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Resumo

Este estudo tem como objetivo central avaliar a influéncia da secagem por
aspersdo de nanocapsulas de nucleo lipidico contendo tretinoina nos perfis in vitro de
liberacdo e de penetracdo cutinea deste farmaco a partir de hidrogéis. Esses
experimentos foram conduzidos empregando-se células de difusdo de Franz, pele de
abdome de porcos (fémeas), regime de aplicacdo de doses infinitas e meio receptor
composto por tampdo fosfato pH 7,4 e etanol (70:30). A secagem por aspersdo das
suspensGes de nanocapsulas, utilizando PVP e lactose (1:1, m/m) a 10% como
adjuvantes, forneceu produtos com bons perfis de dispersdo em agua, bons
rendimentos (proximos a 70%), baixos teores de substancias volateis, e teores do
farmaco acima de 92%. O tipo de produto intermediario, suspensdo aquosa ou
respectivo po, utilizado na producdo de hidrogéis (G-LNC-TTN e G-LNC-TTN-SD,
respectivamente) ndo influenciou no perfil de liberacdo in vitro da tretinoina, que se
ajustou ao modelo de Higuchi. No estrato cdrneo houve diferencas nas quantidades de
tretinoina penetradas a partir das duas formulagfes. O G-LNC-TTN levou a uma
retencdo exponencial do farmaco nessa camada, enquanto para 0 G-LNC-TTN-SD isso
nédo ocorreu. Essa diferenca foi associada a forma de organizacdo das nanocapsulas na
matriz do gel. Na epiderme e na derme, ambas as formulagdes permitiram a chegada
de pequenas e constantes quantidades de tretinoina. No compartimento receptor da
célula de Franz o farmaco ndo foi detectado. A pequena permeacdo da tretinoina para
as camadas mais profundas da pele e para 0 meio receptor sdo indicativos de baixa
absorcdo sistémica, e também podem contribuir para a diminuicdo dos efeitos adversos
associados a terapia topica com essa substdncia. A secagem das suspensdes de
nanocapsulas de nucleo lipidico, nas condic¢des utilizadas, forneceu um intermediario
em potencial para a producdo de formas farmacéuticas semissolidas contendo

tretinoina.

Palavras-chave: tretinoina, produtos intermediarios, hidrogéis contendo nanocapsulas

de nucleo lipidico, liberacdo, penetracdo/permeacéo cutanea.






Abstract

This study’s central goal is to assess the influence of spray-drying lipid core
nanocapsules on tretinoin in vitro release profiles as well as skin
penetration/permeation from hydrogels. These experiments were conducted employing
Franz diffusion cells, pig abdominal skin (female), infinite doses regimen and receptor
medium composed of phosphate buffer pH 7.4 and ethanol (70:30). Spray-drying of
the nanocapsules suspensions, using PVP and lactose (1:1, m/m) at 10% (m/v) as
drying adjuvant provided powders with good water dispersion profiles, good yields
(around 70%), low volatile substances contents, in addition to drug contents above
92%. Interchanging intermediate products, aqueous suspension or respective powder,
used in hydrogel formulation (G-LNC-TTNand G-LNC-TTN-SD, respectively)
caused no influence on tretinoin in vitro release profile which was adjusted by
Higuchi model. In corneum stratum there were differences in tretinoin quantities
which penetrated from those formulations. The G-LNC-TTN provided an exponential
retention of the drug on this skin’s layer, although G-LNC-TTN-SD did not. This
difference was associated with the nanocapsules organization form in hydrogel matrix.
In epidermis and dermis both formulations allowed permeation of constant and low
tretinoin quantities. Moreover, at receptor fluid the drug was not detected. The low
tretinoin permeation for deeper skin layers and for receptor fluid is low systemic
absorption indicative, furthermore, may contribute in reducing adverse effects
associated with tretinoin topical therapy. In given conditions, spray-drying of lipid
core nanocapsules provided a potential intermediate for production of semi

solids pharmaceutical forms containing tretinoin.

Key-words: tretinoin, intermediate products, hydrogels containing lipid core

nanopasules, release, cutaneous penetration/permeation.
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1 INTRODUCAO

A nanotecnologia, caracterizada pela manipulacdo da matéria em escala
proxima da atdmica ou molecular para a producdo de novos materiais (MAYNARD et
al., 2006), engloba vérias tecnologias emergentes, das quais sdo esperadas solucdes
técnicas em varios campos de aplicacdo, produtos bem sucedidos economicamente e
melhorias para a qualidade de vida. Apesar de muitos produtos nanotecnolégicos ja
estarem disponiveis no mercado, ha ainda muita pesquisa basica sendo realizada nesse
campo. Nas Ciéncias da Saude, as aplicacbes de nanotecnologias incluem
biotecnologia, diagnostico, dispositivos medicos, liberacdo de farmacos, terapia génica
e engenharia de tecidos, entre outras (VIJAYA SHANTI, 2011).

Na area farmacéutica, nanoparticulas poliméricas tem se destacado como
carreadores de farmacos, principalmente quando constituidas por materiais
biocompativeis e biodegradaveis (BATHEJA et al., 2011). Essas nanoparticulas sdo
definidas como particulas sélidas coloidais, que incluem nanocéapsulas e nanoesferas
(MORA-HUERTAS et al.,, 2010), e apresentam movimento Browniano. As
nanocépsulas sdo estruturas vesiculares compostas por um nucleo oleoso, envolto por
uma parede polimérica e estabilizadas por um sistema tensoativo (POHLMANN et al.,
2013). Nanocéapsulas com propriedades mecanicas diferenciadas, denominadas
nanocapsulas de nuacleo lipidico, sdo obtidas com acréscimo de monoestearato de
sorbitano na composicao de seu nucleo (VENTURINI et al., 2011).

No que diz respeito a administracdo cutdnea de substancias, para fins
cosméticos ou tratamento de doencas locais, diversos estudos vem mostrando
diferencas marcantes no desempenho de formulagbes convencionais e formulacdes
contendo a substéncia ativa nanoencapsulada (CONTRI et al., 2014a; FONTANA et
al., 2011; SIQUEIRA et al., 2011). Aléem de influenciar no comportamento de
penetracdo/permeacdo cutanea, os nanocarredores sdo capazes de proteger a substancia
frente a degradagdo quimica prematura e melhorar sua solubilidade aparente
(OURIQUE et al., 2011). SuspensGes de nanocapsulas podem ser utilizadas
diretamente na pele ou incorporadas em formulacGes semissolidas, como géis e cremes
(CONTRI et al., 2011).
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Um fator critico para o emprego industrial das formulacdes de nanoparticulas
poliméricas € a instabilidade fisico-quimica das suspensfes aquosas em tempos
prolongados de armazenamento. Nesse sentido, 0 método de secagem por aspersao é
uma alternativa rapida e de baixo custo para a conversao das suspensdes aquosas em
pos (BECK, et al., 2006; HOFFMEISTER et al., 2012; TEWA-TAGNE et al., 2007a).
A utilizacdo de excipientes hidrossolUveis como suporte de secagem pode permitir ndo
sO a preservacdo da estrutura das particulas, mas também a recuperacdo do seu
didmetro nanométrico original apdés a dispersio do pdé em meio aquoso
(HOFFMEISTER et al., 2012; TEWA-TAGNE et al., 2007).

Ourique e colaboradores (2011) propuseram a incorporagdo de suspensdes de
nanocapsulas de nucleo lipidico contendo tretinoina em hidrogéis. Essas formulacdes
semissolidas apresentaram aumento da fotoestabilidade frente a radiagdo UVA em
comparacdo com a suspensdo de nanocapsulas e em comparacdo com um hidrogel
comercial contendo o farmaco livre. Além disso, em um experimento in vitro
utilizando células de Franz e pele de abdome humana como membrana, 0s autores
demonstraram um controle da permeabilidade da tretinoina através do estrato corneo
em comparacdo com um hidrogel contendo o farmaco livre.

Marchiori e colaboradores (2012) realizaram a secagem por aspersao da
suspensao de nanocépsulas de ndcleo lipidico contendo tretinoina, utilizando lactose
como adjuvante. Os resultados demonstraram que o produto seco obtido, quando
redisperso em agua, mantinha as mesmas caracteristicas de protecdo contra a radiacédo
UVA apresentadas pela suspensdo aquosa. A incorporacdo do pd contendo
nanocépsulas em hidrogel (MARCHIORI et al., 2013) levou a obtencdo de um produto
com caracteristicas adequadas para o uso dermatologico (pH, espalhabilidade e
caracteristicas reoldgicas). Quando expostos a radiacdo UVA, os hidrogéis produzidos
com a suspensdo de nanocapsulas ou com seu respectivo pd apresentaram as mesmas
caracteristicas de protecdo contra fotodegradacdo, com tempos de meia vida superiores
ao da suspenséo aquosa e de um gel comercial contendo a tretinoina livre.

Considerando as vantagens da conversdo das suspensdes aquosas de
nanocapsulas em pos para seu manejo industrial como produto intermediario e o

sucesso no desenvolvimento e manutencdo de caracteristicas de aumento da
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fotoestabilidade da tretinoina em hidrogéis contendo suspensbes de nanocapsulas
desidratadas, nesse trabalho propGe-se avaliar a influéncia do tipo de produto
intermediario utilizado na producdo do hidrogel (suspensdo ou o respectivo pd) no

perfil in vitro de penetracdo/permeacéo cutanea da tretinoina, empregando pele suina.






2

OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Estudar a influéncia da secagem por aspersdo de nanocapsulas de nucleo
lipidico contendo tretinoina nos perfis in vitro de liberacdo e de penetracdo
cutanea deste farmaco a partir de hidrogéis, empregando pele suina e células de

difusdo de Franz.

2.2 Objetivos especificos

Produzir suspensfGes de nanocapsulas de ndcleo lipidico contendo tretinoina,
avaliando suas caracteristicas fisico-quimicas;

Produzir pdés a partir das suspensbes de nanocapsulas de nucleo lipidico
contendo tretinoina (produtos intermediarios) empregando a técnica de secagem
por aspersdo, que possibilitem a redispersdao das nanoestruturas quando em
contato com a &gua, avaliando as suas caracteristicas fisico-quimicas;

Produzir hidrogéis contendo nanocapsulas de nucleo lipidico, tanto a partir das
suspensdes quanto a partir dos pos obtidos pela secagem por aspersdo das
suspensdes, avaliando suas caracteristicas fisico-quimicas;

Avaliar os perfis de liberacdo e penetracdo cutanea in vitro da tretinoina a partir
das formulacdes contendo nanocapsulas de ndcleo lipidico, submetidas ou ndo
ao processo de secagem;

Avaliar os perfis de liberacdo e penetracdo cutanea in vitro da tretinoina a partir
dos produtos comerciais nas formas de gel e creme, para fins de comparagéo

aos resultados dos produtos desenvolvidos neste trabalho.






3 REVISAO DO TEMA

3.1 A pele e a administracdo cutanea de farmacos

A pele é o maior 6rgdo do corpo humano e constitui a interface entre o
organismo e o0 meio externo. Além de proteger o organismo contra danos quimicos,
fisicos, microbioldgicos, perda de agua e de outras substancias enddgenas, a pele esta
envolvida na regulacdo da temperatura corporal, possui funcdo sensorial e atua como
um Orgdo excretor. Essa natureza multifuncional é possibilitada por sua estrutura
altamente diferenciada, constituida por quatro camadas: estrato corneo (epiderme nao
viavel), epiderme viavel, derme e tecidos subcutaneos, além de possuir apéndices
como foliculos pilosos e unhas (camada rigida de queratina, nos dedos dos pés e das
méos), glandulas sudoriparas e glandulas sebaceas (MURTHY, 2011 e VOLPATO et
al., 2009).

O principal obstaculo para a penetracdo/permeacdo de substancias na pele é
constituido pela camada mais superficial da epiderme, o estrato corneo. Sua estrutura é
conhecida como “parede de tijolos” e € composta por células ricas em queratina,
denominadas cornedcitos, embebidas em matriz lipidica (SELZER et al., 2013). Alem
disso, para moléculas extremamente hidrofdbicas, outro fator que regula a penetragédo
¢ a capacidade reduzida de se difundir através das camadas mais hidrofilicas
subsequentes da pele (TOUITOU et al., 1988).

A epiderme viavel é uma camada avascular, nutrida pela derme, onde as
substancias que passam através do estrato corneo podem ser metabolizadas. E também
onde estdo localizadas as células de Langherans, que sdo sistemas de defesa contra
corpos estranhos (ROSEN et al., 2005).

Na derme estdo localizados o0s vasos sanguineos e linfaticos e 0s nervos
sensoriais da pele. Quando uma substancia atinge a derme, a microcirculagdo cutanea
promove uma condicdo sink infinita, que faz com que a concentracdo da molécula
atinja um equilibrio entre a pele e a corrente sanguinea em um curto periodo de tempo
(MURTHY, 2011).
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O fluxo de uma substancia através da pele pode ser calculado pela lei de difuséo
de Fick, e é expresso em pg/cm?h (ROSEN et al., 2005). Absor¢do percutanea é o
termo geral usado para descrever a passagem de substancias da superficie mais externa
da pele para a circulagéo sistémica, e é dividida em:

e Penetracdo: entrada de uma substancia em uma camada da pele, por exemplo,
estrato corneo;

e Permeacdo: passagem de uma substancia através de uma camada da pele para
outra camada estruturalmente diferente;

e Ressorcdo: passagem de uma substancia da pele para vasos sanguineos ou
linfaticos, que resulta na absorcdo sisttmica (CONTRI et al., 2011; WHO,
2006).

No campo das Ciéncias Farmacéuticas, a administracdo cutdnea de farmacos
vem ganhando grande interesse, buscando tanto a liberagc&o local quanto a sistémica
(MURTHY, 2011). Formas farmacéuticas semissolidas, como cremes, pomadas ou
géis, tem sido amplamente utilizadas para o tratamento de doencgas locais, tendo como
vantagens a aplicacdo direta no local de acdo e a baixa permeacdo cutanea,
caracterizada por baixissimas concentracbes de farmacos na corrente sanguinea
(GUTERRES et al., 2007). Para o tratamento de doencas sisttmicas podem ser
utilizados sistemas transdérmicos, que garantem maior permeacdo, cujo uso pode ser
uma alternativa para evitar o metabolismo hepéatico de primeira passagem e a
ocorréncia de irritacdo gastrica (GUTERRES et al., 2007 e MURTHY, 2011).

Existem trés principais rotas de penetracdo/permeacdo que tornam possivel a
veiculacdo de substancias ativas para diferentes alvos apds a administracdo cutanea:
intercelular, transcelular e transanexial (SHAEFER et al., 2008). A rota intercelular,
através dos lipidios intercelulares, € mais utilizada que a rota transcelular, sendo
preferida por moléculas lipofilicas. Por outro lado, as substancias hidrofilicas penetram
na pele preferencialmente pela rota transcelular, através dos cornedcitos. O coeficiente
de difusdo nos lipidios do estrato corneo, a capacidade de adsor¢do na queratina dos
corneocitos e o coeficiente de particdo entre a formulacéo e o estrato corneo controlam
a penetracdo/permeacdo dos farmacos na pele (BOLZINGER et al., 2012). Apesar dos

apéndices cutaneos ocuparem apenas 0,1% da superficie da pele, a rota transanexial



25

também contribui para penetracdo/permeacdo de substancias na pele, e pode ser
utilizada para uma liberacdo dirigida, devido a profundidade que os apéndices
atingem. Dependendo da regido anatdmica, o percentual de distribui¢do dos foliculos
na superficie da pele pode variar entre 0,09% e 1,28% (SCHNEIDER et al., 2009).
Sistemas nanoparticulados possuem uma grande afinidade pelos foliculos pilosos, que
podem atuar como depositos, e desempenham um importante papel na
penetracdo/permeacdo das substancias nanoencapsuladas (CONTRI et al., 2011).

