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RESUMO

ARAUJO, T.G. Desenvolvimento e caracterizagao de nanoparticulas de poli (n-
butil cianoacrilato) contendo a associag¢ao lamivudina e zidovudina. 2016. 100f.
Dissertacao (Mestrado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de
Sao Paulo, Sao Paulo, 2016.

A zidovudina (AZT), farmaco antirretroviral utilizado no tratamento da AIDS,
apresenta biodisponibilidade oral em torno de 60% e seu uso prolongado pode
ocasionar efeitos toxicos e tolerancia ao tratamento. A lamivudina (3TC), apesar de
demonstrar menor citotoxicidade e menor resisténcia viral, € considerada também
menos potente. A associacao entre os dois farmacos € recomendavel em funcao da
boa resposta terapéutica e maior adesao ao tratamento. As nanoparticulas sdo uma
alternativa para melhorar a biodisponibilidade e o transporte de farmacos sobretudo
através da BHE. Nesse sentido, as nanoparticulas poliméricas de poli (n-butil
cianoacrilato) (PBCA) apresentam grande potencial para melhoria das
caracteristicas farmacéuticas, além de possibilitar resultados terapéuticos mais
eficazes por meio da modificagao de sua superficie, direcionando o farmaco ao sitio
alvo. Diante do exposto, foram desenvolvidas nanoparticulas de PBCA contendo a
associacao lamivudina e zidovudina (3TC/AZT) revestidas com polissorbato 80
(Ps80). As nanoparticulas obtidas foram caracterizadas e apresentaram resultados
coerentes aos encontrados na literatura. Apés a encapsulagdo dos farmacos e o
revestimento com Ps80, notou-se um aumento no didametro meédio e o potencial Zeta
foi proximo de zero. Esses resultados juntamente com a analise de SAXS
comprovam o revestimento das nanoparticulas de PBCA. Os dados de DSC e
TG/DTG mostram que a encapsulagao foi eficiente para a estabilizagdo térmica dos
farmacos. Foi desenvolvido e validado o método analitico por CLAE, a fim de
determinar a eficiéncia de encapsulagdo. A validagdo do método analitico para
quantificacdo simultanea do 3TC e AZT, tanto nas nanoparticulas de PBCA quanto
nas nanoparticulas revestidas, apresentou linearidade, especificidade, precisao e
exatiddao adequadas de acordo com as normativas. A porcentagem de encapsulagao
dos farmacos foi igual a 44,45% e 30,44%. As nanoparticulas de PBCA e PBCA-
Ps80, em concentragbes abaixo de 100 ug/mL, apresentaram viabilidade celular
superior a 70% em células Caco-2, comprovando que o sistema apresenta baixa
citotoxicidade, o que representa uma alternativa promissora para a encapsulagao de
farmacos antirretrovirais e consequente progresso no tratamento da AIDS.

Palavras chave: lamivudina, zidovudina, AIDS, nanoparticulas, poli (n-butil-

cianoacrilato), polissorbato 80.



ABSTRACT

ARAUJO, T.G. Development and characterization of poly (n- butyl
cyanoacrylate) nanoparticles containing the combination of lamivudine and
zidovudine. 2016. 100f. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2016.

Zidovudine (AZT), which is an anti-retroviral drug used in the treatment of AIDS, has
oral bioavailability around 60% and its prolonged use can cause toxic effects and
tolerance to the treatment. Lamivudine (3TC), although it has lower cytotoxicity and
lower viral resistance, is also considered less potent. The association between these
two drugs is recommended based on the good therapeutic response and greater
adherence to treatment. Nanoparticles are an alternative to improve the
bioavailability and the transport of drugs, particularly through the BBB. Thus, the
polymeric nanoparticles of poly (n-butyl cyanoacrylate) (PBCA) have great potential
for improving the pharmaceutical characteristics, besides enabling more effective
therapeutic results through the modification of its surface, directing the drug to the
target site. That being said, PBCA nanoparticles were developed containing the
association of lamivudine and zidovudine (3TC/AZT) coated with polysorbate 80
(Ps80). Nanoparticles obtained were characterized and presented coherent results
when compared to those found in the literature. After the encapsulation of
pharmaceuticals and Ps80 coating, it was noted an increase in the average diameter
and Zeta potential was close to zero. These results along with the SAXS analysis
proved the coating of the PBCA nanoparticles. The data of DSC and TG/DTG show
that encapsulation was efficient for thermal stabilization of pharmaceuticals. An
analytical method by HPLC was developed and validated to determine the efficiency
of encapsulation. The validation of the analytical method for simultaneous
quantification of 3TC and AZT, in both the PBCA nanoparticles and coated
nanoparticles, presented as in linearity, specificity, precision and accuracy according
to the regulations. The percentage of drug encapsulation was equal to 44.45% and
30.44%. The nanoparticles of PBCA and PBCA-Ps80, at concentrations below 100 p
g/ml, presented cell viability greater than 70% in Caco-2 cells, proving that the
system has low cytotoxicity, which represents a promising alternative for the
encapsulation of antiretroviral drugs and consequent progress in AIDS treatment.

Key words: lamivudine, zidovudine, AIDS, nanoparticles, poly (n-butyl
Cyanoacrylate), polysorbate 80.
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1 INTRODUGAO

O virus da imunodeficiéncia humana (HIV) é um retrovirus do género
Lentiviridae que ataca células especificas do sistema imunolégico chamadas células
T ou CD4, o que leva a um comprometimento do sistema imunoldgico do paciente
(SANTOS; BECK, 2009). Em 1985, o HIV foi reconhecido como o agente etioldgico
transmissor da AIDS (CDC, 2000) e, pelo fato de a cura da AIDS ainda nao ter sido

descoberta, € um dos retrovirus mais estudados nos dias de hoje.

Desde 1981, quando o primeiro caso de AIDS foi reportado, estima-se que 39
milhdes de pessoas morreram devido a infec¢ao pelo HIV (WHO, 2016). Durante o
processo de disseminacdo sistémica do HIV, os macréfagos e mondcitos sao
algumas das células infectadas pelo virus e, uma vez presente nessas células, o HIV
consegue atravessar a barreira hematoencefalica (BHE) e é capaz de causar
diversos prejuizos cognitivos ao paciente (WANG; SUN; GOLDSTEIN, 2008;
VIEIRA; SOUZA, 2013).

Diversos farmacos ja foram identificados por apresentarem atividade
antirretroviral. Os inibidores da transcriptase reversa analogos de nucleosideos
foram a primeira classe a ser utilizada no tratamento da AIDS e apresentam vasta
literatura sobre suas caracteristicas e atuagao no tratamento (BECK et al., 2007,
TABORIANSKI, 2003).

A zidovudina é um analogo sintético da timidina, também conhecida como
3'azido- 2°,3’-dideoxitimidina; azidotimidina ou AZT, e é altamente utilizada no
tratamento da AIDS. A administragdo mais comum do farmaco é através da via oral,
porém apresenta meia-vida muito curta, de aproximadamente 1 h, e baixa
biodisponibilidade oral, em torno de 60% (NASCIMENTO, et al., 2004, SERRA, et
al., 2008, SINGH et al., 2010) o que acarreta altas doses e alta frequéncia

posoldgica.

A lamivudina, 3TC ou 2’,3’-didesoxinucleosideo, € um analogo sintético da
citidina e é utilizada no tratamento da AIDS combinada a zidovudina (ERON, et al.,
1995, MONTEIRO et al., 2006). E administrada por via oral na forma de comprimidos
ou solugdes, apresenta biodisponibilidade em torno de 82%, podendo variar em
cada paciente e apresenta menor toxicidade celular do que a zidovudina
(NASCIMENTO, et al., 2004, DEZANI, 2010).



E comum o HIV desenvolver resisténcia aos medicamentos quando estes s&o
utilizados isoladamente na terapéutica (MARKOWITZ, 1996 apud TABORIANSKI,
2003). De acordo com o Ministério da Saude (2008), a combinacdo AZT/3TC
apresenta, em diversos estudos clinicos, boa resposta terapéutica e € bem tolerada

pelos pacientes.

A fim de propor novos sistemas de liberacao, estruturas nanocarreadoras vém
sendo amplamente estudadas. As nanoparticulas podem ser classificadas de acordo
com o material utilizado em seu preparo. Os polimeros naturais, sintéticos e
semissintéticos sao utilizados no preparo de nanoparticulas poliméricas e, por
apresentarem caracteristicas favoraveis, como a facil reprodutibilidade na
fabricacao, boa estabilidade e biocompatibilidade e biodegradabilidade, seu uso tem
se destacado (MALLIPEDDI; ROHAN, 2010).

Outra vantagem do uso das nanoparticulas poliméricas como carreadores &
que uma grande variedade de farmacos hidrofilicos ou lipofilicos podem ser
incorporados e, em razao da possibilidade de utilizar diversos materiais poliméricos
para 0 seu preparo, o desempenho da nanoparticula pode ser adaptado
(MALLIPEDDI; ROHAN, 2010). O poli (n-butil-cianoacrilato) (PBCA) € um mondmero
derivado do Polialquilcianoacrilato (PACA) e € amplamente utilizado no preparo de
nanoparticulas, apresentando grande potencial como sistema de liberacédo de
farmacos (ARIAS et al., 2006; DOUGLAS; ILLUM; DAVIS, 1984; MULLER et al.,
1992 TIAN et al., 2011).

As nanoparticulas surgem como uma alternativa de grande potencial para
melhorar a biodisponibilidade e o transporte de farmacos sobretudo através da BHE.
Muitos estudos mostram que, ao revestir as nanoparticulas de PBCA com
polissorbato 80, é possivel transportar quantidades significativas de farmaco através
da BHE e assim fazer com que concentragdes adequadas cheguem ao cérebro para
o tratamento (KUO; SU, 2007, WILSON et al., 2008, TIAN et al., 2011). Tal fato é
bastante vantajoso se considerado que o HIV habita e se multiplica no SNC (KUO;
SU, 2007; WANG; SUN; GOLDSTEIN, 2008; VIEIRA; SOUZA, 2013)

Sendo assim, o propdsito do presente trabalho foi desenvolver nanoparticulas
de poli (n-butil cianoacrilato) contendo a associagao AZT/3TC, revesti-las com

polissorbato 80 e caracteriza-las quanto aos parametros fisico-quimicos.






2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA ou AIDS)

Em 1981 nos Estados Unidos da América, foi reportado o primeiro caso de AIDS
em um homem homossexual. Nos anos seguintes, outros casos em usuarios de
drogas e em populagbes de minoria racial foram reconhecidos. A partir de entao,
criou-se um esteredtipo das pessoas que poderiam estar com AIDS, sendo que 46%
dos casos reportados eram em homossexuais, 25% em usuarios de drogas
injetaveis e 11% em heterossexuais (CDC, 2001; CAMPBELL, 1990; BECK et al.,
2007).

Em 1985 o virus da imunodeficiéncia humana (HIV) foi reconhecido como
agente etiolégico transmissor da AIDS (CDC, 2000). Nos anos 80 houve um rapido
crescimento do numero de casos e mortes de pessoas infectadas com o HIV. Ao
mesmo tempo, o numero de casos em mulheres e homens heterossexuais também
aumentou. Foi descoberto, também nos anos 80, que recipientes contendo sangue e
objetos que entrassem em contato com o sangue contaminado, poderiam transmitir
a AIDS. Somente no final dos anos 90 o numero de casos de AIDS reportados
comecou a diminuir (CDC, 2001; CAMPBELL, 1990). Apesar dos mais de 30 anos
de pesquisa, a AIDS ainda € um doenga incuravel e vacinas preventivas contra o
HIV ainda nao foram desenvolvidas (SHIBATA et al 2013). Atualmente, o que existe

no mercado sao medicamentos para tratamento da AIDS e redugao dos sintomas.

Pelo fato de a cura da AIDS ainda ndo ter sido descoberta, o virus da
imunodeficiéncia humana é um dos mais estudados nos dias de hoje. O HIV é um
retrovirus do género Lentiviridae e, até entdo, sdo conhecidos dois tipos: o HIV-1
prevalente no Brasil e no mundo e o HIV-2 que tem maior prevaléncia na Africa
(SANTOS; BECK, 2009).



2.1.1 Dados epidemioldgicos

O combate ao virus da imunodeficiéncia humana se tornou um dos mais
sérios desafios de saude do mundo, isso porque a infecgao pelo HIV ndo tem cura e
afeta ndo s6 a saude dos individuos como também familias, comunidades e o

desenvolvimento e crescimento econdmico das nag¢des (WHO, 2015).

De acordo com os dados divulgados pela World Health Organization (2016) e
o U.S. Department of Health & Human Services (2016), no ano de 2014 o numero de
pessoas portadoras do HIV/AIDS no mundo era de aproximadamente 36.9 milhdes,
sendo que 2,6 milhdes dessas pessoas eram criangas abaixo dos 15 anos de idade.
Dados mais antigos mostram que no ano de 2013 o numero mundial de portadores
do HIV/AIDS era de 35 milhdes, ou seja, em apenas um ano mais de um milhdo de
pessoas foram infectadas pelo HIV. Porém, apesar dos desafios, em junho de 2015,
estimava-se que 15,8 milhdes de pessoas portadoras do HIV tinham acesso ao
tratamento antirretroviral. Esse numero pode ser considerado como um sinal
promissor, ja que no mesmo periodo de 2014 somente 13.6 milhdes de pessoas

tiveram acesso ao tratamento (UNAIDS, 2016).

Desde 1981, quando o primeiro caso de AIDS foi reportado, estima-se que 35
milhdes de pessoas morreram devido a infeccao pelo HIV e, apesar dos avangos
cientificos, no ano de 2015 foram registradas 1,1 milhdes de mortes devidas a
causas relacionadas com a AIDS, isso porque o acesso a terapia antirretroviral ainda
¢é insuficiente (WHO, 2016).

Apesar dos numeros ainda serem alarmantes, a preocupagao global com o
HIV gerou um impacto positivo nos ultimos 15 anos. Na Figura 1, €& possivel
observar a redugcdo do numero de pessoas que sao infectadas pelo HIV e morrem
devido a causas relacionadas com o virus. E também o avangco no numero de

portadores que tem acesso ao tratamento antirretroviral.



Figura 1 — Progresso global em resposta ao HIV entre os anos 2000-2015
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(Fonte: WHO, 2015)

Existe uma preocupacido crescente no que diz respeito a prevencdo e ao
tratamento do HIV, o que sugere que no futuro havera um declinio no niumero de
infeccoes e mortes relacionadas ao HIV. No ano de 2015, 17 milhdes de pessoas
tiveram acesso a terapia antirretroviral, dos quais 15,2 milhdes eram de paises de
baixa e média renda (WHO, 2016).

No Brasil, o primeiro caso reportado de AIDS foi em 1982 no estado de Sao
Paulo. Em 1985, por uma iniciativa federal, foi criado, por meio da Portaria 236, de 2
de maio de 1985, o Programa de Controle da SIDA ou AIDS, atualmente
Departamento de DST, AIDS e Hepatites Virais. Desde o primeiro caso registrado
até o ano de 2012, foram relatados 656.701 casos de AIDS no Brasil, sendo que,

somente no ano de 2011, 38.776 novos casos foram notificados (BRASIL, 2015).

Quando observada a incidéncia da epidemia por regidao durante 10 anos,
todas as regides do Brasil, exceto o Sudeste, apresentaram alta no numero de casos
por 100 mil habitantes. Contudo, apesar de o Sudeste ser a unica regido que
demonstrou queda no numero de casos por 100 mil habitantes, o maior numero de
casos acumulados (56%) esta concentrado nesta regiao (BRASIL, 2015). A partir de
1996, o Brasil assegura o acesso aos medicamentos antirretrovirais pelo Sistema
Unico de Saude (SUS) e passou a ser um dos primeiros paises em desenvolvimento
a garantir o tratamento universal e gratuito aos portadores do HIV (DOURADO et al.,
2006).



2.2 O virus da AIDS e o mecanismo de infec¢ao

Conforme representado na Figura 2, o HIV é constituido por uma membrana
lipoproteica que é formada por complexos glicoproteicos integrados a lipideos.
Esses complexos sdo formados por uma glicoproteina externa, a gp120, e por uma
proteina transmembranar, a gp41. A ligagado dessas duas proteinas nao é estavel,
pelo fato de a gp120 mudar sua estrutura de acordo com as mudancgas do ambiente.
E essa proteina que, comumente, € encontrada no soro e no tecido linfatico de
pacientes infectados pelo HIV (DELICATO, 2005 apud BELLINI; FRASSON, 2006;
RUBBERT; BEHRENS; OSTROWSKI, 2011).

Na parte interna, o HIV apresenta outra membrana constituida por uma
proteina denominada p17. Essa membrana delimita o espagco onde ha uma capsula
proteica que contém o antigeno p24. No interior dessa capsula ha duas moléculas
de RNA associadas a nucleoproteina p7 e a enzima transcriptase reversa. A
replicacao do HIV se da pelas enzimas transcriptase reversa, integrase e protease,
presentes no interior da capsula viral (DELICATO, 2005 apud BELLINI; FRASSON,
2006; RUBBERT; BEHRENS; OSTROWSKI, 2011).

Figura 2 — Estrutura de uma particula viral do HIV.
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(Fonte: adaptado de RUBBERT; BEHRENS; OSTROWSKI, 2011)



O HIV ataca e danifica o sistema imunoldgico e, para que isso seja possivel,
precisa ocorrer a ligacdo do virus a receptores especificos (SOUZA; ALMEIDA,
2003). Os linfocitos T sao os principais componentes do sistema imunoldgico e cerca
de 60% deles contém uma glicoproteina chamada CD4 em sua superficie que atua
como molécula receptora. E por intermédio desse receptor e outros co-receptores,
como o CCR5, que o HIV infecta os linfécitos T e também mondcitos e macréfagos,
eosindfilos, células dentriticas, sistema nervoso central, entre outros (RUBBERT;
BEHRENS; OSTROWSKI, 2011; SANTOS; BECK, 2009).

