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RESUMO
A zidovudina (AZT) ¢ o fairmaco mais utilizado no tratamento da AIDS, sozinho ou em
combinag¢do com outros anti-retrovirais, porém possui certa limitagdo terapéutica devido
a sua toxicidade hematologica dose-dependente. Além disso, apresenta baixa
biodisponibilidade oral, pois sofre metabolismo pré-sistémico. A via nasal tem sido
muito utilizada como rota alternativa para administragdo de farmacos, pois pode
promover sua absor¢do direta para circulagdo sanguinea, evitando o metabolismo
hepatico. Entretanto, esta via apresenta como fator limitante os mecanismos de
depuracao mucociliar que removem rapidamente a formulagdo da cavidade nasal. Para
prolongar o tempo de permanéncia das formulagdes nesta via, tem sido proposto o
desenvolvimento de sistemas mucoadesivos. Dentre os varios sistemas existentes, a
utilizagdo da quitosana (QS), como polimero mucoadesivo, tem sido muito explorado na
preparacao de nanoparticulas (NPs). O objetivo deste trabalho foi desenvolver e
caracterizar NPs de QS para administracdo intranasal do AZT. Para tanto foram
desenvolvidas NPs de QS através do método de gelificagdo ionotropica com
tripolifosfato de sédio. Estas NPs foram caracterizadas por determinagdo da distribuigdo
granulométrica, potencial zeta, morfologia, ensaios de mucoadesdo, avaliacdo da
capacidade de encapsulagdo do farmaco e do perfil de permeacdo do AZT. A avaliagdo
da incorporacdo do AZT nas NPs foi determinada por espectroscopia UV-Vis. As
medidas de mucoadesdo foram realizadas através de um analisador de textura,
utilizando disco de mucina e uma mucosa suina; ¢ os ensaios de permeac¢ao foram
realizados utilizando mucosa nasal suina adaptada a célula de Franz. Estes resultados
sugerem que estes sistemas possuem grande potencial para administracao nasal do AZT.
Palavras-chave: Sistema de liberacdo de farmacos; Nanoparticulas; Quitosana; Via

Nasal; Mucoadesao; AIDS e Zidovudiva.



ABSTRACT
Zidovudine (AZT) is the drug most commonly used in AIDS treatment, isolated or in
combination with other antiretroviral agents, but it has certain limitations due to its
therapeutic dose-dependent haematological toxicity. In addition, it has low oral
bioavailability, since it undergoes pre-systemic metabolism. The nasal route has been
used as an alternative route for drug administration, because it can promote its direct
absorption to blood circulation, avoiding hepatic metabolism. However, this route
presents as a factor limiting the mucociliary clearance mechanisms that remove quickly
the formulation of the nasal cavity. To prolong the residence time of formulations, in
this direction, has been proposed the development of mucoadhesive systems. Among
the various existing systems, the use of chitosan (QS), as mucoadhesive polymer, has
been widely exploited in the preparation of nanoparticles (NPs). The objective of this
study was to develop and characterize QS’s NPs for intranasal administration of AZT.
For both NPs have been developed by ionic crosslinking of QS with sodium
tripolyphosphate (TPP). These NPs were characterized by studies of particle size
distribution, zeta potential, morphology, mucoadhesion tests, assessing the ability of
encapsulation of the drug and permeation profile of AZT. The evaluation of AZT in the
NPs was determined by UV-Vis spectroscopy. Mucoadhesion measures were made
using a texture analyzer, using a mucin disk and porcine mucous membrane , and
permeation assay were conducted using porcine nasal mucous membrane adapted to the
Franz cell. These results suggest that the systems in hand have great potential for nasal

AZT administration.

Keywords: System for drug delivery, Nanoparticles, Chitosan, Nasal; Mucoadhesion;

AIDS and Zidovudive.
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1. INTRODUCAO

A AIDS ¢ uma doenca cronica causada pelo virus HIV e caracterizada pela
perda ou diminui¢do acentuada da capacidade do sistema imunologico de defender o
organismo. O constante desenvolvimento de novos medicamentos vem prolongando
significativamente a vida dos portadores do HIV por dificultar a multiplica¢do do virus,
porém ainda ndo conseguem elimind-lo do organismo (Brasil, 2011). Além disso, as
atuais terapias antiretrovirais tém um esquema de administragdo de doses bastante
complexo, dificultando a adesdo do paciente ao tratamento em longo prazo.

A zidovudina (AZT) ¢ o farmaco mais utilizado no tratamento da AIDS, sozinho
ou em combinagdo com outros antiretrovirais, porém possui certa limitagdo terapéutica
devido a sua toxicidade hematologica dose-dependente. Além disso, possui baixa
biodisponibilidade oral, pois sofre metabolismo pré-sistémico (Silva, 2006a).

A via nasal tem sido muito utilizada como rota alternativa para administragao de
farmacos que apresentam metabolismo pré-sistémico, pois pode promover a absor¢ao
direta para circulagdo sanguinea (Gavini et al., 2008). Entretanto, esta via apresenta
como fator limitante os mecanismos de depuracdo mucociliar que removem
rapidamente a formulagao da cavidade nasal (Illum, 2003; Mainardes et al., 2006). Para
prolongar o tempo de permanéncia das formulagdes no local de agdo, tem sido proposto
o desenvolvimento de sistemas mucoadesivos (Andrews, Laverty, Jones, 2008;
Carvalho et al., 2010a).

Dentre os varios materiais existentes, a utilizacdo de quitosana (QS) como
polimero mucoadesivo tem sido muito explorado na preparagdo de micro e
nanoparticulas como sistemas de liberacao nasal (Amidi et al., 2006; Amidi et al., 2007;
Dyer et al.,, 2002; Gavini et al., 2006; Gavini et al., 2008). A propriedade de

mucoadesdo da QS esta relacionada com as interagdes eletrostaticas deste polimero com
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os grupos sialicos da mucina que compde a camada de muco (Bravo-Osuna et al., 2007)

e com sua capacidade de intumescimento (Krauland, Guggi, Bernkop-Schnurch, 2006).

2. REVISAO DA LITERATURA
2.1. AIDS

A Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida ou AIDS (Acquired
Immunodeficiency Syndrome) ¢ uma doenca cronica causada pelo virus HIV (Human
Immunodeficiency Virus) e caracterizada pela perda ou diminui¢do acentuada da
capacidade do sistema imunoldgico de defender o organismo. De acordo com o
Relatorio Aids Epidemic Update (2009) da Organizacdo Mundial da Satde (OMS),
existem cerca de 33,4 milhdes de pessoas vivendo com o HIV no mundo, sendo que 2,7
milhdes foram infectadas no ano de 2008 e¢ 2 milhdes de pessoas morreram em
decorréncia da AIDS neste mesmo ano. Na América Latina existem aproximadamente 2
milhdes de pessoas infectadas pelo HIV, sendo que aproximadamente um ter¢o dessas
pessoas reside no Brasil (OMS, 2009).

O constante desenvolvimento de novos medicamentos vem prolongando
significativamente a vida dos portadores do HIV ao dificultar a multiplicagdo do virus,
porém ainda persistem numerosas incertezas a respeito da melhor maneira de se
controlar a doenga. Os medicamentos adiam o inicio dos sintomas da doenca,
diminuindo o ritmo da reducdo das células de protecdo do sistema imunologico,
entretanto, ndo conseguem eliminar o HIV do organismo, além de estar associado com
varios efeitos adversos (Brasil, 2011).

Além disso, as atuais terapias antiretrovirais t€m um esquema de administragao
de doses bastante complexo, dividindo-se em duas a trés doses ao dia, podendo ainda

interferir no regime alimentar. O grande nimero de formas de dosagem, utilizados por
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tempo indeterminado, dificulta sobremaneira a adesdo do paciente ao tratamento em
longo prazo. Alguns comprimidos precisam ser ingeridos em jejum, outros apds a
alimentacdo, e em caso de infec¢des associadas, nas quais sdo necessarias terapias
combinadas, o aumento no numero de comprimidos pode trazer dificuldade na
compreensado das doses e severos efeitos colaterais (Brasil, 2011).

Estas limitagdes podem ser superadas com a identificagdo de novas moléculas,
modificagdo quimica das ja existentes e desenvolvimento de novos sistemas de
liberacao de farmacos, os quais podem melhorar a eficicia de farmacos ja existentes e
explorar novas vias de administracao (Ojewole et al., 2008).

A introdu¢do de um novo farmaco no mercado, além de levar varios anos de
pesquisa, envolve custos altissimos. Assim, a procura por novos sistemas de liberacao ¢
importante no sentido de se estabelecer alternativas terapéuticas mais eficientes, que
possibilitem administrar os farmacos com mais seguranca e com efeitos colaterais

minimizados (Evangelista, 2006; Mainardes et. al., 2004; Mainardes et al., 2005).

2.1.1. ZIDOVUDINA

A zidovudina (AZT) é um andlogo da timidina que possui um grupamento 3’-
azido em lugar de 3’-hidroxila. (Silva, 2006a). Sua estrutura quimica esta representada
na Figura 1.

Figura 1. Estrutura quimica do AZT.
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O AZT foi o primeiro composto aprovado para uso clinico no tratamento
antiretroviral e ¢ o firmaco mais amplamente usado, sozinho ou em combinag¢do com
outros agentes antivirais. Entretanto, o fator que limita a sua efetividade terapéutica ¢
sua toxicidade hematologica dose-dependente (Thomas e Panchagnula, 2003).

Apds administracdo oral, a zidovudina ¢ rapidamente absorvida e sua
biodisponibilidade varia de 60 a 70%. Nos pacientes infectados com HIV, a absorcdo
varia amplamente e ¢ retardada apds a ingestdo de alimentos. As concentragdes
plasmaticas maximas e minimas sdo, respectivamente, de 0,4 a 0,5 ug.mL'l e 0,1
ng.mL”, com a posologia de 400 mg de quatro em quatro horas. A meia vida plasmatica
de eliminag¢do ¢ de aproximadamente 0,9 a 1,5 horas. Sofre metabolismo hepatico, pré-
sistémico e ¢ rapidamente transformada no metabolito inativo 5°-0-glicuronideo (Silva,
2006a).

Para manter niveis terapéuticos efetivos, altas doses devem ser administradas
(400 mg/ cada 4 h), porém estas doses geralmente alcangam niveis plasmaticos toxicos,
causando uma série de efeitos adversos graves tais como granulocitopenia ¢ anemia
(Blum et al., 1988). Esses efeitos sdo doses-dependentes e uma redugdo da dose total
administrada reduziria a severidade desta toxicidade (Mandal e Tenjarla, 1996). Para
manter efetivas concentracdes de AZT e evitar concentragdes sub-terapéuticas ou

toxicas, o controle da liberagdo do farmaco ¢ requerido.

2.2. VIA NASAL

A via nasal apresenta uma série de vantagens para liberacdo sist€émica de
farmacos. Seu epitélio, com numerosas microvilosidades e grande area de superficie,
facilita a absor¢ao de farmacos. A camada subepitelial altamente vascularizada e a
membrana basal com endotélio poroso podem facilitar a permeacdo do farmaco. Essas

caracteristicas podem fazer com que a formulacao absorvida pela via nasal chegue
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diretamente a circulagdo sistémica, evitando o efeito de metabolismo pré-sistémico no
figado, atingindo rapidamente niveis plasmaticos terapéuticos. Todos esses fatores
podem favorecer a redugdo da dose, a diminui¢ao de efeitos adversos e a maior adesao
ao tratamento (Mainardes, 2007).

Comparando-se com outras vias de administracao, a via nasal tem representado
um grande avang¢o na administragdo de farmacos peptidicos, como hormoénio do
crescimento (Cheng et. al., 2005; Pontiroli, 1998; Leitner et. al., 2004), insulina
(Krauland, Guggi, Bernkop-Schnurch, 2006) e farmacos que sofrem metabolismo pré-
sistémico (Gavini et al., 2008; Mainardes, 2007).

Apesar do potencial desta via, ha alguns fatores que limitam a absor¢do
intranasal de farmacos. Essas barreiras incluem os mecanismos de depuragdo
mucociliar, o qual remove rapidamente a formulacdo da cavidade nasal (Illum, 2003;
Mainardes et al., 2006); degradacdo enzimatica que pode acontecer tanto no limen da
cavidade nasal como na passagem através da barreira epitelial; a baixa permeabilidade
do epitélio nasal que dificulta a absor¢ao de farmacos polares ou de alto peso molecular
e o pH do sistema que deve ser compativel com o da cavidade nasal (Mainardes et al.,
2006). Uma estratégia utilizada para retardar a remog¢ao da formulacdo pela depuragio
mucocilar ¢ o uso de sistemas mucoadesivos, que promovem um contato prolongado
entre a formulacao e os locais de absor¢ao na cavidade nasal (Andrews, Laverty, Jones,

2008; Carvalho et al., 2010b).
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2.3. SISTEMAS DE LIBERACAO DE FARMACOS
A busca por novos sistemas de liberacdo ¢ importante no sentido de se
estabelecer alternativas terapéuticas mais eficientes, que possibilitem administrar os

farmacos com mais seguranca e com efeitos colaterais minimizados (Cera, 2001).

