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RESUMO

As nanoparticulas poliméricas sdo novas formas farmacéuticas vantajosas para o
tratamento de diferentes patologias, devido ao aumento de biodisponibilidade,
reducdo dos efeitos colaterais e direcionamento eficiente do farmaco. Essas
formulagcdes apresentam propriedades fisico-quimicas especificas, que sao
determinantes para a liberacdo do farmaco e para a estabilidade das nanoparticulas.
Diferentes técnicas de sintese de nanoparticulas poliméricas podem ser
empregadas, tais como, dispersao de polimeros pré-formados, fluidos supercriticos e
polimerizagdo de mondmeros, onde cada técnica apresenta vantagens e
desvantagens em relagdo as caracteristicas fisico-quimicas das nanoparticulas
obtidas ao final do processo de sintese. Em relagdo ao controle de qualidade dessas
formulagdes, muitos métodos por cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase
reversa foram desenvolvidos e validados. O levantamento bibliografico para a
realizagcao deste trabalho foi feito nos portais da Biblioteca Virtual em Saude (BVS) e
Scielo, tendo como objetivo estudar o desenvolvimento e o controle de qualidade
dessas novas formas farmacéuticas, bem como a sua aplicagdo no tratamento de
doengas, gerando subsidios para futuros projetos de implantacdo de novas
metodologias analiticas para a avaliagdo de medicamentos nanoparticulados no
ambito do Instituto Adolfo Lutz. Muitos desafios relacionados a estabilidade, a
toxicidade, ao processo de producdo e ao controle de qualidade ainda persistem
atualmente, mas certamente serdo contornados nos préximos anos e O0s
medicamentos nanoparticulados estarao disponiveis como arsenal terapéutico para

auxiliar no tratamento das mais diversas patologias.

Palavras-chave: cromatografia liquida, nanocapsulas, nanoparticulas, sistemas de
liberacdo de farmacos.



ABSTRACT

Polymeric nanoparticles are new pharmaceutical forms that are advantageous for the
treatment of different pathologies, due to the increase of bioavailability, reduction of
side effects and efficient targeting of the drug. These formulations present specific
physicochemical properties, which are determinant for the release of the drug and for
the stability of the nanoparticles. Different techniques of synthesis of polymeric
nanoparticles can be employed, such as dispersion of preformed polymers,
supercritical fluids and polymerization of monomers, where each technique has
advantages and disadvantages in relation to Physicochemical characteristics of the
nanoparticles obtained at the end of the synthesis process. In relation to the quality
control of these formulations, many methods by high performance liquid
chromatography in reverse phase were developed and validated. The bibliographical
survey to accomplish this work was done in the portals of the Virtual Health Library
(VHL) and Scielo, aiming to study the development and quality control of these new
pharmaceutical forms, as well as their application in Treatment of diseases,
generating subsidies for future projects of implantation of new analytical
methodologies for the evaluation of nanoparticulate drugs in the scope of the Adolfo
Lutz Institute. Many challenges related to stability, toxicity, production process and
quality control still persist today, but will certainly be circumgaged in the coming years
and nanoparticulate medicines will be available as an Arsenal Therapeutic to assist
in the treatment of several pathologies.

Keywords: liquid chromatography, nanocapsules, nanoparticles, drug release

systems.
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1. INTRODUGCAO

As nanoparticulas poliméricas sao novas formas farmacéuticas promissoras
capazes de administrar farmacos com maior eficiéncia em relagdo as outras formas
farmacéuticas ja existentes. As nanoparticulas possuem tamanho que varia entre 1 a
1000 nm, sdo constituidas por polimeros ou copolimeros de origem natural ou
sintética e sua composigdo ou organizagao estrutural as diferencia em dois grupos:
as nanoesferas e as nanocapsulas. As nanoesferas sao constituidas por uma matriz
polimérica, na qual o farmaco esta distribuido na matriz ou adsorvido a superficie da
particula. As nanocapsulas possuem uma estrutura semelhante a vesiculas, nas
quais o farmaco esta dissolvido em um nucleo liquido e envolto por uma membrana
polimérica (KARIM, R. et al., 2016).

O desenvolvimento farmacotécnico dessas formas farmacéuticas se da por
diferentes métodos de sintese, os quais estdo agrupados em trés categorias:
dispersdo de polimeros pré-formados, tecnologia de fluidos supercriticos e
polimerizagao de monémeros (JEEVANANDAM, J.; CHAN, Y. S.; DANQUAH, M. K.,
2016).

Essas formas farmacéuticas apresentam inumeras vantagens na
administracao de farmacos, pois além de permitirem o alcance ao sitio de agcdo com
maior eficiéncia, também os protege contra degradagdes envolvendo pH, enzimas e
alteragdes bioquimicas (JEEVANANDAM, J.; CHAN, Y. S.; DANQUAH, M. K., 2016).
As nanoparticulas sao mais estaveis dentro dos sistemas biolégicos, sendo assim,
apresentam tempo de meia-vida maior do farmaco na circulagdo sanguinea,
aumentando a biodisponibilidade e seu tempo de permanéncia nos tecidos-alvo,
além de serem capazes de atravessar barreiras biolégicas, como a barreira
hematoencefalica (KARIM, R. et al., 2016).

