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RESUMO

Infecgbes fungicas invasivas (IFIs) sdo doencas oportunistas que acometem, em sua
maioria, pacientes imunocomprometidos, estando associadas a consideraveis indices de
morbidade e mortalidade. Antifangicos triazolicos de primeira geragdo como fluconazol
e itraconazol sdo frequentemente usados como agentes profilaticos, no entanto, a
auséncia de acdo sobre determinadas cepas patogénicas e os altos niveis de toxicidade,
limitam o seu uso terapéutico. Antifungicos triazélicos de segunda-geracdo podem ser
uma alternativa eficiente, pois possuem perfil de toxicidade mais favoravel e maior
espectro de acdo contra fungos patogénicos. O posaconazol é um antifingico triazolico
de segunda-geracdo com amplo espectro de acdo, aprovado pela Agéncia Americana de
Vigilancia Sanitaria (Food and Drug Administration - FDA) em setembro de 2006 para
tratamento e profilaxia da aspergilose e candidiase em pacientes imunocomprometidos.
Estéa disponivel nas formas de suspensdo oral, comprimido de liberacdo prolongada e
formulacéo intravenosa. Entre os principais inconvenientes do uso do posaconazol estdo
a absorcdo reduzida nos sistemas biologicos, a variacdo da biodisponibilidade entre
individuos e a interacdo droga-droga. O objetivo deste trabalho foi produzir
nanoparticulas de PLGA (Acido poli (D,L-lactico-e-glicolico)) contendo posaconazol,
visando desenvolver um sistema de encapsulamento do farmaco para futura aplicacdo
no tratamento das infec¢des fungicas. As nanoparticulas foram preparadas pelo método
de evaporacdo do solvente e caracterizadas de acordo com seu tamanho e potencial zeta.
Para determinagé@o do perfil de liberacédo, eficiéncia de encapsulamento e porcentagem
de incorporacdo, foi realizada a validagdo de uma metodologia desenvolvida por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) para quantificacdo do farmaco. A
metodologia demonstrou ser seletiva, exata e precisa, comprovando sua adequacao para
os estudos de identificagdo e quantificacdo de posaconazol. As particulas poliméricas
apresentaram boa distribuicdo de tamanho com didmetro de 89,95 nm e de potencial
zeta de -12,8 mV. As particulas encapsularam eficientemente o farmaco (89,98%) e
apresentaram um perfil de liberagdo com uma cinética que segue o0 modelo matematico
de Weibull. Os resultados deste trabalho confirmaram que as nanoparticulas produzidas
sdo estruturas promissoras para o desenvolvimento de novas formas farmacéuticas

destinadas ao tratamento das infecc¢Ges fungicas.

Palavras-chaves: nanoparticulas, PLGA, posaconazol, infec¢fes fangicas invasivas.
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ABSTRACT

Invasive fungal infections (IFIs) are opportunistic diseases that mostly involve
immunocompromised patients, being associated with considerable morbidity and
mortality rates. First-generation triazole antifungals such as fluconazole and
itraconazole are often used as prophylactic agents; however, the lack of action on
certain pathogenic strains and the high levels of toxicity limit their therapeutic use.
Second-generation triazole antifungals may be an efficient alternative because of more
favorable toxicity profile and a broader spectrum of action against pathogenic fungi.
Posaconazole is a second generation triazole with a broad spectrum of action, approved
by the FDA (Food and Drug Administration) in September 2006 for the treatment and
prophylaxis of aspergillosis and candidiasis in immunocompromised patients. It is
available in the oral suspension, prolonged-release and intravenous formulation. The
main drawbacks of posaconazole use is the reduced absorption in biological systems,
the variation of bioavailability between individuals and drug-drug interaction. The
objective of this work was to produce PLGA (Poly (D,L-Lactide-co-Glycolide Acid))
nanoparticles containing encapsulated posaconazole, in order to develop a system of
encapsulation and targeting of the drug for future application in the treatment of fungal
infections. The nanoparticles were prepared by the solvent evaporation method and
characterized according to their size and zeta potential. To determine the release profile,
encapsulation efficiency and percentage of incorporation, was performed the validation
of a methodology developed by High Performance Liquid Chromatography (HPLC) for
the quantification of the drug. The methodology proved to be selective, exact and
accurate, proving its suitability for the studies of identification and quantification of
posaconazole. The polymeric particles showed good distribution of size (89,95 nm) and
zeta potential (-12.8 mV). The results of encapsulation efficiency (89,98%) and release
profile (101,88%) — which showed release kinetics according to Weibull's mathematical
model — confirmed that the nanoparticles produced are promising structures for the

development of new pharmaceutical forms intended to treatment of fungal infections.

Key words: Nanoparticles, PLGA, posaconazole, invasive fungal infections.
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1. INTRODUCAO

1.1.INFECCOES FUNGICAS INVASIVAS

Infecgdes fungicas invasivas (IFIs) sdo doencas oportunistas que acometem, em
sua maioria, pacientes imunocomprometidos, estando associadas a consideraveis indices
de morbidade e mortalidade. Candidiase e Aspergilose sdo exemplos de IFls
responsaveis por cerca de 40 a 50% das mortes em pacientes neutropénicos , e exigem
maior dispéndio de cuidados e recursos médicos, embora, um maior indice de
mortalidade esteja associado a infec¢des por Criptococcus neoformans, responsaveis
por cerca de 600 mil mortes por ano (HOPE et al., 2013).

A aspergilose invasiva € uma das principais complicacdes em pessoas
imunocomprometidas, e acomete pacientes com neutropenia grave prolongada —
diminuicdo dos globulos brancos (células de defesa) aumentando a possiblidade de o
individuo adquirir infeccBes fungicas e bacterianas —, receptoras de transplante de
células hematopoiéticas e de 6rgdos sélidos, especialmente os pulmdes, que sdo 0s
6rgdos alvo das infeccbes por Aspergillus (HOPE et al., 2013).

A candidiase pode ser causada por mais de vinte espécies diferentes de Candida
que, ao originar uma infeccédo invasiva, se espalha pela corrente sanguinea e pode afetar
0s principais érgdos do corpo como o coragdo, o cérebro, os olhos e os ossos (CADTH,
2016). Fatores de risco para infecgdes por Candida estdo associados a presenca de
cateter intravenoso e ao uso de nutri¢do parenteral total (HOPE et al., 2013).

As drogas antifungicas proporcionam tratamento para infec¢des agudas, crénicas
e de IFIs recorrentes. No entanto, o maior desafio da terapia antifingica estd nas
multiplas comorbidades a que o paciente estd propenso, como por exemplo, infeccbes
causadas por fungos endémicos tais como histoplamose, blastomicoses, e
paracoccidiomicoses, além da toxicidade relativa ao uso dos antifungicos, as diversas

interacdes droga-droga e ao alto custo desses agentes terapéuticos (HOPE et al., 2013).

Antifungicos triazolicos de primeira geracdo como fluconazol e itraconazol séo
frequentemente usados como agentes profilaticos para o tratamento de pessoas com alto
risco de IFIs e tem provado efetividade na reducdo da morbimortalidade destes



pacientes. No entanto, a auséncia de acdo sobre determinadas cepas patogénicas e 0S
altos niveis de toxicidade relativa ao tratamento, limitam o seu uso terapéutico (PING et
al., 2013).

Neste contexto, antifungicos triazolicos de segunda-geragdo podem ser uma
alternativa eficiente, pois possuem perfil de toxicidade mais favoravel, maior espectro
de acdo contra fungos patogénicos, reduzem a ocorréncia de IFIs e os indices de

mortalidade relacionados a essas doencas (PING et al., 2013).

1.2. POSACONAZOL

O posaconazol (Figura 1) é um antifingico triazdlico de segunda-geracéo,
comercializado com o nome de Noxafil® e possui 0 mais amplo espectro de acdo dos
azobis (PIGATTO et al., 2009). Foi aprovado pela Agéncia Americana de Vigilancia
Sanitéria (Food and Drug Administration — FDA) em setembro de 2006 para tratamento
e profilaxia da aspergilose e candidiase em pacientes sob alto risco de desenvolver
infeccdes fangicas invasivas devido ao imunocomprometimento grave (LOSCALZO,
2014).

Figura 1. Estrutura Quimica do Posaconazol.
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Fonte: Autoria propria (estrutura desenhada utilizando o software ChemDraw Ultra 8.0.7)

Seu mecanismo de acdo consiste no bloqueio da sintese do ergosterol através da
inibigdo da enzima lanosterol 14a-desmetilase (CYP51). A deplecdo do ergosterol que

culmina na desestabilizacdo da membrana celular dos organismos, associada ao



acumulo de percussores esteroides metilados resulta no efeito fungicida — morte da
célula fangica — e fungistético — inibicdo do crescimento da célula fungica — da droga
(Figura 2)(TORRES et al., 2005).

Figura 2. Representacdo esquematica do mecanismo de acao do posaconazol.
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Fonte: Autoria prépria

Além da acdo comprovada contra Candida spp e Aspergillus spp, estudos in vivo
e in vitro demonstram a eficacia do posaconazol contra Cryptococcus neoformans,
Fusarium spp e fungos endémicos, e afirmam maior éxito no tratamento clinico em
comparagdo com a terapia convencional com antifdngicos triazolicos, como o
fluconazol e o itraconazol (LYSENG-WILLIAMSON, 2011).

O posaconazol também foi apontado como um antifungico oral com atividade
clinica no Sistema Nervoso Central (SNC), podendo ser uma alternativa viavel para
pacientes nos quais a terapia convencional tenha falhado (PITISUTTITHUM et al.,
2005). Em estudo realizado por Riping et al. (2008), é levantada a hipotese de que a
penetracdo do posaconazol no SNC pode estar associada a danos na barreira
hematoencefélica de alguns pacientes, confirmando que o fA&rmaco pode ser uma opgao
no tratamento de infeccBes fungicas cerebrais, como sugerido anteriormente por
Pitisuttithum et al. (2005).

O posaconazol tem sido a droga de primeira escolha para a prevencgéo de IFIs em

pacientes transplantados. E a eficicia e seguranca do tratamento com posaconazol



durante a fase precoce do transplante de medula dssea, em comparacdo com a profilaxia
primaria com itraconazol, foi avaliada por Sanchez-Ortega et al. (2011), e demonstrou

melhor resultado em pacientes com alto-risco de neutropenia apds o transplante.

Em estudo, liderado por Wang et al. (2016), foi evidenciado que a profilaxia
antifangica com posaconazol em pacientes transplantados de células hematopoiéticas
alogénicas apresentou, durante a fase precoce do enxerto, melhor eficacia na reducdo da
incidéncia de infeccbes invasivas fangicas, melhor toleréncia, e seguranca semelhante

ao fluconazol.

AvaliacGes farmacoeconémicas em diferentes paises da Europa, América do
Norte e Austrélia confirmam o uso do posaconazol como terapia dominante, no que diz
respeito a custo-efetividade, em comparacéo a terapia padrdo, com demais antifingicos
azélicos, em pacientes imunocomprometidos (LYSENG-WILLIAMSON, 2011). Além
disso, o comprimido de posaconazol demonstrou ser uma alternativa custo-efetiva na
reducdo do numero de IFls ap6s transplante de células-tronco hematopoiéticas, em

comparacdo com fluconazol, e com a suspensdo oral (GRAU et al., 2018).

