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RESUMO

Tacrolimus (TAC) € uma lactona macrolidea pertencente ao grupo dos inibidores de
calcineurina, com acdo imunomoduladora tépica em casos de dermatite atopica,
psoriase e Vvitiligo. A aplicacdo tépica do TAC ndo produz efeitos adversos
significativos, porém a sensacéo de queimacao transitoria, ondas de calor no local de
aplicacdo e o prurido acarretam em baixa adesdo ao tratamento. Portanto, o
desenvolvimento de sistemas de liberacdo pode ser desenvolvido para intensificar a
permeacgdo cutanea e reduzir a dose aplicada topicamente, minimizando os efeitos
adversos e mantendo a eficacia terapéutica. Diante do exposto, este trabalho objetiva
desenvolver e avaliar nanoparticulas poliméricas contendo TAC, empregando o
polimero poli(e-caprolactona) pelo método de deposicéo interfacial do polimero pré-
formado, variando a concentracdo do farmaco entre 0,1 e 5 mg/mL. Os sistemas
poliméricos foram caracterizados por meio de estudos morfoldgicos, espectroscopicos
e térmicos. A estabilidade fisico-quimica das formulag@es foi avaliada por um periodo
de até 120 dias. O método analitico para a determinagdo do TAC nas formulacdes foi
validado conforme o preconizado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria e The
International Conference on Harmonization. A estabilidade do farmaco frente a
hidrélise acida e alcalina também foi investigada. As nanocapsulas poliméricas
contendo TAC foram preparadas com éxito pelo procedimento escolhido. Os sistemas
nanoparticulados apresentaram formato esférico com uma superficie lisa e regular e
tamanho médio de particula de aproximadamente 250 nm, indice de polidisperséo
abaixo de 0,3 e potencial zeta superior a -30 mV. A difrag&o de raios X confirmou que
o método de encapsulacao foi eficiente e o farmaco encontra-se prioritariamente em
dispersdo molecular no nucleo oleoso das nanocdpsulas. Os espectros de
infravermelho com transformada de Fourier e Raman asseguraram que 0 processo de
nanoencapsulacdo nao resultou em ligacdes quimicas entre o TAC e o polimero. As
nanocapsulas poliméricas mantiveram-se estaveis até um periodo de 90 dias, a partir
do qual alteracdes de pH e potencial zeta comecaram a modificar significativamente.
As formulacdes apresentaram eficiéncia de encapsulagéo superior a 96%, sendo que
o método analitico empregado se mostrou comprovadamente seletivo, linear para a
faixa de aplicacdo proposta, preciso, exato e robusto, mostrando-se capaz de
guantificar o TAC nanoencapsulado nos sistemas poliméricos, fornecendo resultados
confidveis. Em relacéo a estabilidade do farmaco frente a degradacéo acida e bésica,
foi possivel observar que o mesmo é suscetivel a degradacdo em ambos os meios,
porém sendo mais estavel em meio acido. Portanto, os resultados fornecem uma base
experimental para considerar as formula¢cdes uma estratégia viavel de administracdo
topica, que pode figurar como uma alternativa a forma comercial atualmente
empregada.

Palavras-chave: Imunossupressor. Lactona macrolidea. Poli(e-caprolactona).

Sistema de liberacdo cutanea.



ABSTRACT

Tacrolimus (TAC) is a macrolide lactone belonging to calcineurin inhibitor group, with
topical immunomodulatory action in cases of atopic dermatitis, psoriasis and vitiligo.
The topical application of TAC does not produce a significant side effects, but the
sensation of transient burning, hot flashes at the application site and the pruritus lead
to decrease treatment adhesion. Therefore, the development of drug delivery systems
can be outlined to enhance skin permeation and reduce the topically applied, dose
have been formulated to minimize side effects and maintain therapeutic efficacy. In
this sense, this work aims to develop and evaluate TAC-loaded polymeric
nanoparticles using poly(e-caprolactone) polymer by interfacial polymer deposition
method, altering the drug concentration between 0.1 and 5 mg/mL. The polymeric
systems were characterized by morphological, spectroscopic and thermal studies. The
physicochemical stability of the formulations was evaluated in a period up to 120 days.
The analytical method for determination of TAC in these formulations was validated as
recommended by Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria and The International
Conference on Harmonization. The stability of the drug against acid and alkaline
hydrolysis was also investigated. TAC-loaded polymeric nanocapsules were
successfully prepared by the chosen method. The nanoparticulate systems presented
spherical shape with a smooth and regular surface and average particle size of
approximately 250 nm, polydispersion index below 0.3 and zeta potential over -30 mV.
X-ray diffraction confirmed that the encapsulation method was efficient and the drug
primarily is in molecular dispersion in the nanocapsule oil nucleus. Raman and Fourier
transform infrared spectra ensured that nanocapsulation process did not result in
chemical bonds between TAC and polymer. The polymeric nanocapsules were stable
for up to 90 days, where changes in pH and zeta potential began to change
significantly. The formulations presented encapsulation efficiency higher than 96%,
and the analytical method used proved to be selective, linear for suggested range,
accurate, precise and robust, being able to quantify the nanoencapsulated TAC in the
polymeric systems, providing reliable results. About hydrolisis assays, was possible to
observe that TAC was susceptible to degradation in both medium, but being more
stable in the acid medium. With this, the results provide an experimental basis for
formulations both as a viable topical and alternative administration strategy, which may
appear as an alternative to the commercial form currently employed.

Keywords: Immunosuppresive. Macrolide lactone. Poli(e-caprolactone). Skin delivery

system.
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1 INTRODUCAO

Pacientes submetidos a um tratamento prolongado com determinados
medicamentos, especialmente aqueles com estreita relacéo entre dose terapéutica e
toxica, necessitam ser monitorados, quantificando-se periodicamente o farmaco ou
seus metabolitos nos fluidos bioldgicos, principalmente os farmacos da classe dos
imunossupressores. Por isso, existe um evidente estimulo para monitorizacao
biologica desses farmacos, bem como a necessidade de estudar seus parametros
farmacocinéticos, farmacodinamicos e téxicos, além de sempre respeitar 0os ajustes
individuais (GARCIA et al., 2004).

Com o advento dos imunossupressores para a manutencao, principalmente,
de o6rgdos transplantados, diversas teorias tém sido levantadas quanto ao seu uso
cronico, uma vez que nao somente pacientes transplantados o utilizam. Inclusive
guestiona-se 0 seu uso em doencas agudas e inflamatérias da pele, tais como a
dermatite atpica (YU et al., 2018; SAVIC et al., 2017; LAPTEVA et al., 2014; PATEL
et al.,, 2011; NAM; JI; PARK, 2011; YIN; XU; LUO, 2011; EL-BATAWY et al., 2009;
BOER; MARQUES; CARDOSO, 2008), psoriase (WAN et al., 2017a; WAN et al.,
2017b; JAIN et al.,, 2016; GABRIEL et al., 2016; LAPTEVA et al., 2014; BOER;
MARQUES; CARDOSO, 2008; MOREIRA, 2008) e vitiligo (BOER; MARQUES;
CARDOSO, 2008).

O tacrolimus (TAC) ou FK506 é uma lactona macrolidea isolada da
fermentacdo da bactéria Streptomyces tsukubaensis, que pertence ao grupo dos
inibidores de calcineurina, utilizado como alternativa terapéutica a ciclosporina. O
principal mecanismo de acdo do TAC € atuar no sistema imunoldgico e diretamente
nas células da pele (YU et al., 2018; DHEER et al., 2018; LIENDO et al., 2017; WAN
et al., 2017a; WAN et al., 2017b; SAVIC et al., 2017; GABRIEL et al., 2016; JAIN et
al., 2016; LAPTEVA et al., 2014; PATEL et al., 2011; BOER; MARQUES; CARDOSO,
2008; MOREIRA, 2008; BUIJSCH, 2007; GARCIA et al., 2004).

A aplicagdo topica do TAC n&o produz efeitos adversos sistémicos
significativos, porém a sensac¢do de queimacao transitéria, ondas de calor no local de
aplicacédo e o prurido, frequentemente, levam a suspenséao da terapia com a pomada,
diminuindo a adeséao do paciente ao tratamento. Além disso, quando os pacientes séo
tratados com a pomada por um periodo de 3 semanas, a sensa¢cdo de queimacéao

torna-se mais intensa com o aumento da dose. Para pacientes cujo tempo de
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tratamento € de 12 semanas, podem surgir efeitos adversos sistémicos, como
sintomas semelhantes a gripe, eritema e dores de cabeca (YU et al., 2018; SHI et al.,
2017).

Assim sendo, este farmaco tem sido amplamente explorado em doencas
relacionados a pele e muitos grupos de pesquisa estao trabalhando nessa area. A
capacidade de permeacao eficaz do TAC na pele é limitada devido a alta massa
molecular, a alta hidrofobicidade e a baixa solubilidade em &gua. Portanto, torna-se
viavel formular um sistema percutaneo de liberacdo deste farmaco que aumente a
permeacao na pele em relacdo a pomada convencional e, consequentemente, reduza
a dose para o tratamento das doencas cutaneas (DHEER et al., 2018; YU et al., 2018;
NAM; JI; PARK, 2011).

Estudos recentes com micelas poliméricas, utilizando pele humana,
demonstraram que ocorre maior deposicdo do farmaco na camada dérmica e a
penetracdo mais profunda acarreta em aumento da sua acao terapéutica e reduz os
efeitos adversos (DHEER et al.,, 2018; YU et al.,, 2018; NAM; JI; PARK, 2011).
Entretanto, a quantidade de estudos sobre sistemas de liberacdo para o TAC é
reduzida. Micelas poliméricas, microemulsées e microesferas foram o0s sistemas
encontrados na literatura, porém nédo foram relatados estudos com nanocapsulas do
poliéster biodegradavel poli(e-caprolactona) (PCL) para uso tépico. Frente ao exposto,
o objetivo deste trabalho foi desenvolver, caracterizar e quantificar nanocapsulas
poliméricas contendo TAC, para futura avaliacdo da penetracdo cutdnea das mesmas
e para reducdo dos efeitos adversos causados pelo farmaco quando utilizado pela via

tdpica no tratamento de doencgas autoimunes cutaneas.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver, quantificar, caracterizar e avaliar a estabilidade fisico-quimica

dos sistemas poliméricos para a liberacdo modificada do tacrolimus.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Preparar nanocapsulas poliméricas a partir do poliéster biodegradavel
poli(e-caprolactona) contendo o TAC, segundo o método de deposicéo interfacial do
polimero pré-formado seguido pela evaporagéo do solvente;

o Proceder a determinacdo quantitativa do TAC incorporado nas
nanocapsulas pelo método de cromatografia liquida de ultra eficiéncia, previamente
validado, avaliando a eficiéncia de encapsula¢éo do farmaco;

o Efetuar a caracterizacdo das nanocapsulas poliméricas por meio de
analises morfologicas, espectroscopicas e térmicas;

. Avaliar a estabilidade fisico-quimica das nanocapsulas poliméricas.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 NANOTECNOLOGIA

Ha muitos séculos, os pesquisadores da area da saude procuram entender e
auxiliar o corpo humano na cura e recuperacao frente a uma enfermidade. Com o
avanco da ciéncia, inumeras tecnologias foram criadas para melhor ajudar nessa
investigacdo. Entre elas, uma das mais proeminentes e com maior rapidez de
desenvolvimento é a nanotecnologia (COIMBRA, 2013).

Essa tecnologia tem sido reconhecida como a tecnologia chave do século 21
devido ao seu rapido desenvolvimento e critico indicador da competéncia tecnolégica
dos paises, ja que ela contribui para a competitividade e o crescimento sustentavel
em varios campos de aplicacdo industrial. As organizacdes fazem investimentos
significativos em tecnologias avancadas, na esperanca de obter vantagens nos
mercados que rapidamente mudam. O crescente interesse em pesquisas
relacionadas a essa area a torna como um novo pilar para o conhecimento, com
imensos impactos cientificos e tecnoldgicos. Varios governos tém priorizado a
nanotecnologia em sua agenda de desenvolvimento de ciéncia e tecnologia, sendo
continuamente refletidas e discutidas, e assim, gerando novas propostas de acdes
com o objetivo de superar desafios globais apresentados em escala municipal,
estadual e/ou nacional. Uma estimativa € que o impacto econdmico global da
nanotecnologia seja de pelo menos trés trilhdes de ddlares até 2020, o que podera
empregar até 6 milhdes de trabalhadores nas crescentes industrias que utilizam essa
tecnologia no mundo (ZHIDEBEKKYZY; KUPESHOVA; YESMURZAYEVA, 2019; QI
et al., 2018; DIMER et al., 2013; BARIL et al., 2012).

Dentre os principais temas debatidos para o avanco da nanotecnologia
destacam-se o0s relacionados a é&rea da saude, incluindo o desenvolvimento,
caracterizacdo, e a producdo de farmacos, medicamentos, estruturas, matérias-
primas e materiais inovadores e tradicionais, abrangendo a ciéncia de nanomateriais,
possibilitando uma melhora direta nos diagnosticos, prevencdo e tratamento de
doencas sem curas ou com prognostico severo, como cancer, infecgbes, doengas
cardiovasculares, doengas neurodegenerativas, entre outros. Além da utilizacdo dos
nanomateriais em engenharia de tecidos e implantes para a fabricacdo de estruturas

para regenerar o tecido dentro do corpo e direcionar e liberar de forma efetiva algumas
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drogas em um sistema de liberacdo modificado (SHI; LAMMERS, 2019; SUN et al.,
2019; WAHLICH et al., 2019; ZAVISOVA et al., 2019; ROSTAMI; SAZGARNIA, 2019;
COTY; VAUTHIER, 2018; GUERRERO-ARELLANO, 2017; PERRIE, 2016; DIMER et
al., 2013). A expectativa mundial é que essa tecnologia represente um poderoso
instrumento na pesquisa e desenvolvimento em varias areas, sendo esperada,
também, uma grande revoluc&do no mercado farmacéutico mundial, justamente porque
a nanotecnologia é aplicada diariamente na populacdo e com isso, muda suas vidas
de forma constante (ZHIDEBEKKYZY; KUPESHOVA; YESMURZAYEVA, 2019;
BHATTACHARYA; GHOSH; MUKHOPADHYAY, 2019; BOHOLM; LARSSON, 2019;
MARCHETTI; SARAIVA, 2009).

Essa area de conhecimento emergente e inovacdo tecnocientifica possui
natureza interdisciplinar, j& que seus avancos provém de diversas ciéncias, como
engenharia, quimica, fisica, biologia e ciéncias farmacéuticas, as quais tém focado em
formular ingredientes farmacéuticos ativos para esses produtos com habilidades
novas e mais eficientes (MALEKI; KARIMPOUR; MALEKI DIZAJ, 2018; POZAS, 2016;
COIMBRA, 2013; MARCHETTI; SARAIVA, 2009).

A nanotecnologia monitoriza, repara, constréi e controla componentes e
funcdes biolégicas em humanos mediante o uso de sistemas em nanoescala. Como
ja citado, a unido com a medicina a converte em uma importante opcao terapéutica e
diagnoéstica para mdultiplas enfermidades. O combate das doencas em escala
molecular permite um diagnostico precoce e uma forma muito mais especifica de
combater as células afetadas. Com isso, desenvolver nanomedicamentos eficientes
requer um melhor entendimento de seus mecanismos de acao, incluindo as interacdes
que ocorrem entre as nanoparticulas e os sistemas biolégicos — jA que essas
particulas possuem biocompatibilidade e estabilidade coloidal em solucdes
fisiologicas. Ademais, as pesquisas na area vém buscando novas formas de
administracéo e melhoria da absor¢cdo com maior tempo de acdo do farmaco (ZAINAL-
ABIDIN et al., 2019; ZAVISOVA et al.,, 2019; COTY; VAUTHIER, 2018; MALEKI;
KARIMPOUR; MALEKI DIZAJ, 2018; SMITH et al., 2018; GUERRERO-ARELLANO,
2017; MARCHETTI; SARAIVA, 2009).

A funcéo dos sistemas de liberacdo de farmacos € transportar os ativos
através do organismo, melhorando a sua estabilidade frente a degradagcéao quimica,
fisica e/ou enzimatica e facilitando a difusdo através das barreiras biolégicas. Isso

acarreta na penetracdo pelas células e melhoram a farmacodinamica e
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farmacocinética, aléem de minimizar os efeitos adversos local e/ou sistémico. Outro
fator importante € o de prolongar seu tempo de acdo e reduzir sua frequéncia de
administracao (WAHLICH et al., 2019; SILVA, 2017; GUERRERO-ARELLANO, 2017
RIGON et al., 2017; MARCHETTI, SARAIVA, 2009; SCHAFFAZICK et al., 2003).

Segundo Perrie (2016), o pequeno tamanho e a grande area de superficie,
em relacéo a proporcao de volume das formulacdes, melhoram a poténcia e a eficacia
dos farmacos, pois aumentam a sua solubilidade e taxa de dissolu¢do, modificam a
distribuicdo e melhoram o direcionamento ao alvo. A melhor solubilidade e dissolugao
deve-se a conjugacao do farmaco a substancias sollveis em agua, formulados como
particulas de farmacos nanodimensionados ou incorporados a nanoparticulas. Além
disso, a biodisponibilidade do farmaco pode aumentar prevendo a eliminacao renal do
mesmo e protegendo-o contra a liberacéo pelo sistema fagocitico mononuclear.

A taxa de liberacdo de forma controlada e direcionada € uma abordagem
muito atraente ja que resulta no maximo impacto terapéutico com simultanea
diminuicdo dos efeitos indesejaveis causados em suas formas convencionais de uso
(MALEKI; KARIMPOUR; MALEKI DIZAJ, 2018; NAKHLBAND et al., 2018).

