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RESUMO - Acne, uma das doengas dermatolégicas mais comuns e que afeta, principalmente, adolescentes e adultos
jovens e, na maioria dos casos, € predisposta geneticamente. Retindides tais como a isotretinoina tém sido utilizados no
tratamento da acne. Quando administrada por via oral, a isotretinoina apresenta diversos efeitos secundarios incluindo
a teratogenicidade. Diante disto, neste estudo, foram desenvolvidas preparacdes topicas a base de isotretinoina e
avaliada a sua estabilidade através de andlises fisico-quimicas, além do estudo de liberagao utilizando células de difusao
de Franz e estudo de irritabilidade dérmica. Os resultados demonstraram a obtencao de preparacdes estdveis e com baixo
poder de irritacdo. Essas preparagdes serdo utilizadas para posterior estudo clinico visando a confirmag¢do da sua eficacia
no tratamento da acne.

PALAVRAS-CHAVE - Acne, Isotretinoina, Retindides.

SUMMARY - Acne is one of the most common dermatological diseases, affecting mainly teenagers and young adults,
in most cases, genetically predisposed. Retinoid such as isotretinoin has been used in the treatment of acne. When
administered by oral route, isotretinoin shows effects including the teratogenicity. Therefore, it was developed topic
preparations with isotretinoin, evaluated its stability formulations, and monitored by physical-chemical analysis.
Franz’s diffusion cell and irritability dermis studies were used. The obtained results demonstrated stable preparations
and low irritation. These preparations will be used in the future clinical study aiming to assure its effectiveness in the

acne treatment.
KEYWORDS — Acne, Isotretinoin, Retinoids.
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INTRODUGCAO

Azcne € uma dermatose desfigurativa que causa signifi-
ante stress emocional. E caracterizada por comeddes
(botdes de queratina na abertura do duto sebaceo), papulas
inflamatdrias, pustulas, nédulos, cistos e escaras (PAGE,
2004). Estima-se que cerca de 90% da populacdo entre 12
e 25 anos sofrem de algum grau de acne (RAJEEYV, 2008),
e de acordo com o censo publicado pela Sociedade Brasi-
leira de Dermatologia realizado em 2006, trata-se de uma
das doencas mais freqiientes de atendimento (14%), com
maior propor¢do de diagndstico confirmado (94%) (SBD,
2006). Essa enfermidade pode ser causada pelo aumento
da secrecdo sebdcea, distirbio da queratinizagdo folicular
(influéncia genética), proliferacdo microbiana (colonizacdo
anormal de bactérias Propionibacterium acnes no ducto
folicular) e inflamagdo (PAGE, 2004; THIELITZ, 2006).
Por questdes praticas, a acne € classificada clinicamente
em acne neonatal e infantil, vulgar, pds-adolescente, pio-
derma facial, conglobata e fulminans (CARGNELLO, 1996;
HARPER, 2003). Dentre elas, a forma mais severa é a con-
globata, que ocorre particularmente em homens.

Os casos leves e moderados da acne podem ser trata-

dos apenas com uma terapia tépica, seja utilizando apenas
um fadrmaco, como o cido retindico, ou associagdes con-
tendo antibacterianos (McKEAGE, 2008, DEL ROSSO,
2006, KATSAMBAS, 2008). Para os casos mais severos e
resistentes, uma associacdo com medicamentos orais se
faz necessaria.

Neste sentido, a farmacoterapia da acne inclui medica-
mentos comedoliticos, antibidticos, antiinflamatdrios e an-
tiandrogénicos (PAGE, 2004). Dentre os medicamentos
utilizados para a acne, encontram-se os retindides, farma-
cos que compdem uma classe de compostos que incluem
o retinol (Vitamina A), o acido retindico e uma série de
derivados naturais e sintéticos como o acido 13-cisretindi-
co (isotretinoina), que fazem parte da 1* geracdo (PAGE,
2004).

