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"Nao sou um computador como o0s outros querem pensar. Botvinnik disse uma vez
que calculo melhor que os demais, que sou uma maquina, um homem prodigio e
também fui uma crianga prodigio. Aqui n&o ha prodigio algum. Sou meramente um
homem, mas um homem extraordinario. Estudo e aprendo cada dia mais e mais,
um dia hao de ser meus o carro mais caro e a casa mais bonita. Na América nao
h& ninguém que possa comparar-se comigo. Fui campedo nacional 7 vezes o que
comeca a ser fatigante. Aos 14 anos fui campedo nacional, com 16 "grande
mestre", com 27 anos sou o melhor do mundo e com 28 serei declarado
oficialmente campedo mundial. Meu objetivo € que ninguém no planeta saiba
"mexer as pecas" melhor do que eu!"

Robert James (Bobby) Fischer, 1971.
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Resumo

PREPARACAO DE NANOPARTICULAS LIPIDICAS SOLIDAS (NPLS) PARA
LIBERACAO MODIFICADA/PROLONGADA DE FARMACOS ANTIRETROVIRAIS
(NEVIRAPINA, SAQUINAVIR E EFAVIRENZ). Nos dias atuais ndo ha cura e nem
vacina para as pessoas portadoras de HIV. A erradicacéo do virus nao é possivel
porque a maioria estd depositado em o6rgaos que sdo de dificil acesso aos
farmacos antirretrovirais. Uma alternativa seria direcionar os farmacos a estes
orgaos por intermédio de nanocarreadores. Os farmacos utilizados neste trabalho
foram a Nevirapina, o Saquinavir e o Efavirenz e o nanocarregador foi as
Nanoparticulas Lipidicas Sélidas (NLS). As NLS foram produzidas utilizando acido
estearico, acido miristco e Compritol 888 ATO como matrizes dos
nanocarregadores, brometo de cetiltrimetilaménio, Lipoid-S75 e Tween 80 como
surfatantes e n-butanol como co-surfatante. A formulacdo otimizada foi obtida
através de um planejamento experimental 2° com ponto central utilizando os
surfatantes como variaveis. A molécula direcionadora adicionada na superficie das
nanoparticulas foi a d-manose, a qual estava ligada na octadecilamina. Este
acucar foi escolhido por que é receptor dos macréfagos/mondécitos. A estratégia é
que estas células capturem os nanocarregadores carregados com farmacos
antirretrovirais e os enviem aos 0rgaos depdsitos de HIV. Estas NLS foram
caracterizados pelas técnicas de espalhamento dindmico de luz, potencial Zeta,
Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC), Difratometria de raios-X e
Microscopia Eletrbnica de Varredura (MEV), além dos estudos de liberacao in

vitro.

Palavras Chave: NLS, Nevirapina, Saquinavir, Efavirenz, HIV, planejamento

experimental, d-manose.
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Abstract

PREPARATION OF SOLID LIPID NANOPARTICLES (SLN) TO
PROLONGED/MODIFIED RELEASE OF ANTIVIRAL DRUGS (NEVIRAPINE,
SAQUINAVIR AND EFAVIRENZ). Nowadays there is neither cure nor vaccine for
people living with HIV. However, virus eradication is not possible because most are
deposited in organs that are difficult access to antiretroviral drugs. An alternative
would be to target the drugs to these organs via nanocarriers. The drugs used in
this work were Nevirapine, Saquinavir and Efavirenz and the nanocarriers were
Solid Lipid Nanoparticles (SLN). The SLN were produced using stearic acid,
myristic acid and Compritol 888 ATO as matrix of nanocarriers, cetyltrimethyl
ammonium bromide, Lipoid-S75 and Tween 80 as surfactants and n-butanol as co-
surfactant. The optimized formulation was obtained through an 2° experimental
design with central point using surfactants as variable. The target molecule added
in the nanocarriers surface was d-mannose, which was linked in the
octadecylamine. This sugar was chosen because it is receptor of
macrophages/monocytes. The strategy is that these cells capture the nanocarriers
loaded antiretroviral drugs and it send deposit organs of HIV. These SLN were
characterized by techniques dynamic light scattering (DLS), zeta Potential,
Differential Scanning Calorimetry (DSC), X-ray diffraction and Scanning Electron

Microscopy (MEV), beyond of in vitro released studies.

Keywords: : SLN, Nevirapine, Saquinavir, Efavirenz, HIV, planning design, d-

mannose.
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1. Introducao

1.1. Ciclo de replicacdao do Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) e progressao
para a Sindrome da Imunodeficiéncia Humana (AIDS)

Os primeiros casos documentados sobre a infeccdo com HIV e os problemas
relacionados a AIDS ocorreram por volta de 1981 (Gottlieb, 1981; Masur 1981). Porém, de
acordo com as fontes, os sintomas desta doenca ja haviam se manifestados
anteriormente. Apdés mais de 30 anos e apesar dos grandes investimentos em pesquisas,
ainda nao ha cura ou vacina para esta infecgdo, tornando o combate a AIDS um dos
maiores desafios ja enfrentados pelos profissionais da area da saude. No comec¢o da
década de 90 o numero de pessoas infectadas com HIV era de aproximadamente 8
milhdes. Até o ano de 2011 a Organizacdo Mundial de Saude (OMS, 2011) estima que
aproximadamente 34 milhdes de pessoas estivessem infectadas com HIV e desde o
comeco da infeccao, ocorreram por volta de 20 milhdes de mortes. O grande aumento no
numero de pessoas infectadas ocorreu na década de 90 e em um ritmo menos acelerado
entre os anos 2000 e 2005. Nos ultimos anos o crescimento total da epidemia parece
estabilizado. O numero de mortes por AIDS também tem diminuido devido ao uso de
tratamentos antirretrovirais. A Fig. 1 apresenta o progresso da infeccdo mundial entre
1990 e 2009 (Avert, 2010).
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Fig. 1. Curso da infecgéo global por HIV entre 1990 e 2009 (Avert, 2010).
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Atualmente os paises mais afetados por esta doenca sao os do continente africano;
onde o nimero de pessoas infectadas na Africa Subsaariana é préximo de 22,9 milhdes
(Avert, 2010). Na Africa do Sul a contaminacdo é estimada em 18% da populacdo
(UNAIDS, 2011). No Brasil foi estimado em 1990 que o niumero de portadores de HIV era
por volta de 300 mil pessoas aumentando para 730 mil em 2007. Assim como a tendéncia
mundial, no Brasil o ritmo do crescimento da epidemia tem reduzido e mesmo havendo
novas infecgdes, o numero de pessoas que vem sendo infectadas € bem menor. A Fig.2
mostra o curso da infeccao no Brasil neste periodo (OMS, 2011). Muitas campanhas de
prevencao foram e estdo sendo realizadas por 6rgdaos governamentais, OMS e UNAIDS
(Joint United Nations Program on HIV/AIDS) na tentativa de reduzir a transmissao e
contaminacéo por HIV.
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Fig. 2. Curso da infecg¢édo por HIV no Brasil entre 1990 e 2007 (OMS, 2011).

A contaminacdo ocorre pelo contato com fluidos organicos que pode ser no ato
sexual, utilizacdo de drogas ilicitas injetaveis, transfusdes de sangue e de mae para filho
no parto. HIV tem capacidade de seletivamente infectar e incapacitar o sistema imune. A
imunossupressao induzida por HIV leva o portador a desenvolver a Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS), causada pela redugdo da defesa imunoldgica do



hospedeiro, tornando o organismo altamente suscetivel a infecgbes oportunisticas.
Existem dois tipos conhecidos deste virus: HIV-l e HIV-Il e ambos parecem ter sido
transmitidos a partir de outras espécies de primatas (Fauci, 1988; Harman, 2003;
Janeway, 2005; Gupta, 2010) . HIV-I € muito virulento e a causa da maioria de infectados.
Provavelmente foi transmitido a partir do chimpanzé Pan troglodytes que abriga o virus da
imunodeficiéncia simia SIVcpz. Esta infeccdo pode ter ocorrido em trés ocasides distintas
porque o virus apresenta trés grupos distintos com notavel variabilidade genética e séo
classificados de acordo com a sequéncia viral como M (principal), O (outlier) e N (nem M,
nem O) (Janeway, 2005). HIV-Il possui quase 40% de identidade genética com HIV-I, é
menos virulento, sendo mais comum em paises da Africa Subsaariana e mais incomum no
resto do planeta. Provavelmente foi transmitido pelo macaco Cercocebus atys natural do
Senegal e Gana.

A imunossupressao € causada por que o HIV infecta as células de defesa T CD4+.
Conforme a doenca vai evoluindo o numero destas células vai se reduzindo, tornando o
corpo altamente suscetivel a infecgbes oportunisticas. A evolugdo desta doenca pode
variar muito devido a variagdo genética tanto no virus como no hospedeiro.
Consequentemente, isto pode alterar a taxa de progressao da doenca, sendo mais rapida
em alguns casos e mais lenta em outros. O curso tipico desta infeccdo, desde a

contaminacao até a evolugéo para AIDS, esta ilustrado na Fig. 3 (Janeway, 2005).
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Fig. 3. Ciclo de infec¢ao do HIV (Janeway, 2005).
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O numero de contagens de células T CD4+ em uma pessoa normal € por volta de
1200 células por microlitro de sangue (cel/uL). Nas primeiras semanas em que ocorre a
infeccdo 0 numero destas células cai a um nivel inferior a 500 cel/uL e o organismo fica
suscetivel a infeccbes oportunisticas. Neste estagio ocorre uma doenca aguda como a
gripe, algumas vezes chamada de soroconversdo, com alta quantidade de virus no
sangue. Segue-se a resposta imune que controla a doencga e restaura os niveis de células
T CD4+ a uma quantidade proxima de 800 cel/uL, porém nao erradica o virus. Nesta fase ,
conhecida como fase assintomatica, as infecgbes oportunisticas cessam por causa da
restauracado da imunidade e o portador tem vida normal. A manifestacdo dos sintomas da
doencga pode ser rapida ou demorar varios anos. Devido a esta fase assintomatica muitos
portadores do HIV ndo sabem que estdo contaminados e convivem com o virus por muito
tempo. Em muitos casos quando descobrem que s&o portadores de HIV a doenca ja esta
em estagio muito avancado. As infecgbes oportunistas e outros sintomas tornam-se mais
frequentes a medida que a contagem das células T CD4+ volta a cair, comec¢ando em 500
cel/uL na fase conhecida como sintomatica. Logo a contagem das células T CD4+ chega a
um nivel inferior a 200 cel/uL e diz-se que o paciente esta com AIDS (Janeway, 2005).

Além de infectar os linfécitos T CD4+ HIV infecta os monécitos/macréfagos (M/M),
células dendriticas (CDs) e células dendriticas foliculares (CDFs) porque expressam em
suas superficies o receptor CD4, essencial para que ocorra o ataque do HIV. Por
intermédio destas células sao infectados os tecidos linféides secundarios, rins, figado,
baco, pulmbes, além do sistema nervoso central (atravessando a barreira
hematoencefédlica (BHC)), trato genital masculino e trato intestinal, tornando estes locais
0s principais reservatorios de virus (Blankson, 2002; Hogan, 2002; Pomerantz, 2002;
Gunasselan, 2010; Gupta, 2010; Bol, 2011)). Quase 99% da replicagdo viral ocorre nas
células T CD4+ ativadas dos tecidos linfaticos e da circulagdo sanguinea. Os tecidos
linfaticos tem a maior extensdo da infeccdo porque abrigam a grande maioria destes
linfécitos. Somente por volta de 2% destas células estdo em circulagdo sanguinea
periférica (Blankson, 2002; Pomerantz, 2002; Gunaseelan, 2010). Estes linfocitos
carregam os virus para todo o corpo, deslocando-os da circulagdo sanguinea para 0s
tecidos/6rgaos ou no sentido contrario. Embora haja relatos de que a replicagdo e o
desenvolvimento do HIV possam ocorrer nos M/M, isto se da em propor¢cdo menor que
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nas células T CD4+ (Henderson, 1997; Aquaro, 2002; Fulcher, 2004). Diferente das
células T CD4+, M/M sao resistentes aos efeitos citopaticos do HIV, de modo que podem
sobreviver por longos periodos quando infectados, tornando-se reservatorios dos virus.
Também podem ser infectados pela fusdo com os linfécitos T CD4+ e migrar para diversas
regidbes do corpo. Por estas razdes os M/M exercem papel critico na propagacao e
persisténcia do HIV. CDFs sao incapazes de produzir particulas virais através da
replicacdo. Entretanto, sdo muito importantes na armazenagem viral e contribuem para a
expansao da infeccdo do HIV para as células T. As células T CD4+ no estado latente ou
em repouso também se comportam como potentes reservatorios virais porque, neste
estado, estas células estdo inativas e ndao desempenham suas fungbes vitais. Se
estiverem infectadas, quando ativadas ao invés de desempenhar suas fungdes realizam a
sintese proteica viral. Embora exista um numero pequeno destas células no organismo, o
principal problema é que sua sobrevida média pode estender-se por meses ou anos. Com
base nas atuais estratégias de tratamento com antirretrovirais seriam necessarios mais de
100 anos para erradicar estas células infectadas e ter controle completo da replicagao viral
(Davey, 1999).

HIV é constituido das glicoproteinas essenciais GP120 e GP41 expressas na sua
superficie, capsideo, nucleo capsideo, dois RNAs gendmicos, protease viral (PR),
transcriptase reversa (TR), integrase (IN) e alguns fatores celulares (Hardaman, 2003;
Janeway, 2005; Sierra, 2005), Fig. 4. Na realidade cada virus contém muitas moléculas

destas enzimas.



reverse
transcriptase

Fig. 4. llustracao simplificada do HIV com as glicoproteinas GP120 e GP41; RNAs
virais; enzimas protease, transcriptase reversa e integrase (Janeway, 2005).

A infeccdo por HIV sé €& possivel porque a glicoproteina GP120 carregada
positivamente possui grande afinidade pela molécula CD4 expressa nas células T CD4+,
M/M e células dendriticas. Os macréfagos ainda podem ser infectados pela fagocitose ou
mesmo ao se fundir com as células T CD4+ infectadas. Uma vez que o virus esteja ligado
a superficie celular esta mesma glicoproteina se liga aos co-receptores quimiocinicos
celulares. Os dois co-receptores de quimiocinas principais sdo o CCR5, expresso
predominantemente em células dendriticas, macréfagos e células T CD4+, e o CXCR4,
expresso em células T ativadas. Isto faz com que o virus fique muito proximo da superficie
celular e em conformagédo adequada para que ocorra ligagdo com a glicoproteina viral
GP41. Em sequéncia, ocorre fusdo entre membrana celular e o capsideo viral fazendo
com que o virus libere seu material genético no citoplasma celular, Fig. 5 (Gunaseelan,
2010).
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Fig. 5. Esquema do HIV liberando RNA em célula CD4 através das
glicoproteinas GP120 e GP41 atacando a superficie celular e co-receptores
CXR4 e CCR5R (Gunaseelan, 2010).