Portanto, o fundamento tecnolégico da nanotecnologia atribui-se as ciéncias
do desenho, sintese, caracterizacdo e aplicacdo de materiais e dispositivos cujo
tamanho varia, em geral, de 1 a 100 nandmetros (nm) podendo abranger a
manipulacdo individual de atomos, moléculas ou fétons, com construcdo e operagao
de dispositivos de veiculacdo de farmacos (SHI; LAMMERS, 2019; ROSTAMI,
SAZGARNIA, 2019; MEHTA et al., 2019; SMITH et al., 2018; GUERRERO-
ARELLANO, 2017; PENALOZA et al., 2017; CLEBSCH; WATANABE, 2017; BHATIA,
2016; PERRIE, 2016; COIMBRA, 2013; BARIL et al., 2012; HANEMANN; SZABO,
2010; MARCHETTI, SARAIVA, 2009). Segundo Perrie (2016) e Marchetti e Saraiva
(2009), essa classificacdo de tamanho permanece em aberto e h& certa ambiguidade
sobre o que é considerado nanotecnolégico ja que particulas em ampla faixa de
tamanho costumam ser enquadradas como nanotecnologia, uma vez que basear 0s
sistemas nanoestruturados apenas em tamanho € insensato ja que a eficiéncia e
utilidade desses sistemas de liberacdo de farmaco néo deve-se somente ao tamanho.
A Food and Drug Administration (FDA) (2014) costuma considerar 1.000 nm como
limite maximo mais apropriado quanto a projecédo de materiais a serem tratados como
nanotecnologicos, desde que a particula possua propriedades dependentes do

tamanho.
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O sistema nanométrico € composto de pelo menos dois componentes: 0
principio ativo, ou molécula biologicamente ativa, e o proprio sistema. Os principais
nanocarreadores aplicados na terapéutica sdo os lipossomas, nanoparticulas
poliméricas ou lipidicas, micelas, nanocristais, dendrimeros, anticorpos, entre outros.
A Figura 1 demonstra a dimenséao de algum desses sistemas. A escolha do carreador
mais adequado do farmaco depende de diversos fatores que podem afetar a
biodistribuicdo e o seu sitio ativo (WAHLICH et al., 2019; BUSATTO et al., 2019;
SMITH et al.,, 2018; GUERRERO-ARELLANO, 2017; PERRIE, 2016; VIEIRA,
GAMARRA, 2016; DIMER et al., 2013; CISMARU; POPA, 2010).

FIGURA 1 — Sistemas nanométricos e aproximacao da faixa de tamanho

Hemoglobina - 6,5 nm Anticorpo - 12 nm Influenza virus - 130 nm

|

0

Micelas poliméricas

Nanocristais

Nanoparticulas metélicas

10 nm 100 nm 1000 nm

Nanoescala

Fonte: Adaptado de WAHLICH, J.; DESAI, A.; GRECO, F.; HILL, K.; JONES, A. T.; MRSNY, R. J;
PASUT, G.; PERRIE, Y.; SEIB, F. P.; SEYMOUR, L. W.; UCHEGBU, I. F. Nanomedicines for the
delivery of biologics. Pharmaceutics, [s. ], v. 11, n. 5, p. 1-14, 2019.

Segundo Perrie (2016), ja existem varios produtos autorizados para uso
clinico que podem ser classificados como nanomedicamentos. Alguns deles ja foram

aprovados ha vérios anos, tendo sido registrados antes mesmo da criagdo da
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classificacéo dos produtos nanotecnoldgicos. O primeiro produto lipossomal aprovado
pelo FDA foi o Doxil® (nome fantasia comercializado nos EUA), o qual possui a
doxurrubicina encapsulada em lipossoma. Devido a capacidade dos lipossomas
melhorarem a dire¢cdo da doxurrubicina para os locais com tumor, esse medicamento
foi o primeiro utilizado no tratamento da Sindrome da Imunodeficiéncia Humana
Adquirida (SIDA) relacionada com o sarcoma de Kaposi, sendo hoje em dia autorizado

para outras indicacdes antitumorais.

3.2 NANOPARTICULAS POLIMERICAS

Nanoparticulas poliméricas representam uma alternativa tecnolégica com
excelente biocompatibilidade, ndo imunogénica, ndo toxica e biodegradavel. O seu
campo de estudo esta rapidamente crescendo e ganhando um papel importante em
diversas areas tecnoldgicas. A importancia dessas particulas comecou quando 0s
pesquisadores descobriram que o tamanho pode influenciar nas propriedades fisico-
quimicas do farmaco, assim como nas propriedades opticas (KHAN; SAEED; KHAN,
2017; GUERRERO-ARELLANO, 2017; BHATIA, 2016; DIMER et al., 2013; YADAV,
H. K. S.; etal., 2012; WOLINKSY; COLSON; GRINSTAFF, 2012).

Essas particulas em escala nanométrica atrairam crescente interesse de
todos os ramos farmacéuticos por conta de sua facilidade de obtencéo;
direcionamento do farmaco ao alvo especifico; capacidade de entregar os ativos numa
dosagem menor da convencional, aumentando a sua eficiéncia terapéutica,
diminuindo os efeitos adversos e, sendo assim, acarretando na melhor adeséo do
paciente ao tratamento. Com isso, o desenvolvimento dessa tecnologia é guiado pelo
desejo de melhorar a sobrevida global e a sua qualidade (ZHANG; ZHANG; ZHU,
2019; KIM; GRIFFITH; PANYAM, 2019; KHAN; SAEED; KHAN, 2017; GUERRERO-
ARELLANO, 2017; PENALOZA et al., 2017; BHATIA, 2016; NAGAVARMA et al.,
2012; WOLINKSY; COLSON; GRINSTAFF, 2012).

Segundo Zavisova et al. (2019), Nagavarma et al. (2012) e Cismaru e Popa
(2010), o tamanho nanométrico e a utilizagéo de polimeros melhora a permeacéo das
mesmas através das membranas celulares, eleva a sua estabilidade e aumenta a
permanéncia na corrente sanguinea, assim como também, protege as particulas

contra agregacao ou aglomeracéao.
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De acordo com Carter; Narasimhan e Wang (2019), Guerrero-Arellano (2017),
Bhatia (2016), Nagavarma et al. (2012) e Cismaru e Popa (2010), as principais

vantagens, de forma geral, das nanopatrticulas poliméricas sao:

o Capacidade de proteger a molécula encapsulada frente a eventual
degradacéo;

. Capacidade de atravessar as barreiras bioldégicas como pele, mucosas
e barreira hematoencefalica;

. Capacidade de alcancar os érgéaos e tecidos no qual realizara sua agéo,
seja de forma passiva ou ativa;

. Capacidade de atingir compartimentos intracelulares;

o Capacidade de controlar a liberacdo do ativo em seu sitio de acdo,
aumentando a sua concentracao no local;

o Capacidade de responder a estimulos (pH, temperatura, etc);

. Estabilidade por longo periodo, podendo ser estocada por varios meses;

o Decréscimo da toxicidade do ativo;

. Aumento da biodisponibilidade;

o Aumento da solubilidade;

o Decréscimo da variabilidade paciente-paciente;

. Aumento da estabilidade de qualquer farmaco volatil.

As aplicacdes desse tipo de sistema na area médica exigem que essas
particulas tenham alto valor elétrico, tamanho entre 10 e 1000 nm e uma distribuicao
de tamanho de particula estreita. A sua deteccdo em tecidos pode ser realizada por
meio de intera¢Bes antigeno-anticorpo usando anticorpos marcados com substancias
fluorescentes, enzimas, compostos radioativos ou ouro coloidal (ZHANG; ZHANG;
ZHU, 2019; KHAN; SAEED; KHAN, 2017; NAGAVARMA et al., 2012).

Quando se trata de um sistema de liberacdo controlada transepidermal, as
nanoparticulas poliméricas frequentemente mostram liberacdo superior do ativo e
penetracdo mais profunda. Com isso, grupos de pesquisa tém mostrado que
nanoparticulas variando de 50 a 500 nm sdo 6timas opc¢Oes para esse sistema de
liberacdo, isso por conta das vantagens que apresentam, como aderéncia ao paciente

em comparacgao a outras vias de administragéo invasivas dolorosas e evasao do efeito
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de primeira passagem causado no figado por administracdo oral (CARTER;
NARASIMHAN; WANG, 2019). Segundo Bhatia (2016), particulas com tamanho na
faixa de 500-1000 nm conseguem atingir as camadas mais superficiais da pele,
enquanto as com tamanho inferior sdo capazes de penetrar até camadas mais
profundas.

Essas particulas poliméricas ndo sdo moléculas simples e contém varias
camadas. A camada superficial pode ser funcionalizada com uma variedade de
moléculas pequenas, como, ions metalicos, surfactantes e outros polimeros; a
camada da casca, que é quimicamente diferente do nucleo e o proprio nucleo, que é
a parte central da nanoparticula (KHAN; SAEED; KHAN, 2017; GUERRERO-
ARELLANO, 2017; DIMER et al., 2013).

Elas sdo consideradas particulas sélidas coloidais e podem se apresentar na
forma de nanocapsulas ou nanoesferas, de acordo com a estrutura, composicéo e
método de preparacdo, como representado na Figura 2. As nanocapsulas, ou
reservatérios, sdo constituidas por um invoélucro polimérico disposto ao redor de um
nucleo oleoso, podendo o farmaco estar dissolvido neste ndcleo e/ou adsorvido a
parede polimérica. As nanoesferas, ou sistema matricial, ndo contém 0leo na sua
formacdo, mas sédo formadas por uma matriz polimérica, onde o farmaco pode ficar
retido ou adsorvido uniformemente (IYISAN; LANDFESTER, 2019; ZHANG; ZHANG,;
ZHU, 2019; NAKHLBAND et al., 2018; RIGON et al., 2017; KHAN; SAEED; KHAN,
2017; BHATIA, 2016; SOUTO; SEVERINO; SANTANA, 2012; NAGAVARMA et al.,
2012; SCHAFFAZICK et al., 2003).

FIGURA 2 - Representagdo esquematica de nanocapsulas e nanoesferas poliméricas
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Fonte: Adaptado de SCHAFFAZICK, S.; STANISCUASKI, S.; LUCCA, L. De; RAFFIN, A.
Caracterizacdo e estabilidade fisico-quimica de sistemas poliméricos nanoparticulados para
administragdo de farmacos. Quimica Nova, [s. I.], v. 26, n. 5, p. 726-737, 2003.

Os mecanismos de liberagcdo do farmaco em sistemas poliméricos ocorre por

varias maneiras diferentes, sendo eles: 1) intumescimento das nanoparticulas por
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hidratacdo seguida de liberacdo por difusdo; 2) reacdo quimica ou enzimatica
resultando na ruptura, clivagem ou degradacdo do polimero no local de entrega,
liberando o farmaco do nudcleo interno; 3) dissociacdo do farmaco do polimero e sua
adsorcaol/liberagcdo das particulas intumescidas; 4) difusdo através da matriz
polimérica; 5) bombeamento osmotico e 6) erosdo (SOUMYA; SAHU, 2017; KAMALY
et al., 2016; NAGAVARMA et al., 2012).

A nanoencapsulacao € conhecida como o processo ou tecnologia responsavel
pela incorporacdo ou revestimento de substancias ativas por um material protetor,
essas podem liberar seu contetdo de forma controlada ou em condi¢des especificas,
como a temperatura e o pH. Os sistemas carreadores nanoestruturados podem exibir
diferentes formas dependendo dos materiais e métodos utilizados em sua preparacao
(MALEKI; KARIMPOUR; MALEKI DIZAJ, 2018; FREIRE, 2017).

Segundo lyisan e Landfester (2019), Bhatia (2016), Nagavarma et al. (2012)
e Schaffazick et al. (2003), existem varios métodos para a preparacdo de
nanoparticulas poliméricas que séo classificadas de acordo com o tipo de particula
que se deseja formar. Esses processos podem ser classificados em métodos
baseados na polimerizacdo in situ dos monémeros dispersos ou na precipitacdo de
polimeros pré-formados, como poli(acido latico) (PLA), poli(acido latico-co-glicolico)
(PLGA), policaprolactona e, ainda, os copolimeros de acido metacrilico e de um éster
acrilico ou metacrilico. Independentemente do método de preparacgéo os produtos sédo
obtidos como suspensodes coloidais aquosas.

A escolha dos materiais utilizados na producdo é de grande importancia,
principalmente nos casos de nanocapsulas poliméricas, por conta da variedade de
polimeros existentes e como eles podem influenciar no perfil de liberacdo, no tamanho
da particula e no potencial zeta do sistema. Além disso, 0 uso de polimeros
biodegradaveis e biocompativeis reafirmam o comprometimento com o
desenvolvimento sustentavel. A escolha do polimero deve ser realizada de acordo
com o principio ativo, pois se o farmaco for hidrofilico, o polimero sera de caracteristica
apolar e o meio sera oleoso, se o farmaco for lipofilico ocorre de maneira inversa.
Polimeros sdo materiais muito convenientes para fabricacdo de inUmeros projetos que
podem ser integrados na constru¢cdo de nanoparticulas com aplicacdes médicas
potenciais (HERNANDEZ-PATLAN et al., 2019; MEHTA et al., 2019; FREIRE, 2017,
SILVA, 2017; RIGON et al., 2017; NAGAVARMA et al., 2012). Estes polimeros séo

muitas vezes hidrofébicos e séo idealmente adequados para uso a longo prazo e
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estabilizacdo interna de farmacos insoluveis em agua (WOLINKSY; COLSON;
GRINSTAFF, 2012).

De acordo com Zhang; Zhang; Zhu (2019), o primeiro medicamento com
nanoparticula polimérica foi aprovado pelo FDA em 1997, composto por PLGA
carreando acetato de leuprolida na forma injetavel. A partir desse, varios outros

produtos foram desenvolvidos.

3.3 POLIMEROS BIODEGRADAVEIS

A palavra polimero origina-se do grego poli (muitos) e mero (unidade de
repeticdo). Portanto, um polimero € uma macromolécula formado por inimeras
unidades de repeticao ligadas por ligacao covalente, onde cada mero € composto por
um mondémero. Cada mondémero deve ter pelo menos funcionalidade 2, ou seja, dois
pontos reativos. A bifuncionalidade pode ser obtida com a presenca de grupos
funcionais e/ou duplas ligacdes reativas. Além disso, 0 mondmero deve ser capaz de
se combinar com outros mondmeros para ocorrer a reagdo de polimerizacéo.
Dependendo dos grupos quimicos formadores dos mesmos e da quantidade de meros
por cadeia € possivel classificd-los e verificar sua massa molecular (MM), que é
importante para muitas das propriedades fisicas do polimero (CANEVAROLO, 2002).

Como os polimeros normalmente envolvem uma faixa larga de valores de
massa molecular, € normal encontrar grande variacao de propriedades fisicas, que ao
modificar o tamanho da cadeia, altera essa propriedade como um todo. Isso é
vantajoso ao produzir varios tipos de polimeros com diferentes MM para atender as
necessidades particulares de uma dada aplicacdo ou técnica de processamento.
Polimeros de interesse comercial apresentam geralmente MM > 10.000 g/mol
(CANEVAROLO, 2002).

A utilizagdo de um novo produto depende de suas propriedades e
principalmente de seu custo, o qual, no caso de polimeros, deve-se ao custo do
processo de polimerizacdo e disponibilidade do mondémero. Sendo assim, as
principais fontes de matérias-primas para a producédo dos mondémeros sdo as naturais,
como a celulose e borracha natural; o carvdo mineral de onde se gera o etileno e, por
fim, os advindos do petrdleo, que € a fonte mais importante, de onde produz, por
exemplo, o PCL (BRITO et al., 2011; CANEVAROLO, 2002).
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O material que carrear o farmaco ou a molécula biologicamente ativa deve ser
guimica e biologicamente inerte, assim como seus produtos de degradacéo, para ndo
causar nenhuma reag¢do ou dano ao organismo e deve ser biodegradavel, além de
liberar diretamente o farmaco no local desejado. As principais vantagens dos
biomateriais poliméricos em comparacédo a outros materiais deve-se a facilidade de
fabricacdo para produzir formas variadas (particulas, fios, dentre outros), custo
razodvel e a facilidade de encontrar materiais com as propriedades necessarias para
as aplicagbes especificas (KHAN; SAEED; KHAN, 2017; DING et al., 2016; PIRES;
BIERHALZ; MORAES, 2015; VILLANOVA; OREFICE; CUNHA, 2010).

Os polimeros sintéticos tém sido amplamente empregados na producéo de
nanoparticulas poliméricas para veiculacdo de farmacos, proteinas e peptideos. A
escolha do polimero adequado ird depender da aplicacdo terapéutica requerida. Para
decidir a melhor opc¢éo, deve-se verificar as caracteristicas fisico-quimicas, como
viscosidade e higroscopicidade, além de que, o polimero deve ser biocompativel e ter
capacidade de liberar completamente o solvente ou outros materiais utilizados durante
o desenvolvimento. Além disso, varios dos polimeros sintéticos possuem cinética de
degradacdo conhecida e podem ser sintetizados de forma controlada e reprodutiva
(PIRES; BIERHALZ; MORAES, 2015; RANCAN; BLUME-PEYTAVI; VOGT, 2014;
SEVERINO et al., 2011).