Pode-se dizer entao, que as células T CD4 funcionam como porta de entrada
para que o HIV possa infectar o organismo (SOUZA; ALMEIDA, 2003). Essa
infeccao dos linfocitos auxiliares ocorre devido a ligagcao da glicoproteina gp120 ao
receptor CD4 na superficie da célula hospedeira e aos co-receptores. Entdo as
membranas do virus e da célula se fundem e o nucleo viral é depositado no
citoplasma da célula hospedeira onde se inicia a replicagdo do RNA viral
(KULKOSKY; SKALKA, 1990 EDWARDS et al., 2001).

As células T CD4 que sao infectadas acabam sofrendo apoptose e assim
ocorre uma diminuicdo significativa no numero de linfécitos T CD4, estado
caracteristico de pacientes infectados pelo HIV. O declinio no numero dessas
células gera um comprometimento do sistema imunolégico do paciente (CORBEIL et
al., 2001; SANTOS; BECK, 2009).

Durante o processo de disseminagao sistémica do HIV, os macréfagos e
mondcitos sdo algumas das células infectadas pelo virus e, uma vez presente
nessas células, o HIV consegue atravessar a barreira hematoencefalica (BHE). Sao
relatadas grandes quantidades de DNA viral presentes dos tecidos cerebrais dos
portadores da AIDS, o que comprova o fato de o HIV habitar e se multiplicar no
cérebro do paciente (KUO; SU, 2007; WANG; SUN; GOLDSTEIN, 2008; VIEIRA;
SOUZA, 2013)

Ao atravessar a BHE, o virus € capaz de causar diversos prejuizos cognitivos
ao paciente ao provocar o desenvolvimento de patologias neurodegenerativas
(WANG; SUN; GOLDSTEIN, 2008; VIEIRA; SOUZA, 2013). Quase metade da
populacao infectada pelo HIV desenvolve alguma forma de disfungao neuroldgica,
provavelmente devido a entrada do HIV no sistema nervoso central (NOWACEK;

GENDELMAN, 2009). Devido a esse fato, &€ imprescindivel que os medicamentos
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anti-HIV atravessem a BHE e produzam o efeito terapéutico desejavel, para que os

niveis da infecgao pelo HIV sejam reduzidos (KUO; SU, 2007).

2.2.1 Estagios da infecg¢ao pelo HIV

Nem todos os portadores do virus de imunodeficiéncia humana evoluem para
a AIDS. Segundo a World Health Organization (2015), essa evolugao pode levar de
10 a 15 anos e ainda € possivel retarda-la com a utilizagdo correta da terapia
antirretroviral. Sdo considerados trés estagios da infecgao pelo HIV e o tratamento
pode desacelerar e prevenir essa evolugdo, porém ap0s a exposicado ao virus o

portador pode transmitir o HIV independente da fase em que se encontra.

A primeira fase é chamada de infec¢gdo aguda, ocorre entre 2 a 4 semanas
apods a exposicao ao virus e geralmente o portador apresenta sintomas similares ao
da gripe, fazendo com que a maior parte dos casos passe despercebido. A segunda
fase é o periodo de laténcia, um periodo assintomatico no qual o HIV esta se
reproduzindo se maneira lenta, os pacientes podem passar um longo periodo de
tempo nesta fase, principalmente se estiverem sendo medicados. E durante o
periodo de laténcia que o sistema imune vai ficando cada vez mais deprimido, pela
deplecéo dos linfocitos T CD4 (CDC, 2015).

A terceira e ultima fase é a Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida, o estagio
mais avancado da infecgdao pelo HIV, quando o sistema imune do portador esta
seriamente danificado. E considerado que o paciente progrediu para AIDS quando a
contagem de células CD4 apresenta resultado abaixo de 200 células/mm?, visto que
uma pessoa com condicdes normais de satide apresenta 800 a 1200 células/mm>.
Devido a baixa imunidade, é comum que o paciente desenvolva doengas
oportunistas, nesses casos, independente da contagem de células CD4, pode-se
considerar o diagnostico de AIDS (CASSEB et al., 2007; CDC, 2015).

De acordo com o Centers for Disease Control and Prevention (2015), as
pessoas diagnosticadas com AIDS que néao tiverem acesso a terapia antirretroviral,

sobrevivem normalmente por trés anos apos receberem o diagndstico e, caso haja
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alguma infeccao oportunista, a expectativa de vida do paciente cai para apenas um

ano.

2.3 Medicamentos antirretrovirais

Os farmacos antirretrovirais (ARV) existentes no mercado, bem como suas
combinagdes, sdo bastante eficazes para melhorar a qualidade de vida dos
portadores do HIV e retardar a progressdo da doenga, uma vez que ainda €
incuravel. (TABORIANSKI, 2003, CHEQUER et al., 2013). Diversos farmacos ja
foram identificados por apresentarem atividade antirretroviral e todos possuem
similar mecanismo de acgao: inibir a replicagao viral em diferentes etapas e, entao,
sao classificados de acordo com as enzimas virais que sao capazes de inibir e seu
mecanismo de acao (SOUZA; ALMEIDA, 3003).

As trés classes de farmacos ARV mais conhecidas e utilizadas no tratamento
da AIDS (FLEXNER, 2004; TABORIANSKI, 2003; SOUZA; ALMEIDA, 2003), sao:

* Inibidores da transcriptase reversa analogos de nucleosideos;
* Inibidores da transcriptase reversa nao analogos de nucleosideos;

* Inibidores da protease.

Na Figura 3 é possivel observar a enzima viral e a fase em que cada classe

de farmaco exerce sua acgao.
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Figura 3 — Demonstragcédo da agado dos medicamentos disponiveis no mercado sobre

o ciclo da replicagao viral do HIV.
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(Fonte: SOUZA; ALMEIDA, 2003)

Desde 2003, duas novas classes de farmacos ARV foram aprovadas pelo
FDA para uso em pacientes portadores do HIV (BRITO, 2011). Esses farmacos sao
classificados como inibidores de fusao e inibidores da integrase, tendo como unico
representante de cada classe a enfuvirtida e o raltegravir, respectivamente (BRASIL,
2016; BRITO, 2011). Segundo o Departamento de DST, AIDS e Hepatites virais do
Brasil (2016), atualmente existem 22 medicamentos para tratamento da infec¢ao

pelo HIV divididos nas cinco classes citadas anteriormente.

Os inibidores da transcriptase reversa analogos de nucleosideos foram a
primeira classe a ser utilizada no tratamento da AIDS e apresentam vasta literatura
sobre suas caracteristicas e atuagdo no tratamento (BECK et al., 2007;
TABORIANSKI, 2003). Esses farmacos atuam inibindo a transcriptase reversa e
geralmente sao utilizados na terapéutica em combinacdo para evitar o
desenvolvimento da resisténcia viral (SILVA et al. 2006; DEZANI, 2010).

Independente da classe em que o farmaco se enquadra, todos tém como
finalidade retardar a reproducéo do virus para fazer com que o processo da doenca

seja mais lento. Depois de um determinado tempo, € comum o HIV desenvolver
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resisténcia aos medicamentos quando esses sao utilizados isoladamente, esse
tempo varia de acordo com o farmaco e com o paciente, podendo levar dias ou anos
(MARKOWITZ, 1996 apud TABORIANSKI, 2003).

Em 1996, na 112 Conferéncia Internacional da AIDS realizada em Vancouver,
foram apresentados resultados positivos para o tratamento da doenca com a terapia
triplice, conhecida popularmente como coquetel de drogas, para que falhas na
terapéutica fossem evitadas. Foi relatado que a utilizagado do coquetel de drogas era
capaz de diminuir em 100 vezes o ritmo de replicagdo do HIV em relagcdo a
monoterapia até entdo empregada (SOUZA; ALMEIDA, 2003, SPINK;
CARVALHEIRO, 2002).

A utilizacdo de antirretrovirais combinados vem mostrando resultados
positivos em todos os lugares em que é utilizada. O que se tem de mais recente na
literatura sugere que a primeira escolha para tratamento do HIV se inicie com a
combinacdao de trés farmacos, sendo dois inibidores da transcriptase reversa
analogos de nucleosideos e um inibidor da transcriptase reversa nao analogo de
nucleosideos (TABORIANSKI, 2003; WHO, 2013).

Segundo o Guideline publicado em 2013 pela WHO, sobre o uso dos
antirretrovirais para tratamento e prevengao da infecgao pelo HIV, os farmacos de
primeira escolha para a terapia antirretroviral (ART) sdo o tenofovir (TDF),
lamivudina (3TC) e efavirenz (EFV) combinados. Nos casos em que ha alguma
restricdo e o TDF é contraindicado, a primeira alternativa para substituicdo € a
zidovudina (AZT), principalmente nos casos de nefropatia e gestagcao. Vale ressaltar
que o Protocolo Clinico brasileiro publicado pelo Ministério da Saude (2013), segue
as mesmas orientagcdes do Guideline publicado pela WHO, ou seja, possui 0 mesmo

esquema de terapia inicial.

2.3.1 Zidovudina

Em 1964, HORWITZ e colaboradores sintetizaram a zidovudina e a
caracterizaram como farmaco antineoplasico. Sua atividade antirretroviral sé foi

observada em 1974 por OSTERTAG e colaboradores, porém seu efeito inibitério
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sobre o HIV foi relatado apds a aplicagado clinica do farmaco por MITSUYA e
colaboradores, em 1985, e sua aprovacao pelo FDA (Food and Drug Administration)
aconteceu dois anos depois, em 1987 (MONTEIRO et al., 2006).

A zidovudina (Figura 4) € um analogo sintético da timidina, também conhecida
como 3’azido- 2°,3 -dideoxitimidina; azidotimidina ou AZT e € amplamente utilizada
no tratamento da AIDS. E um dos representantes da classe de inibidores da
transcriptase reversa analogo de nucleosideos e foi o primeiro farmaco relatado por
possuir efeito inibitorio contra o HIV (SOUZA; ALMEIDA, 2003).

Figura 4 — Estrutura quimica da zidovudina.

Ny

(Fonte: adaptado de BECK et al., 2007)

De acordo com a Farmacopeia Brasileira 5% edigdo (BRASIL, 2010), o AZT
possui massa molecular de 267,2 e temperatura de fusdo em torno de 124 °C, é um
po cristalino, acastanhado e apresenta polimorfismo. E levemente soltGvel em agua e
soluvel em etanol e o comprimento de onda de maxima absorgdo no espectro
ultravioleta é de 266,5 nm. E um farmaco hidrofilico, seu valor de pKa é de 9,8
(CHECA et al., 2005) e apresenta logP de 0,05 (SINGH et al., 2010).

A administracdo mais comum do farmaco é através da via oral, na forma de
capsulas, comprimidos e xaropes. Apos administracdo, o farmaco €& absorvido
rapidamente e quase que por completo pelo trato gastrintestinal, contudo, o AZT
sofre extenso metabolismo de primeira passagem e, devido a sua rapida
biotransformacgéo, a biodisponibilidade sistémica do farmaco é em torno de 60%,
podendo variar de acordo com cada individuo (NASCIMENTO et al., 2004; BALINT,
2001; ARAUJO, 2003). O tempo de meia vida relatado também é muito curto:
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MOORE e colaboradores (1999) observaram que, apos a administracao de 300 mg

de AZT via oral, o tempo de meia vida encontrado foi de 1,50 £ 0,24 horas.

O AZT é um pré-farmaco e entra nas células por difusdo passiva, sofre
fosforilagao intracelular pela acdo das proteinas quinases, o que ocasiona um
metabdlito trifosfatado. Esse metabdlito, que ¢€é ativo, é capaz de inibir
competitivamente a transcriptase reversa, enzima que converte o0 RNA viral em DNA
pro-viral e, consequentemente, diminuir a replicacdo do HIV (BALINT, 2001; SOUZA,;
STORPIRTIS, 2004). A biotransformacao da zidovudina ocorre, em maior parte, por
glicuronidagcdo hepatica, quando o AZT é convertido em um metabdlito inativo e
excretado pela urina (ARAUJO, 2003; BALINT, 2001).

Em relacdo a distribuicdo sistémica, o AZT é capaz de atravessar a barreira
hematoencefalica atingindo 50% da concentragdo plasmatica em adultos e 24% em
criangas. Atravessa parcialmente a placenta e também € encontrado no sémen de
pacientes soro positivos (TABORIANSKI, 2003; ARAUJO, 2003).

Além de possuir meia vida muito curta e sofrer extenso metabolismo de
primeira passagem, o0 uso prolongado deste medicamento pode ocasionar o
aparecimento de efeitos toxicos, como leucopenia, neutropenia e anemia, esta torna-
se significativa normalmente apés 4 a 6 semanas, rapida resisténcia viral e
consequente falha na terapéutica. A dose usual da zidovudina é de 300 mg duas
vezes ao dia (NASCIMENTO et al., 2004; TABORIANSKI, 2003; ARAUJO, 2003).

2.3.2 Lamivudina

A lamivudina, 3TC ou 2’,3’-didesoxinucleosideo (Figura 5), € um analogo
sintético da citidina, e pertence a classe dos inibidores da transcriptase reversa
analogo de nucleosideo e foi aprovada pelo FDA (Food and Drug Administration) em
1995 (ERON et al., 1995, MONTEIRO et al., 2006). De acordo com SOUDEYNS et
al. (1991) apud BALINT (2001), o 3TC demonstra menor citotoxicidade e menor
resisténcia viral em relagdo a zidovudina, porém também é menos potente que o
AZT. Os dois farmacos sao normalmente utilizados associados no esquema
terapéutico para tratamento da AIDS (MONTEIRO et al., 2006).
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Figura 5 — Estrutura quimica da lamivudina.

(Fonte: adaptado de BECK et al., 2007)

O 3TC é administrado através da via oral na forma de comprimidos ou
solugcbes, seu mecanismo de acao € similar ao do AZT, sendo absorvido
rapidamente no intestino por difusdo passiva. A lamivudina apresenta
biodisponibilidade sistémica em torno de 80%, podendo variar em cada paciente e
atinge o liquido cefalorraquidiano em pequenas quantidades. A eliminagdao da maior
parte do farmaco ocorre pela urina apés 12 horas da administragcdo da dose
(BALINT, 2003; NASCIMENTO et al., 2004; DEZANI, 2010). A dose usual da
lamivudina é de 150 mg, duas vezes ao dia (TABORIANSKI, 2003).

O 3TC é um po cristalino, branco a branco-amarelado, facilmente soltuvel em
agua, acido cloridrico 0,1 M e hidroxido de sodio 0,1 M, ligeiramente soluvel em
metanol e etanol e insoluvel em acetona. Possui massa molecular igual a 229,26,
ponto de fusdo na faixa de 176 °C a 178 °C e o comprimento de onda maximo € de
270 nm (BRASIL, 2010). A lamivudina apresenta pKa de 4,3 (SOUZA; STORPIRTIS,
2004) e logP de 0,06 (DEZANI, 2010).

2.3.3 Associagao 3TC + AZT

A associacdo entre farmacos antirretrovirais surge como uma estratégia
terapéutica para aumentar a adesao ao tratamento e reduzir o uso de diversos
medicamentos na terapéutica (SOUZA; STORPIRTIS, 2004). De acordo com o
Ministério da Saude (2008), a combinagao AZT/3TC apresenta, em diversos estudos

clinicos, boa resposta terapéutica e € bem tolerada pelos pacientes. Tanto o 3TC
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quanto o AZT fazem parte da lista de medicamentos essenciais da WHO, e estao
presentes tanto no Guideline publicado em 2013 pela WHO quando no Protocolo

Clinico brasileiro publicado pelo Ministério da Saude (2014).

No mercado ja existem medicamentos contendo dois ou mais farmacos
antirretrovirais associados. A Fundacdo Oswaldo Cruz, por exemplo, produz
comprimidos revestidos que contém lamivudina e zidovudina nas concentragdes de
150 mg e 300 mg, respectivamente. Na literatura existem estudos que comprovam
que a associacao dos dois farmacos ndo causa prejuizo no que diz respeito a

absorcao e efeito dos mesmos (MOORE et al., 1999).

A monoterapia com AZT promove diversos efeitos colaterais, bem como
rapida resisténcia viral ao farmaco, o mesmo ocorre com a lamivudina, sendo assim,
a associagao do AZT ao 3TC surgiu com a proposta de aumentar a supressao viral e
diminuir a resisténcia aos farmacos, mostrando-se mais eficiente para o tratamento
da AIDS e melhor tolerada pelos pacientes (MALLIPEDDI; ROHAN, 2010,
MOODLEY et al., 1998, NASCIMENTO et al., 2004).

2.4 A Barreira Hematoencefalica (BHE) e a infecgao pelo HIV

Para manter um bom funcionamento e evitar o desenvolvimento de doencas
neurodegenerativas, o sistema nervoso central (SNC) possui um mecanismo de
barreira para selecionar as substancias que chegam até ele, a barreira
hematoencefalica (BHE), que possui interface entre o encéfalo e os vasos
sanguineos e controla as substancias que passam do sangue para o SNC e vice-
versa, impedindo a passagem de macromoléculas, substancias toxicas,
medicamentos e regulando a homeostase cerebral (ROJAS et al., 2011, VIEIRA;
SOUZA, 2013).

A BHE é organizada de tal forma que a permeabilidade seja muito restrita,
dificultando moléculas de penetrar através da barreira. Ela € composta por células
endoteliais, ocludinas, claudinas, astrocitos, pericitos e matriz extracelular (ROJAS et
al., 2011).
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A permeabilidade seletiva da BHE se da ndo somente ao endotélio que regula
a troca de substancias, mas também a presenca de enzimas degradantes presentes
no interior do endotélio, dessa forma, com excecao de agua, gases como oxigénio e
dioxido de carbono e algumas moléculas lipossoluveis muito pequenas, poucas
substancias passam facilmente pela BHE. Os ions, glicose, aminoacidos e
componentes do acido nucléico, que sao moléculas hidrofilicas, passam pela BHE
por canais especializados. Ja os peptideos e proteinas que ndo tem um sistema
especifico de transporte, demoram mais para atravessar a BHE (ROJAS et al.,
2011).

Alteragdes neuroldgicas, como a deméncia associada ao HIV, esclerose
multipla e doenga de Alzheimer, podem alterar a permeabilidade da BHE,
comprometendo sua integridade. No caso da infeccdo pelo HIV, a glicoproteina
gp120 presente em sua membrana, induz a toxicidade e diminui a resisténcia das
jungdes intimas (JI), que sédo as principais reguladoras da permeabilidade celular,
aumentando a permeabilidade e a migracdo de leucdcitos, consequentemente,
levando ao crescimento da multiplicagdo do virus no SNC (BALLABH; BRAUN;
NEDERGAARD, 2004; ROJAS et al., 2011).

