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O acido retindico (AR) tem sido utilizado para o tratamento de acne severa, rugas, estrias e celulite, no
entanto, provoca irritagdo na pele e sofre rapida degradagdo quando exposto a luz e ao calor. Métodos
analiticos rapidos para quantificagdo do AR sdo, portanto, necessarios para ensaios de cinética de liberagao
in vitro. Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi desenvolver e validar um método rapido e sensivel
para o doseamento do AR em microcapsulas de alginato/quitosana contendo dleo de babagu dispersas
em gel natrosol® por cromatografia liquida de alta eficiéncia associada a espectroscopia UV e aplica-lo
na avaliagdo do perfil de liberagdo in vitro dessas formulagdes. As analises foram realizadas em modo
isocratico utilizando coluna C18 de fase reversa 150 x 4,6 mm (5 pm) com detec¢@o a 350 nm. A fase
movel foi constituida de metanol e 4cido acético 1% (85:15 v/v) com vazdo de 1,8 mL/minuto. A faixa
de linearidade do método foi de 0,5 a 60 pg/mL (r>= 0,999). O método validado mostrou-se sensivel,
especifico, exato, preciso, de baixo custo e o tempo de retengdo do AR foi de 5,8 + 0,4 minutos sendo,
desta forma, mais rapido do que os relatados na literatura.

Unitermos: Cromatografia liquida de alta eficiéncia. Espectroscopia/ultra violeta. Acido retindico/
quantificagdo. Microcapsulas/analise quantitativa. Formulagdes farmacéuticas/liberagao in vitro.

Retinoic acid (RA) has been used in the treatment of severe acne, wrinkles and cellulite. However, it
induces skin irritation and rapidly suffers degradation under light and high temperate exposure. Rapid
analytical methods to quantify retinoic acid are therefore mandatory for in vitro drug release studies.
In this framework, the aim of this study was to develop and validate a rapid and responsive method to
quantify the RA in microcapsules of chitosan and alginate containing babassu oil dispersed in natrosol®
hydrogel using high performance liquid chromatography (HPLC). Furthermore this method was used
to quantify in vitro release kinetics of RA from microcapsules. The analyses have been carried through
an isocratic HPLC-UV method using a reversed phase 150 x 4.6 mm C18 (5um) column, a mobile
phase constituted of methanol and 1% acetic acid (85:15) at a flow rate of 1.8 mL/min and detection
at 350 nm. The linearity range was 0.5-60 pg/mL (r>= 0.999). The validated HPLC-UV method was
responsive, specific, accurate, precise, and economic and the RA retention time was 5.8 £ 0.4 minutes,
being therefore, faster than that previously reported.

Uniterms: High performance liquid chromatography. Spectroscopy/ultra violet. Retinoic acid/
quantification. Microcapsules/quantitative analysis. Pharmaceutical formulations/in vitro release.
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INTRODUCAO

O acido retindico tem como fungao fisiologica atuar
na proliferacdo e diferenciacdo celular, na produgédo de
sebo e na sintese de colageno (Kligman et al., 1986). Ele
tem sido utilizado em diferentes niveis farmacologicos
para o tratamento de varias disfun¢des dermatologicas
como acne, rugas e disturbios de queratinizagao incluindo
psoriase. Recentemente, foi descoberto como util no trata-
mento de estrias e celulite (Shapiro, Saliou, 2001).

Apesar da comprovada eficacia do acido retinoico,
ele apresenta algumas desvantagens que limitam fortemen-
te a sua utilizacdo, tais como a baixa solubilidade em dgua,
ainstabilidade na presenca de luz e oxigénio e a ocorréncia
de reacdes de irritagdo local tais como eritema, xerose e
discreta descamacdo (Lehman et al., 1988).

