aplicagcdes
tépicas de 100 yL de cada gel a cada 2 dias (dias 0, 2 e 4) no dorso tricotomizado
dos camundongos. Apés 5 dias da ultima aplicagédo, tempo necessario para que o
organismo produza resposta imunoldgica, procedeu-se a aplicagao topica de 25 ul
das substancias no dorso de ambas as orelhas (fase de desafio). A resposta
imunoldogica foi avaliada através da medida do inchago das orelhas dos

camundongos, que foram realizadas 24 e 48 horas apés a fase do desafio.

42



Materiais e Métodos

As amostras avaliadas neste estudo foram GEL-NCBHT, GEL-NCBr, GEL-Br
e GEL-LIVRE e Isotrex®, oxazolona (0,3 %) como controle positivo e acetona:éleo de
oliva (4:1) como controle negativo. Cada amostra foi analisada em ftriplicata e os

resultados apresentados como a média das trés repeticoes.

4.2.5.2 Testes de alergenicidade por ensaio do linfonodo local (local lymph
node assay — LLNA)

O principio basico do LLNA é que as substancias sensibilizadoras induzem
uma proliferacdo primaria de linfécitos no linfonodo que drena o local de aplicacao
da amostra. Esta proliferagcdo € proporcional a dose aplicada e a poténcia do
alérgeno e constitui-se num modo simples de obter uma medida quantitativa objetiva
da sensibilizacdo. O LLNA avalia essa proliferacdo numa relacdo de dose/resposta
na qual a proliferagdo nos grupos de ensaio € comparado com a obtida nos grupos
controles, determinando-se a razdo entre a proliferagcdo grupos ensaio/ grupo
controle, que é denominado indice de estimulacdo e deve apresentar o valor de,
pelo menos, trés para que o produto sob investigagdo possa ser posteriormente
avaliada como potencial sensibilizadora da pele. Este método baseia-se na
utilizacao de marcacao radioativa para medir a proliferagao celular (ANDERSEN e
FRANKILD, 1997).

Os animais utilizados para este teste foram camundongos BALB/c, entre 8 e
12 semanas de idade com variagdo de peso que nédo excedeu 20 % do seu peso

meédio. Foram utilizados 3 animais em cada grupo.

O calendario do experimento seguiu as seguintes etapas:
Dia 1: Aplicagéo no dorso de cada orelha de 25 pL de cada gel estudado.
Dias 2 e 3: Repeticao do procedimento de aplicagao efetuado no dia 1.
Dias 4 e 5: Sem tratamento.

Dia 6: Depois de anotado o peso de cada animal, injetou-se 250 puL de tampao

fosfato (PBS) contendo 20 pCi de 3H-timidina através da veia caudal. Cinco horas
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apos administragdo os animais foram sacrificados. Os linfonodos auriculares foram
retirados (2 linfonodos por animal, totalizando 6 por grupo) e colocados em PBS,
reunindo-se aqueles de cada grupo experimental (procedimento de conjunto de
grupo de tratamento), os quais foram macerados e as células lavadas duas vezes
com PBS e precipitadas com uma solugéao de 5 % em &cido tricloroacético (TCA) a 4
°C durante 18 horas. Os sedimentos foram ressuspendidos em 1 mL de TCA e
transferidos para frascos de contador de cintilagdes contendo 2 mL de liquido de

cintilagdo para contagem de *H.

A determinacdo da proliferagdo celular procedeu-se pela incorporacéo de *H-
timidina que foi medida por contagem de cintilacdo B em desintegragées por minuto

(cpm). A incorporagao foi expressa em cpm/grupo de tratamento.

As amostras analisadas foram GEL-NCBHT, GEL-NCBr, GEL-Br e GEL-
LIVRE e Isotrex® e formaldeido (5 % v/v) como controle positivo. Cada amostra foi
analisada em triplicata e os resultados apresentados como a média das trés

repeticoes.
4.2.6. Estudo de penetracdo cutanea em humanos por tape stripping

O projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
UFRGS, registro n° 2007844 (Anexo 3).

Os voluntarios foram escolhidos apos selegao conforme critérios de inclusao
como nao apresentar irritacdo, alergia ou patologia cutdnea na area em estudo
(antebrago), ndo estar fazendo uso de qualquer tipo de produto cosmético nos
antebracos 1 dia antes do inicio do teste (ALBERTI et al, 2001), e também nao estar

fazendo uso de complexos vitaminicos contendo vitamina A.

Cada voluntario recebeu um termo de consentimento e foi esclarecido sobre o
estudo pela mestranda. Somente foram incluidos no estudo os voluntarios que
aceitaram participar, apos assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido
(Anexo 4). Também foi enfatizado aos voluntarios de que poderiam desistir do

protocolo quando julgassem conveniente.
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Participaram do estudo 23 voluntarios. Os géis estudados ficaram em contato
com a pele dos voluntarios por tempos pré-determinados de 15 mim (n=3), 1 h (n =
6),3h(n=9)e6 h(n=25).

4.2.6.1 Protocolo experimental

No estudo de penetracdo cutdnea em humanos através da técnica de tape
stripping foram testados dois géis: GEL-NCBHT e GEL-LIVRE, o primeiro contendo a
isotretinoina encapsulada e o segundo, contendo na sua forma livre. Em cada

voluntario foram aplicados os dois produtos nos dois antebracos.
No dia do experimento, as seguintes etapas foram realizadas:

° Limpeza com agua e sabdo neutro dos antebragos de cada voluntario,
secagem com papel toalha e repouso em ambiente climatizado (temperatura de 21

°C £ 2) durante 30 min antes da aplicagdo dos produtos;

o Demarcacdo, com fita crepe (Eurocel®, Sicad, 25 mm), de duas regides em
cada antebrago, com areas de 16 cm? cada (4 x 4 cm), totalizando 4 regides de
aplicagdo em cada voluntario. Cada produto foi aplicado nos dois antebragos em
regides previamente estabelecidas como mostrado na Figura 5, sendo que na regiao
1 foi aplicado o GEL-NCBHT, na regido 2 o GEL-LIVRE, regido 3 o GEL-LIVRE e
regiao 4 o GEL-NCBHT. Neste momento os antebracos dos voluntarios foram

fotografados.

Figura 5. Representagao das regides de aplicacdo nos antebragos de um voluntario.

45



Materiais e Métodos

o Em cada regido demarcada foi aplicada uma dose de aproximadamente 64
mg de cada produto a ser testado correspondendo, portanto, a uma quantidade de
aproximadamente 4 mg produto/cm? (32 pg de isotretinoina livre ou

nanoencapsulada).

o Os produtos foram aplicados com auxilio de espatulas de polipropileno que,
apos aplicacdo, foram colocadas em tubos com acetonitrila para posterior

doseamento.

° Os produtos em estudo ficaram em contato com a pele dos voluntarios por
tempos pre-determinados de 15 min a 6 h. Durante esse periodo os voluntarios
permaneceram em sala climatizada e isenta de iluminagdo natural, devido a foto-

instabilidade do farmaco.

o Finalizado o tempo de contato, foram feitas as remogbes do estrato corneo
com as fitas adesivas (Scotch®, 3M, 45 mm), cortadas em tamanhos de
aproximadamente 5 x 5 cm, totalizando 14 remocgbes de cada local de aplicagéo.
Antes da remocao, foi feita pressao sobre a pele abaixo de cada fita, com auxilio de
uma espatula (10 compressdes com forgca constante). Todos os procedimentos
foram conduzidos pela mestranda, para padronizagdo do protocolo. No final da

remogao das 14 fitas, os antebragos dos voluntarios foram fotografados novamente.

o Realizou-se um tape stripping do antebrago de cada voluntario, em regido que
nao recebeu o produto, para confirmar a especificidade do método analitico para

quantificacdo do farmaco (amostra branco).

o Depois de encerrado o experimento, as demarcacdes de fita crepe foram
retiradas, a pele foi limpa com agua e o voluntario instruido a ndo aplicar produtos
tépicos (perfumes, cosméticos ou medicamentos) no local por um periodo de 24

horas. Neste momento, cada antebraco foi fotografado pela terceira vez.

4.2.6.2. Quantificacao da isotretinoina nas fitas adesivas

A quantificacdo da isotretinoina nesta etapa do estudo foi realizada por CLAE,

utilizando sistema Waters® conforme descrito no Anexo 2. A determinac&o do teor de

46



Materiais e Métodos

isotretinoina de cada gel foi realizada no dia de cada experimento, conforme descrito

em 4.2.4.2. Desse modo, foi possivel ajustar a dose aplicada em cada individuo.

A primeira fita foi quantificada separada das demais, pois foi considerado que
o farmaco presente nessa esta sobre a superficie da pele, nado tendo sofrido
retengcdo cutadnea. Os adesivos provenientes das 13 remogdes de estrato corneo
seguintes foram colocados em tubos de ensaio de vidro ambar, reunidos em grupos
(fitas 2 e 3 — tubo 3, fitas 4 e 5 — tubo 4, fitas 6 a 8 — tubo 5, fitas 9 a 11 —tubo 6 e
fitas 12 a 14 — tubo 7), conforme esquematizado na Figura 6. Apds, adicionou-se 4
mL de acetonitrila em cada tudo (excecédo do tubo 1 que recebeu 6 mL) para que
ocorresse a dissolugao/extracao do farmaco. Separadamente, cada frasco contendo
as fitas e o solvente foi submetido ao vortex por 3 min e depois colocados em ultra-
som por 30 min. As amostras contidas em cada tudo foram analisadas
separadamente (7 analises por local de aplicacédo), para isto antes foram filtradas
através de membrana hidrofilica (0,45 um, Millipore®) e uma aliquota de 50 L foi

utilizada para quantificagao da isotretinoina por CLAE.

e
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Figura 6. Esquema da organizagdo das fitas utilizadas no tape stripping para
quantificacado da isotretinoina

4.2.7 Andlise estatistica

Os valores das medidas determinados para os diferentes estudos foram

comparados estatisticamente utilizando-se a Analise da Variancia (ANOVA),
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considerando-se um nivel de significAncia de 0,05. Os testes foram realizados no

programa SigmaStat 3.5.