2.5 Nanotecnologia

A nanotecnologia € uma das mais promissoras areas de pesquisa e € definida
como a ciéncia que compreende a manipulagdo de materiais em nanoescala e pode
ser utilizada em diversos segmentos produtivos incluindo farmacos e medicamentos,
alimentos e cosméticos (FDA, 2011; NICOLAS; COUVREUR, 2009). O fisico Richard
Feynman apresentou os conceitos que fundamentam a nanotecnologia em uma
palestra intitulada “Ha muito espacgo la em baixo”, em uma reunido da Sociedade
Americana, no Instituto de Tecnologia da Califérnia em 1959. Feynman relatou um
processo no qual os cientistas seriam capazes de manipular atomos individuais e
moléculas muito antes de se ouvir falar no termo nanotecnologia. A nomenclatura de
nanotecnologia foi utilizada pela primeira vez em 1974 pelo professor Norio
Taniguchi na Universidade de Toéquio, Japao (FDA, 2012; NATIONAL
NANOTECHNOLOGY INITIATIVE, 2015; HUNT JR., 2004).
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A Food and Drug Administration (FDA) publicou em 2011 o primeiro projeto de
orientagao sobre o uso de nanoparticulas, chamado de “Draft Guidance for Industry,
Considering Whether na FDA-Regulated Product Involves the Application of
Nanotechnology”, o qual foi atualizado no ano de 2014. No Guideline,
nanotecnologia é definida como a compreensao e controle da matéria em dimensodes
entre cerca de 1 a 100 nanbmetros, que apresentem propriedades fisicas, quimicas
ou biolégicas que permitam aplicagdes inovadoras para este material (FAROKHZAD;
LANGER, 2009). Além disso, os materiais que apresentarem tamanho de superficie
fora da faixa de nanoescala definida pela FDA podem também ser considerados
nanotecnologia, ou seja, quando os mesmos forem maiores que 100 nm e menores
que 1000 nm, mas apresentarem propriedades fisicas ou quimicas ou efeitos
biolégicos que demonstrem caracteristica inovadora relacionada a sua dimenséao
(ZHANG et al., 2007).

O uso da nanotecnologia a fim de otimizar farmacos ja existentes tem atraido
grande atengao e ja existem diversos estudos que comprovam seus beneficios. Os
nanosistemas sao capazes de proporcionar a melhora da solubilidade de farmacos
pouco soluveis, aumento da biodisponibilidade, direcionamento dos farmacos ao
local alvo, liberagdo modificada, terapia combinada utilizando dois ou mais
medicamentos, facilitar a circulagdo de substancias através de barreiras fisiolégicas,
protecdo dos medicamentos contra degradagdo e consequente aumento da
estabilidade, significativa melhora da terapéutica, entre outros (ALAM, et al., 2010;
ZHANG et al., 2007; FAROKHZAD; LANGER, 2009; ROGER et al., 2010)

2.6 Nanoparticulas poliméricas

As nanoparticulas podem ser classificadas de acordo com o material utilizado
em seu preparo, como os lipossomos, dendrimeros, nanoemulsdes, nanoparticulas
lipidicas, nanoparticulas poliméricas, entre outros (MALLIPEDDI; ROHAN, 2010).

Polimeros naturais, sintéticos e semi-sintéticos sao utilizados no preparo de
nanoparticulas poliméricas e, por apresentarem caracteristicas favoraveis, como a
facil reprodutibilidade na fabricacdo, boa estabilidade e biocompatibilidade e

biodegradabilidade, seu uso tem se destacado. Os polimeros que sdo comumente



20

empregados no preparo das nanoparticulas sao: quitosana, gelatina, poli (acido
lactico) (PLA), poli (acido lactico-co-glicdlico) (PLGA), acido poliglicélico (PGA), poli
alquil cianoacrilato (PACA), entre outros (MALLIPEDDI; ROHAN, 2010). Pode-se
também utilizar para

polimeros como revestimento, como polietileno glicol,

modificagao da superficie das nanoparticulas (HAAS, 2007).

A definicao de nanoparticula inclui duas diferentes estruturas chamadas de
nanocapsulas e nanoesferas, que apresentam diferenga entre si quando se refere a
composicao e organizagao estrutural (Figura 6). As nanocapsulas sao constituidas
por um nucleo aquoso ou oleoso envolvido por um invélucro polimérico e, o farmaco
pode estar dissolvido nesse nucleo ou adsorvido a parede polimérica. No caso das
nanoesferas, é formada uma matriz polimérica, onde o farmaco pode ficar retido ou
(SCHAFFAZICK et al, 2003; HILLAIREAU; COUVREUR, 2009;
TAVARES, 2013). A composicdo da nanoparticula e o método de preparo séo os

adsorvido

fatores que determinam a formacdo de um tipo ou de outro e a disposicdo do
farmaco (MONTEIRO, 2013).

Figura 6 - Representacdo esquematica da estrutura de nanocapsulas e nanoesferas

poliméricas.
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(Fonte: Adaptado de SCHAFFAZIK et al., 2003).

Uma grande variedade de farmacos hidrofilicos ou lipofilicos pode ser
incorporada as nanoparticulas poliméricas e em razdo da possibilidade de utilizar
diversos materiais poliméricos, o desempenho da nanoparticula pode ser adaptado
de acordo com o ativo biolégico a ser incorporado e o resultado final desejado
(MALLIPEDDI; ROHAN, 2010).
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2.7 Nanoparticulas de poli (alquil-cianoacrilato) (PACA)

A sintese dos mondmeros inicialmente chamados de alquil cianoacrilato
(ACA) foi relatada pela primeira vez por Alan Ardis, em 1949, e ficaram disponiveis
comercialmente em 1958; estes monbémeros chamam a atengcdo devido a sua
excelente propriedade adesiva (PARK et al., 2002; NICOLAS; COUVREUR, 2009).
Podem ser utilizados como suturas cirurgicas, principalmente os ACA de cadeia
longa, como o n-butil cianoacrilato e, no mercado, sao encontrados alguns produtos
disponiveis como o Indermil®, Liquiband® e Histoacryl®. O uso dos PACA como
carreadores nanoestruturados se iniciou nos anos 80 e desde entdo vem ganhando
espaco por demonstrar resultados significativos no tratamento de diversas
patologias (NICOLAS; COUVREUR, 2009; VAUTHIER et al., 2003).

Quando comparados com outros sistemas nanoestruturados, esses sistemas
de liberacdo de farmacos apresentam algumas vantagens: sao mondmeros
biocompativeis e biodegradaveis, de preparo simples e com a facilidade de
transposicao de escala laboratorial para escala industrial (scale-up) (SOPPIMATH, et
al., 2001; TAVARES, 2013; VAUTHIER et al., 2003).

2.7.1 Mecanismos de polimerizagao

O método de preparo influencia no tipo de nanoparticula obtida. O método
mais simples e mais comumente empregado € a polimerizagdo do mondmero
correspondente e pode ser utilizado no preparo de nanocapsulas, pelo método de
polimerizagcdo interfacial ou no preparo de nanoesferas, pelo método de
polimerizagao em emulsao (VAUTHIER et al., 2003; TAVARES, 2013).

O método de polimerizacdo em emulsdo é simples, ndo utiliza solvente
organico, apresenta um numero pequeno de etapas e, em geral, produz
nanoparticulas estaveis e com bom rendimento (ALYAUTDIN et al., 1997; XI-XIAO et
al., 2006). Os monémeros de PACA podem ser sintetizados por trés diferentes
mecanismos de polimerizacdo conforme demonstrado na Figura 7: (a) aniénico, (b)

zwitteribnico e (c) radicalar.
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Figura 7 — Etapas de iniciagao e propagacao envolvidas durante o processo de

polimerizagao do alquil cianoacrilato: (a) anidnico, (b) zwitteribnico e (c) radicalar.
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(Fonte: NICOLAS; COUVREUR, 2009)

A polimerizagao ocorre, geralmente, em meio reacional aquoso, com solucao
diluida de HCI e pH ajustado para 2,5, ¢ iniciada pelos ions hidroxila presentes na
agua ou pelos grupos nucleofilicos presentes nas cadeias dos tensoativos ou
estabilizantes. O tamanho das nanoesferas produzidas pode variar de 50 a 300 nm.
A polimerizagcdo dura em torno de 3 a 4 horas sob agitagdo vigorosa, variando de

acordo com a natureza do polimero (VAUTHIER et al., 2003).

O Pluronic® e o Dextran® s3o os tensoativos ou estabilizantes que s&o
comumente empregados na polimerizacdo dos monémeros de PACA, sendo que o
uso de diferentes estabilizantes pode influenciar no diametro e também no potencial
zeta das nanoparticulas. Quando o Dextran® é empregado, o0 mesmo é capaz de
recobrir as particulas formadas e estabiliza-las pelo mecanismo de repulsao estérica
(NICOLAS; COUVREUR, 2009; LIMOUZIN et al., 2003; VAUTHIER et al., 2003;
TAVARES, 2013).

Para que sejam obtidas as caracteristicas fisico-quimicas desejadas, as
condigdes de preparo das nanoparticulas de PACA devem ser controladas.
Conforme demonstrado na literatura, o pH do meio reacional pode interferir

significativamente no didmetro e no potencial zeta das nanoparticulas, bem como na
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porcentagem de farmaco associado. O uso da quantidade adequada de tensoativos
interfere nao somente na estabilidade das nanoestruturas, mas também na eficiéncia
de encapsulagao do farmaco, podendo aumentar a porcentagem de encapsulagao
ou, quando em excesso, diminuir (COUVREUR; VAUTHIER, 1991; MCCARRON et
al., 1999; REDDY; MURTHY, 2004b; NICOLAS; COUVREUR, 2009).

2.8 Nanoparticulas de poli (n-butil cianoacrilato) (PBCA)

O poli (n-butil-cianoacrilato) € um monémero derivado do PACA e é
amplamente utilizado no preparo de nanoparticulas, apresentando grande potencial
como sistema de liberacao de farmacos. Possui propriedades favoraveis ao seu uso,
como a biocompatibilidade e biodegradabilidade, o aumento da biodisponibilidade
sistémica, baixa toxicidade, possibilidade de veiculacdo de diversos farmacos e
possibilidade de modificacdo da superficie com diferentes revestimentos (ARIAS et
al., 2006; DOUGLAS; ILLUM; DAVIS, 1984; MULLER et al., 1992 TIAN et al., 2011).

A degradacao dos polimeros sintéticos pelos sistemas biolégicos € uma das
questdbes que determinam a aceitabilidade dos mesmos, uma vez que a
biodegradagao € necessaria para assegurar a liberagdo do farmaco e para evitar a
acumulagao do material polimérico no organismo, o que pode desencadear efeitos
téxicos. O PBCA sofre degradagao intracelular, os grupos alquil sao hidrolisados por
esterases, aumentando a hidrofilicidade do polimero até que ele se torne totalmente
soluvel em agua (HILLAIREAU; COUVREUR, 2009).

HILLAIREAU e colaboradores (2006) realizaram um estudo com a zidovudina
trifosfatada combinada a um polimero catiénico, e esse complexo foi encapsulado
em nanoparticulas de PBCA. Foi comparada a absorgao celular do AZT trifosfatado
livre com o AZT trifosfatado encapsulado e os testes in vitro demonstraram que ao
veicular o farmaco as nanoparticulas de PBCA a absorcao pelos macrofagos foi

aumentada em 30 vezes quando comparada ao farmaco livre.

A polimerizagao ocorre conforme descrito no item anterior (2.8.1) e, de acordo
com as variagdes do método, o tamanho de particula encontrado para o PBCA varia
entre 100 a 200 nm (DOUGLAS; ILLUM; DAVIS, 1984). MULLER e colaboradores
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(1992) demonstraram resultados de tamanho de particula variados para
nanoparticulas de PBCA produzidas pelo mesmo método, porém com diferentes
estabilizantes. No mesmo estudo, foram apresentados diferentes resultados de
potencial zeta para as mesmas nanoparticulas. A Unica variagado foi o tipo de

diluente que em que foi realizada a diluigao para a medicao.

ALONSO e colaboradores (1991) avaliaram as caracteristicas fisico-quimicas
de nanoparticulas de PBCA contendo sulfato de amicacina. Para a realizagdo das
analises foram preparadas amostras com diferentes concentragcbes do farmaco que,
em algumas amostras, foi adicionado durante a polimerizagdo e em outras foi
incubado junto as nanoparticulas ja formadas. Pode-se notar que a diferenca na
concentracdo do farmaco, bem como o momento de sua adicado, interferiu no

tamanho e no potencial zeta das nanoparticulas.

2.8.1 Nanoparticulas poliméricas revestidas com polissorbato 80

Para que seja atingido o sucesso terapéutico de inumeras doencgas, é de
extrema importadncia que o farmaco consiga chegar ao SNC e, para que isso
aconteca, ele deve primeiro atravessar a BHE. As nanoparticulas podem melhorar
ainda mais a eficiéncia e a especificidade do transporte de farmacos para o cérebro.
No geral, para que isso aconteca duas estratégias podem ser utilizadas, alvo indireto
ou agao direta no receptor. No primeiro caso, as nanoestruturas sao constituidas de
materiais que se ligam a moléculas especificas do corpo humano que tem alta

afinidade com os receptores localizados na BHE (WONG et al., 2010).

Os polissorbatos, em especial o polissorbato 80, sdo tensoativos n&o ibnicos
e sdo comumente utilizados por apresentarem baixa toxicidade e ndo apresentarem
riscos para a administracdo intravenosa (WONG et al, 2010). Muitos estudos
mostram que ao revestir as nanoparticulas de PBCA com polissorbato 80 é possivel
aumentar significativamente o transporte de farmacos pela BHE, fator essencial para
promover o resultado adequado no tratamento de diversas doengas, como o cancer,
Alzheimer, doencas neuroldgicas, AIDS entre outros (PETRI et al., 2007; KUO; SU,
2007, WILSON et al., 2008, TIAN et al., 2011).
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Se utilizado sozinho, o polissorbato pode atuar como micela nanocarreadora,
mas ele € comumente utilizado como revestimento para outras nanoestruturas
conferindo a esses sistemas as propriedades necessarias para atravessar a BHE
(WONG et al., 2010). O mecanismo preciso de transporte de farmacos encapsulados
em nanoparticulas de PBCA revestidas por polissorbato 80 (Ps80) ainda nao é
totalmente conhecido. Supde-se que acontece por meio de ligagbes covalentes com
a apolipoproteina E, A-l ou B-100, seguido por endocitose das nanoparticulas,
mediada por receptores localizados nas células endoteliais do cérebro (TIAN et al,
2011; REMPE et al,, 2011). PETRI et al (2007) desenvolveram um estudo que
demonstra, através de eletroforese bidimensional, a hipétese de que o transporte

através da BHE se da pela interagdo das nanoparticulas com a apolipoproteina A-l.

GULYAEV et al. (1999) avaliaram o transporte da doxorrubicina através da
BHE. Foram realizados testes em ratos, nos quais o grupo controle recebeu
doxorrubicina, disponivel comercialmente, diluida em solugdo salina e o grupo teste
recebeu a formulacdo de nanoparticulas ressuspensa em solugéo salina contendo
1% de polissorbato 80. O teste in vivo demonstrou altas concentragbes de
doxorrubicina (> 6 ug/g) no cérebro apos 2 a 4 horas da administracdo da suspenséao
de nanoparticulas revestidas e, quando administrado s6 o farmaco livre, as

concentragdes ficaram abaixo do limite de detecgao (< 0,1 pg/g).

Demais estudos demonstram resultados semelhantes, ALYAUTDIN e
colaboradores (1997) sintetizaram nanoparticulas de PBCA revestidas com Ps80 e
incorporaram loperamida, que € um agonista opidide e exerce seu efeito através do
SNC. Os pesquisadores testaram a analgesia provocada em ratos pelo teste de tail-
flick e concluiram que as nanoparticulas sem o revestimento nao foram capazes de
gerar efeito analgésico, por outro lado, as revestidas provocaram um efeito maior e

mais duradouro.

REMPE et al. (2011) realizaram um estudo in vitro utilizando células
endoteliais do cérebro de um suino para demonstrar o transporte de nanoparticulas
de PCBA revestidas com polissorbato 80 através da BHE e a influéncia desses
nanocarreadores na integridade da barreira. Os resultados foram obtidos com a
avaliacao da resisténcia elétrica transendotelial e foi possivel observar que as
nanoparticulas promovem uma desestruturacido reversivel na BHE ap6s 4 h,

coincidindo com o tempo em que foi relatada a maior taxa de permeacgao. Esse
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relato indica que pode existir alguma ligagao entre a perda de integridade da barreira
e a difusdo de particulas. Contudo, durante todo o periodo de tempo observado no
experimento houve permeacdo das substancias de referéncia, apontando que

existem outros mecanismos envolvidos, como a transcitose e a endocitose.

A representacdo da disposi¢cao e estrutura das nanoparticulas de PBCA
contendo farmaco e revestidas com Ps80 foi proposta por SUN e colaboradores
(2010), conforme Figura 8. No entanto, ndo foram encontrados testes que

comprovem este arranjo.

Figura 8 — Representagcado do esquema da sintese de nanoparticulas de PBCA

carregadas com farmaco e revestidas com Ps80.

Ps80
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(Fonte: Adaptado de SUN et al., 2010)

2.9 Metodologia para caracterizagao de nanoparticulas

Por dispor de diversas vantagens para a terapéutica, a nanotecnologia
desperta grande interesse por parte de muitos pesquisadores e a grande quantidade
de publicacbes nesta area torna este fato evidente. Em consequéncia, conhecer as
propriedades fisico-quimicas da particula, € essencial para o desenvolvimento de
um sistema de liberagao seguro e eficaz (MCNEIL, 2011; CHO et al., 2013).