As microcapsulas sdo sistemas de liberagdao que
tém se destacado por proporcionarem prote¢cao a mate-
riais instaveis, liberacao lenta ou sustentada de principios
ativos e ainda a liberagdo sitio-especifica (Benita, 2006).
As microcapsulas podem constituir uma alternativa viavel
para veicular acido retindico na pele, a fim de minimizar a
irritagdo produzida quando utilizado topicamente, devido
a sua liberagao prolongada, além de conferir maior esta-
bilidade a molécula (Dinarvand ef al., 2003). Para avaliar
se as microcapsulas sdo capazes de prevenir os efeitos
indesejaveis do AR na pele, ¢ preciso fazer um estudo
de permeacdo e retengdo cutanea, porém primeiramente
¢ necessario estudar seu perfil de liberagdo in vitro. Na
cinética de liberagao in vitro as condigoes fisioldgicas de
temperatura, meio de dissolugdo e agitagdo sao simuladas,
afim de se determinar a capacidade da formulagdo liberar
o ativo em fungao do tempo (Berkland et al., 2001).

O grande desafio para a quantificacdo de farmacos
em amostras derivadas de estudo de cinética de liberacdo
in vitro consiste em reduzir o tempo de analise, devido a
elevada quantidade de amostras a serem avaliadas. No
caso especifico do acido retindico, o armazenamento das
amostras e analises de longa duragdo podem ocasionar
perda de estabilidade ou aparecimento de produtos de
degradacdo, sendo necessario o desenvolvimento de mé-
todos rapidos, especificos e que permitam a utilizagao dos
mesmos parametros cromatograficos tanto para a analise
da forma farmacéutica, quanto para as amostras da cinética
de liberacao in vitro.

Alguns métodos analiticos estao relatados na litera-
tura para a quantificag@o de acido retindico em diversas
preparacdes farmacéuticas (Ezpeleta et al., 1996; Bri-
saert, Plaizier-Vercammen, 2000; Brisaert et al., 2001;
Trotta et al., 2003; Lim et al., 2004; Hwang et al., 2004;
Contreras et al., 2005). No entanto, os tempos de retencao
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sdo elevados, variando de 7,95 a 18 minutos, o que nao ¢
conveniente para a analise do acido retindico, visto que
este sofre rapidamente degradacdo quando exposto a
luz ou ao calor, além da grande quantidade de amostras
a serem analisadas decorrentes de estudo de cinética de
liberagdo in vitro.

Fundamentado na revisdo dos métodos de quan-
tificacdo do acido retindico por CLAE-UV em modo
isocratico ou gradiente, utilizando na sua grande maioria
acetonitrila como solvente com tempos de retencdo iguais
ou superiores a 8§ minutos, o objetivo deste trabalho foi
desenvolver e validar um método analitico por CLAE-UV
para quantificar o acido retindico de forma rapida e sen-
sivel, em microcapsulas de alginato/quitosana contendo
6leo de babagu dispersas em gel Natrosol®. O método foi
aplicado para quantificar o acido retindico em cinéticas
de liberagao in vitro.

MATERIAL E METODOS
Reagentes e material

Acido retindico grau farmacéutico (Purifarma
Sao Paulo, Brasil), alginato, quitosana e polissorbato 80
(Sigma-Aldrich, St.Louis, USA), etanol (Vetec Rio de
Janeiro, Brasil), acido acético (Merck Darmstadt, Alema-
nha), 6leo de babagu (Volp, Sao Paulo, Brasil), hexano
(Synth, Sao Paulo, Brasil), metanol grau HPLC (J.T.
Baker, USA), fosfato de potassio monobasico, hidroxido
de sodio e cloreto de calcio grau analitico (Vetec, Rio de
Janeiro, Brasil), metilparabeno e EDTA dissodico (DEG,
Sé&o Paulo, Brasil); Natrosol® e propilenogicol (Codossal
Sao Paulo, Brasil).

