UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Programa de Pos-Graduacédo em Farmacos e Medicamentos

Area de Producéo e Controle Farmacéutico

Desenvolvimento de Método Analitico Para Quantificacéo de
Antineoplasico em Sistemas de Liberacdo Controlada de Farmacos

Fernando Kaneko Prado

Dissertacdo para obtenc¢do do titulo de Mestre.
Orientadora: Prof.2 Dra. Maria Segunda Aurora Prado

Coorientadora: Prof.2 Dra. Eliana Martins Lima

Sao Paulo

2019



UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Programa de Pos-Graduacédo em Farmacos e Medicamentos

Area de Producéo e Controle Farmacéutico

Desenvolvimento de Método Analitico Para Quantificacao de
Antineoplasico em Sistemas de Liberacdo Controlada de Farmacos

Fernando Kaneko Prado

Dissertacdo para obtencdo do titulo de Mestre.
Orientadora: Prof.2 Dra. Maria Segunda Aurora Prado

Coorientadora: Prof.2 Dra. Eliana Martins Lima

Versao Corrigida

Sao Paulo

2019



Autortzo 3 regrodugds & @valgagdo total ou pardal deste trabalho, por Qualkquer melo
convencional ou eletronico, para fins de estudo & pesquisa, desde que citada a fonte.

Ficha Catalogranca elaborada eletronicamente pelo autor, utlizando o
programa desenvolvido pela Seqdo Teécnica de Informatica do ICMC/USP e
adaptado para a DivisSo de Biblioteca & Documentagdo do Conjunio das Quimicas da USP

Billotecada respansdvel pela oneniagdo de catalpgagdo da pubdcacdo:
Mariene Aparedida Vielra - CRE - 85552

Frado, Femando Xaneko
FE3Ed Deseovolvimento de M&todo Anzlitlco Fara
Quantificacdo da Anobinooplasico on Sistamas de
Libar=cEc Controlada da Firmacos  Famando Esnako
Frado. - S3o Faulo, ZO01%.
£ p.

Dissertacdo mestrado] - Faculdsde de ClEnclas
FarmacButicas da Dniwversidada do Edo Faulo.
Departamento de Farmcia.

Orientador: Prado, Maria Segunda Aurcra

1. nmamotacnaologia. 2. eletrocforese capllar. 3.
istema @ liberacEc controlada de Edrmacos. I. T.
I. Frado, Maria Segunda Aurora, orlembador.

|
I




Fernando Kaneko Prado

Desenvolvimento de Método Analitico Para Quantificacéo de
Antineoplasico em Sistemas de Liberacdo Controlada de Farmacos

Comisséo Julgadora
da

Dissertacao para Obtencao do Titulo de Mestre.

Prof.2 Dra. Maria Segunda Aurora Prado

Orientadora/Presidente

Prof.2 Dra. Thais Leite Nascimento

Prof.° Dr. Henrique Eisi Toma

Prof.° Dr. Francisco Rolando Valenzuela Diaz

Sao Paulo, de de 2019.







Dedico este trabalho ao meu pai Fernando Luis
do Prado por seus conselhos e contribuices a
mim dedicadosdurante toda minha vida.

AGRADECIMENTOS

A Deus e ao senhor Jesus que tornaram este trabalho e minha existéncia possiveis.

Aos meus pais Fernando Luis do Prado e Luciane Yagui Kaneko Prado, por todos os
ensinamentos, conselhos, apoio e carinho durante minha vida.

Aos meus avos paternos Celso Massashi Kaneko e Maura Akiko Yagui Kaneko por
todo apoio, incentivo, confianca e estarem sempre ao meu lado durante minha vida.

Aos meus avos paternos Sebastido Luis do Prado e Maria José Porto do Prado por
entenderem minha auséncia e incentivarem a conclusdo desta etapa em minha vida.

Aos meus irmaos Bruno Kaneko Prado e Gabriel Kaneko Prado, pelo incentivo e
momentos de descontracdo quando necessarios.

A Profa.Dra. Maria Segunda Aurora Prado, pela orientacédo, confianca, incentivo a
vida académica e suporte em todo este trabalho.

A Prof2.Dra. Veni Maria Andres Felli, pela credibilidade depositada em mim desde a
iniciacdo cientifica, apoio e orientagdo, sendo a primeira professora a acreditar em
mim.

A Profa.Dra. Eliana Martins Lima pelas sugestdes, orientacdo, suporte técnico e
material.

A Prof2.Dra. Marina Franco Maggi Tavares pelas sugestdes, suporte técnico e
material.

A Prof2.Dra. Danielle Guimarées Diniz pelas sugestées, orientacéo e suporte técnico.

A Prof.Dr. Henrique Eisi Toma pelo suporte técnico e material e aos seus alunos
Bruno Bitardes e Fernando.

Ao Diego Marcel Fagundes por me incentivar, apoiar e estar ao meu lado ouvindo
meus desabafos nos momentos mais dificeis.

Aos amigos do periodo da Iniciagcdo Cientifica no de Sintese: Jamille Carvalho
Rocha, Bruna Roncoleta Dangelo, Ellys, Rosania e Charles.

Aos Amigos do Laboratorio de Controle de Qualidade Fisico-Quimico de Farmacos e
Cosméticos: Andrea Sofo, Laura Victoria Espafiol Marifio, Aline de Souza, Claudia
Oliveira, Adriana de Vicente Franca Marcondes, Lourdes Marcela Yataco Lazaro,
Octéavio Valentim Lourenco, Frank Alonso Gaviliano Fajardo, Amanda Beatriz Barros



e Francielle Regina Silva Dias. Muito obrigado pelos momentos de aprendizado e
descontracéo compartilhados.

Ao amigo do Laboratério de Farmacotécnica: Edilson Marcelo Nazareth Junior.

A Fabiana Vaz Tosta pela amizade, companheirismo, conselhos pessoais e
profissionais.

Aos amigos do Farmatec: Ana Paula Bernardes Almeida, Christiane Franca Martins,
Rayane Santa Cruz M. de Queiroz Antonino, Mariana O. Vasconcelos, Ana Luiza R.
de Souza, Luis Antonio Dantas Silva, Marcilia V. Pavam Goncalves, Emilio Ramos
Cintra, Danillo Fabrini M. Costa Veloso, Jeane R. Santana de Faria, Cesar A. de
Araudjo Jr, Natalia Grillo Tomé, Thais Leite Nascimento, lara M. O. Viana,Lilian
Cristina R. dos Santos, Edilson Ribeiro de Oliveira Junior, Sarah Rodrigues
Fernades, Relton Romeis de Oliveira, Eleonora Truzzi, Leonardo Gomes Souza e
Thiago Miguel Garcia Cardoso. Muito obrigado pelos momentos de aprendizado e
descontracdo compartilhados.

As alunas Sara Guedes de Carvalho Rocha, Michele Coité e Amanda Porfirio pela
confianga e participagéo no trabalho de vocés.

As professoras que participaram da banca de sele¢do Dra. Vladi Olga Consiglieri,
Dra. Cristina Helena Reis Serra e Dra. Maria Valéria Robles Velasco por acreditarem
no meu potencial e no meu projeto.

Aos conselhos dos professores que participaram da banca de qualificagdo Dr. Luiz
Carlos Martins das Neves e Dr. Henrique Eisi Toma.

Aos funcionérios da pés-graduacgdo David Filho, Irineu, Sueli, Alexandre, Sandra e
Kelma pela presteza e cordialidade.

A todas as pessoas que ndao mencionei e que dispensaram a mim o seu tempo e

atencao colaborando neste trabalho, muito obrigado.