Diversas técnicas podem ser empregadas para caracterizar e compreender
tais nanoestruturas. Nesse quesito, pode-se citar como exemplo o espalhamento de
luz dindmico (DLS); mobilidade eletroforética (potencial zeta); microscopia eletrénica

de varredura (MEV) e de transmissao (MET); microscopia de for¢ca atdmica (AFM);
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analise térmica (DSC e TG); difragao de raios laser (LD) e espalhamento de raio-x a
baixo angulo (SAXS).

A andlise de tamanho médio é a informacgdo mais basica na caracterizacao
das nanoparticulas, porém é um dos fatores determinantes para biodistribuicdo da
mesma (CHO et al., 2013). A técnica de DLS é comumente utilizada para este fim,
pois além de produzir resultados precisos rapidamente, € um método de facil
aplicacao (KECK, 2010). O resultado é expresso em diametro médio de particula e a
homogeneidade do sistema como indice de polidispersividade (Pl), sendo que um
valor de Pl entre 0,1 a 0,25 indica uma estreita faixa de distribuicdo de tamanho;

valores superiores a 0,5 indicam uma ampla distribuicdo (CHO et al., 2013).

A técnica que emprega difracao de raios laser (LD), apresenta como principal
vantagem uma extensa faixa de medicao e, é utilizada para investigar se o sistema é
monodisperso, pois pode ser aplicada para verificar o tamanho de microparticulas,

nanoparticulas bem como mistura das mesmas (KECK; MULLER, 2008).

Técnicas de microscopia avangada como MEV; MET e AFM, fornecem
resultados no que diz respeito a distribuicdo de tamanho, morfologia e topografia
superficial das nanoparticulas. O MEV gera uma informagao tridimensional da
morfologia e superficie da amostra e no MET, apesar de resultar em uma imagem
bidimensional, a resolugéo é superior ao obtido pelo MEV. A microscopia de forga
atbmica gera um perfil tridimensional da superficie da amostra e é a unica entre as
trés técnicas que € compativel com diversos tipos de amostra e condicdes
atmosféricas (DOMINGO; SAURINA, 2012).

Monitorar eventos termoquimicos por meio de ensaios como DSC e TG pode
fornecer informagdes importantes sobre a estabilidade da amostra, degradacéao
quimica dos compostos, encapsulagao de farmacos nas nanoparticulas, bem como
sobre o revestimento das mesmas e também pode indicar uma possivel interagao
entre os componentes da formulagao (DOMINGO; SAURINA, 2012).

O potencial Zeta é a carga de superficie da particula e geralmente é
mensurado pela mobilidade eletroforética. O valor da carga superficial influencia
criticamente a interagdo que a nanoparticula tera com o meio em que for exposta
(CHO et al., 2013).
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Ao desenvolver uma nanoestrutura, conhecer sua estrutura é de extrema
importancia, o espalhamento de raios-X a baixo angulo (SAXS) € uma técnica que
envolve raios de alta energia e produz resultados interessantes em relagdo as
nanoparticulas. Essa radiagcido interage diretamente com os elétrons presentes na
amostra e fornece informagdes sobre a organizacdo da densidade eletrénica da
estrutura que esta em estudo (PEREIRA, 2004). O SAXS é capaz de fornecer dados
em relagdo ao tamanho, forma, agregagcao de micelas, interagao e organizagao dos
componentes do sistema, auxiliando na hipétese da representacdo de um modelo
estrutural para as nanoparticulas que estdo sendo avaliadas (DOMINGO; SAURINA,
2012; MEZZALIRA, 2005).
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3 OBJETIVO

3.1 Objetivo geral

O presente trabalho tem como objetivo o desenvolvimento e a caracterizagao
de nanoparticulas poliméricas de poli (butil cianoacrilato) e revestidas com

polissorbato 80 contendo os farmacos lamivudina e zidovudina.

3.2 Objetivos especificos

* Preparo das nanoparticulas poliméricas contendo associagédo de
antirretrovirais e revestidas com polissorbato 80;

* Caracterizacao fisico-quimica das nanoparticulas isentas de farmaco e
revestimento, bem como das nanoparticulas completas;

* Avaliagao da citotoxicidade das nanoparticulas de PBCA e PBCA-Ps80 para
comprovar a viabilidade da administragcao oral os farmacos;

* Desenvolvimento e validagcdo de método cromatografico para quantificacao
simultdnea dos farmacos (3TC e AZT) encapsulados nas nanoparticulas
revestidas ou nao, utilizando a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE/HPLC).



Material e Metoaos
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material

4.1.1 Matérias primas, solventes e reagentes

Acetonitrila grau cromatografico - Merck®

Acido cloridrico, p.a. - Synth®;

Agua ultrapurificada MilliQ; ®

Bicarbonato de sddio, p.a. - Ecibra®;

Cloreto de potassio (KCI) p.a. - Synth®;

Cloreto de sédio (NaCl) p.a. - Synth®;

Dextran from Leuconostoc ssp. 70.000 p.a. - Sigma-Aldrich®;
Dimetilsulfoxido p.a. — ASC Carlo Erba®;

Fosfato de potassio monobasico anido (KH,POy,) p.a. - Synth®;
Fosfato de sédio monobasico anidro p.a. - Synth®;

Fosfato dissodico p.a. ( Na;HPO,4) — Merck®

Glicose p.a. - Sigma-Aldrich®;

Hidréxido de sédio p.a. - Synth®;

Histoacryl® - B. Braun;

Kit MTT para citotoxicidade (MTT em pdé 15 mg/frasco, solucdo de

solubilizagdo de MTT — 10% de Triton X-100 plus e 0,1 N HCI em isopropanol

anidro) - Sigma-Aldrich®;

Lamivudina matéria prima de grau farmacéutico de pureza (gentiimente

cedida pela FURP, Sao Paulo - SP);

Lamivudina, substancia quimica de referéncia, grau de pureza > 99%

(gentilmente cedida pela FURP, Sao Paulo - SP)

Manitol grau farmacéutico;

Meio DMEM sem fenol - Cultilab®;
Metanol grau cromatografico - Merck®
Polissorbato 80 (Tween® 80) p.a. - Mapric

Solucéo de antibiéticos penicilina e estreptomicina - Cultilab®;
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. Solugéo de tripsina 0,25% e EDTA 1mM - Cultilab®;

. Solugéo salina tampéao fosfato (PBS)

. Zidovudina matéria prima de grau farmacéutico de pureza (gentiimente cedida
pela FURP, Sao Paulo - SP);

. Zidovudina, substéncia quimica de referéncia, grau de pureza > 99%

(gentilmente cedida pela FURP, Sao Paulo - SP).

4.1.2 Equipamentos e dispositivos diversos

Agitador magnético - Radleys®;

. Balanga analitica - Shimadzu® modelo AX200;
. Banho de ultrassom — Unique® modelo UltraSonic Cleaner;
. Barra magnética recoberta com vidro - Fisatom®;

. Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) DSC 7020 - Exstar, Sll Nano
Technology Inc., Japéo;

. Centrifuga - Hitachi® RX2;

. Coluna de fase reversa C-18, CLC-C8(M), com 4,6 mm x 25,0 cm e didmetro
de particula de 5 pm - Shimadzu®;

. Cromatografo liquido de alta eficiéncia, detector espectrofotométrico de
arranjo de diodos, modelo SPD-M20A, equipado com programa LC solution -
Shimadzu®;

. Tubo de Eppendorf - Eppendorf®

. Fluxo laminar LFS 12 — Veco Instruments®;

. Garrafas de cultivo celular 25 e 75 cm? — TPP;

. Leitora de placas — Espectrofotobmetro Nano Drop — NanoDrop Technology;
. Liofilizador - ThermoElectron® modelo Supermodulyo;

. Membrana filtrante com abertura 0,45 ym - Milipore®;

. Micropipetas de 1 — 10 pL, 10 — 100 pL e 100 — 1000 pL - Thermo Scientific®;
. NANOSTAR - Bruker®;

. Papel de filtro quantitativo

. Placa de 96 pogos com fundo chato — TPP;

. Potenciémetro - Hanna® Instruments;
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. Termobalancga (TG) TG/DTA7020 -Exstar, Sl Nano Technology Inc., Japao;
. Ultrafiltro do tipo Microcon Ultracel YM-10 (Regenerated cellulose 10.000
MWCO) - Millipore®

. Zetasizer® Nano ZS90 - Malvern Instruments;

4.2 Métodos

4.2.1 Preparo das nanoparticulas de poli (n-butil cianoacrilato) isentas de farmaco
(PBCA)

Para o preparo das nanoparticulas foi empregado o método de polimerizagao
em emulsdo, amplamente descrito na literatura (CHAUVIERRE et al., 2003;
COUVREUR; VAUTHIER, 1991). Conforme ilustrado na Figura 9 foram adicionados
100 mg de Dextran® 70.000 a uma solucdo aquosa de HCI 0,1 N (pH 2,5). Foram
adicionados 100 yL do monémero n-butil-2-cianoacrilato lentamente a solugao e,
entdo, a agitacao foi ajustada para 800 rpm. Apds 4 h de agitacdo, a polimerizacao
foi finalizada por meio da adigao de NaOH 0,1 N até pH 7,0 - 7,5. As nanoparticulas

obtidas foram filtradas em papel de filtro quantitativo.

Figura 9 — Esquema de preparo para obtenc¢ao das nanoparticulas de PBCA

isentas de farmaco

Meio Aquoso
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4.2.2 Preparo das nanoparticulas de poli (n-butil cianoacrilato) contendo farmaco
(PBCA-3TC/AZT)

As nanoparticulas contendo farmaco foram preparadas conforme o método
descrito anteriormente no item 4.2.1. Foram adicionados 100 mg de Dextran 70.000
e 100 pL do mondmero n-butil-2-cianoacrilato a uma solugdo aquosa de 10 mL de
HCI 0,1 N (pH 2,5). Apds 2 h de agitacao a 800 rpm, 50 mg de AZT e 25 mg de 3TC
foram adicionadas ao meio reacional, obtendo-se uma concentragao final de 5
mg/mL e 2,5 mg/mL, respectivamente. Ao completar 4 horas de agitacédo, a
polimerizagao foi finalizada por meio da adicdo de NaOH 0,1 N até pH 7,0 - 7,5. As

nanoparticulas obtidas foram filtradas em papel de filtro quantitativo.

4.2.3 Avaliagdo do processo de liofilizagdo das nanoparticulas de poli (n-butil

cianoacrilato)

As nanoparticulas obtidas no item 4.2.1 foram divididas em duas aliquotas,
sendo que em uma delas foram adicionados 3% de manitol (PBCA-M) como agente
crioprotetor (TIAN et al., 2011; ALYAUTDIN et al., 1997). Ambas aliquotas (PBCA e
PBCA-M) foram congeladas em freezer, por 24 h, e liofilizadas. O pd obtido foi
ressuspenso em PBS na concentracdo de 20 mg/mL, sob constante agitagao,
gerando quatro amostras, Am1 e Am2 — PBCA ressuspenso (PBCA*) e Am3 e Am4
— PBCA com 3% de manitol ressuspenso (PBCA*-M). As amostras foram avaliadas
em relagdo ao diametro médio e potencial zeta, no equipamento Zetasizer® Nano
ZS90 (Malvern Instruments, Malvern, UK).

4.2.4 Revestimento das nanoparticulas de poli (n-butil cianoacrilato) com

polissorbato 80

As nanoparticulas liofilizadas, obtidas no item 4.2.3, foram ressuspensas em

PBS na concentragdo de 20 mg/mL e, entdo, foi adicionado 1% de polissorbato 80
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em relagdo ao volume total da suspensdo. A amostra foi submetida a agitacéao
constante de 400 rpm por 30 min. (KREUTER et al., 2003). O mesmo foi feito para
as nanoparticulas de PBCA-3TC/AZT obtidas no item 4.2.2. Dessa forma foram
obtidas as nanoparticulas de PBCA revestidas (PBCA-Ps80) e as nanoparticulas de
PBCA-3TC/AZT revestidas (PBCA-3TC/AZT-Ps80)

4.2.5 Distribuigdo do diametro meédio e indice de polidispersividade

O didmetro médio das nanoparticulas e o seu indice de polidispersividade,
foram determinados por espalhamento dindmico de luz (DLS). Para analise, a
suspensao de nanoparticulas, isentas ou nao de farmaco, foi diluida em agua
ultrapura MilliQ na proporgéao de 1:50. Para cada amostra foram realizadas medidas
em triplicata, a temperatura de 25 °C e um angulo de 90°, no equipamento

Zetasizer® Nano ZS90 (Malvern Instruments, Malvern, UK).

4.2.6 Determinagao do potencial zeta das nanoparticulas

O potencial zeta foi avaliado pela medida da mobilidade eletroforética, por
meio da equacdo de Helmholtz-Smoluchowski que utiliza a relacdo entre a
velocidade da particula e o campo elétrico aplicado para gerar o valor de potencial
zeta (EGOROVA, 1994). A suspensao de nanoparticulas foi diluida em agua
ultrapura MilliQ na proporgéao de 1:50. Para cada amostra foram realizadas medidas
em triplicata, a temperatura de 25 °C, no equipamento Zetasizer Nano ZS (Malvern

Instruments, Malvern, UK).

4.2.7 Planejamento estatistico

O planejamento estatistico para avaliagcdo da interferéncia do processo de
liofilizacdo no didmetro médio e potencial Zeta das nanoparticulas, bem como da

eficiéncia do revestimento, foi realizado no programa Minitab® 17 utilizando a analise
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de variancia (ANOVA) seguida de testes de Tukey ou Fisher, quando necessario. As

diferengas foram consideradas estatisticamente significativas ao nivel de p < 0,05.

4.2.8 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

Cerca de 2,0 mg de amostra das nanoparticulas obtidas nos itens anteriores,
bem como das matérias-primas e suas misturas fisicas, foram dispostas em capsula
de aluminio hermeticamente fechadas e submetidas a analise no Calorimetro de
Varredura DSC 7020 (Exstar, SIl Nano Technology Inc., Japao), sob atmosfera de
nitrogénio de 50mL/min, na razdo de aquecimento de 10 °C/min, na faixa de
temperatura de 25 a 300 °C. Previamente, foi utilizado o padréo indio metalico para
calibrar a escala de temperatura e a resposta de entalpia. As curvas foram obtidas

no programa Origin® 8.0.

4.2.9 Termogravimetria (TG) / Termogravimetria Derivada (DTG)

Para o ensaio de termogravimetria dindmica foram empregados cerca de 2
mg de amostra, acondicionadas em cadinho aberto de platina e submetidas a
analise no equipamento Termobalangca TG/DTA 7220 (Exstar, Sll Nano Technology
Inc, Japao), sob atmosfera de nitrogénio de 100 mL/min, na razdo de aquecimento
de 10 °C/min, na faixa de temperatura de 25 a 600 °C. A calibracdo do equipamento
foi feita com padrdao de oxalato de calcio. As curvas foram obtidas no programa
Origin® 8.0.

4.2.10 Espalhamento de raios-X a baixo angulo (SAXS)

As medidas de SAXS foram realizadas no Instituto de Fisica da USP. As
amostras foram avaliadas sem diluicdo prévia e injetadas em um capilar de vidro

introduzido em um porta-amostra. As medidas foram feitas a temperatura ambiente e
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em alta resolugédo com uma distancia de 106,4 cm amostra — detector, atingindo-se
valores de g préximos a 0.005A™". Os dados foram apresentados em termos da
intensidade versus o vetor transferéncia de momento do espacgo reciproco, q,
g=4nsen(B)/\, onde 20 é o angulo de espalhamento e A 0 comprimento de onda da

radiacao incidente.

4.2.11 Avaliacao da citotoxicidade das nanoparticulas de PBCA e PBCA-Ps80

4.2.11.1 Cultivo das células de Caco-2

As células Caco-2 foram obtidas da American Type Culture Collection (ATCC;
Rockville, MD, EUA) e cultivadas em meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium) com alta concentracdo de D-glicose (4,5 g/L), bicarbonato de sédio (2,2
g/L) e suplementado com 10% de soro fetal bovino, 1% de solu¢do de aminoacidos
ndo essenciais, 1% de solugao de glutamina 200 mM, 100 Ul/mL de penicilina e 100
Mg/mL de estreptomicina. O banco celular foi mantido em incubadora sob
temperatura de 37 °C, atmosfera constituida de 5% de CO; e 90% de umidade
relativa, cultivado em garrafas de 75 mm2, sendo que o0 meio era substituido a cada
dois dias. O subcultivo foi realizado quando a cultura atingia, no minimo, 80% de
cobertura da garrafa (cerca de 3 a 4 dias). O meio de cultivo foi aspirado e
descartado e as células aderidas a parede da garrafa foram isoladas com 2 mL de
solugao de tripsina (0,25%) e EDTA (1 mM) e incubadas a 37 °C por 5 min. As
células foram ressuspendidas em meio DMEM e divididas na proporgcéo de 1:4 em

novas garrafas contando 15 mL deste meio.

4.2.11.2 Ensaio de citotoxicidade in vitro para determinagdo da viabilidade celular

das células Caco-2 em presenca das nanoparticulas de PBCA e PBCA Ps80

Os ensaios de citotoxicidade foram realizados conforme o protocolo descrito
no guia ISO 10993-5 (ISO, 2009), que dispde sobre as técnicas para avaliagao in

vitro da citotoxicidade.
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As células Caco-2 foram semeadas em meio DMEM em microplacas de 96
pocos, na densidade de 2 x 10* células/poco, incubadas por 24h a 37 °C com 5% de
COz e 90% de umidade. Apds esse periodo, o meio de cultura foi retirado e foram
adicionados 100 pL das solugdes de nanoparticulas PBCA e PBCA-Ps80, diluidas
em meio DMEM sem fenol, nas concentragées de 1,0; 5,0; 20,0; 50,0; 75,0 e 100,0
Mg/mL (em quadruplicata). Foram adicionados também meio DMEM sem fenol
contendo dimetilsulféxido (DMSO) a 50% como controle positivo e meio contendo
apenas meio DMEM sem fenol como controle negativo. As placas foram incubadas a
37 °C por 4 h. Posteriormente, as solugdes dos pogos foram aspiradas e foram
adicionados 30 pL da solugcao de MTT (solugdo a 5 mg/mL, diluida em meio DMEM
sem fenol e tampao PBS 9:1 v/v). Apos 2 h de incubacéo a 37 °C foram adicionados
70 L da solugdo de MTT (10% de Triton X-100 plus e 0,1 N HCI em isopropanol
anidro). A placa foi levada ao agitador orbital, com agitacdo de 100 rpm durante 15
min, a fim de facilitar a solubilizagao dos cristais de formazan. Apds a solubilizagao,
as absorbancias foram quantificadas em espectrofotdmetro nos comprimentos de
onda de 570 nm e 690 nm. O calculo para determinagdo da porcentagem de
viabilidade celular foi realizado a partir das médias das respectivas absorbancias em

relacdo a média do controle negativo, considerado como 100% de viabilidade.