As amostras utilizadas neste trabalho foram micro-
capsulas de alginato revestidas de quitosana contendo
acido retindico disperso em 6leo de babacu incorporadas
em gel Natrosol®. As microcapsulas de alginato/quitosa-
na, contendo acido retindico disperso em o6leo de babagu,
foram preparadas pelo método de coacervagao complexa
em etapa unica (Wittaya-Areekul et al., 2006) com dife-
rentes concentragdes de quitosana (0,05% e 0,1%). Apos
preparacdo, as microcapsulas foram incorporadas em gel
Natrosol®.

Condicoes cromatograficas

As analises cromatograficas de quantificacao do
acido retinodico foram efetuadas em cromatdgrato SPD 10
AVP, equipado com detector UV-VIS operando a 350 nm
com bomba LC-10 ADVP e programa LC-10 (Shimadzu,
Kyoto, Japao). A separacdo foi realizada em coluna C18
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de fase reversa (Gemini®, Phenomenex) 150 x 4,6 mm
(5 um). A fase moével foi constituida por metanol e acido
acético glacial a 1% (85:15 v/v) com vazao de 1,8 mL/min
e volume de injecdo de 20 pL.

Validacao do método analitico para o acido
retindico

A metodologia analitica foi validada de acordo
com a RE 899 de 29 de maio de 2003 — ANVISA (Brasil,
2003).

Curva analitica do acido retinéico

Foi pesado, exatamente, o equivalente a 5 mg de aci-
do retindico e dissolvido em 5 mL de metanol (1 mg/mL).
Aliquotas desta solucao foram diluidas em metanol para
obter concentragdes correspondentes a 0,5, 2, 5, 10, 20, 40
e 60 ug/mL. As solugdes foram analisadas por CLAE-UV
e os resultados obtidos foram relacionados em um grafico
da concentrag@o da solugdo em fungado da area sob pico.
As curvas foram efetuadas em triplicata (n=3) e uma curva
média foi obtida.

* Linearidade

A avaliagdo da linearidade do método analitico, ou
seja, a proporcionalidade entre a concentracdo ¢ a resposta,
foi efetuada mediante a obten¢do de trés curvas auténti-
cas, do calculo do coeficiente de variagcao (CV%) entre os
pontos da curva e do coeficiente de correlagdo linear (r?).

* Seletividade

A seletividade do método foi verificada pela analise
de possiveis interferentes experimentais. Dessa forma,
foram analisados todos os componentes da formulagao a
partir de microcapsulas de alginato/quitosana, contendo
ou ndo farmaco, incorporadas em gel natrosol®.

Precisao e exatidao

As amostras para avaliagdo da precisao e exatidao
foram preparadas da seguinte forma: microcapsulas
brancas (sem AR) foram impregnadas com quantidades
conhecidas de acido retinéico. O farmaco foi recuperado
através de extragcdo com n-hexano e tampao pH 7,4 com
sonicacdo prévia das amostras. Amostras com concen-
tragdes de acido retinodico de 10, 20 e 30 pg/mL foram
injetadas em triplicata (n=3). A exatidao (E %) € expressa
pela relacdo entre a concentragdo média determinada ex-
perimentalmente e a concentraco tedrica correspondente
em termos percentuais. A precisdo foi calculada a partir do
coeficiente de variacdo (CV%).

Estudo de liberacao in vitro das microcapsulas

O estudo de liberagao in vitro do acido retindico a
partir das formulagdes foi realizado em células de libera-
¢do do tipo Franz com area difusional de 1,15 cm? e volu-
me de 6 mL, utilizando membranas sintéticas hidrofilicas
(ME 25/21 ST, 0,45 £ 0,5 um). O compartimento receptor
foi preenchido com tampao fosfato pH 7,4 e etanol (70:30)
em um sistema composto de seis células individuais co-
nectadas a um banho termostatizado a 37 = 0,5 °C, sob
agitagdo constante de 100 rpm por um periodo de 48 h.
As membranas foram colocadas cuidadosamente entre o
compartimento doador e o receptor, de forma que ficassem
em contato com a solucdo receptora. Todas as membranas
foram previamente umedecidas (1 hora antes do experi-
mento) com a solugdo receptora. No compartimento do-
ador uma amostra de microcapsulas incorporadas em gel
Natrosol® (0,4 g) foi colocada sobre a membrana artificial
de cada célula. Em periodos de tempos pré-determinados,
todo o liquido do compartimento receptor foi coletado
e imediatamente reposto. O acido retindico liberado foi
quantificado em CLAE-UV através do método analitico
desenvolvido e validado previamente.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Validacao do método analitico para o acido
retindico

