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RESUMO: A isotretinoina, quimicamente conhecida como &acido -13-cis-retinoico, faz parte do amplo grupo de
compostos relacionados & vitamina A. E empregada particularmente no tratamento da acne cistica e nodular e
como inibidor da proliferacdo de células neoplasicas, por exercer efeito regulador sobre a diferenciacéo celular.
Este artigo descreve o emprego do método de cromatografia gasosa de alta resolucdo na identificacdo e
separacdo da isotretinoina e seus produtos de degradacdo em preparagfes farmacéuticas. Os resultados
demonstraram a grande eficiéncia deste método para avaliacdo da qualidade, tanto da matéria prima, como das
formas farmacéuticas disponiveis no mercado.

PALAVRAS CHAVE: HRGC, Isotretinoina, produtos de degradacéo, Medicamentos.

ABSTRACT: Isotretinoin or 13-cis-retinoic acid is a member of the large group of Vitamin A related compounds.
Due to its effect on regulating cell differentiation it has been used for the treatment of cystic and nodular acne and
also as an inhibitor of neoplasic cells proliferation. This paper describes a gas chromatography method used for the
assay of isotretinoin in its isolated form and in pharmaceutical formulations. Results showed that the method
exhibited a high efficiency to determine the quality of isotretinoin in raw materials and in pharmaceuticals.
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INTRODUCAO

A isotretinoina (acido 13-cis-retindico) € um derivado da vitamina A particularmente empregada no
tratamento da acne cistica e nodular e na prevencdo de lesGes neoplasicas principalmente do sistema
hematopoiético, por apresentar grande eficiéncia na regulacdo da diferenciacdo celular. Os efeitos adversos
envolvendo o uso de isotretinoina estdo relacionados a pele e membranas mucosas, sistemas nervoso, musculo
esquelético, linfatico, gastrintestinal, cardiorespiratério e geniturinario. [SPORN, et al. 1976; HARISIADIS, et al.
1978; LOTAN, 1980; LOTAN, et al. 1980; BREITMAN, et al. 1981;SPORN, ROBERTS, 1985; NAGPAL, et al.
1995; CHANDRARATNA, 1996; ELLIS,et al 2001; DINIZ, et al 2002].

A isotretinoina é comercializada no mercado brasileiro como medicamento de marca registrada, similar e
genérico sob a forma farmacéutica de capsulas de gelatina mole nas concentracdes de 10, 20 e 40 mg, e também
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sob a forma de capsulas de gelatina dura manipuladas em farmacia e adequadas a posologia prescrita pelo
médico. [ANVISA, 2003; FDA, 2002]. Devido a fotolabilidade, a sensibilidade ao calor e a oxidag&o dos retindides,
sua determinagdo quantitativa em formas farmacéuticas é particularmente importante para o controle de qualidade
do produto final e para os ensaios indicativos de estabilidade [GATTI, et al. 2000].

A cromatografia sempre representou a técnica analitica preferida para a andalise dos retindides e a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) tornou-se, paulatinamente, o método analitico predominante para a
separacao e quantificacdo dos retinéides, tanto em amostras biol6gicas quanto em formas farmacéuticas. Ao todo,
ha um vasto nimero de retindides naturais e sintéticos com diferentes polaridades e o desenvolvimento de um
método analitico que possa separar todos os retindides em somente uma analise cromatogréafica tem demonstrado
ser uma tarefa muito dificil. Deste modo, as condi¢cdes cromatograficas sdo muitas vezes elaboradas para cada
aplicacéo analitica pretendida [GUNDERSEN, et al. 1997; GUNDERSEN, BLOMHOFF, 2001].

Chiang (1980) determinou os niveis de &cido retindico em sangue humano por cromatografia gasosa
acoplada a detectores de massas (GC-MS), Oyler e colaboradores (1989), Lehman e Malany (1989) e Eckhoff e
Nau (1990) conseguiram caracterizar a isotretinoina e seus produtos de degradacdo em amostras bioldgicas
empregando GC.

