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1. INTRODUCAO (justificativa e objetivos)

Os lipossomas e as ciclodextrinas tém sido amplamente estudados como sistemas
capazes de alterar as caracteristicas originais de diversos farmacos podendo levar
a significativas alteragcbes em suas propriedades fisico-quimicas e até mesmo
farmacologicas e farmacocinéticas. Sua aplicacdo estad intimamente ligada a
capacidade de solubilizac&o, estabilizacao e liberacdo nos diversos tecidos (Koo et
al, 2005).

Existem farmacos cuja terapéutica ja comprovada, apresentam dificuldades
técnicas para a administracéo diferente as das utilizadas nas formas convencionais
comercializadas. E o que ocorre com a isotretinoina, cuja administracio
convencional é oral para o tratamento da acne (Roche Pharmaceuticals, 2006). O
maior desafio das terapias a base de retindides € sua estabiliza¢do para aplicacéo
topica, 0 que reduziria seu potencial toxico durante o tratamento, principalmente
hepatotoxicidade e teratogenicidade (Manconi et al, 2002, Yap et al, 2005). A
inclusdo da isotretinoina em ciclodextrinas e sua posterior encapsulacdo em
lipossomas € a proposta deste trabalho. Os sistemas assim desenvolvidos, cuja
liberacdo controlada diretamente no local de aplicacdo tépica, pode apresentar
vantagens do ponto de vista da estabilidade do farmaco e de sua eficacia
terapéutica (loele, 2005).

2. METODOLOGIA

2.1 PREPARO DAS CILCODEXTRINAS

O complexo de inclusdo da Isotretinoina em ciclodextrinas serd obtido em
solugcéo tampéo fosfato em diferentes valores de pH (pH =5,9; 7,4 e 8,1). Excesso de
Isotretinoina (10 mg /ml) sera adicionado a solucdo de ciclodextrina na concentracéo
de HP-B-CD de 0,30M, sendo em seguida a suspensao agitada em um agitador de
rotacao horizontal com velocidade de 400 rpm por 8 dias. A suspensao resultante sera
filtrada em membrana de 0,45 um para obtencédo de uma solugéo clara. As amostras
serdo feitas em ftriplicata. Dessa forma, obteremos uma solu¢cdo de 10 mg/ml de
Isotretinoina em 0,30 M de HP-B-CD em pH 8.1. A concentragdo da isotretinoina na
inclusdo do complexo sera determinada por CLAE.




2.2 PREPARO DOS LIPOSSOMAS

Os lipossomas serdo preparados por hidratacdo do filme lipidico seco contendo o
farmaco. Sob agitacdo o filme lipidico se desprende das paredes do baldo e
lipossomas multilamelares serdo formados. Um tratamento posterior, por ultrassom,
levara a obtencdo de vesiculas unilamelares. As moléculas de farmaco néo
encapsulado serdo removidas por filtracdo em gel. A quantidade de farmaco
introduzido nas vesiculas lipossébmicas sera determinada pela técnica de
cromatografia de exclusdo em coluna. A cromatografia de exclusdo serd o método
utilizado devido a sua simplicidade, adaptabilidade a vérios tipos de preparacoes,
reprodutibilidade e aspecto quantitativo. Também serd determinada a fracdo de
farmaco encapsulado, tratando-se a formulacdo com tensoativo, promovendo desta
forma a ruptura dos lipossomas e completa liberacdo do farmaco no meio aquoso
circundante. Realizando-se posteriormente ensaio quantitativo por cromatografia
liquida de alta eficiéncia.

2.3 INCLUSAO DE ISOTRETIONINA - CICLODEXTRINAS EM LIPOSSOMAS

Os lipossomas serdo preparados por hidratacdo do filme lipidico seco. A hidratacdo
do filme sera feita a partir da solucédo de 10 mg/ml de Isotretinoina em 0,30 M de HP-
B-CD em pH 8.1. Um tratamento posterior, por ultra-som, levard a obtencdo de
vesiculas unilamelares. As moléculas de farmaco ndo encapsulado serdo removidas
por filtragio em gel, realizando-se posteriormente ensaio quantitativo por
cromatografia liquida de alta eficiéncia.

2.4 EFICIENCIA DE ENCAPSULACAO EM CICLODEXTRINAS E LIPOSSOMAS

A eficiéncia de incorporacdo da isotretinoina nas ciclodextrinas e lipossomas,
expressada em porcentagem do total de isotretinoina utilizada inicialmente, sera
determinada por CLAE. A determinacdo nos lipossomas sera feita apds a ruptura das
vesiculas com 0,025% de Triton X-100. O conteudo de Isotretinoina sera determinado
em um comprimento de onda de 340 nm usando a Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia.

2.6_AVALIACAO DA EFICIENCIA DE ENCAPSULACAO POR CROMATOGRAFIA

LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA — CLAE

O método inicial foi baseado no trabalho de Tan e col. (1992), cuja coluna

utilizada foi Hyperesil ODS C18 (4,6 x 15 cm), fase mével acetonitrila:acetato de
amonio 1% (95:5), e detector ultravioleta com comprimento de onda de 280 nm. O
método, porém foi otimizado modificando-se a fase estacionaria, a temperatura da
coluna e a fase movel em diversas tentativas. Enfim a metodologia desenvolvida tem
as seguintes especificagbes: cromatografo Varian com coluna Microsorb MV 100 5um
C8 (250 mm x 4,6 mm); fluxo: 1,0 ml / min; detector: UV; comprimento de onda: 340
nm; fase mével: acetonitrila:acetato de aménio 1% (95:5); temperatura de analise:
25°C. Este método encontra-se em fase final de validacao, e os resultados tém sido
satisfatérios, j& que o mesmo demonstra ser linear (r=0,9999) e seletivo (figura 1),
faltando apenas a precisao, exatidao e robustez para ser concluido.




2.7 VEICULOS PARA APLICACAO TOPICA

Serao utilizadas as férmulas abaixo mencionadas para a incorporacdo das formas
encapsuladas contendo Isotretinoina na concentracdo de 0,05%. Em todas as formas
serdo utilizados como agentes coadjuvantes do veiculo o alfa tocoferol (vitamina E),
como anti-oxidante (Topelogiu Y., Yener G), o EDTA como quelante, e a lecitina de
soja como estabilizante.

2.8 ESTUDO DE ESTABILIDADE

O estudo de estabilidade seguird o Guia de Avaliacdo de Estabilidade da ANVISA
(Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria). A estabilidade das formas encapsuladas e
da aplicacéo das formas encapsuladas em diferentes veiculos seré avaliada.

3. DESAFIOS E PERSPECTIVAS

O desafio deste trabalho € desenvolver um sistema transportador de farmaco,
através da nanotecnologia, capaz de manter a estabilidade da isotretinoina dentro de
limites aceitaveis para medicamentos, possibilitando a obtencdo de um sistema de
liberacdo para a aplicacao topica do acido 13-cis-retindico.
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