O conhecimento do comportamento de absor¢cdo de um farmaco € importante
para o desenvolvimento de formulagGes tdpicas e transdérmicas, e também para
avaliagdes toxicoldgicas (FORSTER et al., 2009). O grau de penetracdo cutanea néo
depende somente das caracteristicas fisico-quimicas da molécula (ex.: tamanho,
solubilidade e coeficiente de particdo), mas também de fatores relacionados a pele, ao
veiculo, e a interacdo entre ambos. Entre os fatores relacionados a pele encontram-se a
regido anatdmica, a hidratacdo, a presenca de doengas, o metabolismo cutaneo, a
descamacdo, a irritacdo/sensibilizacdo cuténea, a temperatura e o fluxo sanguineo. Os
fatores relacionados ao veiculo podem incluir, entre outros, a solubilidade e a
concentracdo do farmaco na formulacdo, a composicdo Gleo/agua, o pH, o tamanho
das particulas e a presenca de promotores de absorcdo (ROSEN et al., 2005). O maior
desafio na liberacdo topica ou transdérmica consiste em adequar o veiculo para que a
substancia atinja o alvo desejado. Sistemas de liberacdo, como, por exemplo,
lipossomas, vesiculas elasticas, micro e nanoparticulas, atuam modificando a interacao

da substancia ativa e a formulagéo e/ou a pele (FORSTER, et al., 2009).

3.2 Avaliacéo da penetracéo cutanea in vitro

Por razbes éticas, os estudos preliminares de absorcdo cutdnea ndo séo
realizados em modelos in vivo. Uma alternativa para a obtencdo das informacgdes
desejadas é a utilizacdo de modelos in vitro. Alguns documentos fornecem
informacdes basicas sobre esses modelos, como a Guideline 428 em combinacdo com
0 Guidance 28 da Organization for Economic Cooperation and Development (OECD),

0 Guideline do Scientific Committee on Cosmetic and Non-Food Products Intended for
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Consumers (SCCNFP), o guia da Comissdo Europeia e o Guideline do Food and Drug
Administration (FDA), dos Estados Unidos (SCHAEFER et al., 2008).

Os estudos de permeacgédo in vitro sdo frequentemente realizados utilizando
células de difusdo de Franz. Essas celulas possuem um compartimento doador
superior, que é separado de um compartimento receptor inferior por uma membrana de
pele excisada. O compartimento inferior € preenchido com meio receptor, que
permanece em agitacdo magnética e temperatura controlada durante o estudo (OECD,
2011). As coletas e reposicdes do meio receptor sdo realizadas através de um brago
vertical das células de Franz (SELZER et al., 2013). Ao final do estudo as células séo
desmontadas, e técnicas como tape stripping e separacdo por calor sdo usadas para
efetuar a separacdo das camadas da pele, para posterior quantificacdo da substancia em
cada uma delas (OECD, 2011). Métodos &pticos como microscopia confocal e
espectroscopia Raman também podem ser utilizados para a obtencdo de perfis de
penetracdo semi quantitativos (SELZER et al., 2013; WHO, 2006).

O uso da pele humana como membrana deve ser priorizado, quando possivel,
porém a pele de porco tem se mostrado uma boa alternativa e € comumente utilizada
pela industria cosmética e farmacéutica em estudos in vitro desta natureza (WHO,
2006). O regime de doses € outra variacdo a ser destacada, pois esses experimentos
podem ser realizados com aplicagdo de dose infinita ou finita de substéncias sobre a
membrana (OECD, 2011). No caso de doses infinitas, a quantidade de substancia
aplicada é grande o suficiente para que durante todo o tempo de experimento o fluxo
de difusdo permaneca em estado estacionario, permitindo um calculo correto da
constante de permeabilidade, ao impedir que a evaporacdo da substancia ou a
penetracdo/permeacdo ja ocorrida cause um decaimento repentino do fluxo de difuséo
(DE ANDRADE et al., 2015; MELERO et al., 2014). No caso de doses finitas,
procura-se mimetizar situacOes reais de aplicacdo, ndo devendo haver a oclusdo do
compartimento doador (OECD, 2011; SELZER et al., 2013; WHO, 2006).



27

3.3 Nanoparticulas como sistemas de entrega e liberacéo cuténea

Entre os objetivos da utilizacdo de nanoparticulas em formulacGes para
administracdo cutanea, encontram-se a liberagcdo controlada de substancias para a pele
e seus apéndices (DE ANDRADE et al., 2015; SHAMMA et al., 2014), a penetragéo
transdérmica (MITTAL et al., 2015; MURA et al., 2014), a retencdo nas camadas
superficiais da pele (OURIQUE et al., 2011; SIQUEIRA et al., 2010), a protegéo
contra degradacdo quimica prematura (OKONOGI et al., 2015; OURIQUE et al.,
2011) e a diminuigéo da irritacdo cutanea (AGRAWAL, 2015; CONTRI et al., 2014a).

Nanoparticulas inorganicas, utilizadas em fotoprotetores, e nanoparticulas
organicas, utilizadas como carreadores de farmacos, podem apresentar diferencas no
comportamento de penetracdo/permeacdo cutanea (BOLZINGER et al.,, 2011).
Estudos realizados sugerem que as primeiras sdo capazes de penetrar no estrato
cérneo, mas ndo sdo capazes de atravessa-lo (TAN et al., 1996; SCHULZ et al, 2002 e
MIQUEL-JEANJEAN et al.,, 2012), enquanto as segundas, dependendo de sua
flexibilidade e tamanho, podem ou ndo penetrar intactas no estrato corneo, e permitir a
liberacdo/permeacdo do farmaco associado para as camadas mais profundas da pele
(ALVAREZ-ROMAN et al., 2004; DE BRUM et al., 2015 e YU et al, 2015). A carga
superficial das particulas e os excipientes presentes na formulacdo também podem
influenciar seu comportamento de penetracdo/permeacao cutanea (BOLZINGER et al.,
2011).

A rota transanexial, especialmente através dos foliculos pilosos, exerce um
papel importante na penetracdo/permeacdo das nanoparticulas. Os foliculos pilosos
podem atuar como um depdsito para as nanoparticulas, o que ndo é considerado em si
como absorcdo. Porém, como o clearance nessa regido é mais lento do que, por
exemplo, no estrato cérneo, as nanoparticulas ficam, até certo ponto, protegidas de
processos como descamacdo, contato com tecidos e remocgdo por lavagem, podendo
liberar as substancias ativas associadas aos carreadores para as camadas viaveis da
pele ou para a circulagdo sanguinea durante um tempo mais prolongado (ALVAREZ-
ROMAN et al., 2004; GLOWKA et al., 2014; SCHNEIDER et al.,, 2009). Tais

depdsitos podem ser formados pela agregacdo das nanoparticulas em regides mais
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profundas ou mais superficiais dos foliculos (DESALI et al., 2010; GLOWKA et al.,
2014).

Apesar dos aspectos discutidos previamente, a aplicabilidade clinica dos
lipossomas e de carreadores lipidicos coloidais (nanoparticulas lipidicas sélidas e
carreadores lipidicos nanoestruturados) € limitada devido a baixa estabilidade fisico-
quimica desses sistemas, ao ndo esclarecimento do mecanismo de penetracdo cutanea
dos lipossomas na pele intacta e a baixa capacidade de carga de farmacos nos
carreadores lipidicos coloidais (BATHEJA et al., 2011).

Entretanto, nos ultimos anos o0s sistemas nanoestruturados a base de polimeros
vem ganhando atencdo, principalmente aqueles baseados em materiais que possuem
caracteristicas intrinsecas de biocompatibilidade e biodegradabilidade, para aplicacao
cutanea. Neste cenario, as nanoparticulas poliméricas tem se mostrado promissoras
(BATHEJA et al.,, 2011), destacando-se as nanocapsulas, que sdo estruturas
vesiculares, compostas por um nucleo envolto por uma parede polimérica, estabilizada
por um sistema tensoativo. Essas estruturas apresentam diametro submicrométrico e
movimento browniano (POHLMANN et al., 2013). Além das nanocapsulas
convencionais de nucleo oleoso, Venturini e colaboradores (2011) relataram
recentemente a producdo de nanocépsulas de nucleo lipidico, que possuem
propriedades mecénicas diferenciadas conferidas pela dispersdo de um lipideo solido
(monoesterato de sorbitano) em um 6leo, que compde seu ndcleo.

De Brum e colaboradores (2015) realizaram estudo comparativo de penetracdo
cutanea in vitro de nanocapsulas poliméricas e nanocapsulas poliméricas de nucleo
lipidico, marcadas com rodamina. Os resultados obtidos por microscopia confocal
demonstraram que as nanocapsulas poliméricas penetram mais profundamente na pele,
atingindo a derme, enquanto que as nanocapsulas de nucleo lipidico permanecem nas
camadas mais superficiais, atuando como um reservatorio na epiderme. Esse resultado
foi relacionado a diferenca de flexibilidade existente entre os dois tipos de
nanocapsulas, a partir de estudos empregando microscopia de forga atbmica. A menor
flexibilidade das nanocapsulas de nucleo lipidico foi conferida pela presenca do

monoestearato de sorbitano em seu ndcleo.
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As suspensdes de nanocapsulas poliméricas podem ser aplicadas diretamente a
pele ou veiculadas em formulacBes semissolidas como cremes e géis (CONTRI et al.,
2011). Devido a maior facilidade de aplicacdo na pele, as formulagfes semissélidas
sdo geralmente preferidas as suspensbes. Os hidrogéis tem sido frequentemente
utilizados para a veiculagdo de nanocépsulas e para a avaliagdo do comportamento de
penetracdo/permeacdo cutdnea das substancias associadas a essas formulacdes
(CONTRI et al.,, 2011), pois nesses estudos a utilizagdo de formulacGes mais
complexas que os hidrogéis poderia dificultar a avaliacdo da influéncia das
nanoparticulas na penetracdo/permeacdo cutanea (BOLZINGER et al., 2011).

Nanocéapsulas de benzofenona-3, revestidas com quitosana, veiculadas em
hidrogel de hidroxietilcelulose promoveram uma maior retencdo da benzofenona-3 na
superficie da pele, assim como menores concentracdes no compartimento receptor da
célula de Franz em comparacdo com a substancia livre incorporada em hidrogel de
mesma natureza (SIQUEIRA et al., 2010).

A diminuicdo da taxa de lavabilidade foi observada para um hidrogel de
quitosana contendo nanocépsulas de capsaicina e di-hidrocapsaicina em relacdo a um
hidrogel de hidroxietilcelulose, avaliada em célula de Franz modificada. Além disso,
quando as peles foram lavadas, maiores concentracbes de capsaicindides foram
quantificadas na epiderme e na derme para essa formulacdo. Em peles ndo lavadas
ambas as formulacdes promoveram a retencdo das substancias na camada mais
externa, a epiderme (CONTRI et al., 2014a).

Em estudo in vivo empregando modelo animal, um hidrogel de Carbopol Ultrez
10 NF contendo nanocapsulas de ndcleo lipidico de clobetasol demonstrou maior
eficacia no tratamento da dermatite de contato em comparacdo com um hidrogel
contendo o farmaco livre (FONTANA et al., 2011). Esse resultado foi associado a
diminuicdo da taxa de penetracdo cutanea do clobetasol, sem alterar sua distribuicéo
relativa nas camadas da pele, verificada para o hidrogel contendo nanocéapsulas em
estudo in vitro empregando células de Franz (DE ANDRADE et al., 2015).
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3.4 Secagem de nanoparticulas por aspersao

Entre as limitacbes para justificar o ainda reduzido emprego industrial das
formulacdes de nanoparticulas poliméricas, dentre outros fatores, pode estar a sua
obtencdo na forma de suspensdes aquosas coloidais, propensas a instabilidades fisico-
quimicas em tempos prolongados de armazenamento, como a agregacdo das
nanoparticulas e/ou instabilidade quimica do polimero, do farmaco ou das demais
matérias-primas. Formas farmacéuticas liquidas sdo também propensas a proliferacdo
microbiana, sendo necessdria a adicdo de um conservante em sua constituicdo
(GUTERRES et al., 2009; SCHAFFAZICK et al., 2003).

A secagem das suspensdes de nanoparticulas pode evitar ou retardar essas
limitacbes fisico-quimicas e microbioldgicas, possibilitando o desenvolvimento de
formas farmacéuticas sélidas contendo nanoparticulas ou levando a obtencdo de
produtos intermediarios mais estaveis, com maior facilidade de armazenamento e
transporte, para, por exemplo, a producdo de cosméticos e formas farmacéuticas de
uso topico (MARCHIORI et al., 2013; TERROSO et al., 2009). Com esses propasitos,
métodos de sublimacdo (liofilizacdo) e aspersao (spray drying) vem sendo utilizados
na desidratacdo das suspensGes de nanoparticulas (HOFFMEISTER et al., 2012;
MARCHIORI et al., 2012; MORA-HUERTAS et al., 2010).

A liofilizacdo é um processo de desidratacdo comumente utilizado para
produtos biofarmacéuticos, que abrange basicamente trés etapas: congelamento,
secagem primaria e secagem secundaria. Durante o congelamento ocorre a formacéo e
0 crescimento de cristais de gelo, que séo posteriormente removidos por sublimacgéo
(secagem primaria) e por dessorcdo (secagem secundaria). Porém, além desse processo
consumir bastante tempo e apresentar custos elevados (WALTERS et al., 2014), a fina
parede polimérica das nanocédpsulas pode nédo suportar a tensdo mecanica gerada
durante o congelamento (ABDELWAHED et al., 2006; MORA-HUERTAS et al.,
2010).

Na secagem por aspersao a amostra € atomizada, formando pequenas goticulas
que entram em contato com um gas de secagem em temperatura adequada. A

evaporacdo do solvente ocorre rapidamente, e a temperatura do produto final é
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mantida baixa, permitindo a secagem de substancias termossensiveis (SOLLOHUB et
al., 2010).

Miller e colaboradores (2000) propuseram, de forma pioneira e inédita, a
utilizacdo da técnica de secagem por aspersdo como alternativa para a secagem de
nanocépsulas poliméricas, utilizando didxido de silicio coloidal como adjuvante. Os
pos obtidos foram caracterizados como particulas micrométricas revestidas por
nanocapsulas.

A utilizacdo de temperaturas elevadas e/ou de condi¢cdes ndo otimizadas no
processo de secagem por aspersdo pode causar a fusdo das nanocapsulas, levando ao
aumento do tamanho das particulas (GUTERRES et al., 2009 e PELTONEN et al.,
2010). Na auséncia de adjuvantes, a secagem por aspersdo de nanoparticulas de
policaprolactona ndo resulta na formacdo de agregados de pds secos, mas de peliculas
poliméricas, mesmo quando temperaturas baixas sdo utilizadas (entre 70 °C e 100 °C)
(KHO et al., 2010).

Schaffazick e colaboradores (2006) demonstraram que 0s p0Os contendo
nanoparticulas de melatonina produzidos por aspersao, também utilizando diéxido de
silicio coloidal como adjuvante, apresentaram um aumento da estabilidade fisica em
comparacdo com a suspensdo de nanocapsulas original. Além disso, as formulagdes
pulverulentas demonstraram um perfil de liberacdo controlado em comparagcdo com
uma solucéo do farmaco livre.

Beck e colaboradores (2007) produziram microparticulas de dexametasona
nanorrevestidas, nas quais uma dispersdo do farmaco em didxido de silicio coloidal
compunha o nicleo, que foi revestido por nanocapsulas de Eudragit S 100°,
empregando a técnica de secagem por aspersdo. Essas microparticulas promoveram
uma liberacdo prolongada do farmaco e seu transporte mais lento através de
monocamadas de células Caco-2.

Produtos pulverulentos redispersiveis em agua foram produzidos por Tewa-
Tagne e colaboradores (2007) a partir das suspensdes de nanocapsulas sem farmaco
utilizando adjuvantes de secagem hidrossoltveis (manitol, lactose, maltodextrina,

polivinilpirrolidona K30, polivinilpirrolidona K90 e hidroxipropilcelulose), com uma
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concentracdo de nanocapsulas de 1% (m/v). Os melhores resultados foram obtidos
utilizando 10% de lactose como adjuvante.

Hoffmeister e colaboradores (2012) incorporaram os produtos obtidos pela
secagem de nanocapsulas de melatonina com excipientes hidrossoltveis (lactose e
maltodextrina) em hidrogéis. Os autores demonstraram um maior controle da liberagdo
da melatonina a partir desses hidrogeis em comparacdo com o hidrogel produzido
diretamente com a suspensdo de nanocapsulas, além de uma modulacdo na permeacéo

do farmaco em experimento de permeacdo in vitro.

