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RESUMO

Objetivos: objetivo geral deste trabalho foi avaliar a penetragdo cutanea da
isotretinoina nanoencapsulada e livre utilizando técnicas de microdialise e tape
stripping in vitro. Métodos: A viabilidade da utilizagdo da técnica de microdialise para
avaliar o perfil farmacocinético da isotretinoina apés aplicagao tépica foi investigada
através da determinagdo da recuperacdo relativa (RR) in vitro por dialise e
retrodialise. A influéncia da concentragdo, do fluxo de perfusdo e a ligacdo do
farmaco a tubulagdo das sondas de microdialise foram investigadas. A metodologia
analitica para quantificacao do farmaco em microdialisado foi validada. Em seguida,
as penetragbes cutdneas da isotretinoina livre e nanoencapsulada incorporada em
géis hidrofilicos foram comparadas através da técnica de tape stripping in vitro em
células de difusdo de Franz utilizando pele humana e pele de porco. Para garantir a
integridade das formulagdes, a estabilidade fisico-quimica das mesmas foi avaliada.
Os resultados de penetragao cutanea foram comparados com os resultados in vivo
obtidos em trabalho prévio do grupo de pesquisa. Resultados e Conclusdes: Um
método analitico simples e rapido para a determinagcdo de isotretinoina em
microdialisado foi validado de acordo com o FDA. A RR mostrou-se concentragao
independente e observou-se que ha diferencas significativas entre as RR avaliadas
pelos dois métodos utilizados, sendo a recuperagao por retrodialise 2,7 a 3,5 vezes
superior que a obtida por dialise para os fluxos investigados. O farmaco aderiu as
tubulagbes da sonda de microdialise devido a sua lipofilicidade. Os hidrogéis de
isotretinoina apresentaram estabilidade durante 2 meses de estocagem a 4 °C. Os
experimentos de tape stripping in vitro mostraram que a isotretinoina nao foi
encontrada no compartimento receptor apés 8 h, para ambas as formulagdes. A
nanoencapsulacédo aumentou a penetracao e prolongou a liberagdo da isotretinoina
no estrato cérneo de ambas as peles. A penetragdo cutdnea em ambas as peles
mostrou proporgdes similares para as duas formulagbes embora diferentes
quantidades de farmaco tenham sido detectadas no estrato corneo. A pele de porco,
mais permeavel que a pele humana, € apropriada para prever a penetragao cutanea
da isotretinoina no estrato cérneo humano in vitro (R = 0,79). O método in vitro ndo
foi capaz de prever a penetracido cutanea da isotretinoina in vivo.

Palavras-chave: isotretinoina, nanocapsulas poliméricas, microdialise, tape stripping

in vitro, pele humana, pele de porco.






ABSTRACT

Assessment of Cutaneous Penetration of Isotretinoin-loaded Nanocapsules by
Tape Stripping In Vitro in Human and Pig Skin

Objectives: The aim of the present work was to assess the cutaneous penetration of
isotretinoin free and loaded into polymeric nanocapsules using microdialysis and tape
stripping in vitro. Methods: The feasibility of using microdialysis to determine the
pharmacokinetic profile of isotretinoin after topical application was investigated
through assessment of relative recovery (RR) in vitro by dialysis and retrodialysis.
The influence of isotretinoin concentration, perfusion flow rate and drug binding to the
probes were determined. The analytical method for quantification of microdialysate
samples was validated. Furthermore the cutaneous penetration of isotretinoin free
and loaded nanocapsules incorporated in hydrogel formulations were compared by
tape stripping in vitro using Franz-type diffusion cells with excised human and pig
skin. In order to ensure the integrity of the formulations used in this study, the
chemical and physical stabilities were evaluated. The results of cutaneous
penetration were compared with the results of tape stripping in vivo acquired in a
previous study of our group. Results and Conclusions: A simple and rapid
analytical method for quantification of isotretinoin in microdialysate samples was
validated according to FDA. RR was concentration independent but method
dependent under the conditions investigated being the retrodialysis recovery 3.5 to
2.7 times higher than the dialysis. Isotretinoin bound to the microdialysis tubing due
to its high lipophilicity. The hydrogels showed storage stability for 2 months at 4 °C. In
vitro tape stripping in human and pig skin showed that no isotretinoin reaches the
receptor compartment for both formulations up to 8 h. Nanoencapsulation increased
isotretinoin skin penetration for both stratum cornea and prolonged drug release.
Similar proportion of cutaneous penetration for human and pig skin were observed
although different amounts of drug were detected at the stratum corneum of both skin
specimens. Pig skin, more permeable than human skin, is suitable for predicting
cutaneous penetration of isotretinoin in humans in vitro (R = 0.79). The in vitro
experiments were not suitable to reflect the in vivo results for percutaneous
penetration of isotretinoin.

Keywords: isotretinoin, polymeric nanocapsules, microdialysis, tape stripping in vitro,

human skin, pig skin.
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Introducao

A acne vulgaris € uma doenga cutanea crbnica, muito comum em
adolescentes e adultos jovens, afetando mais de 90% dos homens e 80% das
mulheres em todos os grupos étnicos (YOSIPOVITCH et al., 2007). A isotretinoina
ou acido 13-cis retindico vem sendo comercializada, desde a sua aprovacio pelo
FDA em julho de 1982 como Accutane®, para o tratamento de acne nodular severa.
Recentemente, a terapia tdpica com isotretinoina tem sido utilizada também em
casos de acne comedonal ou papulopustular de leve a moderada, para pacientes
que nao respondem aos antibidticos (LAYTON, 2006). Desde sua introdugcdo no
mercado, a isotretinoina permanece sendo o farmaco mais eficaz disponivel na
terapéutica, revolucionando o tratamento anti-acne (STRAHAN e RAIMER, 2006;
ZOUBOULIS, 2006).

Apesar da natureza quase impermeavel da pele, algumas substancias sao
capazes de penetra-la (DEGIM, 2006), sendo o estrato corneo crucial no controle da
absorgao percutanea dos mesmos (ASBILL e MICHNIAK, 2000; HADGRAFT, 2001;
DEGIM, 2006).

A penetracdo transdérmica e a biodisponibilidade sistémica resultante da
aplicacao topica da isotretinoina ainda nao foram largamente investigados. Sabendo-
se que embriotoxicidade e teratogenicidade, ja comprovados apos uso oral, s&do os
maiores obstaculos a serem avaliados no uso terapéutico dos retindides,
informacdes sobre a penetracdo cutanea apds uso tépico sdo necessarias para
garantir o uso seguro desse farmaco, além de fornecer informagdes a respeito da
sua eficacia (KRAUTHEIM e GOLLNICK, 2003).

Além da teratogenicidade, outros efeitos adversos bastante comuns a classe
dos retindides quando aplicados topicamente sao eritema, escamacao e irritacéo
cutanea. Inicialmente, acreditava-se que os efeitos de irritagcdo cutdnea provocados
pela isotretinoina eram essenciais para obtencdo do efeito terapéutico. Hoje 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. A acne também
pode ocasionar uma alteracdo das condi¢cbes da pele e, em consequéncia, pode

modificar os processos difusionais de farmacos, de modo que, numa inflamacao
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cutanea, com a perda do estrato corneo e queratinizagao alterada, a permeabilidade
pode aumentar (BARRY, 2005).

Nos ultimos 30 anos, diferentes sistemas carreadores tém sido estudados
com o intuito de controlar a liberagao de farmacos em sitios de agcao especificos,
otimizar a velocidade de cedéncia, gerando respostas adequadas por periodos de
tempo prolongados, otimizar regimes posologicos, e ainda, melhorar o indice
terapéutico, ao aumentar a eficacia e/ou reduzir a toxicidade de farmacos, reduzindo
a absorgao sistémica (BARRAT, 2003; SCHAFFAZICK et al., 2003; GUTERRES et
al., 2007).

A aplicagdo topica de carreadores coloidais tem como objetivo promover uma
maior retencdo do farmaco no sitio de administragcdo, de maneira que a liberagao
sustentada desses farmacos nanoencapsulados pode suprir a pele por um periodo
de tempo prolongado e propiciar a possibilidade de redugdo da absorgao sistémica e
dos efeitos adversos em sitios ndo especificos, reduzindo a irritagdo provocada pelo
farmaco no local de administracdo, proporcionando indices terapéuticos mais
adequados (YOKOYAMA e OKANO, 1996; BARRATT, 2003).

Nesse contexto, nanocapsulas de isotretinoina foram desenvolvidas em nosso
grupo de pesquisa com o intuito de aumentar a penetracdo cutanea deste farmaco,
promovendo um aumento do indice terapéutico, impedindo a sua absorcao sistémica
e reduzindo os efeitos adversos comumente apresentados no uso cutdneo. Além
disso, as nanocapsulas promoveram a melhora da estabilidade desse farmaco. A
penetracédo cutanea in vivo em humanos dessas nanocapsulas através da técnica de
tape stripping foi avaliada em uma dissertacdo de mestrado vinculado a esse
Programa de Pd6s-Graduacgao (FELIPPI, 2008).

Cabe ressaltar que nao ha relatos na literatura associando-se nanocapsulas e
isotretinoina, e que somente a associagdo da isotretinoina a dois nanocarreadores
diferentes foi encontrada. Liu e colaboradores (2007) desenvolveram nanoparticulas
lipidicas solidas de isotretinoina e aplicaram-na topicamente. O estudo de
permeacao in vitro mostrou que quantidades semelhantes de farmaco foram
encontradas no estrato cérneo tanto a partir aplicagdo das nanoparticulas quanto do

farmaco livre, no entanto, a inclusdo da isotretinoina nesse nanocarreador € capaz
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de evitar a captagao sistémica do farmaco, mostrando-se promissora nesse sentido.
Além disso, lole e colaboradores (2005) avaliaram a fotoestabilidade da isotretinoina

incorporada em lipossomas e observaram melhora da estabilidade.

Visando avaliar o comportamento tépico da isotretinoina nanoencapsulada
aplicada sobre a pele, este trabalho prop6s a determinacéo da viabilidade de utilizar
a microdialise como técnica de avaliacdo da penetracdo cutanea da isotretinoina,
bem como, a utilizagdo da técnica de tape stripping in vitro em pele humana e pele
de porco para determinacido da quantidade de farmaco capaz de penetrar o estrato
cérneo e posterior comparagao com o estudo in vivo em humanos desenvolvido em

NOSSO grupo.

Sendo assim, objetivo geral deste trabalho foi avaliar a penetracéo cutanea da
isotretinoina nanoencapsulada e livre utilizando técnicas de microdidlise e tape

stripping in vitro.
Os objetivos especificos desta dissertagao foram:

e Avaliar a estabilidade da isotretinoina livre e nanoencapsulada incorporada em

gel hidrofilico;

e Determinar a viabilidade da utilizacdo da técnica de microdiadlise para avaliar a

penetracdo cutédnea da isotretinoina;

e Comparar a penetracdo cutadnea da isotretinoina livre e nanoencapsulada pela

técnica de tape stripping in vitro em pele de porco e humana;

e Comparar os resultados de tape stripping in vitro, obtidos neste trabalho, com os

resultados in vivo obtidos em trabalho prévio do grupo de pesquisa.
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1. Acne

A acne vulgaris € uma doenga cutdnea crbnica, muito comum em
adolescentes e adultos jovens, afetando mais de 90% dos homens e 80% das
mulheres em todos os grupos étnicos (YOSIPOVITCH et al., 2007). Frequentemente,
a acne inicia antes da puberdade, quando os andrégenos produzidos por glandulas
adrenais estimulam as glandulas sebaceas e o epitélio folicular. Na adolescéncia, a
acne passa a adquirir sua forma caracteristica em individuos suscetiveis e o0 seu
aumento neste periodo ocorre principalmente devido aos andrégenos produzidos
pelos ovarios e testiculos (SHALITA, 2004; KRAKOWSKI et al., 2008). A patogénese
da acne é complexa e multifatorial. Muitos eventos envolvidos nessa doencga ainda
permanecem desconhecidos e frequentemente sao objetos de discussoes
controversas (THIELITZ et al., 2006; KRAKOWSKI et al., 2008).

Inicialmente, acreditava-se que a colonizagcdo por Propionibacterium acnes
era a causa direta da acne. No entanto, ao longo dos anos, diversas pesquisas
demonstraram que esta bactéria reside normalmente na pele humana (EVANS et al.,
1950 apud FARRAR e INGHAM, 2004)" e que a introdugdo de P. acnes na pele
induz respostas inflamatérias (GILCHRIST, 1903 apud FARRAR e INGHAM, 2004)’.
Estes indicios e comprovagdes cientificas determinaram a hipétese mais consagrada
na atualidade, a de que P. acnes nao esta diretamente relacionada com a causa da
acne, mas € um fator que contribui significativamente nos estagios inflamatérios da
doenca (FARRAR e INGHAM, 2004).

Adicionalmente sabe-se que ha uma forte influéncia genética sobre o padrao
de expressao da acne (SHALITA, 2004) e que a sua causa primaria esta relacionada
com a obstrucdo dos canais pilossebaceos. Esta obstrugdo se deve a pelo menos
quatro fatores patogenéticos distintos (Figura 1): (i) padrdo anormal de
queratinizagdo com aumento da proliferacdo do epitélio folicular e aumento da

coesao entre os queratinécitos; (i) aumento da produgdo de sebo, o que parece

! EVANS, C.A.; SMITH, W.M.; JOHNSON, E.A,, et al. Bacterial flora of the normal human skin. The
Journal of Investigative Dermatology, v. 15, p. 305-324, 1950 apud FARRAR, M.D.; INGHAM, E.
Acne: Inflammation. Clinics in Dermatology, v. 22, p. 380-384, 2004.

2 GILCHRIST, T.C. The etiology of acne vulgaris. J Cutan Dis Syphil, v. 21, p. 107-120, 1903 apud
FARRAR, M.D.; INGHAM, E. Acne: Inflammation. Clinics in Dermatology, v. 22, p. 380-384, 2004.
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estar relacionado a um controle genético com estimulagdo de hormdnios
androgenos; (iii) colonizagdo do foliculo por P. acnes e (iv) indugdo da resposta
inflamatéria (KRAUTHEIM e GOLLNICK, 2003; FARRAR e INGHAM, 2004).

—{ Andrégenos }—

Sebdcitos | | Queratindcitos

Seborréia | | Descamacéo Folicular

Alteracao do ambiente folicular

| Colonizagéo por P. aches |

| Inflamacgao |

Figura 1. Patogénese da acne (Adaptado de GOLLNICK et al., 2003).