Devido ao seu mecanismo de acdo de inibicdo da sintese do ergosterol,
danificando a membrana plasmatica dos organismos, a aplicacdo posaconazol no
tratamento de doencas parasitarias também vem sendo investigada. O grupo composto
por Molina e colaboradores estudou os efeitos in vitro, in vivo e clinicos (em humanos)
do posaconazol no combate ao Tripanossoma cruzi, (MOLINA et al., 2014; MOLINA
et al., 2015) e, embora os estudos clinicos ndo tenham apresentado as respostas
desejadas, os autores destacam o posaconazol como uma alternativa terapéutica
eficiente contra os parasitos, com menor indice de toxicidade relacionado ao paciente
guando comparado com a terapia convencional, e sugere seu uso potencial em
combinagdo ou em sequéncia a outra terapia conduzida para o tratamento da Doenca de

Chagas.

A eficiéncia do posaconazol também foi avaliada frente a Leishmania
amazonensis e Leishmania donovani, sugerindo sua aplicacdo no tratamento da
leishmaniose e apresentando novas perspectivas para o0 desenvolvimento de
intervengdes mais eficazes contra o parasita (DE MACEDO-SILVA et al., 2013; JOICE
et al., 2018), enquanto um caso relatado por Mondolfi et al. (2011), descreveu 0 sucesso

de um tratamento realizado com a suspenséo oral de posaconazol, durante 14 dias para a
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cura de lesdo cutanea causada por Leishmania infantum, apontando o uso do

posaconazol como terapia alternativa para a parasitose.

1.2.1. Formas Farmacéuticas e Limitacdes do uso do Posaconazol

O posaconazol é um antifungico lipofilico, ligeiramente basico e possui baixa
solubilidade em &gua, o que Ihe confere pouca biodisponibilidade e uma taxa de
absorcdo inconstante nos tecidos biolégicos (HEIMBECHER E MONTEITH, 2013).
Atualmente, estd disponivel em trés formas farmacéuticas distintas: suspensdo oral,
comprimido de liberacdo retardada e formulagéo intravenosa (DEKKERS et al., 2016).
As trés formas farmacéuticas, mesmo quando dispensadas de maneira adequada e
através das vias a que foram destinadas apresentam desvantagens relacionadas a sua

utilizacdo.

O uso da suspensdo oral, apesar da facilidade de administracdo, é bastante
limitado, pois depende da ingestdo concomitante de refei¢cbes gordurosas. Estudos
quantificaram concentragdes subterapéuticas de posaconazol em pacientes incapazes de
se alimentar ou que se alimentam por nutricdo parenteral (VAN DER ELST et al., 2015;
DEKKERS et al., 2016). Além disso, a absor¢cdo do posaconazol pode ser reduzida pela
co-administracdo de farmacos inibidores da bomba de prétons como o omeprazol,
antagonistas de H,;, como a cimetidina, ou metoclopramida, um blogueador
dopaminérgico, que estimula a motilidade gastrica, comumente indicado para o
tratamento da nausea induzida pela quimioterapia. A reducdo da taxa de absorcdo do
posaconazol se da devido ao efeito de diminuicdo na producdo de acido gastrico ou
aumento da motilidade intestinal que estes farmacos proporcionam (DEKKERS et al.,
2016).

Visando reduzir os inconvenientes relacionados ao uso da suspenséo, uma nova
formulacdo farmacéutica foi desenvolvida na forma de comprimido de liberagédo
retardada. O comprimido de posaconazol é revestido por um filme polimérico de
hipromelose acetato succinato (HPMCAS) que limita a sua liberacdo em pH baixo
(pH<4,0), como o estomacal. Ao alcancar o intestino, 0 pH neutro permite a liberacao
do posaconazol, devido a alta solubilidade do HPMCAS em pH préximo a 6,8 (EMA,
2014).



Quando administrado na forma de comprimido, a exposi¢éo ao posaconazol ndo
é comprometida por alteracfes no pH ou na motilidade gastrica, e € menos dependente
da ingestéo de comida (KRAFT et al., 2014), no entanto, para pacientes acometidos por
disfagias, que se alimentam através de sondas enterais ou para aqueles que possuem
capacidade de degluticdo comprometida como criancas ou idosos, a suspensdo oral
continua sendo um opcdo de tratamento, ou a formulagdo intravenosa pode se mostrar
como melhor alternativa (VAN DER ELST et al., 2015).

Os principais inconvenientes da formulacdo intravenosa estao relacionados a sua
administracdo, que acontece via cateter venoso central, e a utilizacdo do agente
solubilizante sulfobutileter-p-ciclodextrina, que pode se acumular em pacientes com
disfungéo renal moderada ou severa, levando, ou agravando, um quadro de toxicidade
nos rins (LUKE et al., 2010). Pensando em evitar os danos provaveis do tratamento
intravenoso, foi publicada uma patente no ano de 2013 com o desenvolvimento de
solucdes aquosas Uteis como agentes solubilizantes para a composicdo da formulagédo
intravenosa de posaconazol (HEIMBECHER E MONTEITH, 2013).

O posaconazol tem um perfil de efeitos colaterais favoravel, pois é seguro e bem
tolerado quando comparado com a geracao anterior de antifingicos triazélicos (OTU et
al., 2018). Os efeitos colaterais comuns ao uso do posaconazol incluem disturbios
gastrointestinais, nauseas, vomito, diarreia, disfuncdes hepatobiliares, neurolégicas,
cutaneas e subcutaneas, hipocalemia e trombocitopenia (MORRIS, 2009; OTU et al.,
2018). Porém, estudos recentes tem apontado a presenca sintomas ndo usuais associados
ao uso de posaconazol na forma de comprimidos, como fadiga, dispneia (KOSMIDIS et
al., 2018), lesdo renal aguda (OTU et al., 2018), hipertensdo sistémica, hipocalemia e
edema (KURIAKOSE et al., 2018).

1.2.2. Monitorizacdo Terapéutica

A Monitorizagdo Terapéutica da Droga (TDM, do inglés Terapeutic Drug
Monitoring) tem sido utilizada como ferramenta para otimizar o regime de dosagem de
farmacos ou de seus produtos de biotransformacdo em amostras de plasma ou soro. A

TDM tem sido aplicada no monitoramento de farmacos que possuem faixa terapéutica



estreita, alta variabilidade interindividual ou cuja resposta clinica ndo € instantanea ou é
de dificil mensuragdo (SILVA, 2007).

Para monitorar os efeitos adversos, a variacdo da biodisponibilidade entre
individuos e avaliar os efeitos da interacdo do posaconazol com outros farmacos, a
pratica da TDM tem sido utilizada para acompanhar os pacientes em tratamento com o
antifangico (DEKKERS et al., 2016). O objetivo do monitoramento € garantir a
exposicdo adequada ao medicamento — evitando niveis subterapéuticos, associados ao
risco de infecgdes flangicas irruptivas e ao aparecimento de cepas resistentes — e
prevenir o aumento da toxicidade relacionada ao uso prolongado do posaconazol (LIPP,
2011).

Vaérios estudos tratam do desenvolvimento de metodologias por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC) para monitoramento terapéutico do posaconazol em
niveis plasmaticos (KAHLE et al., 2009; NEUBAUER et al., 2009; VERWEIJ-VAN
WISSEN et al., 2012; ZHANG et al., 2013; KHALIL et al., 2015; CACERES et al.,
2016; CAMPESTRE et al., 2017), demonstrando a efetividade e reprodutibilidade da
técnica frente a outras que, apesar do baixo custo, ndo apresentam rapidez e
confiabilidade comparaveis (CENDEJAS-BUENO et al., 2012).

1.3.SISTEMAS NANOPARTICULADOS DE LIBERACAO DE FARMACOS

A nanotecnologia representa a miniaturizacdo de objetos, proporcionando o
desenvolvimento de nanomateriais com propriedades fisicas e quimicas bastante
diferentes daquelas do material bruto, devido a sua reducéo a nanoescala (VOLTAN et
al., 2016). Seu uso esta associado, principalmente, ao desenvolvimento de dispositivos
terapéuticos sistemas de liberacdo de drogas capazes de ampliar a eficacia dos
tratamentos atuais (FERREIRA, 2012).

Os sistemas nanoparticulados de liberacdo vém sendo desenvolvidos para
aumentar a eficicia de varias drogas, pois 0 seu tamanho reduzido lhes confere
capacidade de (1) diminuigéo dos efeitos colaterais e da toxicidade relativa ao farmaco
através da entrega direta da droga ativa no sitio da infeccdo, (Il) de atravessar barreiras
bioldgicas e de (Ill) aumentar a biodisponibilidade do principio ativo em areas
especificas (PATEL et al.,, 2010; CARRARO et al.,, 2017). Entre os sistemas



nanoparticulados mais utilizados na liberacdo de farmacos estdo os lipossomas, as

nanoemulsdes e as nanoparticulas poliméricas (FERREIRA, 2012).

As nanoparticulas poliméricas (Figura 3) sdo estruturas que possuem o farmaco
encapsulado dentro da matriz de um polimero ou adsorvido ou conjugado a sua
superficie (PANYAM E LABHASETWAR, 2003). Elas podem ser classificadas como
nanoesferas ou nanocapsulas, que diferem entre si de acordo com a composicdo e
organizacao estrutural que possuem. As nanocéapsulas sdo constituidas por um involucro
polimérico disposto ao redor de um nlcleo oleoso no qual o farmaco pode esta
dissolvido e/ou adsorvido a parede polimérica. Ja as nanoesferas, ndo possuem 6leo em
sua composicdo e sdo formadas por uma matriz polimérica compacta, na qual o farmaco
pode ficar retido ou adsorvido (FERREIRA, 2012).

Figura 3. Representacdo esquematica de uma nanocépsula e de uma nanoesfera
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Fonte: FERREIRA, 2012.

O encapsulamento em nanoparticulas confere ao agente ativo protecdo contra
degradacéo nas condigdes fisiologicas dos sistemas bioldgicos e permite a liberacdo de
doses graduais do farmaco para alcangar os niveis terapéuticos (PATEL et al., 2010),
também possibilita o transporte de farmacos insollveis em agua e reduz a flutuacdo das
concentragdes da droga no plasma (PANYAM E LABHASETWAR, 2003).

Neste ambito, a nanotecnologia se destaca como ferramenta promissora de
potencial utilizacdo na terapia antifingica, pois, as nanoparticulas sdo capazes de
superar 0s mecanismos de resisténcia dos fungos, através da liberacdo de uma maior
dose do agente atimicrobiano, especificamente no sitio da infecgdo, proporcionando

menos efeitos adversos ao paciente (VOLTAN et al., 2016). Seu tamanho reduzido



pode possibilitar a transposicdo de barreiras fisioldgicas tais como a barreira-
hematoencefélica e as membranas celulares permitindo ao farmaco atingir locais de
dificil acesso (DING E ZHU, 2018).

