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1. INTRODUCAO (justificativa e objetivos)

Devido as suas significantes atividades na modificacdo da resposta bioldgica,
os retindides sdo usados principalmente para tratamento de vérias doencas
gue necessitam de uma modulacdo na diferenciacédo celular, sendo alvo de
intensa pesquisa contra o cancer. O derivado retindide Isotretinoina € um
potente inibidor da proliferacdo de células neoplasicas, sendo utilizado
tratamento de leucemias e neoplasias mais comuns (Goodman, 2003).

Recentemente, propriedades especiais e a vasta aplicacdo das
nanoparticulas tém despertado o interesse sobre as nanocapsulas poliméricas
como sistema de liberacédo controlada de drogas (Lu,1999). Nanoparticulas tém
sido utilizadas com sucesso para grande variedade de farmacos e substancias
biolégicamente  ativas, incluindo enzimas, hormdnios, antibioticos,
anticancerigenos, antifungicos, antiparasitarios, antiinflamatorios, analgésicos,
quimioterapicos e como agentes de diagndsticos. A encapsulacdo de
compostos toxicos ou labeis dentro destes carreadores poliméricos previne a
degradacédo da droga, preservando sua atividade (Perachia et al., 1997).

A producgdo de nanoparticulas na faixa de 100 —150nm é interessante desde
gue os carreadores estejam localizados no sitio alvo fora do sistema vascular,
alguns tumores que possuem micro-vascularizacdo defeituosa exibem uma
permeabilidade vascular aumentada favorecendo o acesso destes carreadores
coloidais para as células tumorais extra-vasculares (Douglas et al,1987).

As nanocdpsulas contendo Isotretinoina, um farmaco fotossensivel e
potencialmente toxico, sdo constituidas de um filme polimérico biodegradavel,
com o objetivo de avaliar a estabilidade da suspenséo e do farmaco de acordo
com as suas caracteristicas fisico-quimicas, relacionar fatores que influenciam
diretamente na obtencdo de um sistema mais estavel e obter uma maior
eficiéncia de encapsulagdo, se tornando vantajoso em Varios aspectos a sua
encapsulacao, principalmente para diminuir sua toxicidade e aumentar a sua
especificidade no tratamento ao contrario dos tratamentos convencionais. Este
trabalho visa desenvolver e caracterizar um Sistema de Liberacdo Controlada
do derivado retindide Isotretinoina na forma de nanocapsulas estaveis com
uma eficiéncia de encapsulacdo maxima satisfatoria para futuramente dar
continuidade e obter a estabilidade a longo prazo, a cinética de liberagéo in
vitro e estudo in vivo.

As propriedades farmacéuticas das micro/nanoparticulas podem ser
determinadas por varios fatores (L.Mu et al, 2003):



X Natureza, solubilidade e encapsulacdo da droga

X Tipo de polimero (peso molecular e composi¢ao)

X Propriedades do solvente organico

X Concentragao e proporcdo da mistura das fases aquosa e
oleosa

<> Natureza e concentragcédo do emulsionante

X Forca mecanica de partilha / agitacéo

X Outras condi¢bes como temperatura e pH

<> Proporcdo de material matriz e emulsionante / estabilizante
/ aditivo

2. Material e Métodos

2.1 PREPARO DAS NANOCAPSULAS

Nanocapsulas contendo isotretinoina foram obtidas segundo o método de
deposicéao interfacial de polimero pré-formado, proposto por Fessi et al (1989).
Uma preparacdo oleosa (fase organica), diluida em acetona, constituida de
PLA, fosfolipidio de soja, 6leo de soja e isotretinoina € introduzida lentamente
em uma solucdo aquosa (fase aquosa), previamente preparada. Esta fase
aquosa foi constituida de tampao IPB pH 7,4 e de um tensoativo hidrofilico
(Poloxamer 188) e mantida sob agitacdo moderada antes e depois da adicao
da fase orgéanica. A adicdo da fase organica a fase aquosa foi realizada através
de gotejamento lento e gradativo, a fim de que as nanocapsulas fossem
formadas sob forma homogénea. As nanocépsulas formadas imediatamente
apos a mistura permaneceram sob agitacdo mecéanica por um periodo de 30
minutos. O produto obtido foi uma disperséo coloidal.