A nanotecnologia tem representado um importante avan¢o no desenvolvimento
de sistemas de liberacdo de farmacos, pois apresenta inimeras vantagens, tais como
estabilidade, prote¢do do farmaco, melhores propriedades farmacocinéticas e
farmacodinamicas, assim como a liberacdo prolongada e sitio especifica (Santos-
Magalhaes et al., 2000). Os sistemas nanoestruturados se caracterizam pelo tamanho
reduzido das particulas e a compartimentalizacdo de farmacos em ambientes restritos,
favorecendo a interagdo com sistemas biologicos.

Atualmente ha varios estudos envolvendo sistemas de liberacdo de farmaco
antiretrovirais (Dembri et al., 2000; Han et al., 2007; Kawaguchi et al., 1991; Kohli et
al., 2007, Mainardes et. al. 2009; Phillips, Skamene, Tsoukas, 1991; Phillips, Tsoukas,
1992; Subheet; Tiwary, Jain, 2006; Wintergerst et al., 1997). Dembri e colaboradores
(2000) desenvolveram nanoparticulas de poli-isohexilcianoacrilato para administragdo
gastrintestinal do AZT. Estudos de encapsulacdo de AZT em lipossomas mostraram que
a administragdo parenteral em ratos ndo desenvolveu toxicidade na medula, exibindo
perfis normais de leucocitos e eritrocitos, além de atingir 6rgdos onde o virus se aloja,
como pulmdes e baco (Phillips, Skamene, Tsoukas, 1991; Phillips, Tsoukas, 1992).

Muitos estudos envolvem a encapsulagao de antiretrovirais para direcionar a
liberagao para macréfagos. Nanoparticulas de acido polilatico foram desenvolvidas para
liberacao intranasal do AZT, sendo que a afinidade por leucécitos polimorfonucleares

mostrou ser dependente das quantidades destes polimeros (Mainardes et al., 2009).
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Nanocapsulas de AZT trifosfatado de poliisobutilcianoacrilato também promoveu a

liberacao celular in vitro em macrotagos (Hillaireau, et al., 2006).

2.3.1.SISTEMAS MUCOADESIVOS

A bioadesdo pode ser definida como o estado em que dois materiais, dentre os
quais pelo menos um ¢ de natureza biologica, sejam mantidos em contato por um
periodo prolongado de tempo através de forcas interfaciais (Smart, 2005). Sistemas
bioadesivos aplicados em mucosas que apresentam uma camada estacionaria de muco,
geralmente sdo definidos como mucoadesivos, porém os termos podem ser
intercambiaveis (Leung, Robinson, 1990).

A agdo dos sistemas mucoadesivos consiste em prolongar o tempo de residéncia
da amostra no local de absor¢do e promover o contato intensificado com a barreira
epitelial (Hagerstrom, 2003).

As mucosas sdo as principais vias de administragdo para os sistemas
bioadesivos, seguido da aplicagdo na pele. A mucosa mais utilizada para administra¢ao
e absorcdo de farmacos ¢ a gastrintestinal (Junginger; Thanou; Verhoef, 2007),
entretanto outras vias também s3o exploradas, como a nasal, ocular, bucal, vaginal,
retal, oral e periodontal (Bruschi et al., 2007; Hagerstrom, 2003; Woodley, 2001).

Um sistema mucoadesivo pode ser delineado nas mais variadas formas
farmacéuticas, uma vez que a propriedade da adesdo depende das caracteristicas do
material utilizado para sua preparagdo (Evangelista, 2006). Diferentes sistemas de
liberacdao baseados em polimeros mucoadesivos t€m sido extensivamente desenvolvidos
(Gavini et al., 2008). Dentre os varios materiais existentes, a utilizagdo de quitosana

como polimero mucoadesivo tem sido muito explorado na preparagao de micro e
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nanoparticulas (Amidi et al., 2006; Amidi et al., 2007; Dyer et al., 2002; Gavini et al.,

2006; Gavini et al., 2008).

2.3.1.1. QUITOSANA

A quitosana (QS) (Figura 2) ¢ um polimero semi-sintético obtido da
desacetilacdo da quitina. Apresenta propriedades bioldgicas favoraveis, como baixa
toxicidade, biocompatibilidade e elevada susceptibilidade a biodegradacdo (Lucinda,

1999).

Figura 2. Estrutura quimica da quitosana (Adaptado de Kumar, 2000).
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Além disso, a sua capacidade de mucoadesdo (Prabaharan, Gong, 2008; Venter
et al., 2006) e de intumescimento na presenga de agua (Krauland, Guggi, Bernkop-
Schnurch, 2006; Oliveira, Santana, Ré, 2005) somada a sua natureza catidnica, siao
caracteristicas que podem ser utilizadas na tecnologia de liberagdo de farmacos
(Guimaraes, 2005). A propriedade de mucoadesdo da QS estd relacionada com as
interagdes eletrostaticas deste polimero com os grupos sidlicos da mucina na camada de
muco (Bravo-Osuna et al., 2007) e sua capacidade de intumescimento (Krauland,

Guggi, Bernkop-Schnurch, 2006).

2.3.1.2. NANOPARTICULAS DE QUITOSANA
Dentre os sistemas de liberacdo de fArmacos, as nanoparticulas tém se destacado

por apresentar alta versatilidade para formulagdo, capacidade de modificar a liberagao
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de farmacos, possuir grande estabilidade e biocompatibilidade com tecidos e células,
(Guimaraes, 2005). Estes sistemas tém sido desenvolvidos visando inimeras aplicagdes
terapéuticas, sendo planejados para administragdo parenteral, oral, oftalmica e nasal
(Amidi et al, 2007; Kang et al., 2007; Sadeghi, et. al., 2008; Schaffazick et al., 2003;
Quan et al., 2008).

A QS tem sido muito utilizada na preparacdo de micro e nanoparticulas como
sistemas de liberacdo intranasal (Amidi et al., 2006; Amidi et al., 2007; Dyer et al.,
2002; Gavini et al., 2006; Gavini et al., 2008; Janes; Calvo; Alonso, 2001; Kang et al.,
2007; Krauland, Guggi, Bernkop-Schnurch, 2006; Soane et al., 2001). Fernandez-
Urrusuno e colaboradores (1999) observaram que nanoparticulas de QS melhoram a
absor¢do nasal da insulina em coelhos. Estas nanoparticulas foram capazes de aumentar
significativamente a resposta hipoglicémica da insulina absorvida pela via intranasal.
Soane e colaboradores (2001) avaliaram a taxa de depuragdo mucociliar de microesferas
de quitosana em humanos. Eles demonstraram que a meia vida de depuragdo das
microesferas quadriplicou quando comparada com o controle.

Além disso, as nanoparticulas de QS podem se aderir & mucosa nasal e abrir
transitoriamente as juncdes intercelulares das células epiteliais e deste modo aumentar a
biodisponibilidade dos farmacos incorporados (Gavini et al., 2008; Janes, Calvo,
Alonso, 2001; Kang et al., 2007; Krauland, Guggi, Bernkop-Schnurch, 2006).

Inimeras técnicas sao descritas na literatura para o preparo de micro e
nanoparticulas (NPs) de QS e seus derivados, ¢ dentre elas a gelificagdo ionotrdpica
com tripolifosfato ¢ muito utilizada devido as caracteristicas que a QS apresenta em
complexar com polianions especificos, através de ligagdes cruzadas inter e

intramoleculares (Amidi et al., 2006; Chen, Zhang, Huang, 2007; Dyer et al., 2002;
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Guimaraes, 2005; Janes, Calvo, Alonso, 2001; Laus et al., 2006; Lucinda, 1999;
Sadeghi et al., 2008).

O tripolifosfato de sodio (TPP) é um &nion multivalente e atoxico. E utilizado
como agente reticulante alternativo ao glutaraldeido, que ¢ um agente potencialmente
antigénico e pode causar irritagdes nas superficies de mucosas devido a sua toxicidade.
O tratamento da QS com TPP resulta numa diminui¢do da susceptibilidade de
degradacao pela quitinase, além de alterar o comportamento de solubilidade do

polimero (Guimaraes, 2005).

2.3.1.3. METODOLOGIA PARA AVALIACAO DA MUCOADESAO

Para avaliar a mucoadesdao de sistemas de liberagdo de farmacos, intimeras
metodologias in vitro sdo relatadas, embora o emprego dos diferentes métodos as vezes
cause incoeréncia entre os resultados, os quais ficam dificeis de comparar, devido as
diferengas entre os parametros e condi¢gdes experimentais (Sigurdsso; Loftsson; Lehr,
2006).

Para sistemas so6lidos, como nanoparticulas, a técnica mais empregada ¢ a
avaliag¢do da forca de adesdao (Chowdary, Rao, 2004); para sistemas semi-s6lidos, como
hidrogéis e matrizes liquido cristalinas, além da medida de forca de adesdo, a
mucoadesao pode ser avaliada por medidas reoldgicas (Bruschi et al., 2007; Carvalho et
al., 2010b; Nielsen, Schubert, Hansen, 1998).

O equipamento mais usado para avaliagdo da for¢a de adesdao ¢ o analisador de
textura, o qual mede a forca necessaria para remover a formulagdo a partir de uma
membrana modelo, que pode ser um disco de mucina (Bruschi et al., 2007; Carvalho,
2009) ou uma mucosa animal, como mucosa nasal suina (Hagerstrom, Bergstrom,

Edsman, 2004).
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3. OBJETIVOS

Tendo em vista a necessidade de se obter novos sistemas de liberacao de
antiretrovirais e o potencial que a via nasal oferece para absor¢do dos mesmos, este
trabalho teve como objetivo desenvolver e caracterizar sistemas nanoestruturados

compostos de quitosana para administragdo nasal do AZT.

Etapas do trabalho

e Desenvolvimento das nanoparticulas de quitosana;

e Caracterizacdo fisico-quimica das amostras por estudos de distribuigdo
granulométrica, potencial zeta e morfologia;

e Avaliagdo da capacidade de encapsulagio do AZT nos sistemas, por
espectroscopia UV-Vis.

e Analises de mucoadesao, através de analisador de textura;

e Desenvolvimento de metodologia analitica por cromatografia liquida de alta
eficiéncia para quantificagao do AZT nos ensaios de permeagao;

e Determinacao do perfil de permeacao do AZT ex vivo.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. MATERIAIS
- Acido acético glacial, Chemis;
- Acido cloridrico, Chemis;
— Adesivo instantaneo universal (éster de cianocrilato), SuperBonder®, Loctite.
— Agulha de tuberculina, 0,38x13 - 27,5G1/2;
- Agua deionizada Milli-Q.
— Anel de mucoadesio;
- Cloreto de Sodio, Synth;
— D-Glicose anidra, Synth
— Fita adesiva dupla face, Adelbras;
— Fosfato de potassio monobasico, Merck;
— Hidroxido de sodio, Merck;
— Membrana de acetato celulose, com poro de 0,45um, Sartorius AG;
— Metanol grau CLAE, J. T. Backer
— Mucosa nasal suina;
— Mucina tipo II crua de estdmago suino, Sigma-Aldrich;
- NOVEON® AA-1 Policarbofil, Lubrizol
— Polimero Carbopol® 971P NF, Lubrizol;
— Polimero Carbopol® 974P NF, Lubrizol;
— Seringas BD, 1 ¢ 5 mL;
— Seringa de insulina U -100, 1 mL;
— Seringa para HPLC 25 pL, Hamilton;
— Tripolifosfato de sédio, Synth;

- Quitosana de baixo peso molecular, 75-85% desacetilada, Sigma-Aldrich.
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- Zidovudina, Fundacao para o Remédio Popular (FURP), Guarulhos, Brasil.

4.2. EQUIPAMENTOS

- Analisador de textura TAXT plus (Stable Micro Systems”), probe cilindrico
(P/P25);

- Agitador Magnético, Multimatic, modelo 9S;

- Agitador Mecanico, Marconi;

- Balanga analitica, Ohaus, AS200;

- Balanga analitica, Mettler, H51;

- Balanga semi-analitica, Sartorius, BP210S;

- Banho de ultrasom, Unique ,Ultra Sonic Cleaner;

- Banho termastatizado recirculante, Nova Etica;

- Bomba a vacuo, Tecnal — TE — 058;

- Bomba peristaltica, Pharmacia Biotech, Pump P1;

- Centrifuga, Beckman Coulter, modelo Avanti Centrifuge J-25, rotor JA — 25.50;

- CLAE Varian, médulo de distribuiio de solvente ProStar/Dynamax”™ 210/215,
detector espectrofotométrico ProStar™ 330 UV-VIS PDA e Rheodine® VS 7125,
valvula de injecdo com um Joop de 100uL, coluna RP-18 (Phenomenex® - Luna®)
250 mm x 4.6mm [.D. Sum tamanho de particula.