Além disso, sua estrutura permite o transporte de multiplos farmacos, os quais
sdo liberados em locais determinados, devido a possibilidade de conjugacédo das
nanoparticulas com ligandos especificos que interagem com o tecido-alvo (RICO, L.
M. M., 2013). Isso possibilita uma maior vetorizagdo de farmacos antibiéticos, e
principalmente, de anticancerigenos por administracéo parenteral, 0 que torna a sua
distribuicdo mais seletiva, e consequentemente, aumenta o seu indice terapéutico
(SCHAFFAZICK, S. R. et al, 2003).
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Entretanto, apesar das muitas vantagens que esses sistemas apresentam,
ainda ha limitagdes quanto ao seu uso terapéutico em humanos. Atualmente,
existem poucos polimeros que podem ser utilizados sem oferecer riscos a saude,
uma vez que os seus produtos de degradagao nao podem ser téxicos e devem ser
eliminados facilmente pelo organismo. Outro fator limitante esta relacionado a sua
capacidade de transpor barreiras biologicas e causar potenciais riscos celulares,
sendo que essa limitagao depende principalmente da composicao do nanocarreador,
da sua concentragdo e de suas propriedades fisico-quimicas (KARIM, R. et al,
2016).

Em baixas concentracdes, os sistemas nanoparticulados possuem tendéncia
para formar agregados, prejudicando a estabilidade da formulagéo e alterando a sua
capacidade de aprisionamento do farmaco (JEEVANANDAM, J.; CHAN, Y. S,
DANQUAH, M. K., 2016). Em razdo dessas limitagcdes, além da auséncia de
materiais de referéncia e ensaios de toxicidade padronizados, torna-se dificil
determinar o comportamento que esses sistemas apresentardo no organismo dos
pacientes (KARIM, R. et al., 2016).

Atualmente, ndo estdo disponiveis na literatura estudos de toxicidade ou
mesmo de estabilidade dessas formulagdes (KARIM, R., et al., 2016), sendo assim,
a producao dessas formulagdes de nanoparticulas de acordo com as Boas Praticas
de Fabricacdo (BPF) vigentes e o atendimento as normas de qualidade
estabelecidas pelas agéncias regulatorias, ainda representam desafios a serem
superados (JEEVANANDAM, J.; CHAN, Y. S.; DANQUAH, M. K., 2016).

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) atua avaliando
os dados técnicos necessarios para a aprovacao de produtos e servigos que sao de
interesse para a saude publica e age através de agdes de fiscalizagdo, com o
objetivo de verificar o cumprimento da legislacdo. Nesse sentido, o controle de
qualidade de medicamentos € imprescindivel, pois esta inserido no contexto das
BPF e engloba atividades de amostragem, especificagdes, ensaios necessarios e
relevantes desde a matéria-prima a ser empregada no processo produtivo até a
liberagdo do produto final. O controle da qualidade nao esta limitado, portanto, as
atividades exercidas em laboratério, mas sim, a todas as decisdes relacionadas a
qualidade do medicamento (CORREA, J. C. V., 2003).
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Muitos métodos para analise de medicamentos nanoparticulados tem sido
desenvolvidos e validados. Alguns desses métodos envolvem o uso de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) em fase reversa, onde foi possivel
avaliar os resultados obtidos considerando os parametros de especificidade,
linearidade, precisdo, exatidao, robustez, limite de deteccao e limite de quantificacéo
(NAVES, L. N. et al., 2014); (RODRIGUES, C. D.; KHALIL, N. M.; MAINARDES, R.
M., 2014); (CHASSOT, J. M. et al., 2015); (IANISKI, F. R. et al., 2015); (LOPES, C.
E. etal., 2017); (YASIR, M.; SARA, U. V. S.; SOM, |., 2017).

2. OBJETIVOS

O objetivo desse trabalho foi estudar o desenvolvimento e o controle de
qualidade dessas novas formas farmacéuticas, bem como a sua aplicagdo no
tratamento de doencas, gerando subsidios para futuros projetos de implantagdo de
novas metodologias analiticas para a avaliagdo de medicamentos nanoparticulados

no ambito do Instituto Adolfo Lutz.
3. MATERIAL E METODOS

O levantamento bibliografico para a realizagdo deste trabalho foi feito nos
portais da Biblioteca Virtual em Saude (BVS) e Scielo. No portal da BVS, a pesquisa
foi realizada inserindo os termos: nanocapsulas AND “vetorizagao de farmacos”, com
a utilizagao dos filtros: humanos, terapia e ano de publicacdo no periodo de 2014 a
2018, além desses, também foram inseridos os termos: nanocapsulas AND
determinacdo OR CLAE, utilizando os filtros: inglés, farmacia, quimica e ano de
publicacdo no periodo de 2014 até 2017. No portal Scielo, a pesquisa foi realizada
inserindo os seguintes termos: sistemas nanoparticulados and caracterizagédo e

medicamentos and atengao basica.
4. REFERENCIAL TEORICO
4.1. Nanoparticulas poliméricas: definigcoes

Entende-se por nanoparticulas poliméricas os sistemas carreadores de
farmacos caracterizados por possuirem um nucleo, no qual o conteudo terapéutico
ou de diagndstico esta distribuido, além de modificadores de superficie capazes de

interagir com células de maneira altamente especifica (RICO, L. M. M., 2013).
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Esses sistemas consistem de particulas sdlidas, coloidais, com diametro entre
1 a 1000 nm e sao constituidos por polimeros hidrofébicos biocompativeis ou
copolimeros de origem natural ou sintética. Podem ser empregados na
administracdo de farmacos hidrofébicos ou hidrofilicos, tanto micromoleculares

quanto macromoleculares (KARIM, R., et al. 2016).