RESUMO

DESENVOLVIMENTO DE METODO ANALITICO PARA
QUANTIFICACAO DE ANTINEOPLASICO EM SISTEMAS DE
LIBERACAO CONTROLADA DE FARMACOS

Nos ultimos anos tém crescido cada vez mais 0 numero de pesquisas
envolvendo nanotecnologia para obtencdo de medicamentos com liberacéo
controlada, pois esses sistemas podem: proteger o farmaco de incompatibilidades
tanto biolégicas quanto fisico-quimicas assim como controlar a biodisponibilidade do
farmaco. Embora com todas essas vantagens ndo existem métodos in vitro
realmente capazes de prever com precisdo a liberacdo dos farmacos por esses
sistemas, por esse motivo, € muito importante o desenvolvimento de métodos de
liberacao in vitro para determinar a cinética de liberacdo desses sistemas.O presente
trabalho teve como objetivo desenvolver e validar os métodos de eletroforese capilar
(CE) e cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) para determinar a eficiéncia
de encapsulacéo do farmaco imatinibe em nanoparticulaspreviamente elaboradas e
caracterizadas, assim como estudar sua liberacao in vitro por CE. As nanoparticulas
foramdesenvolvidas pelo método de nanoprecipitacdoe caracterizadas quanto ao
tamanho, potencial zeta, morfologia e eficiéncia de encapsulacdo. A eletroforese
capilar € uma técnica alternativa muito promissora em relacdo ao HPLC devido ao
seu baixo custo, menor tempo de corrida e menos poluente ao meio ambiente. Os
meétodos de quantificacdo por CE e HPLCforam desenvolvidose validadossegundo
as diretrizes do ICH, Farmacopeia Americana e ANVISA, permitindo desenvolver um
estudo de liberacdo.As nanoesferas desenvolvidas apresentaram diametro médio
proximo a 150nm, com indice de polidispersdo menor que 0,1 e aproximadamente
90% de eficiéncia de encapsulacdo. Ambos métodos se mostraram lineares com
coeficientes de determinacao superiores a 0,99, os métodos se mostraram precisos
(%DPR< 2), exatos(101,0+4,2% e 98,0+2,5% para HPLC e CE, respectivamente)e
seletivos.O método de CE permitiu desenvolver um método de estudo de liberacao
independente das membranas de didlise.

Palavras-chave:nanoparticulas, imatinibe, eletroforese capilar, estudo de

liberacdo, carreadores de farmacos.



ABSTRACT

DEVELOPMENT OF ANALYTICAL METHOD FOR QUANTIFICATION
OF ANTINEOPLASTIC IN DRUG DELIVERY SYSTEMS

In recent years, there has been a growing number of researches involving
nanotechnology to obtain controlled release drugs, these systems can: protect the
drug against biological and physico-chemical incompatibilities; controlling the
bioavailability of the drug. Although with all these advantages there are no in vitro
methods really capable of accurately predicting drugs release by such systems,
therefore, the development of in vitro release methods to determine the release
kinetics of such systems is very important. The objective of the present work was to
develop and validate capillary electrophoresis (CE) and HPLC methods to determine
the encapsulation efficiency of the imatinib drug in previously elaborated and
characterized nanopatrticles, as well as to study its release in vitro by CE method.
The nanoparticles were synthesized using the nanoprecipitation method and
characterized by size, zeta potential, morphology and encapsulation efficiency.
Capillary electrophoresis is a very promising alternative to HPLC because of its low
cost, less runtime and less polluting environment. The CE and HPLC methodswere
developed and validated according ICH, American Pharmacopoeia and ANVISA
guidelines.Developed nanospheres had an average diameter close to 150nm, with
polydispersity index less than 0.1 and approximately 90% encapsulation efficiency.
Both methods were linear with determination coefficients higher than 0.99, the
methods were precise (%RSD < 2), accurate (101.0+4,2% and 98.0+£2,5% for HPLC
and CE, respectively) and selective. Capillary electrophoresis method allowed to
develop a drug release study independent of dialysis membranes.

Keywords: nanoparticles, imatinib, capillary electrophoresis, release assay, drug
carriers.
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1. INTRODUCAO

O uso da nanotecnologia em pesquisas clinicas e farmacéuticas tem se
estabelecido na forma de carreadores de farmacos, dentre eles podemos citar:
lipossomas, micelas, nanoparticulas poliméricas, nanoparticulas lipidicas soélidas,
niossomas, entre outros, eles melhoram a farmacocinética das substancias,
prolongando sua acdo e dirigem os farmacos aos sitios de acdo, alterando a
permeabilidade da substancia, reduzindo os efeitos toxicos, e ainda protegem suas
estruturas de interferentes bioldgicos. Outra grande vantagem deste sistema € possuir
tamanhos bastante reduzidos, podendo atravessar barreiras bioldgicas, o que facilita a
terapéutica em muitas patologias (RODOVALHO, 2007).

As nanoparticulas poliméricas (NPs) séo sistemas coloidais constituidos de
polimerosnaturais ou sintéticos. A variabilidade de polimeros biodegradaveis e
biocompativeis tém destacado estes sistemas como promissores carreadores de
farmacos. Estas NPs podem ser classificadasem dois grupos: as nanoesferas (NESs)
onde o farmaco esta disperso, formando um sistema matricial, ou nanocapsulas (NCs)
contendo um nucleo lipidico, neste sistema se o farmaco estiver dissolvido neste lipidio
forma um sistema reservatorio, se o farmaco estiver adsorvido na parede polimérica
temos um sistema matricial, portanto neste segundo sistema podemos ter dois tipos
diferentes de sistemas carreadores de farmaco, esta diferenca estd representadana
Figura 1. A liberacdo das nanoesferas pode ser controlada por trés mecanismos, ou
pela combinacdo destes: difusdo através da matriz polimérica, transporte mediado por
agua e erosao e hidrdlise polimérica (SOFO, 2015; DOTY, et. all., 2017).
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Nanocapsula Nanoesfera

/ N\

Farmaco Farmaco Farmaco Farmaco
adsorvido a parede dissolvido no adsorvido na superficie disperso na matriz
polimérica nucleo oleoso polimérica polimérica
W Farmaco

FIGURA 1: Representacdo esquematica de NPs e NEs (Adaptado de SCHAFFAZICK,
et al., 2003; SOFO, 2015).

Embora com todas essas vantagens ndo existam meétodos in vitro realmente
capazes de prever com precisdo a liberacdo dos farmacos por esses sistemas, por
esse motivo, € muito importante o desenvolvimento de métodos de liberacdo in vitro
para determinar a cinética de liberacdo desses sistemas, uma vez que os farmacos
presentes nestes apresentam uma farmacocinética totalmente diferente dos farmacos
livres (FU, KAO, 2010) Para tentar solucionar esta questao propusemos desenvolver
um estudo de liberagdo utilizando aeletroforese capilar, do inglés capillary
electrophoresis (CE), utilizando imatinibe como farmaco modelo encapsulado em

nanoesferas.

A eletroforese capilar (CE) é uma técnica na qual separa compostos idnicos ou
ionizaveis sob ainfluéncia de um campo elétrico, este processo vem sendo muito
utilizado desde a década de 1930, principalmente em compostos na area de bioquimica
(SANTOS, TAVARES, RUBIM, 2000).
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Eletroforese capilar € uma técnica bastante versatil, pois por ela pode se separar
desde ions inorganicos até moléculas de alto peso molecular, contudo algumas
amostras requerem um pré-tratamento antes de serem introduzidas no sistema
eletroforético. Dentre esses pré-tratamentos destacam-se: a extracdo, a filtracdo, a
centrifugacéo e a diluicdo (MIRANDA, et. al., 2002).

Este estudo desenvolveu uma das formas mais eficientes e modernas dos
sistemas de liberacéo prolongadas de farmacos, nanoesferas. Apds esse processo, foi
desenvolvido um método de quantificacdo e liberacdo(CE), com menor custo, mais
rapido e menos prejudicial ao meio ambienteque a usual cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC), por necessitar menos solventes orgéanicos, tornando-se uma

excelente alternativa.

1.1 NANOTECNOLOGIA

A nanotecnologia, de acordo com a Europe Medicines Agency, compreende no
uso e estudo de estruturas menores que 1um, aplicando propriedades especificas a
cada sistema desenvolvido (COUVREUR; VAUTHIER, 2006).