4.2.8 Descarte de residuos quimicos

O descarte de residuos quimicos seguiu procedimento padrao realizado pela
Faculdade de Farmacia — UFRGS. Os residuos gerados foram devidamente
acondicionados em frascos apropriados, rotulados e entregues a Comissdo de
Saude e Ambiente de Trabalho (COSAT) desta Faculdade, que é responsavel pelo
envio dos residuos ao Instituto de Quimica da UFRGS, onde sado realizados os

procedimentos adequados de reciclagem e/ou descarte do material.
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5.1 Caracterizagcao das suspensdes

As suspensdes NCO0,5, NC1,0, NC1,5, NC-BHT, NE e NE-BHT foram
preparadas com sucesso seguindo a metodologia descrita no item 4.2.1. Todas as
formulagbes obtidas apresentaram aspecto macroscopicamente homogéneo, com
coloracao leitosa branca (NC-Br) ou levemente amarelada para as nanoparticulas
contendo isotretinoina (NCO0,5; NC1,0; NC1,5; NC-BHT, NE e NE-BHT) que neste
caso ocorreu uma atenuagdo da coloragdo alaranjada do farmaco puro via
nanoencapsulacdo. A Tabela 3 mostra as caracteristicas fisico-quimicas das

suspensdes no dia de sua preparacao.

Todas as formulagdes estudadas apresentaram didmetros de particula
inferiores a 300 nm, resultados esses coerentes com os sistemas coloidais obtidos
através da metodologia de precipitacdo interfacial de polimero pré-formado e
emulsificacao espontanea (POLETTO et al., 2007; OURIQUE et al., 2008; WEISS-
ANGELI et al., 2008). Diametros entre 100 e 500 nm e populagdo monodispersa séo
caracteristicas dos colbides obtidos pelo método de nanoprecipitagcao (FESSI et al.,
1989; COUVREUR et al., 2002). OURIQUE e colaboradores (2008) prepararam
nanocapsulas e nanoemulsdo contendo tretinoina, que assim como a isotretinoina,
pertence a primeira geracao do grupo dos retindides, na concentragcao de 0,5 mg/mL
utilizando o mesmo nucleo oleoso (TCM) e PCL como polimero, obtendo particulas
com didmetro médio de 228 + 8 nm e 210 £ 7 nm, respectivamente, semelhantes

aos obtidos no presente trabalho.



Resultados e Discussao

Tabela 3. Caracteristicas fisico-quimicas das suspensdes apés preparagao (dia zero)

Diametro de Particula

indice de

Potencial Zeta

Concentracao de

Suspensdes (nm) polidisperséo pH mv) is%t/lrgt/irrr]]cl)_l’)na
NCO0,5 285 + 31 0,2+0,0 54 +0,1 -8,0+£0,1™ 0,53+ 0,02
NC1,0 255+ 18 0,2+0,0 4,4 +0,5° 7,4 +0.2" 1,03 £ 0,01
NC1,5 267 + 26 0,2+0,0 4,4 +0,1° -8,5+0,4" 1,44 + 0,01
NC-BHT 231+ 9° 0,1+0,0 6,3 + 0,0%° -9,1+1,9" 0,48 + 0,02
NE 225 + 82P° 0,3+0,0 6,0 +£0,1° 12,7 21,1 0,50 % 0,01
NE-BHT 220 + 10?P° 0,3+0,0 6,6 + 0,39 -45+0,8 0,47 + 0,05
NC-Br 227 + 2° 0,2+0,0 6,3 + 0,0%f -6,7+0,2" -

Valores representam a média de 3 formulagbes + desvio padrao; abe diferengas significativas do didmetro de particula em relagéo a suspensdo NC0,5 NC1,0
e NC1,5, respectivamente (o = 0,05); def9 diferencas significativas do pH em relagdo a suspensédo NCO0,5, NC1,0, NC1,5 e NE, respectivamente (a = 0,05);
hii diferencas significativas do potencial zeta em relacao a suspensado NE-BHT, NC-Br, NE, respectivamente (a = 0,05).
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Os maiores tamanhos médios de particula foram observados para as
suspensdes NCO0,5, NC1,0 e NC1,5, as quais foram estatisticamente similares entre
si (Tabela 3). Portanto, aumentando-se a concentracdo de isotretinoina, n&o
ocorrem alteragées nos tamanhos médios das particulas (p < 0,05). Também foi
observada uma diferenca significativa entre essas trés suspensbes quando
comparadas com as suspensdes preparadas sem o polimero, as nanoemulsdes (NE
e NE-BHT) que apresentaram didametros médios ligeiramente menores. Quando
adicionado BHT as nanocapsulas (NC-BHT) estas obtiveram tamanhos médios
estatisticamente menores que a formulagdo sem antioxidante (NCO0,5), ja para

nanoemulsdes nao observou-se essa diferenca.

Para todas as formulacdes os indices de polidispersao foram inferiores a 0,3
indicando uma adequada homogeneidade desses sistemas (SCHAFFAZICK et al.,
2003).

Foram verificados valores de pH acidos para todas as formulagdes. Valores
mais acidos foram observados para as suspensdes com maior concentracao de
isotretinoina (NC1,0 e NC1,5), devido a acidez do farmaco (pH de uma suspensao
de isotretinoina 0,2 % em &agua = 3,5). O pH da suspensdo NCO0,5 foi
estatisticamente diferente de todas as outras formulagdes estudadas, com excecao
da NE, que possui a mesma concentragdo de farmaco, diferenciando-se pela
auséncia do polimero. Este resultado indica que a adicdo do polimero nao interferiu
no pH das suspensbdes. Essa conclusao é reforcada analisando-se as duas
formulagées de NC e NC com BHT, as quais também foram estatisticamente iguais
em relagdo aos valores de pH. Comparando-se as formulagdes contendo BHT (NC-
BHT e NE-BHT) com as sem esse adjuvante (NC0,5 e NE), foi possivel observar que
o pH tornou-se menos acido para formulagdes contendo antioxidante (pH de uma
suspensao de BHT 0,2 % em agua = 5,7). As diferencas de pH encontradas, com
excecdao do aumento de pH com o aumento da concentracido de isotretinoina
(NCO0,5; NC1,0 e NC1,5), podem também ser devidas a agua utilizada no preparo
das formulagdes, que apresentou mudancgas significativas no pH de um dia para
outro. Como as formulagcdes ndo foram todas preparadas no mesmo dia, as

diferencas no pH podem estar atribuidas a mudanca de pH da agua.
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De acordo com a literatura, suspensdes de nanocapsulas e nanoemulsio
contendo tretinoina na concentragdo de 0,5 mg/mL, preparadas com TCM e PCL
também apresentaram valores acidos de pH (6,64 + 0,31 e 6,48 = 0,01
respectivamente), os quais também mostraram-se estatisticamente iguais, indicando
que a presenca de PCL nao altera os valores de pH das suspensdes (OURIQUE et
al., 2008).

Os valores do potencial zeta obtidos para todas as formulacbes apds
preparagao foram negativos (entre -4,5 £ 0,8 e -12,7 + 1,1 mV). A suspensado NE-
BHT foi a que obteve menor valor em médulo de potencial zeta, diferenciando-se
estatisticamente de todas outras suspensdes com valores em moddulo maiores.
Segundo SCHAFFAZICH e colaboradores (2003), os polimeros, fosfolipideos e
poloxamers constituintes das nanoparticulas s&o o0s principais componentes
presentes nas formulagdes capazes de influenciar o potencial zeta. No presente
trabalho, os valores negativos s&o decorrentes da presenga de PCL e dos

tensoativos Span 60° e Tween 80°.

A taxa de recuperacao da isotretinoina foi proxima a 100 % no primeiro dia
apos preparagao para todas as suspensodes estudadas (106 + 4 % para NCO0,5; 103
+ 1 % para NC1,0; 96 £ 0,6 % para NC1,5; 96 + 4 % para NC-BHT; 100 £ 2 % para
NE; 94 + 10 % para NE-BHT).

5.2 Estabilidade das suspensdes frente ao armazenamento

O controle da estabilidade das suspensdes coloidais € importante na
avaliacdo da viabilidade tecnoldgica das formulagbes, pois € capaz de fornecer
informacdes sobre o prazo de validade das mesmas. No caso da isotretinoina, que é
um farmaco altamente instavel, a meia-vida de degradacédo depende das condicdes
de armazenagem, particularmente temperatura, oxigénio e luz, o que torna a

avaliagao da estabilidade das formulagdes ainda mais relevante.

A estabilidade fisico-quimica das suspensdes acondicionadas em frascos

ambar foi investigada a temperatura ambiente apos 1, 7, 15, 30 e 60 dias de sua
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preparacao, avaliando-se como parametros a concentragao total de isotretinoina, o
pH, o potencial zeta, o diametro médio de particula e o indice de polidispersao. As

formulagdes foram agitadas previamente a realizagao das analises.

Para verificar a influéncia da camada polimérica e do antioxidante no aumento
da estabilidade das nanocapsulas contendo 0,5 mg/mL de isotretinoina, foram
também preparadas as nanoemulsées, omitindo-se o polimero, com e sem BHT (NE
e NE-BHT), com a mesma concentragéo de farmaco. Como o BHT foi adicionado na
fase oleosa no momento da preparagdo, provavelmente ocorreu uma co-
nanoencapsulacao de BHT e isotretinoina. Em estudo realizado por WEISS-ANGELI
e colaboradores (2008) utilizando OMC, fotoprotetor amplamente utilizado em
formulagdes cosméticas, e a quercetina, flavondide que apresenta acentuado efeito
antioxidante, foi possivel obter sistemas nanoestruturados muito mais estaveis
quando ambos foram co-nanoencapsulados do que nanoencapsulando as

substancias isoladamente.