Lehman e Malany (1989) empregaram GC-MS para comprovar os picos de eluicdo designados para a
isotretinoina e tretinoina por HPLC. Todas as amostras demonstraram correspondéncia com os tempos de eluicéo
obtidos por GC e HPLC. Eckhoff e Nau (1990) investigaram a presenca endoégena dos acidos todo-trans e 13-cis-
retindico e dos acidos todo-trans-4-oxo-retinéico e 13-cis-4-oxo-retindico no plasma humano empregando trés
sistemas analiticos de HPLC e um sistema GC-MS-SIM (cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas no modo de monitoramento de ions selecionados).

Embora a cromatografia gasosa tenha sido aplicada na determinacdo da isotretinoina em amostras
biol6gicas, seu emprego na avaliagdo de medicamentos ainda carece de maiores investigacdes. Neste trabalho
foi empregada a técnica de HRGC para identificacdo da isotretinoina e seus produtos de degradacéo em diversas
formas farmacéuticas, desde a matéria-prima aos produtos acabados disponiveis no mercado nacional.

MATERIAL E METODOS
Reagentes

Foram analisadas as seguintes amostras de isotretinoina: padrdo USP 353500, matéria-prima (GALENA),
medicamento de marca, genérico e capsulas de gelatina dura manipuladas em farmacia. As amostras foram
preparadas em diclorometano grau UV-HPLC. Foram utilizados gases especiais para cromatografia gasosa e
todos os demais reagentes eram de grau analitico.

Sistema Cromatografico

As andlises foram realizadas em equipamento Agilent 6890 System Plus, em coluna 007-65 HT (15m x
0,18 mm x 0,1mm-Quadrex), Tiner 185°C; Tgetector 300°C; oven 90°C (1 min) 10°C/min 360°C (7min) e vazéo de 0,4
mL/min H, , com detector de ionizagdo em chama (FID).

Preparo das amostras para analise cromatogréafica

As amostras selecionadas foram submetidas a condi¢des, devidamente controladas, de luminosidade e
atmosfera de nitrogénio, oxigénio e ar por periodos que variaram de 1 a 15 dias. Os ensaios transcorreram sob
temperatura variando de 29 a 32°C e umidade relativa de 45%.

O conteldo das capsulas foi removido diretamente com 0 uso de solvente e agitacdo. As capsulas foram
abertas com o uso de bisturi e colocadas em tubo de ensaio contendo 5 mL de diclorometano. Outros 5 mL de
diclorometano foram utilizados para a lavagem de residuos no tubo de ensaio e para que a isotretinoina atingisse
a concentracdo de 2 mg mL™. A amostra foi acondicionada em frasco de vidro ambar hermeticamente fechados
para posterior andlise por HRGC.
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Tabela 1. Quadro representativo das amostras de isotretinoina utilizadas nestes estudo

Amostra | Descricéo

MP Isotretinoina matéria-prima para industria farmacéutica

C1 Cépsulas de gelatina mole, produto comercial de referéncia

Cc2 Cépsulas de gelatina mole, produto genérico

C3 Céapsulas de gelatina dura manipuladas em farméacia
Padrédo | Isotretinoina padrdo USP 353500

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas figuras 1 e 2, é possivel observar que o método proposto resulta em 6tima definicao do pico de
isotrtetinoina, com excelente separagdo da tretinoina, que elui por volta de 9,7 minutos e que, segundo o
fabricante da matéria-prima testada, estava presente em pequena concentracdo naquela amostra segundo laudo
apresentado.

O estresse oxidativo ao qual foram submetidas as amostras teve o objetivo de acelerar a formacéo de
subprodutos de degradacdo da isotretinoina para que fosse observada a capacidade do método proposto em
separar e identificar tais produtos. Até entdo s6 haviam relatos do emprego da GC para caracterizacdo da
isotretinoina e seus produtos de degradagdo em amostras bioldgicas como demonstram os trabalhos de Chiang

(1980), Oyler e colaboradores (1989), Lehman e Malany (1989) e Eckhoff e Nau (1990).

Na figura 3, observa-se que os produtos de degradacdo formados durante o periodo de oxidacdo da
amostra eluem majoritariamente nos primeiros 10 minutos de corrida cromatografica, enquanto que a isotretinoina
elui aos 15 minutos, conforme demonstrado pelo cromatograma do padréo (fig 2) e cromatograma da matéria-
prima original (fig 3).