Uma das formas de classificar os polimeros sintéticos é dividi-los em néo-
biodegradaveis e biodegradaveis. A diferenca entre eles, € que os biodegradaveis nao
precisam ser removidos cirurgicamente e sdo amplamente utilizados na area
farmacéutica por conta de sua seguranca e biocompatibilidade, sendo os principais
representantes os poliésteres alifaticos. Esses poliésteres ndo possuem toxicidade e
sao biodegradaveis pelo fato de, em ambiente aquoso sofrerem degradacéao hidrolitica
e/lou enzimatica mediante a clivagem de ligagcbes éster originando &cidos
hidroxicarboxilicos atoxicos, que sdo metabolizados a diéxido de carbono e agua, pela
via do ciclo do acido citrico e sédo excretados na urina. Os fatores que influenciam essa
degradacédo sdo a composicao polimérica, MM do polimero, pH e a forga iGnica do
meio (NAKHLBAND et al., 2018; SEVERINO et al., 2011; VILLANOVA; OREFICE;
CUNHA, 2010; FRANCHETTI; MARCONATO, 2006; SOPPIMATH et al., 2001).

Segundo Villanova; Oréfice; Cunha (2010), os polimeros biodegradaveis séo
agueles que sofrem degradacdo macromolecular in vivo gracas a acao de enzimas,

microrganismos ou de células do sistema imune. O processo de degrada¢do envolve
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guebra da cadeia polimérica e, com isso, a modificacdo da MM e da solubilidade do
polimero. Outros processos bioldgicos, fisicos e quimicos também podem atuar na
biodegradagao.

A Tabela 1 lista alguns polimeros sintéticos mais utilizados na formulacdo de

sistemas de liberacéo de farmacos.

TABELA 1 — Exemplos de polimeros sintéticos utilizados na fabricacdo de sistemas de liberacdo de
farmacos

Polimeros nao biodegradaveis

- Acrilatos: poli(metacrilato de metilo) (PMMA), poli(acido acrilico) (PA),
poli(metacrilato de 2-hidroxietilo) (PHEMA)

- Acrilamidas: poliacrilamida, poli(N-isopropilacrilamida)

- Polidimetilsiloxano (PDMS)

- Copolimeros de acetato de etilenovinil (EVA)

- Polivinilpirrolidona (PVP)

Polimeros biodegradaveis

- Poliésteres: poli(acido lactico) (PLA), poli(acido glicolico) (PGA), poli(acido lactico-

coglicolico) (PLGA), poli(e-caprolactona) (PCL), poli(diaxanona) (PDS)

- Poliortoésteres

- Polifosfazenos

- Polianidridos

- Poliuretanas

- Poliaminoé&cidos sintéticos

Fonte: Adaptado de SILVA, M. C. P. Micro/nanoparticulas poliméricas e biodegradaveis de
mesocarpo de babacu: acdo imunomoduladora na polarizagcdo de macréfagos e efeito anti-
leishmania. 2017, 91 f. Tese (Doutorado em Ciéncias da Saude) — Universidade Federal do Maranh&o,
Maranhdo, 2017.

Os principais grupos funcionais suscetiveis a hidrélise séo os ésteres, orto-
ésteres, anidridos, carbonatos, amidas, uretanas e outros. Os poliésteres alifaticos,
poliamidas, poliuretanas, polianidridos, polifosfoéteres e as polifosfazonas se
degradam via hidrolise quimica ou enzimatica (VILLANOVA; OREFICE; CUNHA,
2010; FRANCHETTI; MARCONATO, 2006). Se a biodegradacao for enzimética por

microrganismos, a cadeia polimérica deve-se ajustar nos sitios ativos das enzimas e
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isto acontece gracas a flexibilidade dessas cadeias (SIQUEIRA et al., 2018;
FRANCHETTI; MARCONATO, 2006).

3.3.1 Poli(e-caprolactona)

Poli(e-caprolactona), cuja estrutura encontra-se mostrado na Figura 3, foi um
dos primeiros polimeros sintetizados na década de 1930 e tornou-se comercialmente
atrativo, principalmente durante a ascenséo dos polimeros entre as décadas de 70 e
80, pelo fato de ser um polimero sintético que pode ser degradado por
microrganismos. A sua sintese ocorre por polimerizacdo do mondmero ciclico
g-caprolactona — cujo anel é primeiramente clivado e aberto — utilizando uma
variedade de catalisadores anidnicos, cationicos, de ordenacéo e/ou radicais livres.
Cada método afeta na MM, que pode variar de 3.000 a 80.000 g/mol, assim como a
distribuicdo dessa massa e composicdo dos grupos quimicos (JANMOHAMMADI;
NOURBAKHSH, 2019; ABAMOR et al., 2018; WOODRUFF; HUTMACHER, 2010).

FIGURA 3 - Estrutura quimica do PCL

Fonte: O autor

O PCL é um poliéster alifatico sintético linear, derivado do petréleo, semi-
cristalino, hidrofébico, biocompativel, biodegradavel — apesar de ndo ser de fonte
natural —, barato e solivel em uma grande variedade de solventes organicos, como
cloroformio, diclorometano, tetracloreto de carbono, benzeno, tolueno, ciclohexano, e
2-nitropropano a temperatura ambiente; levemente solivel em acetona, acetato de
etila, dimetilformaldeido e acetonitrila. Possui baixa temperatura de fusao (59 a 64 °C),
temperatura de transicao vitrea (Tv) entre -65 a -60 °C, temperatura de decomposi¢ao
acima de 350 °C e propriedades reoldgicas e viscoelasticas superiores a outros
poliésteres, o que o torna facil de manipular, permitindo obter uma ampla gama de
produtos de custo baixo (BOSE et al., 2019; CHAN et al., 2019; KIM, 2019; HIVECHI,
BAHRAMI; SIEGEL, 2019; SIQUEIRA et al., 2018; ABAMOR et al., 2018; AJIBOYE;
TRIVEDI; MITCHELL, 2018; KAMALY et al., 2016; JUSTUS et al.,, 2015; PIRES;
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BIERHALZ; MORAES, 2015; KUMARI; YADAV; YADAV, 2010; WOODRUFF;
HUTMACHER, 2010; LABET; THIELEMANS, 2009; FRANCHETTI; MARCONATO,
2006).

De acordo com Feng et al. (2019) e Abamor et al. (2018), o PCL é aprovado
pelo FDA para a utilizacdo na biomedicina e na industria farmacéutica, o que atrai o
interesse de inimeros pesquisadores que desejam utilizar esse polimero na area
clinica.

Além disso, € um termoplastico, ou seja, um plastico com a capacidade de
amolecer e fluir quando sujeito a um aumento de temperatura e pressdo. Quando
retirado esses fatores, o polimero solidifica-se em um produto com formas definidas e
devido a isso, ele possui amplas aplicacdes tecnoldgicas. Ademais, outras
caracteristicas também s&o muito atrativas como boa tenacidade, flexibilidade e
compatibilidade com outros polimeros sintéticos (SIQUEIRA et al., 2018; LABET;
THIELEMANS, 2009; CANEVAROLO, 2002). Essa compatibilidade depende das
razbes empregadas e é geralmente utilizado para melhorar o controle da
permeabilidade dos sistemas carreadores (WOODRUFF; HUTMACHER, 2010).

A degradacdo desse polimero € mais lenta e acontece sob condicdes
fisiologicas em duas etapas. A primeira ocorre a clivagem hidrolitica ndo enziméatica
dos grupos ésteres da camada amorfa e a segunda, quando o polimero esta mais
cristalino e com uma baixa MM (menos de 3.000 g/mol), macréfagos e fagocitos
promovem sua degradacdo intracelularmente, sendo assim, absorvido
completamente pelo organismo, indicando que o PCL também é bioabsorvivel. A
vantagem da utilizacdo desse polimero € que o mesmo evita a criacdo de um ambiente
acido no tecido, além de possuir estabilidade in vitro (JANMOHAMMADI;
NOURBAKHSH, 2019; JUSTUS et al., 2015; PIRES; BIERHALZ;, MORAES, 2015;
KUMARI; YADAV; YADAV, 2010; WOODRUFF; HUTMACHER, 2010; LABET;
THIELEMANS, 2009). Segundo Woodruff; Hutmacher (2010) e Labet; Thielemans
(2009), a primeira etapa da degradacéo é idéntica a observada na hidrdlise in vitro a
40 °C e obedece a cinética de primeira ordem. A sua degradacao € autocatalisado
pelos acidos carboxilicos liberados durante a hidrélise.

A biodegradacédo do PCL é lenta quando comparada a outros polimeros, por
isso € mais adequado para a entrega de moléculas ativas a longo prazo. Nas ultimas
décadas, o PCL tem sido muito importante na area farmacéutica para desenvolver

sistemas de liberacdo controlada especialmente de peptideos e proteinas (HIVECHI,
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BAHRAMI; SIEGEL, 2019; CHAN et al., 2019; BOSE et al.,, 2019; WOODRUFF;
HUTMACHER, 2010).

3.4 ASPECTOS BIOFARMACEUTICOS DO TACROLIMUS (TAC)

Pacientes submetidos a um tratamento prolongado com determinados
medicamentos, especialmente aqueles com estreita relacéo entre dose terapéutica e
toxica, necessitam ser monitorados, quantificando-se periodicamente o farmaco ou
seus metabolitos nos fluidos bioldgicos, principalmente os farmacos da classe dos
imunossupressores. Por isso, existe um potente estimulo para monitorizacéo bioldgica
desses farmacos, bem como a necessidade de estudar seus parametros
farmacocinéticos, farmacodindmicos e toxicologicos, além de sempre estar
respeitando os ajustes individuais (GARCIA et al., 2004).

Com o advento dos imunossupressores para a manutencao principalmente de
orgdos transplantados, diversas teorias tém sido levantadas quanto ao seu uso
cronico, uma vez que nao somente pacientes transplantados o utilizam. Inclusive
guestiona-se 0 seu uso em doencas agudas e inflamatérias da pele, tais como a
dermatite atopica (YU et al., 2018; SAVIC et al., 2017; LAPTEVA et al., 2014; PATEL
et al., 2011; NAM; JI; PARK, 2011; YIN; XU; LUO, 2011; EL-BATAWY et al., 2009;
BOER; MARQUES; CARDOSO, 2008), psoriase (WAN et al., 2017a; WAN et al.,
2017b; JAIN et al., 2016; GABRIEL et al., 2016; LAPTEVA et al., 2014; BOER;
MARQUES; CARDOSO, 2008; MOREIRA, 2008) e vitiligo (BOER; MARQUES;
CARDOSO, 2008).

Tacrolimus (TAC) ou FK506, cuja férmula molecular é CasHssNO12 € a
estrutura quimica esta representada na Figura 4, € uma lactona macrolidea
hidrofébica isolada da fermentacdo da bactéria Streptomyces tsukubaensis,
descoberta em 1984 para uso como antifungico. Pertence ao grupo dos inibidores de
calcineurina — proteina citoplasmatica ativada pela enzima calcio fosfatase 2B —
utilizado como alternativa terapéutica a ciclosporina. O TAC atua no sistema
imunologico e diretamente nas células da pele, além de possuir efeito
neurorregenerativo e neuroprotetor (FIORENTINI; KHURRAM, 2019; KITA et al.,
2019; YU et al., 2018; DHEER et al., 2018; SHI et al., 2017; LIENDO et al., 2017; WAN
et al., 2017a; WAN et al., 2017b; SAVIC et al., 2017; GABRIEL et al., 2016; JAIN et
al., 2016; LAPTEVA et al., 2014; PATEL et al., 2011; LAN et al., 2011; PEREIRA et
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al., 2010; BOER; MARQUES; CARDOSO, 2008; MOREIRA, 2008; BUIJSCH, 2007;
GARCIA et al., 2004).

FIGURA 4 — Estrutura tridimensional otimizada pelo pacote de programas Gaussian 09 em nivel de
teoria HF/6-31G e estrutura quimica do TAC

Fonte: O autor
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Segundo as suas propriedades fisico-quimicas, podemos destacar a alta MM
de 804,02 g/mol, pKa 1 = 2,94; pKa 2 = 9,95; pKa 3 = 14,07, log P de 3,96 £ 0,83 e
ponto de fusdo de 126-129 °C. E insolivel em agua (4-12 ug/mL), levemente soltvel
em hidrocarbonetos saturados e altamente soltvel em lipidios e solventes organicos.
Em pH acima de 7 o farmaco é propenso a degradacao, o que implica na estabilidade
de formulagdes contendo agua. Apresenta-se isoladamente na forma de cristais
brancos e como forma farmacéutica é possivel encontrar como capsula, injetavel e
pomada para aplicagéo topica (JAIN et al., 2016; YAMAMOTO et al., 2019; YU et al.,
2018; DHEER et al., 2018; SAVIC et al., 2017; WAN et al., 2017a; WAN et al., 2017b;
ANDRADE et al., 2017; UNITED STATES PHARMACOPEIA — USP, 2013; BOER;
MARQUES; CARDOSO, 2008; MOREIRA, 2008). Em relacdo a classificacao
biofarmacéutica, o TAC é um farmaco classe Il, sendo, portanto, de alta
permeabilidade e baixa solubilidade. Enquanto que na categoria de risco na gravidez
pelo FDA ele se enquadra como risco C (CESAR; AZEVEDO; MOTA, 2017; AusPAR,
2010).

Em relacé@o a farmacocinética, o tempo de meia-vida € em média de 5-7 horas
e seu pico de concentracdo maxima no sangue e plasma atinge aproximadamente em
2 horas. Por ser altamente lipofilico a sua distribui¢&o ocorre por todos os tecidos. E
extensamente metabolizado no figado, pelas enzimas do citocromo P450 3A,
ocorrendo primeiramente reacdo de desmetilagdo e hidroxilacdo, seguida de
oxidacao. Menos de 1% de sua composicao original € excretada inalterada pela urina
e bile (MOREIRA, 2008).

Apesar de possuir estrutura quimica completamente diferente da ciclosporina,
ambos possuem mecanismo de acao semelhantes, sendo o TAC 10 a 100 vezes mais
potente que a mesma. S&o classificados como inibidores da transcricdo do primeiro
sinal para ativacao do linfocito T e indiretamente afetam a ativacdo dos linfécitos B.
Ao penetrar no citoplasma do linfécito, o TAC liga-se a proteina FK506 e forma um
complexo que se liga a calcineurina, calmodulina e ao célcio inibindo assim a ativagao
da calcineurina e a translocacdo do fator nuclear do linfécito T ativado (NF-AT)
citoplasmatico, impedindo a unido com sua subunidade nuclear. Essa inibicdo
blogueia a producédo de linfécitos e citocinas pro-inflamatorias que sdo necessarias
para a proliferacdo e diferenciacao dos linfocitos. O complexo formado com o TAC
também se associa a receptores de glicocorticoides ou de progesterona através da

acdo de proteinas de fase aguda da inflamacdo. Essa ligagdo com os receptores
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protege o farmaco contra degradacéo ou inativacao, promovendo a sua translocacao
para o0 nucleo e potencializando a sua ligagcdo ao DNA, inibindo a transcricdo de
diversas citocinas inflamatérias, como IL-2, IL-4, IL-5, interferon-Y, fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a), e mimetizando o efeito dos corticoides (KITA et al., 2019;
FIORENTINI; KHURRAM, 2019; JAIN et al., 2019; DHEER et al., 2018; YU et al., 2018;
XU et al., 2018; LIU et al., 2018; LIENDO et al., 2017; WAN et al., 2017b; JAIN et al.,
2016; LAPTEVA et al., 2014; NAM; JI; PARK, 2011; PEREIRA et al., 2010; EL-
BATAWY et al., 2009; BOER; MARQUES; CARDOSO, 2008; MOREIRA, 2008;
BUIJSCH, 2007; GONTIJO et al., 2008; GARCIA et al., 2004).

O TAC é aprovado pelo FDA e pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) e comercializado na forma de pomada para o uso tépico nas concentracfes
de 0,03% (m/m) para criancas acima de 2 anos e 0,1% (m/m) para demais pacientes
acima de 16 anos. A eficacia da pomada 0,1% é praticamente equivalente a classe
mais forte de corticoide, porém a pomada tem sido relatada com uma baixa absorcéo
e alta variabilidade, o que acarreta a garantia da entrega topica adequada do
medicamento pelas camadas da pele. Em estudos com ratos, foi relatado a eficacia
do TAC na supressao das células T, eosinofilos, mastocitos e imunoglobulina E (IgE).
Uma formulacao ideal de TAC deveria levar o farmaco até o seu local de destino, no
caso, a epiderme e a derme, que € onde encontra-se o infiltrado de células T na pele.
Porém, a pomada comercializada € lipofilica e farmacos insolliveis em agua para
atravessar a barreira da pele acaba sendo um desafio. Além disso, a utilizacdo de
excipientes como surfactantes para melhorar a solubilidade e o particionamento do
farmaco, podem potencializar a sua penetracdo e, com isso, causar uma entrega
sistémica desnecessaria do farmaco. Contudo, o uso topico é sempre preferivel em
relacao a terapia sistémica, ja que os efeitos adversos podem ser ainda maiores nesse
ultimo caso (KITA etal., 2019; YU et al., 2018; ZHUO; ABOUREHAB; HUSSAIN, 2018;
SHI et al., 2017; SAVIC et al., 2017; LIENDO et al., 2017; WAN et al., 2017b; JAIN et
al., 2016; LAPTEVA et al., 2014).

De acordo com Lan et al. (2011), o TAC no uso em pacientes com vitiligo
promove o crescimento de melanoblastos através do seu impacto nos queratindcitos,
mas tem efeitos limitados sobre os melanoblastos imaturos em termos de crescimento
celular. Como essas células séo derivadas da crista neural, é concebivel que o TAC
topico também induza a diferenciacédo dessas células pigmentares imatura, resultando

na pigmentacéo folicular observada clinicamente.
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Ja com relacado a psoriase, Wan et al. (2017b), indicam que a administracao
do TAC pode desempenhar um papel importante no tratamento da psoriase severa e
recalcitrante da face, genitélia, areas intertriginosas e placas corporais. Porém, o uso
topico ndo promoveu a deposicdo necessaria de TAC em placas psoriaticas
hiperqueratosicas. Varios relatos demonstraram que a aplicacao topica da pomada foi
eficaz apenas sob oclusédo ou em regides especificas do corpo onde a pele era mais
fina e permeével, como a face e areas intertriginosas. Essa baixa eficacia na terapia
foi atribuida a sua alta hidrofobicidade e alta MM, que impedem a penetracdo na pele
e através dela.