5.2.1 Determinacéao do pH

Informacgdes relevantes sobre a estabilidade de suspensdes nanoparticuladas
podem ser obtidas mediante o monitoramento do pH, em fungdo do tempo
(SCHAFFAZICK et al., 2003). A medida de pH é importante na avaliagdo da
estabilidade de sistemas coloidais, pois alteracbes deste parametro podem estar
relacionadas com a degradacdo do polimero, de algum outro componente da
formulacdo ou até mesmo difusdo da substancia ativa da particula para o meio
aquoso (GUTERRES et al., 1995). A Tabela 4 expressa os valores referentes ao pH

medidos para as suspensdes apos a preparacao, 1, 7, 15, 30 e 60 dias.

Apos 60 dias, todas as formulagbes contendo isotretinoina apresentaram
diminuicao significativa do pH (p<0,05) com excec¢do da NC1,0 que foi a unica que
manteve seu pH estavel durante os dias de anadlise. No caso das formulagdes
contendo PCL a diminuicdo pode ser decorrente da relaxagcdo das cadeias
poliméricas ocasionando uma exposicdo de um maior numero de grupos

carboxilicos terminais. O pH levemente acido também poderia ocasionar a hidrodlise
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do poliéster, o que alteraria o pH das formulacées (SCHAFFAZICK et al., 2002). Nos
casos das formulagdes sem farmaco (NC-Br) e sem polimero (NE e NE-BHT) as
reducdes dos valores de pH podem ser decorrentes da degradacdo parcial da
isotretinoina, TCM e/ou dos tensoativos empregados. Entretanto, para todas as
formulagdes o decaimento dos valores de pH mostrou-se coerente com os relatos da
literatura (SCHAFFAZICK et al., 2002) para o caso da nanoencapsulagao de outros
farmacos, empregando-se o mesmo método e polimero e ainda valores compativeis

com a aplicagao cutanea.

Tabela 4. Valores de pH das suspensdes nos 60 dias do estudo de estabilidade.

Suspensdo Dia zero Dial Dia7 Dia 15 Dia 30 Dia 60

NCO,5 54+01 57+x02 51+00 45202 41x01* 41+02"
NC1,0 44+05 46+06 45+03 41+02 41202 3901
NC1,5 44+01 45+02 45+x01 4101 4,0+00* 38+0,0"

NC-BHT 6,3+00 63+01 57x01* 52+01* 53+0,1* 53%0,1"

NE 6,0£01 6,0+02 5700 5600 52+01" 49+02"*
NE-BHT 66+03 6503 61+01 6001 57+x0,1* 54+0,2"
NC-Br 6,3+0,0 - - - - -

Valores representam a média de 3 formulagbes *+ desvio padrao. *diferenga significativa em relagao
ao dia zero (o = 0,05).

5.2.2 Determinacéo do potencial zeta

O potencial zeta reflete o potencial elétrico da superficie das nanoparticulas,
sendo influenciado pela carga dos diferentes componentes da formulagdo. Em
modulo, um valor de potencial zeta relativamente alto é importante para uma boa
estabilidade fisico-quimica da suspensao coloidal, pois grandes forgas repulsivas
tendem a evitar a agregacdo em fungao das colisdbes ocasionais de nanoparticulas
adjacentes (SCHAFFAZICK et al., 2003). Segundo COUVREUR e colaboradores

(2002), valores de potencial zeta proximos a 30 mV (positivo ou negativo) estao
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relacionados a suspensdes mais estaveis devido a repulsdo entre as particulas,

prevenindo sua agregagao.

A Tabela 5 expressa os valores referentes ao potencial zeta medidos para as

suspensodes apos a preparagao, 1, 7, 15, 30 e 60 dias.

A suspensao NC-BHT foi a unica que manteve os valores de potencial zeta
estaveis durante os 60 dias de analise. Observou-se um aumento significativo desse
parametro para as suspensdes NCO0,5, NC1,0 e NC1,5 nos dias 15 e 60, para NE no
dia 15 e para NE-BHT a partir do dia 7, todos em relagcédo ao dia zero. Este aumento
pode estar relacionado a degradagao parcial dos componentes das formulagdes, o
que pode ser evitado pelo emprego simultdneo de BHT e PCL, como material de

revestimento das nanogoticulas de 6leo.

Tabela 5. Potencial zeta (mV) das suspensdes nos 60 dias do estudo de
estabilidade.

Suspenséo Dia zero Dia 1l Dia 7 Dia 15 Dia 30 Dia 60
NCO0,5 -8,0+0,1 -7,6+0,9 -6,3+0,3 -147+0,1* -89+21 -18,1+8,0*
NC1,0 -7,4+0,2 -8,9+1,9 7,004 -159+17* -87+0,2 -203+1,1*
NC1,5 -8,5+0,4 -74+0,4 -71+0,8 -159+0,2* -10,2+0,3 -18,1+3,8*
NC-BHT -9,1+1.9 -7,3+0,2 -5,8+1,1 -6,1+1,6 -7,3+1,0 94+13
NE -12,7+11  -125+37 -120+08 -18,0+32* -136%16 -11,3+0,9
NE-BHT -45+0,8 -49+02 -11,0x04* -81+05* -135+14* -7,3+0,1*
NC-Br -6,7+0,2 - - - - -

Valores representam a média de 3 formulagdes + desvio padréo.*diferenga significativa em relagdo ao
dia zero (o = 0,05).
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5.2.3 Determinacado do diametro médio das particulas e indice de polidisperséo

A Tabela 6 expressa os valores referentes ao didmetro médio das particulas e
a Tabela 7, os indices de polidispersao, avaliados para as suspensdes apos a

preparacao e até 60 dias do estudo de estabilidade.

Tabela 6. Diametro médio (nm) das suspensdes nos 60 dias do estudo de
estabilidade.

Suspensédo Dia zero Dial Dia 7 Dia 15 Dia 30 Dia 60
NCO0,5 285 + 31 291 + 26 27716 30014 277+18 251 +12
NC1,0 255+18 282+16 279x12 273+13 27510 304 + 95
NC1,5 267 + 26 275+ 8 282+ 12 291+5 266 +5 247 £ 1
NC-BHT 2319 227 +12  231+10 233+ 11 264 +24 226 + 11
NE - 226+ 8 222+ 8 222 +10 228 +7 236 £ 14
NE-BHT 220+10 239+10* 238+09* 223+ 8 221+ 11 222 +8
NC-Br 227 +2 - - - - -

Valores representam a média de 3 formulagbes * desvio padrdo. *diferenga significativa em relagao
ao dia zero (a = 0,05).
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Tabela 7. indice de polidispersdo das suspensdes nos 60 dias do estudo de
estabilidade.

Suspensdo Diazero Dial Dia 7 Dia 15 Dia 30 Dia 60
NCO0,5 02+0,02 02+0,01 02+003 02+001 04%0,16* 0,2+0,02
NC1,0 02+0,02 02+001 02+002 01+001 02+003 0,3%0,12
NC1,5 02+0,01 02+0,03 02+0,01 02+001 02+001 0,2+0,00
NC-BHT 0,1+0,02 02+004 0,2%0,03* 0,2+0,02* 0,2+0,03* 0,2+0,04
NE - 0,3+0,04 03+0,01 03+0,04 0,2%0,03* 0,3+0,02
NE-BHT 0,3+0,03 03+002 03+015 02+0,02* 02+0,02 0,2+0,02
NC-Br 0,2+0,03 - - - - -

Valores representam a média de 3 formulagdes + desvio padréo. * diferenga significativa em relagéo
ao dia zero (a = 0,05).

A investigagao da variagao do tamanho de particula em fungdo do tempo é
uma propriedade importante que deve ser estudada em suspensdes coloidais, pois
mudangas nesse parametro podem indicar uma tendéncia a agregacédo e
sedimentagcdo (GUTERRES et al., 1995; CALVO et al.,, 1996). Varios estudos
mostram que geralmente as nanoparticulas, mesmo preparadas através de
diferentes métodos, apresentam diametros médios entre 100 e 300 nm, coerentes
aos obtidos no presente trabalho (SCHAFFAZICK et al., 2002).

Durante os 60 dias de armazenamento, todas as suspensdes mostraram-se
estaveis em relagao ao didametro médio das suas particulas e indice de polidispersao
(todos menores de 0,3), a excecao da formulagcdo NCO0,5 no dia 30 do experimento
(0,4).

5.2.4 Doseamento de isotretinoina nas formulacdes em funcéo do tempo

O teor médio de isotretinoina presente nas nanoparticulas foi préximo a 100

% para todas as formulagbes no momento de sua preparagao (dia zero). Os valores
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de concentragcbes totais de isotretinoina medidas em fungdo do tempo de

armazenamento encontram-se na Tabela 8.

A Figura 7 representa graficamente os resultados do teor de isotretinoina em
porcentagem em fungdo do tempo. Considerando as suspensdes de nanocapsulas
NCO0,5, NC1,0 e NC1,5 houve uma reducao de 45,1 %, 71,5 % e 76,3 % apos 60
dias da preparacao, respectivamente. Esses resultados evidenciam que, com o
aumento da concentracdo de farmaco nas formulagdes, ocorre uma maior
diminui¢cdo na sua concentracido em funcdo do tempo. O decaimento de teor mais
acentuado para as formulagdes contendo concentragcbes mais elevadas de
isotretinoina pode ser indicio de que nestas formulagdes parte consideravel do
farmaco ndo se encontra no interior da particula, estando livre na fase externa
aquosa ou adsorvido as nanocapsulas e, portanto, mais susceptivel a degradacéo.
Para a NE houve uma diminuigdo de 41,7 % de isotretinoina apds os 60 dias da
preparacdo. No entanto, para as formulacbées de NC-BHT e NE-BHT, ndo foram
observadas diferengas significativas nos percentuais de isotretinoina ap6s 60 dias,
as quais mantiveram o teor de farmaco em torno de 100 % durante o periodo de

avaliagao da estabilidade.

Tabela 8. Concentragdes totais de isotretinoina (mg/mL) nas suspensdes em fungéo
do tempo de armazenamento.