Ha diferentes tipos de nanoparticulas (Figura 1), sendo que o método de
preparagao empregado determina o tipo de particula obtido, assim como também
influencia em suas propriedades de liberagado de farmacos (RICO, L. M. M., 2013).
De acordo com a sua composi¢cdo, as nanoesferas e as nanocapsulas possuem
diferencgas entre si. As nanocapsulas possuem um involucro polimérico que envolve
um nucleo oleoso, sendo que o farmaco pode estar dissolvido nesse nucleo ou
adsorvido a parede polimérica. Ja as nanoesferas sdo formadas por uma matriz
polimérica, sem a presenca de um nucleo oleoso, no qual o farmaco pode ficar retido
ou adsorvido (SCHAFFAZICK, S. R. et al., 2003).

Figura 1 — Caracteristicas estruturais das nanoparticulas

Nanocdpsulas Nanoesferas
Parede —pfy s e o) CIFB 83 o] g hy— Matriz
polimérica o 4 CB CB O o) polimérica
© 0 4 o
Nicleo—Sp ~ o]
oleoso / — %\
Férmaco a) b ¢ a) armaco

Fonte: Schaffazick, S. R. et al., 2003.
4.2. Propriedades fisico-quimicas dos sistemas nanoparticulados

As propriedades fisico-quimicas desempenham importante papel no
comportamento que as nanoparticulas apresentardo com relacdo a liberacido do
farmaco no local de acdo, bem como sado determinantes para a avaliagédo da sua
estabilidade (MEYAGUSKU, V. M., 2014). Essas propriedades compreendem:
morfologia, distribuicdo de tamanho de particula, distribuicdo de massa molar do
polimero, potencial zeta, pH das suspensdes e taxa de associagdo do farmaco
(SCHAFFAZICK, S. R. et al., 2003).

4.2.1. Morfologia

A avaliagdo morfolégica das nanoparticulas tem sido realizada,

principalmente, através das técnicas de microscopia eletrobnica de transmissao
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(MET) e microscopia eletrénica de varredura (MEV). A MET permite diferenciar
nanocapsulas de nanoesferas, além de ser possivel determinar a espessura da
parede das nanocapsulas (SCHAFFAZICK, S. R. et al., 2003). A MEV é empregada
para avaliar a rugosidade e porosidade das particulas (MEYAGUSKU, V. M., 2014).

4.2.2. Distribuicao de tamanho de particula

As diferengcas de tamanho de particula podem existir conforme a sua
composi¢do quali-quantitativa e o método empregado na sua preparagdao. O
diametro médio das nanocapsulas, por exemplo, pode ser influenciado pela natureza
do dleo utilizado como nucleo. Outro fator capaz de influenciar o tamanho das
particulas € a presenca do farmaco durante o processo de nucleagdo, gerando
particulas maiores e com ampla distribuicdo de tamanho (SCHAFFAZICK, S. R. et
al., 2003).

4.2.3. Distribuicao de massa molar do polimero

A distribuicdo de massa molar do polimero é também uma caracteristica
importante, pois fornece informagdes relativas a influéncia que os componentes da
formulacdo podem exercer sobre o processo de polimerizagdo, sobre possiveis
reacoes existentes entre o farmaco e o polimero, além de também ser possivel
avaliar a degradacgao do polimero no decorrer do tempo (SCHAFFAZICK, S. R. et al,,
2003).

4.2 4. Potencial zeta

O potencial zeta traduz as cargas superficiais presentes nas nanoparticulas,
as quais sao determinantes para a estabilidade da particula no meio de dispersao
(IANISKI, F.R. et al., 2015). Sendo assim, pode estar relacionado a dissociagao dos
grupos funcionais que estdo presentes na particula ou pela presenca de ions ou
moléculas ibnicas no meio aquoso (MEYAGUSKU, V. M., 2014).

Os valores de potencial zeta podem ser positivos ou negativos, sendo
dependentes das caracteristicas superficiais da particula (MEYAGUSKU, V. M.,
2014). Uma boa estabilidade fisico-quimica de uma suspensdo coloidal esta

diretamente relacionada com altos valores de potencial zeta, uma vez que as forcas
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repulsivas evitam a agregagao causada por colisbes de nanoparticulas adjacentes
(SCHAFFAZICK, S. R. et al., 2003).

O mecanismo de associagcdo de farmacos com nanoparticulas pode ser
compreendido através da determinacdo do potencial zeta. O aumento na taxa de
associagao do farmaco reduz, em maédulo, o valor desse potencial (SCHAFFAZICK,
S.R. et al., 2003).

4.2.5. pH

O monitoramento dos valores de pH de suspensdes de nanoparticulas esta
diretamente relacionado a estabilidade dessas formulagdes, uma vez que alteracdes
de pH indicam que o polimero esta em degradacdo. A redugdo do pH dessas
formulagcbées tem como causas tanto a ionizagdo dos grupos carboxilicos que estéao
presentes no polimero, quanto a hidrolise, que esta relacionada com a
hidrofobicidade do poliéster (SCHAFFAZICK, S. R. et al., 2003).

