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RESUMO

A zidovudina, azidotimidina (AZT), é o farmaco mais utilizado isoladamente ou em
associacdo com outros agentes antirretrovirais para o tratamento da AIDS, que é causada pelo
virus HIV. A baixa biodisponibilidade do AZT é o grande desafio a ser vencido para
aperfeicoar seu desempenho na terapéutica por via oral, j& que sua elevada taxa de
metabolizacdo pré-sisttmica e baixa permeabilidade resultam na necessidade de
administracdo de elevadas doses do farmaco, as quais frequentemente alcangam niveis
plasmaticos toxicos, causando efeitos adversos graves. As nanoparticulas poliméricas (NPS)
sd0 pequenas particulas solidas que visam controlar a liberagdo de farmacos, promover
direcionamento do farmaco para sitios especificos podendo, com isto, reduzir sua
concentracdo em outros locais que ndo os 6rgdos ou tecidos alvo e protecdo dos compostos
labeis. Na administracdo oral, o tamanho reduzido das NPs favorece a absorcdo
gastrointestinal do farmaco, melhorando sua biodisponibilidade. Dependendo do polimero
utilizado no preparo das NPs, elas podem também apresentar propriedades mucoadesivas.
Sistemas de liberacdo de farmacos com propriedades mucoadesivas permitem o contato
intimo do farmaco com a mucosa e 0 aumento do seu tempo de permanéncia em um sitio
especifico podendo também melhorar a biodisponibilidade de farmacos através do aumento
do gradiente de concentracdo do farmaco, possibilitando o aumento da permeacéo do farmaco
pela mucosa intestinal.

Este projeto propde o desenvolvimento de nanoparticulas poliméricas para
administracao oral de zidovudina e avaliacdo das propriedades mucoadesivas destes sistemas.
As NPs poliméricas desenvolvidas foram compostas por quitosana (QS) e ftalato de hidroxi
propilmetilcelulose (HPMCP) e obtidas através do método da complexacdo polieletrolitica.

As NPs foram caracterizadas pelo tamanho, Pdl, potencial zeta, espectroscopia de absor¢do na



regido do infravermelho (IV) e microscopia eletrnica de varredura (MEV), teor de farmaco
incorporado (TI1), propriedades mucoadesivas e liberacdo “in vitro” do AZT. Foi avaliado
também o efeito da concentracdo e a ordem de mistura dos polimeros na obtencdo das
particulas. As amostras em que o HPMCP foi adicionado as dispersdes de QS (amostras
denominadas HP) apresentaram melhor combinacdo dos parametros e, deste modo, foram
selecionadas para continuar o desenvolvimento do projeto.

As amostras HP sem a incorporacdo do AZT exibiram tamanho de particula reduzido
na faixa de 205,9-348,7 nm, valores de Pdl ficaram na faixa de 0,18-0,96 e potencial zeta de
+23,9-+30,0. Apos a adicdo do AZT observamos um aumento no tamanho de particula 308-
449,5 nm, ja os valores de Pdl reduziram e ficaram na faixa de 0,15-0,24, indicando que o
farmaco participa da estruturacdo do sistema. O potencial zeta das amostras com o farmaco
aumentou, a faixa foi de +25,4-+34,3 indicando uma boa estabilidade fisico-quimica do
sistema. A andlise do IV revelou que ocorreu formagdo de NPs atraves da interacdo dos
grupamentos NH3z" e o grupamento COOH™ do HPMCP. As propriedades mucoadesivas das
NPs foram avaliadas. A presenca do HPMCP né&o influenciou nesse parametro, mas sim a
quantidade de polimeros usada. O teor de incorporagdo do AZT ao sistema foi alto e a
liberacdo “in vitro” sugere que 0 HPMCP reduziu a liberacdo do farmaco em meio 4cido e 0
controle de sua liberacdo em meio intestinal.

Os resultados obtidos neste trabalho sugerem que as NPs desenvolvidas podem ser
uma estratégia promissora, inovadora e tecnologicamente vidvel para a otimizacdo do

desempenho terapéutico do AZT.
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1. INTRODUCAO

A Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) é uma sindrome infecciosa
causada pelo virus HIV (virus da imunodeficiéncia humana), que possui tropismo viral por
células linfocitarias, ocasionando alteracdes imunolégicas (LACAZ et al., 1990). O
tratamento da infeccdo pelo HIV tem evoluido constantemente e mudado o histérico dos casos
da AIDS. Com o avanco da terapia antirretroviral (ARV), as manifestacdes clinicas
decorrentes da infeccdo tornaram-se menos frequentes e houve melhora do progndstico dos
pacientes portadores desta sindrome. Além disso, 0 acesso dos pacientes aos diferentes
farmacos antirretrovirais ampliou as possibilidades de tratamentos, melhorando o progndstico
e a qualidade de vida dos pacientes (PECANHA et al., 2002; FOCACCIA e VERONESI,
2007; MELO, 2007).

No final de 2011, 34 milhdes de pessoas (31.4 a 35.9 milhdes) viviam com o HIV no
mundo (BRASIL, 2013). Apesar de ser uma doencga que atinge grande parte da populacdo
mundial, ainda ndo ha um tratamento efetivo na eliminagdo total do virus. Atualmente, a
terapia utilizada no tratamento da AIDS compreende em complexas dosagens de diferentes
farmacos que causam grandes efeitos adversos aos pacientes. Além disso, o tratamento se
estende por um longo periodo de tempo, o que pode diminuir a adesdo do paciente. Novos
sistemas de liberacdo podem melhorar a eficacia e biodisponibilidade de farmacos ja
existentes ou explorar novas vias de administragdo (OJEWOLE et al., 2008).

A zidovudina (AZT) foi o primeiro farmaco autorizado para o tratamento da AIDS
pelo US Food and Drug Administration (FDA). Por possuir baixa biodisponibilidade e sofrer
metabolismo pré-sistémico, € necessario que altas doses sejam administradas, o que pode
causar granulocitopenia e alcancar toxicos niveis plasméticos (BISWAS, 2012).

Para melhorar a biodisponibilidade do AZT, alguns sistemas de liberagcdo tém sido

propostos, como lipossomas (KAUR et al., 2008), microemulsdo (TYAGI e SATHEESH
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MADHAYV, 2012), nanoparticula polimérica (MAINARDES et al., 2010), nanoparticula
lipidica solida (HEIATI et al., 1997), micelas (SHAIK et al., 2008), cristal liquido
(CARVALHO et al., 2013), microesferas (JAIN et al., 2011) e dispersao sélida (PEDREIRO,
2012)

Neste trabalho, as nanoparticulas poliméricas (NPs) foram obtidas com polimeros com
propriedades mucoadesivas como quitosana (QS) e ftalato de hidroxipropilmetilcelulose
(HPMCP). A QS é um polimero com propriedades mucoadesivas que interage com 0 muco
que reveste a mucosa. Dentre as varias propriedades, a quitosana pode controlar a liberagdo de
agentes ativos, prolongar o tempo de residéncia no trato gastrointestinal, devido a propriedade
mucoadesiva, além de aumentar a permeabilidade do farmaco por promover a abertura das
jungdes celulares (DASH et al., 2011). Em meio acido, a quitosana sofre protonacdo dos
grupos aminos, podendo liberar prematuramente o fArmaco contido no sistema de liberagéo.
Assim, o uso de polimeros com propriedades gastroresistentes como o HPMCP foi
empregado para evitar que o farmaco seja liberado no meio acido (MAKHLOF et al., 2011a).