A isotretinoina (aprovada pelo US-FDA para uso no
tratamento de acne nodulocistica em 1982) tem sido, desde
esta data, extensivamente utilizada (RAJEEYV, 2008). Ela
age normalizando a queratiniza¢do no foliculo sebaceo,
reduzindo o nimero de sebdcitos com diminuicao da sin-
tese de sebo, bem como o nimero de Propionibacterium
acnes (GOODMAN, 2006). Em doses adequadas, cura
permanentemente 80% dos casos de acne. Contudo, o
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resultado terapéutico vai de encontro com a severidade
de seus efeitos colaterais quando ingerido por via oral.
Entre eles, a teratogenicidade é o mais grave dos efeitos
toxicos e € acentuada quando o farmaco € administrado
em mulheres no primeiro trimestre de gestacdo (CHAN,
1996; PAGE, 2004). Por outro lado, problemas simples,
como a irritagdo cutinea, também fazem parte dos efei-
tos colaterais do uso oral da isotretinoina. Encontra-se na
literatura outros efeitos associados ao uso oral deste far-
maco como a depressdo nervosa, o aumento de dcidos
graxos livres no sangue e complicacdes pulmonares (CHA-
RAKIDA, 2004; GOODMAN, 2006). Neste sentido, quan-
do a administracdo da isotretinoina € realizada por via t6-
pica, seus efeitos colaterais sdo minimizados (SANTA-
NA, 1992).

Em vista do exposto, o objetivo principal deste trabalho
constitui-se no desenvolvimento de formulacdes tépicas
da isotretinoina capazes de proteger o principio ativo fo-
tossensivel e minimizar o efeito de irritacdo cutanea ine-
rente ao farmaco, e com isto, permitir uma utilizagao tépi-
ca da isotretinoina de forma mais eficiente, em compara-
¢do com o gel industrializado da isotretinoina 100% etan6-
lico (Isotrex®).

MATERIAIS E METODOS

Desenvolvimento de formulagées topicas

A isotretinoina € encontrada no mercado, para uso topi-
co, na forma de gel alcodlico (Isotrex®). Por ser um ativo
muito sensivel a acdio da luz e do oxigénio, pode sofrer
degradacdo durante sua utilizagdo. Desta forma, foram for-
mulados géis com diferentes fases oleosas e incorporagio
de filtros solares. Um outro artificio utilizado foi proteger
o farmaco mediante sua encapsulacido em lipossomas, com
posterior incorporagdo em emulsio e gel-creme. A incor-
poragdo nestas formas farmacéuticas citadas buscou, ao
mesmo tempo, diminuir o efeito irritante apresentado pela
forma encontrada no mercado.

Desenvolvimento de gel-creme

Foi realizado um estudo de pré-formulacio de gel-cre-
me modificado (GOODRICH, 1997). Neste estudo os pa-
rametros qualitativos e quantitativos da formulacao foram
determinados, incluindo a natureza e concentragdo do fil-
tro solar seja fisico ou quimico, e da fase oleosa a ser
utilizada, levando em consideracio a constante dielétrica,
para solubilizagdo da isotretinoina.

Desenvolvimento de emulsées

Partindo da referéncia PRISTA, 1992, foi realizado um
estudo de pré-formulagao, variando a natureza da cera auto
emulsionante e do conservante. As emulsdes foram prepa-
radas seguindo o método cldssico de inversdo de fases
(ANSEL, 2005).

Desenvolvimento de lipossomas

Os lipossomas foram formulados por redispersdo dos
fosfolipidios de pré-lipossomas (gel pré-lipo H) (SIN-
GH, 1997). Foram avaliadas diferentes propor¢des entre
o fosfolipidio e a d4gua, seguindo de andlises macro e mi-
croscOpica. Numa etapa posterior, foi realizada a avalia-
¢do do limite de solubilidade do fairmaco no gel de pré-
lipo H, com o objetivo de verificar a taxa de encapsula-
cdo.
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Incorporacgao dos lipossomas em emulsao e gel-creme
Partindo das formulagdes de gel-creme e emulsdes mais
estdveis, foi realizada a incorporagdo dos lipossomas nes-
tas formulacdes nas propor¢des de 30/70, 40/60 e 50/50. A
incorporagdo foi realizada através de agitacdo manual.

Estabilidade

O estudo de estabilidade das formulagdes foi realizado
segundo a RE n° 1 de 29 de julho de 2005 (ANVISA) M.S.