4.2.12 Desenvolvimento e validagdo de método analitico por HPLC para
determinacao da eficiéncia de encapsulacdo dos farmacos nas nanoparticulas de
PBCA e PBCA-Ps80

No presente método, utilizaram-se as seguintes condi¢des cromatograficas:

* Fase movel: tampao fosfato 10 mM e metanol (70:30), o tampéao fosfato 10
mM foi previamente filtrado em membrana de acetato de celulose 47 mm de
diametro e poro de 0,22 um;

e Coluna: coluna de fase reversa C-18, com 4,6 mm x 25,0 cm e didmetro de
particula de 5 ym;

*  Fluxo: 1 mL/min;

* Temperatura: 40 °C;

* Volume de injegdo: 20 pL;
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Comprimento de onda de detecc¢éo: 270 nm.

O método previamente desenvolvido foi validado conforme preconizado pelo

ICH Q2(R1) (2005) e pela RDC 899/03. A validagéo foi realizada de forma que

possam ser quantificados simultaneamente os farmacos lamivudina e zidovudina

encapsulados nas nanoparticulas contendo ou nao revestimento. Sendo que, em

ambos os casos 0 método compreende tanto a formulagao total, para quantificar a

concentracao total de farmacos, quanto o filtrado do ultrafiltrado, que representa a

quantificacdo da porgao livre dos farmacos.

4.2.12.1 Preparo das solugdes

Solucédo estoque: para o preparo da solugdo estoque foram transferidos
quantitativamente a quantidade de 50 mg de 3TC e 50 mg de AZT, substancia
quimica de referéncia, grau de pureza > 99%, para baldao volumétrico de 50
mL, na sequéncia, o volume foi completado com metanol e acetonitrila na

proporgao de 8:2 resultando em uma solugao de concentragao 1,0 mg/mL.

Todas as solugdes foram preparadas em cada dia de analise, a partir da solugao

estoque.

Solugao padrao: as solugdes padrao foram preparadas através de diluicdes
sucessivas da solugao estoque para baldao volumétrico de volume adequado.
O volume de cada baldo foi completado com tampao fosfato 10 mM e
metanol na propor¢gdao de 7:3. Foram feitas seis solugbes padrdo nas
seguintes concentragdes: 20,0 ug/mL; 10,0 yg/mL; 5,0 pg/mL; 2,5 ug/mL;
1,25 pg/mL e 0,5 pg/mL.

Solugdes de controle de qualidade alto (CQA), médio (CQM) e baixo (CQB)
para precisdo: a partir da solucdo estoque, foi preparada uma solugao
estoque secundaria em metanol e acetonitrila (8:2) na concentragao de 500
pMg/mL. Foram retirados 200 uL, 100 pyL e 25 L e transferidos para baldes

volumétricos de 10 mL, o volume foi completado com tampao fosfato 10 mM
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e metanol (7:3) originando as concentragcdes de 10,0 ug/mL (CQA), 5,0
pg/mL (CQM) e 1,25 ug/mL (CQB), respectivamente.

* Solugdes de controle de qualidade alto (CQA), médio (CQM) e baixo (CQB)
para exatidao: a partir da solugdo estoque, foram preparadas duas solugoes
estoque secundaria em metanol e acetonitrila (8:2) na concentragao de 500
Mg/mL. Na primeira foi adicionado 1 mL da suspensdo de nanoparticulas de
PBCA e na secunda foi adicionado 1 mL da suspensao de nanoparticulas de
PBCA-Ps80, antes do volume ser completado. Feitas essas solugdes, foram
retirados 200 pL, 100 yL e 25 uL e transferidos para diferentes baldes
volumétricos de 10 mL, o volume foi completado com tampao fosfato 10 mM
e metanol (7:3) originando as concentragcdes de 10,0 ug/mL (CQA), 5,0
pug/mL (CQM) e 1,25 pg/mL (CQB), respectivamente, para cada espécie de
nanoparticula.

* Solugdes placebo: A solugao placebo 1 foi feita partindo das nanoparticulas
de PBCA obtidas no item 4.2.1, para quantificagao total dos farmacos. 100 pL
da suspensao foi transferido para baldo volumétrico de 10 mL e o volume foi
completado com metanol:acetonitrila (8:2), em seguida, 1 mL foi transferido
para baldo volumétrico de 10 mL e o volume foi completado com tampéo
fosfato 10 mM e metanol (7:3). A solugao foi centrifugada por 10.000 rpm,
durante 15 min a 20 °C.

Para o preparo da solugdo placebo 2, com a finalidade de quantificar os
farmacos livres, a suspensao das nanoparticulas de PBCA obtidas no item
4.2.1 foi centrifugado a 10.000 rpm, durante 15 min a 20 °C em ultrafiltro
Millipore® 10K. Posteriormente, 100 L do filtrado foram transferidos para
baldo volumétrico de 10 mL e o volume foi completado com
metanol:acetonitrila (8:2). Em seguida, 1 mL foi transferido para balao
volumétrico de 10 mL e o volume foi completado com tampéao fosfato 10 mM
e metanol (7:3). O mesmo foi feito para as nanoparticulas revestidas (PBCA-

Ps80) obtidas no item 4.2.3, originando as solugdes placebo 3 e placebo 4.

Todas as solugdes foram previamente filtradas em membrana de acetado de

celulose 0,45 um (Milipore®) antes de serem injetadas no HPLC.
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4.2.12.2 Especificidade

A especificidade foi avaliada através da comparagcdo visual entre o
cromatograma da solugao padrao de 10 ug/mL e os cromatogramas das solugdes

placebo 1, 2, 3 e 4, bem como da fase mével (diluente).

Como critério de aceitacdo deste parametro, temos que, nos cromatogramas
de placebo e da fase movel, ndo devem surgir picos no mesmo tempo de retencéo

dos farmacos.

4.2.12.3 Linearidade

Para construgdo da curva de calibragao e avaliar a linearidade, as solugdes
padrdo nas seis concentracdes previamente descritas foram feitas em ftriplicata e
injetadas. Apds a obtencdo do cromatograma, pode-se estabelecer a curva de
calibragdo e o coeficiente de determinagdo (R?). O critério minimo aceitavel do
coeficiente de correlacéo é de R = 0,99 (BRASIL, 2003).

4.2.12.4 Precisao

Esse parametro foi determinado analisando as solugdes de controle de
qualidade, em trés diferentes concentragdes (CQA, CQM e CQB), sendo que foram
avaliadas a precisao intra e inter-dia. Para isso, foram utilizadas seis réplicas de
cada solugao, que foram injetadas no mesmo dia (precisao intra-dia) e em dias

consecutivos (precisao inter-dia).

A precisao foi calculada com base na Equacgao 1:

CV (%) =

DP
— X100 Equacao 1
Cmédia
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Em que: CV (%) = coeficiente de variagao
DP = desvio padrao
Cmeédia = concentracdo média determinada

4.2.12.5 Exatidado

A exatidao foi avaliada com base na leitura das solugdes de CQA, CQM e
CQB contaminadas com nanoparticulas de PBCA e PBCA Ps80. Para cada amostra
foram analisadas seis réplicas no mesmo dia (exatiddo intra-dia) e em dias

consecutivos (exatidao inter-dia). Apds as leituras, a exatidao foi calculada segundo

a Equacao 2.

Val d
) _ Valor mensurado 100 Equacao 2

E(%

Valor teodrico

Em que: E (%) = exatidao
Valor mensurado = concentragao média experimental
Valor tedrico = concentragao tedrica

4.2.12.6 Limite de quantificagao (LQ) e limite de detecgao (LD)

Os limites de quantificacao e detecgao foram obtidos por meio das Equacgdes

3 e 4, respectivamente.

100 ~
LQ = o Equacgéo 3

3,30 ~
LD = oA Equacéo 4

Em que: LQ = limite de quantificagao
LD = limite de detecgao
o = desvio padrao médio do intercepto com o eixo do Y de, no
minimo, 3 curvas de calibragao
CA = coeficiente angular da curva de calibragao
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4.2.13 Determinacgao da eficiéncia de encapsulagao dos farmacos as nanoparticulas

poliméricas

Para a quantificagdo do 3TC e AZT encapsulados nas nanoparticulas de
PBCA e PBCA-Ps80, foi utilizado o método por HPLC previamente validado.

Foram avaliadas as nanoparticulas de PBCA-3TC/AZT obtidas no item 4.2.2
e as de PBCA-3TC/AZT-Ps80 obtidas no item 4.2.3. Para determinar a
concentracao total dos dois farmacos, 100 uL da suspensao foi transferido para
baldo volumétrico de 10 mL e o volume do baldo foi completado com
metanol:acetonitrila (8:2). Logo apds, 1 mL foi transferido para baldo volumétrico de
10 mL e o volume foi completado com tampao fosfato 10 mM e metanol (7:3). A
solucgao foi centrifugada por 10.000 rpm, durante 15 min a 20 °C e o sobrenadante
foi utilizado para leitura no HPLC. Com o propésito de quantificar os farmacos livres,
a suspensao das nanoparticulas contendo a associagdo de antirretrovirais,
revestidas ou nao, foi centrifugada por 10000 rpm, durante 15 min a 20 °C em
ultrafiltro Millipore® 10K. Posteriormente, 100 L do filtrado foi transferido para baldo
volumétrico de 10 mL e o volume foi completado com metanol:acetonitrila (8:2).
Posteriormente, 1 mL foi transferido para baldo volumétrico de 10 mL e o volume foi
completado com tampao fosfato 10 mM e metanol (7:3). Essa solucao foi utilizada

para leitura no HPLC.

A concentracao total dos farmacos corresponde a por¢cao de farmaco livre
somada a porgao de farmaco encapsulado. Sendo assim, podemos utilizar a

Equacao 5 para determinar a % de encapsulagao dos farmacos.

Cr—Fp
Cr

%EE = x100 Equac&o 5

Em que: %EE = eficiéncia de encapsulagao
Ct = concentragao total
FL = farmaco livre
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Desenvolvimento e caracterizagao das nanoparticulas de PBCA e PBCA-Ps80

5.1.1 Preparo das nanoparticulas de PBCA

Ao desenvolver um sistema nanoparticulado contendo farmacos é de grande
importancia garantir que o sistema tenha boa estabilidade e um comportamento
biolégico adequado. Para isso, a obtengcao de parametros satisfatérios em relagao

ao diametro médio, distribuicdo de tamanho e potencial zeta é fundamental.

Tais caracteristicas podem influenciar na captacao celular das nanoparticulas,
no modo e local de liberacdo do farmaco encapsulado e na estabilidade do sistema
nanoparticulado (MULLER et al., 1992; COUVREUR; VAUTHIER, 1991;
MCCARRON et al., 1999; REDDY; MURTHY, 2004b). Sendo assim, é relevante que

as condi¢gdes empregadas na sintese das nanoparticulas sejam controladas.

Estudos publicados na literatura apresentam diferentes condicbes para a
sintese de nanoparticulas de poli (n-butil cianoacrilato), os parametros escolhidos
para o desenvolvimento do trabalho sdo comumente utilizados e, com base nos
resultados publicados, originam nanoestruturas com caracteristicas fisico-quimicas
consideradas adequadas (ALYAUTDIN et al., 1997; REDDY; MURTHY, 2004a;
VAUTHIER et al., 2003; TAVARES, 2013; XI-XIAO et al., 2006; WILSON et al., 2008;
REUKOV et al., 2011).

Os parametros utilizados para sintese das nanoparticulas de PBCA, pelo
método de polimerizacdo em emulsdo (CHAUVIERRE et al., 2003; COUVREUR,;
VAUTHIER, 1991) foram:

* Concentragao do monémero: 1%;

+ Concentragao do tensoativo (Dextran® 70.000): 1%;
* Meio reacional: HCI 0,1 M;

* pH do meio reacional: 2,5;

* Tempo de agitagao do sistema: 4 horas, com posterior neutralizagéo do

sistema;
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* Velocidade de agitagcao: 800 rpm;

* Temperatura: ambiente.

Quando comparado a outros agentes estabilizantes, como o PIuronic®, o
Dextran® apresenta resultados mais adequados para estabilizagdo das
nanoparticulas, uma vez que ele € capaz de gerar particulas com menor grau de
agregacao (REDDY; MURTHY, 2004a; REUKOV et al., 2011). Durante o preparo, o
mondmero PBCA foi adicionado lentamente ao meio reacional e a reacgao foi
conduzida em baixo pH. As nanoparticulas foram sintetizadas por meio da reacao de

polimerizagdo em emulsao.

5.1.2 Determinacgao do diametro médio, indice de polidispersividade e potencial zeta

Os métodos de andlise utilizados para avaliar as caracteristicas fisico-
quimicas das nanoparticulas devem gerar resultados confiaveis, para isso devem-se
avaliar todos os parametros fornecidos que expressem indicios de que a analise
esta sendo realizada de maneira adequada. No caso da técnica de espalhamento
dinamico de luz (DLS), por exemplo, o valor de Count Rate que demonstra o numero
de fotons detectados por segundo, € um indicativo da qualidade da amostra, pois
monitora sua estabilidade em funcdo do tempo. E o atenuador que indica se a
diluicdo da amostra foi eficaz para a leitura. Associando esses dois fatores aos
resultados obtidos é possivel afirmar uma boa reprodutibilidade e confiabilidade da
analise (MALVERN INSTRUMENTS LIMITED, 2011).

Os resultados de diametro médio, indice de polidispersividade e potencial
zeta das nanoparticulas de PBCA sintetizadas neste trabalho podem ser vistos na

Tabela 1 e, de maneira geral, assemelham-se ao encontrado em literatura.
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Tabela 1 — Resultados de diametro médio, indice de polidispersividade e potencial
zeta das nanoparticulas isentas de farmaco (PBCA).

Diametro Médio (nm) Polidispersao Potencial Zeta (mV)
149,5 + 0,96 0,105 £ 0,01 -2,69 + 0,40
Os valores sédo expressos como média + desvio padrao (n = 3).

O didmetro médio das nanoparticulas de PBCA isentas de farmaco foi de
149,5 nm (Figura 10). A literatura demonstra variagcbes nos valores de diametro
médio encontrados: Monteiro (2013), Tavares (2013), Joshi e colaboradores (2004)
e Sommerfeld e colaboradores (1997) relataram didmetro médio de 143,8 nm, 175,1
+ 3,9 nm, 146,8 £ 2,6 nm e entre 164 e 326 nm, respectivamente. Vauthier e
colaboradores (2003) relatam estudos em que o didmetro médio das nanoparticulas
poliméricas obtidas pelo método de polimerizagdo em emulséo variou entre 50 e 300

nm. Contudo, Shibata e colaboradores (2013) consideram vantajosa a reducao de

tamanho das nanoparticulas poliméricas, uma vez que o diametro dessas

nanoestruturas pode afetar a biodistribuicdo e a absorgao celular.

Figura 10 —Distribuicdo de tamanho das nanoparticulas de PBCA

Size Distribution by Intensity
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de polidispersao inferior a 0,3 sugere a presenca de um sistema

monodisperso (KULKAMP et al., 2009). Ao associar o resultado de polidispersdo ao
desvio padrao e aos parametros de atenuador e de count rate obtidos na analise das

nanoparticulas de PBCA em suspensao, pode-se considerar que a analise foi bem
conduzida e apresenta boa reprodutibilidade.
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O potencial Zeta foi de -2,69 + 0,40 mV (Figura 11) e, similar aos resultados
de diametro, ha variagcbes quanto ao valor da carga superficial dessas
nanoparticulas relatados na literatura. Reddy e Murthy (2004b) fizeram a diluicao
das nanoparticulas em diferentes meios e relataram potencial zeta entre -0,5 e -27,5
mV. No trabalho de Miiller e colaboradores (1992), as nanoparticulas de PBCA
diluidas em agua ultrapura apresentaram potencial zeta igual a -6,3 mV e Tavares
(2013) encontrou potencial zeta de -11,7 + 1,34 mV. Sugere-se, na literatura, que
esses valores de potencial zeta ligeiramente negativos podem ser atribuidos ao
baixo grau de dissociagao dos grupamentos acrilicos presentes na estrutura das
nanoparticulas (REDDY; MURTHY, 2004a) e também devido a adsor¢cao de anions
provindos da fase aquosa (MEI et al., 2011).

Figura 11 — Distribuicdo do potencial zeta das nanoparticulas de PBCA

Zeta Potertial Distribution

00000 T« rrrrrr s R ETEREY R REEEREY EEEECEERTRRRPRRTRRRY :
150000 F: v v ..................... “ ....................... ......................

A00000F oo .................... “ . [ ...................... ......................

Total Counts

SO000F: ................... Joo .|| ..................... ......................

-200 -100 0 100 200
Zeta Potertial (mV)

5.1.3 Avaliacao do processo de liofilizagao

A liofilizagao consiste em um processo de secagem por congelamento e
sublimacdo do gelo a vacuo, o que confere maior conservagao de produtos
farmacéuticos e alimenticios. No caso de nanoparticulas poliméricas, o
congelamento e o processo de liofilizagdo podem resultar na alteragdo das
caracteristicas fisico-quimicas e na quebra dessas nanoestruturas com consequente
liberagdo do farmaco previamente encapsulado, fazendo necessario o uso de
agentes crioprotetores (SCHAFFAZICK et al., 2003; ARAUJO, 2009). O manitol € um

exemplo de agente crioprotetor utilizado com frequéncia na protecdo das
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nanoparticulas de PBCA durante o processo de liofilizagao (TIAN et al., 2011; PETRI
et al., 2007; KUO; SU, 2007).

Nas Tabelas 2 e 3 podem-se observar os resultados de diametro médio,
indice de polidispersividade e potencial zeta das nanoparticulas de PBCA

submetidas a liofilizagao.