Segundo Kita et al. (2019), Jain et al. (2019), YU et al. (2018), Shi et al. (2017),
Wan et al. (2017b) e Pereira et al. (2010), a aplicacédo topica do TAC nao produz
efeitos adversos significativos como o dos corticosteroides, que seria atrofia ou
aumento da absorcdo percutanea depois de longo tempo de utilizacdo, porém a
sensacao de queimacao transitoria, as ondas de calor no local da aplicacdo e o prurido
frequentemente levam a suspenséo da terapia com a pomada, diminuindo a adeséo
do paciente ao tratamento. Além disso, quando os pacientes sdo tratados com a
pomada por 3 semanas, como no caso da dermatite atdpica, a sensacdo de
gueimacéao torna-se mais frequente com o aumento da dose de 0,03% para 0,3%. Em
pacientes cujo tempo de tratamento € de 12 semanas de aplicacao do farmaco, pode
ocorrer efeitos adversos sistémicos, como sintomas semelhantes a gripe, eritema e
dores de cabeca. Outro problema é o desconforto ao paciente em passar a pomada,
que é dificil retirar da superficie da pele e pode criar uma sensacéo pegajosa devido
a sua natureza gordurosa.

Como visto, esse farmaco tem sido amplamente explorado em problemas
relacionados com a pele e, por isso, grupos de pesquisa estédo trabalhando nessa
area. Estudos recentes com micelas poliméricas utilizando pele humana
demonstraram que ocorre maior deposi¢cdo do farmaco na camada dérmica e essa
penetracdo mais profunda acarreta aumento da sua acéo terapéutica e reduz os
efeitos adversos. Portanto, é clinicamente valido formular um sistema de liberacéo do
farmaco para intensificar a permeacdo do mesmo na pele e assim reduzir sua dose
aplicada topicamente para minimizar os efeitos adversos e manter a eficacia ao
mesmo tempo. Espera-se que esse sistema de liberacdo tenha a capacidade de
depositar mais farmaco, persista na pele por mais tempo e nao cause danos (DHEER
et al., 2018; YU et al., 2018; NAM; JI; PARK, 2011).
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Entretanto, a alta MM, alta hidrofobicidade e baixa solubilidade em agua do
TAC podem limitar sua capacidade de permear eficazmente a pele. Assim, torna-se
importante formular um sistema percutaneo de liberacdo de farmaco que aumente a
sua permeacgao em relacéo a sua pomada convencional e, consequentemente, reduza
a dose e os efeitos adversos no tratamento das doencas (YU et al., 2018; WAN et al.,
2017a; WAN et al., 2017b; SAVIC et al., 2017).



34

4 MATERIAL E METODOS

4.1 EQUIPAMENTOS

Balanca analitica (CELTAC, modelo FA2104N, Sao Paulo, Brasil);
Centrifuga (Hermle Z326K, Wehingen, Alemanha);

Cromatografo liquido de ultra eficiéncia acoplado a detector de fotodiodos
(SHIMADZU, modelo Nexera X2 System®, Quito, Japéo);

Cromatografo liquido de ultra eficiéncia acoplado a espectrometro de
massas (WATERS, Acquity HClass, Massachusetts, USA);

Destilador de &gua (FANEM LTDA, modelo 724/2-A, Sao Paulo, Brasil);
Difratdmetro de raios X (SHIMADZU, modelo XRD-6000, Quito, Jap&o);
Equipamento DSC/TG (STA 6000, Perkin Elmer, Waltham, MA, Estados
Unidos);

Espectrometro infravermelho com transformada de Fourier (SHIMADZU,
modelo IR Prestige-21, Quioto, Japéo);

Evaporador rotatério (FISATOM, modelo 801, Diadema, Brasil);

Liofilizador (LIOTOP, L202, Sdo Paulo, Brasil);

Metalizador (SHIMADZU, modelo IC-50 lon Coater, Quioto, Japéo);
Microscopio eletrdnico de varredura por emissdo de campo (TESCAN,
modelo Mira 3, Brno, Republica Tcheca);

pHmetro digital (HANNA, HI 2221, Sdo Paulo, Brasil);

Placa de agitacdo e aquecimento (FISATOM, modelo Q261-22, Diadema,
Brasil);

Ultrafreezer (REVCO, modelo ULT-2186-3-D37, Carolina do Norte, Estados
Unidos);

Zetasizer Nanoseries (Malvern Instruments, NANO ZS 90, Malvern Reino
Unido).
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4.2 REAGENTES E SOLVENTES
421 Farmaco

e Tacrolimus — TAC (Mw 822,0389 g/mol, 99,3% (m/m) de pureza, Fagron
S.A., Rotterdam, Holanda).

4.2.2 Polimero

e Poli(e-caprolactona) (Wv 14.000 g/mol, Sigma-Aldrich®, Séo Paulo, Brasil).

4.2.3 Agua Purificada

e Agua purificada pelo processo de destilagdo (H20 destilada), em
equipamento tipo Pilsen (Fanem LTDA, modelo 724/2-A, S&o Paulo, Brasil);
e Agua ultrapurificada pelo sistema de ultrapurificacdo em equipamento Milli-

Q (Merck, Integral 5, Darmstadt, Alemanha).
4.2.4 Solventes e Demais Reagentes

e Acetona ((CH3)2CO) (Synth, Diadema, Brasil);

e Acido Cloridrico (HCI) (Biotec Produtos Quimicos, Sdo José dos Pinhais,
Brasil);

e Acido Formico (CH202) (Biotec Produtos Quimicos, S4o José dos Pinhais,
Brasil);

e Brometo de potassio grau espectroscépico (KBr) (Aldrich Co., St. Louis,
Estados Unidos);

e Hidroxido de Sédio (NaOH) (Vetec Quimica Fina, Rio de Janeiro, Brasil);

e Lactose Monohidratada PA (Biotec Produtos Quimicos, S&o José dos
Pinhais, Brasil);

e Metanol (CH3OH) grau HPLC (Hexis Cientifica, Phillispsburg, Estados
Unidos);
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e Monooleato de sorbitano etoxilado 20 (polissorbato 80, Tween® 80,
Delaware, Porto Alegre, Brasil);

e Monooleato de sorbitano (Span 80®, OXITENO, Maud, Séo Paulo);

e Triglicerideos dos &cidos céaprico/caprilico (FOCUS QUIMICA, S&o Paulo,

Brasil).

4.2.5 Materiais

e Amicon® Ultra — 0,5mL, dispositivo de ultrafiitracdo com membrana de
celulose regenerada 10000 Da, Tullagreen, Carrigtwohill, Irlanda;

e Chromafil® 0-45/15 MS, filtro hidrofilico, 0,45 ym de abertura dos poros,
Macherey-Nagel, Diren, Alemanha;

e Chromafil® Xtra PTFE-20/13, filtro hidrofilico, 0,20 ym de abertura dos
poros, Macherey-Nagel, Duren, Alemanha.

4.3 DESENHO EXPERIMENTAL

O presente trabalho teve inicio com a sintese das nanocapsulas poliméricas.
Conseguinte, houve a quantificacdo do farmaco incorporado nas particulas realizado
por meio da cromatografia liqguida de ultra-alta eficiéncia acoplada ao detector de
fotodiodos (UHPLC-PDA), validado de acordo com a Resolugédo 166, de 24 de julho
de 2017, avaliando, assim, a eficiéncia de encapsulacdo do TAC, além de verificar
quais eram os possiveis produtos de degradacdo do TAC frente a hidrélise acida e
basica por meio da cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria
de massas (UPLC-MS/MS). Por fim, as formulacdes foram caracterizadas por
meétodos morfoldgicos, espectroscopicos e térmicos, e foi investigada a estabilidade
fisico-quimica das mesmas. As etapas estdo esquematizadas no fluxograma da

Figura 5.
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FIGURA 5 — Fluxograma das etapas da pesquisa
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4.4 OBTENCAO DAS SUSPENSOES DE NANOCAPSULAS CONTENDO
TACROLIMUS

As suspensfes de nanocapsulas obtidas a partir do polimero PCL contendo
TAC foram preparadas pela deposicdo interfacial do polimero pré-formado
(nanoprecipitacédo) descrito por Fessi, et al. (1989), cuja formulacdo encontra-se na
Tabela 2.
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TABELA 2 — Formulacdes das nanocéapsulas poliméricas contendo TAC, obtidas pelo método de
deposicao interfacial do polimero pré-formado

Formulacéao
Composicao NC-N NC-1 NC-2 NC-3
(0 mg/mL) (0,1 mg/mL) (1 mg/mL) (5 mg/mL)
Fase aquosa
Tween 80° (g) 0,077 0,077 0,077 0,077
Agua ultrapura (mL) 53 53 53 53

Fase organica

TAC (9) - 0,001 0,01 0,05

PCL (9) 0,1 0,1 0,1 0,1
Span 80®(g) 0,077 0,077 0,077 0,077

MCT* () 0,3 0,3 0,3 0,3
Acetona (mL) 27 27 27 27

*MCT: Triglicerideos de cadeia média
Fonte: O autor

Constituindo a fase organica, o polimero foi solubilizado em acetona na
presenca de Span 80®, TAC e triglicerideos de cadeia média (MCT). Para a fase
aquosa, foi adicionado o Tween 80° e agitado magneticamente para incorporacéo do
tensoativo. A fase organica apdés alguns minutos em agitacdo moderada e a
temperatura de 40 °C, foi adicionada na fase aguosa sob gotejamento lento, continuo
(1 gota/s), e agitacao vigorosa. Ao final, a suspenséo foi mantida em agitacao por mais
10 minutos e o solvente orgéanico eliminado sob presséo reduzida em evaporador
rotatério (Figuras 6 e 7), atingindo um volume final de 10 mL e concentracdo de TAC
de 0,1 mg/mL (NC-1), 1 mg/mL (NC-2) e 5 mg/mL (NC-3).
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FIGURA 6 — Esquema do método de obtencéo das nanocapsulas poliméricas contendo TAC preparadas
pela deposicao interfacial do polimero pré-formado
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FIGURA 7 — Método para obtencdo das nanocépsulas poliméricas contendo TAC preparadas pela
deposicao interfacial do polimero pré-formado. (A) Nanoprecipitacdo, (B) Evaporacéo do
solvente por evaporador rotatorio

(A) (..,.,I

B

Nanossuspenséo

Fonte: O autor

Para fins comparativos, foi preparada uma suspensao de nanocapsulas sem
a adicdo do farmaco (NC-N), como controle negativo e todas as formulagdes foram

preparadas em triplicata.
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4.4.1 Mistura Fisica

A mistura fisica (MF) na proporgédo, em massa, de 1:1 (TAC:PCL) (50% m/m)
foi preparada para uma caracterizagdo comparativa.

4.5 DETERMINACAO DO TACROLIMUS INCORPORADO NAS NANOCAPSULAS

A concentracdo do TAC encapsulado nas nanocépsulas poliméricas (mg/mL)
foi determinada a partir dos ensaios de quantificacdo desenvolvidos por cromatografia
liquida de ultra-alta eficiéncia (UHPLC), em equipamento Nexera X2 UHPLC system
(Shimadzu, Quito, Japdo), com bomba quaternaria (LC-30AD), desgaseificador (DGU-
20A5RA), amostrador automatico (SIL-30 AC), compartimento de coluna
termostatizado (CTO-20AC) e um detector de arranjo de fotodiodos (SPD-M20A),

conforme parametros estabelecidos na Tabela 3.

TABELA 3 — Pardmetros cromatogréficos utilizados para a quantificacdo do Tacrolimus por UHPLC

CARACTERISTICAS DESCRICAO
Deteccéao UV (A = 235nm)
Fluxo 0,55 mL/min
Coluna Shimadzu Shim-pack XR-ODS IIl Cis (2,0 mm x 200
mm X 2,2 pm)
Temperatura 50°C
Fase movel Metanol e 4gua acidificada com 0,1% de acido férmico
PA (89:11, v/v)
Volume de injegéo 5 pL
Tempo de anélise 3 min

Fonte: O autor

Previamente, o método analitico foi validado conforme descrito a seguir.

4.5.1 Validagédo do Método Analitico para Quantificacdo do Tacrolimus

A validacdo do método analitico foi desenvolvida conforme o preconizado na
Resolucdo RE n°® 166, de 24 de julho de 2017 (BRASIL, 2017) e com as
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recomendacdes da The International Conference on Harmonisation of Technical
Requirements for Registration of Pharmaceuticals for Human Use (ICH, 2005).

Os parametros avaliados foram seletividade, linearidade, limite de deteccéo,
limite de quantificacao, repetibilidade, precisdo intermediéria, exatiddo e robustez. A
aquisicdo e processamento dos dados foram obtidos com o software LabSolutions®
chromatography (Shimadzu UK Ltd, Milton Keynes, UK, versao 5.73).

A seletividade foi determinada pela analise do cromatograma das
nanocapsulas preparadas sem farmaco (NC-N) em compara¢do com o cromatograma
do TAC numa concentracdo de 200 pg/mL, com a intencdo de confirmar que a
formulacdo e o processo de preparo das nanocapsulas ndo interferem na
quantificacdo do farmaco.

Para o estudo de linearidade foram elaboradas trés curvas analiticas com
cinco pontos de concentracdes diferentes (100, 150, 200, 250 e 300 pg/mL), como
preconizados na RDC 166/17, utilizando a fase movel (89:11 metanol e agua
acidificada com 0,1% de &cido férmico) como solvente. A equacdo da reta e o
coeficiente de correlagéo (r) foram obtidos. A analise de regressao linear ocorreu pelo
método dos minimos quadrados e o coeficiente angular foi testado por Analise de
Variancia (ANOVA), com p < 0,05.

Os limites de deteccédo (LD) e de quantificacdo (LQ) foram determinados, por
meio da relagdo entre o desvio padréo dos coeficientes lineares (o) e a média dos
coeficientes angulares das curvas (IC), utilizando fatores multiplicadores sugeridos
pela ICH (2005), conforme as Equacbes 1 e 2.

LQ = (=) @

Para determinar a repetibilidade do método analitico, seis réplicas a 100% da
concentracdo de 200 pg/mL foram individualmente preparadas, nas mesmas
condi¢cbes de operacdo, mesmo analista, mesma instrumentacéo e no mesmo dia. O

resultado foi expresso em termos de coeficiente de variagdo (CV) de acordo com a
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Equacdo abaixo, onde DP é o desvio padrdo da série de medicdbes e CMD a

concentracdo média determinada.

cV = (ﬂ) x 100 (3)

CMD

A precisdo intermediaria foi avaliada por meio da analise de doze réplicas a
100% da concentracao de 200 pg/mL, que também foram individualmente preparadas,
em dois dias diferentes, no mesmo laboratério e por operadores diferentes. Em
seguida, foi calculado o CV inter-dia utilizando a Equacédo 3. A andlise estatistica dos
resultados foi realizada por Teste-t com p < 0,05.

Para a exatidao foi utilizado o método de recuperag¢do com adicdo de padréo.
Para isso, foi adicionado uma quantidade conhecida do farmaco (50 pg/mL) a solucao-
amostra, resultando nas concentragdes de 100, 200 e 300 pg/mL. As solugcdes foram
elaboradas em triplicata e os resultados expressos como porcentagem de
recuperacao, a partir da Equacao 4, onde CME é a concentracdo média experimental

e CT a concentracao teodrica.
Recuperacio (%) = Cg’—TEx 100 (4)

Na avaliagcédo da robustez, solu¢des de TAC a 200 pug/mL foram submetidas a
diferentes condi¢bes de fluxo da fase movel, temperatura da coluna analitica e
variacdo da composicado da fase movel. O fluxo foi modificado de 0,55 mL/min para
0,50 mL/min e 0,60 mL/min. A temperatura da coluna analitica foi alterada de 50 °C
para 45 °C e 55 °C. A variacdo da composicao da fase movel variou de 89:11 para
88:12 (metanol:agua acidificada) e 90:10 (metanol:agua acidificada). Os resultados
dos parametros foram analisados por meio do CV e Recuperacdo do analito (%) e
comparados com os valores obtidos em condicbes padrdo. A significancia dos

resultados foi verificada por ANOVA com pos-teste de Tukey com p < 0,05.
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4.5.2 Estudo da Degradacéo Forcada

O ensaio de degradacéo forcada foi adaptado de Nadal et al. (2015), onde foi
verificado a estabilidade do farmaco e seletividade do método proposto. Para isso, a
solucdo méae de TAC foi sujeita a degradacao forcada em condicfes acidas e basicas.

Para investigar a degradacao acida, 10 mL de solu¢cdo-mae padréo (2 mg/mL)
foi diluida em 25 mL de &cido cloridrico (HCI) 0,1M. Esta solucdo foi mantida a
temperatura ambiente (25 + 2 °C) e ao abrigo da luz durante 1 hora. Apés o tempo de
reacao, a solucao foi neutralizada com uma solucao de hidréxido de sédio (NaOH)
0,1M. Em seguida, essa solucao foi completada para 100 mL em baldo volumétrico
com metanol, obtendo uma concentracdo de 200 pg/mL. A solucao foi filtrada e
realizada a leitura em UHPLC-PDA. O mesmo procedimento foi utilizado para a
degradacédo alcalina, exceto pelo fato de que a solucdo de HCI 0,1M foi substituida

por NaOH 0,1M durante o preparo da amostra.