Doseamento

A dosagem foi realizada por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia 230nm (SANTANA, 1992).

Taxa de encapsulacgao dos lipossomas

Visando determinar a quantidade de isotretinoina encap-
sulada nos lipossomas, foi realizado um estudo prévio a
fim selecionar um filtro com porosidade que permitisse a
passagem dos lipossomas e retencdo dos cristais ndo en-
capsulados. Para tanto, foram testados: Funil sinterizado
(Sigma- 4100.25); Funil sinterizado + membrana hidrofili-
ca Fluoropore com porosidade 0,45um (Millipore); Funil
sinterizado + papel de filtro quantitativo (Framex).

Estudo de liberagao in vitro com membranas artificiais
Para andlise da liberacio in vitro do principio ativo, uti-
lizou-se células de difuséo do tipo Franz (LIRA, 2007) com
membranas artificiais hidrofébicas (durante 30h) e hidro-
filicas (durante 8h) Fluoropore® PTFE (Millipore, com dia-
metro de 0,44um). Todas as cinéticas foram realizadas em
ambiente com luz inactinica e com iluminacao fluorescen-
te. O meio receptor utilizado neste experimento foi uma
solugdo de tampao fosfato pH 7,4 (contendo 4cido ascoér-
bico e 0,5mg/ML de PEG-20 oleil éter) (LEHMAN, 1988).
Foi empregado um tensoativo com a finalidade de minimi-
zar as reagoes de 6xido-reducdo durante o experimento.

Estudo de liberagao ex vivo em pele animal

Ap6s o estudo da cinética de liberagdo com membranas
artificiais, foram selecionadas as formulagées que apresen-
taram maior e menor perfil de libera¢do para o ensaio utili-
zando pele animal (LIRA, 2007)

Preparacao das biopsias

Foram retiradas bidpsias cutineas da regido abdominal
de ratos albinos Wistar, com idade de 5 a 8 semanas. O
meio receptor foi idéntico aquele empregado na cinética de
liberag@o in vitro, acrescido de uma mistura de antibidticos
estreptomicina/ penicilina a 1mg/mL para conservacgdo. O
experimento foi realizado sob a luz inactinica e fluorescen-
te.

Estudo pré-clinico: irritabilidade cutdnea

Foram utilizados coelhos albinos e empregada a meto-
dologia de DRAIZE, 1944. Os resultados foram baseados
na Tabela I.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Desenvolvimento de gel creme

Na Tabela II encontram-se as formulacdes finais de gel
creme que foram submetidas aos testes de estabilidade ace-
lerada, estabilidade em longo prazo e difusao in vitro.

Desenvolvimento de emulsées
Apds os testes de estabilidade acelerada, exame ma-
croscépico e microscopico foi selecionado a formulacdo
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TABELA |
Parametros de edema e eritema utilizados para avaliacdo
da irritabilidade cutanea primaria (DRAIZE, 1944)

ERITEMA EDEMA

0- sem eritema 0- sem edema

1- eritemaleve 1- edema apenas perceptivel

2- eritema bem definido 2- edema leve com bordas elevadas

3- edema moderado com superficie
saliente de 1 mm

3- eritema moderado e grave

4- eritema grave com les6es 4- edem a grave estendendo-se além

profundas da area da exposicao
TABELA I
Formulacées de géis creme de isotretinoina
FORMULAGOES
CONSTITUINTES GC1 | GC1-P | GC2 | GC2-P | GC3 | GC3-P
Isotretinoina 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
Carbopol 05 05 05 05 05 05
Oleo mineral 15 15 10 10 — —
Labrafac — — 5 5 15 15
Didxido de Titanio — 05 — 05 — 05
Span 05 05 05 05 05 05
Nipagin 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
Nipazol 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
BHT 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
Etanol absoluto 30 30 30 30 30 30
Trietanolamina Viigts | Vligts | Vligts | Vligts | Vligts | Vligts
Aguaq.s.p. 100 | 100 100 100 100 100

denominada B (cera Lanette 13%, cetiol 2,5%, propileno-
glicol 2,0%, nipagin 0,2%, nipazol 0,04%, d4gua deionizada
q-s.p-100,0%) como melhor op¢do para incorporacio dos
lipossomas de isotretinoina.