O aumento da excrecdo de sebo, considerado um dos principais fatores
envolvidos na patofisiologia da acne (ZOUBOULIS, 2004), e os efeitos dos
andrégenos sobre o epitélio folicular aumentam o numero e a coes&o entre as
células no canal folicular, propiciando a formag¢ao dos microcomeddes, 0s primeiros
tipos de lesdes sub-clinicas formadas pela acne. Além disso, os foliculos também
podem sofrer colonizagcédo por P. acnes o que leva a produgao de inumeros fatores
extracelulares pro-inflamatérios. Os microcomeddes, portanto, podem evoluir para
comeddes (lesbes nao-inflamatérias), ou papulas, pustulas e ndodulos (lesbes
inflamatdrias) (GOLLNICK et al., 2003; SHALITA, 2004; THIELITZ et al., 2006).

Os fatores patogenéticos que induzem a formacédo dos microcomeddes sao
hipersseborréia, hiperproliferacédo e diferenciagdo anormal do epitélio folicular. Os
microcomeddes sao alvo terapéutico essencial para prevencado e controle da acne
(RIGOPOULOS et al., 2004; THIELITZ et al., 2006).

A importancia dos horménios, especialmente os andrégenos, na patofisiologia
da acne é confirmada por observagdes clinicas e evidéncias experimentais, de modo

que, o aumento da excrecao de sebo esta diretamente relacionado com o efeito de

10
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horménios sobre as glandulas sebaceas presentes na pele (THIBOUTOT, 2004;
YATES, 2005). Sugere-se também, que os hormdnios exercem um importante papel
na hiperqueratinizagdo folicular observada na acne. Desse modo, a terapia
hormonal, eficaz em mulheres com acne, exerce um significante papel nessa
doenga. Somente a isotretinoina oral e a terapia hormonal agem nas glandulas

sebaceas promovendo melhora na acne (ZOUBOULIS, 2004).

O impacto negativo no bem-estar emocional e social causado pela acne pode
ser comparado com o efeito de outras doengas como epilepsia, asma e artrite, sendo
considerada, portanto, uma doenga de elevada relevancia mundial. A acne pode
causar baixa auto-estima e depressdo, comprometendo a qualidade de vida do
paciente (THIELITZ et al., 2006; KRAKOWSKI et al., 2008). Tan (2004), através de
uma revisao de diversos estudos comparativos, mostrou que pacientes com acne
podem apresentar niveis de depressado e ansiedade mais elevados que pacientes
com cancer. Por conseguinte, um tratamento rapido e correto é muito importante na
prevencao de cicatrizes fisicas e psicolégicas (YATES, 2005; THIELITZ et al., 2006;
KRAKOWSKI et al., 2008).

A maioria dos farmacos utilizados no tratamento da acne age reduzindo a
producdo de sebo, a populagdo de P. acnes e a inflamagédo (YATES, 2005).
Entretanto, com o0 avango das pesquisas sobre a etiologia da doenga e as diversas
barreiras existentes para o sucesso dos tratamentos, torna-se necessario o
desenvolvimento de novos farmacos que atuem em alvos terapéuticos distintos
(KRAKOWSKI et al., 2008). Dentre esses, ja é possivel citar a redugéo de lipidios
pré-inflamatérios no sebo, a regulagdo de sinais pro-inflamatérios nas unidades
pilossebaceas e a inibicdo do acumulo de mediadores nas células inflamatérias
(ZOUBOULIS, 2004).

2. Isotretinoina

A isotretinoina ou acido 13-cis retindico (Figura 2) € um membro da classe de
retindides relacionados com a vitamina A (retinol) (AYER e BURROWS, 2006).
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Figura 2. Estrutura molecular da isotretinoina.

Devido a alta resisténcia desenvolvida por P. acnes em relacdo aos
antibidticos, o uso de isotretinoina pela via oral tornou-se extremamente comum.
Além disso, € o unico farmaco que atua sobre todos os quatro principais fatores
envolvidos na patogénese da acne, suprimindo a descamagao anormal do epitélio e
a produgao de sebo, reduzindo o crescimento de P. acnes e exercendo acao
antiinflamatadria, além der ser o unico tratamento que leva a diminuicdo permanente
da acne. Ao mesmo tempo, este € o farmaco mais efetivo na redugcao do tamanho
das gléndulas sebaceas pela diminuicdo da proliferacdo basal de sebdcitos,
suprimindo a producido de sebo em mais de 90 % e inibindo a diferenciacdo das
células sebaceas in vitro e in vivo (ZOUBOULIS, 2004; YATES, 2005; AYER e
BURROWS, 2006; KAYMAK e ILTER, 2006; ZOUBOULIS, 2006; BRELSFORD e
BEUTE, 2008).

As principais indicagbes da isotretinoina na terapia da acne vulgaris sao
dismorfofobia, tratamento convencional sem sucesso por mais de trés meses, acne
moderada a severa e em rapidas recorréncias apos o processo terapéutico completo
(GHALAMKARPOUR e NASIRI, 2006).

Recentemente, o uso da isotretinoina no tratamento da acne de leve a
moderada, ndo responsiva a terapia de longo prazo com antibidticos e com
tendéncias a causar cicatrizes e efeitos psicolégicos negativos, tem se tornado
popular. A isotretinoina é capaz de diminuir a severidade das cicatrizes devido ao
seu rapido inicio de agao, sendo, portanto, uma alternativa no tratamento de acne
leve a moderada. Com este intuito, Kaimak e lliter (2006) investigaram a efetividade
do tratamento de acne apds administracdo de isotretinoina intermitente pela via oral
e observaram que 82,9 % dos pacientes obtiveram cura completa e 17,1 %, cura
parcial. Os efeitos adversos foram classificados como leves (labios e méos secas,

dermatite) e ndo levaram a interrup¢do do tratamento, indicando que a isotretinoina
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intermitente parece ser uma opcao efetiva e mais segura para pacientes que

apresentam acne moderada e leve.
2.1. Efeitos adversos da isotretinoina

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

Tanto a isotretinoina sistémica quanto topica sdo capazes de afetar a
estrutura e a funcido da epiderme, provocando aumento da perda transepidermal de
agua, perda de tonofilamentos e hemidesmossomas das células da epiderme e, por
consequéncia, aumentando a fragilidade dessa camada. Além disso, a isotretinoina
pode induzir a migragdo de células do sistema imune para a epiderme, gerando
respostas de hipersensibilidade e reagdes alérgicas (FALLON et al., 2008). Esses
efeitos adversos mucocutaneos podem ser previstos a partir do proprio efeito
farmacoldgico do farmaco e s&o 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 aplicagdo de
emolientes (YATES, 2005; LAYTON, 2006; BRELSFORD e BEUTE, 2008).

Efeitos adversos como o aumento de triglicerideos e colesterol sdo pouco
comuns, assim como, mudancas de humor e depressao. Apesar disso, a discussao
da possibilidade de ocorréncia desses efeitos adversos com o paciente € muito
importante, bem como uma monitoracdo cuidadosa desses efeitos durante o
tratamento (YATES, 2005; AYER e BURROWS, 2006; LAYTON, 2006).

A associacdo entre isotretinoina e efeitos adversos psiquiatricos como
depressao e suicidio tem sido reportada desde a sua introdu¢do no mercado, no
entanto, a falta de dados cientificos concretos limitam conclusdes a respeito dessa
associagao (STRAHAN E RAIMER, 2006). Recentemente, Kaymak e colaboradores
(2009) investigaram a ocorréncia desses sintomas psiquiatricos através de dois
grupos de pacientes com acne, um grupo tratado com isotretinoina oral e outro que
recebeu terapia tépica. Apds quatro meses de tratamento, os autores concluiram

que o grupo tratado com isotretinoina oral apresentou melhora acentuada da
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qualidade de vida quando comparado ao grupo com tratamento topico, indicando
que a isotretinoina oral ndo é capaz de aumentar sintomas de ansiedade e

depresséo.

Todas as doses de isotretinoina administradas pela via oral sao 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 apos o final do tratamento. Além disso, devem realizar testes
de gravidez constantemente (YATES, 2005; AYER e BURROWS, 2006; THIELITZ et
al., 2006).

A aplicacao tépica de isotretinoina também pode gerar efeitos adversos como
irritacdo e ressecamento da pele. Estes efeitos podem ser diminuidos com
aplicagdes de contato curto (YATES, 2005; LAYTON, 2006).

Devido aos graves efeitos adversos provocados pela isotretinoina oral, novas
formulagcbes e protocolos de aplicagdes intermitentes ou de baixas dosagens tém
sido desenvolvidos nos ultimos anos (KAYMAK e ILTER, 2006). Além disso, 6rgaos
governamentais regulamentadores de diversos paises, como a Diretiva Européia e
ANVISA, possuem programas de prevencado do uso da isotretinoina em mulheres
durante a gravidez e divulgam protocolos de uso correto do farmaco (LAYTON,
2006). Nos Estados Unidos, o programa iPLEDGE foi desenvolvido para garantir o
uso seguro da isotretinoina, evitando que mulheres gravidas facam uso do
medicamento e que mulheres sob tratamento venham a engravidar. Para que a
isotretinoina seja dispensada, médicos devem submeter testes negativos de
gravidez das pacientes e estas devem comprovar pelo menos duas formas

contraceptivas durante o tratamento.
3. Pele como via de administragao topica

Apesar da natureza quase impermeavel da pele, conferida especialmente pelo
estrato corneo da epiderme (RHEIN et al.,, 2000; MOSER et al., 2001), algumas
substancias sdo capazes de penetra-la (DEGIM, 2006). Dessa forma, a pele torna-se

uma potencial via de administracdo de farmacos, sendo o estrato cérneo crucial no
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controle da absorgcdo percutanea dos mesmos (ASBILL e MICHNIAK, 2000;
HADGRAFT, 2001; DEGIM, 2006).

O estrato coérneo (10-20 pm) funciona como uma barreira protetora,
prevenindo a perda transepidermal de agua (MARKS, 2004) e mantendo um nivel de
hidratacdo adequada. Os dois principais componentes que permitem que o estrato
cérneo desempenhe este papel sdo os lipideos extracelulares e o Fator de
Hidratacdo Natural (NMF) localizado intracelularmente (JOHNSON, 2004,
RAWLINGS e HARDING, 2004). Devido as suas caracteristicas lipofilicas, os
lipideos do estrato corneo mantém o NMF dentro das células. Além disso, sao os
principais envolvidos na prevencgéo da perda transepidermal de agua e na absorgéo
de compostos hidrofilicos (BAUMANN, 2002; JOHNSON, 2004; MARKS, 2004). O
estrato corneo também pode atuar como um reservatorio para formulacdes aplicadas
na pele (FOLDVARI, 2000).

A administracao cutanea de farmacos é frequentemente utilizada quando ha a
necessidade de se obter um efeito topico. Contudo, uma absorcéo apreciavel pode
ocorrer, resultando em efeitos adversos sistémicos (RANG et al., 2004
NANAYAKKARA et al., 2005; WILLIAMS, 2006).

Em uma administragdo topica, um farmaco pode penetrar no estrato cérneo
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 cérneo igualmente (BARRY, 2005).

Para farmacos cujo sitio de agao é restrito a superficie da pele ou as primeiras
camadas, como os retindides, objetiva-se prevenir sua passagem para as camadas
mais profundas da pele, obtendo-se somente um efeito local. Desta maneira,
concentracdes efetivas do farmaco no tecido alvo sdo mantidas e o risco de induzir
efeitos secundarios devido a exposicao sistémica nao ocorre (TOUITOU et al., 1998;
ASBILL e MICHNIAK, 2000; KREILGAARD, 2002; ALENCASTRE et al., 2006).
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3.1. Tratamentos tépicos da acne

Nos ultimos 25 anos, diversos farmacos de acgao topica foram desenvolvidos
para o tratamento da acne (THIELITZ et al., 2006). A terapia topica € considerada o
tratamento de primeira-linha em casos de ache comedonal ou papulopustular de leve
a moderada (LAYTON, 2006; ZAENGLEIN, 2008). Nas formas mais severas de
nodulos, cistos ou cicatrizes uma terapia adicional sistémica € necessaria
(KRAUTHEIM e GOLLNICK, 2004). A forma mais comum de tratamento se da
através de terapias combinadas, sendo que somente a isotretinoina oral deve ser
utilizada como monoterapia (KATSAMBAS e CUNLIFFE, 2004).

Diversos agentes topicos encontram-se disponiveis na terapéutica e agem
direta ou indiretamente em ao menos um dos quatro principais fatores patogenéticos
responsaveis pelo desenvolvimento da acne. Os mais importantes sao os retindides,
os antibidticos tépicos, o perdoxido de benzoila e o acido azelaico. A escolha do
agente se da de acordo com o tipo de lesdo acneica (KRAUTHEIM e GOLLNICK,
2003).

Os antibidticos tépicos foram largamente utilizados no passado, resultando no
desenvolvimento de resisténcia bacteriana. Hoje em dia, portanto, estes agentes
devem ser utilizados somente por curtos periodos de tempo ou em combinacido com

retindides, perdéxido de benzoila ou acido azelaico (LEYDEN et al., 2001).

Os retindides toépicos tém sido utilizados na terapia desde 1962, e a primeira
substancia a ser estudada foi a tretinoina que permanece sendo uma das mais
estudadas e utilizadas até a atualidade (JAIN, 2004). Devido ao seu potencial
irritante, novas formulagdes e farmacos com maior tolerabilidade tém sido
desenvolvidos (KRAUTHEIM e GOLLNICK, 2004; LAYTON, 2006; ZAENGLEIN,
2008), dentre eles a isotretinoina e o adapaleno, que sado os retindides mais
prescritos na Europa (THIELITZ et al., 2006). O tazaroteno, a motretinida, o retinol -
glicuronideo e o retinaldeido sdo exemplos de outros retindides topicos utilizados na
terapia anti-acne (KRAUTHEIM e GOLLNICK, 2004).

Para a maioria das formas de acne vulgaris, os retindides toépicos séo

utilizados como primeiro tratamento, além de serem essenciais para a manutengao
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da terapia quando o tratamento oral é interrompido. Para melhores resultados, eles
devem ser utilizados no inicio do desenvolvimento da acne, devem ser aplicados em
toda a area afetada, e combinados com terapia antimicrobiana quando lesdes
inflamatdrias estdo presentes (GOLLNICK et al., 2003). A monoterapia de retindides
topicos € utilizada principalmente quando os pacientes apresentam comeddes nao
inflamatorios (RIGOPOULOS et al., 2004).

Os retindides topicos apresentam atividade comedolitica e anticomedogénica,
além disso, inibem a formagcao e reduzem o numero de microcomeddes de forma
dose-dependente, influenciam a proliferacdo e diferenciacao de células do epitélio
folicular, expulsando comeddes existentes e reduzem lesdes nao inflamatorias e
inflamatdrias. Muitos ainda exercem atividade imunomodulatéria direta (KRAUTHEIM
e GOLLNICK, 2003; LAYTON, 2006; THIELITZ et al., 2006; ZAENGLEIN, 2008). A
aplicacao tépica dos retindides também altera o microclima folicular e promove
aumento da penetragcdo de outros compostos como antibidticos topicos e peroxido
de benzoila (GOLLNICK et al., 2003). Cabe ressaltar que nenhum tratamento topico
é efetivo em reduzir a producao de sebo e que a terapia topica combinada é capaz
de atuar simultaneamente em trés dos quatro principais fatores patogenéticos
envolvidos na acne (KRAKOWSKI et al., 2008).