Em estudo realizado por laniski et al. (2015), suspensdes de nanocapsulas de
polietileno glicol contendo meloxicam e placebo apresentaram, respectivamente,
valores de pH 5,0 £ 0,2 e 5,2 £ 0,1, sendo que, a estabilidade dessas formulacdes

estava dentro de uma faixa de pH que variade 3,0 a 7,5.
4.2.6. Taxa de associagao do farmaco

A quantidade de farmaco associado as nanoparticulas é dificil de ser
determinada devido ao seu tamanho reduzido. Além disso, outros fatores
influenciam a quantidade de farmaco que se associa as nanoparticulas, tais como:
caracteristicas fisico-quimicas do farmaco, pH do meio, caracteristicas da superficie
da particula, natureza do polimero, quantidade de farmaco adicionado na
formulacdo, ordem de adi¢do do farmaco na formulagao, ou seja, antes ou apds a
formacao das nanoparticulas, natureza do 6leo utilizado (nas nanocapsulas) e o tipo
de tensoativo adsorvido a superficie do polimero (SCHAFFAZICK, S. R. et al., 2003).

4.3. Estabilidade dos sistemas nanoparticulados

Suspensdes de nanoparticulas s&o estaveis por periodos relativamente
curtos, pois aglomerados de particulas podem se formar, e consequentemente,
ocorrer sedimentacdo. Diversos fatores podem interferir na estabilidade dessas
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formulagdes, dificultando a sua produgdo em escala industrial. Por exemplo, a
adsorcdo de moléculas ativas a superficie das nanoparticulas, a presenca de
tensoativo adsorvido, a estabilidade quimica do polimero, do farmaco, ou de outras
matérias-primas, a liberacdo prematura da substancia ativa e a proliferacédo
microbiana. Nesse sentido, técnicas de liofilizacdo e nebulizacdo estdo sendo
aplicadas com o objetivo de evitar ou retardar esses fatores interferentes na
estabilidade dos sistemas nanoparticulados (SCHAFFAZICK, S. R. et al., 2003).

4.4. Técnicas empregadas para a sintese de nanoparticulas poliméricas
4.4.1. Dispersao de polimeros pré-formados

Através do emprego da técnica de dispersdo de polimeros pré-formados, é
possivel a preparagcdo de nanoparticulas poliméricas com melhor biodistribuicdo e
melhores propriedades farmacocinéticas, homogeneidade quimica e estrutural e
biodegradagao controlada. Os polimeros utilizados para a preparagdo de
nanoparticulas através dessa técnica s&o o poli (acido latico) PLA, poli (acido latico-
co-acido glicdlico) PLGA e poli (e-caprolactona) (JEEVANANDAM, J.; CHAN, Y. S;
DANQUAH, M. K., 2016). Ha diversos métodos de sintese por dispersdo de
polimeros pré-formados cujas etapas estdo esquematizadas na figura abaixo (Figura
2) e serao abordados resumidamente nos topicos a seguir.
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Figura 2 — Métodos de sintese por dispersao de polimeros pré-formados
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4.4.1.1. Método de sintese por evaporagao do solvente

Este método consiste na preparagdo de uma emulsdo 6leo/agua (O/A), na
qual a fase organica é constituida por solvente organico apolar e o polimero,
juntamente com a substancia ativa, sdo incorporados através de dissolugédo ou
dispersdo. O tensoativo utilizado € do tipo O/A, como, por exemplo, o acetato de
polivinila (PVA) e incorporado na emulsdo, juntamente com a fase aquosa. Logo
apos o processo de emulsificacédo, a formulagédo € homogeneizada em alta presséo,
ou através de ultrassom. Finalmente, o solvente organico é removido por
evaporacgao, e ocorre a precipitagdo do polimero e, consequentemente, a formagao
das nanoesferas (SOUTO, E. B.; SEVERINO, P.; SANTANA, M. H. A., 2012).

4.4.1.2. Método de sintese por emulsificacdo espontanea

Neste método, as nanoparticulas poliméricas presentes na fase oleosa, sédo
formadas utilizando solventes soluveis em agua, como, por exemplo, acetona ou
metanol, juntamente com solventes organicos insoluveis em agua, como, o
diclorometano ou cloroféormio. Entre as duas fases criadas, aplica-se uma turbuléncia

interfacial, a qual se da pela difusdo espontdnea do solvente soluvel em agua,
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originando as nanoparticulas. Neste processo, o tamanho de particula gerado é
menor, a medida que a concentragdo do solvente soluvel em agua aumenta
(JEEVANANDAM, J.; CHAN, Y. S.; DANQUAH, M. K., 2016).

4.4 .1.3. Método de sintese por salting-out

No método de sintese por salting-out, uma emulsdo O/A é preparada, pela
adicdo de uma fase interna, constituida por uma solugdo do polimero em solvente
organico polar, na qual a substancia ativa esta dispersa ou dissolvida, a uma fase
externa, composta por uma solugao de eletrdlito ou nao eletrolito e um tensoativo,
por exemplo, o PVA. Em seguida, a emulsdo € submetida a agitagdo intensa, em
temperatura ambiente. A precipitacdo do polimero, com a consequente formacao
das nanoesferas, ocorre apos a diluicdo da emulsdo em um volume adequado de
agua deionizada, permitindo que ocorra a difusdo do solvente para a fase externa.
Por fim, as nanoesferas sdo separadas do excesso de eletrdlito e do tensoativo por
processos de ultracentrifugacéo e ultrafiltracdo, obtendo-se uma dispersdo aquosa
de nanoesferas (SOUTO, E. B.; SEVERINO, P.; SANTANA, M. H. A., 2012).