2.1.2 Estabilidade Fisico-quimica e Estudo Acelerado da Estabilidade das
Nanocapsulas

As suspensdes de nanocapsulas obtidas, apds a evaporacdo do solvente
organico, foram avaliadas quanto ao aspecto de estabilidade fisico-quimica,
através da utilizacdo dos testes de envelhecimento acelerado (escolha da
melhor formulacdo durante o processo de otimizacdo) para futuramente dar
continuidade aos testes de envelhecimento a longo prazo (acompanhamento
da estabilidade selecionada em tempo real). Estes testes tém como objetivo
principal submeter as preparacbes as condicbes de estresse para simular
processos de esterilizacdo, transporte e armazenamento. Nesta etapa, as
nanocapsulas sdo analisadas pelas seguintes metodologias (Santos et al,
2005): Resisténcia a centrifugacdo; Aspecto macroscopico; Aspecto
microscoépico; Estudo da variacao do pH.
O tamanho médio das particulas e a homogeneidade das populacdes formadas
foram determinados por light scattering (Zetasizer Nano, Malvern), o que
indicou a melhor forma de obter sistemas poliméricos com uma média de
tamanho e PDI bem definidos e consequientemente garantir suspensdes mais
estaveis.

3. RESULTADOS
3.1 Avaliacdo de formulagdes contendo PLGA ou PLA e diferentes
concentragdes de isotretinoina



Tabela 1. Estabilidade acelerada das nanocapsulas contendo isotretinoina

Formulacdo Macroscopia Microscopia Centrifuga pH
NC-ISO 01 Aspecto leitoso, | Presenca de agulhas/cristais | Presenca de cremagem e | 7,23
1mg/mL opalescente, cor amarelo | de isotretinoina, Auséncia de | precipitados creme e amarelo
PLGA 50:50 palido, reflexo azul e|goticulas de 6leo e vestigios | alaranjado (isotretinoina)

auséncia de grumos ou|de polimeros, raras | redispersiveis

residuos visiveis microcaps e multiddo de

nanocaps

NC-ISO-2 Aspecto leitoso, | Auséncia de agulhas/cristais | Presenca de precipitado creme | 7,36
0,5mg/mL opalescente, cor amarelo | de isotretinoina, de goticulas |e leve cremagem no
PLGA 50:50 palido, reflexo azul,|de d6leo e vestigios de |sobrenadante redispersiveis

auséncia de grumos ou | polimeros, varias microcaps e

residuos. multidao de nanocaps
NC-ISO-3 Aspecto leitoso, | Auséncia de agulhas/cristais | Auséncia de cremagem e 7,40
0,1mg/mL opalescente, cor amarelo | de iso, de goticulas de 6leo e | presenca de precipitado creme
PLGA 50:50 palido, reflexo azul, | vestigios de polimeros, | redispersivel

auséncia de grumos ou | multiddo de micro e

residuos nanocapsulas
NC-ISO19 Aspecto leitoso, | Auséncia de agulhas/cristais | Auséncia de cremagem e 7,5
0,5mg/mL opalescente, cor amarelo |de iso, goticulas de 6leo e |presenga de precipitado creme
PLA palido, reflexo azul, | vestigios de polimeros, | redispersivel

auséncia de grumos ou|multiddo de nanocaps e

residuos muitas microcaps
NC-IS0O22 Aspecto leitoso, | Auséncia de agulhas/cristais | Presenca de cremagem | 7,3
0,5mg/mL opalescente, cor amarelo |de iso, goticulas de dleo e | sobrenadante e presenga de um
PLA palido, fluorescéncia, | vestigios de  polimeros, | leve precipitado creme

auséncia de goticulas de
6leo, grumos ou residuos

multiddo de nanocaps e raras
microcaps

redispersivel

3.2 Tamanho da particula e homogeneidade das populagdes

Tabela 2. Avaliacdo do tamanho médio da particula e polidispersibilidade antes
(suspensao pré-centrifuga) e apds centrifugacao (sobrenadante e precipitado)

a 2000rpm/1h da NC ISO 19:

NC- ISO Antes da centrifuga Sobrenadante  Pés | Precipitado P6s

19 [0,5mg/mL] centrifuga centrifuga

Tamanho 267,1 217,7 372,5

médio (nm)

PDI 0,28 0,203 0,34

Intensidade (%) | Pico 1 (95,6%) 332,4 (100%) 230,5 (90,11%) 463,4

nm Pico 2 (4,4%) 4614 (6,76%) 112,7
(3,12%) 5057

Tabela 3. Comparacdo do tamanho médio das goticulas formadas na emulsao
e das particulas obtidas na suspensao apos rotaevaporacéo (formulacdo com
acréscimo de 10% de poloxamer 188):