O encapsulamento de antifungicos vem sendo amplamente investigado e tem
demonstrado resultados positivos para evolugdo da terapia antimicotica (PENG et al.,
2008; QIU et al, 2015, MOHAMMADI et al., 2017). Em estudo recente,
nanoparticulas contendo anfotericina B foram produzidas com o objetivo de reduzir os
efeitos adversos que limitam o seu uso clinico, tais como hepatoxidade, nefrotoxidade e
anemia hemolitica. Apos sete dias de tratamento em ratos, ndo foi observado nenhum
tipo de alteracdo celular hepética, dano renal ou inducdo de anemia, apontando as
nanoparticulas como promissores transportadores para anfotericina B e com potencial

aplicacdo na terapia antifungica (CARRARO et al., 2017).

1.3.1. Acido Poli (D,L-latico-e-glicélico) (PLGA)

Para a formulacdo de nanoparticulas biodegradaveis, diferentes tipos de
polimeros vém sendo utilizados. Esses biomateriais podem ser classificados em duas
classes principais: polimeros naturais e polimeros sintéticos biodegradaveis. Os
polimeros naturais envolvem compostos inorganicos (como a hidroxiapatita) e actcares
complexos (como quitosana e acido hialur6nico). J& os polimeros sintéticos incluem
materiais de natureza hidrofobica como acidos a-hidroxilados, uma classe que inclui os
polianidridos e o acido poli (D,L-latico-e-glicélico), o PLGA (MIR et al., 2017).

O polimero de PLGA é considerado o mais promissor dos biomateriais, devido a
sua biocompatibilidade e excelente perfil de biodegradacéo in vivo, foi aprovado pelo
FDA e pela Agéncia Europeia de Medicina (European Medicine Angency — EMA) para
sua utilizacdo em sistemas de liberacdo de drogas e producdo de moldes em engenharia
tecidual (DING E ZHU, 2018).

A maior vantagem do PLGA frente a outros polimeros é a sua completa
degradacdo em meio aquoso em seus componentes monomeéricos de &cido latico e acido
glicolico (Figura 4). Esses dois mondmeros endogenos séo metabolizados no corpo via

Ciclo de Krebs, também conhecido como Ciclo do Acido Citrico e ndo afetam as



funcBes celulares normais, pois sdo eliminados como metabdlitos comuns ao organismo
humano (PANYAM E LABHASETWAR, 2003; DANHIER et al., 2012).

Figura 4. Hidrolise do PLGA nos seus componentes monomeéricos de acido latico e acido glicolico.
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Fonte: Autoria prépria (estrutura desenhada utilizando o software ChemDraw Ultra 8.0.7).

Além das caracteristicas ja citadas, o biopolimero de PLGA se destaca frente aos

demais polimeros devido a propriedades de (MIR et al., 2017):

A

Viabilidade de liberacéo sustentada das drogas;

Possibilidade de modificacdo da superficie polimérica, atribuindo furtividade

as nanoparticulas e aumentando a eficiéncia das interacdes bioldgicas;

Protecdo da droga contra degradacéo;

Facilidade de carreamento de micromoléculas (hidrofilicas ou lipofilicas) e

macromoléculas e

Possibilidade de acdo em células ou 6rgaos especificos.

aplicacdo do PLGA no encapsulamento de farmacos antifngicos vem

ganhando bastante aten¢do no meio cientifico devido a dificuldade de erradicagdo de

infec¢Bes intracelulares.

Diferentes antifungicos como: voriconazol,

itraconazol

nistatina e anfotericina B, quando encapsulados em nanoparticulas de PLGA, puras ou

funcionalizadas, demonstraram maior eficacia in vivo e in vitro que o farmaco livre
(PENG et al., 2008; Qiu et al., 2015; CARRARO et al., 2017; MOHAMMADI et al.,

2017).

1.3.1.1. Métodos de Obtencao de Nanoparticulas de PLGA
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As diferentes técnicas para producdo de nanoparticulas de PLGA s&o aplicadas
de acordo com as propriedades intrinsecas do polimero, propriedades fisico-quimicas da
droga encapsulada e a aplicacdo pretendida. Entre os métodos mais utilizados estdo a
emulsificacdo com evaporacdo do solvente — que pode ser dividida em emulsificacdo
simples e dupla emulsificacdo —, a secagem por aspersdo (ou spray drying), a técnica de

separacdo de fases e a nanoprecipitacdo (DING E ZHU, 2018).

A emulsificagdo com evaporacdo do solvente é o método mais utilizado para a
producdo de particulas de PLGA, pois permite o encapsulamento tanto de drogas
hidrofilicas (dupla emulsificacdo) como lipofilicas (emulsificacdo simples), além de
possibilitar certo controle sobre o tamanho das particulas produzidas (GOMES et al.,
2006; MUNDARGI et al., 2008; GOMES et al., 2008; PATEL et al., 2014).

No processo de emulsificacdo simples, o PLGA é dissolvido em um solvente
organico volatil imiscivel em agua (como o diclorometano), onde é incorporado o
farmaco hidrofébico. Essa solucdo é adicionada por gotejamento a uma fase aquosa,
contendo um agente surfactante, geralmente o PVA, sob agitacdo vigorosa para
formacdo das nanoparticulas. O solvente € entdo evaporado em condi¢bes adequadas, de
acordo com a aplicagéo pretendida (DING E ZHU, 2018) (Figura 5).

Figura 5. Producdo de nanoparticulas pelo método de emulsificacdo simples com evaporagdo do
solvente.
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1.4. METODOS APLICADOS NA CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA E
ENSAIOS DE PERFIL DE LIBERACAO DOS SISTEMAS
NANOPARTICULADOS

Para o estudo e desenvolvimento de sistemas nanoparticulados se faz necessaria
a avaliacdo de parametros fisicos, quimicos, morfologicos e de liberacdo, com o
objetivo de caracterizar e prever o comportamento das nanoparticulas aplicadas no
desenvolvimento de novos produtos e garantir a qualidade, seguranca e eficacia dos

produtos nanotecnol6gicos ja comercializados.

Os principais métodos utilizados para caracterizacdo fisico-quimica e de perfil
de liberacdo das nanoparticulas envolvem o espalhamento dindmico de luz — para
determinacdo do tamanho das particulas —, a andlise eletroforética — aplicada na
verificagdo do potencial zeta — e os métodos cromatogréficos e espectrofotométricos
utilizados para identificacdo, quantificacdo e avaliacdo do perfil de liberacdo do farmaco

a partir dos sistemas nanoparticulados.

1.4.1. Medidas de tamanho e de potencial zeta

Determinacéo do tamanho das particulas

O diametro é um fator importante para definicdo e caracterizacdo das particulas,
uma vez que varios efeitos biologicos dos sistemas nanoparticulados, como captacao
celular, toxicidade e dissolucdo, estdo associados a este parametro, impactando
diretamente na funcionalidade do sistema desenvolvido (BHATTACHARJEE, 2016).

Um método amplamente aplicado nos estudos para determinacdo do tamanho de
sistemas nanoparticulados ¢ o de espalhamento dindmico de luz (DLS, do inglés
Dynamic Light Scattering), que permite avaliar o tamanho das particulas presentes em
uma suspensdo coloidal a partir da variacdo na intensidade de luz que se dispersa
quando um feixe luminoso inside sobre essa suspensdo (DIAS, 2012). Nestas condigdes,
as particulas obedecem a um movimento Browniano,ou seja, randémico e dependente
do seu tamanho — quanto maiores as particulas, mais lento sera 0 seu movimento e,
consequentemente, menor sera a variacdo da luz dispersa, sendo atribuido a elas o

diametro correspondente ao de uma esfera que se dinfundiria na mesma velocidade que
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as particulas submetidas a medicdo (DIAS, 2012). Sendo assim, as determinacfes de
tamanho por DLS permitem a obtencdo do didmetro hidrodinamico (tamanho efetivo)
das particus e, por isso, também podem ser chamas de medida de tamanho
hidrodinamico ou de raio hidrodinanico (STETEFELD et al., 2016).

Medidas de potencial zeta

O potencial zeta (ZP), também conhecido como potencial eletrocinético, é a
representacdo do potencial de superficie aparente de um sistema particulado, definido
como o potencial de deslizamento/cisalnamento de uma particula coloidal se movendo
num plano sob a acdo de um campo elétrico (BHATTACHARJEE, 2016). O estudo
deste parametro de caracterizacdo das nanoparticulas premite prever, in vitro, o
comportamento de aglomeracdo, sedimentacdo e interacdo das nanoparticulas quando

expostas as condic¢des in vivo (AYALA et al., 2013).

A técnica mais comumente aplicada na determinacdo do potencial zeta de
particulas é a baseada no método de Espalhamento Eletroforético de Luz (ELS, do
inglés Electrophoretic Light Scattering). Essa técnica permite a determinacdo do
potencial zeta de nanoparticulas por meio da aplicacdo de um campo elétrico a uma
suspensdo contendo as particulas, induzindo uma eletroforese (VARENNE et al., 2017).
O fendbmeno da eletroforese acontece quando um campo elétrico é aplicado a uma
dispersdo coloidal e as particulas carregadas se movem em direcdo ao eletrodo de carga
oposta. Dentro da camada difusa da dispersdo existe um plano hipotético que atua como
a interface entre as particulas em movimento e a camada de dispersante que as envolve.
Este plano € o plano caracteristico de deslizamento / cisalhamento e o potencial zeta € o
potencial de agregacdo das particulas nesta interface fluido-particula
(BHATTACHARJEE, 2016).

1.4.2. Meétodos Espectrofotométricos

As técnicas de espectrofotometria tém larga aplicacdo em diversas linhas de
pesquisa e desenvolvimento de farmacos. Entre as principais vantagens dessas técnicas
estdo simplicidade e a rapidez de execugdo das andlises que faz com que elas sejam
amplamente difundidas entre os pesquisadores e utilizadas em estudos para avaliagéo

qualitativa e quantitativa dos compostos estudados (NILAPWAR et al., 2011;
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BARHOUM E GARCIA-BETANCOURT, 2018). No campo da nanomedicina,
geralmente sdo aplicadas nas etapas de caracterizacdo fisico-quimica dos sistemas
nanoparticulados, identificacdo e quantificacdo de compostos, além de servirem como

técnica auxiliar em estudos de liberacdo de farmacos (NILAPWAR et al., 2011).
Espectroscopia UV-vis

A espectroscopia de UV-vis estd fundamentada na medida da diferenca das
intensidades que um feixe de luz apresenta antes e depois de passar através de uma
amostra em solucdo. A quantidade de luz que atravessa a amostra é medida na forma de
transmitancia, que por sua vez e utilizada para determinacdo da absorbéancia. Essa
metodologia pode ser aplicada tanto para analises de identificacdo quanto para a
quantificacdo de compostos organicos. Dentre as principais limitacGes desta técnica
estdo: a capacidade de analise limitada apenas para substdncia que apresentem
grupamentos cromoforos e a baixa especificidade para analise de compostos de natureza
semelhante (NILAPWAR et al., 2011).