A combinacdo da QS com o HPMCP para obtencdo de nanoparticulas pode ser uma
estratégia interessante para melhorar as propriedades biofarmacéuticas do AZT devido as

propriedades mucoadesivas dos polimeros e a gastoresisténcia proporcionada pelo HPMCP.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. AIDS

A AIDS ¢é uma doenca caracterizada pela diminuicdo do numero de células
linfocitarias T CD4+, tornando o paciente mais susceptivel a diversos tipos de infec¢des. Foi
inicialmente detectada pelo Centro de Controle de Doencas dos EUA (Centers Disease
Control) no inicio dos anos 80. E uma sindrome provocada por um virus linfoneurotrépico da
familia Retroviridae, subfamilia Lentivirinae, denominado HTLV-I1I (human T-lymphotropic
virus), também conhecido como LAV (virus associado a linfoadenopatia) ou simplesmente
HIV (virus da imunodeficiéncia humana) (LACAZ et al., 1990).

A primeira indicacdo de que a AIDS era causada por um retrovirus de foi feita por Luc
Montagneir e seus colaboradores no Instituto Pasteur em 1983. Estes pesquisadores
observaram que havia uma alta concentracdo de anticorpos contra o virus em pacientes com
linfadenopatia e um tropismo deste virus por células linfocitarias T CD4+. Nos Estados
Unidos, Robert Gallo e colaboradores fizeram uma descoberta semelhante e publicaram que a
AIDS era causada pelo virus HIV (MONTAGNEIR, 2002).

O virus HIV pode ser encontrado sob duas formas, HIV-1 e HIV-2. A infec¢édo pelo
HIV-1 induz a uma progressdo mais rapida para AIDS do que o HIV-2, a forma HIV-2 é
endémica na Africa Ocidental (NOWROOZALIZADEH et al., 2009). E um retrovirus que,
apos penetrar na célula, é capaz de replicar seu material genético com auxilio da enzima
transcriptase reversa para formar o DNA viral que pode agregar-se ao cromossomo do
hospedeiro permanecendo na forma latente. Para que possa voltar ao seu estado ativo, é
necessario ocorrer a transcricdo do DNA para RNA viral (LACAZ et al., 1990).

O HIV possui tropismo por células de defesa T CD4+, importantes para o processo de
obtencdo de imunidade especifica contra patdgenos. A deplecdo de células T CD4+ € o

principal problema dos pacientes afetados pela AIDS, pois essas células estdo envolvidas em
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praticamente todas as respostas imunoldgicas, tornando-os susceptiveis a infeccOes
oportunistas. Apos a infeccdo pelo virus, ocorre o aparecimento de anticorpos especificos
anti-HIV no soro devido aos altos niveis do virus HIV e, assim, surgem os primeiros sintomas
como febre, mal estar, erupcdo maculopapular, mialgia, Glceras orais e faringite. Sem
tratamento, os niveis de células T CD4+ diminuem, tornando os individuos susceptiveis a
varias infecgbes (O'COFAIGH e LEWTHWAITE, 2013). O sistema imunolégico como forma
de reacdo ao virus promove um aumento da multiplicacdo das celulas T CD4+, mas como 0
virus ja esta instalado dentro de grande parte destas celulas a multiplicacdo acaba favorecendo
a propagacao do HIV (BISWAS, 2012)

A epidemiologia durante os anos 80 indicava que a maior via de transmisséo da AIDS
era atraves do contato sexual e sangue contaminado principalmente entre homens
homossexuais, bissexuais e também usuérios de drogas intravenosas. Mais tarde, observou-se
que a transmissdo também ocorria entre heterossexuais e comegou a perceber o risco de
contaminacgdo em transfusdes sanguineas e a transmisséo entre mae e recém-nascido (LEVY,
1998). No Brasil, foram notificados 686.478 casos de AIDS de 1980 a junho de 2013, sendo
que, em 2012, a taxa de deteccdo de AIDS foi maior na faixa etaria de 35-39 anos. Apos a
introducdo da terapia ARV, a AIDS passou a ser considerada uma doenca cronica, porém, se
tratada de maneira correta, diminui a morte pela doenca e melhora a qualidade de vida de
pessoas contaminadas pelo HIV (BRASIL, 2013).

O uso de farmacos antirretrovirais é utilizado por pacientes portadores do HIV para
diminuir a multiplicacdo do virus (LEVY, 1993). Apesar de ser uma doenca que atinge grande
parcela da populacdo mundial, ainda ndo ha um tratamento eficaz que elimine o virus por
completo. O primeiro farmaco autorizado pelo FDA foi a zidovudina, em 1987, e, desde
entdo, mais de 30 outros farmacos surgiram para complementar o tratamento (BISWAS,

2012). Existem 6 principais classes de farmacos antirretroviral (ARV): nucleosideos
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inibidores da transcriptase reversa (NRTIs), inibidores de protease, inibidores de fuséo,
inibidores da integrase, inibidor de co-receptor (CCR5) e os ndo nucleosideos inibidores da
transcriptase reversa (NNRTI) (BISWAS, 2012; O'COFAIGH e LEWTHWAITE, 2013).

Atualmente, a terapia utilizada no tratamento da AIDS compreende complexas
dosagens de diferentes farmacos que causam grandes efeitos adversos aos pacientes. Além
disso, o tratamento se estende por um longo periodo de tempo diminuindo a adesdo do
paciente.

O desenvolvimento novos sistemas de liberacdo de farmacos, que pode resultar na
melhora da eficacia e biodisponibilidade de farmacos ja existentes, explorar novas vias de
administracdo, ou ainda diminuir a frequéncia de administracdo, o que é exatamente atraente

no caso de uma terapia continua, aumentando a adesdo do paciente (OJEWOLE et al., 2008).

2.1.1. ZIDOVULDINA

Zidovudina (AZT) ou azidotimidina (Figura 1) é um pro-farmaco analogo de
nucleosideo (3’-azido-3’-desoxitimidina) utilizada no tratamento da AIDS. Por ser um pro-
farmaco, precisa estar ativo para exercer sua atividade, o que ocorre através da fosforilacdo
pela enzima timidina quinase intracelular (VEAL e BACK, 1995). E rapidamente absorvido
apos administracdo por via oral; entretanto, sua biodisponibilidade é baixa (em torno de 60%),
devido ao metabolismo pré-sistémico e a rapida conversdo no seu metabdlito inativo o 5’-0-

glicuroniodeo (RACHLIS, 1990).
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Figura 1 - Estrutura quimica do AZT

Apdbs administracdo oral do AZT, os picos de concentracdo sdo atingidos dentro 0,5 a
1,5 horas e, para manter o nivel terapéutico, altas doses devem ser administradas
frequentemente, o que pode causar efeitos adversos graves como granulocitopenia (OH et al.,
1998; NASCIMENTO et al., 2004). Outros efeitos adversos como dor de cabeca, miopatia,
nausea, vomito, leucopenia e hiperlipidemia podem ocorrer (WARNKE et al., 2007).

As formas farmacéuticas disponiveis para o0 AZT sdo xarope, solucdo e capsulas e,
guando usado em associacdo com outro farmaco, também se encontra na forma de
comprimido. A via de administragdo mais comum para 0 AZT ¢ a oral e possui algumas
vantagens como facil adesdo do paciente, facilidade na hora da administracdo, além de ser
uma via segura.

O desenvolvimento de novas moléculas de farmacos é um processo caro e pode levar
varios anos até que esteja disponivel no mercado. Apds sua descoberta, € necessario que o
farmaco seja submetido a diversos estudos: fase | (individuos saudaveis para avaliar a dose
mais adequada e também informacgbes sobre absorcdo, distribuicdo e efeitos metabdlicos e
toxicidade), fase Il (individuos apresentam a doenca para qual o farmaco esta sendo analisado,
a fim de verificar dados sobre eficacia e seguranca) e fase Il (os estudos sdo realizados com
um numero maior de pacientes, com o objetivo de determinar risco/beneficio a curto e longo
prazos das formulagbes do principio ativo). Todos esses estudos geram um alto custo e,

muitas vezes, o farmaco ndo apresenta seletividade. O uso de sistemas de liberacdo de
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farmacos € uma alternativa ndo s6 para novos farmacos, mas também para aqueles farmacos
ja utilizados, mas que apresentam propriedades farmacoldgicas, toxicologicas ou
biofarmacéuticas inadequadas (DIMASI et al., 2003).