- Espectrofotometro de UV-VIS, Hewlett Packard 8453, com HP UV-Visible
ChemStation Software;

- Espectrometro de espalhamento de luz por incidéncia de raio laser, Malvern,
Zetasizer Nanoseries — Nano ZS (A = 633 nm);

- Filtro com membrana de acetato celulose, com poro de 0,45um, Sartorius AG

- Homogeinizador de tubos, modelo AP22, Phoenix;
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- Liofilizador Edwards, mod. Modulyo;

- Maquina de comprimir, excéntrico, Fabbe

- Membrana de acetato celulose, com poro de 0,45um, Sartorius AG;
- Micro pipeta de 100 e 1000 mL Pipetman, Gilson;

- Microscopio eletronico de varredura, Jeol, modelo JSM 7500 F;
- Microscopio optico, modelo CX41, Olympus;

- Permeador cutaneo Microette Plus, Hanson Research.

- Porta filtro holder aco inox 25 MM, Sartorius AG;

- Purificador de dgua Milli-Q Plus, Millipore;

- pHmetro Digital, Gehaka, PG 1800;

- Revestimento de carbono, Bal-Tec SCD 050, Sputter Coater.

- Sonicador, Sonics (vibra cell).

- Viscosimetro Cannon-Fenke (n° 150), Laborglas.

4.3. METODOS
4.3.1. CARACTERIZACAO DA QUITOSANA
4.3.1.1. Determinacao do grau de desacetilacdo da quitosana

O grau de desacetilagdo da QS foi determinado por titulacdo potenciométrica.
Foi adicionado 25 mL de solugao de HCI (0,05M), a uma determinada massa seca de
QS (~0,20g) deixando-a sob agitacdo mecanica por 24 horas, tempo suficiente para
protonar os grupos amino disponiveis. Em seguida, titulou-se a solucao resultante com
NaOH (0,I1M) para obter uma curva tipica de titulacdo potenciométrica. Através das
inflexdes das curvas obtidas, foi possivel determinar a porcentagem de grupos amino na

QS, utilizando a equagaol (Jiang; Chen; Zhong, 2003).
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ViNH, _ Myon x(V, =#,)x161x100 o)
m,

Em que Mn,on € a molaridade da solugdo de NaOH (mols/L); V; e V, sdo
respectivamente os volumes de NaOH empregados para neutralizar o excesso de HCI e
a amostra de QS protonada; 161 ¢ a massa molecular da unidade monomérica da QS; e

m; a massa da amostra no estado seco tomado para titulagao (g).

4.3.1.2. Determinacio da massa molar da quitosana

A massa molar da QS foi determinada pela técnica de viscosimetria capilar. O
viscosimetro utilizado foi o Cannon-Fenke, com didmetro n® 150 (Laboratorio
Multiusuario da Faculdade de Engenharia Quimica, da UNICAMP). Durante o
experimento o viscosimetro permaneceu a 25° C em um recipiente transparente
contendo dgua na mesma temperatura, a qual foi mantida por um banho termostatizado
recirculante.

Para a obtengdo da massa molar, foram preparadas solu¢des de QS nas
concentragdes de 0,001; 0,003; 0,006; 0,009; 0,012 (g/mL) em um sistema solvente
contendo acido acético 0,1 M, cloreto de sodio 0,2 M e agua (Severino, 2008). Com
ajuda de uma bomba a vécuo, o viscosimetro foi preenchido com 10 mL de cada
solugdo. Através da determinagdo do tempo em que estas solucdes passam pelos dois
meniscos do viscosimetro (Figura 3), foi calculada a viscosidade relativa (eq. 2),
especifica (eq. 3) e reduzida (eq. 4). Estes valores foram utilizados na equagdo 5 para o

calculo da massa molar da quitosana.

t

77rel = (eqz)
tO
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nesp - nrel _1 = (t o tO)/ tO (eq3)
Ny L—1,

= = 4

nesp/ c c tO c (eq-4)

[77] =K.M*“ (eq.5)

Nestas equacOes, TMrel, Mesp © MNespie Sa0 a viscosidade relativa, viscosidade
especifica e reduzida, respectivamente; t é o tempo que a solucdo de QS levou para
escoar entre os dois meniscos e ty € o tempo do solvente padrdo; ¢ € a concentragdo das
solugdes; o ¢ K sdo constantes para um sistema polimero-solvente especifico. As
viscosidades intrinsecas [n] das solucgdes utilizadas na eq. 5 foram determinadas através
da construcdo do grafico da viscosidade reduzida (nespc) em fungdo da concentragdo (c)
das solugdes. A viscosidade intrinseca [n] ¢ dada pelo valor de nMespe quando c=0. O
grafico foi plotado com auxilio do software Origin® 7.0. Os valores obtidos foram
utilizados para calcular a massa molar média (M) da QS, através da equagdo de Mark-

Houwink (eq. 5) (Aulton, 2005).

Figura 3. (a) Viscosimetro capilar. (b) Viscosimetro capilar dentro do banho
termostatizado recirculante. Os numeros 1 € 2 indicam os meniscos do viscosimetro.

(b)
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4.3.2. DESENVOLVIMENTO DAS NANOPARTICULAS

As particulas de QS foram preparadas pelo o método da gelificagdo ionotropica
utilizando TPP como agente reticulante. Por essa técnica, suspensdes de particulas
foram formadas através da titulagdo, por gotejamento, da solucao de TPP em dispersoes
de QS, com auxilio de uma bomba peristaltica e lenta agitagdo mecanica.

Para isto, foram preparadas dispersoes de QS nas concentragdes de 0,1 e 0,5 %
(m/v). A QS foi suspensa em metade do seu volume final em solugdo de acido acético
glacial 0,75 % (v/v) e a mistura foi realizada com agitacdo mecanica por 24 horas a
temperatura ambiente (25° C). Adicionou-se agua (2/3 do volume restante) e agitou-se
por mais 24 horas nas mesmas condi¢des. Em seguida ajustou-se o pH para 4,8 com
solugdo aquosa de hidroxido de sédio 0,1 M e completou-se o volume com agua
(Severino, 2008). A solugdo de TPP foi preparada em agua, nas concentragdes de 0,1 ¢
0,5% (m/v). Para a reticulagdo das NPs com o farmaco, o AZT foi solubilizado na
solucao de TPP.

A gelificagdo ionotrdpica foi realizada com a preparacdo de diferentes volumes
(3, 6, 15 e 30 mL) de TPP, nas concentragdes de 0,1 e 0,5 %, os quais foram gotejados
em 30 mL da solucdo de QS 0,1 e 0,5 %, sob agitacdo mecanica. A agitacdo persistiu
por mais 90 minutos apo6s todo volume de TPP ser adicionado. As particulas contendo o
farmaco foram obtidas com o mesmo procedimento. A bomba peristaltica utilizada foi a
Pharmacia Biotech (Pump P1), com a qual foi padronizado o gotejamento de 12,33 +
1,97 gotas por minuto, através de uma canula acoplada a uma seringa de 1 mL, com
uma agulha 0,38 x 13 — 27,5 G1/2 (Severino, 2008). A agitagao foi realizada utilizando

o agitador mecanico Marconi.
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A mistura resultante foi classificada visualmente como dispersdo transparente
(DT), dispersao opalescente (DO) e agregados (A). Os valores das concentragdes de QS

e TPP na dispersao final de cada amostra foram calculados (Guimaraes, 2005).

4.3.2.1. Obtenciao de NPs em suspensio e liofilizadas

Alguns ensaios utilizaram as NPs ressuspendidas em agua ou liofilizadas. Para
isto, as suspensdoes de NPs foram centrifugadas a 22.000 g por 20 min a 25 °C
(Mainardes et al., 2009). O sobrenadante das amostras sem AZT foi descartado e das
formulacdes com farmaco, foi coletado para a determinagdo da concentracdo de AZT
ndo encapsulada nas NPs. As particulas sedimentadas, tanto das amostras com e sem
farmaco, foram pesadas e ressuspendidas em agua purificada.

Para os ensaios que utilizaram as NPs na forma liofilizada, foi adicionado 3 mL
de glicose 40%, como crioprotetor, antes da etapa de centrifugacdo. As NPs
ressuspendidas em agua, foram congeladas e posteriormente liofilizadas (Wang et al.,

2009).

4.3.3. CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS

As suspensdes de particulas sem farmaco formadas apds a gelificagdo
ionotropica, ou seja, apos o gotejamento da solu¢ao de TPP na dispersdao de QS, foram
caracterizadas por estudos de distribuigdo granulométrica, potencial zeta, pH e
morfologia. As amostras classificadas como DO, regido de maior probabilidade de
formacao de NPs, foram escolhidas para incorporacao do farmaco, e submetidas aos
mesmos ensaios.

Para verificar se o processo de liofilizagdo influencia nas caracteristicas das NPs

(tamanho de particula, carga de superficie e morfologia), novas analises de distribui¢ao
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granulométrica, potencial zeta e morfologia foram realizadas apos a reconstituicao das

NPs liofilizadas com farmaco.

4.3.3.1. Determinacao da distribuicio granulométrica

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Materiais Magnéticos e
Coloides, Departamento de Fisico-Quimica, do Instituto de Quimica (IQ), da Unesp. O
equipamento utilizado foi o Malvern Zetasizer, empregando uma fonte de laser
vermelho (A = 633 nm), na temperatura de 25° C.

As suspensdes de particulas, com e sem farmaco, foram filtradas em membrana
acetato de celulose com poro de 0,45 pm, diluidas em agua purificada (1:10) e
analisadas por espalhamento de luz. O indice de refracdo da agua e da QS utilizados
foram, respectivamente, 1,33 ¢ 1,55. As amostras foram analisadas em triplicata e foram
feitas 10 determinagdes para cada uma delas. Foram calculados os valores médios e os
respectivos desvios-padrao.

As NPs liofilizadas contendo AZT, foram dispersas em dgua, na concentragdo de
2,5 mg/mL, com auxilio de um homogeneizador de tubos, durante 24 horas. Estas
amostras foram sonicadas por 1 segundo com pulso de 5 segundos, durante um minuto e
meio, na amplitude de 21%, foram filtradas em membrana acetato de celulose com poro
de 0,45 um, e analisadas por espalhamento de luz. Foram realizadas 5 medidas para
cada amostra, com 1 varredura de 180 segundos. Foram calculados os valores médios e

os respectivos desvios-padrao.

4.3.3.2. Determinacio do potencial zeta
Para determinagdo do potencial zeta (C), as suspensdes de particulas, com e sem

o farmaco, foram filtradas em membrana 0,45 pm e diluidas em agua purificada. As
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NPs liofilizadas contendo AZT foram dispersas em dagua. As amostras foram
submetidas a um campo elétrico produzido pelo equipamento Malvern Zetasizer. O
experimento foi realizado em triplicata e foram feitas 30 determinagdes para cada uma

delas, calculando-se os valores médios e os respectivos desvios-padrao.

4.3.3.3. Determinacio do pH das amostras
O pH das amostras foi medido diretamente nas suspensodes das particulas, com e

sem o farmaco.

4.3.3.4. Analise morfolégica das nanoparticulas

A analise morfologica das suspensdes de NPs, da QS e do AZT foi realizada por
microscopia eletronica de varredura (MEV) (Jeol, JSM 7500 F). Uma gota da suspensao
de NPs foi depositada sobre um suporte de silicio aderido na parte superior de um stub
de latdo proprio para utilizagdo deste microscopico, os suportes contendo a suspensao
foram secos em dessecador (Guimaraes, 2005). As NPs liofilizadas foram depositadas
diretamente sobre um suporte de silicio. O AZT foi disperso em querosene, depositado
no suporte e seco a 50 °C; a QS, na forma de po, foi depositada diretamente sobre este
suporte. As amostras foram revestidas com carbono sob vacuo (Bal-Tec SCD 050,
Sputter Coater), com excecdo das NPs liofilizadas que foram revestidas com ouro, ¢
analisadas. As fotomicrografias foram obtidas utilizando-se um feixe de elétron de 2

kV.
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4.3.4. AVALIACAO DA EFICIENCIA DE ENCAPSULACAO DA ZIDOVUDINA
4.3.4.1. Desenvolvimento e validacao de metodologia analitica para determinacio
de AZT por espectroscopia UV.

Para quantificagdo do AZT nas NPs foi desenvolvida e validada uma
metodologia analitica por espectroscopia UV segundo as normas estabelecidas pela
Anvisa (Resolucdo - RE n°899 de 2003), cujos parametros determinados foram
precisdao, exatiddo, linearidade, limite de detec¢do e quantificacdo, especificidade,
seletividade e recuperacao.

Para o desenvolvimento da curva analitica foi utilizado o espectrofotometro de
UV-VIS. A solucdo estoque de AZT foi preparada de acordo com as condigdes
preconizadas na Farmacopéia Americana (USP 30), sendo o solvente utilizado o
metanol, a concentracdo de AZT de 1 mg/mL, e o comprimento de onda de 266 nm. A
partir da solugdo estoque prepararam-se solu¢des padrdes, em agua purificada, na faixa

de concentragdo de 2 a 10 ug/mL.