Tabela 2 — Resultados de diametro médio, indice de polidispersividade e potencial

zeta das nanoparticulas isentas de farmaco liofilizadas (PBCA*).

Diametro Médio (nm) Polidispersao Potencial Zeta (mV)

150,10 + 1,48 0,130 + 0,02 -2,07 £ 0,35

Os valores sédo expressos como média + desvio padrao (n = 3).

Tabela 3 — Resultados de diametro médio, indice de polidispersividade e potencial
zeta das nanoparticulas isentas de farmaco liofilizadas com 3% de manitol como

agente crioproteror (PBCA*-M).

Diametro Médio (nm) Polidispersao Potencial Zeta (mV)

155,30 + 3,73 0,207 + 0,01 -3,70 £ 0,42

Os valores sédo expressos como média + desvio padrao (n = 3).

Tanto as nanoparticulas liofilizadas sem agente crioprotetor quanto na
presenca de 3% de manitol apresentaram resultados de didmetro médio e potencial
zeta muito préximos dos encontrados na suspensdao de nanoparticulas. Os
resultados de didmetro médio e potencial zeta obtidos foram submetidos a analise
de variancia (ANOVA) e apresentaram Valor-p 0,049 e 0,002, respectivamente.
Como o Valor-p foi menor que 0,05 para as duas analises, aplicou-se o teste de
Fisher para verificar em qual grupo se encontrava a diferenga. Os resultados podem

ser vistos da Tabela 4, bem como nas Figuras 12 e 13.
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Tabela 4 — Teste de Fisher para a comparagao das caracteristicas fisico-quimicas
das nanoparticulas de PBCA, PBCA* e PBCA*-M.

Analise estatistica - Fisher

Amostras Grupo (Diametro) Grupo (Potencial Zeta)
PBCA 149,5 + 0,96" -2,69 + 0,40"
PBCA* 150,10 + 1,48" -2,07 £ 0,35"

PBCA*-M 155,30 + 3,73° -3,70 £ 0,42°

Os valores sao expressos como média + desvio padrao (n = 3). As letras diferentes na mesma coluna
representam diferengas estatisticamente significativas entre os grupos. Legenda: PBCA -
nanoparticulas de poli (n-butil cianoacrilato), PBCA* - nanoparticula isenta de farmaco liofilizada e
PBCA*-M - nanoparticula isenta de farmaco liofilizada com 3% de manitol.

Figura 12 — Intervalo de Confianga (95%) do Teste de Fisher relativo a diferenga das
médias de didmetro das nanoparticulas de PBCA, PBCA* e PBCA*-M.
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Se umintervalo ndo contiver o zero, as médias correspondentes serdo significativamente
diferentes.

Legenda: PBCA - nanoparticulas de poli (n-butil cianoacrilato), PBCA* - nanoparticula isenta de
farmaco liofilizada e PBCA*-M - nanoparticula isenta de farmaco liofilizada com 3% de manitol.
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Figura 13 — Intervalo de Confianga (95%) do Teste de Fisher relativo a diferenga das
médias de potencial zeta das nanoparticulas de PBCA, PBCA* e PBCA*-M.
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Se umintervalo ndo contiver o zero, as médias correspondentes serdo significativamente
diferentes.

Legenda: PBCA - nanoparticulas de poli (n-butil cianoacrilato), PBCA* - nanoparticula isenta de
farmaco liofilizada e PBCA*-M - nanoparticula isenta de farmaco liofilizada com 3% de manitol.

A partir dos resultados obtidos, notou-se que ha uma diferenca
estatisticamente significativa entre a amostra em suspensao (PBCA*) e a amostra
liofilizada com 3% de manitol (PBCA*-M), porém apesar de haver diferenga
estatistica entre o tamanho e o potencial zeta dessas nanoparticulas, seu efeito

biolégico pode nao ser alterado.

O leve aumento de tamanho e de polidispersividade que ocorreu nas
nanoparticulas PBCA*-M pode ser explicado pela atuacdo do agente crioprotetor, o
qual é capaz de formar uma matriz amorfa ao redor das nanoparticulas e promover
um espacamento entre elas e, assim, evitar que haja danos causados pelo
congelamento (ARAUJO, 2009). O fato de as estruturas poliméricas nao serem
danificadas na auséncia do agente crioprotetor se torna favoravel, uma vez que o

manitol poderia ser mais um interferente a ser considerado em outras analises.

5.1.4 Obtencao das nanoparticulas de PBCA-Ps80

Com a finalidade de revestir as nanoparticulas de PBCA com polissorbato 80,
foram avaliados dois métodos descritos em literatura. Apds a ressuspensdo das

nanoparticulas obtidas no item anterior, foi adicionado polissorbato na concentragao
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de 1% na suspensao de nanoparticulas e a amostra foi separada em duas aliquotas.
A primeira foi incubada em ultrassom durante 30 min. (WILSON et al., 2008; PETRI
et al., 2007) e a segunda submetida a agitacdo constante de 400 rpm por 30 min.
(KREUTER et al., 2003). Na Tabela 5 é possivel observar os resultados de didmetro
médio, indice de polidispersividade e potencial zeta das nanoparticulas de PBCA-

Ps80 obtidas pelos diferentes métodos.

Tabela 5 — Resultados de diametro médio, indice de polidispersividade e potencial
zeta das nanoparticulas isentas de farmaco de acordo com o método de

revestimento.

Nanoparticula Método de Diametro Potencial
i Polidispersao
revestimento Médio (nm) Zeta (mV)
PBCA-Ps80U  Ultrassom por

22453 +442 0,203 +0,004 -2,25+0,18
30 min.

PBCA-Ps80A Agitacéo a
400 rpom por 231,36 £2,37 0,215+0,004 -1,98 0,27

30 min.

Os valores sao expressos como média = desvio padrdao (n = 3). Legenda: PBCA-Ps80U -
nanoparticula de poli (n-butil cianoacrilato) revestidas de polissorbato 80 por ultrassom e PBCA-
Ps80A — nanoparticula de poli (n-butil cianoacrilato) revestidas de polissorbato 80 por ultrassom.

A partir dos resultados obtidos, observa-se que tanto as nanoparticulas
revestidas por ultrassom quanto as revestidas por agitagdo apresentaram aumento
no tamanho de particula quando comparadas com as nanoparticulas n&o revestidas.
Esse aumento representa o primeiro indicio de que houve adsorcao do tensoativo na
superficie das nanoparticulas. Gelperina et al. (2002) prepararam nanoparticulas de
PBCA revestidas com polissorbato 80 para incorporagdo de doxorrubicina, o
revestimento foi realizado submetendo as nanoparticulas a agitacdo constante
durante 30 min. e o didmetro médio das nanoparticulas vazias revestidas com Ps80

encontrado na caracterizagao foi de 250 + 30 nm.

No caso de revestimentos de superficies, o potencial Zeta € um parametro
relevante e que deve ser considerado, ja que avalia a carga de superficie da

particula. A analise de varidncia ANOVA e o teste de Tukey foram utilizados para
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avaliar a eficiéncia do revestimento em relacdo a mudanca de potencial Zeta. Apos
submeter as amostras a analise estatistica de varidncia ANOVA, encontrou-se Valor-
p de 0,011 e entdo seguiu-se com o teste de Tukey. O resultado encontrado no teste

de Tukey pode ser visto na Tabela 6.

Tabela 6 — Teste de Tukey para a comparacgao do potencial zeta das nanoparticulas
de PBCA, PBCA-Ps80U e PBCA-Ps80A

Analise estatistica - Tukey

Amostras Grupo (Potencial Zeta)
PBCA -2,69 + 0,40"
PBCA-Ps80U -2,25+0,18*
PBCA-Ps80A -1,98 + 0,27°

Os valores sao expressos como média + desvio padrao (n = 3). As letras diferentes na mesma coluna
representam diferengas estatisticamente significativas entre os grupos. Legenda: PBCA -
nanoparticula de poli (n-butil cianoacrilato), PBCA-Ps80U - nanoparticula de poli (n-butil
cianoacrilato) revestidas de polissorbato 80 por ultrassom e PBCA-Ps80A — nanoparticula de poli (n-
butil cianoacrilato) revestidas de polissorbato 80 por ultrassom.

E possivel notar que ndo ha diferenca estatisticamente significativa entre a
amostra PBCA e PBCA-Ps80U, ou seja, a particula revestida pelo método de
ultrassom n&o apresentou mudancas em sua carga superficial. Ja a amostra
revestida por agitacdo (PBCA-Ps80A) apresenta valor de potencial Zeta
estatisticamente diferente em relagdo a amostra sem revestimento e, coerente ao
que ja era esperado, apos o revestimento da nanoparticula com polissorbato 80 o
valor de potencial Zeta foi mais proximo de zero. Sun e colaboradores (2010),
caracterizaram nanoparticulas de PBCA revestidas com polissorbato 80 para
incorporagao de curcuma, com o objetivo de auxiliar o transporte através da BHE,
uma vez que a curcuma pode bloquear a formacao de tumores cerebrais e auxiliar
no tratamento do Alzheimer. Durante a caracterizagao, os pesquisadores relataram
que o potencial Zeta da particula foi proximo de zero. O mesmo foi encontrado por
Huang e colaboradores (2007) que prepararam nanoparticulas de PBCA pelo
meétodo de polimerizagcdo em emulsao para veiculagdo do paclitexel, medicamento

utilizado no tratamento do cancer, onde o potencial zeta foi de -0,3 + 0,3.
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Esse acontecimento pode ser explicado pelo fato de o polissorbato ser um
tensoativo nao idnico, ou seja, ndo apresenta carga. Sendo assim, & coerente que
os valores sejam menos negativos e proximos de zero. Nesse caso, o baixo valor de
potencial zeta gera fortes indicios de que o tensoativo ndo idnico esta presente na

superficie das nanoparticulas (SUN et al., 2010).

A partir desses resultados, o método de agitacédo a 400 rpm durante 30 min.

foi selecionado para dar continuidade no presente trabalho.

A respeito do potencial zeta, considera-se que nanoparticulas que
apresentam valores proximos a = 30 mV sao mais estaveis (DE MELO et al., 2010;
CAO et al., 2009). Por outro lado, a estabilidade do sistema nanoparticulado com
carga superficial préxima de zero pode ser explicada devido a estabilizagao estérica
promovida pelo tensoativo que possui cadeia carbdnica suficientemente grande para
ser capaz de criar um impedimento estérico evitando ou minimizando a agregagao
entre as particulas (MELO JR. et al., 2012; KULKAMP et al., 2009).

O indice de polidispersao encontrado foi levemente superior ao das
nanoparticulas nao revestidas, podendo estar relacionado com o revestimento nao
homogéneo das particulas. Contudo, o valor encontrado € inferior a 0,3, o que indica
um sistema monodisperso e o0s parametros de atenuador e count rate foram
considerados adequados, demonstrando que nao houve interferéncia na qualidade

da analise.

5.1.5 Caracterizacado térmica por DSC e TG/DTG das nanoparticulas de PBCA e
PBCA-Ps80

A anadlise térmica é uma técnica amplamente utilizada para verificar o
comportamento de farmacos, bem como a ocorréncia de incompatibilidade ou
interacdo entre os componentes avaliados. E possivel compreender também a
associacao entre os farmacos e o polimero (SCHAFFAZICK et al., 2003;
MAINARDES, 2007).

Na Figura 14 é possivel observar a curva DSC do polimero e do PBCA-Ps80.

A curva do PBCA demonstra perda de agua até cerca de 200 °C e logo apds,
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proximo de 225 °C se inicia um pequeno evento endotérmico seguido por um
exotérmico referente a decomposicdo da estrutura polimérica, resultados
semelhantes foram relatados por Reddy e Murthy (2004b), Sullivan e Birkinshaw
(2004) e Joshi et al. (2010). Na curva referente as nanoparticulas revestidas é
possivel observar um evento endotérmico em torno de 172 °C, o qual pode ser
atribuido a fusdo do polissorbato 80. O evento térmico de decomposicdo do PBCA
proximo a 225°C nao é observado, € visto somente um ultimo evento exotérmico
entre 275 °C e 300 °C, o qual é semelhante nas duas curvas. Ao avaliar e comparar
as duas curvas de DSC, nota-se tanto o aparecimento quando a auséncia de alguns
picos, esse perfil distinto de cada curva evidencia a interagdo e associagao entre o
polimero e o tensoativo (DANELUTI, 2011). As curvas de TG e DTG (Figura 15) do
PBCA e PBCA-Ps80, assim como as de DSC, também demonstram
comportamentos diferentes. Na curva DTG da nanoparticula sem o revestimento o
primeiro evento de perda de massa ocorre em aproximadamente 180 °C, préximo da
temperatura de decomposig¢ao do polimero na curva de DSC, para as nanoparticulas
revestidas essa perda de massa € antecipada, iniciando-se em aproximadamente
102 °C, porém esse evento acontece em menor intensidade. Logo apds, no
momento em que ocorre a maior perda de massa do PBCA, observa-se um patamar
em que nao ha perda de massa das nanoparticulas revestidas. Os diferentes
eventos de perda de massa da amostra PBCA-Ps80 em relacao ao PBCA destacam

a ocorréncia do revestimento.
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Figura 14 — Curva DSC das nanoparticulas de PBCA e PBCA-Ps80 obtidas sob

atmosfera dindmica de N, (50 mL/min) e razao de aquecimento de 10 °C/min.
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Figura 15 — Curva TG/DTG das nanoparticulas de PBCA e PBCA-Ps80 obtidas sob

atmosfera dindmica de N, (100 mL/min) e razao de aquecimento de 10 °C/min.
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5.1.6 Avaliagao da citotoxicidade

Avaliar a toxicidade de uma nova substancia € um dos primeiros passos para
entender como ela ird reagir em contato com o organismo. Os estudos de
citotoxicidade sao ensaios de toxicologia in vitro amplamente utilizados e, quando
comparados com testes em animais, além da questdo ética, eles sdo mais
vantajosos por serem mais faceis de controlar e reproduzir e o custo € menos
elevado. Entre os diferentes testes que podem ser utilizados para avaliar a
citotoxicidade, podemos citar como exemplo a atividade mitocondrial de células
ativas e, em relacao a esse tipo de ensaio, o mais utilizado € o de MTT - (brometo
de 3-(4,5-dimetiltiazol-2il)-2,5-difeniltetrazolio) (LEWINSKI et al., 2008; FOTAKIS;
TIMBRELL, 2006).

As mitocOndrias ativas possuem a enzima succinil-desidrogenase mitocondrial
que é capaz de clivar o anel de tetrazdlio presente no MTT (LEWINSKI et al., 2008).
O MTT é um sal amarelado soluvel em agua que é convertido em um composto roxo
insoluvel apdés a reacdo com a enzima presente no interior da mitocédndria
(FOTAKIS; TIMBRELL, 2006).

Segundo Vauthier e colaboradores (2003) a citotoxicidade das nanoparticulas
de PACA podem estar relacionadas a varios fatores, como por exemplo, a liberacéo
de produtos de degradacéo, a estimulacédo de células com consequente liberagéo de

mediadores inflamatoérios e a adesdo a membrana.

A fim de garantir que as nanoparticulas poliméricas de PBCA néo
apresentassem citotoxicidade significativa e que o revestimento com Ps80 néo
inviabilizaria o uso desses nanocarreadores para incorporagao de farmacos, foram
avaliadas nanoparticulas de PBCA e PBCA-Ps80, diluidas em meio DMEM sem
fenol, nas concentracgdes de 1,0; 5,0; 20,0; 50,0; 75,0 e 100,0 ug/mL. Para garantir a
mortalidade total das células foi utilizado meio DMEM sem fenol contendo DMSO a
50% como controle positivo e como controle negativo meio contendo apenas meio

DMEM sem fenol. Os resultados encontrados podem ser vistos na Figura 16
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Figura 16 — Viabilidade de células Caco-2 incubadas com diferentes concentragdes
de PBCA e PBCA-Ps80 por 6 h, avaliada pela técnica do MTT.
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Os valores representam a média e o desvio padrdo de 4 determinagdes (n=6). Legenda: PBCA -
nanoparticula de poli (n-butil cianoacrilato) e PBCA-Ps80 - nanoparticula de poli (n-butil cianoacrilato)
revestida com polissorbato 80.

Os ensaios de citotoxicidade foram realizados conforme o protocolo descrito
no guia ISO 10993-5 (ISO, 2009) e os valores obtidos no controle negativo foram
considerados como viabilidade celular de 100%. A partir do grafico apresentado na
Figura 16 é possivel observar que nao ha sinais de toxicidade celular para nenhuma
das concentracdes de PBCA e PBCA-Ps80 avaliadas. Nota-se que, para a maioria
das amostras, junto ao aumento da concentragdo ha uma diminuicdo da viabilidade
celular, porém em todos os casos apresentados a viabilidade celular foi superior a
70%, o que, segundo a ISO 10993-5 n&o caracteriza o0 composto como sendo

citotoxico.

Os resultados encontrados nesse trabalho, corroboram o achado de Kreuter e
colaboradores (1984) apud Vauthier et al. (2003), os quais, apos incubarem as

nanoparticulas de PBCA com hepatécitos, relataram que as nanoparticulas de
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PBCA nao induziram nenhum efeito citotoxico até a concentracéo de 75,0 ug/mL. No
entanto, quando expostas a 150 pg/mL do polimero foram observados danos

celulares significativos.

O polissorbato 80 se mostrou um revestimento eficaz na reducao do potencial
citotéxico das nanoparticulas, uma vez que em todas as concentragcbes avaliadas a
viabilidade celular foi superior a das nanoparticulas sem revestimento. O’'SULLIVAN
et al. (2004) conduziram um estudo para avaliar o uso do polissorbato 40 (Tween®
40) e polissorbato 80 (Tween® 80) para aumentar a entrega de fitoquimicos a células
de adenocercinoma de célon humano. Os pesquisadores avaliaram a citotoxicidade
dos tensoativos em células Caco-2, na concentracdo de 1 ml/L, através do ensaio de
MTT e relataram viabilidade celular de 98,3% para o polissorbato 80 apds 24h de
incubacdo. Além disso, foram realizados testes adicionais e em nenhum deles foi

observado efeitos citotdxicos do polissorbato 80.