As formas farmacéuticas comerciais da isotretinoina (medicamentos genérico e referéncia) apresentam
em sua composicao excipientes de carater graxo, particularmente ceras e 6leos vegetais hidrogenados e nao
hidrogenados. Na figura 9, observa-se que as diversas fracdes do Oleo eluem a partir de 17 minutos, sendo
possivel identificar as fracdes de mono, di e triacilglicerideos.

Os cromatogramas das amostras dos medicamentos genérico e referéncia (figs 4, 5, 6 e 7) exibem uma
clara diferenca em relacé@o ao perfil de eluicdo dos produtos de degradacgéo da isotretinoina quando na auséncia
dos Oleos. Observa-se um deslocamento dos picos referentes aos produtos de degradacdo provavelmente
resultante de sua interacdo com 0s excipientes oleosos 0 que pode ser comprovado pela avaliacdo dos
cromatogramas obtidos por injecdo dos componentes oleosos contidos na amostra na presenca e auséncia do
farmaco. Entretanto, a isotretinoina permanece com tempo de eluicdo de 15 minutos.

Esta observacdo é reforcada pela andlise do cromatograma da capsula de isotretinoina manipulada na
auséncia de excipientes oleosos (fig 10), o qual mostra perfil de eluicdo semelhante dos produtos de degradacdo
observado com a matéria prima submetida ao estresse oxidativo (fig 3).
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Fig 1. Cromatograma do padro. Fig 2. Cromatograma da amostra MP.
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Fig 3. Cromatograma da amostra MP submetida a Fig 4. Cromatograma da amostra de medicamento de
estresse oxidativo por 10 dias sob intensidade de luz de referéncia (C1).
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Fig 5. Cromatograma de amostra Cl1 submetida a Fig 6. Cromatograma da amostra de medicamento
estresse oxidativo por 10 dias sob intensidade de luz de genérico (C2).
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Fig 7. Cromatograma da amostra C2 submetida a Fig 8. Cromatograma de amostra de Oleo de soja,
estresse oxidativo por 10 dias sob intensidade de luz de excipiente para industria farmacéutica.
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CONCLUSOES

Este estudo teve como objetivo demonstrar o emprego da técnica de HRGC para identificacao da
isotretinoina e seus produtos de degradagdo em formas farmacéuticas. Os cromatogramas obtidos demonstram
excelente desempenho na separacdo e definicdo dos picos da isotretinoina e seus sub-produtos de degradacao
com o emprego de colunas capilares de diametro interno e comprimento reduzidos e gas inerte para elui¢cdo dos
compostos ao invés de solventes.

Os ensaios de estresse oxidativo sob condicdes forcadas de atmosfera e luminosidade foram responsaveis
pela formacdo de grande nimero de subprodutos da isotretinoina, os quais puderam ser separados utilizando o
método cromatogréfico proposto. As amostras de medicamento de referéncia e genérico ndo permitiram visualizar
0 aparecimento destes subprodutos, os quais aparentemente ja fazem parte da amostra mesmo antes de esta ser
submetida ao estresse oxidativo. Este fato foi relacionado a presencga de ceras e compostos oleosos parcialmente
hidrogenados, além de outros excipientes que alteram as caracteristicas de eluicdo. A realizacdo de analise
cromatografica aplicando detector de massas para a identificacdo destes compostos de degradacéo parece ser a
melhor alternativa neste caso, ja que tanto para o medicamento de referéncia, quanto para o medicamento
genérico foram observadas alteraces nas propriedades fisico-quimicas da capsula de gelatina mole.

A técnica de HPLC é ainda o método mais difundido para a analise dos retindides. Entretanto o estudo do
comportamento térmico da isotretinoina e a existéncia de trabalhos empregando cromatografia gasosa como
técnica analitica para estudo de identificacdo de retindides em matriz plasmatica, permitiu desenvolver
metodologia analitica utilizando GC para controle de qualidade de matéria-prima e produtos farmacéuticos
contendo isotretinoina.
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