4.3.4.2. Determinaciio do AZT incorporado nas NPs

A quantificacdo do AZT nas NPs foi determinada indiretamente (Mainardes et.
al., 2009). As NPs foram isoladas através de centrifugacdo, como descrito no item
43.2.1., e o sobrenadante foi devidamente diluido em 4gua e quantificado por
espectroscopia UV. A concentracdo de AZT foi calculada aplicando-se os valores de
absorbancia na equacgdo da reta obtida pelo método analitico desenvolvido e validado.
Com estes valores determinou-se a eficiéncia de encapsulacdo (EE%) de acordo com a
equacao 6.

Quantidade total de AZT adicionada — AZT livre
Quantidade total de AZT adicionada

EE % = x 100 (eq. 6)
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4.3.5. AVALIACAO DA CAPACIDADE DE MUCOADESAO DAS NANOPARTICULAS

A avaliacao da mucoadesao foi realizada através da medida da for¢a necessaria
para remover a formulagdo a partir de uma membrana modelo utilizando um analisador
de textura TAXTplus (Stable Micro Systems®) (Figura 4 - a), o qual tem sido muito
utilizado em estudos de mucoadesao para sistema so6lidos, como as NPs (Fransén, Bjork,
Edsman, 2008; Hagerstrom, Bergstrom, Edsman, 2004; Hégerstrom, Edsman, 2001;
Hagesaether, Hiorth, Sande, 2009). Foi utilizado como membrana modelo mucosa nasal
suina e o disco de mucina (Hagesaether, Hiorth, Sande, 2009).

Foram analisadas amostras de NPs secas e liofilizadas na forma de po, e
polimeros conhecidos na literatura por sua mucoadesdo como padrdes mucoadesivos,
entre eles o Policarbofil e o Carbopol, na forma compacta e em pd. As medidas de

mucoadesao das NPs liofilizadas foram comparadas com a destes polimeros.

4.3.5.1. Preparaciao da mucosa

O tecido foi preparado segundo a metodologia adaptada de Hégerstrom e
Edsman (2001). A mucosa nasal foi obtida de porcos domésticos provenientes de
abatedouro local. As cavidades nasais foram separadas através de uma incisao ao longo
do septo nasal. A mucosa foi removida com auxilio de uma pinga e tesoura cirurgica
curva e mantida em salina (solu¢do de cloreto de sddio 0,9% (m/v)). Cerca de 3 pedacos
foram cortados das partes centrais das mucosas de cada cavidade, evitando regides que
entraram em contato com a pinga, e congelados em salina.

No dia do experimento, os pedagos de mucosa foram descongelados e mantidos
refrigerados em gelo, mergulhados em salina.

A mucosa foi fixada no anel de mucoadesdao (Figura 4 - b) com adesivo

instantaneo universal (éster de cianocrilato) e este conjunto permaneceu a 32 °C.



40

Imediatamente antes do experimento a mucosa foi hidratada com 100 pL de fluido nasal
simulado (FNS) a 32° C, solucao (pH 5,7) composta de 8% (p/v) de mucina, 7,45
mg.mL" NaCl; 1,29 mg.mL" KCI e 0,32 mgmL" CaCL.2H,0 (Melon, 1968 apud

Callens et al., 2003).

Figura 4. (a) Analisador de Textura utilizado para avaliar a forca adesiva das NPs. Os
nimeros indicam: 1 — prova, 2 — anel de mucoadesdo, 3 — banho aquecido e 4 —
aquecedor. (b) anel de mucoadesao, utilizado para fixar a mucosa.

() (b)

4.3.5.2. Preparacio do disco de mucina

Os discos de mucina foram preparados pela compressao de mucina suina crua
(200 mg), utilizando uma maquina de comprimir (excéntrico, Fabbe) ¢ uma pungado
plana de diametro de 11 mm. Os discos foram aderidos na mesa do equipamento com
fita adesiva dupla face (Figura 2 — a) e o conjunto permaneceu sobre um banho a 32° C.
A mucina foi hidratada com 100 pL de FNS a 32 °C imediatamente antes do

experimento.



41

4.3.5.3. Preparacao das NPs secas para o ensaio de mucoadesao

As suspensdes de NPs, com e sem farmaco, foram centrifugadas e
ressuspendidas em agua como descrito no item 4.3.2.1. Uma gota (70 pL) das NPs em
suspensao, na concentracao de 140 mg/mL, foi adicionada em um circulo de fita adesiva
do mesmo tamanho da prova cilindrica (didmetro = 1 cm) e seca em dessecador, a
massa formada de NPs secas foi anotada. A fita adesiva contendo as NPs secas foi
aderida na prova. Para estimar a aderéncia inespecifica da prova (sem a amostra) com a

membrana modelo, foi realizado o mesmo ensaio sem aderir as NPs na prova.

4.3.5.4. Preparacao dos padroes mucoadesivos

Os polimeros utilizados como padrdes mucoadesivos foram o Policarbofil (PC),
o Carbopol 971 (C971) e o Carbopol 974 (C974). Estes foram avaliados na forma de p6
e comprimido.

Os comprimidos foram preparados pela compressdao dos polimeros (60 mg),
utilizando uma maéquina de comprimir e puncdo de didmetro de 10 mm, igual ao
diametro da prova. Eles foram aderidos na prova com fita dupla face e adesivo
instantaneo universal (Figura 5 — b). Os polimeros na forma de p6 foram aderidos na
prova com fita adesiva dupla face (Figura 5 — c¢) e analisados em microscopio Optico
para verificar a formag¢ao de uma camada homogénea.

Figura 5. (a) Disco de mucina aderido na mesa do Texturdmetro. (b) Comprimido de
Policarbofil (PC) aderido na prova, representativo para os outros polimeros. (¢) PC na

forma de p6 aderido na prova, representativo para os outros polimeros. (d) Ensaio
realizado no texturometro.

(a) (b) (c) (d)
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4.3.5.5. Preparaciao das NPs liofilizadas

As suspensdes de NPs formadas foram centrifugadas e liofilizadas como descrito
no item 4.3.2.1. As NPs liofilizadas foram aderidas na prova com fita adesiva dupla face
segundo as metodologias ja apresentadas na literatura (Fransén, Bjork, Edsman, 2007;
Grabovac, Guggi, Bernkop-Schuniirch, 2005) e analisadas em microscopio Optico para

verificar a formagao de uma camada homogénea.

4.3.5.6. Analise de mucoadesiao

Para avaliacdo das propriedades mucoadesivas, o teste utilizado foi o “Hold
until time” no modo “compression” e os parametros envolvidos no ensaio sdo
apresentados na Tabela 1.

A prova, contendo a amostra, desceu até encontrar a membrana modelo,
detectada por uma forca de gatilho, a uma velocidade constante e permaneceu em
contato com a membrana modelo por um tempo determinado, para assegurar o contato
intimo entre a membrana modelo e a amostra. Nenhuma for¢a foi aplicada durante a
fase de contato. A prova foi lentamente removida a uma velocidade constante e a forca
necessaria para destacar a amostra da superficie da membrana modelo foi determinada
através da curva forga versus tempo. O trabalho de adesdo, ou seja, area sob a curva
determinada durante a fase de retirada da prova foi calculado utilizando o software
Texture Exponent Lite do equipamento. Esse parametro foi usado como medida de
mucoadesao (Hagerstrom, Bergstrom, Edsman 2004; Hagerstrom, Edsman 2001). O

numero de replicatas realizado para cada amostra esta presente na Tabela 1.
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Tabela 1. Parametros utilizados no ensaio de mucoadesdo para as amotras de NPs,
secas e liofilizadas, e para os padrdes mucoadesivos (PC, C971 e C974).

Parametros utilizados no Amostras
ensaio de mucoadesio NPs secas Padr0e§ . N.Ps
mucoadesivos liofilizadas
Forca de gatilho 2 mN 2 mN 2 mN
Velocidade de descida da prova 0,5 mm/s 1 mm/s 1 mm/s
Tempo de contato (segundos) 60 30,60 ¢ 120 60
Velocidade de remocao da prova 0,1 mm/s 0,5 mm/s 0,5 mm/s
Membrana modelo mucosa mucina ¢ mucina e
mucosa mucosa
Numero minimo de replicatas 5 7 4

4.3.6. ESTUDOS DE PERMEACAO EX VIVO
4.3.7.1. Validacdo da metodologia analitica para determinacio do AZT por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Para quantificacdo do AZT nas NPs foi desenvolvida e validada uma
metodologia analitica por CLAE segundo as normas estabelecidas pela Anvisa
(Resolugdo - RE n°899 de 2003), cujos parametros determinados foram precisao,
exatidao, linearidade, limite de detec¢ao e quantificagdo, especificidade, seletividade e
recuperacao.

As condi¢des cromatograficas empregadas estdo descritas na Tabela 2. A
solucao estoque de AZT foi preparada de acordo com as condi¢des preconizadas na
Farmacopéia Americana (USP 30), sendo o solvente utilizado o metanol, na
concentracdo de AZT de 1 mg/mL. A partir desta solugdo estoque prepararam-se
solucdes padroes, em tampao fosfato monobasico 20 mM pH 6,8 (USP 35), na faixa de

concentragdo de 0,1 a 20 pg/mL.
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Tabela 2.Condigdes cromatograficas utilizadas para validagao da metodologia analitica
para determinagdo do AZT por CLAE.

Condicoes cromatograficas utilizadas

Coluna RP-18 (Phenomenex” - Luna®™)
Fase movel Metanol:agua 60:40 (v/v)
Fluxo 0,7 mL/min.

Volume de injecao 30uL

Comprimento de onda 266 nm

4.3.6.2. Preparaciao da mucosa

A mucosa nasal suina foi preparada com a mesma técnica descrita no item
4.3.6.1. A mucosa foi colocada na parte superior da célula de difusdo previamente
aquecida a 32 °C. Esta mucosa foi utilizada, pois segundo Wadell, Bjork e Camber

(2003) ¢ a mais apropriada para os estudos de permeacao.

4.3.6.3. Preparacao das amostras

A suspensdo de NPs foi centrifugada como descrito no item 4.3.2.1., e a massa
de NPs precipitada (0,2613 g) foi ressuspendida em 1,5 mL de agua, sendo a
concentracdo de AZT nas NPs de 0,934 mg/mL. Também foi avaliada a permeacgdo da
solucdo aquosa (SA) do AZT, na mesma concentragao da NP, ou seja, 0,934 mg/mL de
AZT. As amostras foram colocadas sobre a mucosa no volume de 200 plL, o que

corresponde a 186,78 ng de AZT para ambas as amostras.

4.3.6.4. Ensaio de permeacio ex vivo
O sistema de célula de difusdao vertical utilizado foi o equipamento de
permeacdo cutanea Microette Plus (Hanson Research), composto de seis células

ey ) _— 2
individuais, com volume de 7 mL e area de exposicdo de 1,77 cm”, conectado a um
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banho termostatizado a 32 £+ 0,5 °C, sob agitagdo magnética constante de 300 rpm, por
um periodo de 12 horas para perfil de permeagao. O meio receptor usado foi tampao
fosfato monobasico 20 mM pH 6,8, garantindo as condi¢des sink, ou seja, quando a
concentracdo do farmaco dissolvida no meio de liberagdo ¢ menor que 10% da sua
concentragao de saturagao.

Aliquotas de 2 mL do meio receptor foram retiradas nos tempos de 5, 10, 20, 30,
45, 60, 90, 120, 180, 240, 360, 480, 600 ¢ 720 minutos e quantificadas por CLAE. O
volume retirado foi imediatamente reposto com volume igual do meio de dissolu¢do. O

estudo foi realizado em 6 replicatas.

4.3.7. FORMA DE ANALISE DOS RESULTADOS
A andlise estatistica foi realizada pelo teste estatistico de analise de variancia
(ANOVA) fator tinico, com nivel de significincia menor que 0,05. Para comparagdes

individuais, foi realizado o teste post-hoc de Tukey.
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5.RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. CARACTERIZACAO DA QUITOSANA
5.1.1. Determinacio do grau de desacetilacio da quitosana

Diversas técnicas sdo propostas, incluindo espectroscopia de infravermelho, de
massas, de ultravioleta, ressonancia magnética nuclear, cromatografia e potenciometria.
Esta ultima em especial ¢ o método mais simples, cujos equipamentos € reagentes
requeridos estdo disponiveis nos laboratérios mais comuns de quimica (Jiang; Chen;
Zhong, 2003). A titulagdo potenciométrica ¢ uma técnica analitica bem conhecida para
quantificar o percentual de grupos amino presentes na quitosana. Esse método ¢
recomendavel quando se trabalha com grau de desacetilacdo maiores que 5% (Raymond
et al., 1993). O grau de desacetilagdo (GD) da quitosana ¢ essencial para a sua
caracterizagdo, sendo utilizada para determinar a quantidade de agente gelificante (TPP)
adequado a produgdo das NPs (Severino, 2008), além de prever a interagdo com a
mucosa nasal, uma vez que a mucina, glicoproteina do muco, possui grupos sialicos de
carga negativa, que interagem com os grupos amino da QS.