3.5 Tretinoina

A tretinoina, ou &cido trans-retindico (Figura 1) é o representante mais ativo da
classe dos retindides, que sdo andlogos quimicos da vitamina A (BERSHAD, 2001).
Esta substancia esta envolvida no controle da diferenciacdo e proliferacdo celular de
varios tecidos, especialmente do epitélio cutaneo. Ela é utilizada principalmente no
tratamento de acne, psoriase, cancer de pele e fotoenvelhecimento. Seu mecanismo de
acdo é ainda parcialmente conhecido, mas envolve a ativacdo de receptores nucleares
para o acido retindico (RARa, RARP e RARY) (SHAPIRO et al., 2011).
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Figura 1 - Estrutura molecular do &cido trans-retingico.

Apesar da sua efetividade consideravel, o uso da tretinoina em formulagdes
dermatoldgicas apresenta alguns inconvenientes devido a sua alta instabilidade na
presenca de luz, calor e oxigénio, a sua baixa solubilidade e ao desenvolvimento de
reacOes adversas locais (LEHMAN et al., 1988), como vermelhiddo, descamacéo e
ressecamento da pele. Em relacéo aos efeitos sistémicos, a superexposicao a tretinoina

apresenta potencial teratogénico (ASCENSO et al., 2014b). Os produtos gerados pela
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degradacdo da tretinoina, além de ndo possuirem a atividade original, podem ser
irritantes a pele (KIRCIK, 2014).

As formulagdes contendo tretinoina comercialmente disponiveis apresentam-se
nas formas de géis, cremes e lo¢Bes, com concentracfes do farmaco que variam entre
0,01% e 0,1%. Os géis sdo geralmente prescritos para pacientes com pele oleosa,
enguanto os cremes 0 sdo para pacientes com pele sensivel (SERRI et al., 2008).

Existem poucos estudos comparando diretamente a efetividade de géis e cremes
contendo tretinoina. Entre esses estudos encontra-se o trabalho desenvolvido por Maia
Campos e colaboradores (2015), que avaliou a atividade da tretinoina na modulagéo do
crescimento e da diferenciacdo celular, em linhagem de camundongos sem pelo
(HRS/J-hairless). Os autores constataram que os efeitos de diminuic¢do da espessura da
camada cornea e de espessamento da epiderme foram independentes do tipo de veiculo
utilizado: gel, gel-creme ou creme.

Em estudo clinico duplo-cego, randomizado, controlado por placebo, realizado
com géis e cremes das marcas Retin-A® e Tretin-X®, em pacientes com acne moderada
para severa, Webster (2006) relatou a bioequivaléncia clinica entre os produtos das
duas marcas. Além disso, para géis e cremes com concentracdo de 0,025% de
tretinoina, seus estudos mostram um percentual de reducdo do numero medio total de
lesbes de 52,5% em média com os cremes, e de 56,5% em média com os géis. E
possivel concluir, a partir deste estudo, que géis e cremes com a mesma concentracdo
de tretinoina podem apresentar efetividade clinica similar.

Ainda, em outro estudo clinico, realizado por Lehman e colaboradores (2012)
utilizando géis e cremes (ambos da marca Retin-A®) contendo tretinoina na
concentracdo de 0,25 mg/g, foi constatado o aumento da perda de agua transepidermal
em pacientes tratados com o gel contendo tretinoina em relacdo a pacientes tratados
com o creme. Esses dados foram relacionados ao possivel aumento da penetracéo da
tretinoina e a efeitos do préprio veiculo quando géis contendo etanol sdo utilizados.

A adequacédo do veiculo e da concentragdo de tretinoina na formulagdo, bem
como o uso de sistemas de liberacdo mais sofisticados, sdo estratégias que vem sendo
utilizadas para aumentar a efetividade e diminuir a irritagdo cutdnea associada ao

tratamento, além de proteger o farmaco contra degradacdo quimica. Alguns exemplos
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de formulacdes desenvolvidas levando em conta tais estratégias, que se encontram
comercialmente disponiveis, sdo: Retin-A® micro (contendo microesferas porosas),
Atralin® (contendo tretinoina micronizada), Ziana® (contendo microcristais de
tretinoina em associacdo com clindamicina) e Avita® (contendo cadeias poliméricas
longas) (ROSEN et al., 2005 e KIRCIK, 2014).

Buscando o aprimoramento e a avaliacdo de formulacdes topicas de tretinoina,
diversos estudos cientificos tem sido realizados nas ultimas duas décadas. A
incorporacdo da tretinoina em lipossomas mostrou o0 aumento de sua estabilidade
quimica, atividade comedolitica e tolerabilidade local (BRISAERT et al., 2001). Além
disso, testes de permeacéo cutanea in vitro, realizados utilizando pele de porco como
membrana, revelaram que a tretinoina contida em formulagdes niossomais apresenta
uma retencdo cutdnea maior em comparacdo com uma formulacdo comercial de
lipossomas (MANCONI et al., 2006).

Nanoparticulas lipidicas solidas contendo tretinoina reduziram a irritacdo
cutanea, avaliada em modelos animais de camundongos Rhino e de coelhos, em
comparacdo com uma formulacdo comercial convencional contendo tretinoina
(Vitanol-A®), a0 passo que mantiveram a atividade comedolitica e o espessamento da
epiderme similares, avaliados em modelo de camundongos Rhino (CASTRO et al.,
2011).

A utilizacdo de lipossomas com promotores de penetracdo, como carreadores
para tretinoina, levou a uma maior retencdo cutidnea do farmaco, diminuindo sua
permeacdo em comparagdo com uma dispersdo de tretinoina livre, de mesma
composicdo das vesiculas, avaliadas em experimento in vitro em célula de Franz,
utilizando pele de porco como membrana (MANCONI et al., 2011).

Ridolfi e colaboradores (2012) produziram nanoparticulas lipidicas sdlidas
contendo tretinoina, com adicdo de quitosana na fase aquosa. Essas nanoparticulas
aumentaram a estabilidade fisica do farmaco e, além disso, a associacdo com quitosana
levou a uma atividade antibacteriana importante contra Propionibacterium acnes,
microrganismo associado a acne, podendo aumentar a eficacia terapéutica da tretinoina

no tratamento topico dessa doenca.
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Ascenso e colaboradores (2014a) avaliaram a liberacdo e a penetracdo cutanea
in vitro e o potencial de irritacdo cuténea in vivo da tretinoina encapsulada em
vesiculas ultradeformaveis. A formulacdo promoveu uma liberacdo controlada do
farmaco e uma maior retencdo no estrato corneo em compara¢do com uma formulacéo
comercial (Ketrel®), evitando a passagem da tretinoina para o meio receptor em 24
horas de estudo. A formulacéo contendo as vesiculas também obteve menor potencial
de irritacdo cutanea em estudo in vivo em modelo animal, utilizando camundongos
BALBI/c.

Considerando a tretinoina encapsulada em nanocapsulas poliméricas, Ourique e
colaboradores (2008) demonstraram um aumento da fotoestabilidade da tretinoina
frente a radiacdo UVC (ty, de 95,18 + 4,84 min) em comparacdo com uma solucdo
metanolica do farmaco (t, de 40,07 £ 4,23 min). Em outro estudo dos mesmos autores
(OURIQUE et al., 2010), nanocapsulas de nucleo lipidico demonstraram estabilidade
fisico-quimica superior as nanocapsulas poliméricas convencionais, avaliada durante
quatro meses de armazenamento, sem que a mudanca da estrutura das particulas
interferisse na fotoprotecdo conferida pelas nanocépsulas poliméricas. Os autores
atribuiram o aumento da estabilidade fisico-quimica a maior viscosidade do ndcleo,
responsavel por diminuir a permeabilidade do farmaco através da parede polimérica
nas nanocépsulas de nucleo lipidico. A suspensdo de nanocapsulas de nucleo lipidico
demonstrou maior estabilidade quimica frente a radiacdo UVC (t,, = 85 + 12 min) e
UVA (t,, = 124 + 21 min) em relacdo a solu¢do metanolica do farmaco (t,, = 40 = 04
min e 45 £ 06 min, respectivamente).

Em outro estudo, Ourique e colaboradores (2011) propuseram também a
incorporacdo das suspensfes de nanocapsulas de nucleo lipidico em hidrogéis, no
intuito de adequar a formulacdo para utilizacdo dermatoldgica. Os hidrogéis
mantiveram as caracteristicas de aumento da fotoestabilidade contra a radiagdo UVA
(t, = 26,6 £ 9,75 h), conferidas pela nanoencapsulacdo, em comparacdo com um
hidrogel comercial contendo o farmaco livre (Vitanol-A) (t, = 3,8 + 0,42 h). Os
autores demonstraram também uma menor permeabilidade da tretinoina (K, = 0,33 +
0,01 pg/cm?/h) em comparacéo com um hidrogel contendo tretinoina livre (K, =0,73

+ 0,12 pg/cm?/h), avaliadas em experimentos in vitro utilizando células de Franz e
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pele de abdome humana (proveniente de cirurgia plastica) como membrana. Além
disso, a fase lag da curva de permeacdo aumentou duas vezes para a formulagdo
contendo nanocépsulas, indicando a maior retencao da tretinoina na superficie da pele.

Na sequencia destes estudos, Marchiori et al. (2012) propuseram a secagem por
aspersdo das suspensdes de nanocapsulas de nucleo lipidico contendo tretinoina,
usando a lactose como adjuvante, como estratégia para aumentar a estabilidade
microbioldgica e facilitar o armazenamento e transporte das formulagbes convertidas
em pos. O processo de secagem ndo interferiu na fotoprotecdo da tretinoina,
originalmente conferida pelas nanoparticulas de nicleo lipidico. Ainda, hidrogéis
produzidos através da adicdo direta dos pds obtidos por tal processo, ou de sua
redispersdo em agua, demonstraram caracteristicas apropriadas para uso dermatologico
(espalhabilidade, propriedades reoldgicas e pH). Em relacdo a protecdo contra a
radiacdo UVA, os hidrogéis contendo nanocépsulas de nucleo lipidico, submetidos ou
ndo a secagem, demonstraram tempos de meia-vida similares (t,,=19,6 + 0,32 h, e
t,,=20,7£1,4 h; respectivamente) e superiores em relacdo a suspensdo de nanocapsulas
original (t,, de aproximadamente 2 h) e a um hidrogel comercial contendo tretinoina
livre (Vitanol A®) (t,,= 3,8 + 0,4 h) (MARCHIORI et al., 2013).

Os trabalhos discutidos nos ultimos paragrafos demonstraram vantagens dos
hidrogéis contendo nanocépsulas de nucleo lipidico de tretinoina, em relacdo ao
aumento da fotoestabilidade e a diminuicdo da permeabilidade do farmaco na pele, em
comparacdo com um hidrogel comercial convencional. Além disso, provaram a
viabilidade da secagem das suspensdes de nanocapsulas por aspersdo, e da
incorporacdo do produto obtido em uma formulacdo semissélida, com manutengdo das
caracteristicas de fotoestabilidade presentes no hidrogel produzido com a suspenséo.
Porém, o desempenho de um hidrogel produzido com nanocéapsulas de tretinoina secas
por aspersdao quanto a penetracdo/permeacdo cutdnea da tretinoina ainda néo foi
demonstrado. Nesse sentido, o0 presente estudo tem a intencdo de avaliar os perfis de
distribuicdo nas camadas da pele (estrato corneo, epiderme e derme), absorcdo cutanea
e liberacdo do farmaco a partir de hidrogéis contendo nanocapsulas de nucleo lipidico

de tretinoina, obtidos tanto a partir das suspensdes, quanto de seus produtos secos,
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

4.1.1 Matérias-primas

e Tretinoina (PharmaNostra, Sdo Paulo — SP, Brasil);

e Poli (e-caprolactona) Mn 80.000Da (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo — SP, Brasil);

e Monoestearato de sorbitano (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo — SP, Brasil);

e Triglicerideos dos acidos caprico/caprilico (Brasquim, Porto Alegre — RS,
Brasil);

e Polissorbato 80 (Henrifarma, Sdo Paulo — SP, Brasil);

e Carbopol Ultrez 10 NF (Deg, Séo Paulo — SP, Brasil);

e Imidazolidinil ureia (Delaware, Porto Alegre — RS, Brasil);

e Trietanolamina (Delaware, Porto Alegre — RS, Brasil);

e Lactose (LH 201, DFE Pharma, Borculo, Paises Baixos);

e Polivinilpirrolidona K 30 (Sigma-Aldrich, S&o Paulo — SP, Brasil).

4.1.2 Solventes e outros materiais

e Agua Milli-Q (Destilador/deionizador Milli-Q — Millipore, Billeria — MA,
EUA);
Acetona padrao-analitico (Vetec, Duque de Caxias — RJ, Brasil);
e Acetonitrila grau CLAE (Tedia Brazil, Rio de Janeiro — RJ, Brasil);
e Acido acético glacial p.a (LabSynth, Diadema — SP, Brasil);
e Alcool etilico absoluto p.a (Nuclear, Diadema — SP, Brasil);
e Membranas de polivideno HVLP 0,45 um (Millipore, Billeria— MA, EUA);
e Hastes flexiveis de algodao (Cremer, Blumenau — SC, Brasil);

e Fita adesiva 3M (Scotch, Sumaré — SP, Brasil);
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Membrana de didlise de celulose — MW 10,000 kDa - (Sigma-Aldrich,
Missouri, EUA);

Tubos de ensaio Falcon (TPP, Switzerland, Suica);

Metanol grau CLAE (Tédia Brazil, Rio de Janeiro — RJ, Brasil);

Cloreto de sddio (Nuclear, Diadema — SP, Brasil);

Fosfato de potassio (KH,PO,) (Nuclear, Diadema — SP, Brasil);

Laminas de bisturi numero 24 (Feather, Osaka, Jap&o);

Bisturi nimero 4 (Feather, Osaka, Japao);

Grids de cobre com revestimento carbono-formvarm (Electron Microscopy
Science, Hatfield — PA, EUA);

Vitacid®, gel contendo tretinoina 0,25 mg/g — lote: k577, fabricacéo: 09/2014,
validade:09/2016 (Theraskin®);

Vitanol-A®, creme contendo tretinoina 0,25 mg/g — lote:1050493,
fabricacdo:10/2014, validade:10/2016 (Stiefel);

Pele de abdome de porcos (fémeas) (Abatedouro Araldi, Nova Roma do Sul —
RS, Brasil);

Coluna RP-18 (5 pm, 150 mm x 4,60 mm), (Phenomenex, Torrance — CA,
EUA);

Pré-coluna (Phenomenex, Torrance — CA, EUA).

4.1.3 Aparelhos e Equipamentos

Balanca analitica modelo APX-200 (Denver Instrument, Bohemia — NY, EUA);
Rotaevaporador, Rotavapor®, RII (Biichi®, Flawil — Suica);

Martersizer 2000° (Malvern - Worcestershire, Reino Unido);

Zetasizer®, modelo ZEN 3600 (Malvern instruments, Southborough - MA,
EUA):

Potenciometro Ultra-Basic (Denver Instrument, Bohemia — NY, EUA);

Mini Spray Dryer B-290 (Biichi®, Flawil — Suica);

Balanca de infravermelho MB45 (OHAUS® , Heuwinkelstrasse — Suica);
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e Viscosimetro LV-DV-l1+Pro  (Brookfield Engineering Laboratories,
Middleboro — MA, EUA):
- Spindle SC4-25
- Software: Rheocalc®;

e Ultrassom - 1400A Ultracleaner, (Unique, Indaiatuba — SP, Brasil);

e Centrifuga modelo 5417R (Eppendorff, Sdo Paulo — SP, Brasil);

e Microscopio eletronico de transmisséo (Jeol JEM-1200 ExII, Toquio, Japdo);

e Microscopio eletrdnico de varredura (Jeol JSM-6060, Téquio, Japdo);

e Célula de difusdo de Franz Automatizada (Célula de Franz Microette Plus-
Hanson Research® - Chatsworth, EUA);

e Células de difuséo de Franz manuais;

e Medidor de espessura (Mitutoyo, Kanagawa, China);

e Vortex (Certomat MV, B. Braun Biotech);

o Cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia (CLAE) (Shimazu® - Téquio, Japao):

Auto-injetor (LC-20A Prominence)

Detector UV-Vis

Bomba S-200

Software: Lab Solutions®.