4.4.1.4. Método de sintese por nanoprecipitacao

Neste método, a precipitacdo ou deposicdo interfacial do polimero pré-
formado ocorre na interface de uma emulsdo O/A. A fase interna € composta pelo
polimero dissolvido num solvente orgénico polar, onde a substéncia ativa se
encontra dispersa ou dissolvida. A fase externa & constituida por uma solugao
aquosa, que contém um tensoativo do tipo O/A, por exemplo, o PVA ou um
poloxdmero. A emulsificagdo ocorre apds a dispersdo da fase interna na fase
externa, em agitacdo magnética, a qual forma um sistema opalescente. As
nanoparticulas sao formadas apds a remog¢ao em pressdo reduzida do solvente
organico (SOUTO, E. B.; SEVERINO, P.; SANTANA, M. H. A., 2012).

A nanoprecipitacao € um método simples, rapido e reprodutivel que permite
obter tanto nanoesferas quanto nanocapsulas (JEEVANANDAM, J.; CHAN, Y. S,
DANQUAH, M. K., 2016). As nanoesferas sdo obtidas quando a substéncia ativa
esta dissolvida ou dispersa na solugédo polimérica. Ja as nanocapsulas sao obtidas

quando a substancia ativa é dissolvida em oleo, e este 6leo € emulsificado na
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solugao polimérica antes da dispersédo da fase interna na fase externa no processo
de emulsificagao (SOUTO, E. B.; SEVERINO, P.; SANTANA, M. H. A., 2012).

4.4.1.5. Método de sintese por dialise

O método de diadlise é simples e efetivo para a sintese de nanoparticulas
poliméricas pequenas e bem distribuidas. O meétodo consiste em dissolver o
polimero em um solvente orgénico, e em seguida, submeté-lo a didlise contra um
solvente ndo miscivel. Este método apresenta desvantagens importantes, como, por
exemplo, a instabilidade das nanoparticulas e a baixa eficiéncia na incorporacdo da
substancia ativa (JEEVANANDAM, J.; CHAN, Y. S.; DANQUAH, M. K., 2016).

4.4.2. Tecnologia de fluidos supercriticos

Este método permite a sintese de nanoparticulas poliméricas sem a
necessidade de utilizagdo de solventes toxicos prejudiciais ao meio-ambiente. O
processo de sintese consiste em dissolver os solutos em um fluido supercritico para
formar uma solugao, e em seguida, fazé-la atravessar por um capilar. A producéo de
nanoparticulas bem dispersas é facilitada pela supersaturacao, pela rapida reducao
de presséo na expansao e pela nucleagcdo homogénea. A principal desvantagem no
emprego desse método deve-se a baixa solubilidade que os polimeros de alto peso
molecular apresentam nos fluidos supercriticos. Sendo assim, a utilizacdo desses
polimeros nesse processo torna-se mais dificil (JEEVANANDAM, J.; CHAN, Y. S,
DANQUAH, M. K., 2016).

4.4.3. Polimerizagdao de monémeros

Ha diferentes processos existentes para a sintese de nanoparticulas
poliméricas por meio da polimerizacdo de mondmeros. Dentre elas: a emulsificagao,
a mini-emulsificagdo, a micro-emulsificacdo e a polimerizagao radical controlada
(JEEVANANDAM, J.; CHAN, Y. S.; DANQUAH, M. K., 2016). Esses processos estao

esquematizados na figura abaixo (Figura 3), e serdo abordados a seguir.
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Figura 3 — Métodos de sintese por polimerizagao de mondémeros

Polymerization of monomers

Emulsion polymerization Mini-emulsion polymerization ficro-cmulsion polymerization Radical pulymerization
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Fonte: Jeevanandam, J.; Chan, Y. S.; Danquah, M. K., 2016.

4.4.3.1. Emulsificacédo

Este método difere da emulsificagdo convencional por nao utilizar agentes
emulsionantes. Sendo assim, € considerado um método de sintese atoxico para a
producao de nanoparticulas. Os reagentes comumente utilizados incluem: agua,
persulfato de potassio e monémeros, como, por exemplo, o vinil. Entretanto, a
principal limitagdo deste método € o aumento do tamanho da nanoparticula, que
ocorre devido a auséncia de agentes emulsionantes (JEEVANANDAM, J.; CHAN, Y.
S.; DANQUAH, M. K., 2016).

4.4.3.2. Mini-emulsificacao

A mini-emulsificagdo é diferente do método anterior por utilizar um co-
estabilizador de baixo peso molecular para a formagao do polimero. Além disso, sao
também utilizados na formulagédo: agua, mistura de mondémeros, surfactante e um
iniciador. Devido ao uso de surfactantes, as propriedades das nanoparticulas séo
alteradas, sendo necessaria a utilizacdo de estabilizantes durante o processo de
polimerizagcao (JEEVANANDAM, J.; CHAN, Y. S.; DANQUAH, M. K., 2016).
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4.4.3.3. Micro-emulsificacao

As nanoparticulas poliméricas obtidas por meio deste método possuem
propriedades interessantes, tais como: baixissima tensao interfacial, area interfacial
larga e capacidade de solubilizar compostos hidrofilicos e hidrofébicos, tornando-as
termodinamicamente estaveis em viscosidade baixa. Diferentes fatores afetam a
cinética de polimerizagdo, bem como as propriedades das nanoparticulas
poliméricas, os quais s&o: a concentragdo e o tipo de iniciador, surfactante,
mondmero e a temperatura da reacdo (JEEVANANDAM, J.; CHAN, Y. S,
DANQUAH, M. K., 2016).