A vantagem da utilizagdo dos retindides topicos sobre os sistémicos ocorre
sob o ponto de vista toxicoldgico, pois os efeitos adversos sdo minimizados e eles
ainda contribuem para uma eficacia localizada (ROLEWSKI, 2003). Em geral, os
efeitos adversos associados ao retindides topicos sao exacerbacdo ocasional das
lesdes inflamatdrias no inicio do tratamento, irritagdes cutdaneas como dermatites,
eritema e descamacao, e exacerbagao da acne apds o término do tratamento. Para
minimizar estes efeitos, deve-se iniciar as aplicagdes tdépicas com baixas
concentragbes de farmaco e aplicar hidratantes ndo comedogénicos diariamente
(LAYTON, 2006; KRAKOWSKI et al., 2008; ZAENGLEIN, 2008).

A penetragdo transdérmica e a biodisponibilidade sistémica resultante da
aplicagao tépica de retindides ainda nao foram largamente consideradas e, sabendo-
se que embriotoxicidade e teratogenicidade sdo os maiores obstaculos a serem

avaliados no uso terapéutico dos retindides, informacdes sobre a farmacocinética
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sistémica apos uso topico sao importantes e devem ser ponderadas (KRAUTHEIM e
GOLLNICK, 2003).

Apesar das concentracdes plasmaticas de retindides apds sua aplicagao
topica serem menores em relagdo as variagdes diarias dos retindides basais,
naturalmente encontradas no plasma (NAU, 2001), ainda ndo ha consenso sobre o
uso seguro dessa classe de farmacos durante a gravidez e o risco individual de
embriopatia ndo pode ser excluido (KRAUTHEIM e GOLLNICK, 2003).

Pacientes do sexo feminino que utilizam retindides tépicos devem ser
alertadas para evitar a gravidez e interromper imediatamente o tratamento na
ocorréncia de concepgao, uma vez que o uso dever ser evitado principalmente no
primeiro trimestre (LAYTON, 2006). Na Alemanha, a administracdo topica de
retindides nédo ¢é permitida durante toda gravidez, no entanto, métodos
contraceptivos durante o tratamento ndo sao requeridos. Ja nos Estados Unidos,
uma efetiva contracepcdo é recomendada durante todo o tratamento tdpico
(KRAUTHEIM e GOLLNICK, 2003).

3.2. Isotretinoina tépica

A isotretinoina aplicada topicamente é efetiva em acne de leve a moderada,
porém, ao contrario da sua forma oral, ndo € efetiva no tratamento de acne severa e
nao reduz o tamanho das glandulas sebaceas, nem suprime a produgdo de sebo.
Encontra-se disponivel na forma de gel e atua similarmente a tretinoina, no entanto,
causa menor irritacdo cutanea, provavelmente porque a isotretinoina deve ser
convertida metabolicamente em tretinoina para exercer o seu efeito terapéutico
(SHALITA, 2001; GOLLNICK et al., 2003; KRAUTHEIM e GOLLNICK, 2003). A
efetividade da isotretinoina tépica € semelhante a relatada para tretinoina e
adapaleno, levando a redugao de 46 % a 78 % das lesdes nao-inflamatérias e 24 %
a 55 % das lesdes inflamatodrias apds 12 a 14 semanas de tratamento (GOLLNICK et
al., 2003; THIELITZ et al., 2006).

O interesse na biodisponibilidade sistémica da isotretinoina aplicada

topicamente esta relacionado com a sua agao teratogénica, cujo tema é um
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importante ponto de debate em relagcdo a seguranga no uso clinico dessa substancia
(HOOGDALEM, 1998).

Jensen e colaboradores (1991) submeteram 12 homens com pele acneica ao
uso continuo de gel isotretinoina a 0,05% por 30 dias e avaliaram a penetragao
cutanea do farmaco. Os pesquisadores nao observaram alteracbes dos niveis
plasmaticos da isotretinoina em relagdo a linha de base e afirmaram que os efeitos
adversos encontrados foram apenas cutaneos. No entanto, o limite de quantificacao
do método analitico empregado foi considerado alto (20 ng/mL), ndo permitindo

observar as possiveis alteragdes plasmaticas decorrentes do uso topico continuado.

Em um estudo mais recente, Chen e colaboradores (1997) avaliaram a
absorgao transdérmica da isotretinoina apés aplicagdo de 10 g de creme a 0,1%
através da pele foto-lesada apdés uso continuo por 42 dias e consideraram-na
clinicamente insignificante. Dessa maneira, o uso topico de isotretinoina exporia o
paciente a um risco minimo de toxicidade sistémica. A pele foto-lesada, no entanto,
comporta-se de modo diferente da pele acneica, ndo podendo-se extrapolar os
resultados para pacientes com acne. Considerando a potencialidade de efeitos
teratogénicos ocasionados pela isotretinoina sistémica e que ainda ndo ha consenso
sobre 0 uso seguro da isotretinoina topica durante a gravidez, pacientes que utilizam
este farmaco topicamente devem evitar a concep¢do durante o tratamento
(KRAUTHEIM e GOLLNICK, 2003).

Uma das maiores desvantagens da terapia tdépica com os retindides, incluindo
a isotretinoina, no tratamento da acne sao os problemas de tolerabilidade, pois
eritema, pele seca, escamacao e irritacdo podem levar a descontinuidade do
tratamento. Nesse contexto, o desenvolvimento de estratégias que minimizem a
irritacdo causada pelos retindides e que preservem ou até mesmo aumentem os
seus beneficios terapéuticos, estdo sendo frequentemente estudados (LEYDEN,
1998). Dentre as estratégias que podem ser empregadas citam-se os sistemas

nanoestruturados.
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4. Sistemas nanoestruturados

Dentre os sistemas carreadores destacam-se o0s sistemas nanométricos
coloidais ou nanoparticulas poliméricas. Dentre as nanoparticulas poliméricas,
ressaltam-se as nanocapsulas, pois apresentam alto potencial de encapsulamento
de substancias, especialmente farmacos lipofilicos, sdo capazes de controlar a
liberacdo de farmacos em sitios de acao especificos, otimizar a velocidade de
cedéncia, gerando respostas adequadas por periodos de tempo prolongados,
aumentar a estabilidade in vivo e de armazenamento, otimizar regimes de dosagens
de substancias, e ainda, melhorar o indice terapéutico ao aumentar a eficacia e/ou
reduzir a toxicidade de farmacos, reduzindo a absorcdo sistémica (MEIER, 2000;
BARRATT, 2003; SCHAFFAZICK et al., 2003; GUTERRES et al., 2007).

As nanocapsulas (Figura 3) sdo compostas por um invélucro polimérico
disposto ao redor de uma cavidade oleosa e apresentam didmetro inferior a 1 ym. O
farmaco pode estar dissolvido na cavidade e/ou adsorvido a parede polimérica
(SOPPIMATH et al.,, 2001; SCHAFFAZICK et al., 2003). Dentre os polimeros
comumente utilizados, destaca-se a poli(e-caprolactona) devido a sua
biocompatibilidade, biodegradabilidade e propriedades mecéanicas (GUTERRES et
al., 2007).

Parede
polimérica Nucleo oleoso
Farmaco

(@) (b)

Figura 3. Representagdo de nanocapsulas: a) farmaco adsorvido na parede
polimérica; b) farmaco disperso por toda a particula (Adaptado de SCHAFFAZICK et
al., 2003).

Na literatura encontram-se diversos métodos de preparagao de nanocapsulas
e de uma forma geral, sado classificados em métodos baseados em polimerizagédo de

mondmeros dispersos in situ e em polimeros pré-formados (SCHAFFAZICK et al.,

20



Revisdo de Literatura

2003). Dentre estes métodos, a preparagcdo de nanocapsulas pela técnica de
nanoprecipitagdo tem sido amplamente estudada, pois apresenta uma série de
vantagens as quais incluem simplicidade, eficiéncia e reprodutibilidade em formar
pequenas particulas com alta capacidade de encapsulacdo de farmacos (JIMENEZ
et al., 2004; GUTERRES et al., 2007).

A aplicagao topica de carreadores coloidais tem como objetivo promover uma
maior retengao do farmaco no sitio de administragdo (BARRATT, 2003). Isso ocorre,
pois esses vetores sdo capazes de modular a difusdo transdérmica ao modificar a
atividade e a partigdo da molécula, podendo alterar a farmacocinética do farmaco e a
biodistribuicdo pela pele (CEVC, 2004). Jenning e colaboradores (2000)
demonstraram que nanoparticulas lipidicas sélidas de vitamina A aumentaram a

residéncia da vitamina na pele sem, no entanto, aumentar o transporte transdérmico.

A liberagao sustentada de farmacos nanoencapsulados pode suprir a pele por
um periodo de tempo prolongado, além de propiciar um tratamento diretamente no
local da inflamacéao, apresentando a possibilidade de reduzir a absorcao sistémica e
os efeitos colaterais em sitios ndo especificos, reduzindo a irritagdo provocada pelo
farmaco sobre o local de administracdo e proporcionando indices terapéuticos mais
adequados (YOKOYAMA e OKANO, 1996).

O uso de materiais poliméricos para encapsulacao de farmacos € 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).

Alvarez-Roman e colaboradores (2004b), com o intuito de avaliar a influéncia
do tamanho das particulas no transporte de substancias pela pele, realizaram um
estudo utilizando microscopia confocal. Os resultados mostraram que as
nanoparticulas acumulam-se preferencialmente no ducto folicular, de maneira que

quanto menor a particula (20 nm) maior o acumulo nessa regiao.
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O mecanismo de penetracao cutdnea do minoxidil nanoencapsulado e a
influéncia do tamanho das particulas foram avaliados por Shim e colaboradores
(2004). Formulagbes contendo particulas de 40 ou 130 nm foram aplicadas em pele
de “porcos da india”, com e sem pélo, utilizando células de difusdo de Franz. Os
pesquisadores demonstraram que as nanoparticulas foram capazes de liberar
eficientemente o minoxidil na pele e que o foliculo piloso representa a principal via
de penetracao utilizada. Além disso, verificaram que quanto menor a particula, maior
a penetracdo do farmaco. Para as membranas com pélo, a permeacao das
particulas de 40 nm foi 1,5 vezes maior na epiderme e 1,7 vezes maior na solugao
receptora quando comparada as particulas de 130 nm. Ja para as membranas sem
pélo o tamanho das particulas nao influenciou no comportamento de permeagao do

minoxidil.

A influéncia do polimero poli(e-caprolactona) na liberacdo de farmacos de
sistemas nanoestruturados através da pele foi investigada por Alves e colaboradores
(2007), através de um estudo in vitro com nimesulida. Os autores relatam que as
moléculas de farmaco nanoencapsulado com este polimero ndo sdo capazes de
atravessar a pele, aumentando a sua residéncia no estrato cérneo sem, no entanto,
aumentar o transporte transdérmico, e consequentemente, a absor¢cdo. Os autores
também verificaram que a poli(e-caprolactona) apresenta alta afinidade pela camada
mais superficial da pele e que o gel contendo nanocapsulas apresenta extensa
penetracdo tanto no estrato cérneo quanto nas demais camadas da epiderme e na
derme. A explicacdo para esses achados pode estar no fato de que a maior area
superficial dos nanocarreadores possibilita aumento do contato do farmaco
nanoencapsulado com o estrato cérneo, aumentando a sua liberacdo nas primeiras
camadas da pele e o seu tempo de residéncia como relatado previamente na
literatura (JENNING et al., 2000; ALVAREZ-ROMAN et al., 2004b).

Nenhum estudo com nanocapsulas poliméricas de isotretinoina encontra-se
relatado na literatura, entretanto, dois trabalhos foram encontrados associando a

isotretinoina a nanocarreadores diferentes.

Recentemente, um grupo de pesquisadores chineses desenvolveu
nanoparticulas lipidicas sdélidas de isotretinoina com o objetivo de aplicar a

formulacéo topicamente (LIU et al., 2007). Os autores avaliaram a penetragcdo da

22



Revisdo de Literatura

isotretinoina a partir das formulagbes de nanoparticulas lipidicas sdlidas utilizando
pele de rato como membranas em células de difusdo de Franz. A permeagao in vitro
mostrou que, apesar da quantidade de farmaco presente no estrato cérneo apéds
aplicacdo das nanoparticulas lipidicas sodlidas nao diferir significativamente da
quantidade encontrada apds aplicacdo do farmaco livre, a isotretinoina nao foi
encontrada no fluido receptor indicando que as formulagdes conseguem evitar a
captacao sistémica de isotretinoina, aumentando significativamente a quantidade de
farmaco acumulado na pele, sendo um carreador de liberagao topica de isotretinoina

bastante promissor.

lole e colaboradores (2005) avaliaram a fotoestabilidade da isotretinoina e da
tretinoina incorporadas em lipossomas e em solugdo etandlica. Os autores
observaram uma rapida degradacao de ambos os farmacos presentes na solugao
etandlica quando expostas a radiagdo. Quando incorporadas em lipossomas, tanto a
isotretinoina quanto a tretinoina apresentaram melhora da estabilidade, porém, a
tretinoina mostrou-se mais estavel que a isotretinoina, apresentando um tempo de
meia-vida de degradacdo 12 vezes maior do que a solugdo. A isotretinoina
incorporada em lipossomas mostrou melhora da estabilidade em menor grau
provavelmente devido a sua baixa inclusdo nos lipossomas, o que se deve a sua

estrutura molecular nao-linear.

Estudos que avaliam a estabilidade dos retindides e a sua determinagao
quantitativa em formulagées farmacéuticas sdo muito importantes, pois os retinoides,
incluindo a isotretinoina, apresentam caracteristicas fisico-quimicas como
fotoinstabilidade, sensibilidade ao calor e rapida oxidacdo. A instabilidade da
isotretinoina é atribuida as duplas ligagdes conjugadas, ocasionando rapida
oxidagcdo e isomerizacdo em outros produtos, especialmente na presenca de

oxidantes (ar inclusive), luz e calor excessivo (GATTI et al., 2000).

Considerando todos estes fatores, o desenvolvimento de novas formulagdes
topicas contendo isotretinoina capazes de promover aumento da retencdo cutanea
nas primeiras camadas da pele, bem como melhorar a sua estabilidade tem sido

propostas.
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Nesse contexto, nanocapsulas de isotretinoina foram desenvolvidas em nosso
grupo de pesquisa visando aumentar a penetragdo cutanea deste farmaco sem, no
entanto, aumentar sua absorcéo sistémica, favorecendo o tratamento tépico da acne
sem os efeitos adversos comumente apresentados no uso cutdneo. A penetracao
cutdnea in vivo em humanos, através da técnica de tape stripping, apoés
administragdo em dose unica, bem como a estabilidade dessas nanocapsulas a
temperatura ambiente e frente a luz UVA foram avaliadas em uma dissertagéo de

mestrado vinculado a esse Programa de Pds-graduacgao (FELIPPI, 2008).