4.2 Métodos

4.2.1 Producdo e caracterizacdo fisico-quimica das suspensdes de nanocépsulas de

nuacleo lipidico

As suspensdes de nanocapsulas contendo tretinoina (LNC-TTN) (n=3) foram
preparadas pelo método da deposicio interfacial do polimero pré-formado (JAGER et
al., 2009; VENTURINI et al., 2011). A fase organica da formulacdo contendo 0,1 g de
poli-g(caprolactona) (Mn 80.000); 0,038 g de monoestearato de sorbitano; 162 pL de
triglicerideos dos acidos caprico e caprilico; 2,5 mg de tretinoina e 27 mL de acetona,
foi mantida em banho-maria a uma temperatura de 40°C, sob agitacdo magnética, até a

completa solubilizacdo dos componentes. Apds, esta fase organica foi injetada, com



42

auxilio de um funil apropriado, na fase aquosa da formulacdo, composta por 0,077 ¢
de polissorbato 80 e 53 mL de agua ultrapura, sob agitagdo magnética moderada. Em
rotaevaporador, o solvente organico foi removido e a formulagédo foi concentrada para
o volume final de 10 mL, para a obtencdo de uma concentracéo final de tretinoina de
0,25 mg/mL. Da mesma forma, suspensdes de nanocapsulas brancas (LNC-Br) (n=3)
foram preparadas, porém omitindo-se a adicdo do farmaco. As suspensdes (lotes de 10
mL) foram preparadas e analisadas em triplicata. Ap0s a preparacdo, as amostras
foram armazenadas em frasco ambar e a temperatura ambiente, até 0 momento das

analises.

4.2.1.1 Diametro das particulas e polidispersao

O didmetro médio das particulas foi avaliado por difracdo de laser
(Mastersizer® 2000, Malvern, Reino Unido) e espalhamento de luz dinamico
(Zetasizer® nano-ZS, modelo ZEN 3600, Malvern, EUA). A anélise por difracio de
laser foi realizada adicionando-se uma aliquota da amostra diretamente na unidade de
dispersdo por via Umida do equipamento (Mastersizer® 2000, Hydro SM) com
velocidade de agitacdo de 2.000 rpm. O indice de refracdo utilizado foi de 1,59
(relativo ao latex de poliestireno) (DA SILVA et al., 2013). A distribuicéo de tamanho
foi expressa pelo valor de Span, calculado pela Equacdo 1. As medidas de D(v 0,1);
D(v 0,5) e D(v 0,9) foram obtidos a partir dos didmetros das esferas equivalentes por
volume (particula e esfera com mesmos volumes) e representam os didmetros abaixo
do qual estdo respectivamente 10%, 50% e 90% do volume (v) acumulado das
particulas da amostra (VENTURINI et al., 2011).

D(v 09 — D(v 0,1)

Span =
Dwos)

(Equacéo 1)

Para a analise por espalhamento de luz dindmico, a amostra foi diluida 500

vezes (v/v) em agua ultrapura previamente filtrada em membrana de 0,45 pum
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(Millipore). Além do diametro meédio, o indice de polidispersdo (IPd) também foi

calculado empregando essa técnica.

4.2.1.2 Morfologia

A morfologia das particulas das suspensdes de nanocépsulas foi avaliada por
microscopia eletrénica de transmissdo (MET) (Jeol 1200 ExII, Toquio, Japao).

A amostra foi diluida 10 vezes (v/v) em &gua ultrapura, depositada em grid de
cobre com revestimento de formvar/carbono, contrastada com solu¢do aquosa de
acetato de uranila a 2%, e mantida em dessecador até a realizacdo da andlise no Centro
de Microscopia da UFRGS, com equipamento operando com tensédo de aceleracédo do

feixe de elétrons de 80 kV. As imagens foram obtidas no aumento de 150.000 vezes.

4.2.1.3 Potencial zeta

O potencial zeta foi medido por mobilidade eletroforética (Zetasizer® nano-ZS
modelo ZEN 3600, Malvern, EUA). A amostra foi diluida 500 vezes em solucdo de
NaCl 10 mM previamente filtrada por membrana de 0,45 pm (Millipore). Foram

realizadas trés leituras para cada amostra.

4.2.1.4 Teor e eficiéncia de encapsulacdo

O teor de tretinoina nas suspensbes de nanocdpsulas e a eficiéncia de
encapsulacdo foram determinadas empregando um método cromatografico validado
por Ourique e colaboradores (2010). O sistema cromatogréafico utilizado foi composto
por um cromatografo Shimadzu LC-20A (Shimadzu, Tokyo, Japdo) equipado com
uma coluna cromatografica Gemini de fase reversa C18 (150 x 4.60 mm, 5 um, 110 A
de didmetro de poro, Phenomenex®, Torrance, EUA), fase movel constituida por
metanol e agua (85:15), com 1% de acido acético glacial, fluxo de fase mdvel de

ImL/min, volume de inje¢do de amostra de 20 pul, comprimento de onda de deteccéo
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de 342 nm. Esse método foi co-validado, de acordo com a RE n.° 899/2003
(ANVISA).

Para a analise do teor, a extragdo da tretinoina das formulacdes foi realizada
com metanol. As amostras foram submetidas a ultrassom por 30 minutos,
centrifugacdo por 5 minutos a 2,050 x g; e filtragdo por membrana de 0,45 um
(Millipore), antes da injecéo no sistema cromatografico.

A determinacéo da eficiéncia de encapsulacdo foi realizada pela diferenca entre
a concentracdo total de tretinoina na formulacdo e a concentracdo presente na fase
aquosa da suspensdo. A analise da concentracdo de tretinoina na fase aquosa foi
realizada por técnica de ultrafiltracdo-centrifugacdo das suspensdes com a utilizagdo
de membranas Microcon® (MC Millipore 10,000 Da) durante 5 minutos a 12.000 rpm.

Apbs, o ultrafiltrado foi injetado diretamente no sistema cromatografico.

4.2.1.5 pH

O pH foi determinado diretamente nas suspensdes de nanocapsulas, utilizando
um medidor potenciométrico previamente calibrado com solu¢des tampéo pH 4,0 e pH
7,0.

4.2.2 Producdo e caracterizacéo fisico-quimica dos pos

Os po6s contendo nanocépsulas de nucleo lipidico com tretinoina (LNC-TTN-
SD) e nanocapsulas de ndcleo lipidico brancas (sem o farmaco) (LNC-Br-SD) foram
produzidos pela secagem das suspensdes de nanocapsulas por aspersao (spray-drying),
utilizando como adjuvante uma mistura de lactose e PVP K30 (1:1 m/m), na
concentracdo de 10% (m/v). Os adjuvantes foram previamente dispersos nas
suspensdes de nanocapsulas, com auxilio de agitacdo magnética por 20 minutos. Os
parametros utilizados no processo foram: fluxo de ar comprimido de 600 L/h, fluxo de
alimentacdo da amostra de 5 mL/min, temperatura de entrada de 120 °C+5, e aspiragdo
de 100 %. Foram produzidos trés lotes (50 mL) de cada amostra. Os pés obtidos foram

armazenados em dessecador, sob protecdo da luz, até o momento das anélises.
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4.2.2.1 Diametro das particulas apds redispersdo em agua

O diametro das particulas ap6s redispersdo em agua dos pds LNC-TTN-SD e
LNC-Br-SD foi avaliado por difracdo de laser (Mastersizer® 2000, Malvern, Reino
Unido). Os pds foram adicionados diretamente na unidade de dispersdo por via imida
do equipamento (Mastersizer 2000, Hydro SM) em quantidade suficiente para atingir
uma obscuracdo de 2%, utilizando velocidade de agitacdo de 2.000 rpm. As leituras
foram realizadas no tempo de 5 minutos. O indice de refracdo utilizado foi de 1,59

(relativo ao latex de poliestireno).

4.2.2.2 Teor

A tretinoina foi extraida dos pés utilizando metanol. As amostras foram
mantidas em agitacdo magnética por 30 min e posteriormente em ultrassom por 30min.
Apéds, foram filtradas em membrana de 0,45 um (Millipore), conforme método
validado por Marchiori e colaboradores (2012), e o farmaco foi quantificado utilizando

as condigdes descritas no item 4.2.1.4.

4.2.2.3 Morfologia e diametro das particulas

A caracterizacdo morfoldgica dos p6s foi realizada por microscopia eletrdnica
de varredura (MEV) (Jeol JSM-6060, Toquio, Japdo), no Centro de Microscopia da
UFRGS. Os po6s foram depositados em stubs e metalizados com ouro (Jeol Jee
4BSVG-IN, Toquio, Japdo). O microscopio foi operado em intensidade de 11 kv. As
fotomicrografias foram obtidas em aumentos entre 500 e 20.000 vezes. As imagens
foram analisadas utilizando o software Image J (versdo 1.44u, National Institutes of

Health) para determinar a distribuicdo de tamanho e o diametro médio das particulas.
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4.2.2.4 Perda por dessecagao

As andlises de perda por dessecacdo foram realizadas em balanca de
infravermelho (OHAUS, MB45), utilizando 1,0 g da amostra, temperatura de 105°C, e
tempo de 1 minuto, conforme recomendagdo da Farmacopéia Brasileira, V edicdo
(2010).

4.2.3 Producdo e caracterizacéo dos hidrogéis

Hidrogéis contendo nanocapsulas de nucleo lipidico foram produzidos a partir
das suspensdes aquosas (G-LNC) ou de seus produtos secos (G-LNC-SD). As
formulagfes contendo tretinoina (G-LNC-TTN e G-LNC-TTN-SD) ou ndo contendo
tretinoina (G-LNC-Br e G-LNC-Br-SD) foram preparadas da seguinte forma: 0,6 g de
imidazolinidil ureia foram solubilizados em quantidade suficiente para 100 g de
suspensdo de nanocapsulas (no caso das formulacdes G-LNC) ou de agua ultrapura (no
caso das formulagdes G-LNC-SD). Essa fase aquosa foi adicionada, sob
homogeneizagdo com pistilo, em gral de porcelana contendo 0,5 g de Carbopol Ultrez
10®. Apds, foram adicionados 0,2 g de trietanolamina, sob homogeneizacdo manual,
para o0 ajuste do pH e formacdo da rede polimérica. Para as formulacdes G-LNC-SD,
quantidades suficientes dos pds foram incorporados nos hidrogéis previamente
preparados com agua ultrapura, conforme descrito acima. A concentracdo tedrica final
de tretinoina nas formulac@es foi de 0,25 mg/g. Da mesma forma, hidrogéis brancos
sem o farmaco (G-Br) foram preparados seguindo o mesmo procedimento, omitindo-

se a adicdo da suspensdo de nanocapsulas ou do po.

4.2.3.1 Diametro das particulas

O perfil de distribuicdo do diametro das particulas foi avaliado por difracdo de
laser (Mastersizer® 2000, Malvern, Reino Unido). As amostras de géis foram diluidas
20 vezes em agua ultrapura. Para as amostras dos géis G-LNC-SD, também foram

realizadas analises com amostras submetidas a ultrassom por 20 minutos, com o
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objetivo de causar o desprendimento das nanocapsulas dos microaglomerados e
possibilitar a sua deteccdo pelo equipamento. As amostras foram adicionadas
diretamente na unidade de dispersdo por via Umida do equipamento (Mastersizer 2000,
Hydro SM) e analisadas utilizando velocidade de agitacdo de 2.000 rpm. O indice de

refracdo utilizado foi de 1,59 (relativo ao latex de poliestireno).

4.2.3.2 Teor

Um grama das formulacGes foi transferido para baldo volumétrico de 25 mL,
seguido da adicdo de uma quantidade suficiente de metanol, como liquido extrator. As
amostras foram submetidas a ultrassom por 30 minutos, o volume do baldo
volumétrico foi entdo completado com metanol e as amostras foram centrifugadas em
velocidade de 3.500 rpm por 15 minutos. Apds, as amostras foram filtradas em papel
filtro (Quantitative papel filtro, JP4, 28 um) e filtro de membrana (Millipore, 0,45um),
conforme método validado por Ourique e colaboradores (2011) e alterado por Oliveira
(2013), e a concentracdo de tretinoina foi determinada utilizando as condicdes

descritas no item 4.2.1.4.

4.2.3.3 Comportamento reolégico

O comportamento reolégico das formulacGes foi determinado em viscosimetro
rotacional (LVDV-1I+ PRO Digital, Brookfield Instruments, Reino Unido), utilizando
spindle SC4-25 com adaptador SSA. As amostras foram acondicionadas em porta-
amostra, acoplado a banho termostatizado a temperatura de 25°C+1. As velocidades de
rotacdo do spindle foram selecionadas com base em testes preliminares, para atender
os limites de torque (entre 10% e 100%). Os reogramas foram construidos com base
nos parametros fornecidos pelo software do equipamento (Rheocalc®), a partir da
representacdo grafica das velocidades de cisalhamento em funcdo das tensdes de
cisalhamento. O comportamento reoldgico foi determinado testando-se 0s quatro
modelos matematicos para fluidos ndo newtonianos descritos na Tabela 1, onde T é a

tensdo de cisalhamento, 1, ¢ a tensdo inicial de cisalhamento, 1 ¢ a viscosidade, n € o
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indice de fluxo, « ¢ o indice de consisténcia e y ¢ a taxa de cisalhamento (KIM et al.
2003). O modelo com coeficiente de regressdao mais préximo de 1 foi escolhido como

0 que melhor descreve o comportamento das formulagdes semissolidas.

Tabela 1 - Modelos matematicos que descrevem fluidos ndo newtonianos.

Modelo Comportamento Equacéo
Bingham Fluxo pléstico perfeito T=T,+tMy
Casson Fluxo pléstico 0% = ,0% +n0%0°
Ostwald Fluxo pseudopléastico (n < 1) T=Ky"
Herschel-Bulkley Fluxo pseudopléstico com T=1,+Ky"

valor de cedéncia

4.2.3.4 Morfologia

A anélise morfologica das nanoestruturas presentes nos hidrogeis foi realizada
por microscopia eletrénica de transmissdao (JEM-1200 ExII (Jeol, Téquio, Japao)). As
amostras foram diluidas 10 vezes (v/v) em agua ultrapura, depositadas em grids de
cobre com revestimento de formvar/carbono, contrastadas com solugdo aquosa de
acetato de uranila a 2% (m/v), e mantidas em dessecador até a realizacdo da analise no
Centro de Microscopia da UFRGS, com equipamento operando a 80 kV. As amostras
foram previamente filtradas em membrana de 1um, a fim de evitar o rompimento do
filme durante a analise. Foram obtidas imagens nos aumentos de 100.000 e 200.000

VEZES.

4.2.4 Liberacdo in vitro da tretinoina a partir das formulacdes semissélidas

A liberacdo in vitro da tretinoina a partir das formulacdes semissolidas
produzidas (n =3) foi avaliada em comparacdo com formula¢des comerciais de gel
(Vitacid®) e creme (Vitanol A®) contendo a mesma concentragdo do farmaco. Os
experimentos foram realizados utilizando células de difusdo de Franz com area de

difusdo de 1,76 cm? e membranas de celulose de 10 kDa (membranas de saco de
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dialise). O meio receptor foi composto por tampéo fosfato pH 7,4 e etanol (70:30), o
qual foi mantido em agitacdo magnética e aquecimento por banho de dgua circulante
em temperatura de 37 °C+1, com o objetivo de manter a temperatura na superficie da
membrana em 32 °C, que é proxima a temperatura fisiologica da pele (AULTON et
al., 2013; BARTH et al., 2011; HASLER-NGUYEN et al., 2012; LEE et al., 2010;
SAMAH et al., 2010). No inicio dos experimentos foram aplicados 0,3 g das
formulagbes semissolidas sobre as membranas. Durante o experimento, coletas de
1mL de meio receptor foram realizadas nos tempos de 2, 8, 12, 14, 16, 20, 24, 36, 48 e
60 horas, sendo que o volume coletado nestes tempos foi automaticamente reposto
com meio receptor novo. A tretinoina foi quantificada nas amostras conforme método
validado por Oliveira (2013), empregando os parametros descritos no item 4.2.1.4,
com alteracdo do volume de injecdo para 100 uL. Foram construidos graficos do
percentual de tretinoina liberado versus o tempo. Os modelos matematicos que
descrevem os comportamentos de liberacdo in vitro de farmacos (Tabela 2) foram
aplicados a esses perfis. O modelo com Rzajustado mais proximo de 1 (COSTA et al.,
2001) foi escolhido como o que melhor descreve a liberacdo da tretinoina a partir das

formulagbes semissolidas.
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Tabela 2 - Modelos matematicos que descrevem os perfis de liberacdo in vitro de
farmacos.