4.4.3.4. Polimerizagao radical controlada

Este procedimento de polimerizagcdo € capaz de controlar a massa molar, a
distribuicdo de massa molar, a arquitetura e a funcdo dos polimeros. Sua principal
vantagem se da pela capacidade de reduzir a polidispersao do polimero. Por outro
lado, a complexidade desse processo, seu alto custo e a presencga de residuos dos
agentes de controle no produto, sdo as principais desvantagens (JEEVANANDAM,
J.; CHAN, Y. S.; DANQUAH, M. K., 2016).

4.5. Controle de qualidade dos sistemas nanoparticulados
4.5.1. Importancia do controle de qualidade de medicamentos

O controle de qualidade de medicamentos tem papel fundamental na garantia
da seguranga e eficacia terapéutica, abrangendo atividades que assegurem que a
liberagao do produto seja feita somente apds a realizagéo de ensaios pertinentes ao
medicamento, e que, estes ensaios expressem resultados confiaveis de forma a
garantir a sua qualidade (LA ROCA, M. F. et al., 2007).

No contexto das BPF, o controle de qualidade de medicamentos deve ser
continuo e nédo se limitar somente aos ensaios laboratoriais, pois € igualmente
importante garantir a qualidade dos insumos que serao utilizados no processo
produtivo, bem como, do medicamento disponivel no mercado (CORREA, J. C. V.,
2003).

Sendo assim, outras atividades relacionadas aos medicamentos, tais como,

distribuicdo, transporte, armazenagem, comercializagdo e manipulagdo, se
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realizadas inadequadamente, interferem de maneira significativa na qualidade do
medicamento (COSTA, E. A. et al., 2017).

45.2. doseamento de sistemas

nanoparticulados

Métodos desenvolvidos para

Com o objetivo de obter resultados confiaveis, os métodos analiticos
empregados para a andlise de medicamentos devem ser validados, seguindo
normas nacionais, internacionais e sistemas da qualidade, que asseguram que o
meétodo analitico em questao € adequado para a finalidade pretendida (LA ROCA, M.
F. et al., 2007).

Ao longo dos ultimos anos, muitos estudos foram realizados com o objetivo de
desenvolver e validar metodologias analiticas para doseamento de farmacos
incorporados aos sistemas nanoparticulados. Alguns desses métodos sao

apresentados na tabela 1, que resume o doseamento de diferentes farmacos por

analises simples de cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa.

Tabela 1 — Métodos analiticos para sistemas nanoparticulados

TR Preparo da Condigoes
Sistema P goe: Resultados Referéncias
amostra cromatograficas
Carreador
Método seletivo;
robusto; linear, na
Extragao Coluna C8 Chromospher | faixa de 10 a 250
sélido-liquido | (250 x 4,0 mm, 5 um); pg/mL e coeficiente
com etanol. Fase Movel: acetonitrila- linear de 0,9996;
Lupeol Centrifugagédo | metanol (0,1% &cido preciso e exato, Naves. L. N
nanocapsulas a 3000 rpm acético) (95:5 v/v); desvio padrao ot al ’20'14'
poliméricas por 5 minutos. | Fluxo: 1,2 mL/min.; Vol. relativo (DPR) v ’
Filtracdo em de injecao: 20 pL; inferior a 5%; limite
membrana Temperatura: 35 °C; de deteccgédo (LD) de
(0,45 pm). Leitura: 210 nm 7 yg/mL; limite de
quantificagao (LQ)
de 10 pg/mL.
Coluna C18 Xterra Método seletivo:
Waters® (250 x 4,6 mm, S ’
. ~ ) robusto; linear, na
Anfotericina B Extragao 5 um); . .
, T e - faixa de 1 a 20 Rodrigues,
nanoparticulas solido-liquido | Fase Mével: acido acético . ) ;
s o L . pg/mL e coeficiente C. D.; Khalil,
de poli (acido com metanol. | 9%-acetonitrila (40:60 : i .
re: . ~ . linear de 0,9998; N. M.;
latico)- Filtragdo em | v/v); : .
L . ) . preciso e exato, DPR | Mainardes,
polietilenoglicol membrana Fluxo: 1 mL/min.; Vol. de o/l
o . 0,59%; LD: 18 R. M., 2014.
(PLA-PEG) (0,22 ym). injecao: 20 L; A
. 9 o ng/mL; LQ: 55
Temperatura: 25 °C; na/mL
Leitura: 408 nm 9 )
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Coluna C18