HIV é um retrovirus, pois a partir do RNA viral € produzido o DNA viral. Ele
compartilha com os outros retrovirus trés genes principais: gag, pol e env. O gene gag
codifica as proteinas estruturais do nuacleo viral, o pol codifica as enzimas envolvidas na
replicagéo e na integracao do virus e o env codifica as glicoproteinas do envelope. Apéds a
liberagdo do material genético a enzima TR faz a transcrigao reversa deste RNA viral para
uma fita dupla complementar de DNA no citoplasma celular, Fig. 6 (Sierra, 2005). Através
dos poros nucleares este DNA penetra no nucleo da célula e pela enzima IN é incorporado
ao DNA do hospedeiro. A copia deste DNA integrado é conhecido como provirus. Em
células T CD4+ ativadas o DNA viral faz a transcricdo do RNA e a tradugéo de proteinas
virais. Os RNA e proteinas virais transcritas se movem para a superficie da célula e ficam
incorporados nos novos virus formados. Estes virus, no entanto, seriam ineficazes se ndo
fosse a acdo da PR, uma terceira enzima que processa as proteinas virais em proteinas e
enzimas estruturais funcionais (Blankson, 2002; Sierra, 2005; Gunaseelan, 2010; Gupta,
2010).



6. Assemble, budding
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Fig. 6. Esquema da replicacao viral. 1) Ataque e fusao do virus; 2) Transcricao
reversa; 3) Integracdo; 4) Transcricdo; 5) Translagdo; 6) Germinacdo e
maturacao viral (Sierra. 2005).

1.2. Farmacos antirretrovirais, Terapia Antirretroviral Altamente Ativa (TARAA) e
problemas para erradicar a AIDS

Atualmente nao existe vacina contra HIV e nem cura para AIDS. No entanto,
existem farmacos antirretrovirais que ajudam a controlar a viremia, evitando a rapida
progressdo para AIDS e prolongando o tempo de vida das pessoas infectadas. Estes
farmacos foram desenvolvidos com base em estudos que descrevem o ciclo de vida do
HIV. O principal objetivo destes farmacos é inibir a viremia, competindo com os substratos
de enzimas essenciais no processo de replicacdo expressas exclusivamente pelo virus e
nao pelo genoma humano, evitando ao maximo a toxicidade. Com redugéo da viremia a
imunidade do hospedeiro é restaurada (aumento do numero de células T CD4+),
minimizando as infeccdes oportunistas e aumentando o tempo de vida do paciente. Estes
farmacos sao classificados de acordo com a fase da replicacdo em que atuam e sao



definidos como Inibidores Nucleosidicos da Transcriptase Reversa (ITRNs), Inibidores
Nao-Nucleosidicos da Transcriptase Reversa (ITRNNs), Inibidores Nucleotidicos da
Transcriptase Reversa (ITRNts), Inibidores de Protease (IP), Inibidores de Fuséo (IF),
Inibidores de Integrase (lI) e antagonistas do receptor CCR5 (Gupta, 2010; Gunaseelan,
2010; Sierra-Aragén, 2012; Hardman, 2003; FDA, 2012; Gulick, 2003). Existe também
uma nova classe de farmacos, ainda nao aprovada para comercializagdo, que sao 0s
inibidores de maturacao (IM) (Sierra-Aragén, 2012).

ITRNs estdo entre os primeiros agentes que foram utilizados no tratamento do
HIV/AIDS e inibem a enzima transcriptase reversa, responsavel pela conversdao do RNA a
DNA viral. Como atuam em uma etapa inicial e essencial da replicacao do HIV, estes
farmacos impedem a infec¢do aguda das células suscetiveis, mas exercem pouco efeito
sobre as células ja infectadas. Todos os farmacos desta classe sao inibidores da enzima
transcriptase reversa. Para serem ativos necessitam primeiro passar por trés etapas de
fosforilacdo, por enzimas presentes no citoplasma do hospedeiro. Se as etapas desta fase
nao ocorrerem estes farmacos serao inativos contra o HIV. ITRNs necessitam do grupo 3'-
hidroxila que, quando incorporados ao DNA do virus, interrompem o alongamento da
cadeia. Alguns ITRNs aprovados sao zidovudina (AZT), didanosina (ddl) e zalcitabina
(ddC). Analogamente, os ITRNNs inibem a transcriptase reversa, mas ndo requerem
ativacao celular (fosforilacdo). Esses farmacos nao atuam diretamente no DNA viral, mas
bloqueiam a atividade da transcriptase reversa por meio de sua ligagdo adjacente ao sitio
ativo da enzima, induzindo alteragdes na conformacédo da enzima. Mostram-se ativos
apenas contra HIV-1, mas nao contra HIV-2. Trés ITRNNs atualmente disponiveis séo
Nevirapina (NVP), Delavirdine (DLV) e Efavirenz (EFV). Os ITRNt desempenham as
mesmas fungbes que os ITRNs, com a diferenca que ja sdo monofosforilados. Eles
necessitam apenas de duas etapas de fosforilagdo para serem convertidos em trifosfatos
ativos que atuam como terminadores de cadeia do DNA. Tenovir (PMPA) e adefovir
(PMEA) séao agentes desta categoria. A protease do HIV é outra enzima essencial para a
infectividade do virus e cliva a poliproteina viral (gal-pol) em enzimas virais ativas
(transcriptase reversa, protease e integrase) e proteinas estruturais (p17, p24, p9 e p7).
Os farmacos do tipo IPs sdo analogos de substratos de ligacao altamente especifica e
atuam através de ligacdo reversivel com o sitio ativo da protease do HIV. Esta ligacdo



impede a clivagem da protease do polipeptideo precursor viral e bloqueia a maturacédo
subsequente do virus tal que as particulas virais produzidas fiquem ineficazes. Células
incubadas na presenca de inibidores da protease do HIV geram particulas virais que sao
imaturas e nao-infecciosas. Como atuam em uma fase posterior da infeccao os IPs nao
impedem que as células saudaveis sejam infectadas se houver virus no meio circulante.
Sao potentes farmacos antirretrovirais e vem sendo utilizados com muito sucesso na
terapia antirretroviral. Alguns IPs conhecidos sao Saquinavir (SQV), Ritonavir (RTV) e
Indinavir (IDV). Os IFs atuam nas regides helicoidais HR1 e HR2 da glicoproteina GP41
responsavel pela fusdo entre as membranas celulares e virais. Farmacos desta classe
impossibilita que o virus libere seu material genético no citoplasma. Enfuvirtide (T-20)
pertence a esta categoria e € um analogo de HR2 o qual se liga na sequéncia HR1 e inibe
a fusdo. E ativo contra HIV-1 mas ndo contra HIV-2. Outros IFs, como TRI-1144 e
Sifuvirtide, estdo em desenvolvimento. Os |l ligam-se ao sitio ativo da enzima integrase e
bloqueiam sua atividade. O DNA viral nao pode ser inserido no genoma do hospedeiro e é
envolvido por enzimas de reparo celular, anulando a replicagdo viral irreversivelmente
(Hazuda, 2000). O Raltegravir (RAL) é o unico inibidor desta classe licenciado atualmente,
com potente atividade contra HIV-1 e HIV-2. Os antagonistas do receptor CCRS interagem
com o co-receptor do hospedeiro e alteram sua estrutura, dificultando o reconhecimento e
ligacdo a glicoproteina GP120. Eles s&o efetivos somente contra virus R5 que utilizam o
receptor CCR5 no ataque celular, mas ndo apresentam nenhum efeito contra os virus X4
que utilizam o receptor CXCR4 para esta ligacdo. Foi verificado que a alteragao no
receptor CCR5 nao conduz a grandes efeitos adversos na célula, e este receptor parece
dispensavel para a atividade celular imune in vivo. O primeiro inibidor desta classe é o
Maraviroc (MVC) (Perry, 2010). IMs interferem na maturagédo do HIV. Sdo farmacos que
atuam nos estagios finais do processamento das proteinas Gag do HIV ou inibem as
interagOes das proteinas capsidicas requeridas para a condensagéao. Diferente dos IPs, os
IMs se ligam a proteina Gag e nao a protease. Isto conduz a formagéo de virus nao-
infecciosos incapazes de infectar outras células. Um farmaco desta classe, ainda néo
aprovado pela FDA e EMEA, é o Bevirimat (Nguyen, 2011), inativo contra HIV-2.

Os farmacos antirretrovirais podem reduzir a viremia e aumentar a contagem das
células T CD4+ até niveis normais. No entanto, quando sao utilizados no regime de
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monoquimioterapia o virus rapidamente se torna resistente. Isto ocorre porque uma vez
que infectam as células de defesa e o processo de replicacao se inicia, ocorrem mutagcdes
porque a replicacdo do genoma retroviral depende de duas etapas, sujeitas a erros. Uma é
aquela desempenhada pela transcriptase reversa, que ndo possui mecanismos de reparo
associados a DNA polimerase. Assim, o RNA do retrovirus € copiado em DNA com
fidelidade relativamente baixa. Outra etapa € a transcricao do DNA proviral em cépias de
RNA pela RNA polimerase, que também é de baixa fidelidade. Através das rapidas etapas
de replicagao repetidas pela qual o virus passa durante a infeccdo, ele pode acumular
muitas mutacdes e numerosas variantes do HIV surgem. Como consequéncia de sua alta
variabilidade, os farmacos antirretrovirais e o0 sistema de defesa ndao conseguem
reconhecer e eliminar todos os mutantes formados que, por sua vez, irdo infectar as
células de defesa, diminuindo muito o numero de linfécitos T CD4+. Em funcédo destas
dificuldades a atual estratégia terapéutica envolve a combinacdo de agentes
antirretrovirais de, no minimo, duas classes diferentes, a chamada Terapia Antirretroviral
Altamente Ativa (TARAA). Atualmente esta terapia consiste em trés diferentes tipos de
regimes, baseados nas combina¢des de ITRNN (um ITRNN e dois ITRNs), combinacées
de Pls (um ou dois Pls e dois NRTIs) ou combinacbes triplas de NRTIs. Com o
desenvolvimento de novas classes de farmacos antirretrovirais que atacam outros sitios
de replicacdo € provavel que os regimes do TARAA serdo ampliados para novas
combinac¢des. Como resultado deste regime, a carga viral pode ficar abaixo do limite de
deteccdo e a vida média dos pacientes com HIV/AIDS pode aumentar em varios anos
(United States Pharmacopea, 2000; Gupta, 2010; Hardman, 2001; Merck, 2001;
Blankson, 2002). No entanto, mesmo utilizando esta estratégia terapéutica, o virus do HIV
adquire resisténcia ao longo do tratamento, devido a novas mutagdes e por residir em
reservatorios anatémicos, conduzindo a resultados clinicos pobres. Quando isto ocorre o
que se faz é alterar os farmacos antirretrovirais utilizados no regime do TARAA. Os
chamados reservatoérios anatémicos (sistema linfatico, bago, pulmdes, figado e orgaos
genitais) armazenam grande quantidade de virus e s&o de dificil acesso a farmacos
antirretrovirais, impedindo que a concentracdo minima efetiva destes seja mantida por
tempo necessario. Muitos farmacos antirretrovirais apresentam baixa biodisponibilidade
oral, possivelmente devido ao metabolismo e a degradagcao gastrointestinal. O tempo de
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meia vida para varios farmacos anti HIV é curto, exigindo altas e frequentes dosagens de
administracdo, causando complicagdes ao paciente. Estes farmacos também tem
propriedades fisico-quimicas desfavoraveis, como baixa solubilidade, o que pode conduzir
a problemas no desenvolvimento de formulagdes. O conjunto das dificuldades
relacionadas as mutacbes, armazenamento dos virus nos reservatorios
anatémicos/celulares e o desempenho limitado dos farmacos utilizados na terapia
antirretroviral impede que a doencga seja erradicada e o paciente fique curado (Blankson,
2002). Com o desenvolvimento de novos farmacos e o conhecimento que vem sendo
adquirido ao longo dos anos sobre o comportamento do HIV no organismo humano, é
possivel que esta doenca venha a se tornar crbnica, visto o sucesso da TARAA em

aumentar a expectativa de vida das pessoas infectadas (Sierra-Aragon, 2012).
1.3. Proposta atual: aplicacao de nanotecnologia ao tratamento do HIV/AIDS

Recentemente tem se tornado mais evidente que o desenvolvimento de novos
farmacos ndo é suficiente para assegurar o progresso terapéutico. Otimos resultados
experimentais obtidos in vitro foram frequentemente seguidos por resultados
desapontadores in vivo. As principais razbes para a falha na terapia incluem:
concentracdes insuficientes do farmaco in loco devido a pobre absorcdo, rapido
metabolismo e eliminacdo; distribuicdo dos farmacos em tecidos n&o alvos combinada
com alta toxicidade; baixa solubilidade dos farmacos, o que exclui administracao
intravenosa em solugcbes aquosas quando necessario; altas flutuagcdes de niveis
plasmaticos devido a biodisponibilidade imprevisivel ap6s administracao oral, etc. Devido
a estes problemas a pesquisa médica tem sugerido a liberagdo modificada de farmacos
como solugdo viavel para tratamento de doengas como desordens cardiovasculares,
cancer, AIDS, etc. Esta estratégia objetiva assegurar melhor distribuicado de agentes
terapéuticos nos sitios alvos (ou parte do corpo afetado) e reduzir a distribuicdo nos sitios
nao-alvos do corpo. Como solugdo para este problema a nanotecnologia esta ganhando
grande destaque e é o foco das pesquisas terapéuticas atuais. Aplicacées no diagnéstico,
prevencao, tratamento de doencas e melhor entendimento de doencas complexas sdo os
principais focos da tecnologia em nanoescala. O tipo e caracteristicas fisico-quimicas do
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carregador dependem da rota de administracdo desejada, sendo que o tamanho desses
varia de poucos nandmetros (carregadores coloidais) a alguns micra (microparticulas) e ou
mesmo milimetros (implantes). Para administragéo parenteral é altamente desejavel o uso
de materiais biocompativeis e biodegradaveis, 0 que evita procedimentos cirurgicos para
remover implantes ap6s a completa liberacdo do farmaco, tornando plausivel a
administracdo de micro- e nanoparticulas. O tamanho nanométrico de carregadores
permite eficiente passagem através de barreiras biolégicas, aperfeicoamento em
tolerancia tecidual, melhoria no transporte e absorcdo celulares, tornando possivel a
entrega eficiente de agentes terapéuticos a alvos como figado, cérebro e tumores (Wong,
2012; Gupta 2006; Covreur, 2006; Lockman, 2002; Parboosing, 2012). Nanocarregadores
podem ser fabricados para proteger moléculas de farmacos e, preferencialmente,
direciona-las para alvos anatdémicos e celulares. A raz&o em utilizar nanocarregadores é
que o padrao de distribuicao deve ser ditado pelas propriedades do nanocarregador e nao
dos farmacos utilizados, o que permite liberacao prolongada e localizada, de acordo com
as necessidades especificas da terapia. Concentragcbes mais elevadas de farmacos
antirretrovirais e tempo de residéncia expandido nas células alvo podem reduzir a carga
viral. Existem varios tipos de carregadores nanoparticulados que podem ser usados na
liberagéo de farmacos anti HIV/AIDS. Geralmente estes nanocarregadores sao feitos com
cargas superficiais positivas para aumentar a interagdo com as células, que possuem
cargas superficiais negativas. No caso dos carregadores poliméricos podem ser citados
nanoconjugados (Gunaseelan, 2004), nanoparticulas poliméricas (Shah, 2006) e
dendrimeros (Dutta, 2007). No caso dos nanocarregadores nao-poliméricos podem ser
citados lipossomas (Garg, 2006), entossomas(Jain, 2007), nanoparticulas lipidicas sélidas
(Kuo, 2009), carregadores lipidicos nanoestruturados (Kuo, 2011a) e nanoemulsdes
(Vyas, 2008). A estratégia para enviar os nanocarregadores aos 6rgaos depositos de HIV
é realizado por intermédio dos macrofagos, os quais tem capacidade de alcangar diversos
o6rgaos e regidbes do corpo que sao potenciais depositos de HIV. Para isto, os
nanocarregadores sao revestidos com moléculas que se ligam a receptores de
macréfagos, o que facilita a captura por estas células. Trés exemplos de receptores de
macréfagos sdo o receptor de formil peptideo que pode se ligar a molécula de N-formil
metionil-leucil-fenilalanina, o receptor de galactose e o receptor de manose (Taylor, 2005).
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Os macrofagos também possuem receptores para albumina do soro humano, como
descrito por Schafer (Schafer, 1992). Neste trabalho foram produzidas nanoparticulas
poliméricas revestidas com albumina do soro humano e ficou evidente que os macrofagos
as capturam. De fato, exemplos na literatura (Fig. 7, Garg et al, 2008), comprovam que
lipossomas galactosilados conseguem eficientemente se concentrar nos 6rgdos. Este
resultado abre grande perspectiva para utilizar agucares, como galactose e manose, na
superficie de nanocarregadores com finalidade de direciona-los aos 6rgaos depdsitos de
HIV.