O GD da quitosana foi determinado pela titulacdo potenciométrica. A curva de
titulacdo obtida estd representada na Figura 6a, e sua primeira derivada na Figura 6b.
Com ela foi possivel obter os pontos de inflexao cujos valores foram utilizados na eq. 1
para calcular o grau de desacetilagdo da QS. Os resultados obtidos estdo dispostos na

Tabela 3.
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Figura 6. (a) Curva de titulacdo potenciométrica e (b) sua primeira derivada, o valor
numérico no pico corresponde ao Ve V.
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Tabela 3. Condigdes experimentais para se obter o grau de desacetilacdo da QS (GD).

Massa de quitosana (g) A (V2-V1) (mL) % GD
0,2000 9,2 74,06

0,2046 8,2 62,95

0,2007 7,8 62,57

Média 66,53

Desvio Padrao + 6,53

O grau de desacetilagao obtido foi menor que o valor informado pelo fabricante

(75-85 %).

5.1.2. Determinacio da massa molar da quitosana

A Figura 7 apresenta a relagdo linear obtida entre a viscosidade reduzida
(nesp/c) em fungdo da concentragdo (c) das solucdes das amostras. Obteve-se um
coeficiente de ajuste (1°) igual a 0,9630 (com sistema solvente), demonstrando uma boa

linearidade dos dados experimentais obtidos.
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Figura 7. Relagdo linear entre a concentragdo das solugdes de QS (c) e viscosidade
reduzida (nesp/c), usada para a determinacao da viscosidade intrinseca ([n]).
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A massa molecular média da QS (M) foi calculada pela equacdo de Mark-
Houwink (eq.5), cujo valor da [n] encontrado foi 85,5349 mL.g". Os valores de K ¢ a
utilizados foram de 1,81.10° mL.g" e 0,93, respectivamente, para um sistema solvente
constituido de acido acético 0,1M e cloreto de sddio 0,2M (Roberts; Domszy, 1982). O

valor da massa média da QS (M) encontrado foi 106,24 kDa.

5.2. DESENVOLVIMENTO DAS NANOPARTICULAS
5.2.1. Obten¢ao das NPs

As suspensdes de NPs foram formadas através da titulacdo, por gotejamento, da
solucao de TPP em dispersdes de QS, com auxilio de uma bomba peristaltica e sob lenta
agitacdo mecanica. Foram preparadas 16 amostras com concentracdes diferentes de
cada componente, as quais foram classificadas visualmente como dispersdo transparente
- DT (ndao ¢ possivel observar a formac¢do de nenhum precipitado), dispersdo
opalescente - DO (regido de interesse € com maior probabilidade de NP) e agregados -
A (regido onde se observa uma grande massa precipitada), como pode ser observado na

Figura 8.



Figura 8.

Imagens representativas dos sistemas classificados como
transparente DT (a), dispersdo opalescente DO (b) e agregados A (c).
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dispersao

As concentracdes e razdes de TPP e QS resultantes em cada amostra estdo

dispostas na Tabela 4. A partir destes dados, foi construido um grafico de formagao das

NPs em funcao da concentracdo final dos componentes (Figura 9).

Tabela 4. Concentracdo ¢ razdo de QS ¢ de TPP nas amostras finais e suas
classificagoes. (DT) Dispersdao Transparente; (DO) Dispersdao Opalescente; (A)

Agregado.
Amostra Concentracio de  Concentracio de Razao Classificaciao
QS (mg/mL) TPP (mg/mL) QS/TPP

NP1 4,55 0,091 50:1 DT
NP2 4,17 0,167 25:1 DT
NP3 3,33 0,333 10:1 DO
NP4 2,50 0,500 5:1 DO
NP5 4,55 0,455 10:1 DO
NP6 4,17 0,833 5:1 DO
NP7 3,33 1,667 2:1 DO
NP8 2,50 2,500 1:1 A
NP9 0,91 0,091 10:1 DT
NP10 0,83 0,167 5:1 DO
NP11 0,67 0,333 2:1 DO
NP12 0,50 0,500 1:1 DO
NP13 0,91 0,455 2:1 DO
NP14 0,83 0,833 1:1 DO
NP15 0,67 1,667 0,4:1 A
NP16 0,50 2,500 0,2:1 A
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Figura 9. Estudo de formagdo das NPs em func¢ao da concentracdo final dos
componentes. Os nimeros representam as amostras de NPs. (@) Dispersdo transparente;

(V) Dispersao opalescente; (m) Agregados.
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Através dos resultados € possivel observar que quando a concentragao de TPP ¢
inferior a concentragdo de QS, ha formacdo de dispersdes transparentes, pois nao ha
TPP suficiente para reticular com a QS. A medida que a concentragio de TPP aumenta,
regides com maior probabilidade de formacao das NPs (DO). Ja quando a concentracao
de TPP ¢ mais elevada, acima de 1,6 mg/mL, ocorre formagdo de sistemas opacos,
devido as agregagdes das particulas. A zona de DO est4 associada com as formulacdes
contendo concentracao final de QS entre 0,8 e 4,17 mg/ml e concentragdo final de TPP
entre 0,17 e 0,83 mg/ml.

As regides de formacdo de particulas podem estar relacionadas as estruturas
predominantes encontradas no meio reacional. Quando a concentragdo do TPP ¢ muito
baixa, ocorrem principalmente cadeias distendidas de quitosana. Quando a quantidade
de TPP ¢ suficiente para promover o enovelamento das cadeias de QS (Figura 10)

ocorre a formagao de NPs. E quando a quantidade de TPP ¢ maior do que a quantidade
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estequiométrica para neutraliza¢ao das cargas positivas da cadeia de QS, o excesso de
cargas negativas do TPP promove a agregacdo das nanoparticulas, formando-se

microparticulas (Silva, 2006b).

Figura 10. Reticulagcdo da quitosana com TPP (Adaptado de Lam et al., 2006).
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5.3. CARACTERIZACAO DAS SUSPENSOES DE NPs
5.3.1. Determinacio da distribuicao granulométrica

A Figura 11 mostra a distribuicdo granulométrica obtida por espalhamento de
luz das suspensdes de particulas. Os diametros médios obtidos, o grau de
polidispersidade, a distribui¢do granulométrica e as freqiiéncias estdo apresentadas na

Tabela 5.



Figura 11. Distribuicao de tamanho das amostras de NP1 a NP16.
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E possivel observar nas Figuras 10a e 10b que as Gnicas amostras monodispersas sdo
as NP3 e NP7. A amostra NP3 foi caracterizada como DO, e seu diametro médio foi 260 =+
1,70 nm. O didmetro médio da NP7 possui um desvio padrao muito alto (Tabela 5) e houve
formacao de aglomerados, por isto, foi descartada para incorporacdo do AZT. O mesmo
ocorreu para as amostras NP8, NP15 e NP16. Para as amostras restantes pode ser observada
uma distribui¢ao polimodal, porém ha o predominio de uma populagdo de particulas, como
pode ser observado na freqiiéncia do primeiro pico (Tabela 5).

Nas amostras NP1 e NP9 foi verificada uma alta freqiiéncia (96,2 %) na formacao de
NPs com didmetro médio de 398 nm, ja para a amostra NP9 a polidispersidade foi muito alta
(0,702), provavelmente devido a utilizacdo de baixas concentracdes de QS em relagdo ao
TPP, observando-se a presenca de 32,4 % de particulas com didmetro médio de 3310 nm. As
amostras NP2, NP3, NP4, NP5, NP10 e NP13 obtiveram menor indice de polidispersidade e
menor didmetro médio.

Ja as amostras classificadas como agregados apresentaram diametro médio entre 751 a
4030 nm (Tabela 5). Analisando o diametro do primeiro pico das amostras NP7 e NP8
(Tabela 5), observa-se que mais de 90% das particulas formadas apresentaram um diametro
de 220 e 322 nm, respectivamente; enquanto que a NP15 ¢ NP16 possuem diametros acima de
2 um. Isso pode ter ocorrido devido a NP7 e NP8 apresentarem uma maior quantidade de QS
em relacdo ao TPP, do que NP15 e NP16, restando no meio menor quantidade de cargas
negativas de TPP, responsaveis pela agregacao das nanoparticulas.

A Figura 12 mostra o grafico relacionando as concentragdes de QS e TPP com o
diametro das particulas situadas na regido do primeiro pico da distribui¢do granulométrica,
em que a freqliéncia de formagdao de NPs ¢ mais intensa. Observa-se que quanto menor a

concentracdo de QS e maior a de TPP (NP14, NP15 e NP16) maior ¢ o diametro das NPs.
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Figura 12. Concentragdao de QS (mg/mL) versus diametro (nm) das particulas NP1 a NP16
versus concentragdo de TPP (mg/mL). (®) Diametro; (x) Concentragdo de TPP. As cores
representam as mesmas amostras.
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5.3.2. Determinacio do potencial zeta

A maioria das particulas adquire uma carga elétrica de superficie quando posta em
contato com um meio aquoso (Aulton, 2005). O potencial zeta ({) reflete esse potencial de
superficie, o qual ¢ influenciado pelas mudangas na interface com o meio dispersante, em
razdo da dissociagdo de grupos funcionais na superficie da particula ou da adsorcdo de
espécies 10nicas presentes no meio aquoso de dispersao (Schaffazick et al., 2003).

A determinac¢do do potencial zeta pode também prever a interacdo das particulas com
as membranas biologicas (Schaffazick et al., 2003). Para interagdo com a mucosa nasal, o
interessante ¢ ter particulas com carga de superficie positiva, uma vez que a mucina,
glicoproteina do muco, possui grupos sialicos de carga negativa.

A Tabela 6 apresenta o potencial zeta () das amostras de NP1 a NP16.



Tabela 6. Potencial zeta (£) das suspensdes de NPs sem farmaco.

Amostras sem AZT € (mV)
NP1 454+1,3
NP2 44,4+ 1,4
NP3 44,6 £0,3
NP4 39,5+0,5
NP5 479+ 1,7
NP6 39,6 £ 0,4
NP7 16,7+5,7
NP8 3,09+0,5
NP9 34,8 +2,1

NP10 35,0+0,6
NP11 19,9+ 1,0
NP12 18,1 +0,3
NP13 21,5+ 1,5
NP14 17,8+ 1,3
NP15 1,64 £ 0,74
NP16 -5,15+1.3
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O potencial zeta das formulagdes sem o farmaco variou de + 47,9 a -5,15 mV. Quanto

maior a concentracdo de QS nas amostras, mais positiva € a superficie das particulas e quanto

maior a quantidade TPP, menor é o potencial zeta, conseqlientemente mais negativa ¢ a

superficie da particula. As amostras escolhidas para incorporacdo do AZT apresentaram um

alto e positivo valor de potencial zeta, devido a necessidade de interagdo das NPs com o muco

da cavidade nasal.



5.3.3. Selecao das amostras para incorporacio do AZT
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As amostras NP2, NP3, NP4, NP5, NP10 e NP13 apresentaram os melhores resultados

de distribuicdo granulométrica e potencial zeta, portanto foram escolhidas para incorporacao

do AZT. A nomenclatura de todas as amostras selecionadas para incorporagao do farmaco,

juntamente com suas respectivas concentragoes de AZT estdo presentes na Tabela 7.

Tabela 7. Nomenclatura e concentragdo de AZT de todas as formulagdes de NPs. C:

concentragao
Nomenclatura das Cde AZT Nomenclatura das
Cde AZT
amostras sem (mg/mL) no TPP (mg/mL) na amostras com
AZT & suspensio de NPs AZT
NP2 7,5 1,25 NP2_A7,5
NP3 3,75 1,25 NP3_A3,75
NP3 5 2,5 NP3_A5
NP3 7,5 3,75 NP3_A7,5
NP3 10 5 NP3_A10
NP3 12,5 6,25 NP3_A12,5
NP3 15 3,33 NP3_A1S
NP4 2,5 1,25 NP4 _A25
NP4 5 2,5 NP4_A5
NP4 7,5 3,75 NP4 _A7,5
NP4 10 5 NP4 _A10
NP4 12,5 6,25 NP4 _A125
NP5 13,75 1,25 NPS5_A13,75
NP10 7,5 1,25 NP10_A7.,5
NP13 13,75 1,25 NP13_A13,75

A Tabela 8 contém os valores de potencial zeta das amostras com AZT. Na Tabela 9

sao apresentados os valores de didmetro médio, indice de polidispersidade, distribuigao
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granulométrica e frequéncias das amostras com farmaco e a Figura 13 representa o grafico de

distribuicdo granulométrica destas amostras.

Tabela 8. Potencial zeta (£) das suspensdes de NPs com farmaco.