Um estudo produzido por Gelperina e colaboradores (2002) para avaliar a
toxicidade da doxorrubicina livre e associada a nanoparticulas de PBCA revestidas
com Ps80 em ratos sadios demonstrou que a administragdo intravenosa das
nanoparticulas de PBCA na concentracdo de 100 a 400 mg/kg nao causou
mortalidade no periodo de observacédo, bem como nao produziu alteragdes no peso
corporal ou no peso dos oOrgdos internos. Foram observadas alteracbes
comportamentais quando administradas doses de nanoparticulas de PBCA que
excediam a terapéutica, porém esse efeito foi transitorio e reversivel, dentro de 10 a
15 min. apos a injecdo. A presenga do polissorbato 80 como revestimento das
nanoparticulas ndo promoveu alteracbes nos resultados de toxicidade descritos

acima.

5.2 Desenvolvimento e caracterizagdo das nanoparticulas de PBCA-3TC/AZT e
PBCA-3TC/AZT-Ps80

5.2.1 Preparo das nanoparticulas de PBCA-3TC/AZT e PBCA-3TC/AZT-Ps80

As nanoparticulas de PACA sao estruturas versateis e que permitem a

incorporagao de diversos farmacos, entretanto o momento em que o mesmo sera
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adicionado no meio reacional deve ser analisado, uma vez que alguns farmacos séo
capazes de interferir na polimerizagao podendo ocasionar a perda de sua atividade
(VAUTHIER et al., 2003). Moléculas com carater hidrofilico, como é o caso da
lamivudina e da zidovudina, podem tanto ser adicionadas apds o inicio da
polimerizagdo quanto com as nanoestruturas pré-formadas, no ultimo caso ocorre a
adsorcao dos farmacos na nanoparticula (SIMEONOVA et al., 2003; MacCARRON
et al., 2009).

Para a sintese das nanoparticulas de PBCA-3TC/AZT partiu-se do método
inicial de polimerizacdo em emulsdao. A partir desse método foi avaliada qual a
melhor concentragdo e o melhor tempo para a adicdo dos farmacos. Foram

produzidas nanoparticulas de PBCA-3TC/AZT nas seguintes condi¢cdes (Quadro 1):

Quadro 1 — Parametros avaliados para sintese das nanoparticulas de PBCA-
3TC/AZT.

Concentragao 3TC Concentracao AZT
Tempo (h)
(mg/mL) (mg/mL)
2 h apos o inicio da
25 50
polimerizagao
3 h apods o inicio da
25 50
polimerizagao
1 h apos o inicio da
5,0 5,0 polimerizagao para o AZT
e2hparao3TC

As nanoparticulas produzidas foram avaliadas em relagao ao diametro médio,
potencial zeta e eficiéncia de encapsulacdo. A porcentagem de encapsulagcdo de
cada farmaco é um fator importante a ser considerado, pois a propor¢ao de cada um
presente nas nanoparticulas deve ser o mais proximo da posologia recomendada.
Baseado nos resultados obtidos, as concentracées de 3TC e AZT, de 2,5 mg/mL e
5,0 mg/mL, respectivamente, adicionadas no tempo de 2 h, originaram a formulagao

escolhida para dar continuidade nos experimentos.
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5.2.2 Determinacgao do diametro médio, indice de polidispersividade e potencial zeta

Os resultados de diametro médio, indice de polidispersividade e potencial

zeta das nanoparticulas de PBCA-3TC/AZT podem ser vistos na Tabela 7.

Tabela 7 — Resultados de diametro médio, indice de polidispersividade e potencial
zeta das nanoparticulas contendo lamivudina e zidovudina encapsuladas (PBCA-
3TC/AZT).

Diametro Médio (nm) Polidispersao Potencial Zeta (mV)

160,90 + 0,53 0,174 + 0,008 -2,90 £ 0,06

Os valores sédo expressos como média + desvio padrao (n = 3).

Ao avaliar os dados obtidos, percebe-se que houve um aumento do diametro médio
em relacado as nanoparticulas de PBCA, o que pode evidenciar o primeiro indicio da
encapsulacado dos farmacos as nanoparticulas. Diante dessa afirmacgao, a literatura
mostra que os resultados podem ser distintos em cada caso, dependo do farmaco

veiculado na formulacgéo.

SCHAFFAZICK e colaboradores (2003) descreveram dois estudos em que
nanoparticulas poliméricas de PBCA foram preparadas pelo método de
polimerizagdo em emulsdao, com a unica diferenca do farmaco encapsulado. No
primeiro caso o farmaco utilizado foi o cloridrato de betoxolol e a adicao do farmaco
as nanoparticulas nao resultou em aumento do didmetro. No segundo caso, o
farmaco em estudo foi o sulfato de amicacina que, ao ser encapsulado nas
nanoparticulas, aumentou ndo s6 o diametro meédio como também alterou o

potencial zeta quando a concentragao do farmaco foi modificada.

O potencial Zeta se manteve semelhante ao encontrado nas nanoparticulas
de PBCA. O indice de polidispersividade inferior a 0,3 indica limitada variabilidade no
tamanho das particulas e, ao associar este resultado ao desvio padrao e aos

parametros de atenuador e de count rate obtidos na analise das nanoparticulas de
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PBCA-3TC/AZT, pode-se considerar que a analise foi bem conduzida e apresenta

boa reprodutibilidade.

Os resultados de diametro médio, indice de polidispersividade e potencial

zeta das nanoparticulas de PBCA-3TC/AZT-Ps80 podem ser vistos na Tabela 8.

Tabela 8 — Resultados de diametro médio, indice de polidispersividade e potencial
zeta das nanoparticulas contendo lamivudina e zidovudina encapsuladas e
revestidas com polissorbato 80 (PBCA-3TC/AZT-Ps80).

Diametro Médio (nm) Polidispersao Potencial Zeta (mV)

325,45+ 7,00 0,391 + 0,028 -4,18 £ 0,38

Os valores sédo expressos como média + desvio padrao (n = 3).

E possivel observar que houve um aumento no didmetro médio das
nanoparticulas de PBCA-3TC/AZT-Ps80 quando comparado ao didmetro das
nanoparticulas de PBCA-3TC/AZT sem revestimento (Tabela 7 - 160,90 + 0,53) e
também em comparacgao as nanoparticulas de PBCA revestidas (Tabela 5 - 231,36 +
2,37). Em relagcao aos valores da Tabela 5, esse aumento pode ser atribuido ao
incremento dos dois farmacos as nanoestruturas (ALONSO et al., 1991). Em relagao
aos resultados das nanoparticulas de PBCA-3TC/AZT, o acréscimo de tamanho é
referente a adsorgao do tensoativo na superficie das nanoparticulas. O indice de
polidispersividade acima de 0,3, como ja citado anteriormente, pode ser decorrente
do revestimento ndo homogéneo das nanoparticulas, o que justifica também o valor
aumentado de desvio padrao no diametro médio. Porém a distribuicdo do tamanho

dessas nanoparticulas ainda é considerada com unimodal.

Quanto ao potencial Zeta, apesar de estar levemente mais negativo, a carga
superficial da particula ainda é préxima de zero, dado que, segundo Sun e
colaboradores (2010), evidencia que o tensoativo nao i6nico esta presente na
superficie das nanoparticulas. Petri e colaboradores (2007) revestiram com Ps80 as
nanoparticulas de PBCA contendo doxorrubicina e relataram potencial Zeta igual a -

6,1 £ 0,4. Quando consideramos os resultados de didmetro médio juntamente com o
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valor de potencial Zeta, fica evidente de que houve o revestimento das
nanoparticulas de PBCA-3TC/AZT.

5.2.3 Caracterizacao térmica por DSC e TG/DTG

Inicialmente, foram avaliados o comportamento térmico dos farmacos puros
AZT e 3TC e também da mistura fisica 3TC+AZT 1:1 a fim de verificar a interagcéo
entre os farmacos. Na curva DSC do AZT, apresentada na Figura 17, pode-se
observar um primeiro evento endotérmico na faixa de 125 °C a 135 °C, caracteristico
do processo de fusdo do farmaco, confirmando o preconizado na Farmacopeia
Brasileira, 52 edicdo, e que demonstra o alto grau de pureza do farmaco. A
decomposicado do AZT se inicia partir de aproximadamente 200 °C e ocorre em duas
etapas: o primeiro evento, entre 200 e 250 °C, é exotérmico e, na segunda etapa, ha
um evento endotérmico entre 300 e 325 °C. A curva obtida, bem como os picos endo
e exotérmicos encontrados, foram semelhantes ao descrito por Araujo (2003) e
Mainardes (2007). A curva de TG/DTG do AZT (Figura 18) demonstra que até
aproximadamente 180 °C, a zidovudina nao sofre perda de massa, sendo estavel
termicamente até essa temperatura. Logo apos, sdo observados dois momentos de
perda de massa relacionados a decomposi¢cao térmica do farmaco, tais eventos
podem ser vistos mais claramente na curva DTG. O primeiro se inicia em torno de
200 °C a 250 °C, o que reforca o achado na curva DSC e o segundo, entre
aproximadamente 260 °C e 315 °C. Apds os dois eventos de perda de massa, inicia-
se uma decomposicao lenta do AZT, o que sugere a eliminagao gradativa de
material carbonaceo, devido & carbonizacdo (PORFIRIO et al, 2015; ARAUJO,
2003).
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Figura 17 — Curva DSC do AZT obtida sob atmosfera dinamica de N, (50 mL/min) e

razao de aquecimento de 10 °C/min.
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Figura 18 — Curvas TG/DTG do AZT obtidas sob atmosfera dindmica de N, (100

mL/min) e razdo de aquecimento de 10 °C/min.
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A curva DSC da lamivudina (Figura 19) apresenta o primeiro evento
endotérmico entre 175 e 180 °C, caracteristico do ponto de fusao do farmaco e que
comprova seu grau de pureza. A partir de 250 até 300 °C, podem-se observar dois
pequenos eventos exotérmicos, 0s quais sugerem o inicio da decomposi¢ao térmica
do 3TC, resultados estes semelhantes ao encontrado por Souza (2008). Por sua
vez, a curva de TG/DTG (Figura 20) do 3TC apresenta um patamar até
aproximadamente 200 °C, indicando estabilidade térmica e basicamente dois
eventos de perda de massa. O primeiro ocorre entre 200 e 300 °C e, a partir de
entdo, inicia-se uma lenta perda de massa. Esses eventos correspondem a
decomposicdo do 3TC, resultados que corroboram o achado na curva de DSC do
farmaco (PORFIRIO et al., 2015).

Figura 19 — Curva DSC do 3TC obtida sob atmosfera dinamica de N, (50 mL/min) e

razao de aquecimento de 10 °C/min.
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Figura 20 — Curvas TG/DTG do 3TC obtidas sob atmosfera dindmica de N, (100

mL/min) e razdo de aquecimento de 10 °C/min.
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A Figura 21 apresenta a curva DSC dos dois farmacos isolados e de sua
mistura fisica. E possivel notar na curva da mistura fisica que houve dois eventos
endotérmicos, sendo um deles mais intenso, em torno de 115 °C, correspondente a
zidovudina e um de menor intensidade, em torno de 150 °C, que se refere a
lamivudina. O evento de decomposigao exotérmico da zidovudina fica claro na curva
da mistura fisica. E possivel notar que houve interagéo fisica entre os farmacos, uma
vez que os pontos de fusdo foram deslocados e, ao avaliar as curvas de TG/DTG
(Figura 22), nota-se uma diferenca entre o patamar de estabilidade térmica dos
farmacos e da mistura fisica, podendo ser visto com mais clareza no DTG que, na
mistura fisica, o maior evento de perda de massa da zidovudina, que ocorre em
torno de 200 °C, é deslocado para aproximadamente 250 °C indicando uma maior
estabilidade térmica. Por outro lado, a lamivudina se apresenta mais instavel

termicamente, uma vez que sua perda de massa ocorre de forma mais rapida.
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Figura 21 — Curvas DSC do AZT, 3TC e mistura fisica AZT+3TC (1:1) obtidas sob

atmosfera dindmica de N, (50 mL/min) e razao de aquecimento de 10 °C/min.
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Figura 22 — Curvas TG/DTG do AZT, 3TC e mistura fisica 3TC+AZT (1:1) obtidas

sob atmosfera dinamica de N, (100 mL/min) e razdo de aquecimento de 10 °C/min.
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Nas Figuras 23 e 24 podem ser vistas, respectivamente, as curvas de DSC e
TG/DTG do AZT, 3TC, PBCA, da mistura fisica PBCA+3TC+AZT e das
nanoparticulas de PBCA-3TC/AZT.

Inicialmente, em relagao a curva da mistura fisica PBCA+3TC+AZT é possivel
notar dois eventos endotérmicos, o primeiro, entre 75 e 90 °C, aparenta ser uma
somatodria de eventos do ponto de fusao do AZT e da perda de agua do polimero
PBCA, sendo que o ponto de fusdo da zidovudina, que ocorreu em 122 °C, é
deslocado. O segundo evento ocorreu entre 150 e 175 °C e corresponde ao ponto
de fusdo da lamivudina. As duas endotermas sao seguidas de dois eventos
exotérmicos, correspondentes a decomposicdao do AZT (em torno de 200 °C) e do
3TC (em torno de 250 °C) e, apds 300 °C, ocorre um pequeno evento exotérmico
semelhante ao do PBCA. Esses eventos sao equivalentes aos encontrados nas
curvas DSC do AZT, 3TC e do PBCA. A curva DSC das nanoparticulas de PBCA-
3TC/AZT apresenta comportamento semelhante ao observado na curva do polimero:
nota-se a auséncia dos picos endotérmicos correspondentes aos farmacos, o que
indica fortemente que houve a associagao entre a nanoestrutura e os farmacos
antirretrovirais, além disso, a auséncia dos picos de degradagao dos farmacos indica
que a encapsulagdo nas nanoparticulas de PBCA foi eficiente para melhorar a
estabilidade térmica dos farmacos. Ao confrontar a curva das nanoparticulas
completas e da mistura fisica, fica evidente que ha uma distingdo entre elas. Esse
fato aponta para a formacado de um sistema diferente de uma simples mistura de

mateérias primas.

Igualmente, ao considerar as curvas TG/DTG da mistura fisica e das
nanoparticulas completas, nota-se que a primeira apresenta praticamente uma unica
perda de massa, entretanto, na segunda, € possivel notar que ocorrem dois eventos
distintos de perda de massa, apresentando um comportamento semelhante ao
PBCA. Essa distingdo entre as curvas TG/DTG da mistura fisica e das
nanoparticulas PBCA-3TC/AZT sugere que houve interagao entre os farmacos e as

nanoparticulas.
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Figura 23 — Curvas DSC do AZT, 3TC, PBCA, da mistura fisica PBCA-3TC-AZT e
das nanoparticulas de PBCA-3TC/AZT obtidas sob atmosfera dindmica de N, (50
mL/min) e razdo de aquecimento de 10 °C/min.
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Figura 24 — Curvas TG/DTG do AZT, 3TC, PBCA, da mistura fisica
PBCA+3TC+AZT e das nanoparticulas de PBCA-3TC/AZT obtidas sob atmosfera

dinamica de N, (100 mL/min) e razdo de aquecimento de 10 °C/min.
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Por fim, podemos avaliar a curva de DSC da nanoparticula de PBCA-
3TC/AZT-Ps80 comparada as curvas do polimero com e sem revestimento e da
nanoparticula de PBCA-3TC/AZT (Figura 25). Observa-se que o comportamento
térmico da nanoparticula completa € muito semelhante ao da nanoparticula de
PBCA-Ps80 e difere da nanoparticula de PBCA-3TC/AZT. Esse fato evidencia a
ocorréncia do revestimento e o aumento da estabilizacdo térmica dos farmacos
como citado anteriormente. O mesmo ocorre nas curvas de TG/DTG (Figura 26)
porém, ao contrario do que se observa para as nanoparticulas de PBCA-Ps80, as
nanoparticulas contendo farmaco, quando revestidas, apresentam uma menor perda
de massa na temperatura préxima de 115 °C e s6 voltam a perder massa préximo
aos 300 °C, apesar disso, o perfil de % de perda de massa das nanoparticulas

completas ainda é muito semelhante ao do PBCA-Ps80.

Figura 25 — Curvas DSC do PBCA, das nanoparticulas de PBCA-3TC/AZT, PBCA-
Ps80 e PBCA-3TC/AZT-Ps80 obtidas sob atmosfera dinamica de N, (50 mL/min) e

razao de aquecimento de 10 °C/min.
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Figura 26 — Curvas TG/DTG do PBCA, das nanoparticulas de PBCA-3TC/AZT,

PBCA-Ps80 e PBCA-3TC/AZT-Ps80 obtidas sob atmosfera dindmica de N, (100
mL/min) e razdo de aquecimento de 10 °C/min.
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5.3 Caracterizacdo das nanoparticulas por espalhamento de raios-X a baixo angulo

(SAXS)

Para se obter informagdes estruturais do interior e interface das

nanoparticulas obtidas nesse trabalho, foi realizada a analise de SAXS. Na Figura
27 é possivel observar a curva das amostras analisadas por SAXS em escala

absoluta.
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Figura 27 — Perfil da intensidade de SAXS em fungcdo do mdodulo do vetor de

espalhamento para as amostras.
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PBCA: Nanoparticulas de poli (n-butil cianoacrilato), PBCAps: Nanoparticulas de poli (n-butil
cianoacrilato) revestidas com polissorbato 80, PBCAtc: Nanoparticulas de poli (n-butil cianoacrilato)
contendo lamivudina e zidovudina e Comp: Nanoparticulas de poli (n-butil cianoacrilato) contendo a
associagao de farmacos e revestidas.

As nanoparticulas de PBCA, PBCAps e PBCAtc apresentam dois eventos
bem claros na curva. Nota-se que proximo a 0.01A-1 tem-se uma rapida subida na
curva o que pode indicar que a curva acima de ~0.01A-1 corresponde a estruturas
internas das amostras e, abaixo desse valor tem-se distancias de correlagcao
maiores. A fim de estudar esses dois eventos em separado, € possivel assumir uma
forma média para as estruturas internas e um aglomerado das estruturas maiores

formando a particula grande.