De acordo com a Biopharmaceutics Classification System (BCS), o AZT pertence a
classe Ill, por possuir alta solubilidade em fluidos biolégicos e baixa permeabilidade
(AMIDON et al., 1995). Para melhorar as propriedades biofarmacéuticas do AZT, novos
sistemas de liberacdo tém sido propostos como: como lipossomas (KAUR et al., 2008),
microemulsdo (TYAGI e SATHEESH MADHAYV, 2012), nanoparticula polimérica
(MAINARDES et al., 2010), nanoparticula lipidica sélida (HEIATI et al., 1997), micelas
(SHAIK et al., 2008), precursores de cristal liquido (CARVALHO et al., 2013), microesferas

(JAIN et al., 2011) e dispersdo solida (PEDREIRO, 2012).

2.2. SISTEMAS DE LIBERACAO DE FARMACOS

Os sistemas de liberagdo de farmacos tém como objetivo direcionar os farmacos para
locais desejados, de modo a evitar possiveis efeitos colaterais e permitir o controle da
liberacdo do farmaco. Dentre os sistemas de liberacdo estdo incluidos os cristais liquidos,
nanoparticulas, sistemas transdérmico e dendrimeros (OLIVEIRA et al., 2004; CHORILLI et
al., 2007; PEZZINI et al., 2007; STELLA et al., 2007; SAULNIER et al., 2008;
NANJWADE et al., 2009; CARVALHO et al., 2010; GUO et al., 2010; MAKHLOF et al.,
2011b; BONCEL et al., 2013; ASHARA et al., 2014; SAFARI e ZARNEGAR, 2014). Nosso
grupo de pesquisa tem se dedicado ao desenvolvidos de sistemas de liberagdo, dentre eles
estdo incluido os cristais liquidos, hidrogeis, dispersdes solidas, nanoparticulas, dispersdes
lipidicas (MAINARDES, 2007; CARVALHO et al., 2008; SOUZA, 2008; CAMPOS, 2009;

BARBI, 2011; PEDREIRO, 2012; CARVALHO et al., 2013)
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A liberacdo modificada de farmacos tem como finalidade promover o controle
temporal e espacial da concentracdo do farmaco para que a eficacia clinica seja maximizada e
os efeitos adversos possam ser 0s menores possiveis (VILLANOVA et al., 2010).

Os avancgos na pesquisa de novos sistemas de liberacdo foram primeiramente baseados
na sintese de polimeros funcionais, mas hoje em dia o desenvolvimento desses sistemas é
induzido pela compreensao detalhada dos principios biolégicos e moleculares que definirdo as
estratégias para o seu desenvolvimento. O desenvolvimento de sistemas de liberacdo de
farmacos mais refinados requer que seu delineamento propicie melhora na farmacocinética,
diminuigdo da toxicidade, direcionamento do farmaco para um sitio especifico e a liberacdo
modificada do farmaco (GRUND et al., 2011).

O uso da nanotecnologia pode proporcionar a melhora na entrega de farmacos ou de
grandes macromoléculas, o direcionamento farmaco a um sitio alvo, a promocdo de
transcitose atraves de barreiras endoteliais, liberagdo controlada, administracdo de dois ou
mais farmacos em terapia combinada, aumento da biodisponibilidade do farmaco e
diminuicdo dos efeitos toxicos ou colaterais do farmaco (LIU et al., 2008; FAROKHZAD e
LANGER, 2009). Outra grande contribuicdo destes sistemas € a compreensdo dos
mecanismos envolvidos no transporte de farmacos através das membranas bioldgicas e 0s
meios para atingi-las ou ainda evita-las. A utilizacao de vias alternativa para a administracéo
de farmacos empregando estes sistemas pode melhorar eficiéncia e a adesdo do paciente ao
tratamento, principalmente daquelas patologias com maior complexidade ou severidade, como

cancer, infeccOes por parasitas, bactérias, fungos ou virus.

2.3. NANOPARTICULAS POLIMERICAS MUCOADESIVAS

Nanoparticulas (NPs) sdo carreadores de farmacos capazes de compartimentar a

substancia ativa e direcionar para os alvos especificos. Sdo utilizadas como sistema de
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liberacdo e tem como objetivo promover melhora da estabilidade, a absorcéo, o controle da
liberacdo e a protecdo do farmaco, possibilitando melhorar a eficacia do farmaco. O reduzido
tamanho de particula favorece a interagdo do farmaco com os sistemas bioldgicos, alem de
beneficiar sua absorcdo (SANTOS-MAGALHAES et al., 2000). Atualmente o foco das
pesquisas com nanoparticulas é promover a combinacdo de diferentes materiais que permitam
modificar a velocidade de liberacdo do farmaco, alterar a superficie das NPs para que ela
atinja locais especificos, avaliar a interacdo dela com a interface bioldgica (biointerface) como
sangue e 0Orgaos, e desenvolver métodos que permitam a transposicdo de escala para a
industria (L1U et al., 2008).

O desenvolvimento de sistemas de liberagdo que prolonguem o tempo de residéncia
intestinal e ainda permitam um contato maior com a mucosa intestinal representa uma
estratégia para aumentar o gradiente de concentracdo no local de a¢&o ou absorcéo do farmaco
(HAGERSTROM, 2003).

Polimeros com propriedades mucoadesivas, como a QS, gelatina, PLA, PLGA e PCL,
podem ser utilizados no preparo de nanoparticulas polimericas. As nanoparticulas poliméricas
podem ser classificadas quanto a sua composi¢do e organizacdo estrutural divididos em
nanocapsulas e nanoesferas, em ambas as estruturas o farmaco pode estar aprisionado no seu
interior ou adsorvido na superficie (GUPTA e JAIN, 2010; KUMARI et al., 2010; SAFARI e
ZARNEGAR, 2014).

As NPs podem se formar por diferentes mecanismos como ligacdo covalente, ligacdo
ibnica cruzada, complexacdo polieletrolitica ou emulsificacdo. Para NPs preparadas por
reticulacdo covalente, geralmente, se utiliza o glutaldeido como agente de ligacdo cruzada, ja
na reticulacdo ibnica, o tripolifosfato (TPP) é o mais usado. A complexacao polieletrolitica é
um método usado apenas para polimeros capazes de reticular através de cargas idnicas

opostas. A QS e seus derivados sdo os polimeros de carga positiva mais utilizados, sendo a
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carboximetilcelulose, alginato, HPMCP, acido poliacrilato, acido polimetil acrilato e sulfato
de dextrano os polimeros de carga negativa mais comumente empregados na complexacdo da
QS (CUl e MUMPER, 2001; CHEN et al., 2005; TIYABOONCHAI e LIMPEANCHOB,
2007; LIU et al., 2008; MAKHLOF et al., 2011a).

Os sistemas de liberacdo particulados, quando em contato como muco que reveste a
mucosas, podem ficar aderidos até serem eliminados pelo clearance fisiologico. Esta
estratégia pode ser interessante para aumentar o gradiente de concentragdo no local de agéo ou
absorcdo (HARDING, 2003). Neste sentido, sistemas de liberagdo mucoadesivos pode ser
uma alternativa para melhorar a biodisponibilidade de farmacos através do aumento do tempo
de residéncia intestinal do sistema de liberagcdo que permite maior contato do farmaco com a
mucosa intestinal e, consequentemente, aumento da absor¢cdo do farmaco (VARUM et al.,
2008).