Nesta Tese utilizamos como carregadores Nanoparticulas Lipidicas Sélidas (NLS).
A seguir comparamos as vantagens e desvantagens das NLS com outros sistemas
nanocarregadores, enfatizando aspectos como os métodos de producado, toxicidade,
problemas de estabilidade, custo de produgéo, possibilidade de producéo em larga escala,
etc.
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Fig. 7. Cintilografia gama de coelhos ap6s 2 h da injecdo. A) d4T livre; B)
lipossomas; C) lipossomas galactosilados; apds 24h da injecao D) d4T livre; E)
lipossomas; F) lipossomas galactosilados. K representa os rins; L o figado; S baco;
U bexiga (Garg, 2008).
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1.4. Nanoparticulas Lipidicas Sélidas (NLS)

A existéncia de diferentes tipos de carregadores coloidais suscita a questao de qual
deles pode ser mais adequado para um dado propoésito. A resposta para esta questao nao
€ simples e aspectos a serem considerados incluem capacidade de carregamento de
farmacos, possibilidade de direcionamento dos farmacos, rota de administracdo, destino in
vivo do carregador, toxicidade aguda e crOnica, metabolismo/depuracao/excrecao,
facilidade de producdo em escala industrial, estabilidade quimica e fisica durante a
armazenagem e custos de producao.

Polimeros de fontes naturais (Scheffel, 1970; Miller, 1996) e sintéticas (Allémann,
1993) tem sido utilizados para producédo de sistemas carregadores. Nanocarregadores
poliméricos incluem conjugados de farmacos-polimeros soluveis em agua (Vicent, 2007),
nanocapsulas (Huertas, 2010) e nanoesferas (Carino, 2000). A principal vantagem destes
sistemas é a possibilidade de incluir modificagdes quimicas nos polimeros, incluindo a
sintese de polimeros em blocos e combinagdes poliméricas. J& os problemas do uso
destes sistemas para aplicacdo clinica em geral provem dos residuos de solventes
organicos usados na producéo, toxicidade dos polimeros (Kumari, 2010) e dificuldade de
producdo em larga escala. Em varios processos de produgdo a concentracao das
nanoparticulas € baixa e ndo excede 2%. Além disso, a hidrélise dos polimeros pode
ocorrer durante armazenagem e liofilizagdo é frequentemente requerida para evitar a
degradacéo.

Dentre os carregadores nao poliméricos destacam-se lipossomas que sao vesiculas
esféricas compostas de uma ou mais bicamadas lipidicas, geralmente formadas por
fosfatidilcolina ou outro fosfolipidio, com ou sem colesterol. Farmacos lipofilicos podem ser
incorporados na bicamada lipidica enquanto farmacos hidrofilicos sao solubilizados no
interior aquoso das vesiculas (Lian, 2001; Kluza, 2011). A liberacdo do farmaco,
estabilidade e biodistribuicio sao determinados pelo tamanho, carga superficial,
hidrofobicidade da superficie e fluidez da membrana lipossomal. A permeabilidade através
da membrana pode ser ajustada pela selecdo do fosfolipidio e incorporacado de aditivos
(como o colesterol) (Yeagle, 1985). E possivel evitar a rapida absor¢do dos lipossomas
por células do reticulo endotelial incorporando compostos naturais (gangliosideos) ou
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usando polietileno glicéis modificados quimicamente (Hatakeyama, 2004; Moghimi, 2006).
Lipossomas sao apropriados a injecdo intravenosa de farmacos lipofilicos, com
solubilidade muito baixa. A toxicidade dos lipossomas € muito baixa comparada com
carregadores como nanoparticulas poliméricas e micelas. A estabilidade quimica e fisica
pode conduzir os lipossomas a agregacdo e a degradacdo dos farmacos neles
encapsulados durante a armazenagem, comprometendo sua performance como
carregador de farmacos. Outro problema relacionado aos lipossomas € o custo de
producgéo relativamente elevado.

Nanoemulsdes lipidicas, desenvolvidas para fins de nutricdo parenteral, séo
constituidas de 6leos vegetais (como o de soja) ou triglicerideos de cadeia média e
estabilizados com fosfolipidios (Davis, 1987; Ammar, 2009). O glicerol, quando utilizado
nessas emulsdes regula a osmolaridade. Utilizando estes nanocarregadores alguns
farmacos apresentaram perfil de liberacao rapido. A possibilidade de liberacao prolongada
de nanoemulsdes é limitada, devido ao pequeno tamanho e estado liquido do carregador.
Para que a liberagdo seja prolongada deve-se utilizar farmacos muito lipofilicos. As
vantagens destes carregadores incluem seguranca toxicoldgica, alto conteudo da fase
lipidica e possibilidade de producéao industrial em larga escala, por homogeneizadores de
alta pressao (Qian, 2011).

A utilizagéo de lipidios solidos ao invés de 0Oleos liquidos € uma idéia muito atrativa
para o desenvolvimento de carregadores para liberagdo prolongada de farmacos. Isto se
deve ao fato da mobilidade dos farmacos nos lipidios sélidos ser muito menor que nos
liquidos, evitando liberacdo muito rapida dos farmacos. Neste contexto, Nanoparticulas
Lipidicas Solidas (NLS) surgiram como sistemas carregadores alternativos aos
carregadores lipidicos tradicionais, como emulsbes, lipossomas e também as
nanoparticulas poliméricas (Muller, 2000; Mehnert e Mader, 2001), devido ao fato das NLS
combinarem vantagens e evitarem algumas desvantagens destes sistemas, como:
processos de producdo sem uso de solventes organicos, NLS sdo formadas por
substancias biocompativeis/biodegradaveis, sdo obtidas a baixo custo, podem ser
produzidas em larga escala, admitem incorporacao de farmacos hidrofobicos e hidrofilicos,
possibilitam liberacdo sustentada/prolongada, mantém a estabilidade fisica e quimica dos
farmacos e os protegem da biodegradacao no sistema circulatério. NLS sao produzidas a
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partir de lipidios solidos, emulsificantes e agua. Geralmente o termo lipidio é utilizado em
um sentido amplo para triglicerideos, glicerideos parciais, acidos graxos e esterdides. Foi
verificado que a combinacdo com emulsificantes evita de modo mais eficiente a
aglomeracao das nanoparticulas. A clara vantagem das NLS é que as matrizes lipidicas
sao feitas de lipidios fisiologicamente compativeis, o que diminui a toxicidade aguda e
cronica. A escolha do emulsificante depende da rota de administracdo e é mais limitada
para administragbes parenterais. Varios métodos foram desenvolvidos para producéo de
NLS: homogeneizagéo via alta velocidade e ultrasom (Mehnert, 2001), homogeneizacéo
sob alta pressdao (Mihlen, 1998; You, 2007), microemulsées O6leo/agua (O/A) e
agua/bleo/agua (A/O/A) (Morel et al, 1998) e evaporacgao por solventes (Zhang et al, 2006;
Zhang et al, 2007). Algumas das desvantagens relatadas das NLS s&o: baixa capacidade
de carregamento de farmacos, ndo ultrapassando 5% em relacdo a matriz lipidica;
possivel presenca de estruturas paralelas (lipossomas, micelas, micelas mistas e
nanocristais de farmacos) que diminuem a eficiéncia de encapsulacao; problemas de
estabilidade durante a armazenagem ou administracao devido as transigdes polimérficas
a, B e B' que, além de expulsar os farmacos, aumentam o tamanho das nanoparticulas
(Muller, 2000; Mehnert e Mader, 2001).

As metodologias de homogeneizagdo em alta velocidade e ultrasom sao
relativamente simples. Entretanto, a qualidade da dispersdao é frequentemente
comprometida pela presenca de microparticulas. Além disto, no caso do uso de ultrassom,
h& possibilidade de contaminacdo com metais. Na homogeneizacdo sob alta velocidade
sdo utilizados cisalhadores como Ultra Turrax, que alcancam velocidades de rotacéo
maiores que 25000 rpm. Este equipamento permite agitacdo de toda a dispersao,
mediante passagem da amostra através de fendas do rotor-estator, formando as
nanoparticulas. Os lipidios e farmacos fundidos s&o dissolvidos em uma solugéo
emulsificante 5 a 10°C acima do ponto de fusao do lipidio sélido e a amostra é submetida
a altas velocidades, por determinado tempo (ex., 20000 rpm durante 8 min). Em seguida
as NLS sao submetidas a agitacdo com menor velocidade, a temperatura ambiente, por
determinado tempo (ex., 5000 rpm durante 10min). Velocidades mais elevadas nao
mudam o tamanho das nanoparticulas, mas podem diminuir a polidispersidade. Em muitos

estudos foram obtidos tamanhos médios de particulas entre 100 e 200 nm (Hou, 2003).
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A homogeneizacdo sob alta pressdo tem se destacado como a técnica mais
confiavel e poderosa para preparar NLS. Existem diferentes homogeneizadores em
diferentes tamanhos, disponiveis comercialmente a pregos razoaveis. A técnica tem
despertado grande interesse porque é facilmente adaptavel a produgcao em larga escala.
Os homogeneizadores submetem uma pré-emulsao do farmaco, lipidios e surfatantes a
alta pressdao (100-2000 bar) através de uma fenda muito estreita. Os fluidos séo
acelerados, em uma distancia muito curta, a alta velocidade. A alta forca de cavitacado
rompe as particulas, fragmentando-as em escala nanométrica. Os conteudos lipidicos
estdo na escala de 5-10% em relacao a massa total das formulacées. A homogeneizacao
sob alta pressao pode ser realizada a frio ou a quente.

O passo inicial nestas duas técnicas € o mesmo e consiste em dissolver/dispersar o
farmaco no lipidio fundido. Na homogeneizagdo a quente (Dingler e Gohla, 2002; Hu,
2004; Martins, 2012; Noack, 2012), o préximo passo consiste em misturar o lipidio fundido
com o farmaco, em uma solucdao contendo surfatante a quente, sob agitacao feita com
Ultra-Turrax, formando uma pré-emulsdo. Esta é submetida a alta pressdo no
homogeneizador a temperatura pouco acima da temperatura de fuséo do lipidio, formando
inicialmente uma nanoemulsao O/A. Em geral, temperaturas altas resultam em tamanhos
de particulas menores, devido a diminuicdo da viscosidade da fase interna. As NLS séao
formadas pelo esfriamento da nanoemulsédo a temperatura ambiente ou abaixo desta. A
homogeneizacéao é realizada em ciclos, que podem ser repetidos varias vezes. Em muitos
casos, 3-5 ciclos a 500-1500 bar sao suficientes para obter NLS. Esta técnica tem a
desvantagem de aumentar a taxa de degradacao do farmaco e do sistema carregador por
causa do tempo em que o sistema é submetido a altas temperaturas.

A técnica de homogeneizagéo sob alta presséo a frio foi desenvolvida para reduzir a
degradacao do farmaco, induzida pela temperatura e distribuicdo do farmaco para a fase
aquosa (Mahlen et al, 1998; Mehnert, 2001; You, 2007). Nesta técnica apos dissolucao do
farmaco no lipidio fundido a dispersao é rapidamente esfriada em gelo seco ou nitrogénio
liquido, favorecendo a distribuicdo homogénea do farmaco na matriz lipidica. Esta &
moida, fornecendo microparticulas, as quais sdo dispersas em uma solucdo emulsificante
formando uma pré-emulsdo. O tamanho tipico das particulas esta entre 50 e 100 um,

quando moidas no moinho de bola. Sujeitando esta pré-emulsdo a altas pressdes sao
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formadas nanoparticulas lipidicas. O controle e regulacdo da temperatura é necessario
para assegurar o estado nao fundido do lipidio durante a homogeneizacdo. Quando estas
nanoparticulas sdo comparadas com as obtidas pela homogeneizacdo a quente, foi
observado que sdo maiores e possuem distribuicdo mais ampla de diametro. Esta técnica
tem vantagem de nao expor o farmaco a altas temperaturas por tempos prolongados,
embora haja aquecimento no passo inicial. O maior interesse nesta técnica é a
possibilidade de tornar possivel o carregamento de farmacos hidrofilicos, pois o
congelamento "prende" as moléculas do farmaco na matriz lipidica e o emulsificante
contribui para reduzir o contato das nanoparticulas com a agua, estabilizando a disperséo.
A produgdo de NLS pela técnica de microemulsdo foi desenvolvida por Gasco e
colaboradores (Gasco, 1993) e consiste basicamente na diluicio de microemulsdes.
Microemulsdes séo sistemas de duas fases, uma interna e outra externa, como no caso de
O/A. Séao produzidas pela agitacdo em temperaturas acima do ponto de fusao de lipidios,
como acidos graxos (como acido estearico) ou misturas destes com outros lipidios (como
Compritol 888 ATO), surfatantes (como polisorbato 20, polisorbato 80, lecitina de soja), co-
surfatantes (como n-butanol, acido butirico) e agua. A producéo de NLS por microemulsao
consiste na dispersao de microemulsdes A/O ou A/O/A quentes, em agua fria sob agitacao
(Kuo, 2011a). A técnica de microemulsées A/O geralmente é utilizada para farmacos
hidrofobicos, que possuem maior afinidade com a fase interna dos sistemas. Neste caso, o
farmaco é fundido com o lipidio, sob agitacdo e a mistura € adicionada a uma solugdo com
surfatante, a quente e sob agitacao, formando microemulsdo, que é adicionada lentamente
a uma solucao aquosa fria (1-2°C), também sob agitacéo, para formar NLS (Kuo, 2011b).
A técnica de microemulsdes A/O/A é aplicada para farmacos hidrofilicos (Morel et al, 1998;
Cao, 2011): o farmaco € dissolvido em pequena quantidade de agua e adicionado ao
lipidio fundido junto com surfatantes, sob agitacado, formando microemulsdo A/O. Esta é
adicionada a solugcao aquosa a quente, sob agitacao, formando nova microemulsao A/O/A.
As NLS sao produzidas pela adicdo desta ultima microemulsdo a uma solucao aquosa, em
baixa temperatura (1-2°C), sob agitacdo. O problema destes métodos é que a agitacédo
pode expelir o farmaco do interior das NLS, reduzindo a eficiéncia de encapsulacdo. A
razao de volume entre a microemulsao e a agua fria deve estar entre 1:25 a 1:50, mas ha
trabalhos onde esta foi 1:10. De acordo com a literatura as gotas lipidicas ja foram
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formadas na microemulsdo e nenhuma energia ou agitacdo em alta velocidade é requerida
para as particulas alcancarem o tamanho nanométrico. Devido a diluigdo, o conteudo
lipidico alcangado é consideravelmente menor se comparado com as formulagdes obtidas
mediante homogeneizacgéo sob alta pressao.