Para que fosse possivel avaliar o aglomerado, foi feita uma analise dos
resultados no programa WGIFT (OLIVEIRA et al., 2009). O programa permite
realizar a modelagem de um fator de forma através da construcdo de uma fungao
p(r) e o aglomerado utilizando uma funcdo que descreva seu tamanho geral. Foram
realizadas duas modelagens, uma que avalia o sistema como um todo e fornece
uma p(r) média e, outra, que assumi o desacoplamento do sistema. A Figura 28

apresenta os dados de SAXS e a modelagem para as nanoparticulas avaliadas.



Figura 28 — Curvas de SAXS e modelagem para as nanoparticulas de PBCA.
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A esquerda os circulos correspondem aos dados de SAXS e as linhas as curvas tedricas. A direita
curva de distribuicdo de distancias entre pares. (a) PBCA: Nanoparticulas de poli (n-butil ciano
acrilato), (b) PBCAps: Nanoparticulas de poli (n-butil ciano acrilato) revestidas com polissorbato 80,
(c) PBCAtc: Nanoparticulas de poli (n-butil ciano acrilato) contendo lamivudina e zidovudina e (d)

Comp: Nanoparticulas de poli (n-butil ciano acrilato) contendo a associagéo de farmacos e revestidas

E possivel observar que o ajuste dado pelo método de IFT ndo consegue
descrever a parte inicial da curva, e o ajuste tedrico fica abaixo dos dados
experimentais. Isto ocorre, uma vez que o programa nao é capaz de fazer o ajuste
dos tamanhos apresentados, os quais sao considerados grandes e acabam ficando

fora da resolucao dos dados. Ja pelo método GIFT temos um bom ajuste dos dados.

Comparando as curvas do PBCA e PBCA-Ps80, nota-se que o segundo
apresenta uma curva de espalhamento menos intensa, o que acaba originando
dados mais ruidosos. A subida na curva a baixos angulos da amostra de PBCA-
Ps80 ocorreu a menores valores de q, o que indica tamanhos de aglomerados
maiores do que no caso da nanoparticula de PBCA, corroborando os dados de DLS,
uma vez que as nanoparticulas revestidas apresentam diametro médio superior ao

das nanoparticulas sem o revestimento.

Para a amostra das nanoparticulas de PBCA-3TC/AZT observa-se um
comportamento da curva semelhante ao PBCA. Os tamanhos de aglomerados séo
similares e por essa razdo temos um aumento da curva de SAXS em regides

proximas. Em relagdo as curvas (a), (b) e (c) tem-se uma subida abrupta na curva de
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SAXS para g~0.01A", que ocorre devido aos tamanhos grandes das nanoparticulas.
Os dados apresentados acima de g~0.01A™ indicam a presenca de particulas
globulares de dimensdes maximas entre 200 A — 300A. Isso indica que dentro das

nanoparticulas avaliadas existem subdominios com tamanhos desta ordem.

Em relacdo as nanoparticulas completas, ja era esperado a formagao de
grandes aglomerados, uma vez que o diametro dessas nanoparticulas sdo maiores
do que a resolugao dos dados de SAXS. Nessa curva (d) temos uma oscilacao de
espalhamento por volta de q~0.1A™" esse fato é uma indicagdo da presenca de
interfaces com tensoativos. Nesse caso os contrastes positivo/negativo das cabecas
polares e da cauda carbOnica respectivamente, geram esta oscilacdo na curva de

espalhamento.

5.4 Desenvolvimento e validagdo de método analitico por HPLC para determinacao
da eficiéncia de encapsulagao dos farmacos nas nanoparticulas de PBCA e PBCA-
Ps80

A principio, para a quantificagdo simultanea do 3TC e AZT por HPLC, foi
aplicado o método proposto na Farmacopeia Brasileira 5% edicdo, porém o pico de
eluicdo da lamivudina nao se separava dos interferentes da amostra. Outros
métodos descritos na literatura (LAVRA et al., 2008; BECK et al., 2007; DEZANNI,
2010) também foram experimentados. Em dois dos métodos, o problema de eluicéo
da lamivudina também ocorreu, porém no terceiro foi possivel separar a lamivudina
dos picos interferentes, entretanto, o tempo de retengao da zidovudina foi superior a
30 min. Apos modificacbes nos métodos avaliados, a fase mével foi constituida por
uma mistura de tampao fosfato de sédio 10 mM e metanol. O fluxo e as proporgdes
de cada solvente foram ajustados para que 0s picos saissem sem interferentes e o
tempo de retencdo de cada um proporcionasse uma corrida com menor tempo
possivel para otimizar o gasto de solvente organico e o tempo total das leituras. A
diluicdo das amostras a partir da solugao estoque foi feita com a fase mével como

diluente para evitar o aparecimento do volume morto. Desse modo, apods varias
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tentativas, foram estabelecidas as condicbes cromatograficas utilizadas nesse

trabalho que sao apresentadas no Quadro 2.

Quadro 2 — Condig¢des cromatograficas para quantificagdo simultanea de lamivudina

e zidovudina nas nanoparticulas de PBCA revestidas ou nao.

Condi¢6es Cromatograficas
Tampao Fosfato de sédio 10 mM e
Fase movel
metanol (70:30)
Fluxo 1,0 mL/min
Temperatura 40 °C
Volume de injegao 20 yL
Comprimento de onda 270 nm

5.4.1 Linearidade

A capacidade do método em apresentar resultados diretamente proporcionais
a concentracdo do analito € denominada linearidade (ICH, 2005, ANVISA, 2003).
Essa correlagdo entre o sinal medido e a concentragdo da solucdo pode ser
determinada matematicamente utilizando-se a curva analitica obtida a partir de
solugdes padrdao com concentragdo conhecida, o critério minimo de aceitacdo do
coeficiente de correlagdo é de 0,99 e deve ser determinada pela analise de, pelo
menos, cinco concentragdes diferentes (RIBANI, 2004; ANVISA, 2003).

A linearidade foi avaliada por meio da injecdo em ftriplicada das solugdes
padrao de 3TC e AZT nas concentragdes de 0,5; 1,25; 2,5; 5,0; 10,0 e 20,0 uyg/mL. A

partir das areas originadas de cada leitura foi construida a curva analitica de cada
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farmaco (Figura 29). Os parametros relacionados a linearidade (coeficiente angular,

linear e de determinagao) estao apresentados na Tabela 9.

Figura 29 — Curvas analiticas dos padrdes de 3TC e AZT obtidas com o método

analitico desenvolvido.
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Tabela 9 — Parametros relativos a curva analitica dos padrdes de 3TC e AZT.

Parametro Valor 3TC Valor AZT
Coeficiente angular (a) 43390 37617
Coeficiente linear (b) 2937.,9 1740,9

Coeficiente de determinacéo (r%) 0,9998 0,99986
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Tanto a curva da lamivudina quanto a da zidovudina, apresentaram r* superior
a 0,999. Sendo assim, o método desenvolvido para quantificagao simultanea de 3TC

e AZT por HPLC é considerado linear nas condi¢cdes apresentadas.

5.4.2 Especificidade

Segundo o ICH (2005) e a RDC 899/03 a especificidade é a capacidade do
método de avaliar de forma inequivoca o composto em analise na presenca de
componentes que podem interferir no desempenho da medi¢cao, podendo aumentar
ou reduzir o sinal. Estes interferentes ja estdo presentes na matriz e podem ser, por
exemplo, outro ingrediente ativo, excipientes, impurezas ou produtos de degradacao.
A especificidade garante que o pico apresentado no espectro seja exclusivamente

do composto em questao (RIBANI, 2004).

A determinacido da especificidade do método previamente desenvolvido, foi
feita por meio da comparacao visual dos cromatogramas das inje¢cdes das solugdes
placebo 1, 2, 3 e 4 (Figura 30), da fase movel (Figura 31) e da solugao padrao de
3TC e AZT 5,0 yg/mL (Figura 32). Observa-se que nao ha eluicdo de nenhum pico
relacionado a interferentes nos tempos de retencédo da lamivudina (3,960 min.) e da
zidovudina (8,903 min.).



Figura 30 — Cromatograma do placebo 1 (PBCA para quantificagdo do farmaco

total) (a), placebo 2 (PBCA para quantificagao do farmaco livre) (b), placebo 3
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(PBCA-Ps80 para quantificagao do farmaco total) (c) e placebo 4 (PBCA-Ps80 para
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Figura 31 — Cromatograma da inje¢ao da fase movel constituida de tampao fosfato
10 mM e metanol (70:30 v/v).
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Figura 32 — Cromatograma da inje¢ao da solucao padrao de 3TC e AZT diluidos na

fase movel na concentragao de 5,0 ug/mL.
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5.4.3 Precisao

A precisdo avalia a dispersdo dos resultados obtidos em uma série de
medidas de uma mesma amostra. E determinada a partir do coeficiente de variacéo

(CV), normalmente em porcentagem (%), também conhecido como desvio padrao
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relativo (DPR). No presente trabalho, foi avaliada a precisdo por repetibilidade
(intracorrida) e a precisao intermediaria (intercorrida). Foram realizadas leituras das
solugdes padrao de 3TC e AZT nas concentragdes de CQA, CQM e CQB (10,0; 5,0;
1,25 pg/mL, respectivamente) em sextuplicatas em um unico dia para precisdo por
repetibilidade e em dias consecutivos para precisao intermediaria. Os resultados sao
apresentados nas Tabelas 10 e 11 e considerados aceitaveis quando nao
excederem 5% (ICH, 2005; ANVISA, 2003, INMETRO 2010).

Tabela 10 — Precisdo por repetibilidade e intermediaria das solugbes padrao de

lamivudina do método para quantificacdo simultdnea de 3TC e AZT.

Concentragao Concentragao
Concentragao CV% CV%
experimental experimental
teoria (ng/mL) (intradia) (interdia)
(ng/mL) (ng/mL)
1,25 1,11 £ 0,002 0,26 1,11 £ 0,002 0,24
50 4,63 £ 0,004 0,07 4,64 £ 0,010 0,22
10,0 9,23 £ 0,004 0,04 9,29 £ 0,004 0,04

Os valores da concentragao experimental sdo expressos como média + desvio padrdo. (n = 6). CV% -
Coeficiente de variagao.

Tabela 11 — Precisdo por repetibilidade e intermediaria das solugbes padrao de

zidovudina do método para quantificacdo simultanea de 3TC e AZT.

Concentragao Concentragao
Concentragao CV% CV%
experimental experimental
teoria (ng/mL) (intradia) (interdia)
(ng/mL) (ng/mL)
1,25 1,11 £ 0,003 0,30 1,11 £ 0,004 0,36
50 4,61 £ 0,004 0,09 4,63 £ 0,09 0,21
10,0 9,20 £ 0,002 0,03 9,25+ 0,003 0,32

Os valores da concentragao experimental sdo expressos como média + desvio padrdo. (n = 6). CV% -
Coeficiente de variagao.
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5.4.4 Exatidao

A exatidao é a proximidade dos resultados individuais obtidos em uma analise
em relacdo a um valor de referéncia. Para avaliar a exatiddao do método foi utilizado
o teste de recuperagao, ou seja, concentracbes conhecidas dos farmacos foram
determinadas na presenca de nanoparticulas de PBCA e PBCA-Ps80. As analises
foram realizadas em sextuplicata em um unico dia e em dias consecutivos. Os
resultados de exatidao para o 3TC e o AZT na presencga dos interferentes podem ser
vistos nas Tabelas 12, 13, 14 e 15, e, como preconizado nas normativas
internacionais e brasileiras, todos os resultados de exatiddo (%) se encontram na
faixa entre 95 e 105%.

Tabela 12 — Exatidao por recuperagao da lamivudina na presenca de nanoparticulas
de PBCA.

Concentragao Concentragao
Concentragao E% E%
experimental experimental
teoria (ng/mL) (intradia) (interdia)
(ng/mL) (ng/mL)
1,25 1,26 £ 0,053 101,33 1,26 £ 0,054 100,29
50 5,00 + 0,263 100,06 5,18 £ 0,197 103,61
10,0 10,05 £ 0,447 100,55 10,20 £ 0,426 102,03

Os valores da concentracdo experimental sdo expressos como média + desvio padrdo. (n = 6). E% -
Exatidao.
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Tabela 13 — Exatid&do por recuperagao da lamivudina na presenca de nanoparticulas
de PBCA-Ps80.

Concentragao Concentragao

Concentragao E% E%
experimental experimental
teoria (ng/mL) (intradia) (interdia)
(ng/mL) (ng/mL)
1,25 1,25 £ 0,002 100,57 1,20 £ 0,069 96,71
50 4,99 £ 0,004 99,96 5,10 £ 0,107 102,06
10,0 10,07 £ 0,007 100,76 9,83 £ 0,341 98,37

Os valores da concentracdo experimental sdo expressos como média + desvio padrdo. (n = 6). E% -
Exatidao.

Tabela 14 — Exatid&do por recuperagao da zidovudina na presenca de nanoparticulas
de PBCA.

Concentragao Concentragao
Concentragao E% E%
experimental experimental
teoria (ng/mL) (intradia) (interdia)
(ng/mL) (ng/mL)
1,25 1,26 £ 0,038 100,99 1,25 £ 0,043 100,77
50 5,02 £ 0,190 100,42 5,14 £ 0,142 102,98
10,0 10,08 £ 0,326 100,81 10,30 £ 0,236 103,03

Os valores da concentracdo experimental sdo expressos como média + desvio padrdo. (n = 6). E% -
Exatidao.
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Tabela 15 — Exatidao por recuperagcao da zidovudina na presenca de nanoparticulas
de PBCA-Ps80.

Concentragao Concentragao

Concentragao E% E%
experimental experimental
teoria (ng/mL) (intradia) (interdia)
(ng/mL) (ng/mL)
1,25 1,23 £ 0,003 99,13 1,18 £ 0,071 95,00
50 5,13 £ 0,006 102,75 5,13 £ 0,005 102,68
10,0 9,91 £ 0,002 99,19 9,68 £ 0,336 96,82

Os valores da concentracdo experimental sdo expressos como média + desvio padrdo. (n = 6). E% -
Exatidao.

5.4.5 Limite de quantificacédo (LQ) e limite de detecgao (LD)

O LD representa a menor concentracdo do analito detectada pelo
método, mas nao necessariamente quantificada, sob as condi¢des experimentais
que foram estabelecidas. Ja o LQ é a menor quantidade do analito em uma matriz
que pode ser quantificada com precisdo e exatidao aceitaveis. (RIBANI, 2004,
ANVISA, 2003, INMETRO 2010).

Foram construidas curvas analiticas para determinagcédo do LQ e LD com base
nas Equacdes 3 e 4. A partir da equacao da reta y = 45176x + 1105,8 da curva
analitica da lamivudina os valores encontrados para o LQ e LD foram de 0,24 ug/mL
e 0,08 ug/mL, respectivamente. Para a zidovudina a equacdo da reta da curva
analitica utilizada foi y = 39618x + 1361 e os valores encontrados para o LQ e LD

foram de 0,34 pg/mL e 0,11 pg/mL, respectivamente.

5.5 Eficiéncia de encapsulacado dos farmacos as nanoparticulas poliméricas

A quantificagdo da lamivudina e da zidovudina presente nas nanoparticulas de

PBCA e PBCA-Ps80 foi realizada através do método previamente desenvolvido e
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validado conforme os itens anteriores e a porcentagem de eficiéncia de
encapsulacao (%EE) foi calculada a partir da Equacgao 5. Acerca das nanoparticulas
sem o revestimento a porcentagem de encapsulacdo encontrada foi de 44,45 +
0,08%, sendo que 34,69% desse total era de AZT e os outros 9,75% de 3TC. Em
relacdo a proporcao dos farmacos encapsulados, esses foram os resultados mais
proximo do esquema terapéutico atual, visto que a dose de lamivudina administrada

para os pacientes é a metade da dose de zidovudina.

Reddy e Murthy (2004b) avaliaram a influéncia da concentracdo do
mondmero de PBCA no meio reacional e a eficiéncia de encapsulagdo do
metotrexato. Na concentragdo de 1% de mondémero, a mesma utilizada neste
trabalho, os pesquisadores relataram %EE de 43,1 e o aumento da concentragao do
mondémero resultou no aumento progressivo da porcentagem de encapsulagdo do
metotrexato. Sun et al., (2010) variaram a proporgao entre a curcumina (farmaco) e o
polimero e ao analisar a eficiéncia de encapsulagao observaram resultados entre
211 e 28,7%. Tavares (2013) avaliou a porcentagem de encapsulagédo nas
nanoparticulas de PBCA em trés diferentes concentracbes de aciclovir e notou um
incremento da encapsulagao até 5,0 mg/mL a qual foi de 63,9 £ 2,5%. Ja na
concentracao de 10 mg/mL o achado foi de 36,0 + 1,2. Petri e colaboradores (2007)
relatam a 65 + 11% de eficiéncia de encapsulagéo para as nanoparticulas de PBCA
contendo doxorrubicina. Apresentados os resultados encontrados em literatura, fica
claro que a porcentagem de encapsulagao € um parametro variavel e que depende
do farmaco a ser veiculado e da sintese para obtencdo das nanoestruturas, além
disso, nota-se que o processo de encapsulagdo para as nanoparticulas de PBCA

pode ser saturavel.

Quanto as nanoparticulas revestidas com Ps-80 a %EE foi reduzida para
30,44 + 0,76%. Este resultado vai de encontro ao relatado por Tavares (2013), que
ao revestir com trimetilquitosana as nanoparticulas de PBCA contendo aciclovir teve
uma perda de 21,7%. No presente trabalho, a perda de encapsulagao foi de 14,01%,
supde-se que pode haver um deslocamento dos farmacos para o meio reacional no
momento do revestimento e, também, que o processo de liofilizagdo necessario para
que haja o revestimento com Ps80 possa interferir na quantidade de farmaco que

esta adsorvido na superficie das nanoparticulas.
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6 CONCLUSAO

Nanoparticulas de PBCA contendo lamivudina e zidovudina, revestidas com
polissorbato 80, foram obtidas pela técnica de polimerizacdo em emulsdo. O método
de obtencdo, bem como as condicbes empregadas para a sintese das

nanoparticulas contendo ou ndo farmacos se mostraram adequados.

As caracteristicas fisico-quimicas das nanoparticulas de PBCA-3TC