A mucoadesdo ocorre através da adesdo de um polimero a superficie do muco. N&o ha
uma Unica teoria que descreva 0s mecanismos da mucoadesdo, mas sim varias que, em
conjunto, ajudam na sua compreensdo. Algumas das teorias descritas na literatura sdo a teoria
eletronica (que esta relacionada com a interacéo eletrostatica entre a carga positiva do sistema
de liberacdo e carga negativa da mucina), a teoria da adsorcao (a interacdo ocorre por ligacao
de hidrogénio e van der Wall), a teoria da molhabilidade (capacidade do polimero de
intumescer e se fixar na superficie da mucosa), a teoria da difusdo (é dependente do tempo e
estad relacionada com as cadeias dos polimeros e a quantidade de glicoproteina no muco), a
teoria da fratura (a forca de separacdo entre duas superficies esta relacionada com a forca de
adesdo entre elas) e a teoria mecanica (depende da irregularidade da superficie e a area

disponivel para interacdo) (SOSNIK et al., 2014).
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2.4. POLIMEROS COM PROPRIEDADES MUCOADESIVAS

Os polimeros se destacam no avanco da tecnologia dos sistemas de liberacdo por
proporcionarem a liberacdo modificada / controlada de farmacos hidrofilicos e hidrofébicos.
As inovacgOes nesta area estdo, atualmente, baseadas na aplicacdo de polimeros adaptados e
especificos para cada finalidade para exercer fungdes distintas (GRUND et al., 2011).

A QS (Figura 2) € um polimero biodegradavel derivado da desacetilagdo da quitina,
apresenta diversas massas moleculares, viscosidades e grau de desacetilacdo. E um polimero
catibnico e em meio acido seus grupamentos aminos sofrem protonacao, tornando-se sollveis
em meio aquosos. Sua degradacdo in vivo ocorre através da catalise enzimatica e sua
eliminacdo é renal, é um polimero ndo toxico aprovado pelo FDA. Apresenta inimeras
propriedades que justificam o seu uso, como: formagdo de filme que permite a liberacéo
controlada de farmacos, mucoadesividade, geleificacdo, aumento da permeacao do farmaco na
mucosa, atividade antifingica, biodegradavel e baixa toxicidade (WANG et al., 2011). Alguns
estudos tem demostrado a QS apresenta efeito promotor na absor¢do através da abertura das
tight junctions (juncdes celulares) na membrana das células da mucosa (ARTURSSON et al.,

1994; SCHIPPER et al., 1997).

Figura 2 - Férmula estrutural da QS.
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No desenvolvimento de NPs, a QS apresentam diversas vantagens ja que nao necessita

de solventes organicos para a obtencdo de sistemas de liberacdo, promove reticulacdo i6nica
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com anions multivalente, tem propriedades mucoadesivas e possui baixa toxicidade. Pode
interagir através da ligacdo dos seus grupamentos carboxilico e aminos com a mucina
formando ligacdo de hidrogénio proporcionado efeito mucoadesivo. Quanto maior for a massa
molecular e o grau de desacetilacdo mais mucoadesiva a QS sera (AGNIHOTRI et al., 2004;
WANG et al., 2011).

Em meio &cido, a QS sofre protonacdo dos grupos aminos representado na Figura 3,
podendo liberar prematuramente o farmaco contido no sistema de liberagdo. Assim, o uso de
polimeros com propriedades gastrorresistentes como HPMCP é adequado para evitar que 0

farmaco seja liberado no meio acido (MAKHLOF et al., 2011a).

Figura 3 - llustracdo da QS em diferentes pHs, em meio acido (a) e basico (b) adaptado de (SILVA et

al., 2012).
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O HPMCP (Figura 4) é um polimero praticamente insoldvel em &agua preparado a
partir da hidroxipropilmetilcelulose através da esterificagdo com o anidridro ftalico. E
insolivel em meio acido justificando seu uso como revestimento entérico evitando, desse
modo, a degradacdo de farmacos instaveis nesse pH. Em pH acima de 5,5 (intestino) ele se
dissolve e libera o farmaco. Além dessas aplicaces, 0 HPMCP é também usado como agente
de geleificacdo e estabilizante na indUstria alimenticia. E aprovado pelo FDA para uso
farmacéutico. Também é considerado um polimero mucoadesivo, os grupamentos hidroxilas

presentes na sua estrutura interagem com a mucina por ligagdes secundarias ndo covalentes,
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formando pontes de hidrogénio com o muco, proporcionando a adesdo (KIM et al., 2003;

MEEHAN, 2006; MAKHLOF et al., 2011a).

Figura 4 - Férmula estrutural do HPMCP.
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A combinacdo da quitosana com o0 HPMCP para obtencdo de nanoparticulas pode ser

uma estratégia interessante para melhorar as propriedades biofarmacéuticas do AZT unindo as

propriedades mucoadesivas dos polimeros e a gastrorresisténcia proporcionada pelo HPMCP.
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3. OBJETIVOS

Desenvolver e caracterizar nanoparticulas  poliméricas com  propriedades
mucoadesivas para a administracdo oral de zidovudina.
Desta forma, para alcancar os objetivos propostos, foram realizadas as seguintes
etapas:
e Obtencéo das NPs;
e Caracterizagdo fisico-quimica das NPs: tamanho de particula, potencial
zeta,Pdl, morfologia e espectroscopia de absor¢do na regido do infravermelho;
e Avaliacdo do teor de incorporacdo de farmaco nas nanoparticulas poliméricas
por espectroscopia de absor¢do na regido do UV;
e Avaliacdo da mucoadesao “invitro”;

e Avaliacdo do perfil de liberacdo “invitro” do AZT contido nas NPs.
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4. MATERIAL E MEDODOS

4.1. MATERIAL

Matérias-primas:

Acido cloridrico (Quimis®);

Agua destilada;

Brometo de potéssio (Vetec®);

Etanol 99,3% (Quimis®);

Fosfato de potassio monobasico (Quimis®);

Ftalato de hidroxipropilmetilcelulose (Shin-Etsu®);
Hidréxido de sédio (Grupo Quimica®);

Membrana de acetato de celulose - tamanho de poro de 14 kDa (Sigma
Aldrich®);

Mucina tipo 11 (Sigma Aldrich®);

Quitosana de baixo peso molecular (Sigma Aldrich®);

Zidovudina (doada pela Fundacédo para o Remédio Popular, FURP).

Equipamentos :

Agitador magnético (Fanem® 258);
Agitador mecanico ultraturrax Turratec TE-102 (Tecnal®);

Analisador de espalhamento de luz dinamica (DLS, Zetasizer Nano NS,
Malvern Instruments, Malvern, UK);

Analisador de textura TA.XT plus® (Stable Micro Systems, UK);

Balanca analitica (Mettler Toledo® AB 265 - S/Fact);

Balanca semi-analitica (Ohaus®);
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e Célula de difusdo do tipo Franz (Hanson Research - Flowscience®);

e Espectrofotdmetro de infravermelho por transformada de Fourier (Shimadzu®
8300);

e Espectrofotdmetro de UV-VIS, com HP UV-Visible ChemStation Software
(Hewlett Packard® 8453):;

e Estufa de secagem e esterilizagdo (Fanem® 3515 SE);

e HPLC Varian, com detector espectrofotométrico ProStar® 330 UV-VIS PDA e
Rheodine VS 125, auto-amostrador Varian ProSar®modelo 410;

e Maquina de comprimir, modelo excéntrico (Fabbe®);

e Peagometro (Gehaka® PG 1800);

e Sistema de purificagdo de agua Millipore (Milli-Q Plus®).