Suspensdo Dia zero Dial Dia 7 Dia 15 Dia 30 Dia 60

NCO0,5 0,53+0,02 0,52+0,00 0,41+0,02 0,40+0,00* 0,36 +0,00* 0,29 +0,08*
NC1,0 1,03+0,010 1,00+£0,03 0,76 +0,00© 0,69+0,01* 0,50+0,00* 0,29 +0,08"
NC1,5 1,44 £0,01 1,40+0,02 1,04+0,02* 0,90+0,03* 0,62+0,00©0 0,34+0,01*
NC-BHT 048+0,02 048+0,01 048+0,02 047+0,02 0,51+£0,02 0,56 +0,02*
NE 0,50+0,01 0,42+0,01* 0,370,000 0,39+0,02* 0,37 +0,02* 0,29 + 0,04*
NE-BHT 0,47+0,05 047004 049+0,03 046+0,03 0411003 0,46x0,11

Valores representam a média de 3 formulagbes + desvio padrao. *diferenga significativa em relagao
ao dia zero (o = 0,05).
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Teor de isotretinoina (%)

Tempo (dias)

Figura 7. Representacao grafica das percentagens de isotretinoina nas suspensoes
em funcdo do tempo de armazenamento. Valores determinados em relagdo ao dia
zero (n = 3/formulagao).

Para as formulacbées NCO0,5, NC1,0, NC1,5 e NE houve uma diminuicio
significativa (p<0,05) da concentragcdo total de isotretinoina apdés 7 dias da
preparacao; ao contrario da formulagdo NC0,5 que manteve-se estavel apds 15 dias.
Devido ao fato de que menores concentragdes de isotretinoina obtiveram melhores
resultados de estabilidade em relacdo a quantidade de farmaco em funcédo do
tempo, a menor concentracao (0,5 mg/mL) foi a escolhida para ser analisada frente

ao uso de antioxidante e a auséncia da parede polimérica.

A acentuada diminuigdo do teor de isotretinoina nas formulagbes sem BHT,
em fungado do tempo, pode ser atribuida a degradagédo do farmaco em presenca de
oxigénio e temperatura ambiente (LIMA et al., 2005), uma vez que as suspensdes
foram mantidas em recipiente com presengca de oxigénio e em armarios sem
temperatura controlada. O uso de vidraria @mbar impediu a possivel degradagéo da

isotretinoina frente a luz.

De acordo com GUTERRES e colaboradores (1995), pode ocorrer uma

diminui¢cdo no teor de farmaco em formulagbes de nanoparticulas, em fungcdo do
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tempo, devido a formacdo de nanocristais de farmaco durante a formacgado das
nanoestruturas, os quais ficariam estabilizados pelo tensoativo hidrofilico. Estes
nanocristais, com o tempo, tenderiam a crescer e a precipitar, tornando o sistema
heterogéneo para a amostragem, fato que conduziria a redugao no teor de farmaco
nas formulacbes. Esta hipotese, no entanto, ndo parece explicar os resultados
obtidos, uma vez que as suspensdes contendo antioxidante se mantiveram estaveis
durante todo o periodo de armazenamento, indicando que a degradagdo da
isotretinoina deve-se principalmente ao seu contato com oxigénio e temperatura. A
reducao quantitativa do farmaco foi acompanhada do surgimento de pico de produto
de degradacao da isotretinoina, o que pode ser confirmado através da analise dos
cromatogramas das formulagdes NCO,5, NC1,0 e NC1,5 mg/mL apds 60 dias de
estabilidade (Figura 8).
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Figura 8. Cromatogramas das suspensdes NCO0,5, NC1,0 e NC1,5 mg/mL nos dias
zero (A, B e C, respectivamente) e dia 60 (D, E e F, respectivamente).
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Foi possivel observar que a formulagédo NE, a qual ndo contém PCL nem
BHT, em apenas 1 dia de armazenamento ja apresentou uma diminuigao
significativa no teor, pois uma quantidade de aproximadamente 16 % de isotretinoina
foi degradada em 1 dia, quando comparada com todas as outras formulagbes que
nao tiveram perdas significativas de farmaco no mesmo periodo. Isso mostra que o
polimero utilizado nas nanocapsulas também tem uma importante contribuigao frente

a estabilidade, assim como a utilizagcdo de BHT.

5.2.5 Analise morfoldgica e taxa de associagdo

A analise morfologica da suspensao de nanocapsulas 0,5 mg/mL contendo
BHT (NC-BHT) foi realizada por MET com aumentos de 12.000 a 100.000 vezes
(Figura 9).

Figura 9. Fotomicrografias obtidas por MET da suspensdo NC-BHT em diferentes
aumentos (A) 12.000x, (B) 40.000x e (C) 100.000x.

Analisando as fotomicrografias da suspensdo NC-BHT é possivel observar
estruturas esféricas com vesiculas bem delimitadas as quais demonstram que os
diametros das nanocapsulas estdo de acordo com as analises realizadas por

espectroscopia de correlagéo de fotons (231 + 9,4 nm).

A taxa de associagado para a mesma suspensao (NC-BHT) foi préxima a 100

% no tempo zero. Este resultado era esperado, uma vez que a taxa de associacao
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esta relacionada com a solubilidade do farmaco no 6leo (FRESTA et al., 1996), ou
seja, com a lipofilia da substancia, e a isotretinoina apresenta um alto valor de log P
(Log P = 6,8) (NANKERVIS et al., 1996).

5.2.6 Andalise em Turbiscan LAb®

O aparelho Turbiscan LAb® & um analisador éptico que vem sendo
empregado com sucesso em estudos de estabilidade de emulsdes e dispersdes
coloidais concentradas. A principal vantagem apresentada por este equipamento € a
deteccdo de possiveis fendmenos de instabilidade muito antes de esses serem
detectados por observagao visual do analista, especialmente no caso de sistemas
opacos e concentrados. Nesses casos, a desestabilizagdo pode ocorrer seguida de
processos irreversiveis como coalescéncia (variagdo no tamanho de particula) e
floculacdo (agregacao de particulas), ou seguida de processos reversiveis como
cremagem e sedimentacdo. Em sistemas opacos as desestabilizagbes seréo
visualizadas através de alteragdes no retroespalhamento de luz (backscattering) e
em sistemas translucidos sera visualizado através de alteracbes nas medidas de
transmissao da luz (LEMARCHAND et al., 2003; MENGUAL et al., 1999).

Na Figura 10 sdo apresentados os graficos resultantes das analises de
transmissao e retroespelhamento de luz das suspensées NC, NC-BHT, NE e NE-

BHT utilizando o Turbiscan LAb®, sob condi¢des analiticas descritas no item 4.2.2.7.

Observando os graficos verifica-se que os valores de variagdo do sinal de
transmissao (T) sao inferiores a 0,2 % e segundo o manual do equipamento, quando
este resultado € obtido, somente os graficos de backscattering (BS) podem ser
analisados separadamente. Sendo assim, somente os sinais de BS foram avaliados
(LEMARCHAND et al., 2003; MENGUAL et al., 1999).

Em cada gréfico, a parte esquerda refere-se a base da cubeta de analise e a
direita ao topo da mesma, os fendbmenos de instabilidade sdo demonstrados na
base, no topo, ou no centro da cubeta, observando-se o0 aumento ou a diminui¢cdo do

sinal de backscattering (BS).
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Figura 10. Graficos de transmissao (T) e backscattering (BS) (%) das suspensodes
NC, NC-BHT, NE e NE-BHT (a, b, c e d, respectivamente) durante periodo de 24 h a
25°C.
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As formulagbes NC (Figura 10-a) e NC-BHT (Figura 10-b) apresentaram
valores de backscattering (BS) inferiores a 5 %, tanto na base, no topo como no
inicio da cubeta, esses resultados sdo considerados negligenciaveis indicando nao
haver fenbmenos de instabilidade significativos para estas duas formulacdes frente
as condi¢des estudadas. A formulacao NE (Figura 10-c) apresentou tendéncia a
desestabilizacdo que pode ser observada através da analise do sinal de
backscattering na base da cubeta (cerca de 5 %) e no topo (cerca de 20 %),
indicando uma tendéncia a cremagem das particulas. Esta tendéncia também foi

observada para a formulagao NE-BHT (Figura 10-d).

5.3 Estabilidade das suspensdes frente a luz UVA

A avaliacdo da estabilidade das suspensdes de nanoparticulas contendo
isotretinoina foi realizada frente a luz UVA para as formulagdes NC, NC-BHT, NE,
NE-BHT e LIVRE. As medidas da intensidade da luz UVA emitida foram realizadas
com o auxilio de radidmetro no inicio, meio e fim do experimento. Os resultados

foram de 1,20; 1,18 e 1,19 mW/cm?, respectivamente.

Os perfis de fotodegradagao da isotretinoina em fungdo do tempo encontram-
se apresentados na Figura 11, assim como suas concentragbes em porcentagens

estdo apresentados na Tabela 9.

Na Figura 11 é possivel observar uma queda da concentrac&o de isotretinoina
em funcédo do tempo para todas as formulagdes estudadas frente a exposicéo a luz
UVA. Como outros retindides, a cadeia alquila da isotretinoina é propensa a

isomerizagao quando exposta a luz (YAP et al., 2005).
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Figura 11. Conteudo de isotretinoina em fungdo do tempo para as formulagdes de
nanoparticulas estudadas frente a irradiagdo com luz UVA. (n = 3/formulagéo).
Intensidade da luz de 1,19 + 1 mW/cm?2.
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Tabela 9. Concentragdes percentuais de isotretinoina em fungdo do tempo em
percentagens apos irradiacéo a luz UVA.

Tempo NC-BHT NC NE-BHT NE LIVRE
(min)

Zero 100 100 100 100 100
15 872+32  799+53 7601+52 815+23  87,1+27
30 716+45 655+34° 6540+29° 66,1+16% 796+25
45 63,2+05° 57,0+35° 579+55 585+21° 753+22
60 58403 512+15® 502+18" 517+31*° 728+02
90 532+1,3% 445+08% 457+04*° 463+26°° 66,8x25
120 452+12° 386+06™ 429+26% 432+13* 532+0,8
180 41,4+30 349+04° 396+35 375+01 347%07°
240 36,6 +22% 311+24% 353+24*° 323+20° 220+13
360 35,8+ 0,5° 24,3+1,3**° 30,2+1,0* 282+16*"° 0
480 32,6+1,4° 20,320,7*° 27,1+18* 20,8+2,0*"° 0

Valores representam a média de 3 formulagdes + desvio padrdo. °diferencga significativa em relagéo a
suspensao LIVRE (a = 0,05). *diferenca significativa em relagado a suspensdo NC-BHT (a = 0,05).
“diferenga significativa em relagdo a suspensdo NE-BHT (o = 0,05).