Modelo Equacéo
Ordem zero Q:=0Qp+ Kyt
Primeira ordem Kt
1 =1
08(Q:) = 108(Q0) + 5352
Hixson—Crowell W —wrE =Kt
Weibull log[— h (1 —m)] = b log(t —T;) — log(a)
Higuchi Q.= fi = Kyt
Baker—Lonsdale 3 M3 M,
| AL I
2 M, M.,
_ M, _
Korsmeyer—Peppas €D _ , (t—D"+b
M,
Quadratico Q. =100(K, t> + K, t)
Logistico A
Qt = —K(t—
[1+ e KE=¥)]
Gompertz A
Qt - ee_K(t_y)

Hopfenber M
PIEAbErg TE=1-[1=K £ (= D"

(o]

Para os modelos de ordem zero e primeira ordem, Q; é a quantidade de farmaco
dissolvido no tempo t, Qq € a quantidade inicial de farmaco dissolvido na solucéo, e K,
e K, sdo, respectivamente, as constantes de liberacdo de ordem zero e primeira ordem.
Para 0 modelo de Weibull, o define a escala de tempo do processo, T; representa o
intervalo de tempo antes do inicio da liberagdo, b € o parametro de forma que
caracteriza a curva como exponencial (se b=1), sigmoide (se b>1) ou parabdlica (se
b<1). Para 0 modelo de Higuchi, Ky é a constante de dissolucdo de Higuchi. Para o
modelo de Hixson-Crowell, W, é a quantidade inicial de farmaco existente na forma
farmacéutica, W, é a quantidade de farmaco existente na forma farmacéutica no tempo
t e Ks € a constante que incorpora a relagdo superficie/volume. Para o modelo de

Kosmeyer-Peppas, o € uma constante que incorpora caracteristicas estruturais e
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geométricas da forma farmacéutica, n € o expoente de liberacdo, a funcédo de t €
M¢/M.., e | é o tempo de espera para o inicio da liberagdo do farmaco a partir da forma
farmacéutica. Para 0 modelo de Baker-Lonsdale, M; é a quantidade de farmaco
liberado no tempo t, M,, é a quantidade de farmaco liberado em um tempo infinito, D,
é o coeficiente de difusdo, ryé o raio da matriz esférica e Cy é a concentragdo inicial do
farmaco na matriz. Para 0 modelo de Hopfenberg, MJ/M,, é a fracdo de farmaco
dissolvido; ky= ko/Cpag, onde, ko é a constante da taxa de erosdo, C, é a concentracao
inicial do farmaco na matriz e ay é o raio inicial da esfera ou cilindro ou da meia altura
da placa, e n € o valor de 1, 2 ou 3 para uma placa, cilindro e esfera, respectivamente.
No modelo quadratico, k; é a constante que denota a liberacdo do farmaco dependente
do quadrado do tempo (t?), k, é a constante que denota a contribuicdo relativa do
tempo (t) na liberacdo do farmaco. No modelo logistico, A é a fragdo maxima de
farmaco liberada em um tempo infinito, y é igual ao tempo onde Q; = A/2, ek é 0
pardmetro de forma que caracteriza a curva. No modelo de Gompertz, A ¢é a fracdo
maxima de farmaco liberada em um tempo infinito, y é igual ao tempo onde
Q:=A/log(1), e k é o parametro de forma que caracteriza a curva.

O fluxo médio de liberacéo do farmaco em pg/cm?/h foi calculado para todas as

formulacdes e representa a média de trés replicatas.

4.2.5 Estudo da penetracdo cuténea da tretinoina

4.2.5.1 Preparagédo das membranas

Para os estudos de permeacdo in vitro, foram utilizadas membranas de pele de
abdome de porco (fémea) (Abatedouro Araldi, Nova Roma do Sul — RS, Brasil). As
peles utilizadas foram retiradas logo ap6s o sacrificio e armazenadas adequadamente
sob refrigeracdo até a dissecacdo. Antes da utilizacdo nos experimentos, os pelos e o
tecido adiposo subcutdneo foram retirados. Foram recortados circulos da pele, que
tiveram sua espessura devidamente medida. Circulos de pele com espessura entre 1,5 e
2,0 mm foram selecionados para a realizacdo dos experimentos de permeacdo. A

limpeza final da pele foi realizada na superficie interna com éter de petréleo, visando
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retirar o tecido adiposo excedente, e na superficie externa com solucéo de lauril sulfato
de sodio a 1%. As peles foram entdo lavadas com &gua corrente e a seguir com agua
ultrapura. Depois de secos, os circulos foram embalados individualmente em papel
aluminio, e congelados a -4°C. Entre a preparacdo e 0 uso como membranas, todos 0s

circulos de pele permaneceram congelados por tempo ndo superior a 3 meses.

4.2.5.2 CondicGes experimentais

O perfil de penetracdo cutanea da tretinoina foi avaliado (n=6) nos tempos de
12, 14 e 16 horas para as formula¢Ges contendo nanocépsulas de nucleo lipidico (G-
LNC-TTN e G-LNC-TTN-SD) e para formulaces comerciais de gel (Vitacid®) e
creme (Vitanol A®). Os experimentos foram realizados utilizando células de difuséo de
Franz, com area de difusdo de 1,76 cm?; pele de abdome de porco como membrana,
meio receptor composto por tampéo fosfato pH 7,4 e etanol (70:30) e regime de doses
infinitas. O meio receptor foi mantido sob agitacdo magnética, em banho aquecido a
temperatura de 37°C+1, para que a temperatura na superficie da pele permanecesse em
torno de 32° C, assim como descrito no experimento de liberacdo. No inicio dos
experimentos foram aplicados 0,3 g das formulacdes semissolidas sobre as
membranas. O compartimento doador das células foi coberto com papel aluminio. Ao
final de cada tempo, as células de Franz foram desmontadas, as membranas retiradas e
0 meio receptor coletado e filtrado através de membrana de 0,45 pm (Millipore)
diretamente para os frascos do injetor automatico do sistema cromatografico. O
excesso de formulagdo na superficie da membrana foi removido com auxilio de um
swab e um pedaco de fita adesiva. No final, as técnicas de tape stripping e separacdo

por calor foram realizadas para os estudos de retencao, conforme descrito a seguir.
4.2.5.3 Retencdo no estrato cérneo (Técnica de tape stripping)
As camadas do estrato corneo foram retiradas com o auxilio de 18 pedacos de

fita adesiva Scotch 3M, medindo 25x25 mm. As fitas foram colocadas em tubos

Falcon para extracdo e analise cromatografica conforme descricdo a seguir.
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4.2.5.4 Retencdo na epiderme e na derme (técnica de separacéao por calor)

Apbs a retirada das camadas do estrato cérneo, a epiderme e a derme foram
separadas a partir da imersdo da pele em agua ultrapura a 60°C, por 45 segundos. A
epiderme foi entdo removida com o auxilio de bisturi, e colocada em eppendorf de
2mL. A derme foi picotada e colocada em tubo Falcon de 10 mL. Todas as amostras

foram submetidas a extracdo e analise cromatografica conforme descricdo a seguir.

4.2.5.5 Extracdo e quantificacdo da tretinoina nas camadas da pele

A tretinoina foi extraida das camadas da pele com metanol, conforme
metodologia validada por Oliveira (2013). Nos tubos contendo as camadas do estrato
cérneo (fitas) e nos tubos contendo a derme picotada foram adicionados 5 mL de
extrator, enquanto nos eppendorfs contendo a epiderme foi adicionado 1 mL de
extrator. As amostras foram submetidas ao vortex por 2 minutos, a ultrassom com
temperatura de 32° C por 30 minutos e a centrifugacdo a 3.500 rpm por 30 minutos.
ApoGs a extracdo, as amostras foram filtradas diretamente para os frascos do injetor
automatico do sistema cromatografico, empregando filtros de membrana de 0,45 um
(Millipore). A tretinoina foi quantificada nas amostras do meio receptor, do estrato
cérneo, da epiderme e da derme empregando o método cromatografico descrito no

item 4.2.1.4, com modificacdo do volume de injecdo para 100 pL.

4.2.6 Andlise estatistica dos resultados

O tratamento estatistico dos dados obtidos foi realizado por analise descritiva de
variaveis como média, desvio padrédo, coeficiente de variacdo, estudos de correlacéo,
regressao linear simples, andlise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey,

considerando-se niveis de significancia de 0,05.
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4.2.7 Descarte de residuos

Todos os residuos quimicos, bem como aqueles oriundos de material bioldgico,
gerados durante a realizacdo deste trabalho, foram segregados, acondicionados e
identificados segundo normas do Plano de Gerenciamento de Residuos implementado
pela Resolugdo COSAT 01/07 da Faculdade de Farmacia — UFRGS.



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacdo das formulacoes

5.1.1 Caracterizacao das suspensdes de nanocapsulas

Os dados de distribuicdo de tamanho das particulas, obtidos por difracdo de
laser (D(4,3); D(0,1); D(0,5); D(0,9)) e por espalhamento de luz dinamico (d), assim
como os valores de Span e IPd, calculados a partir dos respectivos resultados dessas
técnicas, o potencial zeta, o pH, o teor e a eficiéncia de encapsulacdo das suspensdes
de nanocépsulas contendo tretinoina (LNC-TTN) ou brancas (sem o farmaco) (LNC-

Br) estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 - Caracteristicas fisico-quimicas das suspensdes de nanocapsulas LNC-TTN e
LNC-Br (n=3).

Propriedade LNC-TTN LNC-Br
D(4,3) (nm) 194,0+7,9 172,7+7,6
D(0,1) (nm) 75,0+1,7 74,03,6
D(0,5) (nm) 164,3+6,8 149,3+6,0
D(0,9) (nm) 326,0+42,6 304,0+£18,4
Span 1,7+0,1 1,5+0,1
d (nm) 190,5+0,9 190,1+3,4
IPd 0,09+0,02 0,04+0,03
PZ (mV) -8,2+1,2 -6,4 +0,3
pH 6,2+0,2 6,9+0,3
Teor (mg/mL) 0,255%0,004 *

EE (mg/mL) 0,246 *

*ndo se aplica

As formulacdes preparadas apresentaram caracteristicas consistentes, quando

comparadas com as descritas na literatura para suspensdes de nanocapsulas de nicleo
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lipidico (VENTURINI et al., 2011; DE BRUM et al., 2014; DE ANDRADE et al.,
2015).
O diametro médio de De Brouckere D(4,3), também conhecido como média de

volume ponderado, tem férmula dada na Equacéo 2:

Y, d*
D(4,3) = SPE
(Equacéo 2)

Na equacdo 2, d representa o diametro de cada particula. Esta formula leva em
conta o volume e a area superficial das particulas e introduz uma dimenséo, por isso 0
volume apresenta dependéncia na quarta poténcia em d e a area superficial tem
dependéncia cubica em d. O diametro médio de De Brouckere indica o tamanho médio
das particulas, isto €, o ponto central ao redor do qual a distribuicdo de frequéncia do
tamanho das particulas ird ocorrer, sendo o centro de gravidade da distribuicdo das
particulas (RAWLE, 2003). Esses valores foram de 172,7+7,6 para a LNC-Br e
194,0+7,9 para a LNC-TTN, e ndo apresentaram diferencas estatisticas significativas
(p<0,05, teste t). Os valores de Span indicam o intervalo de distribuicdo do tamanho
das particulas da amostra, e foram de 1,7+0,1 e 1,5+0,1 para a LNC-TTN e para a
LNC-Br, respectivamente, indicando uma distribuicdo estreita do tamanho das
particulas dessas amostras. Na Figura 2 ¢é apresentado o perfil de distribuicdo do
tamanho por volume das particulas da formulacdo LNC-TTN, obtida por difracdo de
laser que demonstrou uma populacdo monomodal, sem a presenca de particulas
micrométricas. Os dados discutidos acima demonstram a adequada otimizacdo quali e
quantitativa da formulagédo, assim como do processo de producéo, levando a formacéo

de particulas exclusivamente nanométricas.
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Figura 2 - Distribuicdo de tamanho por volume das particulas da amostra LNC-TTN,
avaliada por difracdo de laser (n=3).

A distribuicdo de tamanho das particulas também foi avaliada por espalhamento
de luz dindmico. Nas Figuras 3 e 4 estdo apresentados os perfis de distribuicdo do
tamanho das particulas da LNC-TTN por intensidade e por volume, respectivamente.

Essa técnica mede o movimento Browniano, iluminando as particulas e
relacionando as flutuagbes na intensidade da luz espalhada com o seu tamanho. O
movimento Browniano € gerado devido as colisdes das particulas com as moléculas do
liqguido no qual estdo dispersas, e € maior quanto menor forem as particulas. As
distribuicbes de tamanho das particulas por nimero e por volume podem ser geradas a
partir dos resultados obtidos originalmente por intensidade. Uma amostra contendo
duas populacdes de particulas, em mesmo nimero, uma tendo particulas com tamanho
de 5 nm e outra de 50 nm, apresentard uma distribuicdo para as duas populacdes nas
proporcdes 1:1 por numero, 1:1.000 por volume (o volume de uma esfera € igual a
4/3n(r)®) e 1:1.000.000 por intensidade (a intensidade da luz espalhada por uma
particula € proporcional a sexta poténcia do seu didmetro) (Malvern Instruments,
2009).

A distribuicdo de tamanho das particulas € uma caracteristica importante, e que
pode causar grandes impactos na farmacocinética, na biodistribuicéo e na seguranca do
produto (DESAI, 2012). As particulas das formulagbes sem farmaco apresentaram
didmetro médio em torno de 190 nm, que ndo foi alterado quando a tretinoina foi

adicionada. A presenca de um unico pico nos graficos de distribuicdo do tamanho das



58

particulas por intensidade e por volume, e a estreita distribuicdo de tamanho (indice de
polidispersdo abaixo de 0,1) sdo caracteristicas cruciais para a qualidade
nanotecnologica da formula¢do (POLLETO e al., 2011).

Size Distribution by Intensity

Intensity (Percent)

0.1 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)
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Figura 3 - Distribuicdo de tamanho das particulas da amostra LNC-TTN por
intensidade, obtida pela técnica de espalhamento de luz dindmico (n=3).
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Figura 4 - Distribuicdo de tamanho das particulas da amostra LNC-TTN por volume,
obtida pela técnica de espalhamento de luz dindmico (n=3).

A eficiéncia de encapsulacdo obtida para as nanocapsulas contendo tretinoina
foi de 98,5 %, indicando que uma grande quantidade do farmaco encontra-se associado
as particulas. A concentracdo de tretinoina nas suspensées ficou préxima da teorica
(0,25 mg/mL), concentracdo escolhida com base em testes preliminares realizados, que

apontaram que suspensdes produzidas com quantidade maior do farmaco (0,5 mg/mL)
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apresentavam um perfil de distribuicdo de tamanho de particula bimodal,
provavelmente devido a limitacdo da solubilidade da tretinoina nos materiais que
compde o nucleo/parede das nanocapsulas.

As imagens obtidas por microscopia eletrénica de transmissdo das nanocapsulas
de ndcleo lipidico estdo apresentadas na Figura 5 e confirmam a presenca de
estruturas esféricas, similares entre si, com didmetro proximo a 200 nm, nas
formulagdes LNC-Bre LNC-TTN.

Figura 5 - Imagens obtidas pela analise por microscopia eletrénica de transmissdo das
formulagdes LNC-TTN (A e B) e LNC-Br (C e D) no aumento de 150.000 x.

Em relacdo a estabilidade fisica, apesar de o potencial zeta (), proximo a
neutralidade, ndo representar um fator preditivo da manutencdo das nanoparticulas em
suspensao, devido a baixa repulsao eletrostatica conferida, fatores estéricos resultantes
da organizacdo das cadeias de tensoativo (polissorbato 80) na superficie das
nanoparticulas podem o representar (VENTURINI et al., 2011). O pH levemente acido
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apresentado pelas suspens@es, proximo a 6,5; é adequado para o uso topico pretendido
apos a incorporacdo em forma semissolida, por ser préximo ao pH fisiologico da pele
(SCHMID-WENDTNER et al., 2006).