4.2. METODOS
4.2.1. CARACTERIZACAO DA QUITOSANA

4.2.1.1. Desacetilacdo da quitosana

O grau de desacetilacdo (GD) da QS foi determinado por titulacdo potenciométrica
acido — base (ASSAAD et al., 2011). Uma massa de 150 mg de quitosana foi solubilizada em
20 ml de HCI (0,1 M), em constante agitacdo para que ocorresse protonacdo dos grupos
aminos disponiveis. Posteriormente, o volume foi completado para 200 ml com agua
destilada. A solucéo obtida foi titulada com NaOH (0,1 M), sendo os valores de pH utilizados

para obtencdo da curva de titulacdo. O grau de desacetilacao foi determinado de acordo com:

oo ppa = 293% (Va = Vi)x M x 100 o
° T m+a2x(V, — V,)xM o
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Em que, v, e v, sdo, respectivamente, os volumes de NaOH correspondentes aos dois
pontos de inflexdes da curva; M é a concentracdo de NaOH (mol/L); m é a massa de QS (g);
203 (g/mol) é a massa molar de unidade acetiladas; 42 (g/mol) & a diferenca entre a massa

molar da unidade acetilada e a unidade desacetilada.

4.2.2. OBTENCAO DAS NANOPARTICULAS POLIMERICAS

A obtencdo das NPs poliméricas foi realizada segundo o método proposto por
MAKHLOF et al. (2011a), através da complexacdo polieletrolitica do polimero catidnico
(QS) com o polimero aniénico (HPMCP).

Foram preparadas solu¢ées de HPMCP (2mg/ ml) em NaOH 0,1M e solucdes de QS
(4mg/ml) em &cido acético 0,1M, ambas com ajuste de pH 5,5. O efeito da concentracdo e a
ordem de mistura dos polimeros foram avaliados. As amostras em que o HPMCP foi
adicionado as dispersbes de QS foram denominadas HP e as amostras as quais foram
preparadas adicionando a QS nas dispersdes de HP foram nomeadas com QS. As amostras
denominadas HP foram preparadas com 10 mg de QS e quantidades de HPMCP que variaram
de 1-15 mg. As amostras denominadas QS a quantidade de HPMCP foi fixada (10 mg) e de
QS variada (5-30mg). Estas amostras foram avaliadas quanto ao tamanho, polidispersibilidade
e forca mucoadesiva.

Em seguida, o fA&rmaco foi adicionado a solug¢do polimérica anidnica e homogeneizado
por 10 minutos. Lentamente, a solu¢cdo de HPMCP contendo AZT foi adicionada a solucédo de
QS, sob agitacdo magnética por 30 minutos.

Nanoparticulas poliméricas sem farmaco foram obtidas pela mesma metodologia nas

mesmas proporcgdes.
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4.2.3. CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS

4.2.3.1. Analise do tamanho de particula, potencial zeta e Pdl

A avaliacdo do tamanho de particula, potencial zeta e Pdl (indice de
polidispersividade) das NPs poliméricas foram realizadas utilizando a técnica de

espalhamento de luz dinamico (Dynamic Light Scattering), sob angulo de 173°.

4.2.3.2. Espectroscopia de absorcdo na regido do infravermelho (1V)

A caracterizacdo por espectroscopia de absorcdo na regido do infravermelho foi
realizada para os polimeros livres, AZT, NPs com e sem farmaco. A obtencédo das pastilhas
das amostras foi realizada em uma prensa hidraulica sob forca de 8 toneladas por 10 minutos,
pela mistura com KBr.

O ensaio foi realizado em um espectrofotémetro de infravermelho Shimadzu® 8300,

abrangendo uma regio de 4000 a 400 cm™.

4.2.3.3. Microscopia Eletronica de varredura (MEV)

A analise morfoldgica das NPs foi realizada utilizando o microscépio eletrénico de
varredura, Jeol® JSM-7500F. As amostras liofilizadas foram fixadas sobre uma fita de
carbono para analise do material. Também foi analisada a morfologia do AZT e dos polimeros

livres.

4.2.4. AVALIACAO DO TEOR DE FARMACO INCORPORADO AO

SISTEMA

Para determinar o teor de AZT incorporado, uma massa das NPs liofilizadas

(equivalente a 10 mg de AZT) foi dispersa em &gua e agitada por 1 minuto para



32
homogeneizacao. Posteriormente, foram centrifugadas a 15000 rpm por 40 min e o farmaco
presente no sobrenadante foi quantificado por espectrofotometria UV em 267 nm empregando
método validado por PEDREIRO (2012). O teor de incorporacdo de farmaco foi calculado

segundo a equagao:

F,
TI % = — x 100 Eq.2
Fy

Em que TI % é o teor de incorporacao de farmaco (%); Fq € o farmaco quantificado e

Ft é a farmaco total adicionado.

4.25. AVALIACAO DA MUCOADESAO “IN VITRO”

As propriedades mucoadesivas dos polimeros livres e das NPs com farmaco amostras
foram determinadas em analisador de textura TA.XT plus (Stable Micro Systems, UK) (Figura
5) com carga de 50 N e equipado com um suporte mucoadesivo (disco de mucina),
previamente hidratado com tampéo fosfato de potassio 50 mM (pH 7,4), simulando 0 meio

entérico, durante 60 segundos.
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Figura 5 - Analisador de textura TA.XT plus usado para avaliar a forca adesiva dos polimeros e NPs.

As amostras em p6 foram fixadas, com o auxilio da fita dupla face, na sonda cilindrica
de 10 mm de diametro (Figura 6). Os discos de mucina foram hidratados com tampao fosfato
de potassio 50 mM (pH 7,4), simulando o meio entérico, durante 60 segundos. Durante todo o
ensaio, foi mantida constante uma temperatura de 37° C.

A metodologia aplicada neste ensaio foi adaptada de FRANSEN e colaboradores
(2008) e realizada no modo “compression” com uma velocidade teste de 0,5 mm/s, sob uma
forca de gatilho de 2 mN (FRANSEN et al., 2008). A sonda com a amostra foi movida para
baixo a uma velocidade de 2,0 mm/s até o contato com o disco de mucina e mantida por 600
segundos. Apos o tempo de contato a velocidade de volta foi de 2,0 mm/s. A forca maxima
necessaria para separar a sonda com a amostra do disco de mucina foi detectada através do
software Texture Exponent Lite e a forca total envolvida (Wad) foi calculada a partir da area

do gréfico de forca versus distancia.
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Figura 6 - (a) Disco de mucina aderido a mesa do texturdmetro, com tampéo fosfato na superficie; (b)
amostra aderida a probe através de uma fita dupla-face; (c) contato da probe com o disco de mucina.

@) (b) (©

4.2.6. AVALIACAO DA LIBERACAO “IN VITRO” DO AZT

O aparato células de Franz foi utilizado para avaliar a liberagdo do farmaco a partir das
NPs, segundo procedimento proposto por MCCARRON et al. (2000) Foram utilizados como
meios receptores HCI 0,1 N (pH 1,2) durante 2 horas e tampao fosfato de potassio 50 mM
(pH 7,4) durante 12 horas, a 37°C. Uma membrana de acetato de celulose (tamanho de poro
de 14 kDa) foi utilizada para a separa¢do dos meios e a dispersdo de NPs (540 pg/ml de AZT)
foi introduzida no compartimento doador. Aliquotas foram coletadas do meio receptor em
intervalos pré-determinados, com reposi¢cdo imediata, mantendo as condig¢Bes sink (n=6). A
quantificacdo do farmaco liberado foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia

(267 nm), de acordo com metodologia previamente validada por (CARVALHO et al., 2009).
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. CARACTERIZACAO DA QUITOSANA

5.1.1. Desacetilacédo da quitosana

A determinacdo do grau de desacetilacdo (GD) da quitosana permitiu conhecer a
quantidade de grupos aminos livres no polimero, portanto possibilita diferenciar a quitosana
da quitina (CANELLA e GARCIA, 2001).