O método de evaporacao de solvente consiste em dissolver o lipidio e o farmaco
em um solvente organico, como acetona. Esta solucdo é entdo adicionada, lentamente,
em outra contendo agua e surfatantes, sob aquecimento ou a temperatura ambiente, sob
agitacdo branda. Evaporando o solvente forma-se uma dispersao de nanoparticulas, pela
precipitacdo do lipidio no meio aquoso. O tamanho médio de particulas depende da
concentracdo do lipidio na fase organica. Particulas muito pequenas sao obtidas com
baixa quantidade de lipidios em relagcao ao volume de solvente organico. Com aumento do
conteudo lipidico a eficiéncia da homogeneizagdo diminui devido a maior viscosidade da
fase dispersa. Esta técnica é muito eficiente para encapsular farmacos hidrofébicos. A
vantagem desta técnica em relacao as demais € evitar o emprego de altas temperaturas.
A clara desvantagem é o uso de solventes organicos (Zhang et al, 2006; Zhang et al,
2007; Delgado, 2012).

Dado as dificuldades enfrentadas por pacientes que dependem de tratamento
antirretroviral e o surgimento das NLS revestidas com moléculas direcionadoras, tornou-se
interessante tentar desenvolver uma metodologia com estes sistemas, que possibilite a
encapsulacdo e garanta a liberagdo prolongada dos farmacos antirretrovirais nos sitios
reservatérios do virus. Os farmacos utilizados neste trabalho foram Nevirapina (NVP),
Saquinavir (SQV) e Efavirenz (EFV) e a molécula direcionadora d-manose. Com esta, as
NLS podem ser capturadas pelos macrofagos e enviadas aos érgaos depdsitos de HIV,
melhorando a eficiéncia terapéutica dos antirretrovirais. Este tipo de tratamento pode vir a
substituir o TARAA, mas o principal objetivo do desenvolvimento é reduzir ao maximo a
viremia e, se possivel, alcancar um resultado quase impossivel nos dias de hoje, que é a
erradicacao da carga viral. Este tipo de tratamento pode fazer com que o paciente leve
vida normal, sem necessidade de tomar diariamente altas doses de coquetéis de farmacos
antirretrovirais, reduzindo também a posologia. Altas doses e em elevada frequéncia de
antirretrovirais sdo danosas e causam efeitos adversos como mal estar, fissuras na pele,
diarréia, etc., comprometendo a qualidade de vida do paciente. Assim, os resultados deste
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trabalho podem proporcionar avangos na area da saude, em termos do tratamento da
AIDS.

1.5. Propriedades fisico-quimicas e farmacocinéticas dos farmacos Efavirenz (EFV),
Saquinavir (SQV) e Nevirapina (NVP)

1.5.1. Efavirenz (EFV)
EFV, Fig. 8, € um ITRNNs tomado pela via oral em combinacdo com outros

farmacos, que inibe a transcriptase reversa do HIV-1 tanto in vitro quanto in vivo, com ICgg

(concentragdo inibitéria) entre 3 e 9nM (Young, 1995).

Fig. 8. Estrutura molecular do EFV.

Este farmaco difunde-se nas células e se liga a um local ativo da transcriptase
reversa, produzindo alteragdes na configuragdo da enzima que inibe sua funcado. Quando
administrado, é bem absorvido pelo trato gastrintestinal e atinge concentracdes
plasmaticas maximas em 3-4 h. A meia-vida longa do EFV, 40-55 h (DrugBank, EFV),
permite administracdo de uma dose diaria. EFV é metabolizado principalmente pelo
citocromo P450, em particular a CYP3A4 e a CYP2B6. O metabdlito 8-hidroxi é excretado
na urina e o conjugado de 8-hidroxi-efavirenz € encontrado no plasma e urina. Ocorre
excrecao de 60% da dose na urina, em forma do conjugado glicuronideo (Villani, 1999).
Este farmaco possui solubilidade muito baixa em agua, o que dificulta utiliza-lo em injecao
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parenteral. O pKa deste farmaco é por volta de 10,2 (Kochansky, 2008). Estes farmaco
muito soluvel em solventes orgénicos como etanol e metanol. Os efeitos colaterais
comuns do EFV sédo cefaléia, tontura, sonhos anormais, comprometimento da
concentragdo e exantema. Em relagdo a administragdo em conjunto, o efeito deste
farmaco sobre as concentracbes dos IP varia. No caso dos farmacos SQV, ITV e
amprenavir 0s niveis sao reduzidos, enquanto que nos RTV e nelfinavir os niveis sao
aumentados (Adkins, 1998).

1.5.2. Saquinavir (SQV)

SQV, Fig 9, € um potente inibidor da protease do HIV-1 e HIV-2 da classe

hidroxietilamina, desenvolvido por planejamento farmacolégico (Roberts, 1990).

Fig. 9. Estrutura molecular do SQV.

Estes estudos foram realizados quando foi verificado que os locais clivados pela
protease eucariética eram similares aos locais clivados pela protease do HIV; assim, este
farmaco foi sintetizado para imitar o estado de transicdo do local de clivagem da
fenilalanina-prolina na proteina viral. Nos linfécitos e no sangue periférico, a 1Csp varia de
3,5 a 10,0nM (Craig, 1991). A protease do HIV cliva a poliproteina viral (gag-pol) em
enzimas ativas e proteinas estruturais. O SQV liga-se reversivelmente ao local ativo da
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enzima da protease do HIV, impedindo o processamento dos polipeptideos e a maturacao
viral. As particulas produzidas na presenca de SQV sdo imaturas e nao-infecciosas. A
biodisponibilidade oral do SQV na forma de capsula gelatina mole é aproximadamente
12% (Perry, 1998). A meia-vida curta deste farmaco (entre 7-12 h), exige administracao
oral a cada 8 h. Assim como o EFV, possui solubilidade muito baixa em &gua,
impossibilitando a utilizacdo em injecao parenteral (DrugBank, SQV). Porém, &€ muito
soluvel em metanol e etanol. Este farmaco apresenta dois pKas um em 1,1 e outro em 7,1
(Ford, 2004). SQV é metabolizado pela CYP3A4 hepatica (Fitzsimmons, 1997). Os
metabdlitos sdo eliminados principalmente pelo sistema biliar e fezes (mais que 95%), com
excrecao urinaria minima (menos de 3%). Os efeitos colaterais mais frequentes das
formulagbes de SQV em geral sao leves: nauseas, vOmitos, diarreia e desconforto
abdominal. A administracdo concomitante de SQV com NVP e EFV reduz
consideravelmente seus niveis plasmaticos. Entretanto, este efeito pode ser anulado com
a co-administracdo de ritonavir (Flexner, 2000). Esta combinacdo dupla de IP é

comumente prescrita.
1.5.3. Nevirapina (NVP)

NVP, Fig. 10, é potente ITRNN com atividade contra HIV-1, mas ndo contra HIV-2.

O H
N

74 | [ N
Fig. 10. Estrutura molecular da NVP.

A ICso da NVP esta por volta de 84nM (Hargrave, 1991). Mostra-se ativo contra
varias linhagens de células, como os linfocitos T e macrofagos. NVP € bem absorvida pela
via oral com biodisponibilidade de 90%, que nao é afetada por alimentos (Cheeseman,
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2000). O metabolismo de oxidagdo da NVP no figado é realizado pelas isoformas CYP3A4
e CYP2B6 do citocromo P450. Este processo gera varios metabdlitos que sédo eliminados
principalmente por glicuronidagédo e pela via urinaria (Erickson, 1999). A meia-vida
plasmatica da NVP diminui de 45 h, ap6s a primeira dose, para 25 h, decorridos 2
semanas. Isto ocorre porque NVP induz a sintese de CYP3A4 (Hardman, 2003). Enquanto
a NVP nao sofre variagdo em sua concentracdo plasmatica quando co-administrada com
os IPs, estes ultimos tem seus niveis reduzidos (Hardman, 2003). Os principais efeitos
adversos relacionados a este farmaco sao exantema, febre, fadiga, cefaleia, sonoléncia,
nauseas e elevacao das enzimas hepaticas. O pKa da NVP é 2,8 (Merck, 2001), o que a
torna solivel em meios acidos. Assim como EFV e SQV, este farmaco apresenta
solubilidade muito baixa em agua, dificultando a administragdo pela via parenteral
(DrugBank, NVP).

1.6. Planejamento Experimental

Em muitos casos, experimentos em laboratorio sdo realizados alterando as
proporgoes de reagentes e as condi¢cdes experimentais, a partir das respostas obtidas. As
vezes, a alteracao de um Unico parametro ndo causa a mudanca esperada ou satisfatéria
na resposta obtida. No entanto, quando todos os fatores sédo alterados ao mesmo tempo, a
resposta obtida pode sofrer variacao consideravel, dificultando a compreenséo do ensaio.
Realizar experimentos desta maneira pode otimizar o experimento e satisfazer quem o
realiza, mas nem sempre é conveniente. Dependendo do trabalho realizado, o objetivo
final pode ser rapidamente alcangcado, mas em muitos casos ndo, porque nao se tem
controle e nem entendimento do sistema estudado. Nestes casos, ha gasto desnecessario
de reagentes, que muitas vezes sao caros, e perda de tempo. Dentro deste contexto a
utilizagdo de planejamentos experimentais € muito util.

Planejamentos experimentais consistem em realizar experimentos fazendo
mudancas conhecidas e determinadas nos parametros experimentais (Neto, 2007). No
caso de estudos em bancada, o planejamento geralmente consiste em realizar diversos
ensaios em diferentes condigcdes e apds alcancar uma regido préxima daquela de
interesse, aplicar o planejamento experimental. Dentro do planejamento experimental os
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diferentes niveis fornecem respostas distintas, permitindo compreender o comportamento
do sistema estudado. Utilizando as respostas e os niveis dos fatores podem ser
desenvolvidos modelos matematicos que descrevem esta regido de interesse. Estes
modelos podem ser simples, como equacdes de primeiro e segundo graus, ou complexos
como equacbes de graus mais elevados. O objetivo é diminuir os erros entre o modelo e
as respostas obtidas, mas sem que ocorra ajuste de erros experimentais. Os modelos séo
importantes porque permitem fazer suposigcbes e previsbes em outras condigbes
experimentais. Os planejamentos experimentais também permitem calcular os efeitos dos
fatores, mostrando quais parametros tem mais importancia e a relevancia da interagéao
entre eles. Dependendo do tipo de sistema o efeito dos fatores de interagdo se mostra
mais importante que o efeito de determinados fatores principais. Assim, para haver
melhora significativa nos resultados, deve-se alterar os fatores ligados aqueles parametros
de interagdo. Tratamentos estatisticos descrevem os modelos desenvolvidos e o quanto
sao confiaveis para descrever o sistema em estudo, de acordo com a Analise de Variancia
(ANOVA). Este tratamento descreve a falta de ajuste dos modelos, a significancia
estatistica e permite calcular os intervalos de confianga. Outra vantagem que
planejamentos experimentais permitem € a metodologia de modelagem e deslocamentos.
Estes sempre sado realizados ao longo do caminho de maxima inclinacdo do modelo
desenvolvido. Esta estratégia é importante porque os planejamentos podem ser
desenvolvidos em regides que ndo sao as desejadas e, a partir dos resultados, alcancar
as melhores respostas. Dependendo do planejamento, pode haver varios pardmetros para
descrever o modelo, o que aumenta a quantidade de experimentos necessarios. Neste
caso, 0 mais conveniente é realizar planejamentos saturados que vao indicar quais
parametros sdo mais importantes e quais os significantes, simplificando o trabalho. Esta
metodologia consiste em manter fixo os parametros menos significativos e realizar outro
planejamento experimental com aqueles mais importantes reduzindo, desta maneira, o
numero de experimentos a serem realizados.
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1.7. Estabilidade das NLS

Solugbes contendo NLS sao dispersdes coloidais, de modo que as propriedades
termodin@micas e cinéticas destas dispersées permitem compreender a cinética de sua
agregacao e altenativas para tornar este processo mais demorado (Adamson, 1997; Miller,
1985; Shaw, 1992; Sato, 1980; Hunter, 1993).

Do ponto de vista termodinamico a estabilidade das dispersdes coloidais é tratada
em termos de energia livre (Adamson, 1997; Miller, 1985; Rees, 1993), descrevendo o que
acontece quando particulas com tamanho nanométricos ndo tendem a permancer
estaveis. Esta energia estd relacionada a tensdo interfacial entre a fase dispersa
(particulas) e o meio de dispersao (fase continua) e a variagdo da area superficial.

Termodinamicamente as dispersdes coloidais sao instaveis e deveriam estar
agregadas. No entanto, mesmo instaveis termodinamicamente muitos destes sistemas
continuam a existir, mas tendem a se agrupar com o decorrer do tempo, ora com uma
velocidade alta, ora com uma velocidade pequena. Para explicar este fato deve-se
complementar o estudo termodindmico com a estabilidade cinética. Nas dispersées
coloidais diferentes tipos de interacdes entre a fase dispersa e 0 meio de dispersdo séao
fundamentais no comportamento de sua estabilidade. Tais interacoes entre as superficies
incluem principalmente repulsdes elétrostaticas de Coulomb e as forcas de atracédo de
London-van der Waals, além de forcas de repulsdo estéricas e de solvatagdo. Estas
interacdes indicam o quanto estas particulas sao estaveis, mas nao fornecem resultados

quantitativos precisos. E com base nestes modelos que a cinética de agregacao, como

floculagédo e coagulacédo, € explicada.