De acordo com Felippi (2008), as nanocapsulas de poli(¢-caprolactona) (285 +
31 nm) promoveram melhora da estabilidade frente a temperatura ambiente e frente
a luz UVA, protegendo a isotretinoina e diminuindo a sua degradagédo em
suspensdes aquosas. A isotretinoina livre mostrou tempo de meia-vida
aproximadamente sete vezes menor (122,3 min) quando exposta a luz UVA do que a
isotretinoina nanoencapsulada (894,50 min). Além disso, Felippi (2008) observou um
perfil biexponencial de degradagéo da isotretinoina nanoencapsulada, sugerindo que
50 % do farmaco encontra-se no nucleo oleoso da particula e que o restante

encontra-se associado a superficie da mesma.

A via percutanea tem sido amplamente utilizada para a administragdo de
agentes anti-acne, possibilitando a manutencdo de concentragbes terapeuticamente
efetivas no tecido alvo e, em teoria, sem o risco de induzir efeitos adversos devido a
exposicao sistémica. A avaliacdo da penetracdo cutdnea de farmacos em
tratamentos topicos é necessaria para garantir o seu uso seguro, além de fornecer
informagdes a respeito da sua eficacia. Nesse sentido, a microdiadlise e o tape
stripping se mostram técnicas bastante atraentes para possibilitar essa avaliagao
(KREILGAARD, 2002; ESCOBAR-CHAVEZ et al., 2008).

5. Microdiélise

A microdialise € uma técnica de amostragem in vivo adequada para mensurar
e monitorar as concentragdes livres de farmacos e substancias enddgenas em
diversos 6rgéos e tecidos (DE LA PENA et al., 2000). Através dessa técnica, muitos
tecidos humanos tém sido estudados, contudo, musculo esquelético, tecido adiposo

subcutaneo e a pele sdo mais comumente utilizados (STAHL et al., 2002).
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A técnica consiste em mimetizar as fungbes de um capilar sanguineo, ao
perfundir com um liquido fisiolégico, uma sonda de dialise implantada no tecido (DE
LA PENA et al., 2000). As sondas de microdialise humanas sdo equipadas com uma
membrana semipermeavel de poliamida e, conforme o gradiente de concentragéo
formado pelo tecido e o dialisado (fluido coletado pela sonda), as substancias se
difundem passivamente através dessa membrana para dentro do liquido de perfuséo
(dialise ou ganho) ou a partir dele (retrodialise ou perda) (STAHL et al., 2002). O
dialisado é analisado quimicamente e reflete a composi¢cao do fluido extracelular no
tempo. Macromoléculas nao sao capazes de atravessar a membrana, simplificando
as andlises quimicas (DE LA PENA et al., 2000).

Como resultado da perfusdao continua da sonda de microdidlise, a
transferéncia de farmaco pela membrana e consequentemente, o equilibrio entre o
tecido e o dialisado sdo incompletos, de forma que as concentragdes no tecido sao
sempre maiores que as concentragdes correspondentes no dialisado. Para obter
concentragdes teciduais reais, as sondas devem ser calibradas tanto in vitro quanto
in vivo. A recuperacao relativa varia de individuo para individuo, sendo necessaria,
portanto, a determinagdo para cada sonda (STAHL et al.,, 2002; JOUKHADAR e
MULLER, 2005).

A determinacdo da recuperagédo relativa é uma das grandes dificuldades
encontradas na técnica, sendo definida como a fragdo da concentracdo da
substancia de interesse no dialisado e pode ser determinada por didlise e
retrodidlise, entre outros métodos (ARAUJO et al., 2008).

Estudos in vitro ou medidas ex vivo de concentragdes de farmaco em bidpsias
de pele nao permitem a direta caracterizacdo de perfis de concentragao por tempo
de farmacos aplicados topicamente. A microdidlise, ao contrario das técnicas
tradicionais, ao inserir sondas em diferentes profundidades da pele, consegue gerar
informagdes sobre gradientes de concentragdo cutédnea de farmacos. Além disso, a
microdialise cutanea representa uma alternativa promissora para avaliacdo da
penetracdo e/ou absor¢cdo de farmacos através da pele, pois permite amostragens
continuas de concentracdes intersticiais de farmaco na derme, além de ser uma
técnica minimamente invasiva, de baixo custo e facil utilizagdo (MULLER, 2000;
KREILGAARD, 2002; STAHL et al., 2002; JOUKHADAR e MULLER, 2005).
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O primeiro estudo de microdialise cutanea em humanos foi realizado por
Anderson e colaboradores em 1991, que verificaram a absorgdo de etanol na pele
(ANDERSON et al., 1991 apud KREILGAARD, 2002)°. Desde ent&o, diversas outras
classes de farmacos tém sido estudadas em humanos por microdialise cutanea
como antiinflamatérios e analgésicos (MULLER et al., 1997; BENFELDT et al.,
1999), horménios (BENFELDT e GROTH, 1998), antivirais (BORG et al., 1999),
psoralenos (TEGEDER et al.,, 2002), anestésicos (BENFELDT et al.,, 2007),
antibiéticos (ORTIZ et al., 2009), entre outros.

Na microdialise cutdnea a sonda € inserida superficialmente na derme,
paralela a superficie da pele, com ou sem anestesia local (SCHNETZ e FARTASCH,
2000). Em geral, as sondas de microdidlise introduzidas na pele, pela
homogeneidade do tecido, possuem formato linear, o que maximiza a recuperagao e
minimiza os possiveis danos (DAVIES et al., 2000; KREILGAARD, 2002). Sondas
concéntricas também podem ser utilizadas na microdialise cutanea (SCHNETZ e
FARTASCH, 2000; KREILGAARD, 2002).

Teoricamente, o trauma tecidual apds a insercdo da sonda de microdialise
poderia influenciar os resultados (STAHL et al., 2002). Sabe-se que, embora essa
técnica seja minimamente invasiva, a insergdo da sonda na pele pode levar a um
aumento do fluxo sanguineo local (SCHNETZ e FARTASCH, 2000). Considerando
possiveis alteragdes no tecido, uma vez que a sonda ¢é inserida, ela é usualmente
perfundida pela solucao fisiolégica por um periodo de uma hora, permitindo o
equilibrio do tecido lesado (STAHL et al., 2002; JOUKHADAR e MULLER, 2005).
Anderson e colaboradores (1994) verificaram mudangas na perfusdo sanguinea
cutanea através de laser Doppler apds a insercdo da sonda de microdialise na pele e
concluiram que o fluxo sanguineo local atinge um equilibrio aproximadamente 60
minutos apdés a implantacdo da sonda, indicando, portanto, que esse tempo é

suficiente para a pele restaurar as suas condigdes.

®* ANDERSON, C.; ANDERSSON, T.; MOLANDER, M. Ethanol absorption across human skin
measured by in vivo microdialysis technique. Acta dermato-venereologica, v. 71, p. 389-393, 1991
apud KREILGAARD, M. Assessment of cutaneous drug delivery using microdialysis. Advanced Drug
Delivery Reviews, v. 54, p. S99-S121, 2002.
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Groth e Serup (1998), ao avaliarem a influéncia da anestesia prévia a
inser¢cao da sonda, observaram que a anestesia local reduz a intensidade de efeitos
vasculares e nao afeta o periodo de equilibrio. Outros estudos demonstraram,
através de analises histolégicas ao redor da sonda de didlise que, embora exista um
trauma na insergao topica da sonda, os danos no tecido devido a microdialise sdo
minimos, ndo mostrando infiltragdo celular na pele nas primeiras 6-10 horas apés o
inicio do experimento (SCHNETZ e FARTASCH, 2000).

As principais limitacdes da microdialise s&o os pequenos volumes de amostra,
juntamente com baixas concentracbes de farmaco, resultando na necessidade de
métodos analiticos muito sensiveis. Além disso, a medida de farmacos muito
lipofilicos ou altamente ligados as proteinas plasmaticas em geral acarretam
problemas por se ligarem as tubulagbes e a membrana da sonda (SCHNETZ e
FARTASCH, 2000; KREILGAARD, 2002).

A lipofilicidade do farmaco de interesse é considerada um dos maiores
problemas na amostragem por microdialise, pois essa caracteristica fisico-quimica
influencia significativamente no processo de difusdo do farmaco pela membrana da
sonda e, consequentemente, a recuperagao relativa. Para farmacos hidrofilicos, a
recuperacao relativa das sondas por ganho e perda s&o iguais, no entanto, isso ndo
ocorre para farmacos com caracteristicas lipofilicas moderadas ou extremas, de
modo que quanto mais lipofilica a molécula, menor a recuperagao e maior a relagao
entre perda e ganho, tornando bastante dificil a determinagao da real recuperagao in
vivo (GROTH e JBRGENSEN, 1997; ARAUJO et al., 2008). Groth e Jorgensen
(1997) foram os primeiros a observar essa diferenga entre perda e ganho para

compostos lipofilicos e a redug¢ao da recuperagcdo com o aumento da lipofilicidade.

A recuperagao relativa experimental encontrada para compostos lipofilicos
nao representa a real recuperagao do farmaco do meio, ou seja, a real transferéncia
de massa em condig¢des sink, pois essa recuperagao aparente € resultado da difuséao
do analito pela membrana da sonda, bem como da ligagdo a tubulagcdo de
microdialise, restringindo o uso da microdialise para este tipo de composto (ARAUJO
et al., 2008).
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Um estudo utilizando o corticoide lipofilico valerato de 17-betametasona e
microdialise cutdnea em humanos foi conduzido por Benfeldt e Groth (1998). Apds a
aplicacao do farmaco em creme 0,1 %, duas vezes ao dia por 48 h em pele normal e
pele com dermatite, os pesquisadores constataram que nao foi possivel detectar
valerato de 17-betametasona no dialisado, utilizando-se 2 sondas na derme,
indicando o problema das baixas recuperagdes atingidas in vivo para farmacos muito

lipofilicos.

Algumas alternativas para superar essa limitagdo tém sido descritas na
literatura, tais como o uso de albumina ou emulsdes lipidicas fisiolégicas no liquido
de perfusdo e saturagdo da membrana da sonda (CARNEHEIM e STAHLE, 1991;
KUROSAKI et al., 1998; TRAUNMULLER et al., 2006) Recentemente, tem-se
discutido o uso de abordagens matematicas que permitem modelar a ligacdo do
farmaco na tubulagdo da sonda, subtraindo-a do processo difusional do analito pela
membrana (LINDBERGER et al., 2002; ARAUJO et al., 2008).

A microdialise cutanea é uma promissora técnica que pode ser aplicada para
a otimizacado biofarmacéutica de formulagdes tdpicas e para a avaliagdo da
penetracdo de farmacos aplicados topicamente, nos quais se deseja somente um
efeito local (KREILGAARD, 2002). Cabe ressaltar que n&o ha relatos na literatura
sobre a avaliacdo da penetracdo cutdnea da isotretinoina por microdialise, bem
como de nenhum outro retindide. A associagdo entre microdialise cutinea e

nanoparticulas também nao foi encontrada.
6. Tape stripping

A técnica de tape stripping é amplamente usada e aceita para estudar a
cinética e a penetragao de farmacos na pele, permitindo determinar a localizacéo e a
distribuicdo de substancias no estrato corneo. O tape stripping, especialmente nas
ultimas duas décadas, se tornou umas das principais técnicas investigativas
utilizadas tanto na pesquisa quanto em estudos de biodisponibilidade topica e
bioequivaléncia, sendo proposta pelo FDA em 1998 para este fim (SHAH, 1998;
ESCOBAR-CHAVEZ et al., 2008).
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O tape stripping se caracteriza por ser uma técnica minimamente invasiva, na
qual o estrato cérneo é removido sequencialmente apds aplicagdes repetidas de fitas
adesivas, possibilitando determinar a quantidade de farmaco presente na primeira
camada da pele (PINKUS, 1951 apud ESCOBAR-CHAVEZ et al., 2008)*. Sabe-se
que farmacos de uso topico se distribuem primeiramente pelo estrato corneo e a
partir dele, alcangam a epiderme e a derme. Por conseguinte, a concentragdo de
farmaco presente no estrato corneo esta diretamente relacionada com a
concentracdo que se difunde para as demais camadas, de modo que a
biodisponibilidade na pele pode ser estimada ao se medir a quantidade de farmaco

presente no estrato corneo pela técnica de tape stripping (SHAH, 1998).

Experimentos de tape stripping s&o relativamente faceis e simples de serem
executados, no entanto, alguns parametros podem influenciar a quantidade de
farmaco e estrato corneo removidos pela fita adesiva. Estes parametros incluem
fatores intrinsecos como hidratacdo da pele, coesdo entre as células, regido
anatdmica e diferengas inter-individuais; e fatores extrinsecos, os quais abrangem a
pressao na qual a fita é aplicada na pele, a duracdo da pressdo e o processo de
remocdo da fita (ESCOBAR-CHAVEZ et al., 2008). Em geral, assume-se que é
necessaria a aplicacdo de 10 a 20 fitas adesivas para a completa remogao do
estrato corneo e que as primeiras 10 fitas podem representar 90 % da concentracéo
de farmaco presente nessa camada, de modo que as 10 fitas subseqlentes
contribuem em menos de 5 % (CARON et al., 1990; BENFELDT et al., 2007).

Este método pode ser aplicado tanto para farmacos de uso topico cujo sitio de
acao é o proprio estrato corneo quanto para os que agem nas demais camadas da
pele. Um exemplo sdo os farmacos antiacne, como a isotretinoina, que agem nos
foliculos capilares e nas glandulas sebaceas e devem difundir do estrato cérneo até
a derme para alcancgar o seu sitio de agao, indicando que o tape stripping pode ser

util na avaliagao da penetragéo cutanea de diversos produtos topicos (SHAH, 1998).

4 PINKUS, H. Examination of the epidermis by the strip method of removing horny layers. I.

Observation on thickness of the horny layer, and on mitotic activity after stripping. Journal of
Investigative Dermatology, v. 16, p. 383-386, 1951 apud ESCOBAR-CHAVEZ, J.J.; MERINO-
SANJUAN, V., LOPEZ-CERVANTES, M.; URBAN-MORLAN, Z.; PINON-SEGUNDO, E;
QUINTANAR-GUERRERO, D.; GANEM-QUINTANAR, A. The tape stripping technique as a method
for drug quantification in skin. Journal of Pharmacy & Pharmaceutical Science, v. 11, p. 104-130,
2008.
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Basicamente, o tape stripping como método de avaliagdo da penetracéo
cutanea pode ser realizado de duas formas, in vivo ou in vitro. O método in vitro
apresenta uma série de vantagens sobre o in vivo, pois podem ser utilizadas tanto
pele humana quanto pele de outras espécies, diversas replicatas podem ser
executadas no mesmo ou em diferentes individuos, animais vivos ndo sdo utilizados,
diversas formas farmacéuticas podem ser estudadas, como solidos e granulados, e o
impacto dos danos na pele podem ser avaliados evitando aspectos éticos. A Unica
limitagdo associada a abordagem in vitro é que as condigdes sink ocasionadas pelo
fluxo sanguineo periférico na derme podem nao ser totalmente reproduzidas.
Entretanto, considerando que a permeacdo de substancias através da pele é
primariamente um processo passivo e que diversos estudos utilizando essa
abordagem in vitro foram realizados, propde-se que esse método é bastante util e
difundido para o estudo de produtos de aplicacao tépica (DIEMBECK et al., 1999;
OECD, 2004).