NC- ISO Antes de rotaevaporar Apés rotaevaporar
22 [0,5mg/mL]

Tamanho médio (nm) 172,nm 173,2nm

PDI 0,1 0,1

Intensidade (%) nm Pico 1 (100%) 197,6nm

Picol (100%) 206nm




Tabela 4. Avaliacdo do tamanho médio da particula e o PDI da NC-ISO25
(formulacdo sem acréscimo de poloxamer 188):

NC- I1SO

25 [0,5mg/mL]

Tamanho médio (nm) [172,9nm

PDI 0,1

Intensidade (%) nm Pico 1 (100%) 192,2nm

4.DISCUSSAO

A importancia de produzir nanoparticulas menores que 200nm para
aumentar a estabilidade da suspensao, fornece parametros relevantes para
otimizar condi¢cdes de produzir nanoparticulas de tamanho menor que 200nm
(Yvette N. Konam et al, 2002):

e Concentragdo do coldide estabilizante da fase aquosa

e Velocidade de agitacdo (aumento da velocidade, reducdo da

particula)

e Tempo de agitacéo

e Porcentagem do polimero na fase orgéanica

e Natureza do solvente

A otimizagdo da formulacdo pode ser dada com o0 aumento da

concentracdo de surfactante hidrofilico e reducdo do tamanho médio das
particulas, menores que 200nm, o emulsionante permanece na interface que
separa as fases agua e 0Oleo e particulas menores possuem maior superficie
total de area e precisam de mais emulsionante, pouco emulsionante podera
resultar em ndo formacdo de nanoparticulas e muito emulsionante podera
resultar em agregacao das particulas (L.Mu et al 2003).

Os resultados obtidos pré e poés centrifugacdo da NC-ISO19 (tabela 2)
demonstraram que o tamanho médio das particulas n&o alterou
significativamente, mas o precipitado creme redispersivel obtido apos a
centrifugacdo sdo microcapsulas e nanocapsulas aglomeradas, esta
observacao foi confirmada pela microscopia Optica, pois as laminas que contém
microcapsulas sdo apenas da suspensao pré-centrifuga e do precipitado pés-
centrifuga ressuspenso e no sobrenadante pds-centrifuga elas rarearam ou
desapareceram. Para tentar diminuir o tamanho médio das particulas, a
formacdo de microcépsulas e o PDI (obtendo um aumento na homogeneidade
das populacdes obtidas) foram feitas algumas altera¢cées nas formulacdes e no
processo que estdo descritas a seguir;

Na formulagdo da NC-ISO22 foi aumentada a concentracdo do surfactante
hidrofilico poloxamer 188 em 10% e reduzido o tamanho das goticulas
formadas durante o processo de emulsdo ap6s a centrifuga obtendo muito
menos precipitado creme mas, uma cremagem sobrenadante que nao aparecia
antes (ver tabela 1), apontando ser excesso de surfactante e o tamanho médio
e o PDI reduziram bastante conforme descrito na tabela 3.

A tabela 3 (NC-ISO22) também demonstra que o processo de emulsédo é
fundamental para se obter uma maior homogeneidade de popula¢cdes formadas
(menor PDI) e menor média de tamanho possivel das particulas formadas apés
a rotaevaporacao.

Na NC-ISO25 foi alterado apenas o tamanho reduzido das goticulas formadas
durante o processo de emulsdo (tabela 4), demonstrando que os 10% de
poloxamer acrescentado na suspensao anterior (NC-ISO22) n&o influenciou na



reducdo do tamanho meédio das particulas e o tamanho da goticula formada
durante o processo de emulséo foi suficiente para obter a reducdo de tamanho
e uma suspensao mais homogénea apos rotaevaporar.

4. CONCLUSAO

Os resultados obtidos demonstraram que o tamanho médio das goticulas
formadas durante o processo de emulsdo € fundamental para obter uma
determinada faixa de tamanho requerida e popula¢des de nanocépsulas mais
homogéneas com um indice de polidispersdo ou PDI minimo apés
rotaevaporar.

A suspensdo de nanocapsulas com isotretinoina na concentracdo de
0,5mg/mL, foi a melhor formulacdo obtida, ndo havendo a necessidade de
aumentar o surfactante hidrofilico para melhorar sua estabilidade e reduzir a
formacéo de microcapsulas que precipitam no teste da centrifuga.
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