1.7.1. Estabilidade termodinamica das dispersoes coloidais

Dispersdes coloidais sdo sistemas particulados com tamanho entre 1nm e 1um
(Miller, 1985). A compreensao dos fundamentos termodinamicos destes sistemas inicia-se
com aqueles aplicados a termodindmica de superficies. Lipidios/6leos e agua sao
imisciveis em temperatura ambiente e, quando juntos, formam duas fases porque as

forcas de interacdes entre as moléculas de lipidios e entre as moléculas dgua sao mais
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intensas do que as de interacdes lipidios-agua. As forgcas que comandam as interacdes
entre lipidios sdo as interacdes de London-van der Waals e entre as moléculas de agua,
além destas, ocorre também as interagdes de hidrogénio. Quando estes compostos estao
em contato, o termo que fornece uma idéia da intensidade de interagao entre as diferentes
fases € a tensao interfacial (Eq. 1), definida como a energia livre requerida para aumentar
a area de uma superficie isotérmica, reversivelmente (Shaw, 1992). A tensao interfacil
surge porque as moléculas do interior da solugdo atraem as moléculas da superficie,
reduzindo e deformando a area superficial:

=), 0

dG é a variacao de energia livre, dA a variagdo da area e y é a tensao interfacial.
Outro termo importante na compreenséo da estabilidade das dispersdes coloidais é a area
superficial das particulas. Neste caso, quanto menores forem as particulas em dispersao,
maior sera a area superficial. Experimentalmente quando se reduz uma matriz qualquer a
escala nanométrica, observa-se tendéncia delas se agregarem, diminuindo a area
superficial entre a fase dispersa e 0 meio de dispersdo, 0 mesmo ocorrendo com a energia
superficial. Isto evidencia que quanto menores as particulas, maior a area superficial e
mais instavel termodinamicamente é o sistema. A estabilidade termodindmica é
inversamente proporcional a area, porque a diminuicdo da area entre as diferentes fases é
acompanhada pelo aumento de energia livre do sistema, que pode ser expressa pela Eq.
2:

dG = —SdT — PdV + ¥; wdn; + ydA )

onde dG representa a variacdo de energia livre, S a entropia, dT a variagcao de
temperatura, P a pressao, dV a variacao de volume, u; o potencial quimico e dn; variagao
do numero de mols dos componentes do sistema. Considerando a variagcdo de
temperatura, volume e nimero de mols constantes na Eq. 2, temos a Eq. 3:

AG ~ yAA 3)
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Considerando y aproximadamente constante, esta Equagao mostra que conforme a
area das particulas aumenta maior sera a energia livre do sistema. De fato, esta energia
reflete o trabalho necessario para romper as particulas maiores, naquelas menores. Em
relacdo a entropia (Eq. 2), para que ela desempenhe um papel positivo na estabilizagao
das dispersodes coloidais, a dT tem que ser positiva. Estas Equagbes mostram que o fator
determinante na instabilidade dos sistemas particulados é a tensao interfacial, que
permanece constante com aumento da area das particulas.

O que é necessario para aumentar a estabilidade termodinamica das dispersdes
coloidais? Verificando as Eq. 1, 2 e 3 percebe-se que € necessario reduzir a tenséo
interfacial entre o dispersante e a fase dispersa. Normalmente esta diminuicao € realizada
pela adicao de surfatantes e co-surfatantes ao sistema. Estas sdo moléculas grandes,
contendo uma parte hidrofilica e outra hidrofobica. A parte hidrofilica normalmente &
constituida de um grupo funcional, por exemplo —OH, -NH3* e =COOH, e a hidrofébica por
cadeias de hidrocarboneto, com ligagdes simples e/ou duplas. A redugcdo na tensao
interfacial é alcangada porque estas moléculas se deslocam para a interface da dispersao,
com a parte hidrofébica em direcdo ao meio hidrofébico e hidrofilica ao meio hidrofilico,
impedindo o contato direto entre as diferentes fases e diminuindo a tensao interfacial. Esta
reducdo nao torna as nanoparticulas termodinamicamente estaveis, mas diminui bastante

a energia livre do sistema(Shaw, 1992; Adamson, 1997).

1.7.2. Estabilidade cinética das dispersoes coloidais

A estabilidade cinética das dispersdes coloidais ocorre devido a um equilibrio entre
as forcas de atracéo e de repulsdo. As forcas de repulsdo sao forcas elétricas e tem sua
origem na dupla camada elétrica. As de atragdo sao principalmente de London-van der
Waals e de longo alcance. Em curtas distancias as forcas de atracdo sdo mais intensas
que as de repulsdo. O movimento térmico entre as particulas vence as forcas de repulsao
tornando as interacdes inevitaveis. Como, em distancias curtas, as forcas de atracao sao
maiores que as de repulsdo as particulas tendem a se agrupar. Os topicos seguintes tém
como objetivo descrever a natureza das forcas de repulsao elétricas, as forcas de atracao
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de London-van der Waals e a estabilidade das dispersdes coloidais pelo equilibrio destas
forcas.

1.7.2.1. Forcas elétricas de repulsao (dupla camada elétrica)

A dupla camada elétrica tem origem na carga superficial que particulas adquirem
quando em solugdo e em seu movimento térmico. Esta carga superficial influencia a
distribuicdo dos ions em solugéo proximo da superficie. A Fig. 11 a) apresenta de maneira
geral uma dupla camada para uma superficie plana, segundo o tratamento de Stern e
Gouy-Chapman (Shaw, 1992; Adamson, 1997) e a Fig. 11 b) o comportamento da
diferenga de potencial elétrico na superficie.

Neste caso, a superficie da particula possui um potencial positivo e os ions
negativos estdo firmemente unidos a ela por forcas elétricas e de London-van der Waals
suficientes para superar a agitagdo térmica. O plano que passa no meio destes ions é
definido como plano de Stern e esta a uma distancia o da superficie da particula. A Fig. 11
b) mostra que entre a superficie da particula e o plano de Stern o decaimento de potencial
€ aproximadamente linear. A partir do plano de Stern em direcdo ao meio da solugédo pode
ser verificado que os ions sdo distribuidos de maneira aleatéria e o potencial tem

decaimento aproximadamente exponencial.

Superficie da particula
Plano de Stern

Superficie de cisalhamento
| «Dupla camada

(l-B difusa @

Camada difusa

Camada de Stern
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Fig. 11. Representacao da a) Dupla camada elétrica; b) Diferenca de potencial
na superficie.

1/x €& definido como a distédncia da dupla camada difusa até a superficie da
particula (Eq. 4).

4me?

K =——Y;n;z} (4)

ekT

onde e é a carga elementar, e a permissividade do meio, T a temperatura, k a
constante de Boltzmann, n; a concentracao do eletrélito e z; a carga do ion ou contra-ion.
A espessura da dupla camada depende da concentragdo e da carga dos ions. Quanto
maior a concentragcdo e/ou maior a carga dos ions mais estreita é esta dupla camada
elétrica. Ela influi diretamente na estabilidade das particulas.

Segundo estas consideragdes Reerink e Overbeek (Shaw, 1992; Adamson, 1997)
obtiveram uma expressdo para o potencial da solugdo a partir do plano de Stern Vip,.

Assumindo duas particulas com raio a; € a, e distancia r, eles desenvolveram a Eq. 5.:
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_ 64meaazk* T2y, y,

Vr =

exp[—kr] (5)

(a+a,)e?z2

__explzeVy/2kT]-1
- explzeVy/2kT]+1

onde V; é o potencial de Stern. Esta € uma expressdo um tanto complicada para se tirar
informacdes qualitativas. Considerando o mesmo raio a para as duas particulas e fazendo

a aproximacao de Debye-Huckel, zeV,;/kT « 1, chega-se a Eq. 6.:

Vg = 2maV exp|—kr] (6)

O potencial Vi diminui exponencialmente quando r e/ou k aumentam. k indica que
0 aumento da concentracao de ions, juntamente com o0 aumento de sua valéncia, diminui
V. Isto esta relacionado a diminuicdo da espessura da dupla camada difusa, influenciando
diretamente na estabilidade das particulas. Quanto maior este potencial e maior a dupla

camada difusa, mais distantes as particulas tendem a permanecer umas das outras.

1.7.2.2. Forcas de atracao (forcas de London-van der Waals)

As forcas de atragdo entre moléculas neutras foram estudadas por van de Waals
para explicar o comportamento ndo ideal dos gases. Estas forgas, foram inicialmente
explicadas por London e sédo conhecidas como forcas de dispersao. Ocorrem devido a
polarizacao e flutuacao das cargas sobre as moléculas. Estas forcas atuam em distancias
pequenas e variam com o inverso da sexta poténcia da distancia. No caso de particulas
constituidas por muitas moléculas, este decaimento € menor que nas moléculas
individuais e as interagcées sao mais intensas.

Para compreender o comportamento das interacées de London-van der Waals entre
as particulas, Hamaker (Miller, 1985; Shaw, 1992; Adamson, 1997) derivou uma
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expressao aproximada para o potencial elétrico V 4 de particulas esféricas de raio a, € a,

a distancia r, Eq. 7:

Vi = =2+ i 2in ()] (7)

12 LxZ2+xy+x = x24+xy+y xX2+xy+x+y
onde
r aq
= c —_ —
a1+a2 a

A é a constante de Hamaker.

Como na Eq. 5 para forcas de repulsdo, conclusbes qualitativas nao sao
diretamente obtidas a partir desta expressao. Considerando ambas as particulas com
mesmo raio a, = a, = a e a distancia entre elas muito pequena (r «< a) esta expressao

simplifica-se para Eq. 8.

V,=-s==-2 @®)

Esta expressdo é super estimada em relacdo a anterior, mas util para obter
algumas conclusées sobre a estabilidade de dispersdes coloidais. A avaliagdo mais
importante nesta expressao é que, quanto mais préximas as particulas se encontram
umas das outras, maior é o potencial de atracao, visto que este é proporcional ao inverso
da distancia. Qualitativamente isto permite concluir que quando as particulas estdo muito
proximas, as forgas de atracdo prevalecerédo sobre as de repulsdo. Na Eq. 6 as forgcas de
repulsdo variam com o inverso do exponencial da distancia e sera menor que as forcas de
atracdo, em distancias muito pequenas. As forcas de atracdo sdo as principais

responsaveis pelos fenbmenos de agrupamento das particulas.
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1.7.2.3. Estabilidade das dispersoées coloidais: forcas de atracao de London-van der
Waals e forcas elétricas de repulsao

A estabilidade das dispers6es coloidais em termos das energias de interagéo pode
ser compreendida pela teoria de DLVO (Derjaguin, Landau, Verwey, Overbeek) (Milleri,
1985; Shaw, 1992; Adamson, 1997), na qual a estabilidade é determinada pelo balancgo
entre as forgas atrativas e repulsivas. Nesta teoria a energia total € determinada pelo
somatoério das forcas elétricas de repulsdo e de atracdo de London-van der Waals. As
forcas de atracdo favorecem a formacao de agregados e as de repulsao a estabilidade.
Este balanco é apresentado pela energia total (V) (Eq. 9) pela soma das energias

atrativas (V) e repulsivas (Vi) entre as duas particulas.

VT = VA + VR (9)

As curvas de energia potencial para V1, Va € Vg versus distancia entre as particulas
séo ilustradas na Fig. 12.

/VR Repulsao

V1 Total

Separacgao

Minimo Secunario

\_V.ﬂ. Atragio

Energia Potencial

Minimo Primario

Fig. 12. Diagrama de energia potencial entre duas particulas.
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A forma da curva V1 depende de Va e Vg. Vg varia aproximadamente como o
inverso da exponencial, tanto da distancia entre as particulas como de x. Va varia com o
inverso da distancia entre as particulas. Consequentemente Vg devera predominar em
distancias intermediarias e Va tanto em distancias pequenas como em muito grandes. O
comportamento conjunto destes potenciais origina um maximo de potencial Vuax que € a
barreira de potencial repulsivo que impede aglomeracao das particulas.

A altura desta barreira depende da magnitude de Vj(potencial de Stern) e de 1/k
(espessura da dupla camada difusa). Quanto maiores estes parametros, maior esta
barreira e mais estaveis serdo as particulas. Se o sistema nao for perturbado, a Unica
energia presente é a energia térmica. Se as particulas tiverem energia térmica suficiente
para vencer esta barreira e ficarem muito proximas, as forcas de atracdo prevaleceréao
sobre as de repulsdao, havendo coalescéncia. Este é um processo irreversivel, as
particulas se fundem e néao é possivel obté-las novamente por trabalho mecanico. Este
potencial de repulsdo é similar a uma energia de ativagdo que as particulas tém que
vencer para agregar. Quanto maior o potencial, mais dificil e mais lenta € a agregacao.
Esta barreira pode ser diminuida aumentando x ou diminuindo o potencial da superficie da
particula. k pode ser aumentada pela adicao de eletrdlito inerte, pois este ira comprimir a
dupla camada difusa. O potencial da superficie da particula pode ser alterado pela adicao
de um reagente ativo que interage com a superficie da particula. Se na superficie da
particula estiverem ancoradas moléculas anfifilicas com grupos funcionais como —COQO" e
—NHs", as alteracdes do pH reduzirdo a carga superficial da particula. No caso do —-COQO" a
adicdo de ions H* diminui a carga superficial por causa da formacdo de —COOH. Para o
grupo funcional -NH3" a adigcdo de ions OH™ forma —NH, e H.O. Esta diminuicdo de carga
pode ser observada nas medidas do potencial Zeta.

A Fig. 9 exibe um segundo minimo em que o potencial de repulsdo € sobreposto ao
de atracdo em uma distdncia consideravel. Este segundo minimo pode ser
suficientemente profundo podendo superar o movimento térmico das particulas. Quando
isto ocorre, as particulas também formardo aglomerados, mas n&o ocorre coalescéncia e
elas permanecem proximas, unidas por forcas de atracdo. Mesmo sendo fracas estas
interacdes, os aglomerados podem se mover liviemente pela dispersao. Este fenbmeno é
chamado de floculagéo e é diferente da coalescéncia. Devido as interagdes serem fracas o
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fenbmeno € reversivel e as particulas podem ser facilmente re-dispersadas por agitacao

mecénica.

1.7.2.4. Potencial Zeta (§)

Experimentalmente ndo € possivel medir o potencial da superficie da particula ou o
potencial de Stern. As medidas com relagdo a carga superficial sdo estimadas pelo
potencial Zeta, cujo valor é préximo do potencial de Stern. O potencial Zeta esta
diretamente relacionado aos fenémenos eletrocinéticos da parte mével da dupla camada
elétrica. Ele é definido no plano de cisalhamento, que delimita o meio de disperséao e a
camada estacionaria do fluido em contato com a superficie da particula. A importancia nas
medidas do potencial Zeta é que seu valor esta relacionado a estabilidade das dispersdes
coloidais, indicando o grau de repulsdo entre as particulas. Para particulas com potencial
Zeta alto (positivo ou negativo) a repulsédo eletrostatica confere estabilidade, impedindo
que ocorra floculagdo e coagulacdo. Quando este potencial é baixo a atracdo excede a
repulsdo e a dispersdo aglomera. A Fig. 13 apresenta a localizacdo do plano de
cisalhamento na dupla camada elétrica de uma particula carregada negativamente e um
grafico relacionando o potencial Zeta com o potencial de superficie e o decaimento do

potencial do meio de dispersao.
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distdncia da superficie da particula

Fig. 13. Esquema da dupla camada elétrica e plano de cisalhamento onde o
potencial Zeta € medido.

As cargas positivas estao fortemente unidas a superficie negativa da particula. O
ponto central destas cargas positivas indica a camada de Stern. O plano de cisalhamento
fica muito proximo desta camada em uma regido mais distante da superficie da particula.
Em seguida encontra-se a parte difusa da dupla camada elétrica. O potencial de superficie
€ maior que o de Stern e este mairo que o potencial Zeta. Ha um decaimento quase linear
do potencial de superficie até o potencial Zeta. O potencial do meio de dispersao da dupla
camada elétrica apresenta um decaimento exponencial com a distancia.

O potencial Zeta ndo € medido experimentalmente mas pode ser calculado a partir
de modelos tedricos e de resultados experimentais da mobilidade eletroforética, a qual é
obtida aplicando um campo elétrico uniforme nas particulas carregadas dispersas no meio.
Este campo exerce forca eletrostatica nas particulas nos ions dispersos na dupla camada
elétrica. Parte da forga aplicada aos ions é transferida a superficie da particula através da
viscosidade (Fig. 14).
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Fig. 14. Interacdes eletrostaticas entre particulas.