Espectroscopia de Fluorescéncia

Assim como na espectroscopia de UV-vis, as andlises de fluorescéncia se
baseiam nas propriedades de interacdo dos compostos com a luz, de forma que um feixe
luminoso, de comprimento de onda especifico (geralmente ultravioleta), é utilizado para
excitar as moléculas de um composto, que ao retornarem ao seu estado de menor
energia emitem fluorescéncia em regiGes especificas (geralmente visivel) e em
intensidade proporcional a sua concentragdo no meio. A espectrofotometria de
fluorescéncia é uma técnica util para identificacdo qualitativa de compostos e também
pode ser empregada em algumas anélises quantitativas. A maior limitacdo desta técnica
reside no fato de sua aplicacdo ser limitada a analises de compostos com capacidade de
emitir fluorescéncia apos excitados por uma fonte de luz. (BARHOUM E GARCIA-
BETANCOURT, 2018).

Espectroscopia de Infravermelho (FTIR)

A técnica de espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR, do inglés Fourier Transformed Infrared) baseia-se na capacidade da luz
infravermelha de causar vibragcbes moleculares especificas em grupos funcionais,

gerando bandas de absorcdo que sdo caracteristicas para esses grupamentos quimicos. E
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uma técnica que possui alto grau de especificidade e sensibilidade, bastante empregada
em andlises de identificacdo. Sua utilizacdo permite avaliar modifica¢fes estruturais e
quimicas dos materiais, identificar componentes especificos e confirmar a presenca de
um determinado composto apds um processo de fabricacdo. As principais limitacGes da
técnica de FTIR estdo na capacidade reduzida de analise de misturas complexas — sendo
necessaria a aplicacdo de métodos de purificagdo ou de métodos auxiliares de
identificacdo — a sua dificil aplicagdo para solu¢Bes aquosas, uma vez que a agua
absorve grande parte da radiacdo e a dificuldade de interpretacdo dos espectros
(BERTHOMIEU E HIENERWADEL, 2009; KUMAR et al., 2016).

1.4.3. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC, do inglés High Performance
Liquid Chromatography) é um importante membro da familia das técnicas de
separagdo, uma vez que consegue separar misturas complexas contendo um grande
namero de compostos similares. A separacdo cromatografica consiste num processo
fisico-quimico de separacdo dos componentes de uma amostra e se baseia na migracao
diferencial destes analitos em duas fases, imisciveis, que estdo em contato intimo. Uma
das fases permanece imdvel (fase estacionaria) enquanto a outra se move através dela
(fase movel) distribuindo os diferentes compostos, que sdo seletivamente retidos pela
fase estacionaria. As andlises por HPLC sdo realizadas em equipamentos que podem ser
totalmente automatizados, utilizando colunas recheadas com material adsorvente (a fase

estacionaria), onde a fase mével é eluida sob altas pressdes. (COLLINS et al., 2014).

Metodologias desenvolvidas por HPLC permitem separar e analisar uma grande
variedade de substancias numa escala de tempo de poucos minutos, com alta resolucao,
eficiéncia e sensibilidade (ALVES E BRAGAGNOLO, 2002). Esses atributos séo
alcangados pela combinagdo de diferentes fases moveis e estacionarias, com a utilizagéo
de diversos tipos de detectores, e tornam a HPLC uma técnica versatil que pode ser
aplicada para anélise de compostos organicos, inorganicos, iénicos, covalentes, quirais,
de altos ou baixos pesos moleculares, e provenientes de amostras liquidas ou sélidas. A
HPLC também é bem empregada em andlises qualitativas onde, além da comparacao de
tempos de retencdo, a confirmacdo da identidade das amostras pode ser feita através do

uso de detectores de arranjo de diodos (com a obtencédo de espectros de absorbancia) ou
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de espectrometro de massa (para obtencdo de espectros de massas) (COLLINS et al.,
2014).

O emprego da técnica de HPLC vem sendo bastante difundido no
desenvolvimento de sistemas nanoparticulados, pois permite efetuar a identificacéo e
quantificacdo do farmaco que sera utilizado, assim como a separagdo e caracterizagdo
do polimero empregado na preparacdo. Desta forma, € possivel efetuar analises para
confirmacéo da incorporagdo do farmaco nas nanoparticulas, avaliar a eficiéncia de
encapsulamento e desenvolver estudos do perfil de liberacdo através de uma unica
técnica, utilizando um mesmo método validado — garantindo a precisao, exatidao e
seletividade das andlises — e desobrigando o pesquisador da utilizacdo de técnicas

complementares que, muitas vezes, apresentam-se menos precisas.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia encontra limitacdo na analise dos
gases, o Unico tipo de amostra que nao pode ser analisado por HPLC, no alto custo de
operacdo (devido aos valores das colunas recheadas e das fases mdveis com elevado
grau de pureza) e na necessidade de experiéncia para 0 manuseio do equipamento
(COLLINS et al., 2014).
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2. OBJETIVOS

2.1.0BJETIVO GERAL

Com base no que foi explanado e tendo em vista que ndo existe na literatura
estudos que descrevam o encapsulamento de posaconazol em nanoparticulas
poliméricas, o presente trabalho tem como objetivo: produzir e caracterizar
nanoparticulas de PLGA, contendo o antifungico posaconazol, visando desenvolver um
sistema de encapsulamento que possibilite ampliar a eficiéncia de liberacdo do farmaco
in vivo, reduzindo seus efeitos colaterais e adversos, e que possa ser utilizado para o

desenvolvimento de novas formulacdes farmacéuticas.

2.2.0BJETIVOS ESPECIFICOS
e Validar metodologia desenvolvida em HPLC comprovando a sua aplicabilidade
para a execucao de analises de quantificacdo do posaconazol;

e Encapsular o posaconazol de maneira eficiente nas nanoparticulas de PLGA,

pelo método de emulsificacdo simples com evaporacdo do solvente;

e Determinar as caracteristicas de tamanho e potencial zeta das nanoestruturas

produzidas;

o Auvaliar o perfil de liberacéo, a eficiéncia de encapsulamento e a porcentagem de
incorporacdo do posaconazol nas particulas de PLGA através da metodologia
validada em HPLC.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1.MATERIAIS

3.1.1. Reagentes

Acido poli (D,L-lactico-e-glicdlico), PLGA, do inglés, poly(DL-lactide-co-
glycolic acid), [C3H4O;]x[C.H202]y, propor¢do 50:50, massa molar entre
40.000,0 — 75.000,0 g/mol, grau de pureza > 99,9%, marca Sigma-Aldrich®;

Poli (&lcool vinilico), PVA, do inglés, Poly(vinyl alcohol), [-CH,CHOH-]n,
massa molar entre 13.0000 — 23.000 g/mol, hidrolisado entre 87,0 — 89,0%,

marca Sigma-Aldrich®;
Diclorometano (Cloreto de metileno) P.A., CH.Cl,, massa molar de 84,93

g/mol, grau de pureza > 99,8%, Sigma-Aldrich®;

Metanol (Alcool metilico) para HPLC, CH3sOH, massa molar de 32,04 g/mol,

grau analitico de pureza > 99,9%, Sigma-Aldrich®;

Agua ultra purificada, H,O, massa molar de 18,01 g/mol, obtida através de
ultrapufiricador Milli Q®, Merck Millipore®.

3.1.2. Equipamentos e Instrumentos

Agitador magnético da marca IKA®, modelo Topolino;
Balanca analitica da marca Shimadzu®, modelo AX200;
Centrifuga de bancada para microtubos da marca Eppendorf®, modelo MiniSpin;

Dispersador de alto desempenho Ultraturrax da marca IKA®, modelos T25,

equipado com o elemento de dispersdo S25N-25F;

18



Medidor de tamanho e potencial zeta da marca Malvern Instruments Limited®,

modelo Zetasizer Nano ZS;

Cromatdgrafo Liquido da marca Hitachi®, modelo Elite LaChrom, com auto
injetor L-2200, bomba quaternaria L-2130, e detector de arranjo de fotodiodos
(DAD) L-2455;

Micropipeta volume variavel monocanal de 20-200 pL da marca Lambmate® e

micropipeta variavel monocanal basic de 100-1.000 uL da marca Kasvi®.

3.1.3. Solugbes

Solucéo de Alcool Polivinilico (PVA) 2,0%

Solucéo estoque de PVA: A solucdo estoque na concentracdo de 10% (m/v) foi
preparada pela adicdo de 10 g de PVA em um béquer de vidro com adicdo de
100 mL de &gua destilada. Essa solucdo foi agitada e mantida aquecida em
banho-maria a 95°C até total homogeneizacdo e, depois de fria foi transferida

pra um frasco de vidro e armazenada sob refrigeracao.

Solucdo de PVA 2,0% (v/v): A solucdo de PVA a 2,0% foi preparada pela
transferéncia de 4,0 mL da solucdo de PVA 10% para um béquer de vidro, com
a adicdo de 16 mL de agua destilada.

Fase Movel — Metanol:Agua (75:25 v/v)
Para preparacdo da fase movel os reagentes foram medidos em provetas
graduadas separadas, nas respectivas proporgoes e, em seguida foram misturados

em um béquer de vidro. A fase mdvel foi filtrada e armazenada em frasco de

vidro tipo Schott.
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3.2.METODOS

3.2.1. Producéo das nanoparticulas

Para encapsular o posaconazol nas nanoparticulas de PLGA foi utilizado um
processo de emulsificacdo simples 6leo/agua (o/a) com evaporagdo do solvente (DING
E ZHU, 2018). A fase oleosa foi preparada a partir da solubilizacdo de 50 mg de PLGA
em 10 mL de diclorometano, a qual foram acrescentados 10 mg de posaconazol. Esta
solucdo foi adicionada por gotejamento a 20 mL da solucdo tensoativa de PVA 2,0 %
(fase aquosa) sob agitacdo a 20.000 RPM em agitador mecénico Ultraturrax T-25.
Ocorrendo entdo, uma emulsificagdo espontanea, com formacdo de um sistema turvo

devido a imiscibilidade de ambas as fases.

A emulsdo foi submetida a agitacdo magnética pelo intervalo de 3 a 4 horas para
evaporacdo do diclorometano, resultando na precipitacdo das nanoparticulas de PLGA
no meio aquoso remanescente. Esta solucdo foi centrifugada a 14.000 RPM durante 10
minutos e o sobrenadante obtido foi coletado e guardado para anélise da eficiéncia de
encapsulamento. As nanoparticulas precipitadas foram lavadas trés vezes pela adi¢ao
de agua destilada e repeticdo do processo de centrifugacdo, para a remocéao da solucédo
de PVA. A 4gua resultante das lavagens foi descartada e as particulas foram submetidas
ao processo de secagem, a temperatura ambiente, em dessecador, por 48 horas, em
seguida foram congeladas para determinacdo do perfil de liberacdo e da porcentagem de

incorporacdo (Figura 6).
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Figura 6. Representacdo esquematica do processo de producdo de nanoparticulas de PLGA com
incorporacdo do posaconazol pelo método de emulsificagdo simples com evaporagdo do solvente.
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Fonte: Autoria propria.

3.2.2. Validacao do método analitico para quantificacdo de posaconazol

Para determinacdo do posaconazol nas nanoparticulas de PLGA foi utilizada a
metodologia de quantificacdo da droga livre e estudos de estabilidade do farmaco, sem a
utilizacdo tampdes na fase movel, desenvolvida por Garcia et al. (2012). Todas as
condicBes cromatograficas do método original foram respeitadas, com modificacdo da
fase estacionaria utilizada - silica C18 no lugar da silica C8 - e com a construcdo de uma
nova curva de linearidade para determinacdo da faixa de trabalho mais adequada a
quantificacdo do posaconazol a partir das nanoparticulas.