Nos ultimos anos tém crescido cada vez mais o numero de pesquisas
envolvendo nanotecnologia para obtencdo de medicamentos com liberagcédo controlada,
pois esses sistemas podem: proteger o farmaco de incompatibilidades tanto biol6gicas
quanto fisico-quimicas; controlar a biodisponibilidade do farmaco, desta forma o
farmaco se apresenta na maior parte do tempo dentro da janela terapéutica; direcionar
o farmaco até o local de acdo diminuindo efeitos adversos e efeitos colaterais. A
aplicacdo da nanotecnologia para fins de tratamento, diagnéstico, monitoramento e
controle de sistemas biolégicos foi denominada “Nanomedicina” pelo National Institute
of Health nos EUA (BARBOSA, 2011; YU, et. all., 2017).

A nanotecnologia produz varios sistemas carreadores de farmacos séo eles:
lipossomas, niossomas, nanoparticulas lipidicas, microemulsdes, dendrimeros e
nanoparticulas poliméricas (RODOVALHO, 2007, DUNCAN, 2005).
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1.1.1 SISTEMAS DE LIBERACAO CONTROLADA DE FARMACOS

Varios estudos provam que os sistemas de liberagcdo de farmacos de longa
duracdo podem ser ndo mediados por receptor para varios tipos de tumores, pelo fato
de eles poderem circular por tempo prolongado e extravasar nos tecidos com
permeabilidade vascular elevada. Locais de infeccéo, inflamacdo e tumores possuem
uma angiogénese exacerbada, a alta producdo de vasos em um curto periodo de
tempo pode produz vasos porosos, podendo ser chamados de vasos fenestrados
(TANGRI, 2011).

1.1.1.1 NANOPARTICULAS POLIMERICAS

Nanoparticulas poliméricas (NPs) séo sistemas nanoestruturados compostos de
polimeros naturais ou sintéticos, € importante ressaltar que esses polimeros devem ser
biodegradaveis e biocompativeis, e tensoativos com diametros entre 10 a 1000 nm.
Esta definicdo engloba uma diversidade de estruturas, contudo as mais utilizadas séo
as nanoesferas, onde o farmaco fica adsorvido no polimero e deste modo formando um
nanosistema matricial; e as nanocapsulas que contém um nucleo oleosocoberto por um
invélucro polimérico neste tipo de nanosistema o(s) farmaco(s) é/sao dissolvido(s) no
ndcleo oleoso formando um sistema reservatério, ou ele pode estar adsorvido no
invélucro polimérico formando um sistema matricial. O método mais utilizado para
sintese destes sistemas € o método da nano precipitacdo, este método consistem em
preparar duas fases: uma organica e uma aquosa, apos preparar as duas fases verte-
se a fase organica contendo o polimero sobre a fase aquosa para que eles precipitem
formando as nanoparticulas, deixa-se esta suspensdo sob agitagdo e aquecimento e
retira-se os solventes e a agua por rotaevaporacao sob presséo reduzida. Os principais
polimeros utilizados nestes sistemas sdo: gelatina, quitosana, polilatico (PLA), Acido

poli (lactideo-co-glicosideo) (PLGA),Poli (€-caprolactona)(PCL),Poli alquil
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cianoacrilato(PACA),Polimetacrilato de Metila(PMMA), Poli (n-Butil cianoacrilato)
(PBCA) (ESPANOL MARINO, 2015; SCHAFFAZIC et al., 2003; FARAJI, WIPF, 2009).

1.1.1.2 ESTUDO DE LIBERACAO DE FARMACOS

Por décadas o estudo de liberagcdo de farmacos tem sido um importante
assunto discutido, pois com o avanco da nanotecnologia sistemas cada vez mais
complexos tem sido desenvolvidos modificando assim a farmacocinética e trazendo
inomeras vantagens, dentre elas, maximizar a bioeficicia, facilitar a aplicabilidade
clinica e melhorar do paciente. Liberacédo de farmacos refere-se ao processo no qual o
farmaco migra da sua posicao inicial no sistema para a superficie externa do sistema,
no caso deste trabalho polimero, e posteriormente para o meio de liberacdo; embora
pareca um processo relativamente simples pode ser afetado por inimeros fatores, por
exemplo, em relacdo a matriz. composicdo do material, estrutura, degradacédo e
intumescimento; em relacdo ao meio de liberacdo: pH, temperatura, forca ibnica e
enzimas; em relacdo ao farmaco: estabilidade, solubilidade, carga e interacdo com a
matriz. Em geral, a difusdo do farmaco, o intumescimento da matriz e a degradacao
dos componentes da matriz sdo sugeridos serem as principais forcas motrizes para o
transporte do farmaco do sistema para o meio (FU, KAO, 2010; ROESE, BUNJES,
2017).

1.2IMATINIBE

O imatinibe, desenvolvido apara tratar a Leucemia Mieldide Crbnica (LMA) na
fase Crbnica da patologia, foi o primeiro inibidor de alvo molecular de proteinocinases a
receber aprovacao pelo Food and Drug Administration (FDA). Seu mecanismo de agao
se d& através de sua ligacdo a um segmento do dominio da cinase que fixa a enzima
em um estado ndo funcional, no qual a proteina € incapaz de se ligar a seu substrato
doador de ATP (GOODMAN & GILMAN, 2012).
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Estudos apontam que o imatinibe tem boa absorcdo oral chegando as
concentragbes plasmaticas méaximas entre 2-4horase sua meia vida vai de 18 a 40
horas (GOODMAN & GILMAN, 2012).

Apesar de ter sido desenvolvido para o tratamento da LMA, o imatinibe (FIGURA
2)pode ser utilizado para tratar outros tipos de patologias, como por exemplo, tumores
do estroma gastrointestinal, leucemia mielocitica cronica, sindrome de hipereosinofilia e
dermatofribrossarcoma protuberante (GOODMAN & GILMAN, 2012).

FIGURA 2: Férmula estrutural do imatinibe.

Quanto suas propriedades fisico-quimicas o imatinibe possui formula molecular
C29H31N70O, peso molecular igual a 493,615 g.mol™, coefiente de particdo LogP= 4,38,
seu sal (Mesilato de Imatinibe) possui boa solubilidade em pH menores que 5,5, porém
€ praticamente insoluvel em pH fisiologico (7,4), possui valores de constante de
dissociacao acida pkA variando entre 1,46 e 12,69 (CHEMICALIZE.org, 2019).



23

1.3 ELETROFORESE CAPILAR

A eletroforese capilar € uma técnica que comecou a ser desenvolvida na
década de 30, mas s6 comecou a se popularizar na década de 80, desde entdose
tornou uma alternativa muito promissora em relagdo a HPLC e cromatografia & gas
(GC) devido ao seu baixo custo, menor tempo de corrida e menos poluenteao meio
ambiente (TAVARES, 1996; BAN, YOO, SONG, 2015)

Embora no Brasil esta técnica seja pouco utilizada na Europa mais de60% das
andlises sado realizadas por CE e nos Estados Unidos (EUA) cerca de 40%. ACE é
uma técnica na qual especies ionizadas ou ionizaveis migram ao longo do capilar
guando estas séo dissolvidas ou suspensas num eletrglito, através do qual é aplicada
uma corrente elétrica (de OLIVEIRA, 2015).

A CE é constituida por um capilar de silica fundida revestida externamente por
uma camada de poliimida, as extremidades desse capilar sdo ligadas a dois
reservatorios contendo uma solucéo eletrolitica, chama de eletrélito de corrida, nesses
reservatérios € aplicada uma tensdo através de uma haste de platina, o eletrodo. O
analito pode ser introduzido eletrocineticamente (gradiente de potencial), ou
hidrodinamicamente (pressao, vacuo ou gravidade). Um detector € conectado ao
capilar que fornece os sinais a um sistema gerador dos eletroferogramas. Podemos
observar este aparato na Figura 3, (ADELANTADO, et. al., 2016; AURORA-PRADO, et
al, 2000; BONATO, 2005; GERVASIO, 2003)
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Sistema de aquisigdo
de dados

Anodo

Capilar

Amostra

Solugio de eletrdlitos

Figura 3: Sistema de Eletroforese Capilar (BONATO, 2005).

Os agrupamentos silandis do capilar em contato com meio aquoso ficam
negativamente carregados. Quando um campo elétrico € imposto as forcas elétricas se
movimentam unilateralmente em dire¢cdo ao catodo. A este movimento denominamos
fluxo eletrosmaético normal (EOF) (SPUDEIT, 2012).