A mobilidade eletroforética esta relacionada ao potencial Zeta pela equacao de

Henry, Eq 10:

_ 2& f(ka)g

n
onde [, € a mobilidade eletroforética, &. é a constante dielétrica do meio de dispersao,

(10)

e

f(ka) é a fungdo de Henry, 1 a viscosidade do meio e & é potencial Zeta; ké o
comprimento de Debye, diretamente relacionado a espessura da dupla camada elétrica
(k‘l), e a é o raio da particula. Para particulas em meio aquoso e concentragdes
eletroliticas moderadas (aproximagdo de Smoluchowski), f(ka) tem valor 1,5. Para
particulas dispersas em meio de constante dielétrica baixa (aproximacdo de Huckel) o
valor de f(ka) é 1,0 (Adamson 1997; Shaw, 1992).
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1.8. Modelos matematicos para liberacao de farmacos encapsulados em carreadores

A cinética de liberacdo de farmacos foi estudada a partir modelos matematicos
aplicados a nanoparticulas poliméricas (Costa 2002; Lopes, 2005). A eroséo, a difusdo e o
intumescimento das matrizes influenciam a liberacao de substancias encapsuladas nesses
sistemas. A predominancia de cada fator depende das propriedades da matriz empregada
no carreador. No caso das NLS a liberacao ocorre devido as transicées polimérficas (o, B'
e pB) das cadeias lipidicas e pela difusdo quando o meio receptor € muito soltuvel (Muller,
2000; Muller, 2002).

1.8.1. Cinética de ordem zero

Baseia-se na liberacdo lenta do ativo a partir de formas farmacéuticas que nao

desagregam (Eq. 11):

M
M—;=Kot+b (11)

M, é a quantidade de farmaco liberada no tempo t; M,, a quantidade total de farmaco
liberado num tempo infinito (quantidade total de farmaco incorporado no carreador em

t=0); K, é a constante de velocidade e b a quantidade inicial de farmaco no meio receptor.
1.8.2. Cinética de primeira ordem
Tem sido empregado para descrever a dissolucao (Gibaldi, 1967; Wagner, 1969) e

a absorcao ou eliminagcao de farmacos (Gibaldi, 1982), embora seja dificil conceituar este

mecanismo em bases tedricas (eq. 12)..

InQ, = InQy + Kyt (12)

Q; a quantidade de farmaco liberada no tempo t, Q, a quantidade inicial de farmaco na
solugéo e K; o coeficiente de velocidade de liberagao.

38



1.8.3. Modelo de Higuchi

E utilizado para descrever a velocidade de liberagdo sustentada de farmacos a
partir de um sistema matricial (Eq. 13) (Costa 2002; Lopes, 2005).

MK; =KyVt+b (13)
Ky corresponde a constante de liberacdo de Higuchi. Esta equacdo descreve o
mecanismo de liberacdo baseado na lei de Fick. O uso desta relacdo em sistemas que
intumescem pode tornar-se insuficiente, pois sistemas deste tipo podem ser erodiveis,
devendo o relaxamento das cadeias poliméricas atender ao transporte de farmacos.
Assim, a equacdo de Higuchi apresenta fortes limitagbes na interpretacdo dos
mecanismos de liberagdo sustentada. No entanto, € a mais realista, representando os
varios mecanismos que ocorrem nos sistemas matriciais de ordem zero. Este modelo
pode-se aplicar com maior exatiddo a matrizes pouco sollUveis que nao apresentem

capacidade de intumescimento, exemplo acetato de celulose.
1.8.4. Modelo de Peppas-Korsmeyer

Baseia-se na equacao semi-empirica (Eq. 14) proposta por Korsmeyer (Korsmeyer,
1981; Korsmeyer, 1983).

M,

L _ g
M Kt"+b (14)

K é o coeficiente de velocidade que incorpora caracteristicas estruturais e geométricas do
carreador; n é o expoente que, de acordo com o valor numérico que assume, caracteriza o
mecanismo de liberacdo do farmaco. Esta equacgéo € utilizada para descrever a liberacao
guando o mecanismo que prevalece é uma combinagéo da difusdo do farmaco (transporte
Fickiano) e do transporte (ndo-Fickiano) controlado pela relaxacdo das cadeias
poliméricas do carreador, 0 que envolve a transicdo entre um estado semi-rigido para

outro mais flexivel.
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1.8.5. Modelo de Baker-Lonsdale
Foi desenvolvido por Baker e Lonsdale utilizando o modelo de Higuchi e descreve a

liberacdo sustentada de farmacos encapsulados em matriz esférica (Eq. 15) (Costa 2002;
Lopes, 2005).

3 31 M
Ell—(l—M—) l_M_tZKBLt (15)

M./M,, é afracao do farmaco liberado e K g, € a constante de liberacao.
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2. Objetivos

2.1. Geral

Preparar e caracterizar formulagdes de NLS carregadas com NVP, SQV e EFV para
o tratamento do HIV/AIDS, acoplando a superficie octadecilamina manosilada para que os
carregadores sejam direcionados e fagam liberacdo prolongada nos macréfagos e 6rgaos
reservatérios de HIV.

2.2. Especificos

Sintetizar octadecilamina manosilada a partir da octadecilamina e d-manose e
caracteriza-la por espectrometria de massas, espectroscopia de ressonancia magnética
nuclear de solidos (RMN) de C13 e N15, analise elementar CHN e espectroscopia no
infravermelho (IV);

Caracterizar as NLS através da eficiéncia de encapsulacdo (EE%), perfil de
liberacdo in vitro, Espalhamento Dinamico de Luz (DLS), potencial Zeta, Microscopia
Eletrénica de Varredura (MEV), Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC) e
Difratometria de raios-X;

Monitorar a estabilidade dos nanocarregadores, realizando medidas de DLS e
potencial Zeta ao longo do tempo;
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3. Materiais e Métodos

3.1. Reagentes, materiais e instrumentos

Reagentes: acido estearico (AE) (PA, LabSynth), Compritol 888 ATO (COM)
(Brasquim), acido miristico (AM) (Sigma Aldrich), brometo de cetiltrimetilaménio 95%
(CTAB) (Sigma Aldrich), Polisorbato 80/Tween 80 (T80) (USP, Makeni Chemicals),
Polisorbato 20/Alkamuls/Tween 20 (T20) (Rhodia), Lipoid S-75/lecitina de soja (LEC)
(Lipoid), n-butanol (PA, LabSynth), Nevirapina base (NVP) (Farmanguinhos), Efavirenz
base (EFV) (Farmanguinhos), Saquinavir base (SQV) (Cristalia), fosfato de potassio
monobasico (PA, LabSynth), octadecilamina 97% (Sigma Aldrich), d-manose 99% (Acros
Organics), hidréxido de potassio teor 85% (Grupo Quimica), cloreto de sédio 99%
(Chemco), acetonitrila (grau HPLC, Tedia), metanol (grau HPLC, Tedia), metanol (PA,
LabSynth), filtros de centrifuga Ultracel de corte molecular 100 kDa (Amicon Ultra),
membranas de didlise de corte molecular 12 kDa-16 kDa e 1 kDa (Alamar) e agua
deionizada.

Equipamentos: Ultra Turrax IKA mod. T25; Centrifuga Eppendorf; analisador de
particulas Zetasizer Malvern Instruments; HPLC-UV-Vis, marca Agilent, série 1200;
Espectrofotdmetro FTIR Bomem mod. MB-Series B100; Analisador Elementar CHN Perkin
Elmer mod. Series 1| CHNS/O Analyser 2400; Espectrometro de Ressonancia Magnética
Nuclear Bruker mod. Avance Il 400MHz; Difratdbmetro de raios X Shimadzu mod. XRD-700;
Calorimetro Diferencial de Varredura DSC DuPont Instruments mod. 2910; Microscépio
Eletrénico de Varredura (MEV) Jeol mod. JSM 6360 LV; Espectrdmetro de massas Xevo
Q-Tof Waters; Espectrofotémetro UV-Vis.

3.2. Producao de NLS e NLS-manosiladas pelo método de microemulsao O/A

As NLS foram produzidas pela técnica de microemulsdo, com algumas
modificagdes. Em um frasco foram pesadas as quantidades necessarias de farmaco e
lipidios. Em um segundo frasco foram adicionados surfatantes e agua. Os lipidios e
farmaco foram fundidos 5-10°C acima do ponto de fusdo do lipidio, até dissolucao
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completa. AE tem ponto de fusdo 68,8°C (DrugBank, AE), COM 70°C (Libiol, COM) e AM
54°C-55°C (Chemblink, AM). Os surfatantes e agua foram misturados a mesma
temperatura. A solugéo de surfatantes foi adicionada a de lipidios/farmaco e agitadas sob
alta velocidade no Turrax, formando uma emulsdo/microemulsdo. Em um terceiro frasco
contendo 4gua gelada (2-3°C) foi adicionada gota a gota, sob agitacdo, esta
emulsao/microemulsdo. A razado volumétrica entre a emulsdo/microemulsdo e o produto
final (emulsdo/microemulsdo + agua gelada) foi aproximadamente 1:10. A Fig.15
apresenta um esquema geral desta metodologia.

Ti=75°C-80°C
———
agitacdo

TTCSUC

Vi=10mL

surfatantes+agua

adicionar

Ti=75°C-80°C lenta adicdo
PR AL —_— ——
700rpm / 10min

agnacao 3200rpmJ 5min

oW | e m——

lipidiog + farmacos

Vz=90mL NLS

Fig. 15. Esquema do procedimento para producao de NPLS.

Para producdo das nanoparticulas manosiladas adicionou-se a quantidade
desejada de octadecilamina manosilada ao frasco da solucao de surfatantes e agua
aquecida, prosseguindo com o procedimento descrito.

3.3. Quantificacao dos farmacos nas NLS por HPLC
A quantificacdo foi realizada utilizando filtros de centrifuga Ultracel, corte molecular
100 kDa. Estes filtros foram escolhidos por que as nanoparticulas ndo se separavam do

meio de dispersdo mesmo centrifugando em alta velocidade (90000g) por longo tempo (4
h). A Fig. 16 esquematiza o dispositivo experimental usado.
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Fig. 16. Esquema do dispositivo experimental usado na ultracentrifugagéo.

De cada vez foram centrifugados 500 uL de amostra contendo NLS, a velocidade
1845¢g, durante 5 min, separando as NLS do sobrenadante. O volume de sobrenadante,
com farmaco nao encapsulado, variou entre 200 uL e 300 uL. Estas membranas eram
limpas e reutilizadas em outras centrifugacdes. Para fazer a limpeza elas eram invertidas
no Eppendorf, centrifugadas novamente nas mesmas condigdes e guardadas em solugéo
de hidroxido de sodio 1,00 mM (Fig. 17).

®Z
BE centrifugacio

BE >
5000rpm/Smin.

Fig. 17. Centrifugag&o para limpar as membranas.
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O sobrenadante foi diluido com metanol, filtrado em membranas Millipore (4,5 um) e
quantificado por HPLC-UV-Vis. A mesma diluicao foi feita com NLS em metanol, para
medir a concentragéo total dos farmacos. Neste ultimo caso a amostra foi aquecida para
completa diluigdo dos lipidios seguido de filtragdo com as membranas Millipore. As
medidas foram realizadas usando coluna ACE 3 C18 100x4,6 mm, com didmetro de
particulas de 5,00 um. Para EFV e SQV as amostras foram diluidas 20 vezes antes de
serem injetadas. Isto equivale a diluir 200 uL de amostra com NLS ou sobrenadante em
3,8 mL de metanol. Para NVP a diluicdo foi 5 vezes, colocando 400uL da amostra com
NLS ou sobrenadante em 1,80 mL de metanol. A fase moével foi tampao fosfato e
acetonitrila, mas em condigbes diferentes. Para NVP a fase mével foi tamp&o fosfato 0,052
mM/pH 5,0 e acetonitrila na proporgédo de 75:25 (v:v) com absorbancia medida em 239
nm. Para SQV foi tampao fosfato 0,022 M, pH 5,0 na proporcdo 60:40 (viv) tampao:
acetonitrila, sendo medida absorbancia em 238nm e para EFV foi empregado tampéao
0,010 mM, pH 2,5 na propor¢do com acetonitrila de 40:60 (v:v) sendo lida a absorbancia
em 246nm. Antes das analises as fases mdveis e acetonitrila foram filtradas e
desgaseificadas em banho de ultrassom.

A eficiéncia de encapsulacdo (EE%) das NLS foi obtida, via HPLC, fazendo a
diferenca entre a concentragdo do farmaco livre (no sobrenadante) e quantidade total das
NLS (Eqg. 16).

A, — A
EEY% = (tA—S)wo% (16)

A; € area total (s*"mAu) sob o pico cromatografico correspondente ao farmaco nas NLS e

As tem o0 mesmo significado para o farmaco no sobrenadante.

3.4. Reacao de d-manose com octadecilamina produzindo octadecilamina
manosilada

Este método, baseado no trabalho de Mitts (Mitts, 1944) e Lockhoff (Lockhoff,
1998), foi aplicado com algumas modificagdes. Adicionou-se 2,00 g (7,43 mmol) de

octadecilamina e 2,34 g (=7,43 mmol) de d-manose em 12,00 mL de etanol em baldo de
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fundo redondo. A mistura foi aquecida a 80 °C durante 1-1:30 h, sob refluxo, seguida de
resfriamento a 40 °C e adicionados 24,00 mL de n-hexano, sob agitacdo com agitador
magnético, entre 30 min e 1 h, em recipiente fechado. A Fig.18 esquematiza o aparato
utilizado na reacgéo. A seguir o recipiente foi aberto, a temperatura ambiente, até completa
evaporacdo do n-hexano/etanol. Foram adicionados 100,00 mL de agua deionizada,
agitada e filtrada em papel de filtro. O procedimento foi repetido mais uma vez. Foram
adicionados 100,00 mL de etanol, seguida de agitacdo e filtracdo em papel de filtro e 0
procedimento novamente repetido. Apos filiragdo o papel de filtro foi lavado com etanol
para recuperar a amostra aderida ao papel. A lavagem com agua deionizada é feita para
eliminar o excesso de d-manose e com etanol o de octadecilamina. O produto final foi
caracterizado por espectrofotometria no infravermelho IV, espectrometria de massas por
Elestrospray no modo positivo em analisador TOF, ressonancia magnética nuclear de N15
e C13 em sélido e analise elementar CHN.

Refluxo

octadecilamina 2,00g (7 43mmol}

d-manosze 2, 34g (7, 43mmol)
—___f"

etanol (12mL}

T=60°C/1h e 30 min.

Fig. 18. Aparato utilizado na reagao entre octadecilamina e d-manose.
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3.5. Estudo de liberacao in vitro (Dialise)

A didlise foi feita para estimar a quantidade de farmaco liberado in vitro, utilizando o
dispositivo mostrado na Fig. 19. Um dado volume de solugao contendo NLS (3,00 mL para
as formulacdes com SQV e EFV e 10,00 mL para as formulagdes com NVP) foi colocado
em tubo Falcon que continha membrana de dialise em sua extremidade. O meio receptor
foi tampéao fosfato 50,00 mM com forga ibnica similar a do sangue (154 mM). O corte
molecular das membranas empregadas as amostras com SQV e EFV foi 16 kDa e para as
amostras com NVP 1 kDa. O meio receptor continha 50,00 mL de tampéo fosfato pH 7,40
com 2% de T20 para as formulacdées com EFV e 4% de T80 para as formulagdes com
NVP e SQV. Estes surfatantes foram adicionados para tornar os farmacos mais sollveis
no meio externo, alcangando a condicao sink, em que 0 meio receptor solubiliza muito
mais o farmaco (pelo menos 10 vezes mais) que o meio onde as NLS estao dispersas. O
meio receptor foi agitado a 100 rpm, a 37 °C durante o experimento. Em tempos
determinados (0:00h; 0:20h; 0:40h; 1:00h; 2:00h; 4:00h; 6:00h; 8:00h; 12:00h; 24:00h;
36:00h; 48:00h) foram retiradas aliquotas, com reposigcdo do mesmo volume para manter o
volume do meio receptor constante. As amostras foram analisadas por HPLC-UV-Vis.