A validacgéo parcial da metodologia foi realizada segundo parametros definidos
no Conselho Internacional de Harmonizagdo Tripartide (ICH, 1996) — que trata sobre a
validagcdo de procedimentos analiticos —, em concordancia com a Farmacopeia
Americana — USP 41 (USP, 2018) e a Resolucéo da Diretoria Colegiada - RDC 166/17
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da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), que dispde sobre a validacdo
de métodos analiticos (BRASIL, 2017).

A validacdo parcial € a demonstracdo, por meio do teste de alguns pardmetros de
validacdo, de que um método analitico previamente validado tem as caracteristicas
necessarias para obter resultados com a qualidade exigida, nas condi¢cdes em que é
praticado, e deve avaliar, pelo menos, os parametros de precisao, exatiddo e seletividade
(BRASIL, 2017; USP, 2018).

A curva de linearidade foi construida uma para determinacao da faixa de trabalho
adequada ao perfil de liberacdo de posaconazol e célculo do coeficiente de correlacdo da
reta. A precisdo do método foi avaliada a partir de seis replicatas da solucdo padréo a
100% (1,0 mg/mL) e do célculo do desvio padréo relativo (DPR) entre as injecdes. Para
avaliacdo da exatiddo foram realizadas nove determinacdes contemplando o intervalo
linear do método analitico, com a injecdo de 3 replicatas em cada concentracéo de 50%,
100% e 150% e do célculo da recuperacdo destas concentracdes. A seletividade do
método avaliou a capacidade de quantificacdo do posaconazol na presenca de PLGA

através dos cromatogramas e espectros obtidos com o detector DAD.

3.2.2.1.Condicdes cromatograficas

As andlises foram realizadas em um cromatégrafo liquido, modelo Elite
LaChrom, da marca Hitachi®, com auto injetor L-2200, bomba quaternaria L-2130, e
detector de arranjo de fotodiodos (DAD) L-2455. A separacdo cromatogréafica se deu
através uma coluna analitica Zorbax Eclipse Plus C18 (4,6 x 250 mm x 5um) da marca
Agilent®, mantida a 25°C, utilizando um método de separagdo isocrética, cuja fase
movel era composta de metanol-dgua (75:25; v/v), com fluxo de 1mL/min. O
comprimento de onda configurado foi de 260 nm, com tempo de corrida de 15 minutos.
O software utilizado para coletar, integrar e analisar os dados cromatograficos foi o
EzChrom Elite.

3.2.2.2. Preparacao das solugdes padréo
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A solucdo estoque de padrdo foi preparada pela dissolucdo de 10 mg de
posaconazol em 5 mL de metanol-4gua (2:1; v/v) (concentracdo de 2,0 mg/mL). E a
curva de calibragdo foi montada a partir de dilui¢cbes da solucdo estoque para obtengéo
da faixa de concentracdo de 0,1 — 2,0 mg/mL (0,1; 0,2; 0,5; 0,8; 1,0; 1,2; 1,5; 1,8 ¢ 2,0
mg/mL).

3.2.3. Caracterizacdo das nanoparticulas

Para a caracterizacdo das nanoparticulas produzidas foram avaliados os
parametros de tamanho, potencial zeta, eficiéncia de encapsulamento, porcentagem de
incorporacdo, perfil de liberagcdo e avaliacdo da cinética de liberagcdo do posaconazol
incorporado nas nanoparticulas de PLGA.

3.2.3.1. Tamanho das particulas

Para realizar a caracterizacdo dos parametros de distribuicdo de tamanho e
potencial zeta foi utilizado um equipamento de espalhamento dinamico de luz, modelo
Zetasizer Nano ZS da Malvern Instruments®. O equipamento possui como fonte de luz
um laser vermelho de 5 mW, He-Ne, com comprimento de onda de 633,0 nm. As
medidas foram realizadas com o detector posicionado no angulo fixo de 173° em
relacdo ao angulo de incidéncia. Para realizacdo das medicGes, 20 pL da suspensao das
particulas foram dispersos em 1000 pL de 4gua em uma cubeta de poliestireno com 1,0
cm de caminho éptico. Para cada amostra preparada foram realizadas trés medidas de
tamanho e indice de polidispersdo (Pdl - do inglés, Poly Dispersity Index). Os dados
foram coletados a 25,0 °C e tratados com o programa Zetasizer 6.20.

3.2.3.2. Potencial zeta

A determinacdo do potencial zeta das nanoparticulas foi utilizado 1000 pL da
mesma suspensdo coloidal preparada para medida de tamanho das particulas e Pdl,
foram transferidos para uma célula eletroforética e as medidas foram realizadas
utilizando o mesmo aparelho (Zetasizer Nano ZS), alterando a configuracdo do
equipamento do modo size para 0 modo zeta. Assim como na analise de tamanho, os

dados foram coletados a 25,0 °C e tratados com o programa Zetasizer 6.20°.
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3.2.3.3.  Eficiéncia de Encapsulamento

A determinacdo da eficiéncia de encapsulamento foi avaliada a partir da injecédo
do sobrenadante aquoso obtido na produgdo das nanoparticulas. A 500 pL do
sobrenadante foram adicionados 1 mL de metanol, para solubilizacdo da droga livre
diretamente no vial de HPLC (volume final de 1,5 mL). Injecbes de 20 pL foram
efetuadas para determinacdo da eficiéncia de encapsulamento utilizando a seguinte

expresséo:
100% - %PZC,
Onde: 100% - Concentracdo tedrica de Posaconazol dentro das particulas
%PZC — Concentracdo de Posaconazol no sobrenadante

A concentracdo de posaconazol no sobrenadante foi calculada através da
seguinte férmula:

Area da Amostra x Fator de diluicio
% de PZC = ;

- x100
Area do Padriao 100%

3.2.3.4. Perfil de liberacéo

As nanoparticulas de PLGA contendo posaconazol foram submetidas a um
estudo in vitro de liberagdo controlada da droga. Onde 40 mg de cada formulagéo
nanoparticulada foram suspendidos em 1,5 mL de agua. As amostras foram mantidas a
temperatura ambiente, com agitacdo manual uma hora antes de cada coleta, para
ressuspensdo das particulas e liberacdo do farmaco. Apds decantar a suspenséo, 500 pL
do sobrenadante eram retirados e congelados. A cada coleta, o volume retirado era
resposto com agua ultra purificada. Foram efetuadas coletas durante 15 dias
consecutivos, onde 6 coletas foram realizadas a cada 2 horas no primeiro dia, e nos dias
subsequentes foram efetuadas coletas a cada 24 horas. Todas as amostras foram diluidas
com 1,0 mL de metanol diretamente no vial de HPLC, submetidas a 10 minutos de
banho ultrassénico, para solubilizacdo da droga livre, e foram analisadas através do
meétodo validado.
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3.2.3.5. Avaliacdo da cinética de liberacdo do posaconazol incorporado nas

nanoparticulas de PLGA

Os dados obtidos com o estudo de perfil de liberagéo das formulacGes de PLGA
foram analisados de acordo com os principais modelos matematicos aplicados em

estudos de perfis de dissolucdo matricial, difusdo e liberagcdo de farmacos.

Em geral, os modelos mais utilizados e que melhor descrevem o fendmeno de
liberacdo de farmacos sdo os de Higuchi, de cinética de ordem zero, de cinética de
primeira ordem e de Korsmeyer-Peppas (ABREU, 2014). A selecdo dos modelos
aplicados foi realizada com base em seus respectivos conceitos tedricos e de acordo
com suas aplicabilidades a sistemas de liberagdo de farmacos, baseados em
nanoparticulas e microparticulas poliméricas. A Tabela 1 exibe os resultados de cinco

modelos cinéticos avaliados e suas respectivas equacoes.

Tabela 1. Modelos matematicos utilizados para avaliagdo da cinética de liberagdo do posaconazol das
nanoparticulas de PLGA.

Modelo Equacéo
Ordem zero Q =kt +Qq
Primeira Ordem Q=Q e
Higuchi Q=k +t
Korsmeyer-Peppas* Q=kt"
Weibull* m = 1- exp [-(t)b/a]

Os modelos de Korsmeyer-Peppas e Weibull foram calculados a partir de regressdo nao linear e os demais parametros
foram obtidos a partir de regressdo linear. Q = quantidade de farmaco liberado num determinado periodo de tempo;
Qo = valor inicial de Q; t = tempo; K = constante do respectivo modelo; n = expoente de liberagdo; m = quantidade de
farmaco liberado(Q = 100%*m); a = constante de tempo; b = parametro de forma (shape parameter).

As adequacdes dos modelos estudados foram avaliadas segundo os valores de R?
obtidos a partir da regresséo linear ou n&o linear dos dados de liberagdo do posaconazol.
O modelo com melhor adequacéo foi utilizado para elucidar os mecanismos envolvidos
no processo de liberacdo do farmaco incorporado a matriz polimérica das nanoparticulas
de PLGA.
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3.2.3.6. Porcentagem de incorporacao

A andlise da porcentagem de incorporacdo permite confirmar a eficiéncia de
encapsulamento através da quantificacdo do posaconazol de forma direta pela destruicéo
das nanoparticulas de PLGA, para isto 20 mg das particulas foram solubilizados numa
mistura de metanol-agua (2:1 v/v) em banho ultrassonico. Ap6s sonicagdo, 500 pL da
solucéo foram transferidos para um vial e diluidos até o volume final de 1,5 mL com a

mesma mistura de solventes.

3.2.4. Andlise de dados

Os testes quantitativos desenvolvidos neste estudo foram realizados em triplicata
e os dados numéricos apresentados como média aritmética das trés medidas + desvio
padrdo. As analises estatisticas foram efetuadas através dos programas GraphPad Prism
7, Microsoft Excel 2010 e KinetDS 3.0.
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4.  RESULTADOS E DISCUSSAO

4.2. VALIDACAO DA METODOLOGIA

Consideracdes sobre 0 método de analise

No presente trabalho foi avaliada a adequabilidade de um método de
quantificacdo de posaconazol na forma de droga bruta, desenvolvido em HPLC por
Garcia et al. (2012) para sua aplicacdo em estudos de perfil de liberacdo do farmaco a
partir de nanoparticulas de PLGA. O estudo desenvolvido por Garcia e colaboradores
foi escolhido por se tratar de uma metodologia simples e rapida, realizada na forma

isocratica, cuja fase movel € ausente de tampao.

A eluicdo isocratica € o0 modo de eluicdo preferido para o desenvolvimento de
metodologias analiticas devido a sua simplicidade, repetibilidade da analise, menor
custo e compatibilidade com todos os tipos de detectores para cromatografia liquida.
Enquanto que a eluicdo gradiente fornece cromatogramas com maior ruido da linha de
base, ndo é compativel com todos os tipos de detectores e exige condicionamento da
coluna cromatografica ap6s cada analise, implicando em aumento de tempo e de
consumo de fase mével (COLLINS et al., 2014).