Amostras com AZT € (mV)
NP2_A7,S5 472+ 1,9
NP3_A3,75 444 + 1,1
NP4_A2,5 48,7+ 11,7
NP5_A13,75 42,0+ 1,7
NP10_A7,5 31,L7£1,2
NP13_A13,75 17,0+ 1,1

A comparagdo entre o potencial zeta das NPs com e sem farmaco (Tabela 6 ¢ 8) foi
realizada pela andlise de variancia (ANOVA) fator unico, através da comparagdo do valor p, o
qual deve ser menor que 0,05 para a diferenca entre as amostras serem consideradas
estatisticamente significativas. Esta analise mostrou que a incorporagdo do AZT nao alterou

significativamente o potencial zeta das particulas (p = 0,96).
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Figura 13. Distribui¢do de tamanho das NPs com farmaco.
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Comparando-se os resultados das Tabelas 5 e 9, observa-se que as amostras
incorporadas com AZT apresentaram um aumento no tamanho de particula. Analisando
o diametro do primeiro pico para todas as amostras em que hé formacao de mais de 79%
das particulas, ¢ possivel observar através da analise estatistica (ANOVA), que os

diametros ndo possuem uma diferenga significativa (p = 0,47).

5.3.4. pH das suspensdes de NPs
Os valores de pH foram obtidos para as suspensdes de NPs, com e sem farmaco,

e estdo dispostos na Tabela 10.
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Tabela 10. Valores de pH das suspensdes de NPs com e sem farmaco.

Amostras sem AZT pH Amostras com AZT pH
NP1 4,83 - -
NP2 4,81 NP2 _A7,5 491
NP3 4,85 NP3 _A3,75 4,85
NP4 4,92 NP4 _A2,5 4,95
NP5 4,84 NP5_A13,75 4,87
NP6 4,93 - -
NP7 5,23 - -
NP8 5,89 - -
NP9 4,80 - -

NP10 4,81 NP10_A7,5 4,97
NP11 4,90 - -
NP12 4,97 - -
NP13 4,87 NP13_A13,75 4,93
NP14 4,95 - -
NP15 5,27 - -
NP16 5,94 - -

Através desses resultados foi observado que o valor de pH das amostras aumenta
em relacdo a quantidade de TPP. Isso ocorre devido a solugao de TPP 0,1 e 0,5%
apresentarem valores de pH iguais a 8,17 e 8,98, respectivamente, enquanto que o valor
de pH das dispersoes de QS 0,1 ¢ 0,5 % ¢ 4,8.

A andlise estatistica mostra que valores de pH das suspensdes de NPs com e sem
o farmaco possuem diferenca estatisticamente significativa (p<0,05). Logo, a

incorporagao do AZT provocou um leve aumento do pH das suspensdes de NPs.
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5.3.5. Analise morfologica das NPs

Dentre as amostras selecionadas para incorporagdo do farmaco, a NP3 e a NP4
foram as formulag¢des que apresentaram os melhores resultados de tamanho de particula,
indice de polidispersidade e potencial zeta, com e sem AZT, portanto foram escolhidas
para este estudo.

A figura 14 apresenta as fotomicrografias obtidas por MEV das amostras NP3 e
NP4, com e sem farmaco. As NPs apresentam-se como estruturas solidas, esféricas ou

ligeiramente ovaladas, com superficie aparentemente porosa e rugosa.

Figura 14. Fotomicrografias das amostras NP3 e NP4, com e sem farmaco, obtidas por
MEV. (a) NP3 e (b) NP3 _A15 no aumento de 80.000x. (c) NP4 e (d) NP4 A10 no
aumento de 50.000x.

(a) NP3 (b) NP3_Al5

100nm IQ-UNESP
WD 7

(c) NP4 (d) NP4_A10

-_— 100nm IQ-UHESP 3/25/2010 — 100nm IQ-UHESE 3/25/2010
2.00kV SEI SEM WD 7.6mm  11:18:48 X 50,000 2.00%V SEI SEM WD 7.1mm  11:47:19
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Também foi analisada a morfologia do fairmaco e do constituinte principal das
NPs. As imagens revelam que o AZT possui forma cristalina (Figura 15 - a) e a QS
apresenta-se amorfa (Figura 15 - b).

Figura 15. Fotomicrografias obtidas por MEV, (a) AZT utilizando um aumento de
3.000x e (b) quitosana no aumento de 6.000x.

- lpm  IQ-UMESP
2.00kV SET SEM WD 7.

5.4. CARACTERIZACAO DAS NPS LIOFILIZADAS

Para verificar se o processo de liofilizagdo influencia nas caracteristicas das NPs,
ou seja, no tamanho de particula, na carga de superficie e morfologia, novas analises de
distribuicdo granulométrica, potencial zeta e morfologia foram realizadas apos a
reconstituicdo das NPs liofilizadas.

As amostras NP3 e NP4 foram selecionadas para realizagdo destes estudos, pois
apresentaram os melhores resultados de tamanho de particula, indice de
polidispersidade e potencial zeta, com e sem AZT. As concentragdes de AZT

incorporadas em cada amostra estdo presentes na Tabela 7.

5.4.1. Determinacio da distribuicdo granulométrica
A distribuicdo granulométrica e o indice de polidispersidade das amostras de
NPs liofilizadas estdo presentes na Tabela 11. Comparando-se as Tabelas 9 e 11 ¢

possivel verificar que o processo de liofilizagdo ndo alterou significativamente o
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tamanho das particulas. Porém, as amostras liofilizadas tiveram que passar por um
processo intenso (sonicacdo e filtracdo) para poderem ser analisadas e obtida a
qualidade de analise necessaria determinada pelo equipamento (dados ndo mostrados).
Possivelmente as amostras liofilizadas se agregaram. Para confirmar esta hipotese foi

realizada analises de MEV (Figura 16).
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5.4.2. Determinacdo do potencial zeta
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O potencial zeta obtido das amostras de NPs apos o processo de liofilizagao esta

presente na Tabela 12.

Tabela 12. Potencial zeta das amostras NP3 e NP4 com e sem farmaco, ap6ds o processo de

liofilizacao.
Amostras Potencial zeta Desvio Coeﬁc.ienj:e de
(mV) Padrio variacao
NP3 _AS 1,96 + 0,26 13,29
NP3 _A7,5 -1,44 +0,32 21,88
NP3 _A10 4,37 + 0,52 11,94
NP3 _A12,5 2,64 0,29 11,04
NP4_AS 3,40 + 1,97 58,13
NP4_A7,5 3,98 + 2,87 72,20
NP4 _A10 1,06 +0,43 40,83
NP4_A12,5 1,61 + 0,66 41,05

Comparando-se as Tabela 8 e 12 foi possivel verificar que o processo de liofilizagao

alterou significativamente a carga elétrica de superficie das formula¢des, sendo que as

amostras liofilizadas apresentaram uma redu¢@o no valor do potencial zeta.

5.4.3. Analise morfologica das nanoparticulas

A Figura 16 contém as fotomicrografias obtidas por MEV das amostras NP3 A12,5

e NP4 A12,5 apos o processo de liofilizacdo. Comparando-se as amostras antes (Figura 14)

e apos a liofilizacao, verifica-se que as NPs se aglomeram formando uma massa sélida com

AZT nao encapsulado, constatando que este processo alterou a morfologia das NPs.
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Figura 16. Fotomicrografias das amostras NP3 A12,5 (a) e NP4 _A12,5 (b), obtidas por
MEV.

(a) NP3_A12,5
Aumen de 5 .OOOX B Aumento de 20.000x

a0

(b) NP4_A12,5
Aumento de 5.000x Aumento de 10.000x

Através dos resultados de potencial zeta e MEV, constatam-se que a liofilizagao
altera significativamente a estrutura das NPs, sendo utilizada neste trabalho apenas para
realizar os testes de mucoadesdo, no qual foi necessario obter-se as NPs na forma de po,

para comparacdo com os padroes mucoadesivos.
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5.5. AVALIACAO DA EFICIENCIA DE ENCAPSULACAO DA ZIDOVUDINA
5.5.1. Desenvolvimento e validacdo de metodologia analitica para determinac¢io do
AZT por espectroscopia UV.

A validagdo do método para quantificacdo de AZT nos ensaios de incorporacao foi
realizada segundo os parametros estipulados pela Anvisa (2003), para verificar se este
método apresenta linearidade na faixa de concentragdo utilizada, especificidade, precisdo e
exatidao.

A partir das leituras das solucdes padrio de AZT obtiveram-se os valores
absorbancia (A) dispostos na Tabela 12. Elaborou-se o grafico (Figura 17) de concentracao
de AZT versus A e calculou-se a regressao linear e a equacdo da reta, a qual foi y =
0,04041x - 0,0074414. A linearidade do método pode ser evidenciada pelo coeficiente de

deteminagdo (r*)igual a 0,9985, calculado através da regressdo linear.

Tabela 13. Concentracdes das solugdes padrao e os respectivos valores de absorbancia (A)
obtidos por espectrofotometria no comprimento de onda de 266 nm (n=3).

C:;frel(l;zﬁff_ge A Desvio Padrao sg:gc‘;;gt(i/?;
2 0,0764 0,0034 4,44
3 0,1152 0,0038 3,33
4 0,1486 0,0073 4,93
5 0,1892 0,0040 2,12
6 0,2351 0,0040 1,69
7 0,2808 0,0096 3,41
8 0,3215 0,0150 4,67
9 0,3541 0,0165 4,67

10 0,3941 0,0112 2,85
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Figura 17. Curva analitica do AZT, obtida por espectroscopia UV em 266 nm (n=3).
Regressao linear representada por y = 0,04041x - 0,0074414, e coeficiente de determinagao
2

r-=0,9985.
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A especificidade do método foi demonstrada através dos espectros de absor¢ao do
UV representados nas Figuras 18, 19, 20 e 21, que mostram que apenas o farmaco absorve

no comprimento de onda de 266 nm.

Figura 18. Espectro de absor¢ao do UV da solugdo padrao de AZT (10 pg/mL) em dgua.

e
B
1

=

2w

wo &
I L

Absorbiéncia
-
5B
1 1

=)
o 5 =
2 &
1 1

005 o

T T T T T T T
200 220 240 260 280 300 320 340 360 )l. (mn)



70

Figura 19. Espectro de absor¢do do UV do sobrenadante da formulagao NP3 A7,5.
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Figura 20. Espectro de absorcao do UV da dispersdo de QS 0,5% (m/v).
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Figura 21. Espectro de absor¢ao do UV da solugdo de TPP 0,1% (m/v).
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A precisdo representa a variabilidade dos resultados em séries repetidas de analises,
sob as mesmas condi¢des experimentais e € expressa pelo coeficiente de variagdo (CV) e

testada através da analise de solu¢des padrdes de AZT em triplicata, em concentragdes
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baixa, media e alta, dentro da faixa de concentragdo da curva analitica. A exatidao ¢ a
proximidade dos resultados da quantificagdo do fArmaco na metodologia testada comparada
com a concentracdo conhecida, ¢ expressa como a porcentagem de recuperagdo,
determinada pela equacdo 7. Os resultados dos célculos de CV e de porcentagem de
recuperacdo estdo presentes na Tabela 14. Eles indicam que o método € preciso, pois 0s
valores de CV sdo inferiores a 5 %, e também exatos, pois a recuperagdo esta dentro da
faixa limite (80 — 120 %) preconizada pela Anvisa (2003).

o concentracdo média experimental
Exatidao = P

— x 100 (eq. 7)
concetragdo teorica

Tabela 14. Calculo dos parametros estatisticos da precisao e exatidao, intra-dia e inter-dia,
para validacdo do método de quantificagdo do AZT por espectroscopia UV.

Concentracido Concentracio

tedrica determinada 11)):;:;(:) CV% Recu(lz/(:)l)"ag:ao
(ngmL’)  (ugmL)

2 2,04 0,0409 2,00 102,21
Intra-dia 5 4,84 0,0157 0,33 96,71

10 9,84 0,2066 2,00 98,41

2 2,01 0,0263 1,31 100,74
Inter-dia 5 4,79 0,0347 0,72 95,85

10 9,90 0,1840 1,86 99,02

O limite de detecgao (LD) e limite de quantificagdo (LQ), calculados a partir das
equacdes 8 e 9, respectivamente, apresentaram valores iguais a 0,024 ug.mL"', para LD, e
0,080 ug.mL"', para LQ. Acima destes valores o método ¢ preciso e exato.

LD = (DP,/IC) x 3 (eq. 8)
LQ = (DP/IC) x 10 (eq.9)

Em que DP, ¢ o desvio padrao do intercepto-y das equagdes das regressoes lineares obtidas

a partir de trés curvas analiticas, e IC ¢ a média da inclinacdo das mesmas (Anvisa, 2003).



72

5.5.2. Determinacio do AZT incorporado nas NPs

A partir da equacdo da reta, calculou-se a concentracdo de AZT nas NPs, e através
da equacdo 6, calculou-se a quantidade de AZT encapsulada e sua eficiéncia de
encapsulagdo (EE %), relacionadas na Tabela 15. As Figuras 22 e 23 relacionam a massa
encapsulada de AZT nas NPs com a concentracao solubilizada de AZT na solug¢do de TPP e

EE % com concentra¢do de AZT adicionada, respectivamente.