Apos 15 minutos de exposicao a luz UVA, cerca de 18 % do conteudo de
farmaco degradou para todas as formulagdes. Desse momento em diante, o perfil de
fotodegradagcdo das formulagdes modo

comegou a se comportar de

significativamente diferente.

Apos 8 horas de exposicao a luz UVA as concentragdes encontradas para as
formulagdes NC, NC-BHT, NE, NE-BHT e LIVRE foram, respectivamente, de 20,3 *
0,7 %, 32,6 £ 1,4 %, 20,8 + 2,1 %, 27,1 £ 1,8 % e zero.

A formulacdo LIVRE diferenciou-se significativamente de todas as outras
durante os primeiros 120 min de exposicado a luz UVA, mostrando um teor maior de

isotretinoina. Apds esse tempo, o conteudo de farmaco decaiu rapidamente e essa
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formulacao passou a apresentar teor de isotretinoina menor do que as suspensdes

nanoparticuladas.

A coloragdo da formulacdo LIVRE, que era alaranjada no inicio no
experimento, esmaeceu a partir de 90 min de exposicdo a luz. Em 240 min a
suspensao apresentava-se amarelo claro e, apos esse tempo, nao foi mais possivel
observar coloragdo amarela na formulagdo, o que pode ser explicado pelo teor de
isotretinoina que, a partir do tempo de 360 min, passou a ser insignificante, nao

sendo mais possivel detectar o farmaco com o método analitico empregado.

A maior instabilidade observada para a formulacédo LIVRE pode ser explicada
pelo contato direto da isotretinoina com a agua, ja que a isotretinoina degrada em
contato com oxigénio, e a agua contém aproximadamente 30 vezes mais oxigénio

que uma solugao etandlica, por exemplo (STIEFEL, 1997).

Para as formulagbes contendo nanoparticulas de isotretinoina, nao foi
possivel observar mudancgas significativas na coloragao a olho nu. A formulagado NC-
BHT, a partir dos 60 min de exposi¢ado a luz UVA, ja mostrou sua capacidade de
proteger a isotretinoina da fotodegradacéo. Essa diferenga de comportamento foi
observada até o final do experimento, sendo a protecdo mais eficiente que a

observada para as outras formulagbes (Figura 11).

A partir de 360 min até o final do experimento, foi possivel observar uma
diferenca significativa das duas formulagdes contendo BHT (NC-BHT e NE-BHT) em
relacio as demais estudadas, sendo que a NC-BHT diferenciou-se
significativamente de todas outras e a NE-BHT diferenciou-se de todas, exceto da
NC-BHT. Isso mostra a capacidade da nanocapsula em proteger a isotretinoina, que

protegeu o farmaco da degradagao além da protegcéo garantida pelo antioxidante.

Na Figura 12 é possivel visualizar os cromatogramas das formulagdes LIVRE,
NC-BHT, NC, NE-BHT e NE apds 8 horas de exposi¢ao a luz UVA. Observa-se o
aparecimento de um pico de degradacao logo apds o pico da isotretinoina, pico este
equivalente a tretinoina, principal produto de degradagao quando da exposi¢ao a luz
(MAIO et al., 2003; TASHTOUSH et al., 2008). Além disso, € possivel observar que

para a formulagdo LIVRE nao foi possivel detectar pico no tempo de retencdo da
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isotretinoina apdés 8 horas de exposigdo a luz, indicando que neste momento

totalidade do farmaco foi degradada.
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Figura 12. Cromatogramas apo6s 8 horas de exposi¢cédo a luz UVA das formulagdes
LIVRE (esquerda), NC-BHT, NC, NE-BHT e NE, respectivamente.

Os perfis de fotodegradagcdo da isotretinoina foram modelados conforme
descrito em 4.2.3 e os resultados encontram-se nas Tabelas 10 e 11. A formulagao
LIVRE foi adequadamente descrita pelo modelo monoexponencial de primeira ordem
enquanto as formulagdes nanoencapsuladas foram melhor descritas pelo modelo de

primeira ordem biexponencial.

Tabela 10. Modelagem cinética dos perfis de fotodegradacao da formulacao LIVRE
assumindo cinética mono-exponencial.

Formulag&o Tz (Min)  k (min™) MSC R

LIVRE 122,3 £ 4,1 0,0057 3,11a3,82 0,985a 0,992

Valores representam a média de 3 formulagdes + desvio padrao.
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Tabela 11. Modelagem cinética dos perfis de fotodegradacao das formulacbées NC, NC-BHT, NE e NE-BHT assumindo cinética

biexponencial.

Formulacéao (;;) (;)) (mT:Tl) m iﬁn'l) tip,.00 (Min) tipg (Min) MSC r

NC 52,3+ 3,1 48,0+ 2,0 0,032 £ 0,01 0,0018 £ 0,0002 22,27 +4,53 381,87 +46,16 5,04a5,55 0,999 a 0,999
NC-BHT 51,7+0,3 46,6+15 0,022 +0,0000 0,0008+0,0001 30,87+1,21 89450+68,42 3,31a4,99 0,991a0,998
NE 491+29 515+3,3 0,033+£0,0027 0,0018+0,0003 20,82+1,62 391,47+69,92 4,40a4,86 0,997 a0,998
NE-BHT 50,8 +3,7 48,6+3,9 0,037 +£0,012 0,0013 +0,0002 20,48+7,02 560,64 +90,55 4,28a4,69 0,997 a 0,998

Valores representam a média de 3 formulagbes + desvio padrao.
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Através das Tabelas 10 e 11 é possivel observar que todas as formulacdes
nanoparticuladas mostraram-se melhores em relagdo a LIVRE quanto ao efeito
fotoestabilizador. Quando livre, a isotretinoina mostrou valor de tempo de meia-vida
inferior (122,3 + 4,1 min) ao das formulagdes nanoparticuladas (381,87 + 46,16 min a
894,50 £ 68,42 min).

Em uma modelagem biexponencial de perfil de degradacdo a partir de
nanoparticulas, o primeiro termo da equacao representa a fase de liberagao rapida
do farmaco, também conhecida como burst. Durante essa fase, a isotretinoina que
foi degradada encontrava-se adsorvida a parede polimérica. O segundo termo da
equacgao corresponde a fase sustentada, que representa a fase de liberacao lenta e
descreve a degradacédo da isotretinoina que se encontra (dissolvida) encapsulada no
nucleo oleoso. Portanto, através desse experimento, foi possivel concluir que a
isotretinoina nao se encontra inteiramente no interior das nanoparticulas, sendo que
parte do farmaco se encontra adsorvido a superficie externa das nanoparticulas.
Baseado nos valores de A e B obtidos para todas as formulagdes (NC, NC-BHT, NE,
NE-BHT) pode-se concluir que aproximadamente 50 % da isotretinoina esteja no
interior das nanoparticulas e a outra metade adsorvida ou na interfase éleo/agua, no

caso das nanoemulsoes.

Avaliando o t; da fase de degradagao mais lenta () pode se observar que a
co-encapsulacdo com BHT aumentou significativamente o tempo de meia-vida de
degradagdo da isotretinoina em relagdo as outras formulagdes. Isso também é
observado quando avalia-se o ty, da fase de degradagao rapida (o), que também foi

maior para a NC-BHT.

Como observado na Tabela 11, a NE-BHT apresentou um potencial de
melhorar a fotoestabilidade da isotretinoina. No entanto, essa melhora foi menos
pronunciada que a observada para a NC-BHT, tanto para o t1» o quanto para o . A
estabilidade da isotretinoina provavelmente foi aumentada devido a dois
mecanismos de protecdo: a capacidade antioxidante do BHT e a capacidade da
nanocapsula e da nanoemulsédo de agirem como um fotoprotetor, espalhando a luz,
conforme descrito por WEISS-ANGELI e colaboradores (2008) para o

metoxicinamato de octila.
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Em resumo, todas as formulagdes nanoparticuladas foram capazes de
proteger a isotretinoina e diminuir sua degradagdo em suspensdes aquosas. Além
disso, a presenca de BHT melhorou a estabilidade do farmaco e seu uso simultaneo

com PCL mostrou os melhores resultados.

5.4. Preparacdo dos géis hidrofilicos contendo nanoparticulas

A hidroxietilcelulose (Natrosol®) é comumente utilizada na composicdo de
diversas formas farmacéuticas como agente suspensor, estabilizante ou agente de
consisténcia para emulsdes e formador de gel nao-ibnico, comportando-se como
fluido ndo-newtoniano com perfil reoldgico de carater pseudoplastico. Dentre as suas
propriedades fisico-quimicas destacam-se a estabilidade em uma ampla faixa de pH
(a viscosidade sofre pequenas alteragdes entre pH 2-12), a compatibilidade com
substancias anibnicas, nao-ibnicas, anfotéricas e catibnicas, a possibilidade de
obtencao do gel tanto a frio quanto a quente e nao necessidade de utilizacdo de
neutralizantes (BRAUN e ROSEN, 2000).

As caracteristicas citadas acima foram determinantes para a escolha da
hidroxietilcelulose como base para a incorporacdo das suspensdes, devido a
isotretinoina sofrer degradacdo em temperaturas elevadas, o que torna a
possibilidade de preparacao a frio de extrema importancia. A caracteristica hidrofilica
da hidroxietilcelulose também foi determinante para sua escolha, devido a maior
facilidade de formulagdes de carater lipofilico (como é o caso de nanocapsulas e
nanoemulsao), quando incorporadas em bases hidrofilicas, difundirem-se a partir do
veiculo, tornando-se disponiveis para permear as camadas da pele. O carater nao-
ibnico das formulagbes a base de hidroxietilcelulose também contribui para a
escolha deste polimero, pois a possibilidade de incompatibilidade com a isotretinoina

(carater acido) € minimizada.
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5.4.1 Determinacéo do pH e doseamento

Na Tabela 12 encontram-se os valores de pH dos hidrogéis analisados apés a

preparacao.