4.5.2.1 Espectrometria de massas

Com a intencéo de verificar quais eram os produtos de degradacéo existentes
durante a degradacao acida e alcalina, fez-se necessario o desenvolvimento de um
método analitico de separacdo e deteccdo por UPLC-MS/MS. O cromatégrafo
utilizado foi do modelo Waters Acquity HClass (MA, USA) equipado com autoinjetor
refrigerado (Sampla Manager FTN) e bomba quaternaria (Quaternary Solvent
Manager). A corrida cromatogréfica foi realizada em coluna Acquity UPLC BEH Cas
(1,7 um x 2,2 mm x 50 mm) mantida a 40 °C. A fase movel consistiu também em
metanol:dgua acidificada com 0,1% de &cido férmico (95:5 v/v) em fluxo isocratico de
0,3 mL min't e volume de injecdo de 5 pL, por 2 min de andlise.

A ionizagcdo e deteccdo do TAC foi realizada em espectrédmetro de massa
Xevo TQD (Waters) triplo quadrupolo, equipado com uma fonte de ionizacdo
eletrospray e operando em modo positivo de ionizagdo. A quantificagcdo ocorreu por
meio do monitoramento de rea¢des multiplas (MRM) para monitorar 0 precursor e 0s
ions produtos de m/z 826,3 > 770,3. Os parametros otimizados para espectrometria
de massas foram a voltagem do capilar 3,2 kV, temperatura desolvatacao 300 °C,
fluxo do gas desolvatacdo 500 L/h e temperatura da fonte de 150 °C. Os parametros
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especificos para o composto foram de 28 V de voltagem do cone e 20 eV (eletrovolts)
de energia de fragmentacdo (UPADHYAY et al., 2014; TAYLOR et al., 2012).
Todas as operagOes foram realizadas pelo programa MassLynx (Waters).

4.5.2.2 Preparo da amostra

As amostras para verificacdo da degradacdo forcada foram realizadas da
mesma maneira que a por UHPLC-PDA, porém resultando em uma concentracao final
de 100 ng/mL.

4.5.3 Eficiéncia de Encapsulacao

Considerando os resultados obtidos na quantificacdo do TAC, a eficiéncia de
encapsulacdo (EE%) para a NC-1 foi calculada a partir da razdo entre a massa do
farmaco obtido e a massa tedrica, segundo a Equacédo 5 (HEO et al., 2019; DE SOUZA
et al., 2015), e em relagdo as demais, a EE% foi verificada pela diferenca entre a
massa do farmaco inicialmente adicionado em cada formulacdo e a massa presente

nas formulacdes, conforme a Equacédo 6 (NADAL et al., 2015).

Concentragdo obtida

EE (%) = ( ) x 100 (5)

Concentracao tedrica

Concentracao téorica— Concentragio obtida

EE (%) = ( ) x 100 (6)

Concentragio tedrica

Para a formulacéo NC-1, a EE% foi determinada por método direto do farmaco
encapsulado, onde adicionou-se 500 puL da nanossuspensdao em um dispositivo de
ultrafiltracdo Amicon® e o mesmo centrifugado em centrifuga Hermle Z326K por 30
min a 6000 rotacdes centrifuga (rcf). Em seguida adicionou-se 100 pL de acetona ao
material filtrado e 0 mesmo foi deixado em banho de ultrassom por 10 min para quebra
da matriz polimérica que forma a nanocapsula, e com isso, desestruturando e
liberando o farmaco encapsulado. Posteriormente foi adicionado 1,2 yL de metanol e

200 pL de &gua acidificada com 0,1% de acido formico e essa solugéo foi novamente
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centrifugada por 5 min para precipitacdo do polimero. Por fim, o sobrenadante foi
filtrado em Chromafil® Xtra PTFE-20/13, filtro hidrofilico, 0,20 ym de abertura dos
poros, e realizado a leitura em UHPLC-PDA.

Para as demais nanocépsulas (NC-2 e NC-3) foi realizado o método indireto
de encapsulacdo do farmaco, onde quantificou-se a concentracdo de farmaco nao
encapsulado. Desta forma, 500 pL da nanosuspenséao foi adicionado também em
dispositivo de ultrafiltracdo Amicon® e centrifugado por 30 min a 6000 rcf. O filtrado foi
analisado em UHPLC-PDA e indiretamente verificado quanto do farmaco foi
encapsulado.

Todas as amostras foram realizadas em triplicata.

46 CARACTERIZACAO DAS SUSPENSOES DE NANOCAPSULAS
POLIMERICAS

4.6.1 Liofilizagéo

Para realizar a caracterizacdo por alguns meétodos, fez-se necessario a
liofilizacdo das nanocépsulas poliméricas contendo TAC. Para isso 1 g de lactose
(LAC) monohidratada foi dispersa na nanossuspensao sob agitacdo magnética. Em
seguida, a suspenséo foi congelada em ultrafreezer (REVCO, modelo ULT-2186-3-
D37, Carolina do Norte, Estados Unidos) a -80 °C por 24 horas e liofilizada em

liofilizador (LIOTOP, L202, Sao Paulo, Brasil) por 48 horas, até total remocéo da agua.
4.6.2 Determinacao do pH
A determinacdo do pH foi realizada em um potenciémetro digital previamente

calibrado com solugdes tampao pH 4,0 e 7,0, diretamente nas suspensdes coloidais,

apos a preparacao. Os resultados representam a média de trés amostras diferentes.
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4.6.3 Analises Morfoldgicas e de Superficie

4.6.3.1 Determinacéo do didametro médio e do potencial zeta

O tamanho médio de particula, o indice de polidispersidade (IPD) (distribuicéo
do tamanho de particula) e o potencial zeta foram medidos (n=3) pela espectroscopia
de correlacao de fétons (PCS) de acordo com o espalhamento dindmico da luz (DLS)
apos a diluicdo de uma aliquota da suspensdo de nanocapsulas em &gua
ultrapurificada (1:500) (Zetasizer Nanoseries, Malvern Instruments, Reino Unido).
Para verificar a diferenca estatistica entre os diametros médios, foi realizado teste

ANOVA 1 via entre os valores da média dos resultados.

4.6.3.2 Analise da morfologia e superficie

A avaliacdo morfologica e da superficie dos materiais de partida e das
nanocapsulas preparadas foi realizada em microscopia eletrénica de varredura por
emissado de campo (FEG-SEM) (TESCAN, modelo Mira 3, Brno, Republica Tcheca).
As amostras foram submetidas a metalizagdo com ouro em um metalizador IC-50 lon
Coater (SHIMADZU, Quioto, Japéo). Para obtencdo das eletromicrografias, foi
empregada voltagem de aceleracdo de 8 a 10 kV e utilizado software especifico
(Electron Optical Design).

4.6.4 Andlise Estrutural

4.6.4.1 Andlise por difragdo de raios x

O TAC puro, os polimeros, a MF e as nanocapsulas poliméricas foram
examinadas por difragdo de raios X (XRD) em difratbmetro Shimadzu XRD-6000, scan
de 2 °/min e 26 de 3° a 80°, radiacdo Ka de cobre (A = 1.5418 A), corrente de 40 mA
e voltagem de 40 kV, para a observacdo de possiveis picos indicativos de

cristalinidade.
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4.6.4.2 Avaliacao por espectroscopia na regido do infravermelho

As formulagcdes foram analisadas por espectroscopia na regido do
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), utilizando pastilhas de brometo de
potassio (KBr), empregando 4 mg de cada amostra e 196 mg de KBr grau
espectroscopico (2%, m/m), no equipamento IR Prestige-21 (SHIMADZU, Quito,
Japdo), na faixa de 4000-400 cm, com resolugcdo de 2 cm? e 64 scan/min. Os
espectros obtidos foram avaliados frente aos espectros do farmaco puro, polimero,
MF e da formulacédo sem a adicdo do TAC (NC-N).

Para verificar a intensidade dos sinais foi utilizado a Equacéo 7.

1= ™)

Onde | é a intensidade, Ap a area da banda analisada e A a area da banda

referéncia.
4.6.4.3 Avaliagao por espectroscopia raman

A andlise por espectroscopia Raman foi realizada em espectrdmetro Horiba
Xplora Plus com detector Syncerity, com comprimento de onda de 638 nm. A poténcia
do feixe de 35 mW, com 15 s de aquisi¢ao, lente de 50x, pinhole de 30 um e fenda de
50x1000 um. A grade de espectro de 600 ranhuras/mm, com faixa de aquisicéo de 50
a 3650 cm,

4.6.5 Andlise Térmica
4.6.5.1 Calorimetria exploratéria diferencial e termogravimetria

As técnicas empregadas foram a calorimetria exploratoria diferencial (DSC) e
termogravimetria (TG), onde as amostras foram colocadas em uma célula
calorimétrica de alumina e realizadas simultaneamente. O instrumento STA 6000
(Perkin Elmer, Waltham, MA, Estados Unidos) foi calibrado usando indio (In; p.f.=

156,6°C; AHsusao = 28,54 J/g) como padrao. As amostras foram aquecidas a uma taxa
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constante de 10 °C/min, de 20 a 600 °C, em atmosfera dinamica de nitrogénio (50

mL/min).

4.7 ESTUDO DE ESTABILIDADE FISICO-QUIMICA

As suspensdes foram armazenadas em temperatura ambiente (25 + 2 °C) e
protegidas da luz em frascos de vidro ambar. As formula¢gées foram monitoradas
durante 120 dias de armazenamento, verificando mensalmente o pH, tamanho de
particulas, distribuicdo de tamanho e potencial zeta. Todas as amostras foram
analisadas em triplicata.

Todos os dados resultantes da estabilidade foram avaliados pelo programa
GraphPad Prism, versao 6.01 para Windows. Os dados foram expressos como média
+ desvio padrdo. A ANOVA 1 via com pos-teste de Tuckey, seguido de teste t de
Student foi usada para comparacdes estatisticas, com nivel de significancia de 5%
(a=0,05).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

51 OBTENGCAO DAS SUSPENSOES DE NANOCAPSULAS CONTENDO
TACROLIMUS

As nanoparticulas de PCL contendo TAC (NC-1, NC-2 e NC-3) e as
nanoparticulas controle negativo (NC-N) foram obtidas com éxito pelo método da
deposicao interfacial do polimero pré-formado (nanoprecipitacdo). Todas as
formulacbes apresentaram macroscopicamente o aspecto leitoso (Figura 8) no
instante em que se adicionou a fase organica sob a fase aquosa, sendo essa a
caracteristica do efeito Tyndall que resulta da reflexdo de luz pela formacédo das
particulas (GOMES et al., 2019; SCHAFFAZICK et al., 2003; FESSI et al., 1989).

A faixa de escolha das concentracdes do farmaco utilizado nas formulacées
em estudo (0,1 mg/mL, 1 mg/mL e 5 mg/mL) foram selecionadas com objetivo de
comparagcdo com as concentragdes encontradas na literatura para tratamento das
doencas autoimunes cutaneas que podem variar de 0,03% a 0,3% (YU et al., 2018;
WAN et al., 2017b; SHI et al., 2017).

FIGURA 8 — Nanossuspensao de PCL contendo TAC obtidas pela técnica de deposicao interfacial do
polimero pré-formado (nanoprecipitacdo)

Fonte: O autor

Esse método consiste na precipitacdo de um polimero pré-formado a partir de
uma solugéo organica e a difuséo do solvente organico em meio aquoso na presencga

ou auséncia de um tensoativo. O polimero é dissolvido em um solvente de polaridade
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intermediaria miscivel em agua, levando a precipitacdo das nanoparticulas. Essa
deposicao de polimero na interface entre a agua e o solvente organico, causada pela
rapida difusdo do solvente, leva a formagéao instantdnea de uma suspensdo coloidal
(NAGAVARMA et al., 2012).

Essa técnica € facil, simples, de 6tima reprodutibilidade e utiliza um solvente
de baixa toxicidade. Foi desenvolvida para farmacos hidrofébicos e solventes
misciveis em agua, como etanol e acetona (ABRIATA et al., 2019).

Segundo Nagavarma et al. (2012) e Venturini et al. (2011), a formacao de
nanocapsulas ocorre quando um pequeno volume de 6leo ndo toxico é incorporado
na fase organica, como no caso o MCT. Considerando essa cavidade central a base
de dleo, uma alta eficiéncia de encapsulacdo de farmacos lipofilicos é observado,
justamente pela afinidade pelo nucleo. De acordo com Granata et al. (2018) e Fessi,
et al. (1989), esse nucleo oleoso é cercado por uma parede fina formada pela
deposicao interfacial do polimero PCL, formando, portanto, a nanocapsula (Figura 9).

Além disso, o Tween® 80, utilizado como surfactante ndo iénico, recobre o
PCL garantindo a hidrofilia adequada com o sistema formado impedindo a
coalescéncia das nanocapsulas por um efeito de estabilizacdo estérica (ABRIATA et
al., 2019; GRANATA et al., 2018).

FIGURA 9 — Esquema da nanocapsula polimérica obtida pelo método de nanoprecipitacdo
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Fonte: O autor
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5.2 DETERMINACAO DO TACROLIMUS INCORPORADO NAS NANOCAPSULAS

5.2.1 Desenvolvimento e Otimiza¢cdo do Método Analitico

Primeiramente fez-se necessario a pesquisa literaria para verificar a
existéncia de outros trabalhos que também realizaram a quantificacdo do TAC,
independente da matriz utilizada por eles. A maioria dos trabalhos encontrados
optaram por matrizes mais complexas como sangue e urina, utilizando, portanto, o
detector de espectrometria de massas (SIEGL et al., 2019; MEI et al., 2018; PENSI et
al., 2017; SALLUSTIO; NOLL; MORRIS, 2011; SEGER et al., 2009). Em contrapartida,
poucos trabalhos utilizaram o detector por absorbéancia no ultravioleta (A-ELBASIT,;
IMRAN; NAYEEM, 2018; DHANI et al., 2016; SALLUSTIO; NOLL; MORRIS, 2011). A
partir da andlise dos trabalhos foi possivel observar que a variacdo nas condicdes
cromatograficas se devia a fase movel, temperatura da coluna e fluxo.

Corridas iniciais foram realizadas adaptando o encontrado na literatura e
utiizando como fase moével metanol:agua (75:25 v/v), fluxo de 0,2 mL/min,
temperatura ambiente e comprimento de onda de 256 nm (SIEGL et al., 2019; (A-
ELBASIT; IMRAN; NAYEEM, 2018). No entanto, picos irregulares foram observados,
mostrando baixa resolucdo cromatografica devido, provavelmente, a diferencas
instrumentais e coluna analitica.

Pensando na melhora e otimizacdo do método cromatografico, varias
propor¢cdes em modo isocratico da fase movel foram testadas usando diferentes
misturas de metanol:dgua acidificada com 0,1% de acido férmico. Assim como, a
mudanca do fluxo, no forno que aquece a coluna analitica e comprimento de onda do
detector, até selecionar aquele em que o TAC absorvia melhor gerando um pico
cromatografico de maior intensidade. Com isso, uma melhor resolu¢éo cromatografica
foi obtida, detectando o pico do farmaco em 1,688 min, o que é adequado para

analises de rotina — Figura 10 e Tabela 4.
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FIGURA 10 — Cromatograma de UHPLC correspondente ao padrdo de Tacrolimus (200 ug/mL). Fase
maovel: metanol e agua acidificada com &cido férmico 1% (89:11 v/v); Fluxo: 0,55 mL/min;
Comprimento de onda de deteccdo: 235 nm; Temperatura da coluna: (50 £2 °C) e volume
de injecdo: 5 pL
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Fonte: O autor

TABELA 4 — Sumarizagéo dos principais parametros relativos ao método

Parametros Resultados
Tempo de retengao (min) 1,688
Largura do pico a 5% da altura (min) 0,277
Fator de simetria do pico (Tailing factor) 1,132

Fonte: O autor

Sintetizando, as condi¢cdes cromatograficas adequadas para otimizacao,
validacédo do método e quantificacdo do TAC incorporado nas nanoparticulas foram a
fase movel metanol:agua acidificada (89:11 v/v), temperatura da coluna de (50 +2 °C),
volume de injecdo da amostra de 5 pL, fluxo isocratico de 0,55 mL/min, detector

ajustado a 235 nm e tempo de analise de 3 min.
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5.2.2 Validacédo do Método Analitico para a Quantificacdo do TAC

A pesquisa cientifica de qualidade requer que seus resultados sejam
confiaveis e reprodutiveis. Para isso, deve-se utilizar métodos que atendam estas
exigéncias e, ainda, sejam de facil execucao e baixo custo. O processo de validagcao
€ responsavel por garantir que os resultados obtidos sejam condizentes com o real
(RIBANI et al., 2004). Segundo a Resolugéo da Diretoria Colegiada N° 166, de 24 de
julho de 2017, a validacdo deve comprovar que o método analitico empregado produz
resultados confiaveis e € adequado para o fim ao qual foi destinado e, para isso, deve
respeitar rigorosamente alguns parametros, estabelecidos por esta resolucéao.

O método foi validado conforme o preconizado na RDC 166, de 24 de julho
de 2017 e com as recomendacdes da ICH (2005). Os parametros avaliados foram
seletividade, linearidade e faixa de trabalho, limite de quantificacdo e deteccéo,
repetibilidade, precisdo intermediaria, exatidao e robustez.

A seletividade deve assegurar a capacidade do método de identificar ou
quantificar a substancia em estudo, em meio a qualguer outro componente que nao
se tenha interesse, como impurezas, diluentes e componentes de matriz. Além de
assegurar resultado positivo para o analito e negativo para as demais substancias.
Esse parametro certifica que a resposta gerada como resultado seja exclusiva da
amostra de interesse (BRASIL, 2017; RIBANI et al., 2004).