Fases mdveis ausentes de tampdo sdo mais seguras para 0 sistema
cromatografico (coluna e equipamento) e, quando possivel, devem ser a primeira
escolha no desenvolvimento de metodologias. Pois, 0 uso de agentes tamponantes pode
causar danos ao sistema devido a cristalizagdo do sal utilizado para compor o tampéo.
Desta forma, sdo necessarios cuidados adicionais que garantam a completa retirada do
sal apOs a analise para manter a integridade do equipamento e da coluna cromatogréafica
(COLLINS et al., 2014).

Validacao parcial do método

A validacdo parcial do método foi realizada segundo determinagdes contidas em
guias oficiais e legislacbes vigentes (ICH, 1996; BRASIL, 2017; USP, 2018), que
determinam a realizacdo de testes para comprovacao da adequabilidade de um método

previamente validado ao uso pretendido. A aplicabilidade do método para o estudo de
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perfil de liberacdo de posaconazol foi realizada através dos testes de seletividade,

linearidade, preciséo e exatidao.

4.2.1. Seletividade

A seletividade indica a capacidade do método de identificar ou quantificar o
analito de interesse na presenga de componentes que podem estar presentes na amostra
na forma de impurezas, diluentes ou de componentes da matriz (BRASIL, 2017). A
verificacdo da seletividade do método foi realizada a partir de injecGes separadas de
uma solucdo de PLGA, semelhante a utilizada para producdo das nanoparticulas, da
solugdo de posaconazol na concentracdo de 1,0 mg/mL (correspondente ao padréo
100%) e de uma solugdo das nanoparticulas contendo o farmaco encapsulado (Figura 7).

A Figura 7 mostra 0os cromatogramas individuais da solugdo de PLGA, do
posaconazol e de nanoparticulas contendo o farmaco encapsulado, no comprimento de
onda de 260 nm. Os picos caracteristicos da separacdo do polimero de PLGA podem
ser visualizados entre 3 e 7 minutos de corrida, o tempo de retencdo do posaconazol
foi de 10,9 minutos, e a injecdo das nanoparticulas contendo posaconazol mostra a

separacao dos componentes (posaconazol e PLGA) de maneira seletiva.
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Figura 7. Cromatogramas de (a) PLGA, mostrando os picos caracteristicos da separacdo do polimero
com tempo de retencgdo entre 3 e 7 minutos; (b) Posaconazol com tempo de retencdo aproximado de 10,9
minutos; (c) Nanoparticulas de PLGA contendo o farmaco encapsulado, demonstrando a separagdo
seletiva dos componentes durante a corrida cromatogréafica a 260nm.
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Fonte: Autoria prépria (figura desenhada utilizando o software EzChrom Elite).
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Para o desenvolvimento do método foi utilizado um detector do tipo DAD, que
consiste em um detector de absorbancia no ultravioleta e no visivel, composto por
arranjos de diodos, capaz de realizar o escaneamento da amostra, em um curto espaco
de tempo, em varios comprimentos de onda simultaneamente (DE SENA et al., 2011).
A obtencdo de um espectro para cada tempo de retencdo permite uma verificagdo mais
completa da seletividade e da pureza cromatogréfica, garantindo a eficiéncia da
separagdo, assim como uma anélise mais rapida, onde todos os croméforos podem ser
observados em uma Unica eluicdo (RAIMUNDO JR E PASQUINI, 1997).

A Figura 8(a) representa o espectro tridimensional do posaconazol (com vista
superior), mostrando a absorbancia, comprimento de onda e tempo de retencdo do
farmaco. Através do espectro tridimensional é possivel tracar um espectro de maxima
absorbancia para o posaconazol, pela convergéncia entre as linhas horizontal
(comprimento de onda) e vertical (tempo de retencdo) no centro do espectro (em
vermelho). A confluéncia das variaveis tempo e comprimento de onda na area de
méaxima absorcao do farmaco (representada em vermelho) possibilita a construcdo do
espectro de absorcdo 6tima de posaconazol obtido através da avaliacdo espectral

tridimensional, representado na Figura 8(b).
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Figura 8. Espectros ultravioleta obtidos através do detector DAD, mostrando o perfil de absor¢do do
posaconazol a 260 nm (a) e espectro de maxima absorcao do posaconazol (b).
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Fonte: Autoria prépria (figura desenhada utilizando o software EzChrom Elite).

Os espectros de varredura tridimensional de uma amostra de PLGA puro e de
uma amostra contendo o posaconazol encapsulado, representados na Figura 9,
mostram o tempo de reteng@o, 0 comprimento de onda e a intensidade de absorcéo dos

componentes em cada comprimento de onda selecionado.

Assim como na figura avaliada anteriormente, é possivel tracar linhas de

convergéncia entre tempo e comprimento de onda para estimar a absor¢do maxima de
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cada componente presente no espectro. Na Figura 9(a) observa-se absor¢cdo maxima do
PLGA em aproximadamente 221nm num tempo de reten¢do préximo de 3 minutos,
enquanto que para as nanoparticulas contendo posaconazol (Figura 9(b)) uma absor¢édo
méaxima do farmaco em 260 nm é notada no tempo de 10,9 minutos, sem interferéncia
do PLGA.

Figura 9. Espectro de varredura 3D, exibindo os picos caracteristicos de PLGA puro (a) e do posaconazol
numa amostra de nanoparticulas contendo o farmaco encapsulado (b).
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Fonte: Autoria propria (figura desenhada utilizando o software EzChrom Elite).

A andlise de varredura mostra espectros de absor¢do do PLGA e do posaconazol
bem definidos, nos seus respectivos tempos de retengdo e permite confirmar a
auséncia de interferéncia da molécula de PLGA na analise do farmaco, indicando que
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0 método desenvolvido por cromatografia liquida foi seletivo na determinacdo do

posaconazol frente & matriz polimérica das nanoparticulas.

4.2.2. Linearidade

A resposta do instrumento em relacdo a concentracdo do analito deve ser
conhecida e avaliada dentro de uma faixa especificada. A linearidade demonstra a
capacidade do método em obter respostas analiticas diretamente proporcionais a
concentracdo do analito na amostra e deve ser avaliada em toda a faixa estabelecida para
0 método (BRASIL, 2017). Sendo assim, foi necessaria a construcdo de nova curva de
linearidade, diferente da proposta por Garcia et al (2012), que melhor se adequasse aos
estudos de libertacdo do posaconazol a partir das nanoparticulas.

De acordo com a RDC 166/17, para a determinacdo da linearidade deve-se
utilizar, no minimo, 5 (cinco) concentracdes diferentes da substancia quimica de
referéncia, para as solucGes preparadas em, no minimo triplicata. E o coeficiente de

correlagdo (R?) deve estar acima de 0,99.

A linearidade do método foi estabelecida pelo célculo da curva de calibragdo
determinado pelas areas dos picos de posaconazol em 9 (nove) diferentes concentracdes
na faixa de 0,1 — 2,0 mg/mL (0,1; 0,2; 0,5; 0,8; 1,0; 1,2; 1,5; 1,8 e 2,0 mg/mL), onde

cada amostra foi analisada em triplicata (figura 10).

A equacdo da curva de calibracdo e o coeficiente de correlacdo encontrados
foram: y = 747522050x + 100161 e (R?) = 0,9994 (n =27), indicando uma 6tima
linearidade para 0 método avaliado (BRASIL, 2017; USP, 2018).
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Figura 10. Curva de calibragdo para ensaio de perfil de liberacdo de posaconazol.
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Fonte: Autoria prépria (grafico desenhado utilizando o software GraphPad Prism 7.0).

4.2.3. Precisao

O parametro de precisdo posibilita avaliar a proximidade entre os resultados
obtidos quando um procedimento é repetidamente aplicado. E a medida do grau de

variacdo de uma medigéo (USP, 2018).

A precisdo de um método deve ser expressa por meio da repetibilidade, da
precisdo intermediaria ou da reprodutibilidade, e deve ser demonstrada pela dispersdo
dos resultados atraves do célculo do desvio padréo relativo (DPR) (BRASIL, 2017).

A andlise da precisao foi realizada a partir de seis determina¢des do padrdo a
100% (1,0 mg/mL) para calculo do valor de desvio padrdo relativo (DPR) e
determinacdo da repetibilidade do método. Para determinagéo da precisdo intermediéria

as mesmas amostras foram analisadas em dois dias diferentes, por analistas distintos.

A reprodutibilidade é aplicavel para estudos colaborativos ou na padronizagéo
de metodos analiticos para inclusdo em compéndios oficiais (BRASIL, 2017), e por isso

ndo foi um pardmetro verificado na validagéo parcial da metodologia.

Os resultados de precisdao foram avaliados conforme parametros definidos em
guias internacionais de validacdo de métodos analiticos (FDA, 2001; EMEA, 2011), que
determinam que o DPR calculado para precisédo néo deve ser maior do que 15,0%.
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De acordo com os dados mostrados na Tabela 2, os resultados encontrados tanto
para repetibilidade quanto para precisdo intermediaria, demonstram que o método
proposto é preciso.

Tabela 2. Resultados da precisdo para ensaio de perfil de liberacdo de posaconazol.

Repetibilidade

Concentragéo (%) DPR (%)
Dial 97,80 1,0
Dia 2 102,20 0,1
Precisdo Intermediaria 100,00 3,1

Média de seis determinacdes

4.2.4. Exatidao

A exatiddo de um método analitico representa a concordancia entre os resultados
individuais obtidos através de um método em relagdo ao valor aceito como verdadeiro
(BRASIL, 2017).

A exatiddo do meétodo foi avaliada pela determinacdo da porcentagem de
recuperacdo de solucbes padrdo de posaconazol de concentra¢bes conhecidas. Em
obediéncia a RDC 166/17, trés diferentes solu¢des padrdo nas concentrac@es de 0,5; 1,0
e 1,5mg/mL, que correspondem as concentracdes de 50%, 100% e 150%, foram

preparadas e analisadas.

A Tabela 3 mostra a média de recuperacao encontrada e 0 DPR obtido para cada

concentracdo analisada. A média de recuperacdo final foi de 97,14 + 2,1% e o critério
de aceitacdo para extatiddo (£15,0% da concentracdo nominal) foi alcancado,

demonstrando que o método € exato.

Tabela 3. Resultados da exatiddo para ensaio de perfil de liberacdo de posaconazol.

Concentracdo do Padréo Concentragao Média da recuperacdo* DPR
(mg/mL) encontrada (%) (%)
(mg/mL)
0,5 0,48 95,83 3,0
1,0 0,98 98,20 1,3
1,5 1,46 97,38 19

* Média de trés determinacdes
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4.3. CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS

4.3.1. Tamanho das particulas

Os resultados das medidas de tamanho obtidos pela analise das formulacdes
nanoparticuladas produzidas podem ser observados na Tabela 4, que apresenta os
valores do raio hidrodindmico e indice de polidispersdo (Pdl) das nanoparticulas, e na

Figura 11, que traz os graficos do tamanho das particulas em funcao da intensidade.

Tabela 4. Medidas de tamanho e indice de polidispersdo (Pdl) das nanoparticulas vazias (NPV) e das
nanoparticulas contendo posaconazol encapsulado (NP.PZC)

Amostra Raio hidrodinamico (nm) Pdl
NPV 108,8 + 0,56 0,084
NP.PZC 89,95+ 3,1 0,169

Média de trés determinacdes

Figura 11. Tamanho das particulas de PLGA em fun¢do da intensidade. Particulas vazias (a) e
posaconazol encapsulado(b).
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Fonte: Autoria propria (gréafico desenhado utilizando o software GraphPad Prism 7.0).