Nesse contexto, diversas tentativas foram realizadas para encontrar métodos
de tape stripping in vitro apropriados para o estudo do efeito e da concentragao local
ou sistémica de farmacos através da pele. Um destes métodos € o de células de
difusdo de Franz que é amplamente utilizado e apresenta resultados confiaveis e de
baixo custo (SARTORELLI et al., 2000; WAGNER et al., 2001).

Geralmente, em experimentos in vitro, utilizando-se células de difusdo de
Franz para a realizagcado de tape stripping, sao utilizados um compartimento doador,
uma membrana natural, que pode ser de pele humana retirada de cirurgia plastica
(ALVES et al., 2007), pele humana de cadaveres (GOOSEN at al., 2002), pele de
rato (LIU et al., 2007) ou pele de porco (ALVAREZ-ROMAN et al., 2004a; ALVAREZ-
ROMAN et al., 2004b; WEISS-ANGELI, 2007) e um compartimento receptor. As
membranas naturais podem ser utilizadas, pois as propriedades de permeabilidade
da pele sdo mantidas apds a excisdo do corpo, visto que a principal barreira de

difuséo é o estrato cérneo ndo-viavel (DIEMBECK et al., 1999).

O compartimento doador influencia amplamente a penetracdo de farmacos
através da pele, pois o fluxo de uma determinada molécula do farmaco é resultado
da sua atividade termodinamica e da alteracdo das propriedades de barreira da pele

provocadas pelo veiculo (SARTORELLI et al., 2000). Veiculos topicos convencionais
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como cremes ou géis, agem predominantemente exercendo o seu efeito ao liberar o
farmaco na superficie da pele e as moléculas, entdo, se difundem para as demais
camadas. A extensdo e a duracido da difusdo dependem das caracteristicas fisico-
quimicas do préprio farmaco (FOLDVARI, 2000).

Com relacao a escolha do tipo de membrana a ser utilizada em experimentos
de tape stripping com célula de Franz, a pele humana é a mais indicada para melhor
predizer a penetracdo cutanea. Com o intuito de minimizar a variabilidade dos
resultados devido as diferengas de permeabilidade (causada pela espessura do
estrato coérneo e pela densidade de foliculos) entre regides anatdmicas distintas,
deve-se padronizar o local de remocgao da pele. Em geral, a pele do abdémen de
mulheres é frequentemente utilizada e, devido a grande variabilidade entre os
individuos, o teste deve ser realizado com peles provenientes de diferentes
doadores. A pele humana pode ser obtida através de cirurgias plasticas ou de
cadaveres, contudo, muitas vezes, a disponibilidade € limitada e os aspectos éticos
devem ser levados em consideragdo (SARTORELLI et al., 2000).

A pele animal difere da pele humana em varios sentidos, sendo mais
permeavel, de modo que os resultados obtidos ndao podem ser correlacionados
diretamente com a pele humana (SHAH et al,, 1998). Comumente, os animais
apresentam maior densidade de foliculos pilosos e espessura mais fina do estrato
corneo. No entanto, a pele animal é mais facil de ser adquirida e padronizada. A pele
de porco € a mais recomendada por se assemelhar morfologicamente a pele
humana e pela facilidade de aquisicao (DIEMBECK et al., 1999; FERNANDEZ et al.,
2002; BARBERO e FRASCH, 2009). A pele animal pode ser utilizada tanto para
avaliar a permeabilidade relativa de farmacos quanto para comparacodes in vitro € in
vivo (SARTORELLI et al., 2000).

A diferenca de permeabilidade encontrada para diferentes espécies e regides
anatbmicas pode ser explicada por duas grandes teorias. Os apéndices cuténeos,
como os foliculos pilosos, agem como rota de penetragcdo de substancias, podendo
modificar a absor¢cao na derme. Além disso, o proprio estrato cérneo que apresenta
grande variabilidade na composi¢cao dependendo da espécie, representa um desafio
para a absorgdo (POET e MCDOUGAL, 2002).
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A escolha do fluido receptor também influencia a penetragcdo cutanea de
farmacos e tem como objetivo, mimetizar a circulagdo sanguinea in vivo. Como
principal exigéncia, o farmaco deve ser suficientemente soluvel na solugao receptora
para garantir condi¢gdes sink, sem permitir que a solubilidade limite a difusdo. Isto é
particularmente importante para a difusdo de compostos lipofilicos, cuja solubilidade
em solugdes aquosas tende a ser baixa (SARTORELLI et al., 2000; OECD, 2004).

Diversos estudos que utilizam a técnica de tape stripping para avaliagdo da
penetracdo cutanea de farmacos in vitro, utilizando pele humana e pele de porco,
bem como a comparagao da penetragao entre modelos in vivo e in vitro, tém sido

relatados na literatura.

Barbero e Frasch (2009) realizaram uma revisao quantitativa comparando a
permeabilidade da pele humana com a da pele de porco para diferentes farmacos,
avaliando a variabilidade inter e intra-espécies. O coeficiente de correlacdo de
Pearson foi calculado para comparar a permeabilidade in vitro da pele de porco com
a humana, ficando em 0,88. A média do coeficiente de variagao intra-espécie foi de
21 % para a pele de porco e 35 % para a pele humana e a média do coeficiente de
variagao inter-espécie ficou em 37 %, considerando um tamanho amostral de 41
estudos avaliados. Considerando os resultados obtidos, os autores concluem que a
pele de porco € um bom modelo para avaliar a permeabilidade, sendo uma
excelente alternativa para a pele humana em experimentos de permeabilidade in
vitro. Além disso, a pele de porco apresenta menor variabilidade, de modo que a
escolha do tipo de pele a ser utilizada depende da proposta do estudo e do

composto de investigacao.

Herkenne e colaboradores (2006) investigaram a possibilidade de substituir a
pele humana na avaliacdo da biodisponibilidade de produtos topicos em estudos de
bioequivaléncia por pele de orelha de porco, de modo que experimentos in vitro
utilizando a pele de porco foram comparados com estudos in vivo em voluntarios
humanos. Para o estudo, foram utilizadas quatro formula¢des de ibuprofeno, sendo
possivel concluir que os parametros que caracterizam difusdo e particdo do farmaco
no estrato cérneo no modelo in vitro foram compativeis com os parametros in vivo
apés um periodo de aplicagdo de 30 minutos. Ainda, o resultado in vitro em

concentragcbes de nao steady-state pode ser usado para predizer perfis de
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concentracgao in vivo do farmaco através do estrato cérneo, apds a administracao de
uma formulagao por 3 horas. Os autores concluiram, portanto, que a pele de orelha
de porco utilizada in vitro € uma ferramenta promissora para avaliacdo e otimizacao

de formulagdes de uso topico.

Wagner e colaboradores (2000), utilizando pele humana obtida de cirurgia
plastica, avaliaram a penetracdo do acido flufenamico no estrato cérneo in vitro e
correlacionaram estes resultados com a penetragao in vivo do mesmo farmaco. Os
pesquisadores obtiveram uma boa correlagdo entre a quantidade de farmaco
presente no estrato corneo das peles in vitro e a quantidade presente na pele
humana in vivo indicando que ha a possibilidade de predizer a concentracéo de

acido flufenamico in vivo a partir de estudos in vitro.

A avaliagao da penetragao cutanea pela técnica de tape stripping e células de
difusdo de Franz, apds a inclusdao de farmacos de uso tdpico em sistemas
nanoparticulados também vem sendo amplamente estudada por diversos grupos de

pesquisa.

Lboutounne e colaboradores (2002) avaliaram a penetragcdo cutanea de
nanocapsulas de poli(e-caprolactona) de clorexidina em pele de porco utilizando tape
stripping em célula de difusdo de Franz. Foi observada uma liberagdo controlada do
farmaco a partir das nanocapsulas, ocasionando aumento da liberagdo de
clorexidina, provocando um contato direto do carreador com a superficie da pele e

os foliculos pilosos.

A penetragédo cutanea do metoxicinamato de octila nanoencapsulado [poli(g-
caprolactona)] e livre no estrato corneo de pele de porco através de tape stripping in
vitro em célula de difusdo de Franz foi avaliada por Alvarez-Roman e colaboradores
(2004a). Os autores verificaram que a quantidade de farmaco retido no estrato
cérneo foi 3,4 vezes maior quando associado a nanocapsulas do que na forma livre.
Além disso, apds 6 horas de experimento, o filtro solar ndo foi encontrado na solugao
receptora, sugerindo que as nanocapsulas ndo sado capazes de aumentar a
permeacao do farmaco através da pele. O aumento da atividade termodinamica e a

maior area superficial das nanocapsulas podem justificar os resultados obtidos.
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Lipossomas contendo acido retindico foram desenvolvidos por Fresno-
Contreras e colaboradores (2005) com o intuito de alterar os parametros de difusao
do farmaco na pele e reduzir a absorcédo sistémica. Para tanto, a penetragao do
farmaco em pele de abdémen de rato foi avaliada pela técnica de tape stripping in
vitro em células de difusdo de Franz. Os resultados mostraram que a encapsulagao

do acido retindico prolonga a liberagcdo do farmaco e aumenta a retenc¢ao na pele.

O efeito da inclusdo de acido flufendmico em nanoparticulas de acido
poli(latico-co-glicdlico) no transporte do farmaco através da pele humana in vitro foi
investigado por Luengo e colaboradores (2006). A penetragcado cutanea foi analisada
por tape stripping e pelo método de Saarbricken, no qual a propria pele age como
um meio receptor, e a permeacao foi realizada através de células de difusdo de
Franz. Os autores ndo observaram diferencas na quantidade de farmaco presente
no estrato cérneo quando comparadas as formulagdes de farmaco livre e
nanoencapsulado. No experimento de permeacdo, apds um curto periodo de
incubacao (< 12 horas), a acumulagado de farmaco nas camadas profundas da pele
bem como o transporte através da pele mostrou-se menor para o farmaco
nanoencapsulado, no entanto, essa diferenga nao foi significativa. Apés um longo
periodo de incubagcdo (> 12 horas), o acido flufendmico nanoencapsulado
apresentou aumento significativo do transporte e acumulagcdo em comparagdo ao

farmaco livre.

O estudo realizado por Felippi (2008) em nosso grupo de pesquisa
demonstrou que, através da técnica de tape stripping em humanos in vivo, a
penetracdo no estrato cérneo 15 min apds a aplicagdo cutdnea de hidrogel de
hidroxietilcelulose contendo 0,05 % de isotretinoina nanoencapsulada foi, em média,
31 % maior do que a penetragao da isotretinoina livre aplicada no mesmo veiculo na
mesma concentracdo. Apds esse tempo, a penetracdo do farmaco ndo mostrou
diferenca significativa na forma livre ou nanoencapsulada até 6 horas de

experimento.
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Capitulo 1: Microdialise in vitro

1. Introducéo

A microdialise € uma técnica de amostragem continua bem estabelecida e
semi-invasiva que ganhou importante papel tanto em experimentos in vitro quanto na
investigacdo de concentragdes livres de substancias endodgenas ou exdgenas no
fluido intersticial ou na biofase (PLOCK e KLOFT, 2005; TASSO et al., 2008).

Basicamente, a microdiadlise se baseia na difusdo passiva de substancias
através de uma membrana semipermeavel, constituinte de uma sonda, que pode
estar implantada em tecidos ou em fluidos de interesse (Figura 1). Essa sonda é
continuamente perfundida por uma solugdo fisiolégica com fluxo constante
(comumente 0,5 — 5 yL/min). Em geral, o liquido de perfusdo consiste em uma
solugdo aquosa que mimetiza a composicao do fluido extracelular com o intuito de
prevenir mudangas na composicao tanto do dialisado quanto do fluido ao redor da
sonda, impedindo a migracdo de moléculas devido a diferengcas osmaticas. O
processo de difusdo de substancias pela membrana é dependente do gradiente de
concentracido, de maneira que moléculas com determinadas massas molares podem
se difundir para dentro do liquido de perfusdo (dialise ou ganho) ou se difundir a
partir dele (retrodialise ou perda) (DE LANGE et al., 2000; PLOCK e KLOFT, 2005;
SCHMIDT et al., 2008).

Membrana de didlise

Tubo de saida

Tubo de entrada

Figura 1. Representagéo grafica de uma sonda de microdidlise linear (Adaptado de
DAVIES et al., 2000).
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Como a sonda é constantemente perfundida por uma solugéo, condi¢cbes de
equilibrio nunca sao atingidas e, portanto, a concentragdo encontrada no dialisado
representa somente uma fragdo da concentragao real do analito, sendo geralmente
menor que os niveis presentes no tecido. Consequentemente, ha a necessidade de
se determinar a recuperacéao relativa (RR) da sonda, expressa pela razdo entre a
concentracdo no dialisado e a real concentragdo presente no meio investigado
(PLOCK e KLOFT, 2005; CHAURASIA et al., 2007). A recuperacao relativa, a qual
deve ser verificada tanto in vitro quanto in vivo, devido a diferengas de difusdo do
farmaco em solucdo ou no fluido intersticial, pode ser determinada por dialise e
retrodialise, entre outros métodos, e representa um passo critico para aplicacdo da
microdidlise (ARAUJO et al., 2008; TASSO et al., 2008).

Diversos fatores experimentais afetam a recuperagdo relativa da sonda,
incluindo temperatura, area e composi¢gédo da membrana, gradiente de concentragéao,
fluxo de perfusédo, propriedades fisico-quimicas do farmaco, tortuosidade da matriz
(in vivo). Em geral, quanto maior o fluxo de perfusdo, menor a recuperacgao relativa e
quanto maior a temperatura e area da membrana, maior a recuperacao relativa (DE
LANGE et al., 2000; PLOCK e KLOFT, 2005; CHAURASIA et al., 2007; ARAUJO et
al., 2008).