O método desenvolvido para quantificacdo do TAC mostrou-se seletivo e o
detector de arranjo de diodos indicou que o pico cromatografico do TAC nao
apresentou interferentes, jA que ndo houve sobreposicdo de leitura da formulagéo
NC-N no tempo de retencdo do TAC (Figura 11), indicando que nenhum componente
da formulacdo apresentou absorcao da radiacdo eletromagnética neste intervalo de

comprimento de onda.
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FIGURA 11 — Cromatogramas (y = 235nm) da nanocapsula preparada sem o farmaco: NC-N (B); em
comparacdo com o do TAC para seletividade (A)
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Fonte: O autor

A linearidade de um método deve ser compreendida como a capacidade do
mesmo em obter respostas proporcionalmente equivalentes a concentracao do analito
em estudo, dentro de uma determinada faixa de trabalho definida. Para isso, o teste
foi realizado em cinco concentracdes diferentes do analito. A curva analitica média

obtida esté representada na Figura 12.
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FIGURA 12 — Representacao grafica da curva analitica padrao para a determinacéo do TAC obtida por
UHPLC na faixa de concentracéo de 100 a 300 pg/mL (n=3)

700000
| |

600000
-
)
<EE n
< 500000
@
S
) n
(&)
400000
O
o
" m
@ 300000
0 y =2151,7x - 1927
< r=0,9999

200000 "

100 150 200 250 300

Concentracao de Tacrolimus (ug/mL)

Fonte: O autor

Por meio da andlise de regressao linear, foram obtidos os valores de
coeficiente angular (inclinacéo da reta), coeficiente linear (intercepto com o eixo y) e
coeficiente de correlacdo (r), sendo este Ultimo o valor responsavel por evidenciar a
qualidade da regresséo linear obtida, pois quanto mais proximo de 1 menor é a
disperséo entre os pontos e maior a seguranca dos resultados (BRASIL, 2017; RIBANI
et al., 2004). Os resultados obtidos estdo descritos na Tabela 5, a equacao linear
obtida pelo método dos minimos quadrados foiy = 2151,7x - 1927, onde y é a area do
pico e x é a concentracdo da solucéo padrao em pg/mL.

Os resultados revelaram um coeficiente de correlagéo estatisticamente igual
a 1 e coeficiente angular diferente de zero (p < 0,05). Desta forma, fica claro a
necessidade de utilizacdo de curva de calibragcdo ao invés de um ponto Unico da

padronizacdo na rotina de analise.



TABELA 5 — Dados obtidos por meio da analise da regressao linear

Parametros Resultados
Faixa de trabalho 100 a 300 pg/mL
Equacéo da reta (y= ax +hb) y =2151,7x - 1927
Inclinacéo da reta (a) 2151,7
Intercepto com o eixo y (b) 1927
Coeficiente de correlacéo de Pearson (r) 0,9999
Coeficiente de determinacéo (r?) 0,9999

Fonte: O autor

Com o objetivo de demonstrar que y realmente varia em funcdo de x foi
necessario avaliar que a variacao devida a regresséao é suficientemente maior que a
dos erros (residuos). Desta forma, a Figura 13 demonstra o grafico dos residuos, onde
foi possivel observar pela analise visual que os residuos séo independentes e

homogeneamente distribuidos em funcdo da média, garantindo a confiabilidade da

resposta gerada pelo método.
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FIGURA 13 — Representacao grafica dos residuos obtidos para cada replicata das concentra¢des das

curvas analiticas
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Com os dados provenientes da avaliacdo de linearidade foram calculados os
limites de deteccéao e de quantificacdo, por meio das Equacdes 1 e 2, respectivamente.
O LD refere-se a menor concentracdo do analito o qual o método deve ser capaz de
detectar, ao passo que o LQ € a menor quantidade de substancia que a metodologia
utilizada consegue quantificar com precisao e exatiddo (BRASIL, 2017; RIBANI et al.,
2004). Os valores de LD e LQ encontrados foram, respectivamente, 31,45 e
95,31 ug/mL, assegurando a viabilidade de aplicacdo do método dentro da faixa de
trabalho definida. A partir disso, é possivel afirmar que o método cromatografico é
adequado para detectar e quantificar o TAC na faixa de concentracdo de 100 a
300 pg/mL.

A RDC N°166/2017 descreve que a precisao deve ser capaz de avaliar a
proximidade entre os valores encontrados nos experimentos e deve ser expressa
como repetibilidade e precisao intermediaria. A repetibilidade mostra a concordancia
entre os resultados encontrados para um mesmo meétodo, executado nas mesmas
condicdes, em um breve intervalo de tempo. Enquanto a preciséo intermediaria mostra
o efeito das varia¢cBes, dentro de um mesmo laboratorio, considerando dias diferentes
de execucdo do método e analistas diferentes (BRASIL, 2017; RIBANI et al., 2004).
Os resultados de repetibilidade e precisdo intermediaria obtidos para o método
desenvolvido encontram-se na Tabela 6. Os valores de CV obtidos foram inferiores a
5,0%, e a analise estatistica (p < 0,05) mostrou que os resultados ndo possuem

diferenca significativa, indicando, portanto, que o método foi considerado preciso.

TABELA 6 — Valores experimentais obtidos nos ensaios de repetibilidade e precisdo intermediaria

Parametros Concentracao (ug/mL) CV* (%)
Repetibilidade (n=6) 200 0,90
Precisao intermediaria (n=12) 200 3,26

*CV = coeficiente de variagédo
Fonte: O autor

Os resultados encontrados para a exatiddo comprovaram a concordancia
entre os dados obtidos frente a um valor de referéncia real. O parametro foi avaliado
usando um método de recuperacdo e mostrou valores de porcentagem de

recuperacao entre 96,55 e 98,19% para os trés niveis de concentracédo avaliados, o
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que caracteriza o0 método como exato, segundo os preceitos do ICH (2005) e da
ANVISA (2017). A Tabela 7 descreve os dados do estudo.

TABELA 7 — Valores experimentais obtidos nos ensaios de exatidao

Concentracao tedricade TAC Recuperacao
CV%
(Mg/mL)* (%)
100 1,76 98,19
200 1,38 97,37
300 1,21 96,55

*n=9
Fonte: O autor

Adicionalmente, o método foi avaliado quanto a habilidade de suportar
pequenas variacdes nas condi¢cdes de andlise, sem comprometer a sua exatiddo. Um
método é considerado robusto quando ele néo é afetado por uma modifica¢do pequena
e deliberada em seus parametros (BRASIL, 2017; RIBANI et al., 2004). Para isso, a
avaliacdo da robustez do método analitico foi baseado nos valores de CV obtidos a
partir da alteracdo dos parametros de analise, tais como a temperatura da coluna
analitica (45 e 55 °C), o fluxo isocratico (0,50 e 0,60 mL/min), e composi¢ao da fase
movel (metanol:agua acidificada 88:12 e 90:10 v/v). Com relacdo a esses valores, 0s
valores de CV% foram inferiores a 5% e a taxa de recupera¢éo acima de 90%, a analise
estatistica demonstrou valores maiores que p < 0,05, o que caracteriza 0 método como

robusto para todos os parametros analisados conforme resumido na Tabela 8.
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TABELA 8 — Valores experimentais obtidos nos ensaios de robustez (n=3)

A Recuperacgéao
Parametros CV%
(%)
Fluxo da fase movel 0,5 mL/min 3,25 90,07
(£ 0,05 mL/min) 0,6 mL/min 3.13 97.79
(o]
Temperatura da coluna 45°C 1,59 91,24
(5°C) 55 9C 3,24 90,91
Concentracdo da fase movel ~ 88:12 (metanol:agua) 2,98 91,31
(£ 1% de metanol) 90:10 (metanol:agua) 4,02 91,09

Fonte: O autor

Considerando os resultados obtidos o método foi considerado seletivo, linear
para a faixa de aplicacdo proposta, preciso, exato e robusto e, portanto, foi
devidamente validado. Diante do exposto foi possivel concluir que se trata de um
método capaz de quantificar o TAC incorporado nas nanoparticulas fornecendo

resultados confiaveis.

5.2.3 Estudo da Degradacado Forcada

Quanto a presenca de produtos de degradacdo, o estudo da degradacao
forcada apresentou resultados diferentes, dependendo da condicdo de estresse
utilizado. Apds a exposicdo em meio acido, aproximadamente 37,58% do TAC foi
degradado (Figura 14, A) e o pico do farmaco foi detectado em 1,713 min. Em
condi¢cbes alcalinas (Figura 14, B), o método nado foi capaz de quantificar, pois
praticamente todo o farmaco foi degradado e ocorreu um alargamento do pico, sendo
incapaz de integrar para conhecer seu valor. Esse resultado vai de encontro com a
literatura que relata que pH acima de 7 o farmaco é propenso a degradacdo, o que
implica na estabilidade de formulacbes contendo &gua, sugerindo-se que
possivelmente os produtos de degradacdo do TAC acabaram se agrupando ao pico
principal, sendo esse o motivo do alargamento do mesmo e alterando seu tempo de
retencéo (SAVIC et al., 2017; SKAK; HANSEN, 2016).
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Peterka et al. (2019), avaliou a degradacao forcada do TAC frente a meio
acido e alcalino — 0,01 e 0,1 mol/L de HCI e 0,01 e 0,1 mol/L de NaOH -
respectivamente, por 24 horas em temperatura ambiente e também verificou que em
pH acido o TAC é menos suscetivel a degradagdo, ndo ocorrendo aumento na
concentracdo de produtos de degradacdo. Porém em condi¢des alcalinas (0,01 mol/L
de NaOH) o TAC foi altamente degradado, aumentando os seus produtos de
degradacéo, principalmente em pH acima ou igual a 9. No experimento com 0,1 mol/L
de NaOH o TAC foi completamente degradado apos 24 horas, indicando a formacéo
de varios produtos de degradacédo secundarios ou terciarios com fatores de respostas
diferentes ao TAC.

FIGURA 14 — Cromatogramas obtidos apds uma hora de exposi¢do do TAC sob condi¢Bes &cidas (A)
e alcalinas (B)
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Fonte: O autor

5.2.3.1 Espectrometria de massas

No intuito de verificar quais eram 0s possiveis produtos de degradacdo em

condicbes acidas e alcalinas foi desenvolvido um meétodo por UPLC-MS/MS. As
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condicbes de separacao foram proximas as otimizadas para o UHPLC-PDA, sendo
elas: fase movel metanol:agua acidificada (95:5 v/v), temperatura da coluna de 40 2
°C, volume de inje¢do da amostra de 5 L, fluxo isocrético de 0,3 mL/min e tempo de
andlise de 1,5 min.

A Figura 15 apresenta o cromatograma do TAC nessas condi¢des, onde foi
possivel observar boa resolucédo da banda cromatografica, com tempo de retencao de

0,77 min, sendo também 6tima para analises de rotina.

FIGURA 15 — Cromatograma de UPLC correspondente ao padrdo de Tacrolimus (100 ng/mL). Fase
mével: metanol e 4gua acidificada com acido formico 1% (95:5 v/v); Fluxo: 0,3 mL/min;
Temperatura da coluna: 40 £2 °C e volume de inje¢éo: 5 pL
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Fonte: O autor

Os cromatogramas das amostras de degradacdo em condigBes &cidas e
alcalinas estdo representados na Figura 16. Foi possivel investigar que ambas as
amostras se comportaram de forma semelhante, obtendo as mesmas bandas
cromatograficas e tempo de retengéo diferente ao do TAC (0,64 min), porém com
resolucdo cromatografica inferior ja que a banda se apresentou mais alargada e sem

separacao de outros produtos.
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Comparando com o cromatograma da degradacao forcada pelo UHPLC-PDA
(Figura 14) foi possivel notar a semelhanca entre os cromatogramas em meio alcalino,
incluindo a presenca de outras bandas cromatograficas menos intensas acima de 0,90
min para 0 UPLC-MS/MS e 1,9 min para o UHPLC-PDA. Em relacdo ao meio acido, os
cromatogramas diferem entre os equipamentos, possivelmente pela sensibilidade do

detector de espectrometria de massas ser maior ao de fotodiodo.

FIGURA 16 — Cromatogramas obtidos ap6s uma hora de exposicao do TAC sob condi¢des acidas (A)
e alcalinas (B)
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Fonte: O autor

As Figuras 17 e 18 demonstram o0s espectros de massas dos produtos de
degradacdo encontrados na banda cromatogréfica apds hidrdlise acida (Figura 17) e
basica (Figura 18). Em relacdo a hidrolise acida, os produtos de degradacéo
majoritarios possuem m/z de 493,3 e 471,4 e foi possivel observar a presenca do ion
m/z = 826,4 que representa o TAC, indicando que o farmaco é passivel de degradacao
nessa condi¢cdo, porém uma parte dele continua presente apds a exposi¢cao por uma
hora. Ja em meio alcalino foi possivel notar a presenca dos mesmos ions de

degradacdo majoritarios, e também do ion representante do TAC, porém em
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qguantidade inferior que na degradacéao acida, além da presenca de outros ions que nao
apareceram durante a hidrélise acida.

Além disso, na corrida cromatografica foi possivel observar que os ions saem
no mesmo tempo de retengcdo que o TAC, tanto em condi¢cfes acidas como alcalinas,

sendo, portanto, dificil a sua separacéao.
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FIGURA 17 — Espectro de massas do TAC apés hidrélise acida e cromatogramas dos ions majoritarios
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FIGURA 18 — Espectro de massas do TAC ap6s hidrélise basica e cromatogramas dos ions majoritarios
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A partir disso, as estruturas quimicas dos ions formados sob as condicdes
acidas e alcalinas ao qual o TAC foi submetido encontram-se representadas na Figura

19, sendo, entdo esses os principais produtos de degradacéo do TAC.

FIGURA 19 - Estruturas quimicas dos ions majoritarios a partir do TAC
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Fonte: O autor

Com isso, foi possivel concluir que o TAC é suscetivel a degradacgéo tanto
acida como alcalina (HCI 0,1 M e NaOH 0,1 M, respectivamente), porém sendo mais
degradavel em condi¢cBes basicas. O que ndo condiz com o relatado na literatura que
afirma que o mesmo é propenso a degradacéao apenas em pH acima da neutralidade,
principalmente acima de 9,0 (PETERKA et al., 2019; SAVIC et al., 2017; SKAK;
HANSEN, 2016).

5.2.4 Eficiéncia de Encapsulacao

A concentragdo do farmaco incorporado nas nanoparticulas (mg/mL) e a EE

(%) foi realizada a partir do método de UHPLC desenvolvido, devidamente validado,
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e o0s resultados estédo resumidos na Tabela 9. Todas as formulacdes preparadas pelo
meétodo de nanoprecipitacdo apresentaram valores superiores a 96%, que € adequado
para EE%. Isso se deve ao fato de que o método empregado no preparo das NCs ser
adequado para farmacos altamente lipofilicos e que otimiza a encapsulacdo nas

nanoparticulas.

TABELA 9 — Teor de TAC incorporado nas nanocapsulas de PCL (mg/mL) e eficiéncia de encapsulacao

(EE %)
_ Concentragao teorica
Formulagéao EE (%)*
de TAC (mg/mL)
NC-1 0,1 96,47
NC-2 1 99,39
NC-3 5 99,82

*n=3
Fonte: O autor

Estes valores podem ser justificados, principalmente, devido a baixa
solubilidade aquosa (4-12 pug/mL, PubChem) do TAC e a cavidade central a base de
6leo na nanocapsula, onde uma alta EE de farmacos lipofilicos é observada,
justamente pela afinidade pelo nucleo (NAGAVARMA et al., 2012; VENTURINI et al.,
2011). Estes resultados sdo semelhantes e até melhores que em outros trabalhos
anteriormente relatados na literatura. Nanomicelas poliméricas contendo TAC
mostraram uma EE de 91,1 a 96,2 % (LIU et al., 2019). Nanoparticulas de mPEG-b-
PLGA contendo TAC apresentaram uma EE de 80% (WU et al., 2019). Uma EE de
97,2 a 98,7% foi verificado em nanoparticulas lipidicas formadas por técnica de
microemulsédo (ANDRADE et al., 2017).

Portanto, o método validado foi aplicado com sucesso para a determinacdo
do TAC em nanoparticulas poliméricas e pode ser considerado uma ferramenta

importante para o controle de qualidade destas formulagdes.

5.3 DETERMINACAO DO pH

A Tabela 10 mostra os valores adquiridos para o pH das nanosuspensdes no

momento em que foram formuladas.
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TABELA 10 — Valores obtidos de pH logo apés a obtencéo das suspensdes de nanocapsulas

Formulacdes Média DP*
NC-N 5,77 +0,45
NC-1 5,86 +0,28
NC-2 6,25 +0,18
NC-3 5,98 +0,11

*DP = desvio padréo (n = 3)
Fonte: O autor

Foi possivel verificar com esses valores que a adicdo do farmaco nas
formulacbes NC-1, NC-2 e NC-3 nado exerceu influéncia significativa, pois elevou
levemente o pH das mesmas, porém mantendo o carater acido esperado por conta da
estrutura quimica do polimero utilizado. O PCL é um poliéster contendo grupos
carboxilicos que podem ser expostos e gerar, assim, o pH mais &cido, devido a
eletronegatividade do grupo carbonila e efeito de ressonancia do éster (GOMES et al.,
2018; SOLOMONS, 2009).

5.4 ANALISE DA MORFOLOGIA E SUPERFICIE

5.4.1 Analise da Morfologia e Superficie

Os resultados obtidos por FEG-SEM para o TAC, PCL e MF estéo indicados
na Figura 9, sendo que as fotomicroscopias foram obtidas em aumento aproximado
de 2000 vezes. Foi possivel verificar que o farmaco (Figura 20, a) apresentou uma
morfologia cristalina, irregular e de superficie aparentemente lisa. O PCL (Figura 20,
b) mostrou-se com particulas de superficie levemente irregular, dura e quebradica,
engquanto na MF é possivel observar um emaranhado das duas substancias (Figura
20, c) (GOLCALVES, 2003).