O desenvolvimento do método analitico envolve
a otimizacdo de varios estdgios como a preparacao da
amostra, a separagdo cromatografica e a quantificagao.
Parametros como a fase mével, a vazao, a coluna croma-
tografica e o comprimento de onda de deteccdo devem ser
pré-estabelecidos com critério. A validagdo do método
analitico ¢ importante porque garante o sucesso da utiliza-
¢do da metodologia desenvolvida, além de detectar erros
de procedimento analitico e oferecer evidéncias compro-
vadas da eficiéncia do método (Causon, 1997).

No presente trabalho, o pico de absor¢do maxima do
acido retindico dissolvido em metanol ocorreu em 350 nm,
valor similar aqueles relatados na literatura em 350-352
nm (Brisaert, Plaisier-Vercammen, 2000). Valores ligei-
ramente diferentes decorrentes de dissolucdo, solvatagao,
pontes de hidrogénio, interagdo com o solvente e tempe-
ratura podem ocorrer (Berbenni et al., 2001).

Linearidade

Os dados das curvas analiticas estao representados
na Tabela I. A linearidade da curva analitica na faixa de
0,5 a 60 pg/mL foi obtida a partir do ajuste de regressao
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TABELA | - Dados das curvas analiticas
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Area dos picos para o acido retindico em diferentes concentragdes (ug/mL)

0,5 2 5

10 20 40 60

1 248116 285914 773357
2 242705 285003 782991
3 242479 286280 789302
Média 244433 285732 781883
DP 3191 658 8030
CV% 1,31 0,23 1,03

1331295 2669056 5345501 7184232
1327976 2644804 5334693 7857837
1321824 2641697 5347198 7860449
1327031 2651852 5342464 7634173
4806 14980 6783 389662
0,36 0,56 0,13 5,10

linear (r*=0,999). Segundo a ANVISA (Brasil, 2003), o
coeficiente de correlagdo linear deve ser igual ou superior a
0,99. Sendo assim, o valor de r? obtido na analise do dcido
retindico pelo método CLAE-UV desenvolvido obedece
aos limites estabelecidos.

O cromatograma tipico obtido a partir das condigdes
de analise de quantificagdo do acido retindico esta repre-
sentado na Figura 1. O tempo de retencdo para o acido
retinodico foi de 5,8 + 0,4 minutos.

O tempo de retengdo do 4cido retindico (5,8 min)
encontrado no presente trabalho com método CLAE-UV
modo isocratico foi menor em relagao aos tempos citados
na literatura. De fato, analisando trabalhos anteriores, o
acido retindico foi quantificado por CLAE-UV em na-
noparticulas de gliadin utilizando fase mével constituida
por metanol e acetato de amoniol0 mM (75:25 v/v) com
vazao de 1,8 mL/min em comprimento de onda 350 nm.
O tempo de retencao do acido retinodico foi de 8,34 min
(Ezpeleta et al., 1996).

Brisaert e Plaizier-Vercammen (2000) avaliaram a
degradacdo do acido retindico em logdo utilizando método
CLAE-UV modo gradiente com fase movel constituida
de metanol, agua e acido acético (75:12,5:1 v/v) variando
para acetonitrila, agua e cido acético (80:20:1 v/v) com a
funcgdo de separar seus isomeros, sendo a vazao modificada
de 1,8 para 1 mL/min. O comprimento de onda variou de
320 a 350 nm e o tempo de retencdo obtido para o acido
retindico foi em torno de 15 minutos em 403 nm.