5.1.2 Caracterizagdo dos poés

Os dados de teor, rendimento, perda por dessecacdo, diametro médio por
numero, apos redispersdo em agua, considerando 90% das particulas — D(n 0,9) e
didmetro médio (d) dos pds obtidos pela secagem das suspensdes de nanocapsulas
contendo tretinoina (LNC-TTN-SD) e das suspens@es de nanocapsulas brancas (LNC-

Br-SD) estdo apresentadas na Tabela 4.

Tabela 4 - Caracteristicas fisico-quimicas dos pos LNC-Br-SD e LNC-TTN-SD
obtidos por secagem por aspersao (n=3).

Formulacéo Teor Rendimento PD D(n 0,9) D
(mg/g) (%) (%) (nm) (Hm)

LNC-Br-SD * 65,4+0,1 2,3+0,01  125,3+9,2 23,4548,71

LNC-TTN-SD  1,68+0,02  72,6+0,1 125,7¢2,9 21,18 £6,92

PD = Perda por dessecagéo * N&o se aplica

O teor obtido para os p6s LNC-TTN-SD foi de 1,68+0,02 mg/g; que representa
aproximadamente 92,4% da concentracdo tedrica esperada (1,82 mg/g), indicando
assim, pequena perda do farmaco durante o processo de secagem ou durante a
preparacdo, o0 que € caracteristico do método utilizado (SCHAFFAZICK et al., 2006).
O rendimento em torno de 70% pode ser considerado alto em comparacdo aos
rendimentos descritos na literatura, empregando-se 0 mesmo método (OURIQUE et
al., 2011; HOFFMEISTER et al., 2012), e proximo aqueles obtidos utilizando somente
a lactose como adjuvante (aproximadamente 80%).

Inicialmente, havia sido proposta a utilizacdo de lactose 10% (m/v) como Unico
adjuvante de secagem para as suspensdes (LNC-TTN-SD-lac). Porém, os p6s assim

obtidos ndo apresentaram uma adequada redispersdo das nanoestruturas quando em
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contato com a agua, servindo apenas como comparativo em algumas avaliagfes

(Figuras 6).

154
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Figura 6 - Perfil de distribuicdo de tamanho das particulas por volume, avaliado por
difracdo de laser, no tempo de 5 minutos, de amostras de pds contendo nanocapsulas
de nucleo lipidico de tretinoina, obtidos utilizando lactose como suporte de secagem
(LNC-TTN-SD-lac) (n=3) em comparacdo com o perfil de distribuicdo de tamanho das
particulas por volume da LNC-TTN.

Em outros estudos (ABDELWAHED et al., 2006; KHO et al.,, 2010;
LEBHARDT et al., 2011) verificou-se também que a secagem de suspensdes de
nanoparticulas poliméricas, por liofilizacdo ou por aspersdo, empregando-se lactose
como adjuvante ndo permitiu a redispersdo das nanoestruturas em agua a partir dos
agregados formados, corroborando com o resultado encontrado neste trabalho. Kho e
colaboradores (2010) justificaram tal comportamento pela elevada higroscopia da
lactose, que leva ao aumento da coesividade entre as particulas.

A PVP vem sendo empregada como adjuvante de secagem para nanoparticulas
(poliméricas e lipidicas), tanto por liofilizacdo (ABDELWAHED et al., 2006) quanto
por aspersdao (PELTONEN et al., 2010 e KHO et al., 2010; LEDET et al., 2015), e sua
utilizacdo tem possibilitado a recuperacdo do didmetro nanometrico das particulas apés
a redispersdo dos po6s em agua (ABDELWAHED et al., 2006; PELTONEN et al.,
2010; KHO et al.,, 2010 e LEDET et al., 2015). Conforme Peltonen e colaboradores
(2010), a PVP protege as nanoparticulas pela formacdo de uma camada ao seu redor,

que absorve a maior parte do calor gerado durante o processo de secagem.
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A Figura 7 apresenta os perfis de distribuicdo do tamanho das particulas,
obtidos por difracdo de laser, ap06s a dispersdo dos p6s produzidos com a mistura de
excipientes PVP e lactose (LNC-TTN-SD e LNC-Br-SD) em &gua. E possivel
observar que o uso da polivinilpirrolidona permitiu a obtencédo de um produto com boa

dispersdo aquosa das nanoparticulas a partir dos microaglomerados.
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Figura 7 - Perfil de distribuicdo de tamanho das particulas dos p6s LNC-TTN-SD e
LNC-Br-SD ap06s dispersdao em agua, no tempo de 5 minutos, avaliados por difracdo
de laser (n=3), em comparacao com o perfil de distribuicdo de tamanho das particulas
da LNC-TTN.

O perfil de distribuicdo das particulas da LNC-TTN-SD, ap0s contato com a
agua, indica a existéncia de trés populacbes de particulas, sendo uma nanometrica (de
tamanho aproximado ao da suspenséo original) e outras duas micrométricas. Os perfis
de distribuicdo de tamanho das particulas da LNC-TTN e de dispersdo em agua da
LNC-TTN-SD foram obtidos a partir de analise por difracdo de laser, assim como 0s
valores de D(v 4,3) e D(n 0,9). O equipamento fornece originalmente as medidas de
didmetro médio por volume (v), mas permite a conversdo para didmetro médio por
namero (n).

O valor de D(v 4,3) para as particulas da LNC-TTN foi de 194,0+7,9 nm,
enquanto para as particulas da LNC-TTN-SD esse valor foi de 6,3£1,4 um. Um
resultado expresso por volume indica o percentual do volume das particulas que estéo
em uma dada faixa de diametro em relacdo ao volume total ocupado por todas as
particulas da amostra. Por outro lado, um resultado por ndmero indica o percentual de

particulas em uma dada faixa de diametro, em relacdo ao numero total de particulas
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(Malvern Instruments, 2004). Em uma populacdo ndo homogénea, onde ha a presenca
de algumas particulas com didmetros muito maiores do que o tamanho médio
apresentado pelas nanocapsulas, ocorre um grande aumento no didmetro médio
D(v4,3) devido a presenca dessas particulas muito maiores. Isso dificulta a
visualizacdo do didmetro da populacdo nanométrica presente nos pos e hidrogeis e sua
respectiva comparacdo com a populacdo original da suspensdo de nanocéapsulas. Por
isso 0 D(n 0,9) foi também utilizado. A partir dos valores de D(n 0,9) é possivel
confirmar que a populacdo nanométrica da amostra LNC-TTN-SD apresenta tamanho
médio por ndmero, que foi de 129+8 nm, préximo ao obtido na suspensdo de
nanocépsulas original. Para melhor visualizacdo dos resultados, o perfil de distribuicéo
do tamanho das particulas por nimero LNC-TTN-SD, ap0s dispersdo em agua da, é

apresentado na Figura 8.
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Figura 8 - Perfil de distribuicdo de tamanho das particulas da suspensdo (LNC-TTN) e
do p6 (LNC-TTN-SD) por niumero, obtido por difracdo de laser (n=3).

A recuperagdo de particulas nanométricas, ap0s contato dos pés com a agua
pode ter ocorrido devido a uma caracteristica particular desses pos produzidos com a
utilizacdo dos adjuvantes polivinilpirrolidona e lactose. A presenca de poros na
superficie das particulas (Figura 9) pode facilitar o contato dos po6s com a agua e,
consequentemente, 0 intumescimento das matrizes e desprendimento das nanocapsulas

para 0 meio aquoso. Na presenca apenas da lactose, essa dispersédo e recuperacao do



64

tamanho nanométrico ficou comprometida. Além disso, 0s pos produzidos com a
mistura de excipientes (polivinilpirrolidona e lactose) também apresentaram maior
facilidade de incorporagdo nos hidrogéis quando comparados aos pos produzidos
utilizando somente lactose como adjuvante. Por somar as caracteristicas de bons
rendimentos (conferidos pela lactose) e capacidade de redispersdo das nanoestruturas
em agua (conferida pelo PVP), a mistura de excipientes foi escolhida como adjuvante
de secagem neste trabalho.

O diametro médio das particulas, analisado por microscopia eletrénica de
varredura foi proximo a 25 um para 0s pos contendo nanocapsulas e proximo a 13 pum
para os pés contendo somente PVP e lactose (1:1). O baixo percentual de perda por
dessecacéo, obtido por andlise do p6 em balanca de infravermelho, permitiu confirmar
a eficiéncia do processo de secagem. A obtencdo de produtos com baixos teores de
umidade, que possibilita um longo tempo de vida Util, € caracteristica do método de
secagem por aspersao (BECK et al., 2012). Os resultados apresentados demonstram a
potencialidade de utilizacdo da mistura de polivinilpirrolidona e lactose (1:1) a 10%

(m/v) como adjuvante durante o processo de secagem por aspersao.

le’-l.l( xXle,o0e e

Figura 9 - Imagens de microscopia eletronica de varredura da LNC-TTN-SD, A —
500x; B — 5.000x; C — 10.000x; e do PVP-lac-SD, D — 2.000x.
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5.1.3 Caracterizacdo dos produtos semissolidos

A Tabela 5 apresenta as caracteristicas de teor, pH e diametro médio das
particulas por volume — D(v 4,3) e por numero — D(n 0,9) das formulagdes

semissoélidas desenvolvidas.

Tabela 5 - Caracteristicas fisico-quimicas dos produtos semissélidos contendo
tretinoina associada a nanocapsulas de nucleo lipidico (G-LNC-TTN), nanocépsulas
brancas (G-LNC-Br), pds secos a partir de nanocapsulas de nucleo lipidico contendo
ou nao tretinoina (G-LNC-TTN-SD ou G-LNC-Br-SD, respectivamente) (n=3).

Formulacéo Teor (mg/qg) pH D (v4,3) (um) D (n0,9)
(nm)
G-LNC-TTN 0,245+0,02 6,20+0,04 18,4+1,1 135,5+8,5
G-LNC-Br * 6,70+0,02 13,7+1,3 137,3+9,0
G-LNC-TTN-SD 0,251+0,01 6,30+0,03 14,5+2,0 124,0£1,4
G-LNC-Br-SD * 6,50+0,01 14,5+2.8 123,5+2,1

* néo se aplica

Todas as formulagdes apresentaram concentracdo proxima a tedrica com teores
percentuais variando de 98% a 101%. O pH das formulagdes pode ser considerado
apropriado para o uso topico (SCHMID-WENDTNER et al., 2006). Tanto o pH,
quanto a viscosidade das formulacdes semissélidas sdo fatores que podem influenciar
na liberacdo e na interacdo das substancias veiculadas com a pele. Em estudo realizado
por Shin e colaboradores (2005) o aumento do pH de hidrogéis de Carbopol, em uma
faixa de 5 a 8, levou a um aumento na taxa de liberacdo da tretinoina. Esse autor
também demonstrou que hidrogéis de carbopol possuem maior viscosidade e
bioadesdo em pHs proximos a neutralidade. Portanto, é importante destacar que as
formulacdes desenvolvidas neste estudo apresentaram valores de pH muito proximos,
podendo-se descartar o seu efeito sobre os resultados a serem apresentados quanto aos
estudos de permeacao e penetracdo cutéanea.

Em relacdo a viscosidade, os reogramas obtidos para as formulagdes

desenvolvidas estdo apresentados na Figura 10.
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Figura 10 - Comportamento reoldgico das formulacbes semissolidas: G-LNC Br e G-
LNC TTN, G-LNC Br SD e G-LNC TTN SD (n=3).

Todas as formulacdes avaliadas apresentaram comportamento ndo newtoniano,
pois ndo houve relagéo linear entre os valores das tensdes de cisalhamento e os valores
das velocidades de cisalhamento. Modelos matematicos que descrevem os fluxos
plastico perfeito (Bingham), plastico (Casson), pseudoplastico (Ostwald) e
pseudoplastico com valor de cedéncia (Hershel-Bulkley) foram aplicados aos perfis
apresentados. Os coeficientes de correlacdo obtidos para estes modelos estédo

apresentados na Tabela 6.

Tabela 6 - Coeficientes de correlagéo referentes aos modelos que descrevem os perfis
reoldgicos das formulacGes semissolidas G-LNC-Br, G-LNC-TTN, G-LNC-Br-SD e
G-LNC-TTN-SD.

Formulagéo Bingham Casson Ostwald Hershel-Bulkley
G-LNC-Br 0,993+0,003 0,996+0,003 0,987+0,011 0,994+0,006
G-LNC-TTN 0,987+0,008 0,996+0,003 0,994+0,005 0,998+0,001
G-LNC-Br-SD 0,983+0,001 0,995+0,001 0,992+0,003  0,996+0,001
G-LNC-TTN-SD  0,993+0,001 0,996+0,003 0,988+0,008 0,988+0,011

O modelo de Herschel-Bulkley, que descreve o fluxo pseudoplastico com valor

de cedéncia, foi o que melhor se adaptou aos perfis reologicos dos hidrogeis
desenvolvidos. O coeficiente de regressao obtido para esse modelo foi de 0,998+0,001
e de 0,997%0,002 para as formulagdes G-LNC e G-LNC-SD, respectivamente.
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Os fluidos pseudoplasticos com valor de cedéncia apresentam resisténcia para
iniciar o fluxo quando baixas tensbes de cisalnamento sdo aplicadas. A viscosidade
desses fluidos diminui gradualmente com o aumento da tensdo e, portanto, nao
possuem um Unico valor de viscosidade, sendo mais bem caracterizados por varios
valores de viscosidade aparentes em pontos especificos da curva: taxa de cisalhamento
versus tensdo de cisalhamento (AULTON et al., 2013). A diminuicdo da viscosidade
quando altas tensdes de cisalhamento séo aplicadas (aplicacdo na pele) permite que o
produto possa cobrir a pele de forma uniforme (RIGO et al., 2011; ROSEN et al.,
2005). Os adjuvantes de secagem utilizados néo influenciaram no comportamento
apresentado pelas formulagdes, considerando que ndo houve diferenca entre as
formulacdes preparadas com as suspensdes de nanocapsulas e seus respectivos pés
secos por aspersdo. O perfil apresentado ja foi descrito para hidrogéis de Carbopol
Ultrez 10 NF contendo tretinoina associada a nanocapsulas de nucleo lipidico ou seus
pos obtidos por secagem por aspersdo, utilizando lactose como adjuvante
(MARCHIORI et al., 2013).

Em relacdo aos parametros reoldgicos a partir da aplicacdo do modelo de
Herschel-Bulkley, os géis preparados diretamente a partir das suspensdes (G-LNC) e
0s géis preparados com 0s poés (G-LNC-SD) ndo apresentaram diferencas estatisticas
significativas nos indices de fluxo e nos valores de cedéncia (p>0,05, teste t).
Entretanto, o indice de consisténcia (k) foi maior para a formulagdo G-LNC-SD
(96545 + 1974mPa.s) que o calculado para a formulagcdo G-LNC (54406 + 5655mPa.s)
(p<0,05, teste t). Os valores de k encontrados para as formulagbes G-LNC séo
condizentes com os valores encontrados por Marchiori e colaboradores (2013).
Entretanto, naquele estudo, onde a lactose foi utilizada como adjuvante de secagem
para as suspensoes, apesar de ter sido observada uma tendéncia para o aumento do
indice de consisténcia, ndo foram observadas diferencas significativas entre os valores
comparando-se 0s hidrogéis produzidos com as suspensfes e os hidrogéis produzidos
com 0s pos. A diferenca encontrada neste estudo pode ser relacionada a utilizagdo da
polivinilpirrolidona no nosso estudo, que pode agir também como um espessante
(GODDARD, 1999).
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Quanto a distribuicdo de tamanho das particulas apés diluicdo dos hidrogéis em
agua, as formulagdes G-LNC-Br e G-LNC-TTN apresentaram perfis bimodais por
volume, com uma populacdo de particulas micrométrica e outra nanométrica. Os
didmetros nanométricos foram semelhantes as particulas da suspenséo original (Figura
12), o que pode ser confirmado pela semelhanca dos valores de D(n 0,9) encontrados

para essas formulacGes (entre 120 nm e 140 nm).
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Figura 11 - Perfil de distribuicdo de tamanho das particulas por volume do G- LNC-
TTN (linhas pretas) em comparacdo com o perfil de distribuicdo de tamanho das
particulas por volume da LNC-TTN (linha cinza), obtidos por difracdo de laser.