Com relacao as nanoparticulas, foi possivel observar a presenca de particulas
com formato esférico bem definido, superficie lisa e uniforme (Figura 21, ¢c) mesmo na
presenca de lactose utilizada como agente crioprotetor 10% (Figura 21, a — lactose
pura pos processo de liofilizagdo), condizente com o encontrado na literatura sobre
nanoparticulas preparadas a partir do PCL e pelo método de nanoprecipitacdo, como
nota-se na formulacdo NC-N (Figura 21, b) sem adicdo do TAC (KONG et al., 2018;
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PARASHAR et al., 2018; LIU et al., 2017; SHAABAN; SHAKER; MADY, 2017; KALITA
et al.,, 2015; SILVA et al., 2014; GAO et al., 2013; FESSI et al., 1989). Para as
nanocapsulas contendo TAC todas obtiveram a mesma morfologia e superficie lisa, e
em nenhuma foi possivel verificar a presenca de cristais do farmaco na parte externa,

indicando a sua encapsulacéo.
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FIGURA 20 — Aspectos morfol6gicos do tacrolimus puro (a), do PCL triturada (b) e da mistura fisica
(PCL:TAC) (c) por FEG-SEM, aumento de 2.000 a 2.500 x
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FIGURA 21 — Fotomicrografias da lactose (a) e das nanocapsulas poliméricas liofilizadas NC-N (b) e
NC-3 (c) por FEG-SEM, aumento de 5.000 a 32.800 x
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Os resultados de didmetro médio, indice de polidispersidade e potencial zeta

para as nanocapsulas poliméricas contendo TAC estao apresentados na Tabela 11,

sendo que os graficos de IPD estdo demonstrados na Figura 22.

TABELA 11 — Valores obtidos de didametro médio, indice de polidisperséo e potencial zeta para as

nanocapsulas poliméricas contendo TAC

Formulacéao Diametro médio indice de Potencial Zeta
(nm) Polidispersidade (mV)
Média* DPp** Média DP Média DP
NC-N 250,53 +43,11 0,24 + 0,04 -42,60 + 5,58
NC-1 243,66 + 43,95 0,23 + 0,03 -44,48 +1,48
NC-2 226,64 + 32,28 0,23 + 0,04 -38,11 + 3,12
NC-3 233,19 + 30,02 0,21 + 0,04 -38,52 + 3,74

*Teste estatistico ANOVA 1 via. **DP = desvio padréo (n = 3).

Fonte: O autor
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FIGURA 22 — Graficos de IPD das nanocéapsulas poliméricas sem ou com TAC, NC-N (a), NC-1 (b),
NC-2 (c) e NC-3 (d)
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Fonte: Complexo de Laboratérios Multiusuarios — UEPG, 2018

Em todas as formulagdes foi possivel encontrar a presenca de nanocapsulas
poliméricas com diametro médio entre 226,64 nm (formulacdo NC-2) e 250,53 nm
(formulagdo NC-N). Segundo teste estatistico realizado, ndo h4 diferenca significativa

entre as formulacdes, indicando que ambas possuem diametro meédio similares.



74

Esse diametro médio deve-se a determinacéo do diametro hidrodinamico pela
técnica do DLS e efeito Doppler — frequéncia de radiacao emitida pelas particulas que
se desloca para valores maiores ou menores dependendo da velocidade e direcao.
Em disperséo liquida as particulas coloidais possuem uma camada adsorvida de ions
ou moléculas do meio de dispersdo que se move com as particulas em movimento
browniano. Portanto, o didametro hidrodindmico acaba sendo maior que o tamanho
fisico da particula e, por isso, o valor encontrado fica maior que o visualizado
microscopicamente (BUCKTON, 2016; BHATIA, 2016; PIRES, 2003; SCHAFFAZICK
et al., 2003).

Segundo Schaffazick et al. (2003), as nanoparticulas poliméricas geralmente
apresentam diametro entre 100 e 300 nm e isso deve-se a fatores determinantes como
a formulacdo, método de preparo e, no caso de nanocapsulas, a natureza do 6leo
utilizado no nucleo, assim como, o polimero e sua massa molecular e a presenca do
farmaco.

Com relagéo ao IPD, todas as formulagdes revelaram valores inferiores a 0,3,
o que indica distribuicdo homogénea do tamanho das nanocépsulas poliméricas,
apresentando um comportamento unimodal, como visualizado na Figura 11. Uma
distribuicdo uniforme do tamanho da particula é obtida quando as fases organicas e
aguosas se misturam rapidamente para formar uma solucdo homogénea
(MARKWALTER et al., 2019; VASQUEZ MARCANO et al., 2018; SCHAFFAZICK et
al., 2003).

O potencial zeta determinado nas nanocapsulas de PCL indica uma 6tima
estabilidade eletrostatica das particulas, j& que o mesmo reflete indiretamente o
potencial de superficie das mesmas e o valor para isso deve ser maior que + 30 mV,
estando as formulacdes de acordo. Essa boa estabilidade deve-se a grandes forcas
repulsivas que evitam que as particulas se agreguem em funcdo de colisdes
ocasionais (BHATIA, 2016; SCHAFFAZICK et al., 2003).

Com isso, os valores de tamanho de particula e as propriedades da superficie
podem desempenhar um papel importante na sua bioatividade, influenciando a
liberacéo in vitro do farmaco, ja que o menor tamanho da particula leva a uma maior
area superficial, o que resulta na rapida liberacdo do ativo. Além disso, melhora a
interacdo com células bacterianas, captacdo celular e citotoxicidade destas

nanoparticulas, bem como sua farmacocinética e biodistribuigdo in vivo, aumentando
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assim, a eficacia terapéutica do farmaco encapsulado (BHATIA, 2016; KALITA et al.,
2015).

5.5 ANALISE ESTRUTURAL

5.5.1 Analise por Difracao de Raios X

Substancias no estado sélido podem ser cristalinas ou amorfas (ou ambas),
sendo as cristalinas aquelas nas quais as moléculas sédo dispostas segundo uma
ordem especifica em nivel molecular, que se repete indefinidamente ao longo de toda
particula, enquanto que as amorfas ndo apresentam um arranjo padrao de repeticdo
ordenado e extenso e possuem propriedades diferentes das cristalinas (BUCKTON,
2016; CUFFINI; PITALUGA-Jr; TOMBARI, 2009). Quando os farmacos sao
submetidos a nanodimensionamento, elas podem sofrer mudancgas no estado solido
e isto é critico, jA& que estar no estado cristalino ou amorfo esta diretamente
relacionado com a estabilidade fisica e a solubilidade do ativo e, portanto, suas
propriedades de dissolu¢cdo (SERRANO; GALLAGHER; HEALY, 2015).

Na Figura 23 é possivel verificar os difratogramas das nanoparticulas,
preparadas na presenca e auséncia do farmaco. Em relacdo ao farmaco puro, foi
visualizado picos intensos de cristalinidade entre 26 = 5 e 20°, como encontrado na
literatura (DANTAS et al., 2018; PONNAMMAL et al., 2018; OBAIDAT et al., 2017,
BINKHATHLAN et al., 2016; WANG et al., 2016), enquanto que o PCL comprovou sua
natureza semicristalina, com picos caracteristicos (26 = 21,45 e 23,73°) (GOMES et
al., 2019; VASQUEZ MARCANO et al., 2018; CARLETTO et al., 2016). A MF
demonstra picos coincidentes com os do farmaco e do polimero e foi possivel observar
gue a mistura nao altera a cristalinidade tanto do PCL como do TAC (YAMASHITA et
al., 2003).

Com relacéo as nanocapsulas, visualizou-se o desaparecimento dos picos de
cristalinidade do farmaco, indicando que ocorreu amorfizagdo do TAC durante o
encapsulamento. Em todas as nanocapsulas, tanto na presenca ou auséncia de
farmaco, apareceram os picos de cristalinidade do PCL. No difratograma da NC-3 é
possivel verificar a existéncia de um pico de cristalinidade em 26 = 11,31° que
corresponde ao mesmo pico encontrado no XRD do farmaco puro, indicando a

possivel presenca de cristais de farmaco na superficie da particula devido a maior
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concentracdo do mesmo nessa formulacdo, mesmo ndo sendo visualizado na

microscopia eletronica.

FIGURA 23 — Difratograma do TAC, PCL, da MF e das nanocépsulas
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Fonte: O autor

Dantas et al. (2018), Obaidat et al. (2017) e Wang et al. (2016), observaram
gue a incorporacdo de TAC leva a uma desordem no sistema cristalino e com isso
reduz a sua organizacao estrutural. A auséncia de picos do farmaco no XRD das
nanocapsulas pode ser pela baixa quantidade do mesmo ou a total conversao do
farmaco na sua forma amorfa durante a preparacdo. Além disso, Serrano; Gallagher;
Healy (2015), discutem que a reducdo do tamanho das particulas leva a uma
diminuicdo na intensidade e alargamento dos picos que podem dificultar a

quantificacdo precisa do conteudo cristalino em nanoparticulas.
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5.5.2 Avaliacao por Espectroscopia na Regido do Infravermelho

A andlise de FTIR foi realizada para avaliar a presenca de grupos funcionais
caracteristicos nas nanocapsulas de PCL contendo TAC, bem como possiveis
modificacdes no espectro devido a interagcbes moleculares entre o farmaco e as
formulacdes (ABRIATA et al., 2019; ZANETTI et al., 2019).

A Figura 24 mostra o espectro de FTIR do TAC puro, o qual mostrou uma
banda de vibracdo de estiramento do grupo OH livre (3671 cm™) e de OH em ligacéo
de hidrogénio intermolecular (3462 cm), vibracGes de estiramento de carbono
hibridizado sp? (3089 cm™), vibracdes de estiramento de carbono hibridizado sp?
(2979, 2937, 2925 e 2864 cm), vibracdes de estiramento O-CHs (2826 cm),
vibracdes de estiramento C = O de éster (1742 cm™), vibracdes de estiramento C = O
de cetona (1723 e 1694 cm™?), vibracdes de estiramento C = O de amida e de H2C =
CH2 (1640 cm'), demais sinais abaixo de 1500 cm! deve-se as vibragdes angulares
e fingerprint da molécula. Sinais semelhantes aos atribuidos também foram
encontrados na literatura (PONNAMMAL et al., 2018; OBAIDAT et al., 2017,
FERRABOSCHI et al., 2012; PRETSCH, E.; BUHLMANN, P.; BADERTSCHER, M.,
2009; SILVERSTEIN, R. M.; WEBSTER, F. X.; KIEMLE, D. J., 2005; YAMASHITA et
al., 2003).
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FIGURA 24 — Espectro de FTIR do Tacrolimus (TAC) — (2 cm, 64 scans, pastilha com KBr)
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Fonte: O autor

Os demais espectros de FTIR do PCL, da MF, da lactose monohidratada e
das nanocapsulas com e sem farmaco liofilizadas com lactose como agente
crioprotetor 10% estdo apresentados na Figura 25. O espectro de FTIR do PCL
mostrou bandas caracteristicas do polimero como vibracdes de estiramento de
carbono hibridizado sp? (2948, 2899 e 2865 cm™), vibracdes de estiramento C = O de
éster (1729 cm), vibragbes angulares de carbono hibridizado sp® (1473 cm™),
vibracdes de estiramento simétrico C — O (1297 e 1241 cm?) e estiramento
assimétrico (1175 cm) e vibragdes angulares de carbono hibridizado sp® (731 cm™).
As bandas de absorcao atribuidas a mistura fisica correspondem a sobreposicéo dos
espectros de FTIR do farmaco puro e polimero, ndo havendo modificacdo das
mesmas.

A lactose monohidratada possui bandas de vibragdes de estiramento OH em
ligacdo de hidrogénio intermolecular (3530 cm™) e OH polimérico (3300 cm™),
vibracbes de estiramento de carbono hibridizado sp3 (2980, 2934, 2898 e 2879 cm™?),
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vibracdes de estiramento C — O e estiramento assimétrico C — O — C de éter (1035
cm?) e vibragbes angulares OH (775 cm™).

Com relacdo aos espectros das formulacdes de PCL contendo ou ndo TAC,
foi possivel observar em todos os espectros os sinais referentes a LAC utilizada para
liofilizar e bandas pertencentes ao PCL, principalmente a banda de vibracdo de
estiramento C = O de éster do polimero (1743 cm™) em regido muito semelhante ao
do polimero puro (1729 cm), esse leve deslocamento provavelmente deve-se ao
processo de formulacdo das nanocapsulas poliméricas. Nao foi possivel verificar
sinais do farmaco em nenhum dos espectros das mesmas, sendo muito semelhantes

ao da formulacado controle sem adicao de TAC.

FIGURA 25 — Espectros de FTIR do PCL, da Mistura Fisica (MF), da lactose (LAC) e das nanocéapsulas
poliméricas — (2 cm, 64 scans, pastilha com KBr)

— NC-3
1743 — NC-2
1743 NC-1
é 1743 — NC-N
O
8 ‘_‘—\\/‘\/Jw‘ﬁmw
«© 1743 LAC
-
n
c
©
|: — MF
T
E— PCL

| |
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
NUmero de onda (cm™?)

Fonte: O autor

Com o intuito de verificar se nos espectros das formulacdes realmente nao

aparece sinal do TAC, foi realizado o célculo da intensidade da banda de vibracdo de
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estiramento C — O (1038 cm™), que visualmente parece aumentar a intensidade com
0 aumento da concentracdo de TAC, de acordo com a area de cada banda. A Tabela

12 mostra os valores de intensidade.

TABELA 12 — Valores obtidos para a intensidade das bandas de vibracdo de estiramento C-O nas
formulacdes

Formulacéao Intensidade*
NC-N 0,98
NC-1 0,98
NC-2 1,01
NC-3 0,93

*|=(A1038/A1743)
Fonte: O autor

Foi possivel notar que os valores de intensidade sédo semelhantes entre as
formulacdes e isso indica que o sinal de vibragdo de estiramento C-O pertence ao
polimero e ndo ao farmaco.

Com isso, conclui-se que as bandas caracteristicas do farmaco
desapareceram e que ndo h& interacdo fisico-quimica significativa entre os
componentes da formulacdo que promoveriam alteracdo na estrutura quimica do TAC,
pois ndo ocorreram evidéncias de deslocamento consideravel das bandas principais
guando comparadas com aquelas nos espectros das substancias isoladas. Assim,
esses resultados indicam que o TAC pode ser completamente encapsulado e o

polimero esté servindo apenas como carreador.

5.5.3 Analise por Espectroscopia Raman

A espectroscopia Raman € uma técnica vibracional complementar ao FTIR,
pois a informagédo resultante do espectro Raman é similar a informagé&o do espectro
de FTIR, sendo a principal diferenca entre as técnicas a forma de excitar as ligacdes
da estrutura molecular da amostra para ser detectado pelo espectrémetro. Por conta
disso, as bandas que possuem alta intensidade no Raman muitas vezes sdo fracas
no FTIR e vice-versa (KAPPLER et al., 2016).

Assim como no FTIR o espectro Raman também é capaz de revelar detalhes

sobre as propriedades e estrutura de materiais a nivel molecular, além das possiveis
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modificacdes no espectro devido a interacdes entre o farmaco e as formulacdes
(ABRIATA et al., 2019; ZANETTI et al., 2019; PEREIRA et al., 2003).

Sendo assim, a Figura 26 demonstra os espectros Raman do TAC puro, PCL
pura e MF (TAC:PCL) e como nos FTIR foi possivel observar as mesmas bandas de
vibracdo de estiramento e fingerprint das moléculas, principalmente as vibracfes de
estiramento C = O do TAC (1723, 1740, 1664 e 1641 cm™) e do PCL (1724 cm™). A
MF também mostrou uma sobreposi¢cao dos dois espectros.

Com isso, esses valores confirmam que farmaco e polimero podem estar
presentes na formulacao e que ndo ocorre reacdo quimica entre eles que seja capaz

de modificar suas estruturas.

FIGURA 26 — Espectros Raman do TAC puro, PCL pura e MF (TAC:PCL)
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Fonte: O autor

A Figura 27 demonstra os espectros Raman das nanocapsulas com e sem
farmaco, além do vidro, o qual foi utilizado como suporte para analise. Em todos os

espectros foi possivel verificar o sinal de vibracdo de estiramento C = O da carbonila
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do PCL (1724 cm), assim como observado no espectro do polimero isolado. Porém
também foi possivel notar a presenca de outros dois sinais de vibracéo de estiramento
C =0 (1738 cm?) e HC = CH (1650 cm™) que possivelmente devem ser sinais do
Tween 80®, tensoativo de fase aquosa utilizado na formulacéo e que fica na superficie
das particulas apos o preparo. Como o FTIR foi realizado com as amostras liofilizadas,
provavelmente o tensoativo residual acabou secando junto com a agua presente na
amostra. Ja o espectro Raman foi obtido das nanossuspensdes, logo o Tween 80®
continuou presente. A Figura 28 representa a estrutura quimica do tensoativo.
Portanto, por meio desta andlise também foi possivel notar que houve a
encapsulacdo do TAC pelo método de preparo utilizado ja que ndo se observou

bandas caracteristicas do TAC nos devidos espectros.