Método seletivo;
robusto; linear, na

Extracao Phenomenex® (250 x 4,6 faixa de 5 a 25
Dipropionato de | sdlido-liquido | mm, 5 ym); Fase Mével: g
, ) .| ug/mL e coeficiente Chassot, J.
beclometasona | com metanol. | metanol-agua (70:30 v/v); | : i
~ . ~ ) N linear de 0,9993; M. et al,
suspensao de Filtracdo em Fluxo: 1 mL/min.; Vol. de .
. L . preciso e exato, DPR 2015.
nanocapsulas membrana injecdo: 50 pL; ; o 1 .
] 0. abaixo de 2%; LD:
(0,45 um). Temperatura: 25 °C; 016 ug/mL: LQ: 0 54
Leitura: 254 nm 19 Hg e
pg/mL.
Coluna C18 . o
~ Phenomenex® Luna (250 Metodo.sgletlvo,
Extracao ) robusto; linear, na
. A x 4,6 mm, 5 um); Fase .
liquido-liquido S - faixa de 1 a 40
. Mével: metanol-acido -
Meloxicam com metanol. e o pg/mL e coeficiente .
. . ~ fosforico (1% v/v) pH 2,5 . } laniski, F. R.
nanocapsulas Centrifugacao . . linear de 0,9999;
. (70:30 v/v); . et al., 2015.
PEGuiladas a 4000 rpm i . preciso e exato, DPR
Fluxo: 1 mL/min.; Vol. de ; o . 1.
por 10 o . abaixo de 2%; LD:
. injecédo: 20 uL; A
minutos. e on. 0,59 mg/mL; LQ:
Temperatura: 25 °C; 178 ma/mL
Leitura: 360 nm (DAD) /6 mg/mt.
Coluna C18 Cosmosil
~ (250 x 4,6 mm, 5 ym); Método seletivo;
Extragao Jo e
liquido-liquido Easp Movel: ropusto, linear, na
. dihidrogenofosfato de faixade 1a 16 ; .
. com alcool L Y e Yasir, M;
Haloperidol . . potassio-acetonitrila- pg/mL e coeficiente
. isopropilico. T ; i Sara, U. V.
nanoparticulas . ~ trietilamina pH 3,5 linear de 0,9995; .
- - Centrifugacao on. . . S.; Som, .,
lipidicas sélidas 24000 rom (10:90:0,1 v/v); preciso e exato, DPR 2017
or 10p Fluxo: 2 mL/min.; Vol. de | abaixo de 2%; LD: )
nf’inutos injegdo: 20 pL; 0,045 ug/mL; LQ:
' Temperatura: 25 °C; 0,135 pg/mL.
Leitura: 230 nm
Coluna C18 Inertsil® Método seletivo;
Halcinoniida ODS3 GL Sciences (150 robusto; linear, na
nanoparticulas X 4,6 mm, 5 um); Fase faixa de 10 a 40
lipidicas sélidas Filtracdo em Movel: metanol-agua pg/mL e coeficiente Lopes. C. E
(NLS)/ membrana (85:15 v/v); linear de 0,9994; etpal ’201'7 '
nanoparticulas (0,45 pm). Fluxo: 1 mL/min.; Vol. de preciso e exato, DPR ’ )
de nucleo injegao: 20 yL; abaixo de 2%; LD:
lipidico (NNL) Temperatura: 25 °C; 0,04 pg/mL; LQ: 0,14

Leitura: 239 nm

pg/mL.

Fonte: Elaborada pelo autor, 2019.

De acordo com os dados apresentados na tabela anterior, os métodos para

doseamento e identificacdo de farmacos veiculados por sistemas poliméricos

nanoparticulados s&o reprodutiveis e de facil implantagdo no laboratério de ensaios

fisicos e quimicos em medicamentos do Instituto Adolfo Lutz, necessitando apenas

validar parcialmente as metodologias descritas anteriormente.

Além disso, os insumos utilizados para o preparo da amostra, bem como

aqueles necessarios ao atendimento das condigdes cromatograficas descritas, sé&o

também utilizados para a analise de outras formas farmacéuticas convencionais,



24

sem haver, portanto, a necessidade de investimento em novos materiais ou

equipamentos.

Sendo assim, os métodos apresentados atenderam de maneira satisfatéria os
parametros de seletividade, linearidade, precisdo, exatiddo e robustez para o
doseamento de farmacos de diferentes classes terapéuticas, incorporados em
nanocapsulas, suspensdes de nanocapsulas ou nanoparticulas, as quais foram

formuladas por diferentes métodos de sintese.
4.5.3. Regulacao sanitaria de medicamentos

A regulagdo sanitaria de medicamentos surgiu de uma necessidade de
combater medicamentos ineficazes e desnecessarios, os quais colocavam em risco
a saude da populagédo. Ainda hoje, a regulagao sanitaria de medicamentos € um
grande desafio, pois medicamentos de ma qualidade, falsificados ou que possuem

outras irregularidades sdo muito comuns no mercado (COSTA, E. A. et al., 2017).

Dentre as diferentes acbdes que fazem parte da regulagdo sanitaria de
medicamentos, a fiscalizacdo € o principal instrumento para a verificacdo da
conformidade da empresa responsavel pela fabricagdo do medicamento, suas
condicdes sanitarias de funcionamento, bem como, o cumprimento das normas de
fabricacao, distribuicdo e comercializagao de seus produtos, os quais devem atender
as especificacdes de qualidade declaradas no registro do medicamento (CORREA,
J. C. V., 2003).

No Brasil, a ANVISA é o 6rgédo responsavel pela regulagdo sanitaria de
medicamentos, e suas agbes tém como objetivo a promog¢do da qualidade, a
segurancga e eficacia dos medicamentos. Também abrange a formulagdo de normas
e padrdes, bem como, todo o processo de registro do produto, desde a autorizagéo
de ensaios clinicos, o licenciamento de instalagcbes e pessoal, o controle de
qualidade e o monitoramento de reacgdes adversas ao medicamento, emissao de
alertas e recolhimento de produtos (COSTA, E. A. et al., 2017).

