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1. INTRODUCAO E OBJETIVOS

A doxiciclina (DX) é um antimicrobiano sintético pertencente ao grupo das
tetraciclinas de amplo espectro e capaz de impedir a nutricdo, desenvolvimento e reproducéo
de bactérias. Esse farmaco é utilizado para diversas patologias, dentre elas a osteonecrose
mandibular associada ao uso de medicamentos (MRONJ). Por outro lado, a doxiciclina
apresenta algumas limitacdes, como o efeito de primeira passagem e degradacdo em meio acido
quando administrada por via oral. (AGUDELO, 2018). Por sua relevancia e limitacdes, novas
formas farmacéuticas vém sendo exploradas, como a nanoencapsulacdo. As nanoparticulas
(NPs) a base de quitosana, em especial, sdo apropriadas para administragdo de farmacos através
de membranas mucosas, devido a sua capacidade de mucoadesdo, baixa toxicidade, alta
permeabilidade e propriedades fisicas ajustiveis. Desta forma, esse trabalho pretende
desenvolver uma formulacdo de nanoparticulas de quitosana contendo doxicilina que possa
otimizar entrega de farmacos por via bucal e que tenha potencial para ser utilizada na profilaxia
da osteonecrose mandibular. (MOHAMMED, 2017; CRUCHO, 2017).

2. RESULTADOS E DISCUSSAO
2.1 Avaliacdo do método de quantificacdo do farmaco

A quantificacdo da doxiciclina foi feita por espectrofotometria UV/visivel (270nm,
Multiskan Go - Thermo Scientific). Avaliou-se a linearidade, seletividade, exatidéo,
precisdo e limite de deteccdo e limite de quantificacdo do método de acordo com as
recomendagdes da RDC N° 166/ 2017 da ANVISA (BRASIL, 2017). O método foi linear
no intervalo especificado (5 - 40 pg/mL), seletivo frente nanoparticulas (NPs) de quitosana
sem farmaco (brancas), foi exato, com taxa de recuperacdo de 100 + 3,2% e foi preciso,
com coeficiente de variacdo (CV) menor que 5% para todas as concentracOes testadas. Os
limites de deteccédo (LD) e limite de quantificagdo (LQ) foram de 0,98 pg/mL ¢ 2,96 ug/mL,
respectivamente.

3.2. Formulacéo e caracterizacdo das NPs de quitosana



As NPs de quitosana foram fabricadas a partir do método de gelificacdo ibnica,
apresentando tamanho de particula (TP), indice de polidispersdo (IPD) e potencial zeta (PZ)
satisfatorios (Tabela 1), mas eficiéncia de encapsulamento (EE) do farmaco baixa. Com o
objetivo de aumentar a EE, foram utilizadas diversas estratégias: solubilizar a DX na solucéo
de quitosana (CH), solubilizar a DX na solucdo de tripolifosfato de sddio (TPP), modificar a
proporcao farmaco/polimero e alterar o pH das solucdes de quitosana e TPP.

Tabela 1. Propriedades fisico-quimicas das formulagdes de nanoparticulas de quitosana.
Formu- TPP: Conc. DX: TP (nm) IPD PZ EE pH

lacdo CH finalDX CH (mV) (%) final
(mg/mL)

NPB 1:3 - - 134,7 0,218 +12,3 - NR
NPDX 1 1:3 33 4:1 153,8 0,194 +230 0,2 NR
NPDX 2 1:3 1,9 2:1 190,7 0,314 +331 8,9 NR

NPB 1:3 - - 215,8 0,271 +31,0 - 5,15
NPDX 3 1:3 0,25 1:4 207,0 0,265 +320 235 512

NPB 1:3 - - 240,3 0,232 4235 - 5,42
NPDX 4 1:3 0,24 1:4 240,3 0,195 +24,1 8,96 5,48

TPP: tripolifosfato de sodio; CH: quitosana; DX: doxiciclina; TP: tamanho de particula; IPD: indice de
polidispersdo; PZ: potencial zeta; EE: eficiéncia de encapsulamento; NPB: NP de quitosana vazia
(branca); NPDX: NP de quitosana com doxiciclina; NR: analise ndo realizada. As amostras foram
diluidas em agua purificada (1:10). O correlograma de todas as analises se manteve entre 0,8 - 1.

Ao gotejar a DX na solucdo de quitosana (anteriormente a adicdo do TPP), obteve-se
uma baixa EE (NPDX 1 = 0,2%) pelo fato do grupo cationico dimetilamonio (pKa= 9,5) do
farmaco estar ionizado positivamente em pH abaixo de 5,0 (figura 1), resultando em um efeito
repulsivo para com a carga também positiva da quitosana. Por outro lado, ao goteja-la no pH
bésico da solugdo de TPP (maior que 9,0), tal efeito repulsivo foi amenizado. Desta forma,
obteve-se uma eficiéncia de encapsulacdo maior (NPDX 2 = 8,9%).
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Figura 1 - Estrutura molecular da doxiciclina e seus pKas (adaptada de BORGHI, 2013).

Nos experimentos seguintes, buscou-se modificar a propor¢do DX:CH para aumentar a
massa de quitosana disponivel para formacdo das nanoparticulas e encapsulamento do farmaco.
Obteve-se como resultado uma EE de 23,5% (NPDX 3), corroborando com os estudos de
SOBHANI et al (2017).