FIGURA 27 — Espectros Raman das nanocapsulas poliméricas (NC-N, NC-1, NC-2 e NC-3)
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FIGURA 28 — Estrutura tridimensional e quimica do tensoativo de fase aquosa Tween 80® (polissorbato
80)
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5.6 ANALISE TERMICA

Métodos termo-analiticos, como TG/DTG e DSC, tém grande importancia na
caracterizacao de sistemas de liberacao de farmacos, ja que 0s mesmos sao capazes
de investigar interacfes indesejaveis entre o farmaco e o material carreador e em
diversos tipos diferentes de formulac¢des. Além disso, outras informagfes também séo
capazes de apresentar, como a morfologia do polimero cristalino e o estado da
disperséo sélida ou molecular do farmaco associado a esses sistemas de liberagcao
poliméricos (SCHAFFAZICK et al., 2003). Essas andlises, segundo Matos e Machado
(2004), podem ser definidas como um grupo de técnicas por meio das quais uma

propriedade fisica de uma substancia e/ou de seus produtos de reacao € medida em
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funcdo da temperatura, enquanto essa substancia € submetida a uma programacéao
controlada de temperatura e sob uma atmosfera especificada.

Na érea de farmacos e medicamentos séo técnicas muito adequadas para
caracterizacdo de farmacos, sélidos e excipientes; determinacdo da pureza de uma
dada espécie a partir da avaliacdo do processo endotérmico de fuséo; caracterizacao
de polimorfos em farmacos empregando a associacdo das técnicas de TG/DTG e
DSC; estudos de estabilidade térmica de produtos farmacéuticos aplicando-se
métodos cinéticos isotérmicos e/ou ndo isotérmicos (dindmicos); entre outros
(MATOS; MERCURI; BARROS, 2009).

5.6.1 Termogravimetria

A TG é umatécnica na qual a variagdo da massa da amostra (perda ou ganho)
€ determinada em funcdo da temperatura e/ou tempo, enquanto a amostra é
submetida a uma programacao controlada de temperatura. Esta técnica possibilita
conhecer as alteragbes que 0 aquecimento pode provocar ha massa das substancias,
permitindo estabelecer a faixa de temperatura em que elas adquirem composicao
qguimica, fixa, definida e constante; a temperatura em que comecam a se decompor e
acompanhar o andamento das reacdes de desidratacdo, oxida¢do, combustao,
decomposicdo, etc (MATOS; MERCURI; BARROS, 2009; MATOS; MACHADO,
2004).

Enguanto na andlise da DTG, as curvas séo registradas a partir das curvas
de TG e correspondem a derivada primeira da variacdo de massa em relacdo ao
tempo (dm/dt), que é registrada em funcédo da temperatura ou do tempo (MATOS;
MERCURI; BARROS, 2009; MATOS; MACHADO, 2004). Os desniveis em relacdo ao
eixo das ordenadas correspondem as variagfes de massa sofridas pela amostra e
permitem obter dados que podem ser utilizados com finalidades quantitativas. As
curvas de DTG indicam com exatiddo, as temperaturas correspondentes ao inicio
(Tonset) € término (Tendset) dOS eventos, além do instante em que a velocidade de reacao
€ maxima. Os picos agudos permitem distinguir claramente uma sucesséao de reagdes
gue muitas vezes nao podem ser claramente distinguidas nas curvas de TG e as areas
dos picos correspondem exatamente a perda ou ganho de massa e podem ser
utilizadas em determinacbes tanto quantitativas como qualitativas (IONASHIRO;
GIOLITO, 2004).
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Com isso, as curvas de variagdo de massa em funcdo de temperatura,
permitem tirar conclusbes sobre a estabilidade térmica da amostra, sobre a
composicdo e estabilidade dos compostos intermediarios e sobre a composi¢édo de
residuos (IONASHIRO; GIOLITO, 2004).

As curvas de TG e DTG obtidas para o TAC, PCL puro, MF (TAC:PCL),
lactose utilizada como agente crioprotetor e das nanocapsulas, estao representados
nas Figuras 29, 30 e 31. Em relacdo ao TAC é possivel observar que o farmaco possui
trés eventos de degradacdo, de 270 até 460 °C tem-se uma curva caracteristica sendo
constantemente degradado, indicando a sua instabilidade térmica nessa faixa de
temperatura. O primeiro evento observado entre 25 e 87 °C provavelmente deve-se a
uma perda de umidade encontrada na amostra. O total de perda de massa ao término
dos eventos foi de 94,53%, sendo o equivalente a 1,83, 18,81 e 73,88% em cada um
deles.

O PCL possui dois eventos de degradacdo. A porcentagem total de massa
perdida ao final foi de 94,69%, sendo 24,27 e 70,41% em cada um deles. A MF do
farmaco e polimero também possuem dois eventos, que por sua vez, coincidem com
as regides térmicas de degradacdo dos compostos puros, que partem de 220 até
aproximadamente 442 °C, sendo o total de massa perdida de 88,91%. A lactose pura
apresenta trés eventos, um deles caracteristico da perda de agua, ja que a mesma é
monohidratada, ou seja, para cada molécula de lactose ha uma molécula de agua. Os
outros eventos ocorrem em regido térmica semelhante ao do farmaco e polimero,
porém ainda ficando com mais de 30% de massa ao final dos eventos de degradacéo,
demonstrando sua melhor estabilidade térmica.

O TG e DTG das formulagbes demonstraram semelhancas independente da
presenca do farmaco e da concentracdo, com isso foi verificado a existéncia de quatro
eventos de degradacdo em todas as amostras, sendo o primeiro idéntico ao da
evaporacdo da agua na lactose e o ultimo evento tipico da degradacdo do PCL,
iniciando perto de 350 °C. Os demais eventos devem-se a degradacao de todos os
componentes, na faixa entre 200 e 350 °C. Por fim, foi possivel observar que a
nanoencapsulacdo do farmaco melhorou sua estabilidade térmica, j& que 0 mesmo

degradava constantemente nessa faixa de temperatura.



FIGURA 29 — Curvas de TG e DTG do TAC puro, PCL pura e MF (TAC:PCL)

Fonte: O autor
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FIGURA 30 — Curvas de TG e DTG da lactose pura, NC-N e NC-1

Fonte: O autor
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FIGURA 31 — Curvas de TG e DTG da NC-2 e NC-3

Fonte: O autor
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Para um efeito comparativo e uma melhor visualizacao dos resultados obtidos
na analise de TG, a Figura 32 demonstra as curvas das nanocapsulas, onde foi
possivel observar o comportamento semelhante das formulacdes e sua melhora na

estabilidade térmica quando comparado ao TAC isolado.

FIGURA 32 — Curvas de TG das nanocapsulas poliméricas (NC-N, NC-1, NC-2 e NC-3)
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Fonte: O autor

5.6.2 Calorimetria Diferencial Exploratéria

DSC é uma técnica onde sdo medidas, em funcdo de uma programacéo
controlada de temperatura, a diferenca de energia fornecida a substancia e a um
material de referéncia, termicamente inerte. O DSC € uma técnica derivada da anélise
térmica diferencial (DTA) e existem dois tipos, a com compensacao de poténcia e a
com fluxo de calor — o qual foi utilizado neste trabalho. Nessa técnica & possivel
acompanhar quantitativamente os efeitos do calor associados com alteragdes fisicas

ou quimicas da amostra, tais como transi¢cdes de fase ou reactes de desidratacgéo,
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dissociacdo, decomposicéo, 6xido-reducédo e etc. capazes de causar variacdes de
calor. Geralmente as reacdes endotérmicas sdo as de transicbes de fase,
desidratacbes, reducdes e certas reacdes de decomposicdo; enquanto que as
exotérmicas sdo as demais (MATOS; MERCURI; BARROS, 2009; IONASHIRO;
GIOLITO, 2004).

Assim como o TG/DTG, o DSC vem sendo muito utilizado nas ciéncias
farmacéuticas para o desenvolvimento de diversos estudos — desde a caracterizagéo
dos fendmenos fisicos e quimicos, até mais especificamente, para avaliacdo da
estabilidade térmica, determinacao de entalpias de desidratacéo, estudos de cinéticas
de degradacédo, estudos de pré-formulacdo farmacéutica visando a avaliacdo da
interacdo farmaco/excipiente, entre outros (MATOS; MERCURI; BARROS, 2009).

A Figura 33 mostra o DSC do TAC, PCL puro, MF, lactose e das
nanoparticulas poliméricas com e sem TAC. Na curva de DSC do TAC foi possivel
observar o evento endotérmico de fusdo do mesmo em 129 °C, indo de encontro com
a literatura que diz que o ponto de fusdo do TAC é entre 126 e 129 °C (DANTAS et
al., 2018; WANG et al., 2016; BOER et al., 2013; POPLE; SINGH, 2010; SHIN et al.,
2010). Acima de 225 °C é possivel verificar a existéncia de uma rampa de evento
exotérmico que provavelmente deve-se ao evento de degradacdo mais proeminente
do mesmo. Em relacdo ao PCL h& apenas o evento endotérmico de fusdo em 66 °C,
proximo ao encontrado na literatura entre 59 e 64 °C (FILIPOVIC et al., 2019;
FERREIRA et al., 2018). A curva de DSC da MF demonstra a existéncia dos eventos
de fuséo do farmaco e PCL puros, como também a rampa de degradacédo do TAC em
menor intensidade, podendo-se dizer que também nao ocorre interacdo térmica entre
o farmaco e seu carreador e, portanto, ndo havendo problema em utilizar ambos em
um sistema de liberacdo controlada.

A lactose monohidratada possui dois eventos endotérmicos, sendo o primeiro
em 133 °C — relacionado com a perda da 4gua existente na sua estrutura e o segundo
em 210 °C — ao evento de fusdo da mesma (ALTAMIMI et al., 2019; MATTIAZZI et al.,
2019; FERREIRA et al., 2018; GEHRCKE et al., 2018; SARI et al., 2017). Em relac&o
ao DSC das formulagfes, foi possivel verificar os dois eventos da lactose, tanto de
fusdo como desidratacdo. O deslocamento de sinal da perda de 4gua nas curvas de
DSC das nanocapsulas possivelmente deve-se a mudanca na estrutura da lactose
apos o processo de liofilizacdo, porém mantendo o evento de ponto de fusdo em 210

°C. Nao foi possivel observar sinais de eventos caracteristicos do TAC, o que indica
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a total amorfizacdo do mesmo pelo processo de nanoencapsulacdo (MATTIAZZI et
al., 2019; FERREIRA et al., 2018; GEHRCKE et al., 2018; SARI et al., 2017).

FIGURA 33 — Curvas de DSC do tacrolimus puro (TAC), do PCL, mistura fisica (MF) PCL:tacrolimus,
lactose e das nanocapsulas poliméricas (NC-N, NC-1, NC-2 e NC-3)
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Fonte: O autor

5.7 ESTUDO DA ESTABILIDADE FiSICO-QUIMICA

Segundo Schafazick et al. (2003), as suspensodes coloidais demoram a iniciar
0 processo de separacdo de fases, isso porque a sedimentagéo € lentificada com o
movimento browniano das nanoparticulas e isso faz com que a estabilidade da
suspensao dure por meses. Porém, com o tempo, pode ocorrer aglomeracédo e
sedimentacao das particulas e por esse motivo o estudo da estabilidade fisico-quimica
acaba sendo fundamental, ja que varios fatores podem influenciar na diminuicdo da
mesma, como adsor¢cdo de moléculas ativas a superficie das nanoparticulas e/ou

presenca de tensoativos adsorvidos. E necesséario enfatizar que o estudo da
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estabilidade é relevante para confirmar a importancia de se armazenar a formulagcéo
adequadamente, ja que qualquer alteracdo pode acelerar esse processo e com isSso
diminuir a estabilidade do polimero, do farmaco ou qualquer outra matéria-prima e,
consequentemente, liberar o farmaco prematuramente. Por esse motivo, fez-se
indispensavel a avaliacdo da estabilidade fisico-quimica das nanocapsulas contendo
TAC armazenadas em temperatura ambiente.

A Figura 34 mostra os graficos das analises de pH realizadas nos 120 dias.
Foi possivel verificar a diferencga significativa nas formula¢des acima de 90 dias da
preparacdo, com excecdo da NC-3 que alterou com 60 dias, tendo sua justificativa
provavelmente na hidrolise dos triglicerideos de cadeia média que compdem o ndcleo
ou do tensoativo que séo desprendidos da fase oleosa quando ocorre agregacéo do
polimero. Outros fatores também podem incluir a hidrélise das ligacdes ésteres do
PCL, que mantém a acidificacdo do meio devido a liberacdo de grupos carboxilicos
dos monémeros, ou até mesmo a liberacdo do farmaco livre (ZANETTI et al., 2019;
BALEST, 2013; MELO et al., 2010; KULKAMP et al., 2009).
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FIGURA 34 — Valores de pH, imediatamente a preparacéo e apés 30, 60, 90 e 120 dias
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Nanocapsulas controle (NC-N); nanocapsulas de tacrolimus 0,1 mg/mL (NC-1); nanocapsulas de
tacrolimus 1 mg/mL (NC-2); nanocapsulas de tacrolimus 5 mg/mL (NC-3). Teste estatistico ANOVA 1
via com poés-teste de Tuckey, seguido de teste t de Student, com significancia de * p < 0,05; ** p < 0,01;
***n < 0,001

Fonte: O autor

Em relacdo ao tamanho de particula, a Figura 35 mostra que ndo houve
diferenca significativa, indicando que as nanocapsulas ndo sdo modificadas ao longo
do tempo, sugerindo assim, que ndo houve coalescéncia e nem degeneracao das
amostras (ZANETTI et al., 2019).
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FIGURA 35 — Valores de tamanho de particula, imediatamente a preparacédo e apés 30, 60, 90 e 120
dias
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via com poés-teste de Tuckey, seguido de teste t de Student, com significancia de * p < 0,05; ** p < 0,01;
*** n < 0,001

Fonte: O autor

O IPD, Figura 36, permaneceu com o valor aceitavel, abaixo de 0,3,
satisfatorio para uso tépico e demonstrando que as amostras permanecem em uma
distribuicdo unimodal de seus diametros médios, indicando que ao longo do tempo,
as amostras continuaram dispersas sem ocorrer agregacao ou floculacdo (ZANETTI
etal., 2019; DIYANAT et al., 2019; VASQUEZ MARCANO et al., 2018; BALEST, 2013;
LARA, 2009).



95

FIGURA 36 — Valores de indice de polisdispersado, imediatamente a preparacéo e apés 30, 60, 90 e
120 dias
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via com poés-teste de Tuckey, seguido de teste t de Student, com significancia de * p < 0,05; ** p < 0,01;
*** pn < 0,001

Fonte: O autor

Por fim, o potencial zeta das amostras sofreu mudancas significativas ap6s
120 dias de armazenamento — Figura 37. Os valores encontrados foram maiores aos
analisados no tempo zero, confirmando a possivel hidrélise da cadeia polimérica que
exp0Os os grupos carboxilicos na superficie acarretando no aumento do valor negativo
da mesma, assim como também a presenca do TAC, ja que na nanocapsula sem
farmaco ndo houve alteracdo significativa. Balest (2013), observou o aumento
significativo nas nanocapsulas de PCL produzidas logo ap6s 30 dias de
armazenamento, também confirmando esse aumento por conta da hidrolise do

polimero.
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FIGURA 37 — Valores de tamanho de particula, imediatamente a preparacédo e apés 30, 60, 90 e 120
dias
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*** n < 0,001

Fonte: O autor

Vale completar que durante todo o estudo da estabilidade todas as
nanossuspensfes mantiveram-se com 0 mesmo aspecto leitoso inicial caracteristico
de nanocépsulas em suspensdo coloidal, apresentando boa estabilidade fisico-
guimica sem ocorrer cremagem, sedimentacao ou floculagdo (BALEST, 2013; LARA,
2008). Porém, apesar disso e pelo teste de estabilidade fisico-quimica fica
praticamente a certeza de que as nanoparticulas permanecem inalteradas até 90 dias
apos o seu preparo, sendo esse o tempo maximo de utilizacdo com confiabilidade nos

resultados.
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6 CONCLUSOES

No presente trabalho, nanocapsulas poliméricas contendo TAC, formuladas a
partir do PCL (NC-1, NC-2 e NC-3), foram obtidos com sucesso pelo método da
deposicao interfacial do polimero pré-formado.

Os sistemas nanoparticulados apresentaram um formato esférico com
superficie lisa e regular e tamanho médio adequado diante da proposta de permeacao
pelas camadas da pele, além de apresentarem-se homogeneamente dispersas e
estaveis. O XRD confirmou que o método de encapsulacéo foi eficiente e o farmaco
encontra-se predominantemente em dispersdo molecular no ndcleo oleoso das
nanocapsulas.

As analises espectroscopicas por FTIR e Raman confirmaram que ndo houve
reacao quimica que mudasse a estrutura quimica do farmaco ou polimero, indicando
gue ambos ndo interagem significativamente. A analise térmica por TG/DTG e DSC
também indicaram que ndo h& interacdo térmica entre ambos e que a
nanoencapsulacdo melhorou a estabilidade térmica do farmaco.

Os ensaios para verificar a estabilidade fisico-quimica dos sistemas
nanoparticulados mostraram que todas as formulacdes se mantiveram estaveis até o
periodo de 90 dias e, portanto, permanecem resultando em valores confiaveis nesse
tempo.

O método desenvolvido por UHPLC-PDA foi seletivo, linear, preciso, exato e
robusto para uma rapida determinacéo do farmaco e pode ser utilizado para estudos
da estabilidade e quantificacdo do TAC. O estudo da degradacdo forcada foi de
encontro com a literatura quando verificado por UHPLC-PDA que afirma que o
farmaco é instavel em meio alcalino e mais estavel em meio &cido, porém pelo UPLC-
MS/MS, foi possivel observar que o TAC é degradado em ambos 0s meios, sendo que
no meio alcalino apresenta maior susceptibilidade a degradacao.

As formulagcdes apresentaram alta eficiéncia de encapsulacdo e o método
analitico empregado mostrou-se capaz de quantificar o TAC nanoencapsulado no

sistema polimérico desenvolvido, fornecendo resultados confiaveis.
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