As caracteristicas fisico-quimicas do farmaco sob investigacéo, especialmente
o coeficiente de particao, influenciam enormemente o processo de difusdo pela
membrana da sonda, uma vez que essa é regida pela lei de Fick, e, por conseguinte,
a recuperacao relativa. Farmacos hidrofilicos apresentam valores de didlise e
retrodialise semelhantes, pois se difundem livremente pela membrana, enquanto que
farmacos lipofilicos apresentam baixas recuperacgdes relativas e valores de didlise e
retrodialise distintos. Isso ocorre provavelmente devido a baixa solubilidade do
farmaco no meio de perfusdo, devido a ligagdo do mesmo a tubulagdo da sonda e
pela alta ligacdo as proteinas plasmaticas, tornando a microdialise dificil de ser
realizada in vivo. O fato de a microdialise ter dificuldade de aplicacdo para
substancias moderada ou altamente lipofilicas limita a utilizacdo desta técnica para
uma série de classes terapéuticas, visto que muitos farmacos utilizados na
terapéutica apresentam essa caracteristica (SCHUCK et al., 2004; ARAUJO et al.,
2008).
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A investigagdo da viabilidade da utilizagdo da microdialise para avaliar o perfil
farmacocinético da isotretinoina apds aplicacdo topica faz parte dessa etapa do
trabalho. Para tanto, objetivou-se determinar a recuperacgao relativa in vitro da
isotretinoina, farmaco lipofilico que apresenta log P estimado de 6,76 (NANKERVIS
et al., 1996). Confirmada a viabilidade da utilizacdo dessa técnica de amostragem,
ela podera ser utilizada para avaliar a biodisponibilidade dérmica da isotretinoina a

partir da formulagdo de nanocapsulas investigada nesse trabalho.
2. Metodologia
2.1. Padréo, solventes e reagentes

O farmaco isotretinoina foi adquirido da Pharma Nostra® (Brasil, pureza: 99,5
%). Os solventes acetonitrila e acido trifluoroacético, grau CLAE, foram obtidos da
Merck® (Alemanha). A agua utilizada no sistema cromatografico foi obtida de
destilador/deionizador Milli Q® — Millipore®.

2.2. Metodologia analitica para quantificacdo da isotretinoina em

microdialisado por CLAE

A concentracdo da isotretinoina nas amostras de microdialisado foi
determinada por cromatografia liquida de alta eficiéncia com detecgdo por UV
(CLAE/UV). A metodologia analitica utilizada para a quantificacdo da isotretinoina
foi adaptada da metodologia descrita por Tashtoush e colaboradores (2007). Todos
os procedimentos foram realizados com auséncia de luz devido a foto-instabilidade
do farmaco. Além disso, utilizou-se vidraria dmbar em todos os experimentos
descritos nesse capitulo. A metodologia analitica utilizada foi capaz de diferenciar a

isotretinoina do seu principal isémero e produto de degradacéo, a tretinoina.
2.2.1. Condigdes cromatograficas

As condi¢cdes cromatograficas utilizadas para quantificagcdo da isotretinoina

em microdialisado estdo descritas na Tabela 1.
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Tabela 1. Condigdes cromatograficas utilizadas para a quantificagdo da isotretinoina
em microdialisado.

Caracteristica Descricao

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

Apos o preparo, a fase movel foi filtrada em filtro de membrana de
polivinilideno (poro 0,45 pum, diametro 47 mm, hidrofilica, Millipore®) e desgaseificada

por 10 min com o auxilio de banho de ultra-som (Ultrasonic Cleaner, Unique®).
2.2.2. Preparo da curva de calibracéo e controles de qualidade

Foram pesados, analiticamente, 10,0 mg de isotretinoina em baldo
volumétrico ambar de 20 mL. O volume do bal&do foi completado com acetonitrila e a
solucao foi mantida em banho de ultra-som por 10 min, obtendo-se concentracéo
final de 500 ug/mL de isotretinoina. A partir desta solucgao, foi realizada uma diluicao
obtendo-se a solugdo de concentragdo de 10 pg/mL em acetonitrila. Dessa,
obtiveram-se as concentragdes finais da curva de calibracdo em tampao fosfato 0,05
M (pH 7,4): 0,06; 0,1; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 e 1,0 ug/mL. As amostras de controle de
qualidade nas concentragdes de 0,18; 0,5 e 0,9 pg/mL foram preparadas de modo

similar, a partir de nova solugao-mae.

As amostras da curva de calibracdo e de controle de qualidade foram

injetadas diretamente no cromatografo.
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2.2.3. Validacao da metodologia analitica por CLAE para microdialisado

A metodologia analitica por CLAE para amostras de microdialisado foi
validada através da linearidade, precisdo, exatiddo e limite de quantificacdo do
meétodo. Os parédmetros de performance analitica foram avaliados através de curvas
de calibracdo e controles de qualidade de amostras contendo concentracdes
conhecidas de isotretinoina, de acordo com o preconizado pelo Food and Drug
Administration (FDA, 2001).

A precisdo e exatiddo do método foram determinadas pela analise em
triplicata em dois dias consecutivos de trés concentragdes de isotretinoina em
tampéao fosfato 0,05 M (pH 7,4) (0,18; 0,5 e 0,9 ug/mL) (controles de qualidade
(CQ)). A linearidade foi avaliada pela analise em triplicata das sete concentragdes da
curva de calibracdo por dois dias consecutivos. As curvas de calibracdo foram
obtidas pela analise de regressdo dos minimos quadrados considerando a area do
pico da isotretinoina em fungdo da concentragédo teorica. A regressao linear e o
desvio da linearidade das curvas de calibragdo foram analisados estatisticamente

através da analise de variancia (ANOVA).
2.3. Microdialise

As sondas de microdialise CMA/30 linear (cutoff 6000 D, didmetro externo
0,38 mm, comprimento da membrana 10 mm, CMA/Microdialysis AB®, Suécia) foram
conectadas a seringas do tipo gastight de 0,5 mL com o auxilio de um conector de
cateter. Para manter o fluxo constante pela sonda, uma bomba de microinfusao foi
utilizada (PHD22/2000 Harvard®).

O estudo da viabilidade de utilizacdo das sondas de microdialise para
quantificacdo da isotretinoina foi concebido visando investigar a influéncia do fluxo
de perfuséo e da concentracdo do farmaco na taxa de recuperacéo relativa (RR) in
vitro. A RR in vitro foi determinada por dois métodos diferentes: dialise e retrodialise,

descritos a seguir. Um esquema destes processos pode ser visualizado na Figura 2.
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Tubo de entrada

-« Tubo de saida

¥~ sonda Microtubo

Dialisado

7 o Dialise (recuperag¢io-ganho):
Liquido de A = :
pqerfuséo 7 A Solugaodle.farm‘aco

[ Solugaofisioldgica
Retrodialise (recuperagio-perda):
[] Solugao de farmaco
[] Solugao fisiologica

Meio externo

B

Figura 2. Esquema para determinagao das taxas de recuperagao in vitro por dialise
e retrodialise (Adaptado de PLOCK e KLOFT, 2005).

2.3.1. Recuperacdo in vitro das sondas de microdidlise por dialise

Para a determinagao da recuperacao relativa por dialise (ganho de farmaco
pela sonda, RRp), as sondas CMA 30 foram colocadas em placas de Petry contendo
solugdo de isotretinoina a 1,0 uyg/mL em tampéo fosfato 0,05 M (pH 7,4) sob
temperatura constante (37 °C + 1 °C). As sondas (n = 3) foram conectadas a seringa
alimentadora e perfundidas com tampao fosfato 0,05 M (pH 7,4) destituido de
farmaco, em diferentes fluxos. Com o intuito de se avaliar a influéncia do fluxo na RR
da isotretinoina, foram testados quatro fluxos de perfusdo diferentes - 1,0; 2,0; 3,0 e
4,0 uL/min - mantendo-se a concentracao de isotretinoina constante no meio. Apds a
estabilizagcdo do sistema por uma hora, trés amostras sucessivas de 60 pyL foram

coletadas.

Para a determinagcao da influéncia da concentragdo na RR, o fluxo foi fixado
em 2 ulL/min, por apresentar valor de recuperagdo compativel com o método
analitico e tempo e volume adequados de coleta, e quatro concentracdes diferentes
de isotretinoina foram testadas no meio: 0,2; 0,4; 0,8 e 1 ug/mL. Apds o periodo de
equilibrio de uma hora, trés coletas sucessivas de 60 pyL foram realizadas (n = 3

sondas).
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As amostras de dialisado e das solug¢des de isotretinoina do meio de imersao
das sondas antes e depois dos experimentos foram analisadas imediatamente por

CLAE/UV, conforme método descrito anteriormente, sem processamento prévio.

A recuperagao relativa por dialise (RRp) foi calculada de acordo com a
Equagdo 1 (WEISS e LUNTE, 2000; ARAUJO et al., 2008):

RR, (%)z(%xmoj (1)

ext

onde Cga € a concentracdo de farmaco presente no dialisado e Cgt € a

concentracao de farmaco no meio externo ao redor da sonda de microdialise.
2.3.2. Recuperagdo in vitro das sondas de microdialise por retrodiélise

Para a determinacdo da recuperacdo relativa por retrodialise (perda de
farmaco pela sonda, RRgp), técnica similar a de didlise foi utilizada. No entanto, as
sondas foram continuamente perfundidas com tampao fosfato 0,05 M (pH 7,4)
contendo isotretinoina e a solugdo do meio da placa de Petry, onde a sonda foi

colocada, constitui-se de tampéao fostato destituido de farmaco, a 37 °C + 1 °C.

Os experimentos de recuperagcdo in vitro por perda foram realizados da
mesma maneira que o0s experimentos por ganho, avaliando-se a influéncia da
concentragao de isotretinoina (0,2-1,0 ug/mL) e do fluxo de perfuséo (1,0-4,0 uL/min)
através das sondas de microdialise (n = 3). As trés coletas de 60 uL de dialisado
também foram realizadas apds ambientagdo de uma hora. Da mesma forma, as
amostras de dialisado e das solug¢des perfundidas antes e depois dos experimentos
foram analisadas imediatamente por CLAE/UV, conforme método descrito

anteriormente, sem processamento prévio.

A recuperagao relativa in vitro por retrodialise (RRrp) foi determinada pela
Equagao 2 (WEISS e LUNTE, 2000; ARAUJO et al., 2008):

RR,, (%)= [%mooj (2)

perf
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onde Cper € a concentracdo de farmaco presente na seringa (solugdo perfundida pela

sonda).

2.3.3. Experimentos de ligacdo da isotretinoina na tubulacdo da sonda de

microdidlise

Com o intuito de investigar a porcentagem de farmaco capaz de se ligar na
tubulagcdo da sonda de microdialise, trés tubos de entrada e de saida, compostos de
poliimida (250 mm de comprimento), foram separados das membranas de dialise das
sondas e perfundidos com solugdo de isotretinoina 1,0 pg/mL nos fluxos de 1,0; 2,0;
3,0 e 4,0 uL/min. Amostras de 60 uL foram coletadas em triplicata e analisadas em
CLAE/UV conforme metodologia descrita, imediatamente apds a coleta, sem

processamento prévio.
2.4. Descarte de residuos quimicos

O descarte de residuos quimicos foi realizado em recipientes apropriados,
datados, identificados com o nome do responsavel e o tipo de solvente ou
constituicdo da mistura organica. Posteriormente, os residuos foram recolhidos pela
Comissdo de Saude e Ambiente de Trabalho (COSAT), assegurando destino e

tratamento adequados.
3. Resultados e Discusséao
3.1. Validacdo de metodologia analitica por CLAE para microdialisado

A validacdo de método analitico € realizada para garantir que o método seja
exato, especifico e reprodutivel, assegurando credibilidade durante seu uso rotineiro
(FDA, 2001).

A precisdo do método analitico representa o grau de repetibilidade entre os
resultados de analise individuais, quando o procedimento € aplicado diversas vezes
numa mesma amostra homogénea. A precisdo pode ser avaliada pela repetibilidade,
reprodutibilidade e precisdo intermediaria. A repetibilidade é a medida em fungéo
dos valores encontrados através de varias reproducdes do método, nas mesmas
condi¢cbes, em curto intervalo de tempo. A precisao intermediaria expressa o efeito

de variagbes do método em diferentes dias, analistas e equipamentos. A
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reprodutibilidade se refere aos resultados dos estudos de colaboracdo entre
laboratérios. A precisdo deve ser investigada usando um minimo de cinco
determinagdes de, no minimo, trés concentracdes diferentes (FDA, 2001). Para
avaliacdo dos resultados foram adotados os critérios de validagdo de método
analitico para amostras biolégicas, uma vez que os futuros experimentos in vivo

serao realizados em humanos.

A precisdo do método para amostras de microdialisado foi avaliada através
dos coeficientes de variagdo intra-dia (repetibilidade) e inter-dia (precisdo

intermediaria). Os resultados da precisdo podem ser visualizados na Tabela 2.

Tabela 2. Repetibilidade e precisdo intermediaria do método analitico para
quantificagao da isotretinoina em microdialisado por CLAE/UV.

Concentragéo Concentracio experimental®
?S&':SI Dia (:l/;e/‘rjr:ﬁ) D.P. D.P.R. (%)

Variacéo intra-dia
LQ 0,06 1 0,0698 0,0014 2,0
2 0,0671 0,0051 7,6
CQ 0,9 1 0,8995 0,0221 2,5
2 0,9237 0,0263 2,8
0,5 1 0,5023 0,0335 6,7
2 0,5034 0,0146 2,9
0,18 1 0,1756 0,0144 8,2
2 0,1781 0,0059 3,3

Variagao inter-dia
LQ 0,06 0,0685 0,0019 2,8
CQ 0,9 0,9116 0,0171 1,9
0,5 0,5029 0,0007 0,1
0,18 0,1769 0,0017 1,0

D.P. = desvio padrao; D.P.R. = desvio padrao relativo; LQ = limite de quantificagdo; CQ = controles de
qualidade; ®valores de média e D.P. representam n = 3 observacgoes.

Os coeficientes de variagao intra-dia e inter-dias devem apresentar valores
inferiores a 15 % para cada concentracdo, exceto para o menor limite de
quantificacdo, que deve ser inferior a 20 % (FDA, 2001). Os valores de precisao
intra-dia e inter-dia para as amostras de CQ foram menores ou iguais a 8,2 % e 1,9

%, respectivamente, estando de acordo com a especificagdo do FDA. O método,
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portanto, possui repetibilidade quando executado mais de uma vez no mesmo dia e

sua analise é precisa quando feita em diferentes dias.

A exatidao representa o grau de concordancia entre os resultados individuais
encontrados e um valor aceito como referéncia (FDA, 2001). Através dos resultados
apresentados na Tabela 3, pode-se concluir que o método € exato, indicando que as

concentracdes determinadas estdo proximas aos valores tedricos esperados.

Tabela 3. Exatiddo do método analitico para quantificagdo da isotretinoina em
microdialisado por CLAE/UV.

Concen_tragéo Faixa de~ Faixa de
nominal concentragcao 5o (%)
(Hg/mL) (Hg/mL) exatidao ()
LQ 0,06 0,0621 - 0,0723 103,4 -119,3
CQ 0,9 0,8759 - 0,9461 95,6 - 105,1
0,5 0,4666 - 0,5331 92,4-104,5
0,18 0,1591 - 0,1855 87,5-102,0

D.P. = desvio padrao; D.P.R. = desvio padrao relativo; LQ = limite de quantificagdo; CQ = controles de
qualidade;® n = 6 observagoes.