Tabela 15. Quantidade de AZT encapsulado nas NPs e eficiéncia de encapsulagao (EE %)
em relacdo a solucdo de TPP (volume de 15mL). CV: coeficiente de variacao.

Encapsulacio do AZT nas NPs

Quantidade de AZT EE % (em relagdo ao CV%
encapsulada (ug/mL) volume de TPP)

NP3_AS 550,78 £ 102,77 11,02 £2,05 18,65
NP3_A7,5 561,61 £91,51 7,49 £ 1,22 16,30
NP3_A10 589,67 + 74,47 5,90 +0,74 12,63

NP3_A12,5 556,59 £ 116,63 4,45 +0,93 20,95

NP4 _AS 878,76 + 74,20 17,58 1,48 8,44
NP4_A75 893,02 + 15,86 11,91 +0,21 1,78
NP4_A10 1000,48 + 34,43 10,01 +0,34 3,44

NP4 A12,5 1068,52 + 50,73 8,55 +0,41 4,75
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Figura 22. Relagdo entre a quantidade de AZT encapsulado nas NPs (ug/mL) e a
concentracao de AZT solubilizado na solugao de TPP (mg/mL).
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Figura 23. Relacao entre EE do AZT nas NPs (em relagdo ao TPP) com a concentragdo de
AZT solubilizado na solugao de TPP (mg/mL).

20

18 —u— NP3
] \ ~-e--- NP4

16 1

144

12 .

EE % (em relagdo ao TPP)

0,0 I 2|,5 I sl,o I 7!5 I 1(;,0 I 12|,5 I 15,0
Concentragdo de AZT solubilizado no TPP (mg/mL)

A andlise estatistica mostra que os valores de quantidade encapsulada de AZT entre

todas as formulacdes NP3 ndo apresentaram diferencas estatisticamente significativas,
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mostrando que o aumento da quantidade de AZT adicionada, ndo influenciou a massa de
farmaco encapsulado. Analisando as amostras NP4, observa-se que com aumento da
concentracdo de AZT solubilizado no TPP, ocorre um aumento na massa encapsulada nas
NPs, sendo que a amostra NP4 A12,5, estatisticamente, ¢ maior que a NP4 A7)5 e
NP4 A5 e igual a NP4 Al0. As amostras NP4 A10, NP4 A7,5 e NP4 A5 ndo
apresentaram diferenga estatisticamente significativa. Comparando-se as amostras NP3 e
NP4, verifica-se que a NP4 encapsulou mais que a NP3 e obteve maior EE %, em todas as
concentracdes de farmaco avaliadas.

Analisando a EE % ¢ possivel observar que quanto maior foi a quantidade de
farmaco adicionada, menor foi sua EE % nas duas amostras (NP3 e NP4). Este fato pode
ser explicado devido ao AZT ficar protonado em meio acido (pK, = 9) e competir com a
quitosana pela reticulagdo com TPP.

Como o farmaco foi solubilizado na solugdo de TPP, a quantidade de farmaco
incorporada foi limitada pela sua solubilidade nesta solugdo, e deste modo, ndo foi possivel
verificar a saturacdo do fArmaco no sistema, ou seja, a quantidade méxima de farmaco que

pode ser encapsulada nas NPs.

5.6. AVALIACAO DA PROPRIEDADE DE MUCOADESAO DAS NANOPARTICULAS

Os parametros utilizados na medida da mucoadesdo foram o pico de for¢a (PF) e o
trabalho de adesdo (1), calculados a partir da area sob a curva determinada durante a fase
de retirada da prova. A Figura 24 mostra a curva obtida nos ensaios, as ancoras 1 e 2
delimitam a area sob a curva calculada, indicando o de trabalho de adesdo (tA) e o pico de

forga (PF).
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Figura 24. Curva forga (g) versus tempo (s) representativa das amostras de NPs e dos
padrdes mucoadesivos.
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5.6.1. Mucoadesao das NPs secas
Os valores de trabalho de adesdo (ta) obtidos para as NPs secas estdo presentes nas

Tabelas 16.

Tabela 16. Valores do trabalho de adesdo (N.s) das amostras de NPs secas, utilizando
mucosa nasal suina, no tempo de contato de 60 segundos. O niimero de replicatas foi igual
as.

Trabalho de adesao

Amostras
Média (N.s) CV (%)

NP3 0,111 +£0,010 9,26
NP3 _A75 0,115+0,010 8,61
NP3 _A15 0,104 £0,011 10,89
NP4 0,099 £ 0,007 7,32
NP4 _AS 0,095+ 0,013 13,25
NP4 _A10 0,109 £ 0,007 6,83

Prova 0,059 + 0,007 11,64
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O coeficiente de variagdo pode ser explicado pela diferenga na superficie da mucosa
nasal, que pelo fato de ser um material bioldgico, nem sempre se apresenta homogénea,
modificando o valor de trabalho de adesdo. Além disso, a amostra utilizada continha uma
quantidade muito pequena de NPs, em torno de 0,2 mg, o que pode ter desfavorecido o seu
intumescimento quando em contato com a mucosa.

Os resultados mostraram que os valores de 14 calculados entre as amostras e a prova
apresentam diferencas estatisticamente significativas (P < 0,05). Para verificar quais
formulagdes apresentaram diferencas, foi utilizado o teste de Tukey. Todas as amostras de
NPs apresentaram diferengas estatisticamente significativas comparadas com a prova sem a
amostra (aderéncia inespecifica), ou seja, apresentaram maior for¢a adesiva, concluindo
que as NPs sdo sistemas potenciais mucoadesivos.

Como a amostra utilizada apresentava uma quantidade de NPs muito pequena, estas
analises foram repetidas com as amostras liofilizadas, a fim de favorecer o intumescimento

das NPs com a mucosa.

5.6.2. Mucoadesao dos padroes mucoadesivos

Foram analisados polimeros, conhecidos na literatura por sua mucoadesao, como
padroes mucoadesivos, entre eles o policarbofil (PC), carbopol 971 (C971) e carbopol 974
(C974), na forma compacta ¢ em pd. Os valores de trabalho de adesdo (1) € de PF estao
presentes nas Tabelas 17 e 18 e representados nas Figuras 25, 26 e 27. Estes padrdes

mucoadesivos foram construidos para comparagdo com as amostras de NPs liofilizadas.
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Tabela 17. Valores do trabalho de adesdo (g.s) obtido nas medidas de mucoadesdo dos
polimeros: policarbofil (PC), carbopol 971 (C971) e carbopol 974 (C974).

Trabalho de adesao (g.s)

Amostras Mucina Mucosa
30s 60 s 120 s 30s 60 s 120 s

e Média (g.s) 1,64 2,11 1,94 4,65 5,97 21,61
compacto DP +0,13 +0,21 +0,23 +0,77 +2,79 +5,36
CV % 8,04 9,88 11,20 16,62 46,71 24,80
PC Média (g.s) 1,75 1,96 2,40 3,56 2,92 3,07
Pé DP +0,22 +0,26 +0,33 +0,49 +0,19 +0,43
CV % 12,48 13,31 13,73 13,76 6,36 14,01
cor1 Média (g.s) 1,94 1,90 2,10 19,30 29,14 67,25
compacto DP +0,28 +0,27 +0,23 +11,40 49,24 49,11
CV % 14,52 14,32 11,16 59,09 31,72 28,42
cor1 Meédia (g.s) 2,30 2,15 2,05 3,02 2,75 3,35
Pé DP +0,24 +0,28 +0,40 +0,35 +0,18 +0,64
CV % 10,33 12,87 19,59 11,47 5,57 19,16
Co74 Média (g.s) 2,05 1,83 2,19 17,57 19,51 66,90
compacto DP +0,21 +0,18 +0,36 +3,61 +5,10 +13,22
CV % -0,21 10,03 16,62 20,57 26,16 19,76
Cona Média (g.s) 1,78 1,92 2,13 3,16 2,91 3,71
P6 DP +0,17 +0,22 +0,24 +0,38 +0,35 +0,70
CV % 9,35 11,50 11,05 11,88 11,98 18,89




78

Tabela 18. Valores do pico de forca (g) obtido nas medidas de mucoadesao dos polimeros:

policarbofil (PC), carbopol 971 (C971) e carbopol 974 (C974).

Pico de Forg¢a (g)
Amostras Mucina Mucosa
30s 60 s 120 s 30s 60 s 120 s

PC Média (g.s) 0,87 1,09 1,40 3,02 4,47 6,97
compacto DP +0,09 +0,11 +0,12 +0,42 +1,55 +1,47
CV % 10,72 10,17 8,27 14,04 34,54 21,15
PC Média (g.s) 1,09 1,23 1,17 0,97 0,99 1,17
P6 DP +0,16 +0,16 +0,26 +0,09 +0,09 +0,22
CV % 14,43 12,73 22,13 9,45 9,35 18,45
cor1 Média (g.s) 0,86 1,01 1,25 6,50 11,30 19,65
compacto DP +0,08 +0,15 +0,20 +7,32 +2,58 +6,08
CV % 8,79 14,98 15,99 112,71 22,84 30,93
Com1 Média (g.s) 1,44 1,81 1,30 1,12 0,98 2,78
P6 DP +0,35 +0,62 +0,19 +0,39 +0,09 +1,18
CV % 24,31 34,37 14,29 34,80 8,74 42,61
Co74 Média (g.s) 0,81 1,07 1,37 8,24 9,72 20,57
compacto DP +0,08 +0,13 +0,21 +1,26 +2,72 +7,94
CV % 9,28 11,87 15,45 15,35 27,97 38,57
Co74 Média (g.s) 0,80 0,81 0,90 1,00 1,02 2,45
P6 DP +0,07 +0,07 +0,07 +0,10 +0,11 +0,74
CV % 9,00 8,54 7,74 10,37 10,62 30,40
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Figura 25. Valores de Pico de Forca (g) e de Trabalho de Adesdo (g.s) do Policarbofil
(PC). (a) pico de forca do PC compacto e (b) o trabalho de adesdo correspondente. (c) pico

de for¢a do PC em p6 e (d) o trabalho de adesdo correspondente.
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Figura 26. Valores de Pico de Forca (g) e de Trabalho de Adesdo (g.s) do Carbopol 971

(C971). (a) pico de forca do C971 compacto e (b) o trabalho de adesdo correspondente. (c)

pico de for¢ca do C971 em po6 e (d) o trabalho de adesdo correspondente.
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Figura 27. Valores de Pico de Forca (g) e de Trabalho de Adesdo (g.s) do Carbopol 974
(C974). (a) pico de forca do C974 compacto e (b) o trabalho de adesdo correspondente. (c)

pico de for¢ca do C974 em po e (d) o trabalho de adesdo correspondente.
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Em relagdo a membrana modelo, verifica-se que os maiores valores obtidos, tanto
para pico de for¢a quanto para trabalho de adesdo, sdo conseguidos com a utilizacdo da
mucosa. Entretanto, o disco de mucina foi utilizado para se obter um modelo in vitro, pois €
um modelo mais facil e rapido para ser utilizado, além de possuir menos variacdes e
interferéncias nos resultados por ndo ser um material bioldgico.

Analisando-se os polimeros utilizados como padrdo, ndo se observa uma diferenga

estatisticamente significativa nas medidas realizadas com o disco de mucina entre os trés
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polimeros testados. Porém, com o uso da mucosa e, principalmente, com os polimeros na
forma compacta, observam-se valores de pico de forga e trabalho de adesao diferenciados
entre os polimeros, sendo que os carbopois (971 e 974) apresentam-se mais mucoadesivos
do que o policarbofil.

Com esses dados verifica-se que a mucoadesdao dos polimeros analisados ¢
influenciada por varios fatores, como o tempo de contato testado, a forma da amostra
analisada e a membrana modelo utilizada. Quanto maior foi o tempo de contato testado,
maior foi a for¢a mucoadesiva, pois garante que mais interagdes ocorram entre membrana
modelo e amostra. Os padroes utilizados na forma compacta obtiveram maior forca
mucoadesiva, possivelmente por apresentar maior quantidade de polimero aderido na
prova. Quando se utiliza a mucosa, como membrana modelo, uma maior for¢a mucoadesiva
¢ obtida, possivelmente por apresentar outros componentes, além da mucina, co-
responsaveis pela mucoadesdo; além disso, a mucosa pode apresentar maior interacao
interfacial, ao contrario do disco de mucina, o qual ¢ um p6 compactado e oferece menor
resisténcia.

O ensaio de mucoadesao realizado com estes polimeros foi muito importante para se
obter os padroes mucoadesivos para comparacdo com as amostras de NPs desenvolvidas
neste trabalho, uma vez que esses polimeros sdo descritos na literatura como mucoadesivos
(Grabovac, Guggi, Bernkop-Schniirch, 2005). Além disso, os parametros e condicdes
experimentais utilizados para analise dos polimeros foram os empregados para analisar as
NPs liofilizadas, deste modo, a comparacdo entre os padrdes mucoadesivos € as NPs

liofilizadas foram mais fidedignas.
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5.6.3. Mucoadesao das NPs liofilizadas

A mucoadesao das NPs foi analisada ¢ comparada com os valores de mucoadesao
dos padrdes mucoadesivos. A Figura 28 apresenta a mucoadesdo das NPs liofilizadas. A
comparacao dos valores de trabalho de adesdo (ts) e de PF das NPs liolifizadas com os
padrdes mucoadesivos estdo apresentados nas Tabelas 19 e 20 e Figuras 29 e 30.