Tabela 12. Valores de pH dos géis GEL-NCBHT e GEL-LIVRE apds preparacao (dia
zero)

Géis pH
GEL-NCBHT 6,6+0,0
GEL-LIVRE 6,6 £0,1

Valores representam a média de 3 formulagbes

+ desvio padrao.

Os hidrogéis apresentaram valores de pH semelhantes, indicando que a
incorporacao da suspensao NC-BHT nao provocou alteragdo em relacdo ao pH do
hidrogel contendo isotretinoina na forma livre. Uma vez que o pH da pele varia de
4,0 a 7,0, estes hidrogéis se mostram adequados para aplicagdo cutanea (BARATA,
2002).

O doseamento de isotretinoina nos géis, apds preparagao, mostrou teor de 95
% para o GEL-NCBHT e 95 % para o GEL-LIVRE, em relagdo a concentragao

nominal de 0,5 mg/mL de farmaco.

5.4.2 Avaliacédo das caracteristicas reoldgicas dos hidrogéis

A reologia € tema de grande e crescente importancia para as industrias
cosmética e farmacéutica, tendo em vista que a consisténcia e o espalhamento dos
produtos devem ser reproduzidos de lote-a-lote, assegurando a qualidade
tecnolégica do produto acabado. Os géis hidrofilicos tém sido muito utilizados em
produtos cosméticos e como bases dermatoldgicas, pois apresentam facil
espalhamento, ndo s&o gordurosos e podem veicular farmacos variados (CORREA
et al., 2005).
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Os fluidos nédo-newtonianos (ndo descritos pela lei de Newton) sdo sistemas
complexos. Os liquidos complexos e preparagdes semi-sélidas apresentam
comportamento nao-newtoniano, o qual € caracterizado por variacbes da
viscosidade aparente em funcao da velocidade de cisalhamento aplicada a amostra.
O modelo matematico mais simples para exprimir o comportamento dos fluidos nao-
newtonianos é a lei da poténcia (Equacado 3). Esses sistemas podem ser
classificados quanto ao tipo de escoamento em reofluidificantes, quando n < 1
(pseudoplastico) ou reofluidificantes com valor de cedéncia (plasticos) e
reoespessantes (dilatantes), quando n > 1 (MARTIN et al., 1993; ALMEIDA e BAHIA,
2003; ALVES, 2007).

O comportamento reologico de um sistema e a viscosimetria tém sido
estudados com o objetivo de caracterizar e avaliar a estabilidade fisico-quimica dos
produtos diante dos efeitos causados pelo tempo, pela temperatura ou mesmo pela
incorporacao de substancias ativas e de carreadores de substancias, como € o caso
dos sistemas nanoparticulados (MILAO, 2003; ALVES, 2007). Uma forma de
quantificar a reologia dos fluidos € a medigcdo da tensao de cisalhamento em fungéo
da taxa de cisalhamento, que pode ser representada por um reograma através da
relacédo tenséo versus taxa de cisalhamento (WILKINSON e MOORE, 1990; ALVES,
2007).

O comportamento reoldgico € determinado pelo maior coeficiente de
regressao obtido da equagéo linear para o modelo matematico. Neste trabalho,
foram realizadas as analises reolégicas das amostras GEL-NCBHT, GEL-NCBr,
GEL-Br e GEL-LIVRE, e os resultados de taxas de cisalhamento e tensbes de
cisalhamento foram plotados (Figura 13) e tratados de acordo com a Equacgéo 3 ou
modelo de Oswald. Na Tabela 13 estdo descritos os valores dos coeficientes de

regressao linear e os parametros caracteristicos do modelo de Ostwald.

Analisando os reogramas e seus respectivos valores de coeficientes de
regressdo obtidos para as equacdes lineares, observa-se que as bases semi-
solidas, contendo diferentes formulagdes estiveram de acordo com o modelo

descrito por Ostwald.
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Figura 13. Perfis reolégicos dos hidrogéis GEL-Br, GEL-NCBHT, GEL-NCBr e GEL-
LIVRE descritos conforme modelo de Ostwald.

Tabela 13. Valores dos coeficientes de regressao linear (R?), indices de escoamento
(n) e de consisténcia (K) dos géis obtidos a partir de seus perfis reoldgicos.

Géis R2 N K (Pa.s")

GEL-Br 0,9994 + 0,0007 0,53+0,00 28,64 +0,54
GEL-NCBHT 0,9916 +0,0128 0,37 £0,03 34,15+ 1,93
GEL-NCBr 0,9940 + 0,0057 0,39+0,03 33,21+2,13
GEL-LIVRE 0,9968 £ 00,0010 1,21 +0,03 4,01+0,65

Valores representam a média de 3 géis + desvio padrao.

* diferencga significativa em relagéo ao tempo zero (o = 0,05).

Os indices de consisténcia (K) nao apresentaram diferengas significativas
com a adicao das nanocapsulas aos géis, indicando, portanto, que a adigdo das
suspensdes de nanocapsulas em completa substituicho a agua no preparo dos
hidrogéis ndo modificou o comportamento pseudoplastico originalmente observado
para os géis de hidroxietilcelulose. Por outro lado, quando a formulagédo contendo a

isotretinoina livre (LIVRE) foi adicionada ao gel (GEL-LIVRE), o gel resultando
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comportou-se de maneira diferente. Este resultado € evidenciado pela comparagao
dos valores de indices de escoamento (n). Os géis GEL-Br, GEL-NCBHT e GEL-
NCBr obtiveram valores menores que 1, diferentemente do GEL-LIVRE, com valor
de indice de escoamento (n) maior do que 1, fazendo com que o GEL-LIVRE néo
seja considerado um fluido pseudoplastico e sim reoespessante (dilatante). Segundo
ALMEIDA e BAHIA (2003), as preparagbes que apresentam comportamento
dilatante s&do dispersdes concentradas de particulas. Os espacos interparticulas sao
reduzidos e a quantidade de liquido presente € apenas a necessaria para preenché-
los. Quando a suspensao é agitada, o volume dos espagos interparticulas aumenta
e a quantidade de liquido se torna insuficiente para assegurar a lubrificacao,
resultando no aumento da resisténcia ao escoamento, ou seja, a viscosidade
aumenta com a taxa de cisalhamento. As preparagdbes com comportamento de
acordo com fluidos pseudoplastico sao caracterizadas pela diminuigcao da resisténcia

do material ao escoamento com o aumento da velocidade de deformacao.

5.4.3 Avaliacdo da alergenicidade das formulagfes géis

5.4.3.1 Teste de medida de edema de orelha (mouse ear swelling test - MEST)

O teste LLNA ¢ utilizado como ensaio na detecgao de resposta imunoldgica

aguda, ja o teste MEST detecta uma resposta cronica.

O controle positivo usado para este teste foi a oxazolona (0,3 %) que é capaz
de promover um aumento de 30 % da espessura da orelha em relacdo a medida
antes do desafio (KATO et al., 2002). A Tabela 14 mostra os resultados obtidos para
o teste de medida de edema de orelha (MEST), onde é possivel observar que a
percentagem de edema de orelha para o controle positivo foi de 129 e 133 %, ou
seja, cerca de 30 % a mais em relagéo ao valor de 100 % indicado pela espessura
da orelha antes da fase do desafio, corroborando com os dados encontrados na

literatura.

7



Resultados e Discussao

E possivel observar que todos os géis estudados, bem como o controle
negativo, obtiveram uma percentagem do edema de orelha de camundongo entre 91
e 104 %. Como esses valores foram menores que 110 % (ROBINSON et al., 1995),
€ possivel concluir que todas as formulacdes estudadas aplicadas topicamente nao
foram capazes de promover sensibilizagdo cutdnea em camundongos, indicando a

potencialidade destes veiculos para a administragao topica.

Tabela 14. Resultados do teste de medida de edema de orelha (MEST). Aumento
percentual do edema das orelhas.

Formulacdes testadas % do edema (24 h) % do edema (48 h)

GEL-NCBr 102 103
GEL-NCBHT 99 99
GEL-LIVRE 103 104
GEL-Br 96 99
Isotrex® 98 105
Controle negativo 95 91
Controle positivo 129 133

5.4.3.2 Testes de alergenicidade por ensaio do linfonodo local (local lymph

node assay — LLNA)

A Figura 14 mostra os resultados obtidos para o teste de alergenicidade por
ensaio do linfonodo local (LLNA). Os resultados estdo expressos como indice de

estimulagdo relativo ao valor do controle negativo.

E possivel observar que os indices de sensibilizacdo produzidos no teste
LLNA foram abaixo de 3 para todas as formulagbes estudadas. Em relagcédo aos géis
contendo isotretinoina, uma aplicacéo tépica de 3 doses de 25 pL dos géis do
farmaco na concentracdo de 0,05 % nao foram capazes de produzir sensibilizagao

cutédnea nos camundongos.
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Figura 14. Ensaio do linfonodo local (LLNA). Os resultados estdo expressos como
indice de estimulacédo relativo ao valor do controle negativo. A linha horizontal
grossa identifica um indice de estimulagao 3.

Em suma, a avaliagdo da alergenicidade dos géis, através dos testes MEST e
LLNA, mostrou que os géis contendo nanocapsulas de isotretinoina ou farmaco livre,

assim como a formulagdo comercial ndo sao potencialmente alergénicas.

5.5 Estudo de penetragdo cutanea em humanos por tape stripping

Participaram do estudo 23 voluntarios com idade entre 23 e 33 anos (média

26,9 anos), sendo desses 12 homens e 11 mulheres.