Vérios sistemas de deteccdo podem ser utilizados na eletroforese capilar
como, por exemplo: absor¢cdo no UV-VIS, fluorescéncia, métodos eletroquimicos,
condutividade, espectrometria de massas, entre outras (TAVARES, 1996; VEUTHEY,
2005).

A velocidade de separacdo das substancias pela eletroforese capilar é
influéncia pela diferenca de potencial (ddp) e o pH do eletrdlito, pois de acordo com o
pKa do analito ele pode estar carregado eletricamente ou neutro, substancias neutras
nao sdo atraidas, portando migram com o EOF (ALTRIA,1996; SILVA, 2007).

A eletroforese capilar em solucéo livre (FSCE) € um dos modos de separagao
mais utilizados, pelo sua facil aplicacao a técnica consiste simplesmente em preencher

o capilar com o eletrdlito e injetar o analito (SILVA, 2007).



25

1.4 VALIDACAO DA METODOLOGIA ANALITICA

A validacdo de um método analitico vem a ser um processo continuo que
comeca no planejamento da estratégia analitica e continua ao longo de todo o seu
desenvolvimento e transferéncia. A validacdo de métodos analiticos € de suma
importancia pois através dela comprova-se a confiabilidade e eficiéncia do método. No
Brasil a validacdo de métodos analiticos deve seguir as diretrizes da ANVISA, que
estabelece os procedimentos para validacdo de métodos através da resolugdo RDC n°
166/2017. Para atender esta resolucdo devem ser -certificados o0s seguintes
parametros: linearidade, especificidade, exatidao, precisédo, limite de deteccdo (LD),
limite de quantificacao (LQ) e robustez (ANVISA, 2017; GIL,2010).

1.4.1 LINEARIDADE.

A linearidade corresponde a capacidade do método de fornecer resultados
diretamente proporcionais a concentracdo da substancia em analise. A linearidade é
obtida a partir da curva de calibracdo que representa a resposta em fungcdo da
concentracdo (ICH, 2005).A determinacao da linearidade exige a analise de no minimo
cinco concentracBes diferentes, em triplicata, de solucdes-padrdo. Os dados obtidos
permitem determinar a equacao da reta (Y= bx+a) e os parametros: inclinacao (b),
ponto de interseccdo com 0 eixo Y (a), coeficiente de correlagéo (r) e desvio padréo
relativo. A linearidade de um método pode ser observada pelo grafico dos resultados
dos ensaios em fungédo da concentragao do analito ou calculada por regresséao linear
(ICH, 2005).
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1.4.2 LIMITE DE DETECCAO E QUANTIFICACAO

O limite de deteccédo (LD) é a menor quantidade de analito presente em uma
amostra que pode ser detectada, porém ndo necessariamente quantificada, no método
de analise empregado sob as condi¢cdes experimentais estabelecidas. Enquanto o
limite de quantificacdo (LQ) representa a menor quantidade de analito presente em
uma amostra que pode ser determinada com precisdo e exatiddo aceitaveis sob
condicBes experimentais estabelecidas (ANVISA, 2017; ICH, 2005; USP, 2018).

1.4.3 PRECISAO

A preciséo é o grau de repetitividade entre os resultados de analises individuais,
representado pelo desvio padrdo relativo (DPR)(ANVISA, 2017; ICH, 2005; USP,
2018).

Repetitividade

Repetitividade € a variacdo das analises obtidas por um operador, utilizando um
método sem variar o equipamento, ao repetir varias vezes uma grandeza (ANVISA,
2017; ICH, 2005; USP, 2018).
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Precisédo Intermediaria

Precisdo intermediaria é a variacdo das analises obtidas de uma mesma
amostra, por operadores diferentes em dias diferentes em equipamentos distintos
(ANVISA, 2017; ICH, 2005; USP, 2018).

1.4.4 ESPECIFICIDADE

A especificidade do método é definida como a capacidade do método de medir e
diferenciar o analito de componentes que possam estar presentes na amostra, tais

como impurezas, compostos de degradacdo ou componentes do veiculo (ICH, 2005).

1.4.5 EXATIDAO

A exatidado representa o grau de concordancia com os resultados individuais
encontrados e um valor aceito como referéncia, ou seja, € a aptidao da técnica de obter
o resultado médio préximo ao real(ANVISA, 2017; ICH, 2005; USP, 2018).

1.4.6 ROBUSTEZ

A robustez de um método analitico € a medida de sua capacidade em resistir a
pequenas e deliberadas variagbes dos parametros analiticos. Indica sua confianca
durante o uso normal. Durante o desenvolvimento da metodologia, deve-se considerar

a avaliacdo da robustez. Constatando-se a susceptibilidade do método as variacdes
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nas condi¢cdes analiticas, estas deverdo ser controladas e precaucbes devem ser
incluidas no procedimento(ANVISA, 2017; ICH, 2005; USP, 2018).

2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho tem como objetivo desenvolvernanopaticulas contendo
imatinibe caracteriza-lasfisico-quimicamente,desenvolver método analitico por CEpara
quantificacdo de imatinibe emnanoesferas e desenvolver um estudo de liberacdo de

farmacos in vitrodesses sistemas de liberacéo controladapor CE.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Desenvolvimento das nanoparticulas;

Determinac&o do diametro médio e indice de polidispersdo das nanoparticulas;
Determinacéo do Potencial Zeta das nanoparticulas;

Determinacéo da morfologia das nanoparticulas;

Desenvolvimento e validacdo dos métodospor eletroforese capilar e cromatografia

liquida de alta eficiéncia;

Aplicacdo dos meétodos desenvolvidos para a determinacdo da eficiéncia de

encapsulacdo das nanoparticulas por CE e HPLC;

Desenvolvimento do método de estudo de liberacdo das nanoparticulas.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL

3.1.1 PADROES

Imatinibe base (Sigma-Aldrich),mesilato de imatinibe (Sigma-Aldrich) e cloridrato

de gencitabina (Sigma-Aldrich).

3.1.2SOLVENTES, REAGENTES E SOLUCOES

Cloroférmio grau HPLC, metanol grau HPLC, etanol grau HPLC, acetona grau
HPLC,monoestearato de sorbitano (span60), polissorbato 80 (tween 80), agua
destilada, agua Mili-Q, acidos inorganicos, bases inorganicas, sais inorganicos, acetato

de uranila.

3.1.3 EQUIPAMENTOS

Balanca analitica, Mettler modelo AB204,
Aparelho de Ultra-Purificagdo de agua MiliQ-PLUS, Milipore®,

Equipamento de Eletroforese Capilar Beckman and Coulter P/ACE
MDQequipado com detector UV-VIS com arranjo de diodos, controlador de temperatura
e software Karat® V. 8.0 para aquisi¢do e tratamento de dados,
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Colunas capilares de silica fundida (Polymicro Technologies, USA) com diametro

interno de 50 ou 75um e comprimento total de 30,2 a 50,2 cm,

Equipamento de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia Agilent Technologies

1200 Infinity Series HPLC equipado com detector UV-VIS e softwareOpenLAB,

EDS,

Coluna de CLAE Agilent ZORBAX Eclipse XDB-C18 (100 x 4,6 mm) 3,5um,
Balanca eletrbnicasemi analitica, BelEngineering,

Agitador tipo vortex AP56 — Phoenix,

Centrifuga 3-18K — Sigma,

Microscépio Optico acoplado a camera digital CCD — Leica,

Microscépio Eletrénico ThermoFisher Scientific Jeol JEM-2100 equipado com

Zetasizer nano S— Malvern,

Brookhaven Zeta Plus Analyzer Potential Zeta,

Evaporador rotatério (Blchi), banho-maria com circulacéo, Marconi,
Banho ultra-sénico com aquecimento modelo 800A,

pHmétro digital modelo PG1800,

Agitador magnético,

Outros comumente usados no lab. de controle fisico-quimico de qualidade de

medicamentos e cosmeéticos.
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3.2 METODOS

3.2.1 FORMULACOES DAS NANOESFERAS

As nanoesferas foram obtidas pelo método de nanoprecipitacdo. Neste método
foram preparadas duas fases:fase aquosa composta porPolissorbato 80 (tensoativo
hidrofilico)e agua e fase organica composta por Acetona (solvente organico),
Policaprolactona (polimero),Imatinibe (farmaco)e 0 Monoestearato de
Sorbitano(tensoativo lipofilico). Apés solubilizacdo dos componentes, a fase organica
foi vertida na fase aquosa, mantidas sob agitacdo de 1500 rpm e temperatura de 45°C
em chapa de agitacdo magnética e aquecimento por 1 hora.O solvente foi evaporado e
o volume final das formula¢des foram ajustados para 10 mL nas formulacbes 1,2 e 3 e
20 mL nas formulagcbes 4 e 5 por evaporador rotativo sob pressao reduzida e
temperatura de 60°C. A propor¢cdo doscomponentes foi utilizada de acordo com a
Tabela 1, porém nas formulacdes brancas o Imatinibe (farmaco) ndo foi utilizado.