/\

HLS/CLN ----._-. )nemhrana

N

meio receptor

—

Fig. 19. Esquema do dispositivo utilizado para dialise.
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3.6. Caracterizacao das NLS e NLS-manosiladas

3.6.1. Determinacdo da distribuicio de tamanho das particulas e indice de
Polidispersidade (PDI) das NLS e das NLS-manosiladas

A caracterizagdo das NLS e das NLS-manosiladas em termos de tamanho de
particulas e PDI foi realizada por espectroscopia de correlagdo de foétons (espalhamento
dindmico de luz) utilizando equipamento Malvern Zetasizer. As amostras foram colocadas
em agua deionizada (5 gotas da amostra contendo NLS em 1,00mL de agua), adicionadas

nas cuvetas e analisadas.
3.6.2. Determinacao do potencial Zeta das NLS e das NLS-manosiladas

O potencial Zeta das NLS e das NLS-manosiladas foi determinado pelo analisador
eletroforético do equipamento Malvern Zetasizer. As amostras foram diluidas em agua
deionizada (na mesma propor¢do mencionada), colocadas na cela eletroforética e o
potencial Zeta foi determinado.

3.6.3. Determinacdao da cristalinidade das amostras contendo NLS e NLS-
manosiladas

As analises por difracédo de raios-X e DSC foram realizadas com o p6 liofilizado das
NLS e com os lipidios puros. Estas medidas sdo essenciais para observar o grau de
desorganizagdo da matriz lipidica que forma as nanoparticulas. As medidas foram
realizadas em difratdbmetro Shimadzu, com taxa de varredura 2°/min, radiagdo CuKa em
1,54184 nm e os difratogramas foram obtidos entre 5° e 50°.

Na analise por DSC foram usadas panelas de aluminio com tampa, contendo 2-5
mg de amostra, fechadas hermeticamente. A linha de base foi determinada para todos os
termogramas, utilizando panelas vazias. As amostras foram aquecidas a 10°C/min entre
20°C e 100°C. Os resultados forneceram as temperaturas de transicdo e entalpias de
transicao das NLS, das NLS-manosiladas e dos lipidios puros.
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3.6.4. Estudo da morfologia mediante Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A morfologia das NLS e NLS-manosiladas foi estudada por Microscopia Eletrénica
de Varredura utilizando o equipamento Jeol JSM - 6360 LV. As amostras foram diluidas 20
vezes e depositadas sobre placas de vidro, colocadas sobre stubs e secas no dessecador
por, no minimo, 24 h. A metalizacdo foi feita com 80% Au + 20% Pd e a diferenca de

potencial aplicado para aceleragéo dos elétrons foi 5 kV.

3.7. Caracterizacao da octadecilamina manosilada

3.7.1. Espectro de massas da octadecilamina manosilada

Os espectros de massas foram obtidos via ionizagcdo por Eletrospray no modo
positivo em analisador TOF. Aproximadamente 100 ppm da amostra foram dissolvidos em
metanol grau HPLC, sendo adicionada pequena quantidade da solu¢ao de 0,1% de &cido
férmico (HCOOH) para ionizagao.

3.7.2. Espectros de RMN-N15 e C13 de d-manose, octadecilamina e octadecilamina
manosilada sdlidas

Para d-manose foram obtidos espectros de RMN-C13 e para octadecilamina e
octadecilamina manosilada espectros de RMN-C13 e N15. As amostras foram secadas
durante 24 h em estufa a 50°C e guardadas no dessecador. Para obter os espectros as
amostras foram compactadas em rotor de zircOnia e analisadas em sonda 3R com rotagéao
de 10 kHz. Os espectros de C13 foram obtidos nas condi¢des: tempo de aquisi¢éo 0,03 s;
tempo de relaxacao 1,00 s; tempo de contato 4,00 ms; frequéncia de operagéo do carbono
100 MHz. As condi¢des para a obtencao dos espectros de N15 foram: tempo de aquisicao
0,05 s; tempo de relaxacao 1,00 s, tempo de contato 5,00 ms, frequéncia de operacéo do
nitrogénio 40 MHz.

49



3.7.3. Analise elementar CHN da octadecilamina e octadecilamina manosilada

A analise elementar CHN foi feita para octadecilamina e octadecilamina
manosilada. As amostras foram secadas por pelo menos 24 h em estufa a 50°C e
guardadas no dessecador para eliminagcao completa de agua. As amostras foram oxidadas
com excesso de oxigénio para combustao completa, seguido de reducao formando CO»,

H2 e Np, sendo quantificadas mediante detector de condutividade térmica.

3.7.4. Espectros no infravermelho (IV) de d-manose, octadecilamina e

octadecilamina manosilada

Estes espectros foram obtidos entre 400 cm™ e 4000 cm™, resolucdo 5 cm™, com as

amostras em pastilhas de KBr.
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4. Resultados e Discussao
4.1. Espectros, no UV-Vis, de EFV, SQV e NVP

Os espectros de UV-Vis foram obtidos antes dos estudos por HPLC UV-Vis para
determinar os maximos de absorcédo de cada farmaco. Para cada farmaco, em metanol, foi
obtida a curva de calibragdo, de acordo com as concentragcdes e maximos de absorcédo. A

Fig. 20 a), b) e c) apresenta os espectros de absorcao e as concentragdes de EFV, SQV e
NVP, respectivamente.
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Fig. 20. Espectros no UV-Vis. a) EFV; b) SQV; c) NVP.
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Os maximos de absorcao foram 246 nm para EFV, 238 nm para SQV e 239nm e
283nm para NVP. As Eq. 17, 18 e 19 fornecem a curva de calibracdo utilizando a
concentragdo em pg/L ajustada para EFV, SQV e NVP, respectivamente. A curva de

calibracao da NVP foi calculada usando comprimento de onda 239nm.

Abs = 62326,66.Conc-0,05 R=0,99 (17)
Abs = 66766,65.Conc-0,01 R=0,99 (18)
Abs = 31695,47.Conc-0,05 R=0,99 (19)

4.2. Curvas de calibracao por HPLC-UV-Vis, para EFV, SQV e NVP

As curvas de calibracao dos farmacos foram obtidas de acordo com os métodos de
Ramachadran (Ramachandran, 2006) para EFV, Pathak (Pathak, 2007) para SQV e Silva
(Silva, 2006) para NVP. Para EFV e SQV foram injetadas 0,05 ug; 0,10 pg; 0,15 ug; 0,20
ug; 0,25 ug; 0,30 ug e 0,35 pg. Para NVP foram injetadas 0,10 nug, 0,20 ug, 0,30 ug, 0,40
ug, 0,50 ug e 0,60 ng. As Fig. 21 a), b) e ¢) mostram os tempos de eluicdo para EFV, SQV

e NVP, respectivamente.
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Fig. 21. Cromatogramas usados para obter as curvas de calibragéo. a)
EFV; b) SQV; c) NVP.
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O tempo de retencédo para SQV foi 4,3min, para EFV 3,9min e para NVP 3,5min.
Observa-se que os componentes indesejados para as analises eluem entre 1 e 2 min.
Utilizando as areas sob os picos cromatograficos (s*mAu) e as massas (ug), foram obtidas
equagodes para o ajuste das retas para EFV (Eqg. 20), SQV (Eq. 21) e NVP (Eq. 22).

Area = 3010,575 * Massa — 0,388 R =0,99 (20
Area = 3336,034 * Massa — 0,580 R =099 (21)
Area = 4079,719 * Massa — 1,087 R =099 (22)

4.3. Caracterizacao de octadecilamina manosilada

4.3.1. Obtencao dos espectros de massas

A reacgdo entre octadecilamina e d-manose esta representada na Fig. 22.

H ]
CH:OH
oH H © H
H
OH —— H o 4 CHy(CHp)ipH, =t CH3(CHz )17 NH OoH O + HO
CH
H oH
H o H
H oH

CH2oH

Fig. 22. Reacao entre d-manose e octadecilamina.

Uma vez produzida octadecilamina manosilada o passo seguinte foi purifica-la.
Foram feitas varias tentativas utilizando coluna de silica como fase estacionaria e mistura
de etanol/acetato de etila como fase movel. Esta tentativa ndo forneceu bons resultados e
alguns motivos podem ser apontados para tal. Primeiro, octadecilamina manosilada é

muito pouco soluvel nos solventes que deveriam ser utilizados (etanol, acetato de etila,
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metanol, 4gua) impossibilitando sua purificagdo. Segundo, a silica utilizada na coluna
torna o meio acido e neste a octadecilamina manosilada sofre reacao de hidrélise. Quando
o composto purificado foi analisado por espectrometria de massas, usando a técnica de
Elestrospray no modo positivo no analisador TOF, foram identificados varios sinais
indicativos de degradacao da amostra. Verificados estes problemas, o produto reacional
foi lavado com etanol e 4gua tirando vantagem da baixa solubilidade da octadecilamina
manosilada. Utilizando estes solventes tanto os produtos de reacao hidrofébicos como os
hidrofilicos seriam eliminados. Pequena quantidade deste produto purificado foi diluido em
metanol (grau HPLC) adicionada a pequena quantidade de HCOOH 1% (em volume) e
analisada no espectrémetro. As analises foram realizadas no modo positivo porque tanto
octadecilamina como octadecilamina manosilada apresentam atomo de nitrogénio passivel
de ionizacdo. O espectro de massas foi obtido na escala entre 100 a 600 Da (Fig. 23).

CABO78
200612_MS02 & (0.154) AM (Cen,2, 80.00, Ar.7000.0.0.00,0.70) Sm (SG, 4x2.00); Cm (1:18) TOF MS ES+
4324 2.04e4
100
S
7.3
4334
e T T T T T T T T L T T T R T T T R L T T T T e e e e e e e e e e e iz
100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 4680 480 S00 520 540 560 580 800

Fig. 23. Espectro de massas de octadecilamina manosilada apés lavar com agua
e etanol.

Este espectro mostra sinais em 432,4 e em 270,3. O primeiro corresponde a
octadecilamina manosilada (431g/mol) ionizada e o segundo a octadecilamina (269g/mol)
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qgue nao reagiu. Nao foram detectados produtos de reagéo indesejaveis e excesso de d-
manose. Deve ser lembrado ainda que octadecilamina é mais soltuvel que o produto final
em metanol e o sinal em 270,3 pode ndo estar representando o rendimento real da
reacdo. Se o produto final e a octadecilamina se solubilizassem na mesma propor¢ao seria
esperado um sinal menos intenso em 270,3. Além disto, pequena parcela da
octadecilamina manosilada pode ter sido degradada, na fonte de ionizacdo, em

octadecilamina e d-manose.

4.3.2. Analise elementar CHNO

Esta andlise complementa os resultados de espectrometria de massas. A Tabela 1
apresenta as porcentagens em massa previstas pela formula molecular e os resultados

(obtidos em duplicata) por andlise elementar para octadecilamina manosilada.

Tabela 1. Porcentagens em massas, previstas pela férmula molecular e analise

elementar CHN para octadecilamina manosilada.

Férmula molecular Andlise elementar 1 Analise elementar 2

C% 66,82 68,12 68,24
H% 11,37 11,41 11,92
N% 3,25 3,07 3,10
0% 18,56 17,40 16,74

A massa do oxigénio foi calculada a partir das porcentagens de C, H e N. Os
resultados previstos foram muito préximos ao da férmula molecular, mostrando que o
composto estda puro. A Tabela 2 mostra os resultados da analise elementar de
octadecilamina obtidos pela analise. A maior diferenca entre os resultados previstos e
calculados foi 1,89% para o carbono.

Tabela 2. Porcentagens em massas, previstas pela formula molecular e
analise elementar CHN para a octadecilamina, em duplicata.

Féormula molecular Anélise elementar 1  Analise elementar 2

C% 80,30 82,19 81,46
H% 14,50 15,07 15,46
N% 5,20 5,28 5,09
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Os resultados obtidos pela andlise elementar da octadecilamina manosilada
mostraram que a pureza do produto final € maior que a detectada por espectrometria de
massas. Caso o produto final apresentasse 20% de octadecilamina mostrado no espectro
de massas, seria esperado pelo menos uma quantidade maior de carbono na analise
elementar, o que nao foi observado. A vantagem em utilizar a analise elementar é que é

uma técnica simples, de facil aplicacao e fornece resultados quantitativos.

4.3.3. Espectros de RMN-N15 para octadecilamina e octadecilamina manosilada

Apés as analises por espectrometria de massas e analise elementar tentou-se obter
os espectros de RMN-H e C13 para d-manose, octadecilamina e octadecilamina
manosilada em solugédo. Para os dois primeiros compostos os espectros foram obtidos,
mas para o ultimo ndo. No ultimo caso, os sinais obtidos foram muito pouco intensos e nao
concordavam com o esperado. Isto ocorreu por que octadecilamina manosilada € muito
pouco soluvel em dimetilsulféxido deuterado, cloroférmio deuterado e tetracloreto de
carbono. Espectros de RMN-H e C13 em liquido sdo resultados interessantes, pois sao
obtidos rapidamente e fornecem informacdes importantes sobre a estrutura molecular.
Como as molécula de octadecilamina e octadecilamina manosilada possuem um atomo de
nitrogénio, primeiramente foram obtidos espectros de RMN-N15 nas amostras solidas,
para fins de comparagdo. As Fig. 24 e Fig. 25 mostram estes espectros para

octadecilamina e octadecilamina manosilada, respectivamente.
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Fig. 24. Espectro de RMN-N15 de octadecilamina sélida.

mannosyloted cctadecylamine

Fig. 25. Espectro de RMN-N15 de octadecilamina manosilada sélida.
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Como cada composto possui um atomo nitrogénio era esperado apenas um sinal
para cada, mas foram observados dois sinais. Para octadecilamina estes sinais estavam
em 16,43ppm e 12,03ppm e para octadecilamina manosilada os sinais estavam em
48,79ppm e -4,28ppm. Para a octadecilamina € mais provavel que estes sinais sejam
devidos a polimorfos do composto. Para octadecilamina manosilada além do polimorfismo
os dois sinais poderiam também ser devidos as formas o e B de d-manose, pois quando
estas duas formas se ligam na octadecilamina o ambiente quimico na regido do 4tomo N é

diferente.

4.3.4. Espectros de RMN-C13 de d-manose, octadecilamina e octadecilamina

manosilada

Em seguida, foram obtidos os espectros de RMN-C13 de d-manose, octadecilamina
e octadecilamina manosilada, sélidas (Figs. 26; 27; 28).
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Fig. 26. Espectro de RMN-C13 de d-manose solida.
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Fig. 27. Espectro de RMN-C13 de octadecilamina sélida.
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Fig. 28. Espectro de RMN-C13 de octadecilamina manosilada soélida.