O GD ¢ uma propriedade muito importante da QS e pode influenciar as propriedades
fisica, quimica e bioldgica e o seu uso industrial. Muitos métodos tém sido utilizados para
determinacdo do grau de desacetilagio da QS como: espectroscopia de infravermelho,
espectrofotometria do UV, ressonancia magnética nuclear, titulacdo coloidal e titulacdo
potenciométrica (RAYMOND et al., 1993; JIANG et al., 2003). Quanto maior o grau de
desacetilacdo da QS e seu peso molecular maior sera sua capacidade adesiva (WANG et al.,
2011).

O GD da QS foi determinado através da titulagcdo potenciométrica acido-base. A curva
da titulacdo e sua primeira derivada estdo representadas na Figura 7. Os pontos de inflex&o
obtidos foram substituidos na Eq. 1 para a obtencdo do GD. Os resultados estdo apresentados

na Tabela 1.

Figura 7 - Curva de titulagdo potenciométrica e primeira derivada, os valores destacados

correspondem ao V1 e V2 para determinagéo do grau de acetilagdo da QS.
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Tabela 1 - CondigBes da desacetilagdo da QS.

Massa de Quitosana (mg) A (V2-V1) (ml) % GD
151,80 0,07 92,80

151,90 0,07 92,80

150,04 0,07 92,89

Média 92,83

Desvio Padréo + 0,06

A QS utilizada apresentou um alto grau de desacetilacdo (92,83%), ou seja, ela possui
grande quantidade de grupamentos aminos livres que pode favorecer a sua reticulagdo com o
polimero anidnico e também indica sua capacidade adesiva, pois esses grupamentos aminos

podem interagir com o acido salico presente na mucina.

5.2. OBTENCAO DAS NPs POLIMERICAS

A formacédo das NPs ocorre pela complexagéo polieletrolitica da solucdo catidnica de
QS com a solugédo aniénica de HPMCP, resultando em uma interacéo intra e intermolecular
do grupamento amino da QS e o grupamento carregado negativamente do HPMCP
(MAKHLOF et al., 2011a).

Para a obtencdo dos complexos polieletroliticos avaliou-se a influéncia da ordem de
adicdo dos polimeros na formacdo das particulas. Primeiramente, a massa de HPMCP foi
variada e vertida sobre uma massa fixa de QS em dispersdo, sob agitacdo por 30 min (Tabela

2).
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Tabela 2 - Massas dos polimeros das NPs obtidas por complexacéo polietrolitica do HPMCP sobre a

QS.
Massa polimero (mg) Proporcao
Amostra
QS HPMCP Quantidade total QS:HPMCP

HP 1 10 1 11 1:0,1
HP 2 10 2 12 1:,0,2
HP 3 10 3 13 1:0,3
HP 4 10 4 14 1:0,4
HP 5 10 5 15 1:0,5
HP 7,5 10 7,5 17,5 1:0,75
HP 10 10 10 20 1:1

HP 12,5 10 12,5 22,5 1:0,125
HP 15 10 15 25 1:15

Em seguida, a massa de QS foi variada e vertida sobre uma massa fixa de HPMCP em

dispersdo, agitacdo por 30 min, conforme mostrado na Tabela 3.

Tabela 3 - Massas dos polimeros das NPs obtidas por complexacdo polietrolitica da QS sobre o

HPMCP.
Massa polimero (mg) Proporcéao
Amostra
HPMCP QS Quantidade total QS:HPMCP
QS5 10 5 15 0,5:1
QS 75 10 7,5 17,5 0,75:1
QS 10 10 10 20 1:1

QS 125 10 12 22,5 1,25:1
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Massa polimero (mg) Proporcéo
Amostra
HPMCP QS Quantidade total QS:HPMCP
QS 15 10 15 25 1,5:1
QS 20 10 20 30 2:1
QS 30 10 30 40 31

Em ambos os casos ao misturar os polimeros verificamos que a solucdo inicialmente
ficava translucida e posteriormente se tornava opalescente, 0 que indicou a formacdo de NPs

(MAKHLOF et al., 2011a).

5.3. CARACTERIZACAO DAS PARTICULAS

5.3.1. Tamanho de particula, potencial zeta e Pdl

O tamanho das NPs é um importante atributo de qualidade, pois pode influenciar
varios mecanismos bioldgicos, como endocitose, estabilidade fisica e uptake celular, e sera
dependente da biointerface alvo. Geralmente, os fatores que determinam o tamanho de
particula s8o a concentracdo de polieletrélitos e o grau de complexacdo, sendo este
dependente do pH do meio e do grau de ionizacdo dos polieletrélitos. Particulas menores e
mais compactas pode ser o resultado de um maior entrelagamento das cadeias dos
polieletrolitos, causado por uma maior interacdo eletrostatica entre os polimeros (AVADI et
al., 2010)

O potencial zeta representa a carga de superficie das particulas, podendo ser
influenciado por alteragdes na interface com o meio dispersante, por conta da dissocia¢do de
grupos funcionais na superficie da particula ou da adsor¢cdo de espécies ibnicas no meio de

dispersdo (SCHAFFAZICK et al., 2003; AULTON, 2005)
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O emprego de QS nas NPs pode facilitar a interacdo com membranas bioldgicas, pois
seus grupamentos aminos livres carregados positivamente podem resultar em interacGes
eletrostaticas com os grupamentos aniénicos da mucina presente no muco (BRAVO-OSUNA
et al., 2007)

O AZT possui pKa de 9,8, deste modo, em pH 5,5 ele adquire carga positiva, a sua
interacdo com a NP pode ter ocorrido por meio da interacdo iénica com 0s grupamentos
carregados negativamente proporcionados pelo HPMCP (MA et al., 2002).

A Tabela 4 apresenta os resultados das determinacgdes de tamanho, potencial zeta e Pdl
para as NPs obtidas pela complexagéo polieletrolitica do polimero anidénico (HPMCP) sobre o
catiénico (QS). Observou-se que 0 aumento da massa de HPMCP contribuiu para o aumento
do PdI que ficou acima de 0,7 para a amostra HP5, o que indica a formac&o de populacOes de
particulas com diferentes tamanhos. Nesta condicdo, a quantidade total de polimeros é 15. Os

valores do potencial zeta s&o reduzidos, mas continuam positivos.

Tabela 4 — Efeito da concentracdo de HPMCP no tamanho, potencial zeta e Pdl das particulas obtidas

pela complexacdo polieletrolitica do HPMCP sobre a QS.

Amostra Tamanho (nm) Potencial Zeta { (mV) Pdl
HP 1 248,4 + 29,8 0,37
HP 2 270,6 + 30,0 0,24
HP 3 285,5 + 29,0 0,15
HP 4 276,9 + 28,6 0,18
HP 5 240,3 + 29,3 0,77

HP 7,5 205,9 + 24,0 0,96
HP 10 348,7 + 23,9 0,78

HP 12,5 Aglomerado - -
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Amostra Tamanho (nm) Potencial Zeta { (mV) Pdl

HP 15 Aglomerado - -

Na Tabela 5 estdo apresentados os resultados da influéncia da complexacdo do
polimero catiénico (QS) sobre o aniénico (HPMCP). Pode-se observar que o aumento da
propor¢do de QS favoreceu a obtencdo de particulas menores, porém com valores de Pdl

maiores que os observados com as amostras anteriores.

Tabela 5 - Efeito da concentracdo da QS no tamanho, potencial zeta e Pdl das particulas obtidas pela

complexacdo polieletrolitica do QS sobre 0 HPMCP.

Amostra Tamanho (nm) Potencial Zeta  (mV) Pdl
QS5 686,7 +23,6 0,67
QS 75 700,2 +23,2 0,83
Qs 10 348,7 +23,9 0,78
QS 125 436,5 + 28,2 0,48
QS 15 490,1 + 29,5 0,67
QS 20 258,4 +26,5 0,81

QS 30 343,2 +25/4 0,56
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Figura 8 - Distribui¢do de tamanho e Pdl das amostras HPs e QSs em relagdo a fracdo de HPMCP.