A estabilidade do &cido retinodico incorporado em
lipossomas e sua cinética de liberagdo in vitro foi avaliada
por CLAE-UV em 350 nm com fase moével constituida de
acetonitrila e acido acético a 1% (80:20 v/v) e vazdo de 1
mL/min. O tempo de retencdo do acido retindico nao foi
especificado (Brisaert et al., 2001).

O método isocratico CLAE-UV utilizado por Trotta
et al. (2003) teve como fase movel acetonitrila, metanol,
acido acético e agua (45:40:1:14). O tempo de retencao
foi de 12,3 minutos.

Lim et al. (2004) avaliaram a estabilidade do acido
retindico em nanoparticulas. O método CLAE-UV utili-
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FIGURA 1 - Cromatograma de acido retindico obtido por CLAE-
UV a 350 nm. As analises foram realizadas em cromatografo
SPD 10 AVP com detector UV-VIS, bomba LC-10 ADVP ¢
programa LC-10 (Shimadzu, Kyoto, Japdo). Coluna C18 de
fase reversa (Gemini®, Phenomenex) 150 x 4,6 mm (5um) e fase
movel constituida de metanol e acido acético a 1% (85:15 v/v)

com vazao de 1,8 mL/min e volume de injegao de 20 pL.

zado teve como fase movel acetonitrila, metanol e acetato
de amonio a 2,5% (50,6:24,4:25,6 v/v). O comprimento de
onda utilizado foi 340 nm, vazao de 1 mL/min, e tempo de
retengdo para o acido retinodico foi 17,5 minutos. A faixa de
linearidade obtida foi entre 0,1 e 5 ug/mL (2= 0,999).
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TABELA 1l - Valores obtidos na avaliagdo da precisao e exatiddo intra-ensaio

Concentracdo tedricade AR~ Concentracdo obtida de AR Precisao Exatidao
(ug/mL) (ug/mL) (CV%) (%)
10 9,96 0,20 99,64
20 20,10 1,12 100,49
30 29,79 1,52 99,30
TABELA Il - Valores obtidos na avaliagdo da precisdo e exatidao inter-ensaio
Concentracdo tedricade AR~ Concentracdo obtida de AR Precisdo Exatidao
(ng/mL) (ng/mL) (CV%) (%)
10 9,74 3,59 97,43
20 19,66 3,44 98,30
30 28,79 2,59 95,96

A estabilidade do acido retindico foi avaliada em
microemulsdo através de CLAE-UV com coluna C18
de fase reversa (Gemini®, Phenomenex) 250 x 4,6 mm
(5um). A fase movel foi composta de acetonitrila, meta-
nol, 4gua com 2,5% de acetato de amonio (50,6:24,4:25,6
v/v), vazdo de 1 mL/min, volume de inje¢do 20 pg/mL.
A linearidade foi de 0,1-5 pg/mL (r* = 0,999) e o tempo
de retengdo do acido retindico foi em torno de 18 minutos
(Hwang et al., 2004).

Mais recentemente, Contreras ef al. (2005) ava-
liaram a liberagdo in vitro do 4cido retindico a partir de
lipossomas incorporados em hidrogel (carbopol®) e de sua
forma livre em células de Franz, além de ter avaliado sua
permeagdo em pele abdominal de rato. O método de quan-
tificacdo por CLAE-UV utilizado foi em modo gradiente,
com fase mével composta de uma mistura de acido acético
glacial 1,8% pH=3,9 (A) e metanol (B). O gradiente foi de
85% de B e 15% de A nos 3 primeiros minutos da corrida,
variando para 97% de B e 3% de A entre 3 e 8 minutos e
retornando para 85% de B e 15% de A entre 8 ¢ 10 minu-
tos. A vazao foi de 1 mL/min e o comprimento de onda
utilizado foi 345 nm. O tempo de retencdo para o acido
retindico foi em torno de 7,95 minutos.