Em contrapartida, as amostras dos hidrogéis produzidos com 0s pds secos por
aspersédo (LNC-Br-SD e LNC-TTN-SD) apresentaram, em um primeiro momento, um
perfil monomodal com distribuicdo exclusivamente micrométrica. Somente apés a
diluicdo ser submetida a 20 minutos de ultrassom foi possivel detectar a presenca de
particulas da populacdo nanométrica original nessas formulacbes (Figura 13). Esse
resultado indica que as nanoparticulas, embora presentes nas formulacdes G-LNC-Br-
SD e G-LNC-TTN-SD, estdo retidas nos microaglomerados formados durante a

secagem, independente da presenca do farmaco.
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Figura 12 - Perfil de distribuicdo de tamanho das particulas por volume do G-LNC-
TTN-SD antes do ultrassom (linha cinza clara), depois do ultrassom (linhas pretas)

(n=3), em comparacdo com o perfil de distribuicdo de tamanho das particulas por
volume da LNC-TTN (linha cinza escura).

Adicionalmente, as imagens de microscopia eletrbnica de transmissédo
confirmaram a presenca de estruturas com tamanho de aproximadamente 200 nm nos
géis redispersos, com caracteristicas semelhantes as nanocapsulas de nucleo lipidico
da suspensdo original, tanto para as formulagdes preparadas a partir da suspensédo
liquida (G-LNC-Br, G-LNC-TTN; Figura 13), quanto a partir dos p0s secos por
aspersdo (G-LNC-Br-SD e G-LNC-TTN-SD; Figura 14).
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Figura 13 - Imagens de microscopia eletronica de transmissao do G-LNC TTN (A e B)
e G-LNC-Br (C e D) em aumentos de 50.000 x (A e C) e 150.000 x (B e D).

Figura 14- Imagens de microscopia eletronica de transmissdo do G-LNC-TTN-SD (A
e B) e G-LNC-Br-SD (C e D). Em aumentos de 100.000 x (A e C) e 200.000 x (B e
D).
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O produto intermediario proposto (LNC-TTN-SD) mostrou-se adequado para a
producdo de hidrogéis contendo nanocapsulas de nucleo lipidico de tretinoina,
considerando os resultados apresentados. Alem disso, a presenca de
polivinilpirrolidona em sua composicdo é bastante atrativa para a incorporacdo em
produtos semissolidos de uso dermatolégico, pois proporciona umectacédo e brilho para
a formulacdo, e ajuda a hidratar a pele (GODDARD, 1999). Polimeros de alto peso
molecular, como a PVP, também sdo utilizados em formulagcbes cosméticas por
proporcionarem a suavizacdo da pele e aumentarem sua rigidez, reduzindo linhas e
rugas (JACHOWICZ et al., 2008). Ainda, conforme a Cosmetic Ingredient Review
(CIR, 2015), a utilizacdo da PVP em produtos cosméticos é considerada segura.

Em ciéncia da possibilidade do desenvolvimento de hidrogéis contendo
nanocapsulas de ndcleo lipidico de tretinoina, a partir das suspensGes agquosas ou
desidratadas, a questdo central deste trabalho foi investigar o desempenho dessas
formulagdes em relacdo a liberacdo e a permeacdo/penetracdo cutanea, considerando
uma possivel influéncia dos diferentes produtos intermediarios empregados.
Caracteristicas como maior estabilidade fisico-quimica, possibilidade de incorporacéao
em diferentes formulag6es, diminuicdo dos custos de armazenamento e transporte e
possibilidade de incorporacdo da tretinoina em bases hidrofilicas sem o uso de co-
solventes, fazem do p6 um produto intermediario com maior viabilidade do que a
suspensdo aquosa para producdo de formulacdes semissdlidas de uso dermatolégico
em escala industrial (MARCHIORI et al., 2013). Produtos comerciais contendo
tretinoina nas formas de creme (Vitanol A®) e gel (Vitacid®), em mesma concentracéo
dos produtos desenvolvidos, foram utilizados como comparativos nesses estudos, e
tiveram suas caracteristicas de teor, pH e viscosidade avaliadas.

O gel comercial (Vitacid®) apresentou um teor de 0,238+0,007 mg/g, que
corresponde a 95,3+3,1% da concentracdo tedrica, e um pH de 6,4+0,06. O creme
comercial (Vitanol A®) apresentou um teor de 0,246+0,004 mg/g, que corresponde a
98,5+1,6% da concentracdo teorica, e um pH de 7,0+£0,20. O comportamento reolégico
de ambas as formulac¢des (Figura 15) foi mais bem ajustado pelo modelo de Casson,
que caracteriza o fluxo plastico, com coeficiente de correlacdo de 0,989+0,212 para o
creme (Vitanol A®) e 0,990+0,636 para o gel (Vitacid®).
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Figura 15 - Comportamento reoldgico das formulagfes semissolidas comerciais na
forma de gel (Vitacid®) e creme (Vitanol®) (n=3).

Os fluidos com comportamento plastico sdo caracterizados por comportarem-se
como solidos em baixos cisalhamentos, comecando a fluir somente depois da
aplicacdo de uma determinada tensdo de cisalhamento, denominada tensédo limite de
cisalhamento, e apds ela, apresentam um comportamento linear (AULTON et al.,
2013). Essas diferencas em relacdo ao comportamento reoldgico dos hidrogéis
produzidos neste estudo ja eram esperadas devido a variacdo na composicdo das
formulacdes, porém todos os perfis encontrados sdo descritos para formulacGes
semissoélidas de uso dermatoldgico (PREET et al., 2013).

Para melhor comparacdo entre as formulagbes utilizadas nos estudos de
liberacdo e penetracdo/permeacdo, na Figura 16 apresentamos um grafico da

viscosidade (mPa.s) versus a taxa de cisalhamento (s™).
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Figura 16 - Perfis de viscosidade versus taxa de cisalnamento para as formulagdes G-
LNC-TTN, G-LNC-TTN-SD, gel comercial e creme comercial (n=3).
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Como pode ser observado, as formulacdes desenvolvidas e o creme comercial
apresentaram valores de viscosidade aparentemente proximos entre si, € maiores do
que os valores apresentados para o gel comercial. Por exemplo, na taxa de
cisalhamento de 0,44 s ndo foram observadas diferencas significativas entre os
valores de viscosidade aparente para 0 G-LNC-TTN, o G-LNC-TTN-SD e o creme
comercial (192199+34562mPa.s; 190439,4+23900,3mPa.s e 160885,7+9957,9mPa.s,
respectivamente), mas todas essas formulacgdes diferiram significativamente do valor
apresentado para o gel comercial (91180,5 + 6238,7 mPa.s) (ANOVA, Teste de
Tukey, p<0,05).

5.2 Estudos de liberacéo in vitro

Os perfis de liberacdo da tretinoina a partir das formulacGes semissélidas
contendo nanocapsulas de nucleo lipidico (G-LNC-TTN, G-LNC-TTN-SD) e das
formulacbes comerciais na forma de gel (Vitacid®) e creme (Vitanol®) estdo

apresentados na Figura 17.
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Figura 17 - Perfis de liberagdo in vitro da tretinoina a partir das formulagdes
semissolidas contendo nanocapsulas de nuacleo lipidico (G-LNC-TTN, G-LNC-TTN-
SD), e das formulacées comerciais na forma de gel (Vitacid®) e creme (Vitanol A®),
avaliado em célula de Franz, empregando membranas de celulose de 10 kDa, meio
receptor composto por PBS pH 7,4 e etanol (70:30), em temperatura de 37°Cx1 (n=3).

Os perfis de liberacdo obtidos para as formulagbes G-LNC-TTN e G-LNC-

TTN-SD apresentaram comportamento logaritmico e melhor se ajustaram ao modelo
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de Higuchi, com valor de Rzajustado de 0,945 e 0,974, respectivamente. Os tempos de
laténcia foram de 6,09+1,03 h e de 7,24+0,65 h enquanto os valores de k (constante de
liberagdo de Higuchi) foram de 3,108+0,127 e 3,632+0,304; para as formulagdes G-
LNC-TTN e G-LNC-TTN-SD, respectivamente, ndo havendo diferencas para nenhum
dos dois pardmetros (teste t, p>0,05). Os fluxos médios de liberagdo (taxas de
liberac&o) foram de 0,218 + 0,011 pg/cm?/h para a formulacdo G-LNC-TTN e 0,241 +
0,036 pg/cm’h para a formulagdo G-LNC-TTN-SD, e também no apresentaram
diferencas estatisticas significativas (teste t, p>0,05).

O modelo de Higuchi descreve a liberagdo do farmaco como um processo
baseado na lei de difusdo de Fick e é aplicavel a varias formas farmacéuticas de
liberacdo modificada (COSTA, 2001). Os perfis apresentados sdo condizentes com 0s
encontrados em outros estudos para formulaces de hidrogéis contendo nanocapsulas
de ndcleo lipidico (FONTANA et al., 2011; HOFFMEISTER, 2012; MELERO et al.,
2014). O tipo de produto intermediario utilizado (suspensdes ou respectivos pds) nao
exerceu influéncia sobre o perfil de liberacdo de hidrogéis contendo nanocapsulas de
nucleo lipidico de tretinoina, mostrando que o processo de secagem e 0S excipientes
utilizados ndo prejudicam ou alteram as caracteristicas de liberacdo que sdo associadas
a formulagdes contendo nanocépsulas.

O perfil de liberacdo do gel comercial Vitacid® apresentou modelagem de
primeira ordem, com Rzajustado = 0,970. Conforme o0 modelo, o tempo de laténcia para
essa formulacdo foi de 4,43+0,04 h, e o fluxo médio calculado foi de
0,508+0,017pg/cm?/h, sendo o tempo de laténcia menor e o fluxo médio maior do que
para 0 G-LNC-TTN e para 0 G-LNC-TTN-SD (teste t, p<0,05). Porém, nos tempos de
12, 14 e 16 horas, a quantidade de tretinoina liberada foi similar a das formulactes G-
LNC-TTN e G-LNC-TTN-SD, ndo havendo diferencas entre os trés (ANOVA, teste
de Tukey, p>0,05). O creme comercial Vitanol-A® apresentou perfil de liberagdo
melhor ajustado pelo modelo de Weibull, Rzajustadoz 0,9731, com comportamento
parabdlico (definido pelo valor de b<1). O fluxo médio de liberacdo calculado para a
formulacdo foi de 0,048+0,009 pg/cm?h. Devido ao baixo fluxo médio de liberagéo,

quando comparado aos fluxos apresentados pelas outras formulacbes avaliadas, é
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possivel identificar uma forte interacdo entre o farmaco e as substancias que compde a

base deste produto.
5.3 Estudos de penetragdo/permeacao cutanea

Os perfis de penetracédo da tretinoina no estrato corneo, na epiderme e na derme,
a partir dos estudos com as formulagbes G-LNC-TTN, G-LNC-TTN-SD, gel
comercial e creme comercial, estdo apresentado nas Figuras 18, 19 e 20
respectivamente. Os asteriscos indicam diferenca estatistica significativa entre as
formulagdes, sendo p<0,05 (*); p<0,01 (**); p<0,001 (***) ou p<0,0001 (****).

Estrato cérneo

12 horas
14 horas
EZE 16 horas

TTN penetrada (ng)

Figura 18 - Perfis de penetracdo da tretinoina no estrato corneo a partir das
formulagdes G-LNC-TTN, G-LNC-TTN-SD (fora do LQ — limite de quantificacdo),
gel comercial e creme comercial (fora do LQ), obtido por experimento in vitro
realizado utilizando células de Franz, pele de abdome de porco como membrana, e
meio receptor composto por PBS pH 7,4 e etanol (70:30), em temperatura de 37°C£1

(n=6).
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Figura 19 - Perfis de penetracdo da tretinoina no na epiderme a partir das formulacdes
G-LNC-TTN, G-LNC-TTN-SD, gel comercial e creme comercial, obtido por
experimento in vitro realizado utilizando células de Franz, pele de abdome de porco
como membrana, e meio receptor composto por PBS pH 7,4 e etanol (70:30), em

temperatura de 37°Cx1 (n=6).

Derme
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Figura 20 - Perfis de penetracdo da tretinoina na derme, a partir das formulacbes G-
LNC-TTN, G-LNC-TTN-SD, gel comercial e creme comercial obtido por experimento
in vitro realizado utilizando células de Franz, pele de abdome de porco como
membrana, e meio receptor composto por PBS pH 7,4 e etanol (70:30), em

temperatura de 37°C£1 (n=6).
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No estrato corneo, as quantidades de tretinoina penetradas (Figura 18) a partir
da formulagcdo G-LNC-TTN em 12 horas (0,81+0,13 pg), em 14 horas (1,88+0,36 LQ)
e em 16 horas (3,86+1,05 ug) foram maiores do que as quantidades penetradas a partir
das formulagBes G-LNC-TTN-SD e creme comercial, para as quais esses valores
foram abaixo do limite de quantificagdo (LQ) de 0,1 pg/mL. Comparando-se 0 G-
LNC-TTN com o gel comercial, as quantidades de tretinoina penetradas no estrato
cérneo em 14 horas foram semelhantes (1,88+0,36 pg e 2,28+0,45 g,
respectivamente), poréem em 12 horas foram maiores para o gel comercial (0,81+0,13
ug e 1,62+0,71 pg, respectivamente) e em 16 horas para 0 G-LNC-TTN (3,86x1,05 g
e 1,48+0,51 ug, respectivamente) (ANOVA, teste de Tukey, p<0,05). O fluxo médio
da tretinofna da formulag&o para o estrato cérneo foi de 0,420 pg/cm?h para o gel
comercial e 0,416 pg/cm?/h para 0 G-LNC-TTN-SD, considerando 0s mesmos tempos,
sendo estatisticamente iguais (teste t, p>0,05).

As quantidades de tretinoina permeadas para a epiderme (Figura 19) a partir
das formulagbes G-LNC-TTN, G-LNC-TTN-SD e creme comercial em 12h
(0,25+0,10 pg; 0,20+0,06 pg e 0,11+0,02 g, respectivamente), em 14h (0,38+0,13ug;
0,27+0,14 pg e 0,120,018 pg, respectivamente) e em 16 horas (0,35+0,10 pg;
0,25+0,05 g e 0,12+0,02 g, respectivamente) (todas acima do LQ) ndo apresentaram
diferencas estatisticas significativas entre si e foram estatisticamente menores do que
as quantidades permeadas a partir do gel comercial nesses mesmos tempos
(1,24+0,37ug; 3,17+0,93 ug e 2,97+0,73 pg, respectivamente) (ANOVA, teste de
Tukey, p<0,05).

Da mesma forma, as quantidades de tretinoina permeadas para a derme (Figura
20), a partir das formulacdes G-LNC-TTN, G-LNC-TTN-SD e creme comercial (todas
abaixo do LQ) foram menores do que as quantidades de tretinoina permeadas a partir
do gel comercial em 12, 14 e 16 horas (1,88 + 0,92 pg; 3,17 £ 0,93 ug e 3,25+1,78g,
respectivamente) (ANOVA, teste de Tukey, p<0,05).

Comparando-se os perfis de penetracdo/permeacéo cutanea da tretinoina a partir
das formulacbes contendo nanocépsulas de nacleo lipidico (G-LNC-TTN e G-LNC-
TTN-SD), a diferenca nas quantidades penetradas no estrato corneo é notavel, apesar

da semelhanca dos perfis nas demais camadas (epiderme e derme). Uma possivel
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explicacdo para isso relaciona-se a organizacdo das nanocapsulas na matriz dos géis.
As nanocépsulas possuem uma elevada area superficial, o que facilita o contato com a
pele (BETTONI et al.,, 2012). Além disso, possuem afinidade pela superficie da
epiderme e capacidade de deposicdo nos foliculos pilosos (DE BRUM et al., 2015).
Esses fatores justificam o acumulo exponencial de tretinoina no estrato cérneo, ao
longo do tempo, a partir da formulacdo G-LNC-TTN. Na formulacdo G-LNC-TTN-
SD, as nanoparticulas estdo presas a microaglomerados que possuem menor area
superficial e superficie modificada, como discutido na analise granulométrica dos géis,
e por esse motivo deixam de apresentar tais comportamentos. Dessa forma, se o local
de acdo da substdncia encapsulada fosse o estrato cdrneo, como no caso de
fotoprotetores (POHLMANN et al., 2013), o tipo de produto intermediario utilizado
poderia ter uma grande influéncia na efetividade da formulacao final.