Tamanho (nm)

Observamos através da Figura 8 que ao aumentarmos a fracdo de HPMCP na
complexacédo polieletrolitica do polimero catiénico (QS) sobre o anidénico (HPMCP) ocorreu
um aumento do tamanho de particula. Na condi¢do em que a complexacdo polieletrolitica foi
realizada adicionando o polimero aniénico (HPMCP) sobre o catidnico (QS), observa-se que
0 aumento da massa de QS contribuiu para a diminuicdo do tamanho das particulas (Tabela
4). Entretanto, comparando os resultados de ambas as condi¢Ges, os melhores resultados em
relacdo ao Pdl, tamanho e potencial zeta das particulas foram para as amostras em que 0
polimero anidnico foi adicionado sobre o catidnico.

As NPs com tamanho de até 300 nm e massa variando de 1 a 5 mg de HPMCP foram

escolhidas para incorporagdo do farmaco.
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A incorporacdo do farmaco foi realizada com a sua solubilizacdo na solucdo de
HPMCP antes da adicdo a QS. Os resultados do tamanho de particula, Pdl e potencial zeta

dessas amostras encontram-se na Tabela 6.

Tabela 6 - Tamanho de particula, potencial zeta e Pdl das NPs ap6s incorporacéo do farmaco.

Massa de polimero (mg) AZT Tamanho Potencial
Amostra Pdl
QS HPMCP (mg) (nm) Zeta L (mV)
HP , 10 1 20 449,5 +34,3 0,24
HP, 10 2 20 377,3 +25,9 0,22
HP 3 10 3 20 355,8 +30,5 0,22
HP 4 10 4 20 317,9 + 25,7 0,15
HP 5 10 5 20 308,5 +25,4 0,16

Apos a incorporacdo do farmaco ocorreu um aumento no tamanho de particula,
possivelmente devido o farmaco penetrar na estrutura da NPs. Os valores de Pdl foram
menores, 0 que pode sugerir que o farmaco participa da estruturacdo das particulas. Os
valores do potencial zeta sdo maiores para as formulagfes HP3 e HP1, todos os valores de
PDI sdo adequados. As amostras selecionadas para os experimentos seguintes foram: HP2,
HP3 e HP4, renomeadas por NP2, NP3 e NP4, respectivamente. Estas amostras foram

escolhidas por apresentarem melhor combinacéo dos resultados.

5.3.2. Espectroscopia de absor¢ao na regiao do infravermelho (1V)
A espectroscopia de absorcdo na regido do IV baseia-se no fato das ligacbes quimicas
das substancias apresentam frequéncia de vibragdo especifica. A regido vibracional do IV que

inclui radiacdo com comprimento de onda (A) entre 2,5 ¢ 25 pm ou em termos de nimero de
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ondas de 4000 a 400 cm™, fornece informag®es importantes sobre a estrutura da molécula
analisada, apenas moléculas que tenham ligacdo de momento dipolo que altera em funcéo do
tempo sdo capazes de absorver radiacdo V. Cada tipo de ligacdo vibra em uma frequéncia
caracteristica, mesmo sendo iguais em dois compostos diferentes elas terdo um espectro de
absorcéo distintas por estarem em ambientes diferentes, deste modo nos permite distingui-las
(PAVIA etal., 2012).

O espectro de absorcdo na regido do infravermelho da QS pode ser observado na
Figura 9 em que as bandas na regi&o de 1650 a 1665 cm™ sdo atribuidas ao estiramento de
C=0 da amina do grupo acetamido, as bandas entre 1560 a 1610 cm™ & deformacéo axial do
grupo NH, no plano, as bandas de 1300 a 1000 cm™ atribuidas ao estiramento C-O e bandas
de 3350 a 3180 cm™ ao estiramento do grupo NH, (SILVERSTEIN et al., 2000).

Através do espectro de absor¢do na regido do infravermelho do HPMCP também
representado na Figura 9 observamos que as bandas na regido de 3400 a 2400 cm™ sdo
atribuidas ao estiramento do grupo O-H, banda em 2829 cm™ ao grupo metoxi, em 1735 cm™
relacionada ao estiramento do grupo C=O do grupo éster, bandas de 1600 a 1500 cm™
atribuidas ao anel aromatico, banda em 1276 cm™ atribuida ao grupo éster, bandas de 1200 a
1000 cm™ conferidas ao grupo éter e em 744 cm™ atribuida ao anel aromatico

monosubstituido (SILVERSTEIN et al., 2000).
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Figura 9 - Espectroscopia de absor¢éo na regido do IV.
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A Figura 9 apresenta o espectro de absorcdo na regido do infravermelho do AZT com
picos caracteristicos, como: bandas entre 3550 a 3200 cm™ representando o estiramento de
bandas OH , banda em 1089 cm™ para ligacdo C-O de grupos OH, banda em 2083 cm™
atribuido a0 C=N=N=N (ARAUJO et al., 2003).

As Figura 10, 11 e 12 representam os espectros de absorc¢do na regido do IV das NPs 2,
3 e 4, respectivamente. A formacdo das NPs foi evidenciada através da interacdo de
grupamentos aminas protonadas da QS e de grupamentos carboxilicos do HPMCP (regido de
bandas entre 1641 e 1525 cm™). Também se observou o alargamento da banda de 3500 —
3100 cm™, indicando um possivel aumento nas ligagdes de hidrogénio. (SANKALIA et al.,
2007). Nao foram observados picos caracteristicos do AZT nas NPs, indicando que o farmaco

interagiu com o sistema criado.



45

Figura 10 - Espectro na regido do IV da amostra NP2 com e sem AZT.
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Figura 11 - Espectro na regido do IV da amostra NP3 com e sem AZT.
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Figura 12 - Espectro na regido do IV da amostra NP4 com e sem AZT.
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5.3.3. Microscopia eletrénica de varredura

A microscopia eletronica de varredura € utilizada para verificar detalhes morfologicos
das nanoparticulas. Uma sonda varre com um feixe de elétrons a superficie da amostra e a
interacdo entre os elétrons e amostra gera diversos tipos de emissdo de elétrons secundarios
retroespalhados, auger e absorvidos, assim como de raios X caracteristicos e de
catodoluminescéncia. A imagem € gerada em tons de cinza representa 0 mapeamento e a
contagem de elétrons secundarios e retroespalhados emitidos pelo material analisado
(DUARTE et al., 2003; SUGA et al., 2014).

A Figura 13 representa a fotomicrografia do AZT, na qual foram observados forma e
tamanho mais irregulares e superficie lisa. Para a QS (Figura 15) as particulas apresentaram

forma de flocos irregulares, porém de superficie lisa e com pequenas fissuras (MARTINS,



47
2008). A fotomicrografia do HPMCP (Figura 14) mostra que este polimero apresenta forma

mais esférica com superficie irregular e presenca de poros.

Figura 13 - Fotomicrografia do AZT, obtida por MEV com aumento de 500x.
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Figura 15 - Fotomicrografia da QS obtidas por MEV, (a) com aumento de 370x e (b) com aumento de

1000x.
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A fotomicrografia da NP4 é apresentada na Figura 16, durante a realizacdo do
experimento ndo foi possivel recobrir a amostra com carbono. Mesmo as nanoparticulas
estando aglomeradas, observou-se uma superficie lisa e com formato esférico. A NP 4
apresentou um tamanho de particula entre 100 e 200 nm, confirmando os valores obtidos na

Tabela 6.
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Figura 16 - Fotomicrografia da NP4, obtida por MEV com aumento de 200.000x.
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5.4. AVALIACAO DO TEOR DE FARMACO INCORPORADO AO

SISTEMA

O teor de incorporacdo de farmaco é um pardmetro importante na caracterizagdo
fisico-quimica de nanoparticulas poliméricas e esta diretamente relacionado a efetividade do
sistema de liberagédo (SCHAFFAZICK et al., 2003). Os resultados da avaliagéo do teor de

farmaco incorporado ao sistema estdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7 - Teor de AZT incorporado ao sistema.