Todas as formulacdes foram preparadas em triplicata.

TABELA 1: Quantidade dos Componentes Utilizados na Obtencdo das Nanoesferas.

FORMULACOES

COMPONENTES 1 2 3 4 5
FASE ORGANICA
Span 60 (Monoestearato de Sorbitano) (mg) 40 60 85 170 170

PCL (Policaprolactona) (mg) 100 100 100 200 100

Imatinibe (mQ) 10 10 10 20 20

Acetona (Propanona) (mL) 14 14 14 28 28
FASE AQUOSA

60 40 35 70 70
Tween 80 (Polissorbato 80) (mg)
Agua (mL) 28 28 28 56 56
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3.2.2CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA DOS NANOPARTICULAS

3.2.2.1 DIAMETRO MEDIO E INDICE DE POLIDISPERSAQO

As vesiculas assumem formas esféricas, e seu didmetro médio pode ser
determinado usando o método de dispersdo de luz (DLS)(BAYINDIR, 2010; STAN,
2013; TANGRI, 2011).As suspensdes obtidascontendo as nanoparticulas foram
diluidas em agua ultrapura (1:30) e colocadas separadamente emcubetas de plastico e
inseridas no aparelho. A leitura foirealizada em temperaturaambiente (25°C). O método
foi executado no aparelho Zetasizer® NanoS(Malvern™, UK) (MELO et al., 2010).

3.2.2.2 MORFOLOGIA DAS NANOPARTICULAS

Para determinar a morfologia das particulas utiizamos o método de
microscopia eletrbnica de transmissédo, este método consiste em revestir o analito em
uma fina camada de acetato de uranila e aplicar um feixe de elétrons fornecendo
imagens tridimensionais que podem ser ampliadas na ordem de 300.000 vezes.As
amostras foram colocadas numa placa de cobre durante 10 minutos e cobertas com
uma solugcdo aquosa de acetato de uranila durante 5 minutos, lavadas duas vezes com
agua ultrapura, secas em temperatura ambiente e analisadas no microscépio
ThermoFisher Scientific Jeol JEM-2100 equipado com EDS (MAMMADOV,2012).

3.2.3 EFICIENCIA DE ENCAPSULACAO
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3.2.3.1 EXTRACAO DO FARMACO DAS NANOPARTICULAS

Depois de formados os sistemas nanoestruturados, separou-se o farmaco que
nao foi incorporado aos sistemas, por filtracdo em filtros de poros de 0,45um
edeterminou-se a quantidade retida através da ruptura das vesiculas utilizando etanol.
Quantificou-se o farmaco retido por HPLC (BAYINDIR, 2010; STAN, 2013; TANGRI,
2011).

3.2.3.2 DESENVOLVIMENTO DE METODOLOGIA ANALITICA PARA
DETERMINAR A EFICIENCIA DE ENCAPSULACAO DO FARMACO
PELOS SISTEMAS NANOESTRUTURADOS POR HPLC.

Para desenvolvimento e validacdo da metodologia foi realizado um levantamento
bibliografico e testes de bancada, com o intuito de definir as condicdes mais adequadas
para o método, para isso, foi empregado o equipamento de cromatografia liquida de
alta eficiéncia da Agillent Technologies 1200 Infinity Series HPLC.Foram empregadas
fases méveis contendo acido trifluoroacéticos 0,1% (v/v), acetonitrila, metanol, agua e
tampéo acetato de aménio pH 8,5 em diversas proporcdes, fluxo 0,8 — 1,2 mL.min™,
volume de injecdo de 5 — 30 pL e temperatura da coluna 25 — 50 °C.

As condi¢des do método desenvolvido sdo apresentadas na Tabela 2.

TABELA 2: Condi¢des de Trabalho Empregadas no Método Quantitativo por HPLC.

Parametros Condicoes
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Coluna Agilent ZORBAX Eclipse XDB-C18 (100 x 4,6 mm)
3,5um
Temperatura da Coluna 50 °C

Volume de Injecdo da Amostra 30 pL
Fluxo 1 mL.min™

Fase Movel
60% de tampéao Acetato de Amonio pH 8,5 e 40% de

Acetonitrila grau HPLC.

Deteccao UV 267 nm

3.2.3.3 DESENVOLVIMENTO DE METODOLOGIA ANALITICA PARA
DETERMINAR A EFICIENCIA DE ENCAPSULACAO DO FARMACO
PELOS SISTEMAS NANOESTRUTURADOS POR CE.

Para o desenvolvimento da metodologia analitica por eletroforese capilar foi
escolhido o método eletroforese capilar em solucéo livre (FSCE), pois além de ser o
método de CE mais simples este nao interferiria na liberacdo do farmaco.Foram
realizados testes preliminares para otimizar o método,para tanto, foi utilizadoo tampéo
fosfato de s6dio monobasico nas concentracées de 20, 25, 30, 40, 50 e 60 mmol.L™* pH
de 2,5, 3,2, 4,0 e 6,0, voltagem 15, 20, 25 e 30 kV e foram testados os seguintes
farmacos como padrao interno: Lidocaina, Diclofenaco Sdédico, Diazepam, Sunitinibe,

Cloridrato de Metformina, Cloridrato de Gencitabina.

Neste método néo foi necesséria a extracdo do farmaco das nanoparticulas.As

condicdes otimizadas do método desenvolvido sdo apresentadas na Tabela 3.

TABELA 3: Condi¢cdes Empregadas no Método Quantitativo por CE.
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Parametros Condicdes

Material Interno do Capilar Silica Fundida
Comprimento do Capilar 20 cm até o detector
Diametro Interno do Capilar 75 pm

Presséo da Injecao da Amostra 0,3 psi

Tempo de Injecdo da Amostra 50s

Voltagem Aplicada 15 kV

Temperatura Interna do Capilar 25°C

Temperatura Armazenamento da Amostra 10 °C
Concentragdes dos Eletrolitos 60 mmol.L™

Sais Utilizados nos Eletrdlitos Fosfato de Sddio Monobasico
pH dos Eletrdlitos 2,5

Deteccéo UV 280 nm

Padrao Interno

Cloridrato de Gencitabina

3.2.3.2.1 VALIDACAO DAS METODOLOGIAS ANALITICAS

Para validar as metodologias analiticas desenvolvidas seguiu-se as directrizes
da ANVISA, ICH e Farmacopeia Americana(ANVISA, 2017; ICH, 2005; USP, 2011).

3.2.3.2.1.1 LINEARIDADE

Para o célculo da linearidade do método por CE, foram preparadas 5 soluc¢des

do padrdo de imatinibe na faixa de cncentragdo de 20,00 a 100,00 ug mL "o cloridrato

de gencitabina foi usado como padrao Interno na concentracéo de 50 pg. mL™. Obteve-

se a curva analitica a partir da razao entre as areas dos picos de imatinibe e cloridrato

de gencitabina. Para o0 método por CLAE, foram preparadas 5 solu¢gbes do padréo de
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Imatinibe na faixa de concentracao de 3,00 a 60,00 ug mL ' (ICH,2005).0s testes foram
realisados em triplicata.