Obtencao de lipossomas

A formulacdo denominada L2 (razio de pré-lipo H/agua
1:2), apresentou maior taxa de encapsulagdo de isotretinoi-
na. Neste caso, a presenca de 33,3% de fosfolipidio pro-
porcionou uma maior incorporagdo do firmaco no meio.
O estudo de solubilidade da isotretinoina nos lipossomas
mostrou que, até a concentracdo de 0,2% a isotretinoina
foi soldvel no pré-lipo H.

Incorporacao dos lipossomas em gel-creme e emulsao
Todas as formulac¢des onde foi adicionado lipossomas
mantiveram-se estaveis pelo periodo avaliado. No entanto,
a proporcao 50/50 em ambas as formulagdes foi seleciona-
da pois possibilitou a encapsulacio de uma maior quantida-
de do farmaco. Nao ocorreram alteracdes significativas na
viscosidade final destas preparagcdes. Assim, foram seleci-
onadas duas formulacdes: LB (lipossomas incorporado em
emulsdo), e LG (lipossomas incorporado em gel-creme).

Estabilidade das formulagées

As Tabelas III e IV mostram os resultados dos testes
de estabilidade para as formula¢des: (GC1, GC2, GC3, LB,
LG, GC1-P, GC2-P, GC3-P).

Anélise microscépica

Apesar dos indicios de desestabilizacdo para algumas
formulac¢des do ponto de vista macroscopico, microscopi-
camente, ocorreu apenas aumento no didmetro das parti-
culas, como verificado na Figura 1, para as formulagdes
CG3 e CG3-P.

GC3-Pe

GC3-Pe

FIG. 1 - Fotomicrografia 6ptica dos géis creme de isotretinoina (GC3 e GC3-P), 48 e
480hs apo6s a fabricagao respectivamente. | com aumento de 100 vezes.

Taxa de encapsulagao

A taxa de encapsulagdo da isotretinoina determinada
utilizando o funil sinterizado e papel de filtro quantitativo
foi de 61% + 6. Este percentual foi considerado elevado
quando comparado com o resultado obtido por HARPER,
2003 (cerca de 8,5 vezes menor).