A Tabela 15 apresenta os resultados do experimento de retengdo sobre a
superficie cutanea equivalente a remog¢ao da primeira fita (retirada do excesso de
farmaco que nao sofreu retencdo cutanea) e penetragao no estrato corneo de gel de
isotretinoina na forma nanoencapsulada e livre em 15 min, 1, 3 e 6 horas apos
aplicacao cutanea. A Figura 15 ilustra o perfil comparativo de retencao cutanea da

isotretinoina nos dois géis.
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Através da Figura 15 é possivel observar que houve uma diferenca
significativa na retengao de isotretinoina no estrato cérneo em 15 min quando se
compara o GEL-NCBHT (27,3 £ 1,1 %) com o gel livre GEL-LIVRE (20,8 £ 2,5 %).
Por outro lado, em 1, 3 e 6 h n&o foi observada diferenga significativa na
porcentagem de penetragcédo cutdnea entre os dois géis. Resultados semelhantes em
relacdo a perfis de permeacao foram encontrados por SHAH e colaboradores
(2007), estudando a permeagao de nanoparticulas lipidicas sdélidas contendo
tretinoina pela técnica in vitro de células de difusdo de Franz, com amostras de pele
abdominal de ratos Wistar. Os autores compararam a permeagao de gel contendo
nanoparticulas lipidicas solidas e creme disponivel comercialmente Retinol-A®
(Janssen-Cilag, india). Os resultados mostraram perfis de permeacdo comparaveis,
pois a quantidade total de tretinoina permeada durante 12 h de estudo ndo mostrou

diferencas significativas comparando-se as duas formulagdes.

Tabela 15 Isotretinoina retida na superficie cutanea e permeada no estrato cérneo
apos aplicagao topica de géis hidrofilicos contendo 0,05 % do farmaco.

Tempo GEL-NCBHT GEL-LIVRE GEL-NCBHT GEL-LIVRE
Sobre a pele Sobre a pele Estrato Corneo Estrato Corneo
(%) (%)
(%) (%)
15 min 69,3 + 8,6 78,45+ 5,45 27,3+ 1,1 20,8 £ 2,5**
1h 66,5+ 6,8 72,4 +51 25,7 +3,9 253+3,7
3h 59,2 £ 6,2 55,5+7,0 25,0+£6,0 253148
6h 63,7174 59,5+ 10,8 22,8 +4,7 21,5+4,6

* percentual em relagcdo a dose de 32 pg aplicada; valores representam meédia + desvio padrao;
**diferenca significativa em relagdo ao GEL-NCBHT (o = 0,05).
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Figura 15. Penetracao de isotretinoina no estrato cérneo comparando GEL-NCBHT
e GEL-LIVRE 15 min (n=3),1Th(n=6),3h (n=9)e 6 h (n=>5)apds aplicacédo
cuténea das formulagdes. *Diferencga significativa (o = 0.05).

O tamanho médio das particulas contidas na formulacado LIVRE utilizada para
o preparo do GEL-LIVRE foi determinado seguindo-se metodologia descrita no item
4.2.2.3, resultando em um didametro de 1775,7 + 105,9 nm. Comparadas com o
tamanho médio das particulas contidas na suspensdo NC-BHT (230,8 + 9,4 nm)
utilizada para preparo do GEL-NCBHT, as particulas contidas no GEL-LIVRE foram
aproximadamente 7,7 vezes maiores. Portanto, a diferenca observada na
penetracao de isotretinoina no tempo de 15 min pode ser explicada pelo fato do
GEL-LIVRE conter o farmaco disperso em particulas com tamanhos maiores que os
observados para o GEL-NCBHT, fazendo com que a isotretinoina livre demore mais
tempo para permear, uma vez que as particulas de farmaco tém que dissolver para

sofrer penetragao.

Como a penetragao da isotretinoina no estrato corneo foi mais rapida quando
nanoencapsulada do que quando livre, atingindo niveis médios 31 % maiores em 15
min, pode-se inferir que a nanoencapsulagao protege o farmaco da degradagao
tanto pela sua estrutura e componentes da formulacdo quanto pelo fato de retirar
mais rapidamente o farmaco da superficie cutdnea, onde esta mais susceptivel a

degradagdo pela presenca de luz, diminuindo a formacdo de produtos de
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degradagdo como a tretinoina, a qual possui efeitos colaterais mais pronunciados
sobre a pele que a isotretinoina (SAMPAIO et al., 1997). Além disso, evitando que
certa quantidade de isotretinoina degrade antes de penetrar, € possivel obter o
efeito desejavel quase que total desse farmaco que atualmente é o melhor retindide
utilizado para o tratamento da acne (ZOUBOULIS, 2006).
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Conclusdes

K/

+ Foi possivel obter nanocapsulas contendo isotretinoina nas concentragdes de
0,5; 1,0 e 1,5 mg/mL através do método de nanoprecipitacdo e nanoemulsado na
concentragdo de 0,5 mg/mL através do método de emulsificacdo espontanea, que

apresentaram caracteristicas fisico-quimicas adequadas para a utilizacado cutanea.

< A presenca de BHT é importante para a estabilidade da isotretinoina
nanoencapsulada e seu uso simultdneo com poli(e-caprolactona) mostrou
sinergismo, resultado em melhoria da estabilidade durante o armazenamento a
temperatura ambiente e ao abrigo da luz e frente a luz UVA, em comparagao com o

farmaco livre.

% A degradacéo da isotretinoina nanoencapsulada mostrou um perfil compativel
com modelo biexponencial de primeira ordem, sugerindo que apenas 50 % do
farmaco encontra-se no nucleo oleoso da particula, estando a outra parte associada

a superficie da mesma.

% A utilizacdo das suspensbdes de nanocapsulas contendo 0,5 mg/mL de
isotretinoina em total substituicho a agua, na preparacdo dos hidrogéis de
hidroxietilcelulose, ndo modificou o comportamento pseudoplastico original desse

polimero, produzindo géis compativeis para utilizagdo cutanea.

% A avaliacdo da alergenicidade dos hidrogéis de hidroxietilcelulose contendo
nanocapsulas de isotretinoina 0,05 %, através dos testes MEST e LLNA, mostrou

gue essas nanoparticulas ndo sao alergénicas.

K/

« A técnica de tape stripping em humanos mostrou que a penetragao no estrato
cérneo 15 min apds a aplicagéo cutanea de hidrogel de hidroxietilcelulose contendo
isotretinoina nanoencapsulada 0,05 % €&, em média, 31 % maior do que a
penetragcdo da isotretinoina livre. Apds esse tempo, penetracdo do farmaco nao

mostrou diferencga significativa na forma livre ou nanoencapsulada.
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Anexo 1

Validacdo de metodologia analitica para quantificacdo da isotretinoina nas

suspensdes de nanoparticulas

A validacdo analitica obedeceu aos critérios estabelecidos pela International
Conference on Harmonisation of Techinical Requirements for Registration of
Pharmaceutical for Human Use (ICH, 1996) e da Resolugdo 899 da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria, que disponibiliza o Guia para Validagdo de Métodos
Analiticos e Bioanaliticos (BRASIL, 2003c). Os parémetros avaliados foram
linearidade, precisdo intermediaria, repetibilidade, exatidao, limites de deteccéo e

quantificagao.

A isotretinoina nas formulagdes foi quantificada utilizando CLAE. As

condigbes cromatograficas utilizadas estao descritas na Tabela 1-A1.

Tabela 1-Al. Condigbes cromatograficas utilizadas para a quantificacdo da
isotretinoina nas suspensdes de nanoparticulas

Caracteristica Descricao

Coluna Nova-Pack C+g, (150 mm x 3,9 mm, 4 pym) (Waters®)
Pré-coluna SecurityGuard C1g,Phenomenex®

Fluxo 1,4 mL/min

Volume de injecdo 50 pL

Deteccao Sensibilidade média, ganho 16 vezes, resposta 4.
Acetonitrila:etanol:acido acético glacial 1 % (68:8:24, v/v/v),
Fase movel PH aparente 4. APOS a preparagéo, a fase mével foi filtrada em
membranas de polivinilideno (0,45 ym, 47 mm, MiIIipore®).

CLAE (Shimadzu®) composto de: bomba LC-10ADVP,
controlador de sistema SCL-10AVP, autoinjetor SIL-10ADVP,

Equipamento detector de fluorescéncia RF-10AXL, software Shimadzu®
CLASS-VP (verséo 6.12)
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1 Linearidade

A curva padrao foi preparada pela diluigdo de aproximadamente 0,01 g de
isotretinoina em 50 mL de acetonitrila e, posteriormente, diluicdo de aliquotas dessa
solucado-mae em acetonitrila, de modo a obter as concentracdes de 1, 2, 4, 8, 16 e
20 pg/mL. Estas ultimas foram filtradas em membrana de polivinilideno (0,45 pym, 13

mm, Millipore®) antes da injegdo no cromatdgrafo.

Para o estudo da linearidade, foram preparadas e avaliadas trés curvas de
calibracdo, uma por dia com leituras em ftriplicata, em trés dias consecutivos, nos
seis niveis de concentracao conforme descrito acima. A partir de cada curva, foram
determinados o coeficiente de correlagao, interseccdo com o eixo y, o coeficiente
angular, a soma residual dos quadrados minimos da regressao linear e coeficiente

de variagéo percentual (CV %).

Nesses niveis de concentracdo a quantificagcdo da isotretinoina foi linear, o
que pode ser visualizado pela Figura 1-A1, sendo o coeficiente de correlagéao
superior a 0,99, de acordo com os guias de validagao vigentes (ICH, 1996; BRASIL,
2003). Segundo analise da variancia, verificou-se regressao linear significativa e

desvio da linearidade néo significativo (p < 0,05).
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Figura 1-Al. Representacao grafica da curva de calibragcdo média de isotretinoina,
quantificada através de CLAE-fluorescéncia (Shimadzu®)
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Os limites de deteccdo e quantificacdo foram calculados matematicamente
através da relagao entre o desvio padrdao da curva de calibragdo e sua inclinacao,
usando o fator multiplicador sugerido pela norma ICH (1996), conforme demonstrado

nas equacoes 1 e 2:
LD=3,33DP/B (Eq. 1-A1)
LQ= 10DP/B (Eq. 2-A1)

onde LD ¢ o limite de detecgéo; LQ é o limite de quantificagao; DP é o desvio padréo

da reta de calibragdo e B é o coeficiente angular da reta de calibragéo.