3.2.3.2.1.2 LIMITES DE DETECCAO EQUANTIFICACAO

Os LD e LQ foram, matematicamente, calculados pelo método que se baseia no
desvio padrdo (DP) do intercepto com o eixo Y de trés curvas analiticas contendo
concentracfes do analito proximas ao suposto limite de deteccéo e na inclinacéo (1) da
curvaanalitica, descritos nas equacédo 1 e 2, respectivamente. Para conferéncia dos
resultados realizaram-se analises quantitativas de trés amostras em triplicada, cada

uma, em concentracdes préximas as calculadas(ICH, 2005).

_DPx3 _DPx10

LD LQ =
I ¢ I

Equacéo 1 — Limite de deteccao Equacéo 2 — Limite de quantificacéo

3.2.3.2.1.3 PRECISAO (REPETITIVIDADE e PRECISAO
INTERMEDIARIA)

A repetitividade foi analisada através de amostras em trés niveis de

concentracdes (baixa, média e alta) e em triplicata.

A precisdo intermédia foi realizada em dois dias diferentes. A precisao foi
expressa em termos de desvio padrao relativo, calculados de acordo com a equacéo 3
(ICH, 2005).
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DP
DPR(%) = o X 100

Equacéao 3 — Desvio Padréo Relativo

DPR = Desvio Padréo Relativo = DP = Desvio Padrao CM = Concentracdo Média

3.2.3.2.1.4 EXATIDAO

Foram analisadas amostras em trés niveis de concentracdes (baixa, media e
alta) em triplicata. A exatiddo foi determinada a partir da relacdo percentual entre a
concentracdo média experimental e a concentracdo tedrica como mostra a equacao 4
(ICH, 2005).

CME
Exatidao = —— x 100

CT

Equacéo 4 — Célculo da Exatidao

CME = Concentracao Média Encontrada CT = Concentragao Tedrica

3.2.3.2.1.5ESPECIFICIDADE/SELETIVIDADE

A seletividade do meétodo foi avaliada atraves da andlise da formulagéo
branca(nanoparticula sem o analito) em triplicata, e observar a auséncia de picos no

mesmo tempo de retencéo do analito ou padréo interno (ICH, 2005).

3.2.4 LIOFILIZACAO DAS NANOPARTICULAS
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Para liofilizacdo das nanoparticulas foi diluido crioprotetor (sacarose) na
proporcao 10% (p/v) nas suspensdes de nanoparticulas e essas foram submetidas ao
congelamento em nitrogénio liquido, apds esses processos a suspensao congelada foi
levada ao liofilisador e aplicada a pressao de vacuo para desidratacdo da suspensao.
Além da sacarose foi testado trealose como crioprotetor, ambos nas concentragdes 5,
10 e 15% (p/v).

3.2.5 EFICIENCIA DE ENCAPSULACAO

Para estudar a eficiéncia de encapsulacdo das nanoparticulas por CLAE,
primeiramente quantificou-se o farmaco encapsulado, separando o farmaco livre, que é
insolivel na nanosuspensao,para este procedimento uma aliquota de 1 mL da
nanosuspensao, foi ultrafiltrada em filtros com poros de 0,45 pm, romperam-se as
nanoparticulas de uma aliquota de 100 uL do filtrado adicionando-se 900 uL de etanol
grau HPLC e mantendo em agitacdo emvértex por 1 min., adicionou-se 1 mL de agua
para precipitacdo total do polimero, e a suspensao foi levada a uma centrifuga por 5
min. e 5000 rpm de agitacdo, quantificou-se o farmaco encapsulado através da leitura
deste sobrenadante. Para a leitura do farmaco total, romperam-se as nanoparticulas
adicionando-se 900 pL de etanol grau HPLC em uma aliquota de 100 pL de
nanosuspensdo e mantendo em agitacdo em vortex por 1min. adicionou-se 1 mL de
agua para precipitacdo total do polimero, e a suspenséo foi levada a uma centrifuga
por 5 min e 5000 rpm de agitacdo, quantificou-se o farmaco total através da leitura

deste sobrenadante

3.2.6ESTUDO DE LIBERACAO DAS NANOPARTICULAS
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Para estudar a liberacdo das nanoparticulas foi preparado um meio de liberacdo
contendo fosfato de sédio 0,1 mol.L™ e dodecil sulfato de sédio (lauril sulfato de sédio)
0,3 % (m/v) pH 7,4 + 0,05 corrigido com NaOH 0,1 mol.L™ (LIU, et al., 2011).

As nanoparticulas liofilizadas foram reidratadas e uma aliquota de 1 mL de
nanosuspensao foi adicionada em 19 mL de meio de liberacdo em um frasco de 100
mL com tampa (Boeco). Essas suspensfes foram mantidas em um equipamento
shaker a 37°C de temperatura e agitacdo de 100 rpm. Foram aliquotadas amostras nos
tempos 0, 2, 3, 5, 6 e 30 horas para o farmaco livre ser quantificado por eletroforese

capilar e estudar a liberacdo do farmaco. Este estudo foi realizado em triplicata.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracterizacao das nanoparticulas

Os resultados da caracterizacdo das nanoparticulas podem ser observados na
Tabela 4, embora caracterizadas as nanosuspensdes de nanoesferas de PCL contendo
imatinibe obtidas através das metodologias de preparo 1, 3 e 4 foram consideradas
invidveis, pois em menos de 1 semana de preparo foram observados precipitados,
caracterizando instabilidade do sistema e da metodologia 2 foram observados esses
precipitados antes mesmo da caracterizacdo. As nanosuspensdes preparadas pelo
método 5 foram as Unicas que por um periodo minimo de 1 més nao formaram
precipitados, por esse motivo esta foi a metodologia escolhida para seguirem os

estudos.

TABELAA4: Caracterizacdo das Nanoparticulas quanto ao Diametro Médio, Pdl e

Potencial Zeta



40

Potencial Zeta

Diametro Médio indice de Polidispersdo
FormulagGes
(nm) (Pdl) (mV)
NE PCL Imatinibe
102+2,53 0,11+0,02 -18,83+7,08
método 1
NE PCL Imatinibe
126,1+6,37 0,15+0,09 -27,616,74
método 3
NE PCL Imatinibe
157,2+11,98 0,2+0,05 -19,53+4,28
método 4
NE PCL Imatinibe
146,87+4,72 0,08910,02 -19,03+2,31

método 5

Diametro dos poros

O diametro dos poros desses capilares pode se estender de 100 a 800 nm.
Estes sistemas contendo o farmaco tém diametros que se estendem de
aproximadamente 100 a 160 nm. Portanto, sdo pequenos o suficiente para extravasar
da corrente sanguinea para o0 espaco intersticial do tumor passando através desses

poros.

indice de polidisperséo
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O PdI das nanoesferas obtidas estdo abaixo de 0,2 portanto estdo uniformes
sem uma diferenca didmetro médio significativa (TANGRI, 2011; YU, et. all., 2017).

Potencial zeta.

O polimero utilizado tende a oferecer um potencial zeta negativo para a
nanoparticula, pois sua carga € negativa, embora o farmaco utilizado possua carga
positiva a quantidade de polimero utilizada foi bem superior, outros componentes que
poderiam modificar essa carga seriam o0s tensoativos, mas o0s utilizados sé&o
tensoativos nao ibnicos, ou seja, estes ndo possuem carga, portanto ndo podem alterar
a carga da particula (KULKAMP, et al., 2009).

Morfologia

A morfologia das nanoparticulas pode ser observada nas Figuras 4 e 5, nelas se
observama estrutura esférica ja esperada para nanoesferas com o didmetro observado
pelo método de dispersdo da luz, tanto para a particula mantida em geladeira quanto
para as particulas liofilizadas. Porém é possivel observar uma superficie rugosa nas
nanoparticulas liofilizadas caracterizando a presenca do crioprotetor na superficie das

nanoparticulas.
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FIGURA 4: Microscopia Eletrénica de Transmissdo das nanoesferas de imatinibe
mantidas em geladeira. Microscopia de nanoparticulas cobertas com solucdo aquosa
de acetato de uranila.