Em relagcdo aos sistemas nanoparticulados, sua regulagdo por parte das
agéncias regulatérias € um desafio no Brasil e no mundo, pois muitos desses
sistemas nao possuem estudos de toxicidade, além disso, devido a necessidade de

mais estudos in vivo, ndo se sabe exatamente como as propriedades dos
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nanocarreadores s&do afetadas quando estdo presentes em sistemas bioldgicos
(KARIM, R. et al., 2016).

4.6. Aplicagoes terapéuticas dos sistemas nanoparticulados

A aplicagcdo dos sistemas nanoparticulados apresenta diversas vantagens
terapéuticas promissoras, sendo a vetorizagdo de farmacos anticancerigenos e
antibidticos a principal delas. A administracdo parenteral destes farmacos em
sistemas nanoparticulados garante uma distribuicdo mais seletiva, e
consequentemente um aumento no indice terapéutico. Farmacos causadores de
irritacbes gastrointestinais podem ser incorporados a estes sistemas, como, por
exemplo, anti-inflamatérios n&o esteroides (diclofenaco, indometacina, etc.),
diminuindo seus efeitos colaterais, e consequentemente, aumentando a adesao ao
tratamento. Além desses, os farmacos que sofrem degradacdo no trato
gastrointestinal, como as proteinas e horménios, tem sua biodisponibilidade
aumentada quando incorporados a estes sistemas (SCHAFFAZICK, S. R. et al,

2003).

A Tabela 2 apresenta de forma resumida alguns exemplos de aplicagao
terapéutica na administragcdo de farmacos, em forma de nanocapsulas ou

nanoparticulas, bem como os resultados e limitagcbes observados nesses estudos.

Tabela 2 — Aplicagoes terapéuticas dos sistemas nanoparticulados

Aplicacgao SEEe Resultados Limitagoes Referéncias
carreador
Nanocapsulas uniformes,
pequenas e leves capazes
. de penetrar tecidos tumorais.
Nanocapsulas NN Foram
. ~ C Alta eficiéncia de X
Administragao de poli (acido ~ o realizados
S encapsulacao (93,5%). Yang, P. et
de metacrilico) — ; somente
- (0] PFH incorporado L al., 2014.
doxorrubicina | perfluorohexano aumentou o sinal gerado estudos in vitro
(PMAA-PFH) pelo ultrassom, garantindo e pre-clinicos.
aplicacbes de diagndstico e
terapia por imagem.
O tratamento apresentou
Administracio melhores resultados apods
de ’ 40h, em comparagdo a Foi realizado
. . administragcao de Parekh, G. et
camptotecina Nanocapsulas M somente estudo
em células de camptotecina livre. in vitro al., 2014.
lioblastoma Liberagdo controlada do ’
9 farmaco, impedindo sua
degradacgao rapida.
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Redugao do tumor, nao | Foram
Administracéo apresentou neurotoxicidade, | realizados
de Nanoparticulas | redugéo de necrose. somente
doxorrubicina de poli (butil Capaz de passar pela | estudos in vitro | Karim, R. et
em cianoacrilato) barreira  hematoencefalica, | e pré-clinicos. al., 2016.
glioblastoma (PBCA) concentragbes terapéuticas
multiforme significativas encontradas
em ceérebro de ratos.
Pode ser
sequestrada por
. Transporte eficiente, endossomos,
Nanoparticulas . o . ) . ~
o garantindo estabilidade as | baixa liberagao
de silica . ;
proteinas. no citosol.
Realizado
. Transporte estudo’m vitro. Ray, M. et
intracelular de Suscetivel a ser al. 2017
proteinas Nanoparticulas Versatilidade, protecéo Zﬁgz(::gran%os por
de ouro contra atividade enzimatica. . ’
Realizado
estudo in vitro.
Nanocap§u|as- Rapida liberagéo no citosol, Realizado
nanoparticulas : ~ o
- liberagao intracelular. estudo in vitro.
estabilizadas

Fonte: Elaborada pelo autor, 2019.
5. CONCLUSAO

Os sistemas nanoparticulados representam um avango muito importante na
terapia de doencas complexas, como € o caso do cancer, bem como em tratamentos
mais simples, sendo capaz de melhorar a biodisponibilidade de determinados
farmacos suscetiveis a degradagao no trato gastrointestinal e, até mesmo reduzindo
os efeitos adversos ja conhecidos de muitos outros, dada pela sua capacidade de

direcionar o farmaco de modo mais eficiente.

No entanto, por serem formas farmacéuticas complexas, muitos desafios
precisam ser considerados. Em primeiro lugar, a auséncia de estudos mais
detalhados sobre o comportamento dos polimeros nos sistemas bioldgicos impede
uma compreensao mais clara da seguranga, toxicidade e a estabilidade dessas
Em

desenvolvimento no processo de produgao dessas formulagdes, ja que muitos deles

formulagdes. segundo lugar, ainda torna-se necessario um maior

sdo inviaveis em escala industrial, devido, principalmente ao grau de complexidade e
alto custo. E por fim, a auséncia de materiais de referéncia e padronizados dificulta o

controle de qualidade dessas formulagdes, tornando-se dificil a sua reprodugao por

parte dos laboratorios oficiais.
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Portanto, apesar das dificuldades técnicas apresentadas, com o avanco das
pesquisas nesse tema, certamente estas serdo contornadas e em um breve futuro,
os medicamentos nanoparticulados estardo disponiveis como arsenal terapéutico

para auxiliar no tratamento das mais diversas patologias.
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