A linearidade corresponde a capacidade de uma metodologia analitica de
demonstrar que os resultados obtidos s&o diretamente proporcionais a concentragao

do analito na amostra, dentro de um intervalo especificado (FDA, 2001).

A linearidade do método analitico foi avaliada através de seis curvas de
calibragdo com faixa de concentragao entre 0,06 e 1,0 ug/mL avaliadas em dois dias
consecutivos. A partir das curvas foram determinados a inclinacao, a interseccéo e o
coeficiente de correlagdo. A curva de calibragdo média obtida na validagdo esta
representada na Figura 2, com a equacéo da reta de regresséo linear e o valor do

coeficiente de correlagdo correspondente.
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Figura 3. Representacéo grafica da curva de calibracdo média da isotretinoina em
microdialisado obtida por CLAE/UV na faixa de 0,06 a 1,0 uyg/mL (média £ D.P.).

Os coeficientes de correlacao, intercepto e inclinagdo de cada uma das seis

curvas utilizadas para a validagdo podem ser observados na Tabela 4.

Tabela 4. Parametros das curvas de calibracdo utilizadas na validacdo de
metodologia analitica para quantificacdo da isotretinoina em microdialisado por
CLAE/UV.

Coeficiente de

Curva Inclinagéo Intercepto Y ~
correlacdo

Dia 1l

1 383816 -10431,0 0,9986

2 400305 -7051,6 0,9989

3 397217 -7222,4 0,9991

Dia 2

1 405476 -8955,2 0,9986

2 392694 -5651,3 0,9997

3 397633 -8189,5 0,9994

Média (n = 6) 396190,2 -7916,8

D.P.2 7370,7 1663,6

D.P.R. (%)" 1,9

@D.P., desvio padrao; °D.P.R., desvio padrao relativo.

Todas as curvas analiticas (area do pico em fungado da concentragdo nominal
de isotretinoina) foram lineares e apresentaram coeficiente de correlagao superior ou
igual a 0,9986. Portanto, considerando 0,995 como sendo o menor valor aceitavel de
correlagdo para amostras biologicas (FDA, 2001), observou-se linearidade funcional

entre a concentracao de isotretinoina e as areas dos picos do farmaco obtidos. A
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analise de variancia (ANOVA), utilizando os valores experimentais das areas,
demonstrou que os resultados calculados apresentaram regresséo linear significativa

(p < 0,05), sem desvio de linearidade (p > 0,05).

O limite de quantificagao representa a concentragdo mais baixa da substancia
em analise que pode ser quantificada através das condicbes experimentais do
método analitico, apresentando exatidao e precisdo satisfatéria. Para o limite de
quantificagdo, a variagdo maxima aceita € de 20 % (FDA, 2001). O limite de
quantificacdo do método desenvolvido foi de 60 ng/mL obtendo-se precisdo e

exatiddo satisfatorias (Tabelas 2 e 3).

3.2. Recuperacédo das sondas de microdialise in vitro e ligacdo da isotretinoina

aos dispositivos de microdidlise

Sabe-se que na microdialise a quantidade de farmaco recuperado € somente
uma fragdo da quantidade presente no tecido ou no meio sob investigagéo.
Considerando que a RR é dependente de uma série de fatores como fluxo de
perfusdo, natureza da membrana, temperatura, propriedades fisico-quimicas da
substdncia a ser estudada, entre outros (JOUKHADAR e MULLER, 2005),
experimentos in vitro devem ser executados previamente aos experimentos in vivo,
pois possibilitam a determinacdo das condi¢cdes experimentais apropriadas para os
estudos in vivo, além de mostrar possiveis problemas relacionados com a utilizagao

da técnica.

A recuperacdo das sondas de microdialise in vitro foi determinada pelas
técnicas de dialise e retrodidlise. Considerando a relevancia da temperatura,
isotonicidade e pH do meio no transporte de substancias através de membranas
poliméricas (PLOCK e KLOFT, 2005), todos experimentos de recuperagao in vitro
foram conduzidos com tampao fosfato 0,05 M (pH 7,4) a 37,0 + 1,0 °C, mimetizando

0 espaco intersticial in vivo.

A RR pelo método de diédlise in vitro mimetiza a situacédo in vivo quando a
microdialise é utilizada para amostrar farmacos em uma biofase especifica. Nesse
caso, o farmaco esta presente no tecido e se difunde pela membrana da sonda.
Como a concentragdo de farmaco no tecido varia ao longo do tempo € importante

verificar que a RR da sonda permanece constante apesar das variagdes de
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concentracdo. Nesse contexto, a influéncia da concentragao de isotretinoina na RR
in vitro foi investigada por ambos os métodos. A RRp se mostrou similar para todas
as concentragodes investigadas (0,2 - 1,0 pg/mL — fluxo 2,0 yL/min), sendo de 25,2 +
4,8 %. A recuperacao obtida por retrodialise também foi semelhante para todas as
concentragdes investigadas, mas se mostrou superior a RRp, tendo-se obtido um
valor médio de 67,8 + 10,3 % (p < 0,05). Desse modo, pode-se concluir que a RR

por dialise ou retrodialise nao € influenciada pela concentragao de isotretinoina.

A influéncia do fluxo de perfusdo (1,0 - 4,0 pL/min) na RR in vitro da
isotretinoina foi investigada pelos métodos de didlise e retrodidlise, mantendo-se a
concentragdo constante de 1,0 ug/mL. Os resultados podem ser observados na
Tabela 5.

Tabela 5. Recuperacéo relativa in vitro da isotretinoina (1,0 pg/mL) pelos métodos
de didlise (RRp) e retrodidlise (RRrp) para diferentes fluxos de perfuséo.

Recuperacdo Relativa (%)

RRp, (%) RRRp (%)

Sonda Utilizada N . . .
Fluxo Perfusé&o (pL/min) Fluxo Perfusédo (uL/min)

1,0 2,0 3,0 4,0 1,0 2,0 3,0 4,0

Sonda A? 41,3+6,3 336+13 254+04 22729 856+28 774+05 67016 428%20
SondaB ?® 36,0+08 245+06 189+03 20,3%x25 86,0+19 733+50 670+x41 42618
SondaC? 195+48 194+32 173+x17 12608 90,1+45 803+12 763+28 52412

Média+D.P.® 32,3+4,0 259+1,7* 205+0,8* 185+21* 87,2+3,1 770+22 701+28 459+17

¢ Média + DP (n = 3)
® Média + DP (n = 9)
*p<0,05

Primeiramente, pode-se observar que para a mesma técnica investigada, a
RR diminuiu com o aumento do fluxo de perfusdo, como pode ser melhor visualizado
na Figura 3. A cada aumento de fluxo a RR diminui em torno de 1,2 vezes para
ambas as técnicas de recuperagdo. A RRp para o fluxo 1,0 uL/min, por exemplo, foi
de 32,3 £ 4,0 %, aproximadamente 1,2 vezes superior a obtida com fluxo 2,0 yL/min
(25,9 £ 1,7%). Essa relagao inversa entre o fluxo de perfusdo e a recuperagao era
esperada uma vez que, com aumento de fluxo, o analito no meio externo é drenado
mais rapidamente para o interior da sonda, sendo diluido no liquido de perfuséo
reduzindo, consequentemente, a recuperacao relativa das sondas. A recuperagao
absoluta, no entanto, € aumentada (DE LANGE et al., 2000; KREILGAARD, 2002).

59



Capitulo 1: Microdialise in vitro
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Figura 4. Recuperacao da isotretinoina pelos métodos de retrodialise (H) e dialise
(@) para diferentes fluxos de perfusao.

Foram encontradas diferengas significativas entre as RR por dialise e
retrodialise determinadas in vitro para o mesmo fluxo. A RR por retrodialise mostrou-
se 2,7 a 3,5 vezes superior a RR determinada por diadlise para os fluxos investigados
(Tabela 5 e Figura 3). Esses resultados indicam que a utilizagdo da técnica de
retrodialise, geralmente empregada para avaliar RR in vivo, ndo é adequada para a
isotretinoina.

Pode-se observar na Tabela 5 que a sonda C mostrou recuperagdes por
didlise inferiores as outras duas sondas investigadas. Esse achado nao é relevante
uma vez que as sondas de microdialise podem apresentar variabilidade na
recuperacdo em funcao da sua manufatura, que pode ser minimizada com o0 uso
continuado. Essa observacido pode ser confirmada observando-se os resultados da
mesma sonda C nos estudos de retrodialise, que foram conduzidos posteriormente
ao estudo de dialise. Essa variabilidade de recuperacdo das sondas € um dos
motivos que leva a necessidade de avaliagdo de mais de uma sonda em cada
experimento.

Visando investigar o motivo das diferengas observadas na RR pelos métodos
de diadlise e retrodialise, realizou-se um experimento para avaliar a ligacao da
isotretinoina a tubulagcado de entrada e saida das sondas, utilizando diferentes fluxos

de perfuséo (1,0 - 4,0 yL/min). Os resultados estdo mostrados na Figura 4.
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Figura 5. Porcentagem de ligagdo da isotretinoina nos tubos de entrada (®) e saida
(M) da sonda de microdialise CMA 30 para diferentes fluxos de perfusao.

Pode-se observar uma ligagdo importante da isotretinoina as tubulagdes, que
tendeu a diminuigdo com o aumento do fluxo de perfusdo. Para o fluxo de 2,0
ML/min, por exemplo, a ligagao foi de 57,3 £ 1,3 % e 57,9 + 0,6 % para a tubulagéo

de entrada e saida, respectivamente.

As diferengas significativas observadas para as recuperagbes determinadas
por ganho e perda se devem, portanto, a ligacdo do farmaco ao material das
tubulagbes das sondas de microdialise. Isso ocorre provavelmente devido a
lipofilicidade da isotretinoina, visto que esta caracteristica fisico-quimica € um
importante fator capaz de promover a adsor¢cao de farmacos ao material plastico das
tubulagbes. A afinidade de ligagdo depende da particdo da substéncia entre o
solvente perfundido e o material plastico, explicando porque a RRrp € maior que a
RRp. No método de retrodialise o farmaco deve passar pelo tubo de entrada, pela
membrana e pelo tubo de saida, ocasionando maior contato com a tubulagéo
plastica, enquanto que para o método de dialise, o farmaco entra em contato apenas
com a membrana e o tubo de saida da sonda. Os resultados ndo descartam a

possibilidade da isotretinoina também se ligar a membrana da sonda de microdialise.

Como consequéncia do fendbmeno de ligacdo, a RR determinada
experimentalmente n&o expressa o valor real da recuperagao do farmaco do meio
devido a transferéncia de massa em condi¢cdes sink, mas a recuperacgao relativa
aparente, a qual expressa, simultaneamente, a ligagdo do farmaco a tubulacédo da

sonda e a transferéncia de farmaco pela membrana.
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A ligacao de farmacos a tubulagdo de sondas de microdialise, devido a sua
natureza lipofilica, foi relatada em diversos estudos utilizando substancias como
diproprionato de betametasona, calcipotriol (GROTH e JJRGENSEN, 1997),
fenitoina, carbamazepina, fenobarbital (LINDBERGER et al., 2002) e voriconazol
(ARAUJO et al., 2008).

Algumas alternativas para superar essa limitagdo tém sido descritas na
literatura, tais como o uso de albumina, solventes ou emulsdes lipidicas fisioldgicas
no liquido de perfusdo e a saturacdo da tubulagdo da sonda (CARNEHEIM e
STAHLE, 1991; MULLER et al., 1995; KUROSAKI et al., 1998; TRAUNMULLER et
al., 2006). Carneheim e Stahle (1991) aumentaram a recuperagao in vitro de uma
substancia extremamente lipofilica, o c™ oleato, ao adicionar albumina ou emulsao
lipidica fisiologica ao liquido de perfusdo. Kurosaki e colaboradores (1998), ao
adicionarem lipidios ao liquido perfundido através das sondas, observaram um
aumento significativo das recuperagdes in vitro (2 a 390 vezes de aumento) para
substancias do grupo 4-alquilparabenos, utilizadas como modelos de substancias de
alta lipofilicidade. Traunmdller e colaboradores (2006) adicionaram albumina e
saturaram os sitios de ligagdo da membrana e da tubulagdo com altas
concentragbes do farmaco sob investigagéo, a caspofungina. Os autores verificaram
que o conteudo de albumina do liquido de perfusdo nao preveniu a adsorg¢ao do
farmaco ao material do sistema de microdialise. No entanto, apds o procedimento de
saturagdo, as RR apresentaram valores estaveis, confirmando a hipdtese de
adsorgao da caspofungina as superficies internas da tubulagdo das sondas de
microdialise, demonstrando que a saturagdo dos sitios de ligagdo da tubulagéo

podem ser uma alternativa viavel para solucionar o problema.

A utilizagdo de albumina no liquido de perfusédo visando impedir a ligagdo do
farmaco a tubulagao traz como consequéncia a necessidade de processar a amostra
de dialisado previamente a analise, eliminando uma das vantagens da técnica que é
a injecao direta das amostras de microdialisado nos equipamentos analiticos. Além
disso, como o volume das amostras é pequeno, na ordem de poucos microlitros (~50

— 60 pL), o processamento introduz um erro experimental importante.

A saturacdo das sondas com farmaco previamente aos experimentos, por

outro lado, implica em estudos adicionais para certificar que as sondas permanecem
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saturadas durante a duracdo completa do experimento que sera conduzido in vivo.
Sem essa garantia, os resultados in vivo podem nao corresponder as concentragdes

livres no tecido sob investigacéao.

Além de liquidos de perfusdo alternativos, alguns trabalhos sugerem a
utilizacdo de sondas de microdialise compostas por membranas com cutoff elevado

ou diferentes materiais de tubulagdo e membrana (MARY et al., 1998).

Recentemente, o uso de uma abordagem matematica foi proposta por
Lindberger e colaboradores (2002) e Araujo e colaboradores (2008), a qual permite
considerar a ligacdo de farmacos a tubulagdo ou a membrana de dialise. Apds a
determinagao da ligagao do farmaco ao dispositivo, a mesma pode ser subtraida das
RR determinadas experimentalmente, permitindo a aplicabilidade da microdialise a
farmacos para os quais a ligagdo era uma limitacdo. Essa abordagem, no entanto,
s6 foi aplicada para as situagbes nas quais a ligagdo ocorreu de modo relevante
apenas a tubulagdo de entrada, sendo negligenciavel na tubulagdo de saida, o que

Nao ocorreu para a isotretinoina.
4. Conclusbes

Um meétodo analitico simples e rapido para a determinacdo de isotretinoina
em microdialisado foi adaptado e validado de acordo com as especificacdes do FDA.
O método apresentou excelente linearidade com uma faixa de concentracao de 0,06
a 1,0 yg/mL e, portanto, mostrou-se apropriado para a investigacao deste farmaco

nesta matriz.