FIGURA 5: Microscopia Eletrbnica de Transmissdo das nanoesferas de imatinibe
liofilizadas. Microscopia de nanoparticulas cobertas com solu¢do aquosa de acetato de
uranila.
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Desenvolvimento do método por HPLC

Para desenvolvimento do método por HPLC iniciaram-se os estudos na tentativa
de desenvolver um método sem a presenca de sais (tampdes) na fase movel, pois sua
utilizacao necessita de uma lavagem mais complexa e por um tempo maior da coluna.
Entdo os estudos se iniciaram em diversas proporc¢des de agua, acetonitrila, metanol e
solucéo de TFA 0,1% (v/v), porém nestes testes 0s picos se apresentaram muito largos
com presenca de cauda bem importante, a assimetria desses picos era superior a 2%
que € o preconizado pela literatura compendial, esses resultados ndo se alteraram
mesmo alterando-se outras condi¢cdes, como exemplo, a temperatura da coluna e troca
de coluna. Entdo para solucionar este problema optou-se trabalhar fase movel
contendo concentracdes diferentes, em cada fase movel, de tampao acetato de aménio
pH 8,5 e acetonitrila, pois neste pH o farmaco encontra-se totalmente neutro
possibilitando uma resolugcdo e assimetria de pico dentro das especificacdes
compendiais, para otimizar este método e torna-lo mais rapido sem perda de eficiéncia,
foram testados fluxos de 0,8 a 1,2 mL.min, temperatura da coluna de 25 a 50°C e
volume de amostra injetada de 10 a 30 puL. O tempo de retencdo do imatinibe foi de 2
min (Fig. 7).

Validacdo do método HPLC

-Linearidade

Para linearidade do método quantitativo por HPLC obteve-se uma curva analitica
(Figura6) com coeficiente de determinacéo (r?) superior a 0,99 e equacgao da reta:

y=53,551x-33,726. Os resultados obtidos podem ser observados na Tabela 5.
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TABELA 5:Resultadosobtidos na curva analitica do método de quantificacdo

deimatinibe por HPLC.

Parametros Dados Estatisticos
Variacdo das Concentracées (ug.mL™) 3-60
Coeficiente Linear -33,726
Coeficiente Angular 53,551
Coeficiente de determinacéo (r%) 0,9999
Erro Padréo Estimado 18,277
3500 -
3000 -
2500 - y = 53,551x - 33,726
3 R2 = 0,9998
& 2000 -
o
T 1500 -
©
(]
< 1000 -
500 -
0 T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70
Concentragdo (ppm)

FIGURA 6: Curva analitica do imatinibe, método HPLC. Curva obtida através das areas

dos picos de imatinibe e sua concentracdo na faixa de 3,00 a 60,00 pg mL™.

-Precisao

O método por HPLC se apresentou preciso, pois seus valores de desvio padrao
relativo foram menores de 2 % tanto para a precisédo intra-dia quanto para a inter-dia
(Tabela 6).
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TABELA 6: Resultados obtidos para célculo da preciséo intra-dia e inter-dia. Método
HPLC.

Dia 1
Desvio Média Desvio Desvio Padrao Relativo  Média DPR
Padrao Padrao (%) (%)
0,069 1,44
0,248 0,240 0,80 1,01
0,404 0,78

Dia 2
Desvio Média Desvio Desvio Padréao Relativo  Média DPR
Padrao Padréo (%) (%)
0,023 0,45
0,127 0,140 0,41 0,46
0,404 0,53

-Exatiddo (Recuperacao)

A recuperacao foi de 98,85 + 0,04 % em 3 concentracdes diferentes e exatos
pois os valores experimentais estdo dentro da faixa nao apresentam diferencas

superiores a 5% da concentracgao teérica(ICH, 2005) (Tabela 7).

TABELA 7: Resultados obtidos para calculo da exatidao. Método HPLC.

Conc.

. -1 ~
Tebrica (ug mL™) Conc. Experimental (ug mL™) Recuperacao

5 4,81 96,20%
30 30,92 103,10%
50 51,93 103,90%
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-Seletividade

O método se mostrou ser seletivo, pois ao analisar a formulacdo da

nanoparticula branca, comparada com a nanoparticula carregada com o imatinibe, a

formulacéo branca nao apresentou picos no tempo de retencdo do Imatinibe (Figura 7).

2
600 - '%
o £
@ 500
N
%400 8 ——60 ppm
S 300 = Nanoparticula
uT
%« Branca
=200 A
c
3
[ 100 7
S
0 T T T T 1
0 1 2 3 4 5
-100 - Tempo
Lnin)

FIGURA 7: Cromatogramas de Imatinibe 60,00 ug mL™* nanoparticulas branca e
carregada com o imatinibe. Condi¢des: coluna ZORBAX Eclipse XDB-C18 (100 x 4,6
mm) 3,5um, injecdo de 30uL de amostra, vazdo 1 mL min™, detector DAD comprimento
de onda em 267nm e fase mével: 60 % tampédo acetato de amdnio pH 8,5 e 40 %

Acetonitrila.

-Limites de deteccao e quantificacéo

Os limites de deteccao e quantificacéo foram calculados
experimentalmenteobtendo-se valores iguais a 0,80 e 2,96 pg mL™, respectivamente
(Tabelas 8 e 9).
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TABELA 8: Resultados obtidos para célculo do limite de deteccdo do imatinibe.

MétodoHPLC.
o Meédia da
Concentragcao . Média . Concentracao
) Area Desvio _ Concentragao
Tedrica (g _ Area . Experimental _
L Picos Padrao 1 Experimental (ug
mL™Y) Pico (Mg mL™) .
mL™)
0,2 9,2 0,801
0,2 9,3 9433 0,321 0,803 0,806
0,2 9,8 0,813

TABELA 9: Resultados

obtidos para calculo do limite de quantificacdo do imatinibe.

MétodoHPLC.
o Média da
Concentragdao Média . Concentragao
. Area | Desvio . Concentragao
Tedrica (ug _ Area . Experimental '
1 Picos Padrao 1 Experimental (ug
mL™) Pico (Mg mL™) 1
mL™)
3 128,1 3,022
3 124 1251 2,629 2,945 2,966
3 123,2 2,930

DESENVOLVIMENTO DO METODO ANALITICO POR CE

O desenvolvimento de método quantitativo por CE se iniciou com os pH
superiores a 6,0, onde o farmaco se apresenta neutro, porém neste pH o imatinibe &
insoltvel, impossibilitando a analise. As analises seguiram com pHs menores, foram
testados os pHs 4,5 (Figura8), 3,2 e 2,5, apenas no pH 2,5 o pico do imatinibe
apresentou uma melhor resolucdo e simetria, isso ocorre devido o imatinibe possuir
varios grupo ionizaveis, podendo assumir diferentes formas em um mesmo pH,
separando os picos durante a andlise, foram testados voltagens de 15 - 30kV porém
neste equipamento em voltagens superiores a 15kV a corrente se mantinha instavel,

impossibilitando a analise.
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FIGURAS: Eletroferograma de Imatinibe. Condicdes: Eletrélito 60 mmol.L™ fosfato de
sédio monobasico pH 4,5, tensédo 15 kV, capilar 20 cm até o detector e 75 um d.i., inj.

3,0 psi x 5,0 s, temperatura do Capilar 25 °C e detec¢cdo UV em 280nm.

Foram testados diferentes padrdes internos e dentre eles a gencitabina foi o que
teve boa separacdo tendo um tempo de retencdo 2,1 min., diferente ao imatinibe
1,5min (Figura 9).
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FIGURA 9: Eletroferogramas de Imatinibe e Gencitabina.Condicdes: Eletrélito 60
mmol.L™" fosfato de sédio monobasico pH 2,5, tensdo 15 kV, capilar 20 cm até o
detector e 75 um d.i.., inj. 3,0 psi x 5,0 s, temperatura do Capilar 25 °C e deteccado UV
em 280nm.

Validacdo do método por CE

O método desenvolvido foi validado de acordo com a RDC 166/2017 e o ICH,
foram avaliados os parametros de linearidade, precisdo, exatidao, seletividade, limite

de deteccéo e limite de quantificacéo.

Linearidade, limites de detecc¢do e quantificacao

Para linearidade obteve-se uma curva analitica (FiguralO) com coeficiente de

determinacao (r?) superior a 0,99 e equacéo da reta: y=0,0101x - 0,0398. Os resultados
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podem ser observados nasTabelas 10 e 11. Os limites de detec¢cdo e quantificacao

podem ser observados na Tabela 11.