Os valores obtidos foram 0,147 ug/mL para o limite de detecgdo e 0,440

Mg/mL para o limite de quantificagao.

2 Repetibilidade e preciséo intermediaria

A preciséo foi avaliada através da repetibilidade (precisédo intra-dia ou intra-
corrida) e precisao intermediaria (precisao inter-dia ou inter-corridas) preparadas a
partir da formulagdo NC-BHT. Para essas determinagdes, 6 solu¢des diferentes de
uma mesma concentracdo (5 ug/mL) foram preparadas e injetadas, em triplicata,
durante 3 dias consecutivos. Os resultados foram expressos em termos de desvio

padrao relativo (DPR) e estdo apresentados na Tabela 2-A1.

Para ambos os estudos os valores de desvios padrbes relativos foram
inferiores a 5 %, demonstrando repetibilidade e precisdo intermediaria adequadas

para o método analitico em questdo (BRASIL, 2003c).
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Tabela 2-Al. Valores experimentais obtidos nos ensaios de repetibilidade e precisao
intermediaria em trés dias diferentes.

DPRDial DPRDia2 DPRDia3 Média

Concentracao
(%) (%) (%) (%)
Isotretinoina
0,57 1,17 1,71 1,15
5 pg/mL
3 Exatidao

A exatidao foi determinada através do teste de recuperacdo, adicionando-se
uma quantidade conhecida de farmaco (2 ug/mL) a solugdo amostra (NC-BHT),
resultando nas concentracoes de 4, 8 e 16 ug/mL. Como observado na Tabela 3-A1,
os valores percentuais de isotretinoina recuperados a partir das solugbes-amostra

encontram-se dentro dos intervalos permitidos (ICH, 1996).

Os cromatogramas apresentados mostram a especificidade do método para a
avaliagao da isotretinoina a partir das amostras de nanocapsulas, demonstrando que
nao ha interferentes de outros componentes da formulagdo na quantificagdo do

farmaco (Figura 2-A1).

Tabela 3-Al. Avaliacdo da exatiddo do método analitico de doseamento da
isotretinoina em nanocapsulas (n = 3)

Concentracao de isotretinoina Concentragdo + DP (exatid&o %)

(Mg/mL)

4,00 4,04 + 0,01 (102,5)
8,00 7,98 + 0,02 (100,8)
16,00 15,92 + 0,05 (99,6)
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Figura 2-Al. Cromatogramas de CLAE para o método analitico de doseamento da
isotretinoina em nanocapsulas. (A) Nanocapsulas brancas; (B) Amostra da curva
padrdo na concentragao de 20 ug/mL; (C) Amostra de suspensado de nanocapsulas
na concentragdo de 5 pg/mL.

Considerando que os resultados apresentados para linearidade,
repetibilidade, precisao intermediaria e exatidao encontram-se em concordancia com
as especificacdes oficiais, este método analitico € adequado para a quantificagao da

isotretinoina em suspensdes de nanocapsulas.
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Adaptacdo de metodologia analitica para quantificacdo da isotretinoina nas
fitas adesivas e nos géis

A medida da concentracdo total de isotretinoina nas fitas adesivas e para o
teor de farmaco nos géis foram realizadas por CLAE utilizando sistema Waters® com
metodologia adaptada a partir de TASHTOUSH e colaboradores (2006). As
condigbes cromatograficas utilizadas estao descritas na Tabela 1-A2.

Tabela 1-A2. Condigbes cromatograficas utilizadas para a quantificacdo da
isotretinoina nas fitas do tape stripping e nos géis

Caracteristica Descricédo

Coluna Nova-Pak C1s, (150 mm, 3,9 mm, 4 pm) (Waters®)
Pré-coluna SecurityGuard C+s (Phenomenex®)

Fluxo 1,0 mL/min

Volume de injecao 50 pL
Deteccéao Ultravioleta, 342 nm
Fase movel Acetonitrila e acido trifluoroacético 0,01 % (85:15, v/v)

CLAE (Waters®) 746 composto de: Integrador data Module
Waters® 746, bomba e controlador de fluxo Waters® 600,
injetor automatico Waters® 717, detector ultra-violeta
Waters® 2487, software Millenium.

Equipamento

1 Linearidade

A curva padrao foi preparada pela diluigdo de aproximadamente 0,01 g de
isotretinoina em 20 mL de acetonitrila e a partir desta solugdo-mae, a diluicdo de
aliquotas em acetonitrila nas concentragdes de 2,5, 5 e 10 pg/mL. A partir do ponto

de 10 pg/mL obteve-se aliquotas de 0,2; 0,5 e 1 pg/mL. Obtendo-se assim uma
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curva padrao de 0,2; 0,5; 1; 2,5; 5 e 10 pg/mL filtradas em membrana de
polivinilideno (0,45 pm, 13 mm, Milipore®) antes da injecdo de 50 pL no

cromatégrafo.
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Figura 1-A2. Representagao grafica da curva média de isotretinoina, quantificada
através de CLAE- UV (Waters®)

Nesses niveis de concentracdo a quantificagcdo da isotretinoina foi linear, o
que pode ser visualizado pela Figura 1-A2, sendo o coeficiente de correlagcéao
superior a 0,99, de acordo com os guias de validac¢ao vigentes (ICH, 1996; BRASIL,
2003c). Segundo anadlise da variancia, verificou-se regressao linear significativa e

desvio da linearidade n&o significativo (p < 0,05).

Os limites de detecgao e quantificagdo foram calculados matematicamente
através da relagao entre o desvio padrdo da curva de calibragdo e sua inclinagao,
usando o fator multiplicador sugerido pela norma ICH (1996), conforme demonstrado
nas equacdes 1 e 2 do Anexo 1. Os valores obtidos foram 0,082 ug/mL para o limite

de deteccéao e 0,245 ug/mL para o limite de quantificagao.
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2 Especificidade

A especificidade do método analitico para avaliagao da isotretinoina nas fitas
adesivas foi feita doseando-se apenas a fita adesiva em acetonitrila. Também foi
feita um tape stripping de regido do brago de cada voluntario que n&o recebeu gel.
Desta forma, foi possivel verificar que o método analitico foi especifico para este tipo

de analise.

Considerando que os resultados apresentados para linearidade e
especificidade encontram-se em concordancia com as especificagcdes oficiais, este
método analitico pode ser considerado adequado para a quantificacdo da
isotretinoina nas fitas de tape stripping e nos hidrogéis contendo suspensao de

nanocapsulas.
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Avaliacado da penetracao cutanea da isotretinoina pela técnica tape stripping in vivo.

Informacdes sobre a pesquisa

Esta pesquisa sera realizada na Faculdade de Farmacia da Universidade Federal do
Rio Grande do Sul (UFRGS), Porto Alegre. O objetivo deste trabalho é verificar a
penetracdo na pele da isotretinoina, que é um farmaco utilizado para o tratamento
da acne, gel. Serdo utilizados dois géis contendo isotretinoina, um contendo este
farmaco na sua forma livre e outro encapsulado por um polimero biodegradavel,
visando aumentar a estabilidade do principio ativo bem como podendo melhorar sua
penetracdo na pele, proporcionando uma melhora no tratamento da acne. Para
possivel comparacdo da penetracdo desses dois produtos, sera utilizada uma
técnica chamada tape stripping, que consiste em uma unica aplicagao dos produtos
na forma de gel no antebrago dos voluntarios com posteriores remogdes do estrato
cérneo com auxilio de uma fita adesiva semelhante a fita duréx. E uma técnica
minimamente invasiva e indolor, pois sao retiradas apenas as células mortas
superficiais da pele. Este estudo faz parte da dissertacdo de Mestrado da
Farmacéutica Candice Felippi que esta disponivel para fornecer qualquer informacao
complementar em relagdo a pesquisa.

Informacdes sobre as avaliacdes a serem realizadas em mim

Sera aplicado na pele dos dois antebragos gel contendo isotretinoina em 4 areas de
16 cm? (4 x 4 cm) cada, ou seja, 2 locais em cada antebraco.

A quantidade de farmaco que penetra na pele sera verificada através da técnica tape
stripping, que consiste na remocgéo do estrato cérneo com o auxilio de fitas adesivas.
Primeiramente o produto sera aplicado na pele e ficara por um periodo de 15 min, 1
hora, 3 horas ou 6 horas, dependendo do tempo que vocé se dispor a participar do
estudo. Apds serdo realizadas as remocgdes com as fitas, cortadas em tamanho de
aproximadamente 5 x 5 cm, totalizando 14 remogdes em cada local. Ser&o tiradas
fotos do antebraco antes, durante e apds os procedimentos.

Sua participacao voluntaria na pesquisa podera contribuir para o desenvolvimento
de produto contendo isotretinoina mais estavel e eficaz para o tratamento da acne.

Riscos e Desconforto

Podera ocorrer vermelhiddo, coceira e dor em aproximadamente, 90 %, 30 % e 5 %,
respectivamente, na regido do antebrago estudada. Embora n&o sejam esperados
outros desconfortos, se surgirem outras anormalidades, estas serdo avaliadas de
modo pertinente, com as despesas cobertas pelo projeto de pesquisa.
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Informacéao de confidencialidade

Os valores obtidos nos resultados das avaliagbes desse estudo somente serdo
usados para divulgagdo e/ou publicagcdo. Em hipdtese alguma serdo expostos os
nomes ou qualquer outra informacgao a respeito dos participantes do estudo.

Liberdade de consentimento

A permissao para realizar as avaliagdes e a participagao neste estudo é voluntaria.
Eu estou livre para este consentimento a qualquer momento, podendo desistir das
avaliagdes ou do programa quando julgar conveniente.

Eu declaro que fui informado sobre todos os procedimentos da pesquisa, que recebi
de forma clara e objetiva todas as explicagdes pertinentes ao projeto. Eu
compreendo que neste estudo, as medigdes do experimento/procedimentos de
tratamento serao feitas em mim. Estou de acordo em participar da pesquisa.

Nome por extenso:

Assinatura:
Candice Felippi : Fone: (51) 8471 4000
Teresa Dalla Costa: Fone: (51) 33 08 54 18
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