As nanoparticulas de PLGA vazias apresetaram-se numa faixa de tamanho de
108,8+ 0,56 nm com indice de polidispersdo (Pdl) de 0,084, enquanto as nanoparticulas
contendo o farmaco encapsulado mediram cerda de 89,95+ 3,1 nm com Pdl de 0,169. A

reducdo do tamanho das particulas apds a adigdo do posaconazol sugere que haja uma
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interacdo eletrostatica entre o farmaco e o polimero aumentando as forcas atrativas

dentro das nanoparticulas, levando a diminuic&o do seu tamanho.

O PdI é um parédmetro que retrata a distribuicdo do tamanho das particulas, e é
calculado a partir da largura de para cada pico e da média de distribuicdo de tamanho
obtida: (largura/média)®>. De acordo com os valores de Pdl os sistemas podem se
apresentar com alto grau de monodispersao (PdI < 0,1), polidispersdo moderada (PdI
entre 0,1-0,4) e alto grau de polidisperséo (Pdl > 0,4) (BHATTACHARJEE, 2016).

Os valores reduzidos de Pdl indicam uma homogeneidade adequada na
distribuicdo de tamanho, e sua avaliacdo possibilitou verificar que ndo houve mudanca
no modo de dispersdo das particulas apds encapsulamento do farmaco, apresentando-se

como um sistema de polidispersdo moderada tanto para as NPV quanto para as NP.PZC.

4.3.2. Potencial zeta

A determinacdo do potencial zeta para caracterizacdo das nanoparticulas foi
realizada para as NPV, que apresentaram valor de -9,47 mV, e para as particulas
poliméricas com a droga internalizada, cujo valor obtido foi de -12,8 mV (figura 12).

Figura 12. Potencial zeta das particulas de PLGA com posaconazol encapsulado.
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Fonte: Autoria propria (grafico desenhado utilizando o Zetasizer software).

A avaliagdo da estabilidade fisico-quimica de uma suspensédo coloidal depende
de um valor de potencial zeta relativamente alto, em modulo. Pois grandes forgas
repulsivas tendem a evitar a agregacdo de nanoparticulas adjacentes em fungdo das
colisbes ocasionais (SCHAFFAZICK et al., 2003).
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Segundo o potencial zeta que apresentam, as dispersdes nanoparticuladas podem
ser classificadas em (BHATTACHARIJEE, 2016):

e Altamente instaveis: |ZP|= 0-10 mV;
e Relativamente estaveis: |ZP|= 10-20 mV;
e Moderadamente estaveis: |ZP|= 20-30 mV;

e Altamente estaveis: [ZP|=30 mV.

A carga negativa encontrada para os valores de ZP é uma caracteristica das
nanoparticulas de PLGA, cuja carga superficial negativa pode ser atribuida a presenca

de grupos carboxilicos terminais sobre a superficie do polimero (DIAS, 2017).

O valor do potencial zeta aumentou, em mddulo, apos a adicdo do posaconazol
(Tabela 5), sugerindo a existéncia de interacdes eletrostaticas entre o farmaco e o
polimero, em concordancia com o comportamento apresentado anteriormente para o

tamanho das particulas.

Tabela 5. Potencial zeta das nanoparticulas de PLGA.

Amostra Potencial zeta DPR%
NPV -9,47 mV 3,01
NP.PZC -12,.8 mV 4,51

Média de trés determinacdes

A avaliacdo do potencial zeta indicou um comportamento relativamente estavel
das NP.PZC, segundo os parametros de classificacdo definidos por Bhattacharjee
(2016). A carga negativa das particulas estd intimamente ligada ao fendmeno de
mucoadesdo — onde particulas carregadas positivamente tendem a ser rapidamente
absorvidas, enquanto que as que possuem carga negativa apresentam menor
permeabilidade e maior adesdo a superficies mucosas — e sugere a aplicabilidade das
NP.PZC em formulacéo de filmes ou géis destinados ao tratamento de IFIs que atingem
as membranas mucosas do corpo do individuo (como a candidiase vaginal e
orofaringea)(ABREU, 2014).

4.3.3. Eficiéncia de encapsulamento e Porcentagem de incorporacgao
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As andlises de eficiéncia de encapsulamento (EE%), Porcentagem de
incorporagdo (P1%) e Perfil de liberacdo (PL) do farmaco foram avaliadas a partir da
producdo de trés lotes de nanoparticulas de PLGA contendo posaconazol, e os

resultados serdo expostos em funcdo da média e do DPR obtidos para esses lotes.

A eficiéncia de encapsulamento do posaconazol na matriz polimérica foi de
89,98 + 2,47%, avaliada a partir do sobrenadante obtido apds a producdo das
nanoparticulas, e confirmada pela porcentagem de incorporacdo do farmaco, que
apresentou valor de 89,65 + 5,44%.

Em estudo semelhante, realizado por Mohammadi et al. (2017), a nistatina, um
antifungico poliénico hidrofdbico, foi encapsulada em particulas de PLGA em
diferentes proporcdes Nistatina/PLGA (1:3, 1:4 e 1:5) e apresentou eficiéncia de
encapsulamento entre 46,2% + 2,3% e 56,9% + 1,04% (MOHAMMADI et al., 2017).
Outro trabalho que serve como referéncia para comparagéo da EE% obtida nas NP.PZC,
diz respeito a um estudo recente desenvolvido pelo nosso grupo de pesquisa, onde foi
realizado o encapsulamento de clorambucil, um farmaco antitumoral, em particulas de
PLGA com obtencdo de valores entre 87,2% * 0,5% e 88,9% + 0,2% (DIAS, 2017).

Com base nesses resultados, concluimos que o encapsulamento do posaconazol
nas nanoparticulas foi bastante eficiente (EE%= 89,98% =+ 2,47%), indicando que uma
quantidade satisfatoria da droga foi encapsulada dentro da matriz polimérica e estava
disponivel para liberacdo, apresentando-se como uma alternativa promissora para o

desenvolvimento de novas formas farmacéuticas para terapia com posaconazol.

4.3.4. Perfil de liberagdo

O mecanismo de liberacdo de farmacos a partir das particulas de PLGA é obtido
pela combinagdo dos fendbmenos de difusdo e erosdo, tanto na superficie como no
interior da particula (FREDENBERG et al., 2011). A absorcdo de agua pelo polimero
acontece imediatamente ap0s 0 contato com 0 meio aquoso ou a administracdo in vivo,
levando a criacdo de poros dentro da matriz de PLGA, que aumentam em numero e
tamanho em funcdo de tempo, resultando em uma rede porosa que permite a difusdo do
farmaco a partir da matriz do polimero (MOCHIZUKI et al., 2008).

39



Isso ocorre devido a clivagem das ligacdes éster por hidrdlise, levando ao
decréscimo do peso molecular do PLGA, e produzindo grupos carboxilicos, que
catalisam ainda mais a hidrélise local do polimero (SIEPMANN et al., 2005). Este
fendmeno auto-catalitico € responsavel pela degradacdo heterogénea dentro das
matrizes de PLGA, que acontece de forma mais rapida no centro das particulas do que
na superficie (FREDENBERG et al., 2011).

O perfil de liberacdo in vitro do posaconazol encapsulado nas nanoparticulas de
PLGA foi avaliado através da medida da porcentagem de liberacdo do farmaco a partir
de trés lotes distintos de NP.PZC, utilizando o método validado por HPLC.

As coletas foram realizadas durante 15 dias sendo que, as aliquotas foram
retiradas a cada 2 horas no primeiro dia, e a cada 24 horas nos dias subsequentes,
conforme mostrado na Tabela 6, que traz a representacdo da média de liberacéo dos trés
lotes analisados. Esses resultados foram plotados na forma de gréfico para avaliacéo da
cinética do perfil de liberagdo (Figura 13).

Tabela 6. Porcentagem de posaconazol dispensado, em funcdo das horas, em estudo de perfil de

liberacdo, no periodo de 15 dias. Onde: Liberacdo% - representa a porcentagem liberada do farmaco a
cada hora. %PZC, ¢ a porcentagem acumulada da liberagdo do posaconazol.

Média de Liberacao de trés lotes

Dia — Horas = e racdo % %PZC
2 32,04 32,04
4 27,19 59,23
10 6 13,69 72,92
8 9,74 82,66
10 6,69 89,35
12 3,84 93,19
20 24 2,49 95,68
3° 48 1,61 97,29
40 72 0,92 98,22
3° 96 0,65 98,86
6° 120 0,41 99,27
7° 144 0,59 99,86
8° 168 0,57 100,43
o 192 0,37 100,80
10° 216 0,27 101,07
11° 240 0,20 101,27
12° 264 0,15 101,42
13° 288 0,16 101,58
14° 312 0,21 101,79
15° 336 0,09 101,88

Meédia de liberacéo dos trés lotes analisados

40



Figura 13. Avaliacdo do perfil de liberacdo de posaconazol a partir das nanoparticulas de PLGA, durante
15 dias, representada através da média de liberagdo dos trés lotes analisados.
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Fonte: Autoria prépria (grafico desenhado utilizando o software GraphPad Prism 7.0).

A liberacdo do posaconazol a partir das particulas poliméricas foi mais intensa
durante as primeiras quatro horas, onde, aproximadamente, 59% do farmaco ja havia
sido liberado, conforme mostra a Tabela 6, cujos valores sdo exibidos em funcdo da
média de liberacdo dos trés lotes avaliados. Esse comportamento condiz com o perfil de
liberacdo de drogas a partir de particulas de PLGA que, geralmente, exibem um padrdo
de liberacdo constituido por trés fases (FREDENBERG et al., 2011):

e Fase I. também denominada de efeito burst, é caracterizada pela elevada
liberacéo inicial do composto ativo devido a fragdo da droga que esta adsorvida
na superficie da particula ou proxima a ela, e que é facilmente desprendida por
hidratacdo (WANG et al., 2002);

e Fase II: fase de liberacdo lenta, durante a qual o farmaco se difunde através do
polimero por meio da rede de poros formada pela hidratacdo e degradacdo do
PLGA. Esta etapa resulta da juncéo de, pelo menos, dois fenémenos: difusdo do

composto ativo e erosdo do polimero. A combinacdo destes fatores acarreta em
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uma velocidade de liberagdo aproximadamente constante, chegando a se
aproximar de uma cinética de ordem zero (MEDEIROS, 2013);

e Fase IlI: também chamada de segundo burst, ocorre apenas quando 0 composto
ativo ainda esta presente no interior da particula no momento em que a estrutura
polimérica comeca a ser desintegrada. Esta fase é caracterizada pela liberacao
rapida e completa do farmaco, atribuida a erosdo do polimero (DING E ZHU,
2018).

Vale salientar que nem todos os perfis de liberacdo a partir de nanoparticulas de
PLGA obedecem ao classico padréo trifasico, se o burst inicial for mais intenso ou se a
fase Il ocorrer de forma mais acelerada, por exemplo, o perfil de liberacdo pode ser do
tipo bifasico com uma menor liberacdo durante a fase Il (BAE et al., 2009; HAN et
al., 2010). As particulas de PLGA com posaconazol apresentaram um perfil de
liberagdo bifésico, onde houve um desprendimento acelerado do farmaco durante as
primeiras horas do estudo, evoluindo para uma liberacédo praticamente constante durante

os dias subsequentes.