Figura 28. Valores de Pico de forca (g) e de Trabalho de Adesdo (g.s) da NP3 e NP4, na
forma liofilizada (tempo de contato de 60 segundos).
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Figura 29. Valores de Pico de forca (g) e de Trabalho de Adesdo (g.s) do carbopol 971
(C971), carbopol 974 (C974) e policarbofil (PC), NP3 e NP4 liofilizadas, obtidos em disco de
mucina, no tempo de contato de 60 segundos.
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Figura 30. Valores de Pico de forca (g) e de Trabalho de Adesdo (g.s) do carbopol 971
(C971), carbopol 974 (C974) e policarbofil (PC), NP3 e NP4 liofilizadas, obtidos em mucosa
nasal suina, no tempo de contato de 60 segundos.
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De acordo com a Figura 28 e comparando a for¢a mucoadesiva (pico de forca e
trabalho de adesao) entre todas as NPs estudadas observa-se que as amostras NP4, analisadas
com disco de mucina e mucosa, ¢ a NP3 analisada com mucosa, ndo apresentaram diferencas
estatisticamente significativas para trabalho de adesdo, enquanto que no grafico de pico de
forca elas apresentaram valores diferentes entre si. Apenas a NP3 analisada em disco de
mucina apresentou o mesmo comportamento para as duas situagdes analisadas (pico de forga
e trabalho de adesdo), sendo menos mucoadesivo que as outras amostras. Porém comparando
as analises realizadas com as diferentes mucosas modelo, observa-se que para os testes

realizados com disco de mucina, a NP4 apresentou maior for¢a mucoadesiva que a NP3, pois
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os valores de pico de forga e trabalho de adesdao foram maiores. Para os ensaios feitos em
mucosa observa-se que as amostras NP3 e NP4 ndo apresentaram diferencas significativas
para os dois parametros estudados.

Comparando-se as andlises realizadas em disco de mucina dos padrdes mucoadesivos
com as NPs (Figura 29), observa-se que apenas a NP4 apresentou um valor mucoadesivo alto,
sendo que as outras amostras nao apresentaram diferengas estatisticamente significativas.

Para comparacao dos ensaios feitos em mucosa nasal suina (Figura 30), observa-se
que os polimeros compactados apresentaram maior forca mucoadesiva, tanto para pico de
forca quanto para trabalho de adesdo. Esses valores foram seguidos pelas NPs e por ultimo
pelos padrdes em pd. Era esperado que os polimeros analisados na forma compactada
obtivessem maiores valores de mucoadesdo, pois apresentam maior quantidade de polimero
aderido na prova. Porém, quando as NPs sdo comparadas com os polimeros mucoadesivos nas
mesmas condig¢des experimentais (pd aderido na prova), sua mucoadesdo mostrou-se superior.
Portanto, estes resultados demonstram que as NPs analisadas apresentam propriedades

mucoadesivas.

5.7. ESTUDOS DE PERMEACAO EX VIVO

A permeacao do farmaco pelo epitélio nasal ¢ um fator muito importante para se
avaliar, uma vez que a eficacia clinica de um farmaco ndo depende apenas das suas
propriedades farmacologicas, mas também da sua biodisponibilidade. Os estudos de
permeacao in vitro, utilizando uma mucosa nasal suina, oferecem vantagens sobre os estudos
in vivo, uma vez que podem ser executados mais rapidamente, envolvendo menos animais, €

seguindo procedimentos analiticos mais simplificados.
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5.7.1. Validacido da metodologia analitica para determinacdo do AZT por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE)

A validagao do método para quantificacdo de AZT nos ensaios de permeacgdo foi
realizada segundo os parametros estipulados pela Anvisa (2003), para verificar se este método
apresenta linearidade na faixa de concentragdo utilizada, especificidade, precisao e exatidao.

A partir das leituras das solucdes padrdo de AZT obteve-se os valores das areas sob a
curva (ASC) dispostos na Tabela 21. Elaborou-se o grafico (Figura 31) de concentragdao de
AZT versus ASC e calculou-se a regressao linear, a qual foi y = 0,00174x — 0,00013. A
linearidade do método pode ser evidenciada pelo coeficiente de deteminacdo (r°) igual a

0,9998, calculado através da regressao linear.

Tabela 21. Concentragdes das solucdes padrao utilizadas para construgdo da curva analitica e
os respectivos valores de areas sob a curva (ASC) obtidos por CLAE no comprimento de
onda de 266 nm (n=3).

C:;frel(l;zﬁfﬁge ASC Desvio Padrao S;if:‘c‘;;:t(i/:i)e
0,1 0,00026 + 0,00005 20,67
0,5 0,00084 +0,00011 12,54
1 0,00142 +0,00021 14,59
2,5 0,00439 +0,00038 8,69
4 0,00661 + 0,00006 0,89
10 0,01708 + 0,00078 4,54

20 0,03478 +0,00064 1,85
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Figura 31. Curva analitica do AZT, obtida por CLAE em 265 nm (n=3). Regressdo linear
representada por y = 0,00174x - 0,00013, ¢ coeficiente de determinagio r* = 0,9998 .
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A especificidade do método foi demonstrada através dos cromatogramas representados
nas Figuras 32, 33 e 34 que mostram que tempo de retengdo do farmaco foi em torno de 6,5

min e os outros componentes nao interferiram no pico do AZT.

Figura 32. Cromatograma da solucdo padrao de AZT em tampao fosfato monobdsico 20mM
pH6,8.
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Figura 33. Cromatograma de uma amostra do meio de dissolu¢do apds lh de ensaio de
permeagdo da NP4 sem farmaco.

Figura 34. Cromatograma de uma amostra do meio de dissolucdo apds lh de ensaio de
permeagdo da amostra NP4 carregada.

ol ., A

A precisdo ¢ expressa pelo coeficiente de variagdo (CV) e a exatidao € expressa como
a porcentagem de recuperagdo, determinada pela equagdo 7, como descrito no item 5.5.1. Os
resultados dos célculos de CV e de porcentagem de recuperagdo estdo presentes na Tabela 22.
Eles indicam que o método ¢ preciso, pois os valores de CV sdo inferiores a 5 %, e também
exatos, pois a recuperacao estd dentro da faixa limite (80 — 120 %) preconizada pela Anvisa

(2003).



90

Tabela 22. Calculo dos parametros estatisticos da precisdo e exatiddo para validagdo do
método de quantificagdo do AZT por CLAE.

Concentragdes de AZT determinadas (ug.mL™)

0,5 4,0 10
Média 0,4904 3,9789 10,3851
Desvio Padrao +0,0239 +0,0872 +0,4136
Coeficiente de variacao (%) 4,88 2,19 3,98
Recuperacio (%) 98,08 99,47 103,85

O limite de deteccdo (LD) e limite de quantificacdo (LQ), calculados a partir das
equagdes 8 e 9, respectivamente, apresentaram valores iguais a 0,01724 ug.mL"', para LD, e

0,05747 pg.mL", para LQ. Acima destes valores o método é preciso e exato.

5.7.2. Ensaio de permeacio

O perfil de permeagdo para amostras estudadas foi calculado de acordo com a equagao
10 (USP 35), sendo que a quantidade permeada (Qyca, 1) em determinado t ¢ igual a quantidade
medida (Qq), somadas as quantidades removidas da célula nas amostragens e descartes
anteriores.

Q real, t — Ct- Vr+ X V.. Cc (equ)

Em que: Qrear, ¢ (ug/cm?) ¢é a quantidade real permeada referente ao tempo t ; C; (ng/mL.cm?) é
a concentracao obtida referente ao tempo t; V; (mL) é o volume da solugdo receptora (7 mL);

C. (ng/mL.cm®) é a concentragdo da amostragem anterior ¢ V. (mL) é o volume amostrado.

As figuras 35 e 36 mostram o perfil de permeacdo das amostras NP4 A12,5 e SA,

em relagdo ao Q (ug/cm?) e em % de liberagdo, respectivamente.
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Figura 35. Perfil de permeagdao do AZT das amostras SA (e) e NP4 A12,5 (o) no intervalo
de tempo de 12 horas em relagio ao Q (ug/cm?).
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Figura 36. Perfil de permeacdo das amostras SA (@) e NP4 A12,5 (o) no intervalo de tempo
de 12 horas em relagdo a % de AZT liberada.
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Observando-se o grafico da Figura 35, verifica-se que a amostra NP4 A12,5
apresentou maior quantidade de AZT permeada do que a SA, visto que ambas as amostras
estavam na mesma concentracdo de farmaco e apresentavam mesma relacdo massa de AZT

adicionada/area (105,53 pg/cm?). Além disso, o grafico da porcentagem de liberacdo do AZT
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no meio receptor (Figura 36) mostra que a amostra de NPs apresentou uma maior liberagao do
farmaco, pois em 3 horas a SA liberou cerca de 40%, enquanto que a NP4 A12,5 liberou
aproximadamente 50% do farmaco. Conclui-se que o sistema nanoestruturado favorece a
permeacao do AZT, pois permite uma maior permeacao do farmaco.

O fluxo foi calculado a partir da por¢do linear da reta de Q (ug/cm’) versus tempo
conforme dados da literatura (Cornélio, Mayorga, 2007; Silva et al., 2009). Dois valores de
fluxo foram encontrados para cada amostra, devido a cinética de permeacao. As Figuras 37 e
38, contém os graficos utilizados para calculo do fluxo para SA e NP4 12,5, respectivamente.
Os valores calculados de fluxo estdo presentes na Tabela 23.

Figura 37. Quantidade de AZT Permeado versus Tempo, utilizado para célculo do fluxo da

SA. Linearizagdo das duas por¢des da reta, com suas respectivas equagdes da reta e o
coeficiente de determinagio ().
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Figura 38. Quantidade de AZT Permeado versus Tempo, utilizado para calculo do fluxo da
NP4_A12,5. Linearizagdo das duas por¢des da reta, com suas respectivas equagdes da reta e o
coeficiente de determinagio ().
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Tabela 23. Valores calculados pra cada fluxo da SA e NP4 A12,5, correspondentes a cada
reta obtida.

Fluxo 1 (ug.cm™.min™) Fluxo 2 (ug.cm™.min™)

SA 0,2896 0,0413
NP4_A12,5 0,4268 0,0316

Quando se trata de via nasal tem que considerar que suas limitagcdes incluem a
depuracao mucociliar, portanto, uma taxa de fluxo maior € necessaria para que uma maior
quantidade de farmaco seja absorvida. Além disso, um sistema mucoadesivo pode aumentar a
taxa de fluxo, uma vez que proporciona um maior contato da formulagao com a mucosa nasal.

Com os resultados da Tabela 23 verifica-se que o fluxo das NPs na primeira etapa ¢
mais rapido que o do farmaco livre e libera cerca de 55% do farmaco, enquanto que a SA
libera cerca de 35% do AZT. Na segunda fase, observa-se que o valor de fluxo ¢ menor,
sugerindo que as NPs apresentam uma liberagdo inicial rapida do fairmaco, o que ¢ essencial

para via nasal, e apds certo tempo podem controlar a liberagao do mesmo.
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6. CONCLUSAO

- A técnica de gelificagdo ionotropica mostrou-se eficaz na formacdo de nanoparticulas de
quitosana com TPP. Através dos resultados foi possivel confirmar a formacao de particulas de
tamanho nanométrico, com alto e positivo valor de potencial zeta, que pode facilitar a

interacao com a mucosa nasal.

- As NPs com o fdrmaco ndo apresentaram diferengas significativas de tamanho de particula

e potencial zeta, quando comparada com as amostras sem o farmaco.

- A caracterizacao através da microscopia eletronica de varredura (MEV) revelou particulas
solidas, esféricas ou ligeiramente ovaladas, sendo seu tamanho nanométrico confirmado com

os resultados obtidos com a técnica de espalhamento de luz.

- O processo de liofilizagdo alterou a estrutura das NPs e sua carga elétrica de superficie,

como foi observado na MEV e potencial zeta obtidos.

- As NPs foram capazes de incorporar o AZT e sua eficiéncia de encapsulacdo entre as

amostras estudadas variou entre 4,4 a 17,6%.

- A comparagao dos valores obtidos nos ensaios de mucoadesao das NPs com os padroes,

revelou que as NPs apresentam potencial mucoadesivo.

- O farmaco permeou a mucosa nasal suina, além das NPs apresentarem uma maior liberagao

do AZT nos ensaios de permeagao do que a solugdo aquosa do farmaco.

- As nanoparticulas de quitosana obtidas por gelificacdo ionotropica pode ser um potencial

sistema para administracao intranasal do AZT.
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