TABELA Il
Estabilidade acelerada e influéncia da temperatura
TESTES GC1 GC1-P GC2 GC2-P GC3 GC3-P LIPOSSOMA LB LG
Estresse mecanico Estavel | Estavel | Estavel | Estavel | Estavel | Estavel | Sedimentagéo de cristais e cremagem | Estavel | Estavel
Centrifugacao Estavel | Estavel | Estavel | Estavel | Estavel | Estavel | Sedimentagao de cristais e cremagem | Estavel | Estavel
Ciclos de gelo edesgelo (dias) 7 7 >10 >10 >10 >10 3 >10 >10
Acondicionamento42C (dias) 240 240 90 60 150 120 —_— 150 > 60
Acondicionamento50°C (dias) 15 5 10 10 15 15 e 30 20
329
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o TABELA IV ca (52% do total li-
Estabilidade a longo prazo das formulacbes berado) justifican—
b
Caracteristicas TEMPO DE ESTABILIDADE (DIAS] i -
Formulagoes fisico- d ) do a~ maior degra
quimicas 0 30 120 300 480 dagao ocorrida
Aspecto M. A. Emulsdo amarelada, — — — — para as prepara-
gelatinosa e brilhante gées CGl, CG2 e
GC1
Aspecto M. I. Particulas esféricas — 1 @ das particulas | 1 @das particulas 1 @ das particulas CG3, OndP O, temt
ehomogéneas po de laténcia foi
oo A — o maior, corroboran-
specto M. A. mulsao amarelada, — — — — d
i o orelato da gran-
gelatinosa e opaca .
GC1-P de fotossensibilida-
Aspecto M. I. Particulas e:sféricas — 1 @ das particulas | 1 @das particulas 1 @ das particulas de da isotretinoina
ehomogéneas (LEHM AN & et
Aspecto M. A. Emulséo amarelada, — — — — al., 1988). Ao ava-
e gelatinosa e brilhante liar a influéncia da
Aspecto M. I. Particulas esféricas — — — 1 @ das particulas 11'10 O'l‘p orag¢ ap qo
ehomogéneas diéxido de titinio
Aspecto M. A. Emulsao amarelada, — — — Aspecto pegajoso nf: stas pregara—
gelatinosa e opaca e elastico ¢oes, a prote¢do do
) N farmaco aumenta
GC2-P Particulas esfeéricas, de 9.2: 15.6. e
Aspecto M. I. homogéneas e — 1 @ das particulas | 1 @das particulas 1 @ das particulas (i v
bemdefinidas 17% respectiva-
Aspecto M. A Emulsa lad Exudato ol mente, como se
specto M. A. mulsao amarelada, — — — xudato oleoso
gelatinosa e brilhante redispersivel Obsﬁ’r"a nas prepa-
GC3 racdes CGl1-P,
Aspecto M. I. Particulas e:sféricas — — 1 @ das particulas 1 @ das particulas CG2-P e CG3-P
ehomogéneas (Figura 2)
Aspecto M. A. Emulsao amarelada, — — — Aspecto pegajoso De um modo
ccap gelatinosa e opaca e elastico geral, a combina-
Aspecto M. I. Particulas esféricas — — 1 @ das particulas 1 @ das particulas ¢ao da 1r.1co.rpora—
ehomogéneas ¢do do diéxido de
Aspecto M. A. Emulsao amarelada — — — Escurecimento titanio e 6leo mmf: R
e opaca na superficie ral na formulagdo
LB A " Dartoulas esféri tod ol GC1-P promoveu
specto M. I. a;tll_lcgj r:ggeésnzrellcszas — — — o das particulas uma intensifica 95 o
na cedéncia do ati-
A OMA Emulsao amareladta, Pzrda ) Pe_:;jelj da VO avaliado
specto M. A. opaca com aspecto — — la viscosidade com
gelatinoso viscosidade desgelificacao (39’ 1 %)’ de modo
LG a apresentar um
Aspecto M. I. Partl’culasAesféricas, . ) ) perfil de 1ibera950
homogéneas e — T @ das particulas | 1@ das particulas 1 @ das particulas . L.
bemdefinidas mais proximo da
M. A. = Macroscdpico, M. I. = Microscdpico, T @ = aumento do didmetro das particulas, | @ = diminuigcdo do didmetro das particulas, —= sem alteracdo 1sotret1n01naA P I'(')—
aparente duto referéncia

Estudo de liberagao in vitro com membranas artificiais

Ap6s 30 horas de cinética, aproximadamente 27% do
farmaco foi degradado na forma de seus metabdlitos, sen-
do este percentual dependente do veiculo utilizado. Com-
parando-se o perfil de liberagdo da isotretinoina entre os
diferentes veiculos, verificou-se que a cedéncia foi tanto
maior quanto menor a solubilidade da isotretinoina no vei-
culo, justificando a maior cedéncia para as preparacdes GC1
e GC1-P (que continham dleo mineral), em relacdo as for-
mulagdes GC2 e CG3 e CG3-P que continham o labrafac®.
As formulagdes GC2 e CG2-P apresentaram cedéncias in-
termedidrias. Em relacdo a liberacdo a partir das prepara-
¢oes LG e LB, estas foram da ordem de 3,8 e 4,24% res-
pectivamente, devido a natureza da forma farmacéutica
utilizada (lipossomas incorporados em gel-creme e emul-
sdo) (Figuras 2 e 3).

O gel referéncia apresentou o menor percentual de de-
gradacdo, em virtude provavelmente da liberacdo de um
grande percentual do ativo nas primeiras 5 horas da cinéti-
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(42,5%) que pode ser observado com a utilizacdo de am-
bas as membranas (hidrdfila e lip6fila) (Figuras 2 e 3).