1,2 +

1 - y =0,0101x - 0,0398

R2=0,9986

0,8 -
0,6 -
04 -
0,2 -

0 T T T T T 1

0 20 40 60 80 100 120
Concentragao (ppm)

FIGURA 10: Curva analitica do imatinibena faixa de concentracdo de 20,00 a 100,00
ng mL™. Curva obtida através da razdo das areas dos picos de imatinibe e cloridrato de

gencitabina (p.i.).

TABELA 10: Resultados obtidos na Curva analitica doimatinibe Método CE.

Concentragao (ug Area do pico do Area do pico da Razdo das areas dos
mL™) Imatinibe Gencitabina Picos
20 3595 21059 0,170
40 8700 24337 0,357
60 12771 22663 0,563
80 20040 26747 0,749

100 22539 22981 0,980
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TABELA 11: Resultados estatisticos da curva analitica e limites de deteccdo e

quantificacdo. Método CE.

Parametros Dados Estatisticos
Variacdo das Concentracées (ug.mL™) 20 - 100
Coeficiente Linear -0,0398
Coeficiente Angular 0,0101
Coeficiente de Correlacao (r) 0,9999
Erro Padréo Estimado 0,01357
Limite de Detecc&o (ug.mL™) 1,023
Limite de Quantificacdo (ug.mL™) 34,095

Precisdo e exatidao

O método foi preciso, pois seus valores de desvio padrao relativo foram menores
de 2 % nas 3 concentracdes diferentes (Tabela 12) e exatos pois a média dos valores
experimentais ndo apresentam diferencas superiores a 5% da concentracdo teorica
(Tabela 13).

TABELA 12: Resultados obtidos para a Precisdo. Método CE.

Desvio Padrdao Média Desvio Padrdo Desvio Padrdo Relativo (%) Média DPR (%)

0,462 2,36
0,235 0,363 0,62 1,21
0,393 0,65
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TABELA 13:Resultados obtidos para a Exatiddo. Método CE.

Conc.

. -1 ~ 0
Teérica (ug mL™) Conc. Experimental (ug mL™) Recuperacao (%)

20 19,58 97,92
40 38,19 95,47
60 60,34 100,56

Seletividade

O método se mostrou seletivo, pois ao analisar a formulagdo branca, esta néao
apresentou picos no tempo de retencdo do Imatinibe nem da Gencitabina (padréo
interno) (FIGURA 11).

V- 2800m V- 2540m
mat gon 50 ppm tp fosfato G0mA 16 kv In] 03 ps| § 54¢009 007NANO BRANCA 16:12-18 005

0005
Area

Name
Migration Time
0004 0004
20233 gencitabina 2.84
w 10457 imatinibe 205 M
002 0.002
2
0001 0001
B
0000 0000
161 094 1 A
[P ate ! [ A

001 4001

FIGURA 11:Eletroferogramas de Imatinibe e Gencitabina (A); nanoparticulas branca
(B). CondicBes:Eletrélito 60 mmol.L™ fosfato de sédio monobasico pH 2,5, tensdo 15
kV, capilar 20 cm até o detector e 75 pm d.i., inj. 3,0 psi x 5,0 s, temperatura do Capilar
25 °C e deteccdo UV em 280nm.
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EFICIENCIA DE ENCAPSULACAO

A quantificacdo do imatinibe por HPLCfoi realizada pelo método direto, pois
neste caso, comparamos o farmaco encapsulado com o total na formulagcédo, enquanto
que no método por CE foi realizada pelo método indireto, pois este sistema nos
permitiu separar o farmaco livre do encapsulado pela prépria técnica, sem necessidade
de uma separacdo anterior a analise, diferentemente do método por HPLC. Ambos
resultados apresentaram aproximadamente 90% de Eficiéncia de Encapsulacéo
(Tabela 14).

TABELA 14:Eficiéncia de Encapsulacgéao.

Eficiéncia de Encapsulagdo por

FormulagGes Eficiéncia de Encapsulagdo por HPLC (%)
CE (%)
NE PCL Imatinibe método 1 80,58 + 2,47 -
NE PCL Imatinibe método 3 74,57 £ 8,55 -
NE PCL Imatinibe método 4 91,4 +5,64 -
NE PCL Imatinibe método 5 88,67 £3,74 90,38+1,81

-: teste noa realizado.

Como o método 5 foi o mais promissor, apenas essas nanoparticulas foram

qguantificadas por CE, como explicado anteriormente.
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LIBERACAO DO IMATINIBE POR CE

O método de estudo de liberagaoin vitro utilizadoé dependente de didlise para a
separacao do(s) farmaco(s) liberado(s), pois o HPLC néo separa o farmaco liberado do
encapsulado, entretanto esses métodos ndo medem a cinética de liberacdo do(s)
farmaco(s) propriamente dita, mas a cinética de transporte do(s) farmaco(s) que ja
foram liberados pela membrana de dialise. Sendo assim um método capaz de separar
o(s) farmaco(s) liberado(s) das nanoparticulas e quantifica-los ao mesmo tempo seria
muito mais eficiente (DOTY, et. all., 2017). Para isso, foi proposto desenvolver um
método de CE onde este seria capaz de separar o farmaco liberado das

nanoparticulas, pois a carga do farmaco € diferente da nanoparticula.

Analisando a curva de liberacdo do imatinibe (Figural2) ndo € possivel observar
a liberacao do farmaco, istopode-ser devido a que o tensoativo adicionado no meio de
liberacdo pode ter formado micelas com cargas negativas que solubilizaram o farmaco
gue estava sendo liberado, o método desenvolvido ndo foi capaz de de detectar o
analito, sendo que no pH 2,5 EOF é zero e as micelas tendo carga negativa se
direcionaram ao anodo, pela sua propria mobilidade eletroforética e portanto ndo foram

detectadas.
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FIGURA 12: Curva de Liberagdo de Imatinibe pelas Nanoesferas de PCL. Meio de
liberacéo: fosfato de sédio 0,1 mol.L™ e dodecil sulfato de sédio (lauril sulfato de sédio)
0,3 % (m/v) pH 7,4 + 0,05 corrigido com NaOH 0,1 mol.L™, agitacdo em shaker de 100
rpm e temperatura de 37 °C.

Para comprovar a captura do farmaco pelas micelas foi coletada uma amostra
de 30 horas de liberacdo e feito o rompimentos dessas micelas com um solvente
organico (etanol grau HPLC), ap6s esse processo o Imatinibe Livre foi calculado e
obteve-se uma concentracdo igual a concentracdo total de Imatinibe presente na
formulacao.

5. CONCLUSAO

Foram desenvolvidas nanoesferas de PCL contendo Imatinibe pelo método de
nanosuspensdo, como proposto, estas nanoesferas se apresentaram com didmetro
médio de aproximadamente 150nm e Pdl 0,1, essas particulas apresentaram poténcial
zeta negativo, 0 que era esperado pela utilizacdo deste polimero e tensoativos,
também foi observada uma otima eficiéncia de encapsulacao pelos dois métodos CE e

HPLC, aproximadamente 90%.
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Os métodos analiticos CE e CLAE foram desenvolvidos e validados, segundo as
diretrizes da ANVISA, ICH e USP, o método por CE apresentou algumas vantagens em
relacdo ao CLAE, sendo elas, menor custo, mais ecolégico e ndo necessitar de
separacao do farmaco livre do encapsulado, sendo assim, este método se torna mais
rapido e menos trabalhoso. Embora ndo obtidos os valores de liberacdo in vitro, a
técnica escolhida (CE) para separacdo e quantificacdo do farmaco livre provou que
pode ser utilizada para este fim sem a utilizacdo de outras técnicas para separar o
farmaco livre do encapsulado. Provando que novos estudos podem ser direcionados a

esta técnica como uma alternativa aos proximos estudos de liberacdo de farmacos.

Para a obtencdo do estudo de liberagdo sugere-seque pode ser trocado o
tensoativo aniénico do meio de liberacdo por um tensoativo catidnico (ele acima da
concentracdo micelar critica) que formaria micelas positivas as quais pela sua propria

mobilidade eletroforética se direcionariam no sentido do detector.
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