FormulagGes comerciais de tretinoina contendo o pré-polimero poliol-2, em
estudos pré-clinicos, promoveram a reten¢do do farmaco no estrato corneo, e
diminuiram sua penetracdo parcial e cumulativa na pele. Em estudo clinico, essas
formulagdes demonstraram maior tolerabilidade (diminuicdo do eritema e edema
causados pela tretinoina) em comparacdo com uma formulacdo convencional, e a
diminuicdo da irritacdo cutanea nao levou a diminuicdo da efetividade do tratamento
(QUIGLEY et al., 1998). Em nosso estudo, ambas as formulagdes desenvolvidas, G-
LNC-TTN e G-LNC-TTN-SD, permitiram a chegada de pequenas e constantes
quantidades de tretinoina na epiderme e na derme, o que pode contribuir para o
aumento da tolerabilidade ao tratamento. Para nenhuma das duas formulagdes (G-
LNC-TTN e G-LNC-TTN-SD) foi detectada a presenca de tretinoina no
compartimento receptor da célula de Franz, o que também representa um indicativo de
seu baixo risco de absorcdo sistémica a partir da aplicacéo cutanea (SCCS, 2010) das
formulagdes desenvolvidas neste estudo. Porém, a efetividade e a seguranca dessas
formulacdes ainda devem ser avaliadas por meio de testes especificos.

Conforme ja apresentado, realizamos também os mesmos estudos de penetragdo
e permeacao para os produtos comerciais na forma farmacéutica de gel e creme. Estes
estudos foram conduzidos para comparacdo e para aprofundamento da discussao, visto

que os comportamentos de liberacdo in vitro das formulacdes comerciais diferiram
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completamente entre si, e também se comparados as formulacGes desenvolvidas no
estudo, conforme anteriormente apresentado e discutido (Figura 17).

Os perfis de penetracdo da tretinoina no estrato cérneo a partir do gel comercial
e do G-LNC-TTN foram comparaveis. No entanto, as quantidades de tretinoina retida
no estrato cérneo foram exponenciais para 0 G-LNC-TTN ao longo do tempo,
enguanto que para o gel comercial a permeacdo para a epiderme e a derme ocorreu
rapidamente. Uma possivel explicacdo para isso relaciona-se a presenca de substancias
co-solventes como etanol e propilenoglicol no produto comercial. Essas substancias
podem causar alteracbes no estrato corneo, como a extracdo dos lipidios que o
compde, aumentando assim a penetracdo/permeacdo de substancias, e também o
potencial de irritacdo cutanea da formulacdo (ROSEN et al., 2005). Nos experimentos
realizados com o gel comercial a tretinoina foi detectada no compartimento receptor da
célula de Franz, porém em quantidades inferiores ao limite de quantificacdo do método
empregado.

O perfil apresentado no estudo de penetracdo/permeacdo da tretinoina a partir
do creme comercial Vitanol-A® foi bastante similar ao apresentado pela formulagéo G-
LNC-TTN-SD (Figuras 18, 19 e 20) em todas as camadas da pele e tempos de
experimento. Entretanto, assim como para o gel comercial, foi detectada a presenca de
farmaco no compartimento receptor, em concentragdo abaixo do limite de
quantificacdo do método. No caso do creme comercial, a liberacdo da tretinoina da
formulagdo, que é mais lenta do que para as outras formula¢bes, como demonstrada
nos estudos de liberacdo, parece ser um importante modulador da penetracdo. Apesar
das grandes diferencas nos perfis de liberagdo e penetracdo/permeacédo neste trabalho,
estudos clinicos ja citados anteriormente mostram que géis e cremes, contendo a
mesma concentracdo de tretinoina, podem apresentar efetividade clinica similar
(WEBSTER et al., 2006; MAIA CAMPOS et al., 2015).

E importante destacar que, como a tretinoina é fotossensivel (OURIQUE et al.,
2011), sua deteccdo nas camadas da pele, em todos os estudos realizados,
provavelmente apenas foi possivel devido aos cuidados de protecdo contra a luz que
foram adotados. E possivel também que, caso ndo houvessem tais cuidados, o farmaco

liberado das formulagbes comerciais tivesse sofrido degradacdo quimica antes de
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penetrar em determinada profundidade da pele. Conforme descrito anteriormente, 0s
produtos gerados pela degradacdo da tretinoina ndo possuem a efetividade inicial e
contribuem para o desenvolvimento de reagOes adversas (KIRCIK, 2014). A
fotoprotecdo reconhecidamente conferida pelas formulagdes contendo nanocapsulas
(OURIQUE et al., 2011) pode ter sido subestimada, neste estudo, como um fator
regulador da chegada da tretinoina ndo degradada na epiderme e na derme. Em
situacOes reais de exposicdo, a aplicagdo noturna e o uso de fotoprotetores sdo
recomendados durante a terapia com tretinoina (ASCENSO et al., 2014b).

Para a formulacdo G-LNC-TTN, as nanoparticulas podem ficar depositadas nos
foliculos pilosos e se ndo forem removidas com a producdo de sebo e crescimento dos
pelos, podem continuar liberando substancia ativa ndo degradada por longos periodos
(GLOWKA et al., 2014). Além disso, a vetorizagdo para os foliculos pilosos pode
contribuir para o tratamento de doencgas como a acne (RANCAN et al., 2014).

Finalmente, é importante dizer que, para as formulagdes G-LNC-TTN e G-
LNC-TTN-SD, a incorporacdo da tretinoina, de natureza lipofilica, nos géis
hidrofilicos desenvolvidos se deu sem a adicdo de substancias que causam prejuizo a
camada cornea, permitindo a obtencdo de um produto ndo oleoso, com capacidade de
regular a penetracao da tretinoina na pele e protegé-la contra fotodegradacdo durante o
armazenamento e ap6s a aplicacdo. Nesse sentido, a LNC-TTN-SD parece ser um
produto intermediario potencial para a producdo de formas farmacéuticas semissolidas
contendo tretinoina, e sua comercializacdo permitiria a utilizagdo da tecnologia
agregada em diversos produtos, sem que as industrias necessariamente disponham de
infraestrutura para a producdo das nanocapsulas, mas pudessem adquirir os pdés como

produtos intermediarios.



6 CONCLUSOES

A secagem por aspersdo de suspensdes de nanocapsulas de nucleo lipidico
contendo tretinoina, empregando como adjuvantes a mistura de PVP e lactose
(1:1m/m), em concentracdo de 10% (m/v), levou a obtencdo de pds com boas
caracteristicas de dispersdo em agua. Amostras avaliadas por difracdo de laser
apresentaram diametro por nimero proximo ao da suspensdo original, considerando-se
90% das particulas (D(0,9)). Além disso, os po6s apresentaram bons rendimentos
(aproximadamente 70%), baixo teor de substancias volateis, e teores de tretinoina
acima de 92%.

Os hidrogeéis produzidos com as suspensdes (G-LNC-TTN) ou com os
respectivos pos (G-LNC-TTN-SD) apresentaram caracteristicas adequadas para a
utilizacdo dermatoldgica. Os perfis reologicos foram semelhantes para as duas
formulagdes, com comportamento pseudopléstico, apesar do pequeno aumento da
viscosidade observado para 0 G-LNC-TTN-SD. Em andlise por difracdo de laser,
amostras diluidas do G-LNC-TTN demonstraram perfil bimodal por volume e
didmetro (por nimero) semelhante ao da suspenséo inicial, considerando-se 90% das
particulas (D(0,9)). Amostras diluidas do G-LNC-TTN-SD apresentaram perfil
monomodal de distribuicdo de tamanho das particulas, exclusivamente micrométrico,
sem nenhuma semelhanca na distribuicdo de tamanho das particulas com a suspensao
inicial. Somente apos a submissdo ao ultrassom, de tais amostras diluidas, ocorreu o
desprendimento das nanocapsulas dos microaglomerados formados na secagem, e 0
didmetro por ndmero obtido foi novamente proximo ao da suspensdo inicial,
considerando-se 90% das particulas (D(0,9)).

O tipo de produto intermediario (suspensdo aquosa ou respectivo pd) utilizado
na producdo dos hidrogeis contendo nanocapsulas de ndcleo lipidico ndo influenciou
no perfil de liberacdo in vitro da tretinoina, que se ajustou ao modelo de Higuchi, em
conformidade com o descrito na literatura para formulagdes similares.

Nos estudos de penetracdo cutanea realizados foram obtidos perfis diferentes de
penetracdo do farmaco no estrato cérneo, dependendo do tipo de produto intermediario

utilizado. A partir do G-LNC-TTN, maiores quantidades de tretinoina foram



82

detectadas no estrato corneo em todos os tempos do experimento. Esse comportamento
foi associado as diferencas na organizacdo das nanocépsulas na matriz dos géis,
quando os diferentes produtos intermediarios sdo utilizados. Ambas as formulagdes
permitiram a chegada de pequenas e constantes quantidades de farmaco na epiderme e
na derme. No meio receptor ndo foi detectada tretinoina para nenhuma das
formulacdes produzidas.

A pequena permeacdo do farmaco para as camadas mais profundas da pele e
para 0 meio receptor sdo indicativos de uma baixa absorcédo sistémica da tretinoina a
partir da aplicacdo topica das formulacdes desenvolvidas. Além disso, a menor
penetracdo/permeacdo na pele, aliada a protecdo contra fotodegradacao, verificada em
trabalhos anteriores do grupo de pesquisa, podem contribuir na reducdo dos efeitos
adversos relacionados com o uso tépico da tretinoina.

A incorporacéo da tretinoina em hidrogel, para essas formulac6es, foi realizada
sem a adicdo de substancias co-solventes, causadoras de prejuizos ao estrato corneo.
Isso permite a obtencdo de um produto ndo oleoso, com capacidade de regular a
penetracdo da tretinoina na pele e de protegé-la contra fotodegradacdo, durante o
armazenamento e apos a aplicacdo. A avaliacdo da efetividade e seguranca desses
produtos deve ser feita por meio de estudos especificos.

A secagem das suspensdes de nanocapsulas de nucleo lipidico por asperséo,
empregando PVP e lactose (1:1) a 10% como adjuvantes, forneceu um potencial
intermedidrio para a producdo de formas farmacéuticas semissélidas. Sua
comercializacdo permitiria a utilizacdo da tecnologia agregada, sem que
necessariamente as industrias responsaveis pelos produtos finais disponham de

infraestrutura para a producédo de nanoparticulas.
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APENDICE A - Métodos analiticos empregados para extragio e quantificagdo da
tretinoina

A validacéo parcial € definida, conforme a RE 899/2003 da ANVISA, como
uma modificagdo no método bioanalitico validado sem a necessidade de uma
revalidacdo total. Os ensaios de validacdo parcial vao desde uma pequena
determinacdo, como por exemplo a determinagdo da exatiddo e precisdo intraensaio,
até uma quase validacao total.

Neste trabalho, a maior parte dos métodos que foram empregados para a
extracdo da tretinoina das amostras/matrizes, bem como para sua posterior
quantificacdo em sistema cromatografico (OURIQUE et al., 2010; MARCHIORI et
al., 2012; OURIQUE et al., 2011 e OLIVEIRA et al., 2013), ndo sofreram alteragoes.

As curvas analiticas obtidas sdo apresentadas nas Figuras 22, 23 e 24.
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Figura 1 - Curva analitica média obtida para a quantificacdo da tretinoina em metanol,
conforme método descrito por Ourique e colaboradores (2010), com R?= 0,999 (n=3),
com volume de injecédo de 20 pL.
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Figura 2 - Curva analitica média para a quantificacdo da tretinoina em tampéo fosfato
pH 7,4 e etanol (1:1), conforme método descrito por Oliveira (2013) com R?=0,998
(n=3), com volume de injecdo de 100pLL.
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Figura 3 - Curva analitica média para a quantificacdo da tretinoina em metanol,
conforme método descrito por Oliveira (2013), com R?=0,998 (n=3), com volume de
injecdo de 100pL.

Especificidade e precisdo para a extracdo da tretinoina dos pos

Como ocorreu alteracdo na matriz dos p6s contendo nanocapsulas de nucleo
lipidico obtidos por secagem por asperséo, pelo acréscimo de PVP como adjuvante, a
especificidade e a precisdo foram avaliadas para essas amostras.

A especificidade do meétodo para a quantificacdo da tretinoina nos pés LNC-
TTN-SD foi analisada pela injecdo de trés amostras da LNC-Br-SD extraidas com
metanol, previamente filtradas em membranas de 0,45 um (Millipore), em sistema

cromatografico, empregando as condi¢bes descritas no item 4.2.1.4. Os
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cromatogramas obtidos para essas amostras (Figura 4) foram visualmente comparados
com 0s cromatogramas obtidos para amostras de tretinoina em metanol (Figura 5).
Como ndo foram detectados picos relativos a outras substancias no mesmo tempo de
retencdo da tretinoina, considerou-se que a presenca de PVP na matriz ndo interferiu

na especificidade desse metodo.
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Figura 4 — Cromatograma obtido para amostras da LNC-Br-SD extraida com metanol,
demonstrando auséncia de picos no tempo de retencdo da tretinoina (aproximadamente
15 min).
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Figura 5 — Cromatograma obtido para amostras de tretinoina em metanol, demostrando
presenca de pico em aproximadamente 15 minutos (pico referente a tretinoina).

A precisdo da extracdo foi avaliada pela proximidade dos resultados obtidos
para seis amostragens de uma mesma amostra, no mesmo dia (repetibilidade) e em um
dia diferente (precisdo intermediaria). Os desvios-padréo relativos foram calculados
para essas amostras e ficaram dentro dos limites aceitaveis (abaixo de 5%),

correspondendo a DPR = 0,81% para a precisao intermediaria e DPR =1,98%.






ANEXO A - Composigao dos produtos comerciais utilizados

A composicdo do gel comercial Vitacid® e do creme comercial Vitanol A®
utilizados nesse trabalho esta apresentada nas Figura 25 e 26, que constituem trechos
da bula dos respectivos produtos. Ambos o0s produtos utilizados apresentavam

concentracdo de tretinoina de 0,25mg/g.

Vitacid” gel

tretinoina

APRESENTACOES
Gel - 0.25 mg/g (0,025%) em bisnaga com 25g.

USO EXTERNO
VIA TOPICA
USO ADULTO E PACIENTES ACIMA DE 12 ANOS

COMPOSICAO

Vitacid-A"gel 0,025%

Cada grama do produto contém:
Tretinoina ......ccoceeveeeennenee. 0,25 mg
Excipientesq.s.p......cocevineen. 1,0 g

Excipientes: nicotinamida. butilhidroxitolueno, dlcool etilico, hiprolose, dlcool isopropilico, fragrincia.

Figura 4 - Trecho da bula do produto Vitacid® gel (Theraskin®), informando sua
composicao.

Vitanol-A*
tretinoina

APRESENTACOES
Creme - 0,25 mg/g (0,025%) ou 0,50 mg/g (0,05%) ou 1,00 mg/g (0,1%) em bisnaga com 30 g.

USO EXTERNO
VIA TOPICA

USO ADULTO E PACIENTES ACIMA DE 12 ANOS

COMPOSICAOQ

Vitanol-A® creme 0,025%

Cada grama do produto contém 0,25 mg de tretinoina.
Vitanol-A® creme 0,05%

Cada grama do produto contém 0,50 mg de tretinoina.
Vitanol-A® creme 0,1%

Cada grama do produto contém 1,00 mg de tretinoina.

Excipientes: dlcool cetilico, butil-hidroxianisol, butil-hidroxitolueno, ciclometicona e
trimetilsiloxisilicato, glicerol, metilparabeno, propilparabeno. triglicérides do dcido ciprico/caprilico,

pentilenoglicol, octildodecanol, ciclometicona e dimeticona crosspolimero, alcool cetilico e glucosideo
cetearilico, ectoina, hidroxietilacrilato/acroloildimetiltaurato de sddio e polissorbato 60 e dgua purificada.

Figura 5 - Trecho da bula do produto Vitanol A® creme (Stiefel), informando sua
composigéo.