Para todas as formula¢des avaliadas, excetuando-se a
formulacdo referéncia, a isotretinoina apresentou melhor
cedéncia frente 2 membrana lip6fila. Este fato é explicado
devido as propriedades lipofilicas do referido firmaco que
estando dissolvido ou disperso na fase oleosa das formula-
¢oes, tende a passar em maior quantidade quando a mem-
brana a atravessar € hidrofébica. A formulacgdo referéncia,
por ser 100% alcodlica, ndo apresenta modificacéio no per-
fil difusional com a mudang¢a da membrana, fato este cor-
roborado pelo aumento da atividade termodindmica do far-
maco, ocasionada pela evaporagdo continua do solvente e
conseqiientemente concentracdo do veiculo (FALSON-
RIEG & et al., 1990).

Estudo de liberagao ex vivo em pele animal

Os perfis difusionais obtidos para a cinética de libera-
¢d0 ex vivo foram mantidos, quando comparados com 0s
perfis in vitro, apenas em menor concentracdo. A maior
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FIG. 2 - Cinética de liberacao in vitro da isotretinoina em membrana lipéfila. Percentual
acumulado de liberagao em funcao do tempo com iluminagao fluorescente.
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FIG. 3 - Cinética de liberagao in vitro da isotretinoina em membrana hidrofilica. Percentual
acumulado de liberagao em fungao do tempo com iluminagao fluorescente (A) e inactinica
(B).

cedéncia entre as formulagdes testadas foi obtida a partir
da formulagdo GC1-P, que apresentou 48% da cedéncia do
produto referéncia utilizando mesmo suporte. Os dados da
cinética obtidos a partir da formulagdo GC3 confirmaram
o baixo coeficiente de particdo da isotretinoina nas diferen-
tes fases da preparagdo, ndo sendo, portanto, capaz de li-
berar o ativo em quantidade aprecidvel.

A velocidade de liberagdo da isotretinoina ndo apresen-
tou variacdo considerdvel entre todas as formulacdes testa-
das, em meio de iluminag¢@o inactinica ou fluorescente (Fi-
gura 4). Por outro lado, foi observada a manutencdo da
diferenca percentual in vitro e ex vivo, destas velocidades
de liberagdo, quando comparadas a formulagao de referén-
cia com a formulacdo GC1 e GC1-P

Teste de irritabilidade cutanea

O teste de irritagdo primdria das formulacdes de isotre-
tinoina demonstrou que as mesmas foram consideradas
ndo irritantes apds 24 e 72 horas da aplicagdo do produto.
No entanto, foi possivel observar que a mudanga no veicu-
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FIG. 4 - Cinética de liberacao ex vivo da isotretinoina. Percentual acumulado de libera-
cao em funcao do tempo com iluminacao fluorescente (A) e inactinica (B).

lo da preparagdo influencia no cardter irritante intrinseco
do referido ativo. O pico de irritagdo dérmica foi alcangcado
entre a 2* e 5* semana de tratamento. A formulagdo refe-
réncia demonstrou o maior cardter irritante e as formula-
¢cdes com fase oleosa contendo o labrafac também apre-
sentaram significativo poder de irritagdo como observado
para GC3. O menor indice de irritagdo foi conseguido com
formulagdes constituidas de 6leo mineral e labrafac como
a formulagdo GC1-P.

CONCLUSAO

As formulagdes obtidas a partir da isotretinoina foram
tecnologicamente vidveis, pois apresentaram grande resis-
téncia aos testes de estabilidade acelerado e estabilidade a
longo prazo, permanecendo estdveis por mais de 2 anos
para as formulagdes GC1, GC1-P e GC2, principalmente.
A incorporagao do diéxido de titdnio no gel-creme mostrou
aumento de aproximadamente 14% na estabilidade do prin-
cipio ativo, durante a cinética de liberagdo uma vez que, a
exposicdo do farmaco na pele é fator determinante para
degradacdo do ativo. A técnica de preparagdo de liposso-
mas foi satisfatdria, obtendo uma taxa de encapsulagédo de
8,5 vezes maior que relatada na literatura. Finalmente, a
cedéncia da isotretinoina no gel creme (CG1 e GC1-P) ali-
ada ao menor potencial irritante das mesmas, quando com-
paradas ao gel referéncia, demonstra a obtencdo de prepa-
racOes estdveis e mais confortdveis para uso continuo. No
entanto, se faz necessdria a confirmacao da eficdcia destas
formulagdes através de testes clinicos.
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