A liberacdo cumulativa de posaconazol ao final dos 15 dias de estudo foi de
aproximadamente 101,88 + 12,1%, apresentando um perfil de liberacdo favoravel para
este tipo de formulagdo nanoparticulada e coerente com os resultados encontrados para
a EE% (89,9%). O estudo de perfil de liberagdo também permitiu avaliar a liberacdo de
uma droga lipofilica em meio aquoso, demonstrando o potencial da utilizacdo das
nanoparticulas de PLGA no desenvolvimento de formulacdes para liberacdo controlada

de posaconazol.

4.45. Avaliacdo da cinética de liberagdo do posaconazol incorporado nas

nanoparticulas de PLGA

A elucidagdo dos mecanismos envolvidos no processo de liberagdo de farmacos
incorporados a matriz das nanoparticulas é importante para a caracterizacdo dos
sistemas de liberagéo, pois fornece informacGes quanto a cinética do processo, podendo
estimar defini¢des de doses e posologia terapéutica com bases nos dados obtidos. Os

principais processos envolvidos na liberagdo dos compostos incorporados & matriz
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polimérica das nanoparticulas acontecem pela difusdo do composto da matriz para o

meio, intumescimento e degradacéo da matriz polimérica (ARIFIN et al., 2006).

Os resultados obtidos no perfil de liberagcéo das formulacGes de PLGA contendo
0 posaconazol encapsulado foram aplicados aos principais modelos matematicos
utilizados no estudo do perfil de difusdo e cinética da liberacdo do farmaco. A Tabela 7
exibe os dados de adequacdo de cinco modelos avaliados, representados pelos valores
de R? obtidos a partir da avaliacdo de regressio linear e ndo linear do processo de
liberagdo do posaconazol.

Tabela 7. Coeficientes de correlagéo (R?) dos dados de liberacio do posaconazol incorporado nas
nanoparticulas de PLGA em relagdo aos modelos matematicos avaliados.

Modelo Equacéo Parametro
Ordem zero Q=kt+Qp R*=0,3179
Primeira Ordem Q=Qe! R%= 0,2456
- _ k=1,1841
Higuehi Q= R?=-1,2506
k =5,3554
Korsmeyer-Peppas* Q=kt" n=0,1247
R*=0,5751
a=3,8424
Weibull* m = 1- exp [-(t)b/a] b =0,8017
R?=0,8889

*Parametros obtidos pelo calculo de regressdo nédo linear. Q = quantidade de farmaco liberado num determinado
periodo de tempo; Qq = valor inicial de Q; k = constante do respectivo modelo;t = tempo; n = expoente de liberacdo; a
= constante de tempo; b = parametro de forma (shape parameter).

O modelo de Weibull apresentou maior valor de R? e, portanto, é 0 que mais se
adequada com o perfil de liberacdo apresentado para o posaconazol incorporado nas
nanoparticulas de PLGA. Esse modelo € utilizado para descrever sistemas ou eventos
que apresentem certo grau de variabilidade, e pode ser aplicado a quase todos 0s tipos
de curvas de dissolugéo, incluindo sistemas de liberagdo rapida ou de perfil estendido
(BARZEGAR-JALALLI et al., 2008).

Para os produtos que seguem este modelo de liberacéo, o logaritmo da quantidade
dissolvida do farmaco versus o logaritmo do tempo € linear, e demonstra a fracéo
cumulativa do fa&rmaco em funcéo tempo. O parametro a determina a escala temporal do

processo e b caracteriza a forma da curva. Quando a curva apresenta valoresde b =1 a
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curva é exponencial, valores de b > 1 indica curvas de formato sigmoide e b < 1

caracteriza a curva como parabolica (SILVA, 2014).

A cinética de ordem zero tem como base a liberacdo lenta da substancia ativa a
partir de formas farmacéuticas que ndo se desagregam. E um modelo ideal para o
desenvolvimento de sistemas de liberacdo prolongada uma vez que avalia a liberacdo de
quantidades iguais do farmaco por unidade de tempo (DASH et al., 2010). De maneira
hipotética, as preparacdes destinadas a veicular substancias ativas segundo modelo de
liberacdo prolongada apresentam um perfil de liberacdo de ordem zero, onde a
velocidade de difusdo do farmaco &€ menor que a sua respectiva velocidade de
dissolucdo, formando uma solucdo saturada no interior da matriz, que permite a
cedéncia constante do farmaco para o exterior. Esta situacdo de liberagdo ideal é muito
dificil de obter na pratica e a sua aplicacdo apresenta muitas limitacbes devido a

escassez de fatores de ajuste ao modelo (LOPES et al., 2005).

A cinética de primeira ordem é aplicada para formas farmacéuticas cuja liberacao
é proporcional a quantidade de farmaco que permanece no seu interior, de modo que, a
quantidade de farmaco liberada vai diminuindo com o passar do tempo. Esse modelo
matematico é aplicavel para descrever a dissolucdo de formas farmacéuticas nas quais

uma droga hidrofilica € incorporada a uma matriz porosa (DASH et al., 2010).

O modelo proposto por Higuchi foi o primeiro modelo matemético destinado a
descrever a velocidade de liberacdo controlada de drogas a partir de um sistema
matricial. Este modelo matematico — que considera que 0 mecanismo de difusdo da
droga acontece de forma unidirecional e constante —, € dependente da raiz quadrada do
tempo, e acontece por um processo de difusdo baseado na Lei de Fick, onde é
estabelecida uma relacdo entre o tempo de relaxamento do polimero e o tempo de
difusdo do solvente (LOPES et al., 2005). O modelo de Higuchi €é utilizado para
descrever a dissolucdo de farmacos a partir de varios sistemas de liberagdo modificada.
Essa relagcdo, porém, ndo € aplicavel em sistemas intumescentes, pois este tipo de
sistema pode estar sujeito & erosdo e, uma vez que isto aconteca, se torna preciso levar
em conta o atributo do relaxamento das cadeias poliméricas para o transporte do
farmaco. Apesar de apresentar limitagdes na interpretacdo dos mecanismos de liberacao
controlada, a equagdo de Higuchi ainda é mais realista que o0 modelo de ordem zero,

para avaliar os mecanismos de liberagcdo nos sistemas matriciais (LOPES et al., 2005).
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A cinética de liberacdo proposta no modelo de Korsmeyer-Peppas descreve o
desprendimento do farmaco a partir de um sistema polimérico, onde k € uma constante
cinética, que incorpora caracteristicas estruturais e geométricas do mecanismo e n é o
expoente de liberacdo que, de acordo com o valor numérico que assume, caracteriza o
mecanismo de liberacdo do farmaco. Esta equacdo é utilizada para descrever a liberacao
do soluto quando o mecanismo que prevalece ndo é bem conhecido ou consiste na
combinacdo da difusdo do farmaco (transporte Fickiano) com o transporte Caso Il (n&o-
Fickiano) — controlado pelo intumescimento e relaxamento das cadeias poliméricas
(expansdo dindmica) que envolve a transicdo de um estado semirrigido para outro mais
flexivel (RITGER E PEPPAS, 1987; LOPES et al., 2005). Valores de n igual a 0,45
indicam que o principal mecanismo envolvido no processo de liberacdo é a difusdo,
enguanto que valores de n > 0,89 indicam que o processo envolvido na liberacdo é o
intumescimento (ou difusdo ndo-Fickiana), ja valores de n entre 0,45 e 0,89 sugerem
um comportamento de liberagdo andmalo, ou seja, uma mistura de difusédo e
intumescimento. A aplicacdo do modelo de Korsmeyer-Peppas para célculo do expoente
de liberacdo do posaconazol a partir das nanoparticulas de PLGA resultou em um valor
de n = 0,12, ndo sendo possivel elucidar o mecanismo de libera¢do do farmaco através
deste modelo. Em todo caso, considera-se que a liberagdo do posaconazol obedeceu a
um processo de difusdo nao-Fickiana.

Além dos modelos matemaéticos exibidos na Tabela 7, também foram avaliados o0s
modelos cinéticos de segunda e terceira ordem e os modelos de Hixson-Crowell e de
Baker—Lonsdale que igualmente apresentaram pouca adequacdo com o perfil de
liberacdo apresentado para o posaconazol incorporado nas nanoparticulas de PLGA,

pela avaliacdo de R?.
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5. CONCLUSAO

O presente trabalho mostrou a adequabilidade de uma metodologia voltada para
quantificacdo de posaconazol na forma de droga bruta e sua aplicacdo em estudos de

perfil de liberacdo do farmaco a partir de nanoparticulas de PLGA.

O método demonstrou ser seletivo a 260 nm, nas condi¢fes cromatograficas em
que foi aplicado, mostrando boa resolucdo entre os picos relativos ao polimero de
PLGA e o0 posaconazol cujo tempo de retencdo variou entre 10,9 e 11,3 minutos em
diferentes corridas cromatograficas. A metodologia utilizada comprovou ser seletiva,
linear (R? = 0,9994), exata e precisa para quantificagdo do farmaco.

As particulas poliméricas produzidas apresentaram boa distribuicdo de tamanho
(89,95 £ 3,1 nm) e de potencial zeta (-12,8 mV) indicando um comportamento de
relativa estabilidade das NP.PZC. Ambos os testes apontaram para uma possivel
interacdo eletrostatica entre o farmaco e as particulas poliméricas, que tiveram seu
tamanho reduzido e o potencial zeta aumentado, em modulo, em compara¢do com as
NPV. A partir dos resultados obtidos para o potencial zeta das NP.PZC foi possivel
sugerir uma possivel aplicacdo das NP.PZC na formulacdo de filmes ou géis destinados

ao tratamento das IFIs em superficies mucosas.

A eficiéncia de encapsulamento do método foi de 89,98 + 2,47% e o perfil de
liberacdo a partir das NP.PZC mostrou uma cinética que se adequa ao modelo
matematico de Weibull. A adequacdo a cinética de Weibull possibilita caracterizar o
modo de liberagdo do farmaco, no entanto, ndo € possivel determinar 0s mecanismos

que mais influenciaram nesta liberacao.

Os resultados obtidos indicam a aplicabilidade das NP.PZC em estudos futuros,
para o desenvolvimento de novas formas farmacéuticas, que podem ser direcionadas
para ampliar a eficiéncia de liberacdo do posaconazol nos sistemas biolégicos, reduzir
os efeitos colaterais e adversos relacionados a utilizacdo do farmaco, aumentar adeséo

terapéutica e a seguranca no tratamento das infecgdes fungicas invasivas.

Neste trabalho sdo apresentadas ferramentas Uteis para o desenvolvimento de
farmacos inovadores, que podem contribuir para tratamentos mais rapidos e eficientes,

contribuindo para salde publica — tanto na esfera hospitalar quanto do tratamento
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humanitario — reduzindo os custos hospitalares com o paciente e proporcionando a
reabilitacdo mais réapida do individuo ao seu meio social, através de um tratamento

eficiente, seguro e menos invasivo.
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