Amostra %Ti CV %
NP2 95,82 + 0,02 0,17
NP3 96,00 + 0,07 0,07
NP4 96,43 + 0,08 0,08

Os resultados demostram que o sistema incorporou grande porcentagem de farmaco

(mais de 95%). De acordo com MAKHLOF et al. (2011a), o HPMCP possui uma estrutura
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capaz de interagir com a QS entrelacando-a de forma eficiente, por interacdes ibnicas,
hidrofobicas e por ligacdo de hidrogénio e, com isso, possibilitou que o farmaco ficasse

aprisionado na estrutura.

5.5. AVALIACAO DAS PROPRIEDADES MUCOADESIVAS

A mucoadesdo é uma propriedade importante de alguns polimeros, como a QS e 0
HPMCP, pois podem aumentar o tempo de residéncia de farmacos no local de acdo ou
absorcdo (THIRAWONG et al., 2008). Vaérias teorias descrevem 0 mecanismo da
mucoadesdo, como a teoria eletronica, a teoria da adsorcdo, a teoria do intumescimento, a
teoria da ruptura, a teoria da difusdo e teoria mecanica. E um fendémeno complexo e pode
envolver mais de uma teoria pra explicar o comportamento da mucoadesdo de um
determinado material (VARUM et al., 2008). A forma com que o polimero ou matriz
polimérica ira interagir com o meio de contato, no caso a mucosa, pode interferir nas
propriedades mucoadesivas. O intumescimento do polimero favorece a interpenetracdo das
cadeias poliméricas do sistema com a mucina (CARVALHO, 2009; JONES et al., 2009).

A forca de mucoadesdo foi avaliada empregando o analisador de textura. A forca
necessaria para separar a amostra do disco de mucina (Trabalho de adesdo - Wad) foi
calculada a partir da area do grafico de forca (N) versus distancia (mm) empregando o
software Texture Exponent Lite.

A Tabela 8 representa os resultados do trabalho de adesdo para as NPs, e polimeros

QS e HPMCP.
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Tabela 8 - Forc¢a de adesdo dos polimeros e NPs.

Amostra Média Area (uJ) DP CV%
QS 2.031 0,68 33,31
HPMCP 3.14 0,50 16,59
NP2 2.24 0,79 35,21
NP3 2.08 0,80 38,62
NP4 2.34 0,75 32,25

De acordo com os resultados da Tabela 8, 0 HPMCP mostrou ser mais mucoadesivo
que a QS, uma vez que possui grupamentos carboxilicos que podem interagir com a mucina
via ligacdes de hidrogénio e / ou van der Waals, seguindo a teoria da adsorcdo. Ja a QS, que é
carregada positivamente, interage por ligacdes eletrostaticas com os grupamentos sidlicos da
mucina, seguindo a teoria eletrénica.

A atragdo entre a mucina e o polimero mucoadesivo via ligagcdes de hidrogénio e / ou
van der Waals resulta em forgas atrativas consideravelmente maiores do que as forgas
descritas pela teoria eletrénica (DA SILVA et al., 2007). As ligagdes de hidrogénio tém sido
consideradas como as mais importantes no fendmeno de interacdo e prevalecem como forcas
interfaciais em polimeros contendo grupamentos carboxilas. Apesar de serem individualmente
fracas, estas forcas interfaciais podem ter um efeito sinérgico e resultarem em uma intensa
adesdo devido ao grande nimero de interac6es (VINOD et al., 2012).

Além disso, ambos os polimeros também podem intumescer em contato com 0 muco,
para que ocorra a transferéncia de d4gua do muco para o polimero, desta forma as cadeias dos
polimeros adquirem maior flexibilidade para poder interagir com as cadeias de glicoproteina
do muco, deste modo favorece a interagdo por ligacdes quimicas entre ambos (ANDREWS et

al., 2009).
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As NPs avaliadas apresentaram trabalho de adesdo similar ao da QS, o que indica que
a variacdo na massa de HPMCP ndo contribuiu para o aumento da mucoadesdo destas

amostras.

5.6. AVALIACAO DA LIBERACAO “IN VITRO” DO AZT

O ensaio de dissolucdo € um método in vitro que caracteriza como o farmaco é
liberado da matriz polimérica. Ele pode indicar a liberacdo do farmaco da matriz
farmacéutica, mas ndo fornece maiores informagdes sobre a absor¢do do farmaco (AZARMI
et al., 2007). Porém, este estudo permite a selecdo das formulagbes mais adequadas
(WILLMANN et al., 2010).

Para que o farmaco seja liberado de sistemas nanoparticulados poliméricos alguns
fatores podem influenciar como: desorcéo da superficie da particula, difusdo do farmaco pela
parede polimérica das nanocépsulas, erosdo da matriz ou da combinacdo dos processos de
difuséo e erosdo (SCHAFFAZICK et al., 2003).

O perfil de liberacao in vitro do AZT na NP 4, em pH 1,2 e pH 7,4, estdo apresentados
na Figura 17. Em pH 1,2, durante os primeiros 45 minutos de ensaio, a liberagdo do AZT foi
em torno de 11 pg/ml / cm? e, ao final dos 120 minutos, atingiu uma concentracéo liberada de
14 pg/ml / cm?. Ja em pH 7,4, a liberagdo foi crescente até aos 120 minutos, alcancando a

concentracéo liberada de 12,7 pg/ml / cm?.
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Figura 17 - Perfil de liberacdo in vitro do AZT em NP, (a) em pH 1,2 e (b) em pH 7,4.
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Podemos observar que em pH &cido, a NP4 conseguiu manter o AZT em sua estrutura,
deste modo, evitando sua liberacdo precoce, porém por um curto periodo de tempo. Assim
uma solugdo para evitar que o farmaco seja liberado em meio acido seria a indicacdo da
administracdo das NPs em jejum, a administracdo de farmacos com o estdmago vazio permite
gue a sua passagem para o intestino seja mais rapida, em torno de 2 horas (CRISON, 1999).
Jaem pH 7,4 evidenciamos que a liberacdo do AZT ocorreu de modo controlada.

A presenca da QS nas NPs pode ter favorecido o aprisionamento do farmaco na matriz
polimérica, enquanto que o HPMCP pode ter influenciado na liberagdo gradual do AZT.
Através do perfil de liberacdo mostrado acima concluimos que o sistema foi eficaz na

protecdo do farmaco em meio acido e em meio intestinal sua liberacdo foi controlada.
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6. CONCLUSAO

A metodologia de obtencdo das nanoparticulas por complexacdo polieletrolitica foi
eficaz na producdo de nanoparticulas poliméricas de QS com HPMCP, com tamanho de
particula, PDI e potencial zeta adequados para a aplicacdo em sistemas de liberacdo e com
teor de incorporacédo de farmaco de mais de 95%.

A caracterizacdo por espectroscopia de absorcdo na regido do infravermelho
demonstrou a formacao de um material com propriedades distintas, através da interagdo entre
o grupamento NH3" da quitosana e o grupamento COOH" do ftalato de HPMC, no entanto
sem alterar a estrutura do farmaco.

A anélise da morfologia através da microscopia eletronica de varredura evidenciou a
estrutura esférica das nanoparticulas e confirmou o tamanho de particula obtido.

Os ensaios de mucoadesdo demonstraram as propriedades mucoadesivas das NPs,
sendo a capacidade mucoadesiva das particulas semelhante a da QS e atribuida a maior
concentracdo deste polimero nestas amostras.

Os ensaios de liberagdo in vitro sugerem que HPMCP reduziu a liberagdo do farmaco

em meio acido e promoveram o controle da liberacdo do AZT em meio intestinal simulado.
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