Devido a lipofilicidade da isotretinoina, o farmaco é capaz de aderir as
tubulagbes da sonda de microdidlise utilizada dificultando a determinacdo da
recuperacao relativa tanto por dialise quanto por retrodialise, tornando a calibragao

in vivo um desafio.
5. Perspectivas
Na continuidade deste trabalho, duas frentes de investigagdo se apresentam:

1. Embora as desvantagens da utilizacdo de albumina no liquido de perfusao

sejam evidentes, esta seria uma alternativa promissora para prevenir a ligacédo do

63



Capitulo 1: Microdialise in vitro

farmaco ao dispositivo de microdidlise. Além disso, a saturagdo das sondas
previamente aos experimentos também se apresenta como alternativa para a
determinacao da real recuperacgao relativa da isotretinoina, permitindo a aplicagao da
microdialise in vivo. A viabilidade de utilizagcdo dessas duas alternativas deve ser

investigada.

2. Considerando que essa pesquisa visa investigar a diferenga de penetragéo
cutanea de isotretinoina aplicada sob a pele na forma livre e nanoencapsulada, dois
grupos de individuos serao investigados. Considerando que a recuperagao in vivo
determinada pela técnica de dialise e retrodidlise sera a mesma em ambos os
grupos testados, a determinagao da real recuperagao relativa ndo seria obrigatdria,
pois os niveis de concentracdo encontrados na derme para os dois grupos seriam
avaliados por comparacao e nao através de valores absolutos. Desse modo, mesmo
que os resultados da avaliagdo da recuperagdo nao sejam promissores, a
microdialise pode ser empregada para avaliagdo comparativa dos dois grupos sem o
conhecimento das concentracbes teciduais reais, como tem sido relatado na
literatura em diversos estudos utilizando microdidlise cutanea (BENFELDT e
GROTH, 1998; BORG et al., 1999).
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Capitulo 2: Artigo Tape Stripping

Nessa etapa do trabalho avaliou-se a penetracdo cutdnea de nanocapsulas
de poli(e-caprolactona) contendo isotretinoina incorporada em gel hidrofilico (GEL-
NCISO) e isotretinoina livre (GEL-FREE) incorporada no mesmo gel, utilizando-se a
técnica de tape stripping in vitro em pele humana e pele de porco. A estabilidade
fisico-quimica dos hidrogéis foi avaliada usando Turbiscan LAb® em temperaturas de
25 e 40 °C por 24 horas, bem como a partir de estudo conduzido a 4 °C por 60 dias,
avaliando-se quantidade de farmaco encapsulado, tamanho de particulas, indice de
polidispersao, potencial zeta e pH. Esses estudos foram conduzidos visando avaliar
a integridade das formulag¢des desenvolvidas para garantir os estudos de penetragao
cutanea. O GEL-FREE e GEL-NCISO foram aplicados sobre a pele humana ou de

porco e a penetragao foi determinada utilizando tape stripping em célula de Franz.

Os hidrogéis mostraram estabilidade fisico-quimica adequada para
formulacao de uso tépico e boa estabilidade durante os dois meses investigados. As
nanoparticulas mostraram uma distribuicdo de didmetro estreita e potencial zeta
negativo. Os estudos de tape stripping in vitro mostraram que, independente do tipo
de pele utilizada, o farmaco ndo chega ao compartimento receptor até 8 h apds
aplicagcdo cutédnea. A nanoencapsulacdo aumentou a penetracdo cutédnea da
isotretinoina no estrato corneo de ambas as peles e prolongou a liberacdo de
farmaco. A pele de porco foi mais permeavel que a pele humana, uma vez que
maiores concentracdes de farmaco foram determinadas na camada mais externa da
pele para ambas as formulagdes. Penetragdo cutdnea similar foi observada na pele
humana e de porco, embora diferentes quantidades de farmaco tenham sido
detectadas no estrato cérneo de ambas as espécies in vitro. Uma correlagdo de
Pearson positiva (0,79) foi obtida entre a penetracdo de isotretinoina observada na
pele humana e de porco in vitro, levando a conclusdo que a pele de porco pode ser
adequada para prever a penetracao cutanea do farmaco livre e nanoencapsulado na

pele humana in vitro.

Os resultados obtidos nessa etapa do trabalho foram submetidos a publicacéo
sob o titulo “Comparison of cutaneous penetration of isotretinoin-loaded
nanocapsules by tape stripping in vitro in human and pig skin” tendo como autores
Clarissa C. Bettoni, Cristiane de Andrade, Candice Felippi, Silvia S. Guterres e

Teresa Dalla Costa.
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Discussao e Conclusdes Gerais

Nos ultimos anos, a pele se tornou uma atrativa e acessivel via para a
administragao de farmacos. Por sua vez, o desenvolvimento de novas formulacdes e
sistemas de liberacao de farmacos capazes de proporcionar indices terapéuticos
mais adequados além de suprirem a pele por um periodo de tempo prolongado tem
sido de grande interesse tanto para a academia quanto para a industria
farmacéutica. A microdidlise e o tape stripping se mostram técnicas promissoras
para avaliacdo da penetracdo cutanea desses novos carreadores, uma vez que

auxiliam no desenvolvimento de produtos topicos seguros e eficazes.

A presente pesquisa foi desenhada com o intuito de avaliar o comportamento
tépico in vitro da isotretinoina nanoencapsulada e livre incorporada em hidrogéis
apos aplicagcdo sobre a pele. Para atingir esse objetivo, primeiramente foi
determinada a viabilidade de utilizar a microdialise como técnica de avaliagdo da
penetracdo cutanea da isotretinoina. A seguir, a quantidade de farmaco capaz de
penetrar o estrato corneo foi determinada pela técnica de tape stripping in vitro em
pele humana e pele de porco. Por ultimo, realizou-se a comparagao dos resultados
obtidos in vitro neste trabalho com os resultados obtidos por tape stripping in vivo em
humanos em estudo prévio desenvolvido por nosso grupo. Para garantir a
integridade das formulagdes utilizadas nos experimentos, a estabilidade fisico-

quimica dos hidrogéis contendo isotretinoina livre e nanoencapsulada foi avaliada.

Visando investigar a viabilidade de utilizacdo da microdialise para avaliar o
perfil farmacocinético da isotretinoina apds aplicagéo topica objetivou-se a validagao
de método analitico das amostras de microdialisado em cromatografia liquida de alta
eficiéncia e a determinagdo da recuperacgao relativa in vitro da isotretinoina pelas
sondas de microdialise. Durante a validacdo foram avaliados os paradmetros de
desempenho analitico como precisdo intermediaria e repetibilidade, exatidao,
linearidade e limite de quantificacdo de acordo com o preconizado pelo FDA.
Observou-se que o método analitico possui repetibilidade quando executado mais de
uma vez no mesmo dia (precisédo intra-dia < 8,2 %) e que sua analise é precisa
quando feita em diferentes dias (precisao inter-dia < 1,9 %). O método se mostrou
exato, indicando que as concentracbes determinadas estdo préximas aos valores
tedricos esperados e que todas as curvas analiticas foram lineares e apresentaram
coeficiente de correlagao superior ou igual a 0,9986. Além disso, o limite de

quantificacdo do método (60 ng/mL) mostrou preciséo e exatidao satisfatorias.
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Em seguida, a influéncia da concentragdo do farmaco e do fluxo de perfuséo
na taxa de recuperacgao relativa in vitro das sondas de microdidlise foi investigada
por dois métodos diferentes: didlise (RRp) e retrodidlise (RRgrp). Os resultados
evidenciaram que a recuperacao relativa € concentragcédo independente para ambos
os métodos, sendo a média das quatro concentragdes investigadas de 25,2 + 4,8 %
para a RRp e 67,8 + 10,3 % para a RRgp. Verificou-se a existéncia de uma relagao
inversa entre o fluxo de perfusdo e a recuperacao relativa e que ha diferengas
significativas entre as recuperagdes relativas avaliadas pelos dois métodos para o
mesmo fluxo, de modo que a RRrp mostrou-se 2,7 a 3,5 vezes superior a RRp para
os fluxos investigados. Estes resultados indicaram que a utilizagdo da técnica de
retrodialise, geralmente empregada para avaliar recuperagao relativa in vivo, nao
pode ser usada para a isotretinoina. Visando investigar o motivo das diferencas
observadas nas recuperagdes relativas pelos métodos de dialise e retrodialise,
investigou-se a porcentagem de farmaco capaz de se ligar a tubulagdo da sonda de
microdialise. Os resultados mostraram que a isotretinoina se liga fortemente ao
dispositivo de microdialise e que essa ligagao tende a diminuir com o aumento do
fluxo. Isso ocorre provavelmente devido a lipofilicidade da isotretinoina, uma vez que
farmacos lipofilicos tendem a se adsorver aos materiais plasticos das tubulagdes,
dificultando a determinacdo da real recuperacao do farmaco do meio e tornando a
calibragao in vivo e, portanto, a microdialise, um desafio. Como perspectivas para a
investigacdo da microdialise como técnica de amostragem para investigacdo da
penetracédo cutanea da isotretinoina livre e nanoencapsulada, duas abordagens séo
possiveis: 1. utilizagado de albumina no liquido de perfusado visando prevenir a ligagao
do farmaco ao dispositivo de microdialise ou saturacdo das sondas com o farmaco
previamente aos experimentos; 2. comparacao da penetragcdo cutanea relativa do
farmaco livre e nanoencapsulado sem conhecimento da taxa de recuperacdo, uma
vez que o objetivo do estudo é avaliar a influéncia das nanoparticulas na penetragao
cutanea da isotretinoina. A viabilidade de utilizagdo dessas alternativas deve ser

investigada em estudos futuros.

Experimentos de penetracdo cutanea in vitro sdo ferramentas bastante
atrativas para a avaliagdo da seguranca e eficacia de produtos tdpicos e para a
otimizacao dos processos de desenvolvimento de farmacos e formulagdes aplicados

topicamente por serem mais baratos e causarem menores implicagdes éticas que
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experimentos in vivo. Além disso, a possibilidade de prever e correlacionar dados
obtidos tanto a partir de experimentos in vitro quanto de experimentos in vivo € uma
das finalidades desse tipo de ensaio. Nesse contexto, o presente estudo propbs
determinar e comparar a penetragdo cutdnea da isotretinoina livre (GEL-LIVRE) e
nanoencapsulada (GEL-NCISO) incorporada em hidrogéis através da técnica de
tape stripping in vitro em células de difusdo de Franz utilizando pele humana e pele

de porco.

Primeiramente, para garantir a integridade das formulagdes utilizadas no
estudo, a estabilidade fisica e quimica das formulagdes contendo isotretinoina livre e
nanoencapsulada foi avaliada através da determinacado do conteudo de farmaco, do
tamanho de particula; do indice de polidispersao, do potencial zeta e do pH por 60
dias. O aparelho Turbiscan LAb® também foi utilizado com o intuito de prever o
comportamento das formulagdes ao longo prazo. Os resultados mostraram que as
nanocapsulas de isotretinoina e o farmaco livre podem ser incorporados em
hidrogéis apresentando caracteristicas fisico-quimicas satisfatérias para a aplicagéo
topica. As nanocapsulas apresentaram tamanho de particula em torno de 250 nm,
distribuicdo homogénea e altos valores negativos de potencial zeta ao longo de todo
o periodo de analise. O pH mostrou-se estavel e adequado para aplicagao topica.
Apos 60 dias de estocagem, o doseamento de isotretinoina mostrou valores
proximos aos tedricos, ndo apresentando decaimento do conteudo de isotretinoina.
As analises em Turbiscan mostraram tendéncias a desestabilizagcdo que nao foram
confirmadas com o estudo de estabilidade em tempo real, indicando que os

hidrogéis sédo estaveis durante o periodo de 60 dias de armazenagem.

Os experimentos de penetragado cutanea in vitro em pele humana e pele de
porco mostraram que a isotretinoina n&o foi encontrada no compartimento receptor
apos 8 h para ambas as formulagdes, indicando que os hidrogéis séo capazes de
evitar a captacao sistémica de isotretinoina, evitando, portanto, possiveis efeitos
adversos sistémicos. Além disso, a nanoencapsulagao da isotretinoina ndo somente
aumentou a penetragdo do farmaco no estrato corneo de ambas as peles como
também prolongou a liberacdo da isotretinoina nas camadas superficiais. As
quantidades de isotretinoina encontradas nas camadas superficiais da pele humana
foram maiores que as quantidades encontradas na pele de porco, indicando que a

pele de porco € mais permeavel que a pele humana e, consequentemente, maiores
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quantidades de farmaco poderiam ser detectadas nas camadas mais profundas da
pele de porco. A penetragado cutdnea na pele humana e na pele de porco mostrou
propor¢des similares para as duas formulagdes embora diferentes quantidades de
farmaco foram detectadas no estrato corneo de ambas as peles. Um coeficiente de
correlacido de Pearson positivo de 0,79 foi encontrado apds comparar a pele humana
com a pele de porco in vitro, indicando que a pele de porco pode ser usada como
substituto para a pele humana em experimentos in vitro, sendo apropriada para

predizer a penetracido cutanea da isotretinoina no estrato cérneo humano in vitro.

Finalmente, os resultados de penetragédo cutanea obtidos por tape stripping in
vivo em humanos em estudo prévio desenvolvido em nosso grupo de pesquisa
foram comparados com os resultados obtidos no presente trabalho. Observou-se
que os experimentos in vitro tanto em pele humana quanto em pele de porco nao
sdo capazes de refletir a penetracdo cutanea da isotretinoina in vivo, de modo que
nenhuma correlagdo foi encontrada comparando-se a porcentagem de farmaco
liberado no estrato cérneo a partir das duas formulagdes investigadas in vitro e in
vivo. No entanto, é importante ressaltar que a densidade de foliculos do antebraco é
significativamente menor, sendo diferente da densidade de foliculos encontrada na
pele de abddbmen de ambas as espécies. Concluiu-se, portanto, que o método in
vitro nao foi capaz de prever a penetracado percutidnea da isotretinoina in vivo, tanto
livre quanto nanoencapsulada, e que modelos mais representativos devem ser

desenvolvidos.

De modo geral, os resultados desse trabalho mostraram que estudos de
microdialise cutdnea com farmacos extremamente lipofilicos como a isotretinoina
ainda representam um desafio, uma vez que apresentam uma série de limitacdes.
Novas estratégias devem ser desenvolvidas para que a avaliagdo da penetragcéo
cutanea desse tipo de farmaco usando a técnica de microdialise possa ser realizada.
O tape stripping se mostrou uma técnica promissora para avaliagdo da penetragao
cutdanea da isotretinoina in vitro nas duas peles testadas, no entanto, esses
resultados nao puderam ser correlacionados com os resultados in vivo,
demonstrando a grande variabilidade dos resultados obtidos a partir dessa técnica

uma vez que eles dependem principalmente de diferencgas inter e intra-espécies.
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