Precisao e exatidao

Os resultados referentes a avaliacdo da precisao e da
exatiddo inter e intra-ensaio para o acido retindico estao
apresentados nas Tabelas II e III. AANVISA (Brasil, 2003)
recomenda que 0 CV% e 0 E% ndo excedam 5%. Assim, 0s
valores encontrados atendem aos limites estabelecidos.

Seletividade
A seletividade do método ¢ a capacidade de ava-

liar, de forma inequivoca, as substancias em exame na
presenga de componentes que possam interferir com a
sua determina¢do em uma amostra. A seletividade avalia
o grau de interferéncia de espécies como, por exemplo,
outros ingredientes ativos, excipientes, impurezas e
produtos de degradagdo, bem como outros compostos
de propriedade similares que possam estar presentes
(Brasil, 2003).

Com relagdo a seletividade do método desenvolvido
para analise do acido retindico, ndo foram observados in-
terferentes em nenhuma das amostras analisadas (Figura
2), portanto, o método ¢ seletivo para a quantificacao do
acido retinoico a partir das microcapsulas de alginato/
quitosana incorporadas em gel natrosol®.

Aplicacao do método validado na avaliacao da
cinética de liberacao in vitro do acido retindico
a partir de microcapsulas de alginato/quitosana
incorporadas em gel Natrosol®

As microcapsulas de alginato/quitosana contendo
acido retindico disperso em 6leo e babagu foram prepa-
radas com diferentes concentragdes de quitosana (0,05%
¢ 0,1%) e os resultados da cinética de liberagdo in vitro
estdo apresentados na Figura 3. Aproximadamente 75%
do farmaco foi liberado a partir das microcapsulas com
quitosana a 0,05% e apenas 45% daquelas com quitosana
a0,1% em 48 h.

CONCLUSAO

O método CLAE-UV isocratico desenvolvido e
validado no presente trabalho foi simples, seletivo, exa-
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FIGURA 2 - Cromatogramas da analise de microcapsulas de alginato/quitosana incorporadas em gel Natrosol® sem farmaco (A)
e com acido retindico disperso em 6leo de babagu (B). As analises foram realizadas em cromatdgrafo SPD 10 AVP com detector
UV-VIS a 350 nm, bomba LC-10 ADVP e programa LC-10 (Shimadzu, Kyoto, Japao). Coluna C18 de fase reversa (Gemini®,
Phenomenex) 150 x 4,6 mm (5um) e fase mével constituida de metanol e acido acético a 1% (85:15 v/v) com vazao de 1,8 mL/

minuto e volume de inje¢ao de 20 pL.
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FIGURA 3 - Perfil de liberagao in vitro do acido retindico a
partir das microcapsulas de alginato/quitosana contendo 6leo
de babagu incorporadas em gel Natrosol®.

to, preciso, mais rapido e economico do que os métodos
propostos na literatura para a quantificagdo do acido
retindico. Além disso, o solvente utilizado na fase movel
(metanol) é menos oneroso que a acetonitrila utilizada na
maioria dos trabalhos prévios. Este método foi de grande
valia para o doseamento do &cido retindico a partir de
microcdpsulas de alginato/quitosana contendo 6leo de
babacgu dispersas em gel Natrosol®, além de ser especi-
fico para a quantificacdo de amostras oriundas de estudo
de cinética de liberagdo in vitro, sem a necessidade de
técnicas adicionais de extragdo ¢ com tempo de analise
inferior aos da literatura. Este método serd importante
para o desenvolvimento e otimizacao de formulagoes de
hidrogéis contendo microcapsulas de alginato/quitosana
contendo acido retindico e 6leo de babagu e para promo-
ver a futura elucidacdo de seu mecanismo de permeagio
e retengao topica.
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