A modificacdo dos pHs das solucdes (quitosana = 5,5 e TPP =9,7), com o objetivo de
possibilitar que a molécula do farmaco adquirisse carga total negativa e evitasse repulsdo com
a quitosana, obteve-se um baixo encapsulamento (NPDX 4 = 8,96%). E provavel que a DX



que estava solubilizada na solucéo de TPP em pH bésico (carga total negativa) tenha protonado
novamente ao ser gotejada na solucéo de quitosana (pH mais acido), gerando repulséo de carga.

3.3. Formulagéo e caracterizacao das NPs de alginato-quitosana

Uma vez que a EE das NPs de quitosana ndo foi satisfatdria, buscou-se realizar um
novo protocolo para formular NPs de alginato de sddio (SA) e quitosana. Ja que o alginato €
um polimero aniénico, considerou-se a possibilidade da carga catiénica da DX interagir com
essa matriz, aumentando a EE. O método utilizado foi a gelificacdo ibnica associada ao
crosslinking policatiénico. Na primeira formulacdo (SACHDX 1) utilizou-se a proporcdo de
1:1 (DX:SA), obtendo-se 22,1% de EE. Em seguida, preparou-se uma formulagéo utilizando a
proporcdao DX:SA de 1:2 (SACHDX 2) visando a diminui¢cdo da massa de farmaco em relacao
a massa de polimero. A EE aumentou para 26,6% (tabela 2). Os resultados de tamanho de
particula mostraram-se superiores a 400 nm, entretanto, entende-se que essa ndo é uma
limitacdo para a formulagéo, uma vez que se almeja administragéo por via bucal.

Apesar de se encontrar eletricamente neutra no pH do experimento, a molécula de DX
se apresenta na forma de zwitterion. Ou seja, ela possui um grupo ionizado positivamente e
outro negativamente. Sendo assim, ainda existe uma certa repulsdo de cargas entre as moléculas
de farmaco e polimeros que compfem a matriz (quitosana e alginato), interferindo no
encapsulamento.

Tabela 2. Propriedades fisico-quimica das formulagdes de nanoparticulas de alginato de sodio

e quitosana.
Formulagéo DX:SA  Conc. final TP IPD PZ EE pH
DX (nm) (mV) (%) final
(mg/mL)

SACHB - - 5654 0,315 -409 - 4,80
SACHDX 1 1:1 0,42 571,2 0,287 -413 22,1 4,77
SACHB - - 4744 0,391  -443 - 4,83
SACHDX 2 1:2 0,25 4035 0,270  -47.;3 26,6 4,80

DX: doxiciclina; SA: alginato de sédio; TP: tamanho de particula; IPD: indice de polidispersao;
PZ: potencial zeta; EE: eficiéncia de encapsulamento; SACHB: NP de quitosana vazia
(branca); SACHDX: NP de quitosana com doxiciclina. As amostras foram diluidas em agua
purificada (1:10). O correlograma de todas as anélises se manteve entre 0,8 - 1.

3.4. Analise de ionizacdo do farmaco

DX possui trés grupos ionizaveis de distintos pKas (Figura 1): o grupo
tricarbonilmetano (pKai = 3,5), a dicetona fenolica (pKaz= 7,7) e o cation dimetilamonio (pKas
= 9,5). Foi conduzido entdo um estudo de analise o potencial zeta da DX em soluc¢des aquosas
de diferentes pHs (2,5; 5,0; 8,5 e 10,0) para avaliar seu estado i6nico em cada situagao.
Constatou-se que em meio acido a DX tende a estar em sua forma protonada; em pH neutro
atinge sua forma de zwitterion e, em pH bésico, tende a desprotonar (adquirindo carga total
negativa). Os resultados que estdo de acordo com o relatado por Jin et al. 2007. Esse
comportamento da DX explica a dificuldade de encapsulamento em polimeros i6nicos, a qual
é justificada pela repulsdo de cargas elétricas entre a molécula do farmaco e a matriz



polimérica. Como a molécula se encontra ionizada em toda a faixa de pH (de 0 a 14), é
necessario mascarar, atenuar ou complexar essas cargas, de modo a permitir sua incorporacao.

3. CONCLUSAO

As nanoparticulas de quitosana e alginato-quitosana contendo doxiciclina foram obtidas
com sucesso, apresentando TP, IPD e PZ satisfatérios. No entanto, a maior EE foi de 23,5%
para NPs de quitosana e 26,6% para NPs de alginato-quitosana. Diferentes estratégias foram
implementadas a fim de aumentar a EE do farmaco. A partir da conducdo de um estudo que
avaliou a ionizacdo da molécula de DX em diferentes pHs foi possivel constatar que ela se
encontra ionizada em toda a faixa de pH (de 0 a 14). Por isso, provavelmente ocorre repulséo
de cargas entre o farmaco e os polimeros utilizados para compor a matriz das NPs, interferindo
negativamente no encapsulamento da DX. Estudos em andamento incluem a complexagéo de
DX com HP-b-CD para posterior incorporacao na NP de quitosana, visando mascarar a carga
positiva da DX, evitar a repulsdo com o polimero e aumentar a taxa de encapsulagao.
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