61



d-manose apresentou 12 sinais entre 61,40ppm e 94,93ppm. Como cada molécula
de d-manose possui 6 atomos de carbono, provavelmente, 6 sinais sao devidos a forma o
e os outros 6 a . Octadecilamina apresentou 6 sinais entre 14,55ppm e 43,56ppm. Como
os deslocamentos quimicos dos dois compostos estdo em regides diferentes e ndo se
sobrepdem, o espectro da octadecilamina manosilada devera ser uma combinacao dos
espectros de octadecilamina e de d-manose. O espectro de RMN-C13 da octadecilamina
manosilada soélida apresentou 17 sinais entre 14,49ppm e 87,22ppm. O sinal em
32,99ppm foi tao intenso quanto aquele em 32,46ppm da octadecilamina e provém da
cadeia carblnica do surfatante. Os sinais entre 14,49ppm e 46,27ppm da octadecilamina
manosilada provém da parte da cadeia carbénica da octadecilamina e os sinais entre
58,64ppm e 87,22ppm séo devidos a d-manose.

4.3.5. Espectros no IV de d-manose, octadecilamina e octadecilamina manosilada
Para complementar a caracterizagdo da octadecilamina manosilada foram obtidos

os espectros no IV entre 400cm™ e 4000cm™ deste composto, da d-manose e da
octadecilamina (Fig. 29).

octadecilamina manosilada
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Transmitancia (unidade arb.)

] A ] A ] A ]
4000 3000 2000 1000
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Fig. 29. Espectro no IV de octadecilamina manosilada; d-manose; octadecilamina.
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O espectro da octadecilamina manosilada é combinagdo daqueles da d-manose e
da octadecilamina. As similaridades entre os espectros da octadecilamina manosilada e da
d-manose ocorrem entre 3100cm™ e 3600cm™ e em 1081cm™. A primeira banda, larga, é
atribuida ao estiramento do grupo OH e a segunda corresponde ao estiramento do grupo
CO, ambos da manose (SDBS). Comparando os espectros da octadecilamina manosilada
e da octadecilamina observa-se bandas proximas em 2850cm™ e 2920cm™ e outra em
1470cm™. As duas primeiras podem ser atribuidas ao estiramento CH e a Ultima &
deformacao angular CH,, ambos da cadeia de surfatante (SDBS).

4.4. Producdo de NLS utilizando planejamento fatorial 2° com ponto central

Os experimentos para produzir NLS consistiram inicialmente na mistura de vérios
reagentes em diferentes proporcdes, com temperatura e velocidades de agitacao variadas.
Isto foi realizado para saber quais seriam os reagentes mais adequados para produzir as
NLS e a condicdo que possibilitaria obter a formulagdo. E muito dificil otimizar uma
formulacdo fazendo alteragdes intuitivas nas velocidades de agitacdo, temperaturas e
concentracdes dos reagentes. Estas formulacbes exigem proporcdes apropriadas de
surfatantes e co-surfatantes para as matrizes lipidicas, além das condicées experimentais,
como temperatura e velocidade de agitacdo, que devem ser otimizadas. Por isto
planejamentos experimentais s&o indispensaveis neste tipo de trabalho. Nos experimentos
iniciais nao foram adicionados farmacos, pois o objetivo era apenas obter NLS. Dentre os
experimentos realizados aquele feito com acido estearico (AE) como matriz lipidica,
lecitina de soja (Lipoid-S75), Tween 80 (T80) e brometo de cetiltrimetilaménio (CTAB)
como surfatantes e n-butanol como co-surfatante, foi 0 que apresentou resultado mais
promissor. Foi verificado no decorrer do trabalho que a concentracao de surfatantes era
um dos fatores que mais influenciava o didmetro e indice de polidispersidade das NLS.
Assim, fixando todos os parametros e variando apenas a concentracao de surfatantes foi
feito um planejamento fatorial 2°, com ponto central. A otimizagdo dos experimentos foi
monitorada via medidas de diametro de nanoparticulas, PDI e potencial Zeta, por
espalhamento dinamico de luz (DLS). Esta técnica é de facil aplicacao e os resultados sao
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obtidos rapidamente. A Tabela 3 mostra as massas dos surfatantes em gramas usadas no

planejamento fatorial 2° com ponto central.

Tabela 3. Massas dos surfatantes (g) relativas aos niveis do planejamento
fatorial 2° com ponto central.

Nivel
Surfatante - 0 +
T80 (g) 0,10 0,15 0,20
Lec (g) 0,10 0,15 0,20
CTAB (g) 0,10 0,15 0,20

Os parametros mantidos fixos foram temperaturas, velocidades de agitacao, tempos
de agitagdo, volumes de agua e de n-butanol: temperatura do frasco 1 (T4) 75-80 °C;
temperatura do frasco 2 (T») 2-3 °C; tempo de agitagdo do frasco 1 (t1) 5 min; tempo de
agitacao do frasco 2 (t2) 10 min; volume do frasco 1 (V4) 10,00 mL; volume do frasco 2 (V»)
90,00 mL; volume de butanol 1,00 mL, velocidade de agitagcao do frasco 1 (v1) 3200 rpm:;
velocidade de agitacdo do frasco 2 (v2) 3200 rpm. Conforme os experimentos eram
realizados estes parametros também iam sendo ajustados. Os resultados estdo na Tabela
4.

Tabela 4. Diametro médio (nm), Potencial Zeta (mV) e indice de Polidispersidade
(PDI) obtidos com o planejamento experimental 2% com ponto central.

Formulacao Niveis Resultados
Lec T80 CTAB Diametro médio Zeta (mV) PDI
(nm)

1 - - - 573,1 21,7 0,45
2 + - - 720,2 46,3 0,70
3 - + - 351,0 46,8 0,44
4 + + - 288.,7 43,6 0,48
5 - - + 197,6 25,3 0,56
6 + + 193,7 11,1 0,42
7 - + + 219,2 477 0,44
8 + + + 166,2 49,2 0,56
9 0 0 0 255,6 52,1 0,58

Lec: Lecitina de soja (Lipoid-S75); T80: Tween 80; CTAB: brometo de
cetiltrimetilaménio

Esta Tabela mostra que, entre os trés parametros, o que mais sofre variacdo com a
concentracao dos surfatantes é o didametro das nanoparticulas e que entre os surfatantes
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aquele que mais influenciou o didmetro das nanoparticulas foi o CTAB. Para as
formulacdes com menor concentracao de CTAB (experimentos 1; 2; 3; 4) o didmetro das
NLS foi maior. Nos experimentos com maior concentragao de CTAB (experimentos 5; 6; 7;
8) o didmetro das NLS foi bem menor, mas ainda ndo adequado para injegao parenteral
devido ao grande valor do PDI. O potencial Zeta parece independer de concentracdes
mais elevadas do CTAB, pois nos menores niveis 0s potenciais eram tdo elevados quanto
aqueles dos maiores. O valor de PDI foi grande para todas as amostras e nao foi possivel
reduzi-lo para menos de 0,20 (valor para amostra monodispersa). A Tabela 2 foi utilizada
para realizar os calculos dos efeitos principais nos didametros e verificar a influéncia dos
surfatantes entre os niveis, o que estd mostrado na Tabela 5. Os efeitos cruzados nao
foram calculados.

Tabela 5. Efeitos no diametro.

Diametros (nm)

Média Global 329,5 (+ 40,2)
LEC 7,0 (#£85,2)
T80 -164,9 (+85,2)

CTAB -289,1 (+85,2)

LEC: Lecitina (Lipoid-S75); T80: Tween 80; CTAB: Brometo de cetiltrimetilamdnio

Os erros nos efeitos foram grandes porque os experimentos foram realizados
apenas uma vez, para cada nivel. Se fossem realizados em duplicata ou triplicata teriam
sido menores. Nestas condi¢cdes o modelo linear explica 96,8% da regido estudada. Com
modelos de segundo ou terceiro graus este resultado teria sido melhor, mas aumentaria o
numero de experimentos que deveriam ser realizados. Esta Tabela mostra que a variagao
entre os niveis de LEC causa alteragdo de apenas 7,0 nm no diametro das NLS,
mostrando que este parametro ja esta otimizado. Em relagdo ao T80 e CTAB pode ser
visto que com o aumento das concentragbes houve uma diminuicdo significativa no
didametro, que para T80 foi -164,9 nm e para CTAB -289,1 nm. Como CTAB apresentou
valor mais pronunciado, isto indica que este surfatante teve maior importancia para a
reducdo do didmetro. Assim, para reduzir o diametro das NLS deve-se aumentar as
concentracdes de CTAB e T80, mas nao a de LEC.
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Com finalidade de melhorar estes parametros foi empregada a metodologia de
modelagem e deslocamento. Com os niveis do planejamento experimental 0, -1 e +1 e os
resultados da Tabela 2 foram encontradas equacdes lineares para modelar o didmetro de
particulas, potencial Zeta e PDI. Devido ao truncamento realizado nestas expressoées,
considerando-as como de grau 1 em relagdo a massa de cada surfatante, os parametros
calculados nao foram idénticos aos obtidos experimentalmente. As expressdes lineares

foram obtidas utilizando o Programa Estatistica 7.0 (Eq. 23; 24; 25):

Diametro = 3,488(Lec) — 82,438(T80) - 144,537(CTAB) + 329,478 (23)
Zeta = 1,08750(Lec) + 10,36250(T80) — 3,13750(CTAB) + 38,2000 (24)
PDI = 0,033125(Lec) — 0,025875(T80) — 0,010625(CTAB) + 0,513222 (25)

Considerando que o principal parametro a ser ajustado era o diametro, a Eq. 23 foi
utilizada para o deslocamento no planejamento experimental, cujo objetivo € seguir a
direcdo de maxima inclinagao, visando otimizar o parametro selecionado. O tratamento
matematico para a otimizagdo consistiu em dividir todos os coeficientes desta expressao
pelo coeficiente do CTAB, -144,537.

Lec T80 CTAB
3,488 0024 —82,438 0570 —144,537 1000
—144,537 ' —144,537 —144,537

Estes valores foram multiplicados por 0,05, que € a diferenca de massa entre o
nivel central e os niveis -1 ou +1 (Tabela 3).
Lec T80 CTAB

—0,024 % 0,05 = —0,001 0,570 * 0,05 = 0,029 1.000 * 0.05 = 0.050

Os quatro deslocamentos foram obtidos pela multiplicacdo de cada conjunto destes
valores por 1, 2, 3 e 4. A massa a ser usada em cada deslocamento é conhecida somando
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estes valores a 0,15 que

experimental.

Lec
-0,001*1 + 0,150 = 0,149

Lec

-0,001*2 + 0,150 = 0,148

Lec
-0,001*3 + 0,150 = 0,147

Lec

-0,001*4 + 0,150 = 0,146

é a massa relativa ao

Centro+1 A

T80

0,029*1 + 0,150 = 0,179

Centro + 2 A

T80

0,029*2 + 0,150 = 0,208

Centro + 3 A

T80

0,029*3 + 0,150 = 0,237

Centro + 4 A

T80

0,029*4 + 0,150 = 0,266

ponto central do planejamento

CTAB

0,050*1 + 0,150 = 0,200

CTAB
0,050*2 + 0,150 = 0,250

CTAB

0,050*3 + 0,150 = 0,300

CTAB

0,050"4 + 0,150 = 0,350

Os resultados destes deslocamentos estao resumidos na Tabela 6.

Tabela 6. Massas (g) dos surfatantes correspondentes aos 4 deslocamentos em

relacdo a do ponto central.

Lec T80 CTAB
Centro + 1A 0,149 0,179 0,200
Centro + 2A 0,148 0,208 0,250
Centro + 3A 0,147 0,237 0,300
Centro + 4A 0,146 0,266 0,350

Lec: Lecitina (Lipoid-S75); T80: Tween 80; CTAB: Brometo de cetiltrimetilamaonio.

Os resultados obtidos para o tamanho de particulas, potencial Zeta e PDI utilizando

os dados da Tabela 6, estao na Tabela 7.

Tabela 7. Diametro (nm), Potencial Zeta (mV) e PDI relativos aos 4 deslocamentos no

planejamento experimental.

Diametro Zeta PDI
Centro + 1A 141,0 21,8 0,50
Centro + 2A 119,0 50,5 0,24
Centro + 3A 109,9 41,2 0,23
Centro + 4A 100,9 42,9 0,21

Diametro (nm); Zeta: Potencial Zeta (mV); PDI: indice de Polidispersidade



Nestes deslocamentos a massa de lecitina ficou constante e a de T80 aumentou
muito pouco, mostrando que a quantidade destes surfatantes ja é quase suficiente para
obter NLS e variagbes em suas massas nao melhoram os resultados. CTAB foi o
surfatante que teve maior variagdo na massa, pois de 0,15 g no ponto central deslocou-se
para 0,35 g no quarto ponto, equivalente a um aumento de quase 133%. Isto evidencia a
importancia do aumento da massa deste surfatante para a formulacao.

A Tabela 7 mostra que a otimizagdo, além de diminuir o tamanho das particulas,
também ajustou os valores de PDI. Os experimentos centro+2A, centro+3A e centro+4A
apresentaram valores de PDI aceitaveis para injecdo parenteral. Caso o desejo seja
reduzir ainda mais este parametro, pode-se filtrar as amostras em papel filtro de pequeno
corte molecular (1,00um) ou submeté-las ao homogeneizador de alta pressdo. Quando
estas formulagbes foram armazenadas para verificar a estabilidade temporal, as
formulagbes centro+1A e centro+2A sofreram coalescéncia em menos de uma semana,
enquanto as formulagdes centro+3A e centro+4A permaneceram estaveis por pelo menos
um més. Esta estabilidade € uma grande vantagem porque ndo ha necessidade de
realizar liofilizacdo para armazenar as amostras, pois € dificil reproduzir as NLS originais
ao ressuspender o po liofilizado. Para injecdo parenteral NLS ndo podem possuir tamanho
elevado devido a obstrucao dos capilares sanguineos. Na ressuspenséo do po liofilizado
de NLS muitas particulas ficam maiores que 1,00 um devido a aglomeracéo, obstruindo
capilares sanguineos. Além disto, a liofilizacdo seria um processo a mais a ser
empregado, aumentando o custo de producdo das NLS. Os valores de potencial Zeta
foram muito similares aos do planejamento experimental, mostrando que este parametro
chegou ao limite, mesmo aumentando a quantidade de CTAB.

A Fig. 30 apresenta o didametro das NLS para o planejamento experimental
completo 2% com ponto central e os 4 deslocamentos realizados, fornecendo uma visdo
geral da regidao de concentragcdo dos surfatantes para o planejamento experimental e
aquela dos quatro deslocamentos para obter os pardmetros otimizados.

Os experimentos poderiam ter sido feitos em duplicata ou triplicata seguido de um
tratamento estatistico (para verificar a significancia). Isto nao foi feito porque o objetivo nao
€ o desenvolvimento de modelos matematicos, mas sim a obtencdo de NLS adequadas

para injecao parenteral. O planejamento experimental foi uma ferramenta eficiente para
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obter NLS porque, além de requerer um nuamero relativamente pequeno de experimentos,

permitiu compreender os resultados. Foi tentado, sem sucesso, obter NLS anibnicas

utilizando Tween 80, Lecitina e Pluronic 68 como surfatantes e acido estearico como

matriz lipidica, sendo observado separacdo de fases entre um gel e uma solugcéo

transparente.

CTAB

(197,3)
5(-+)

(219.2)
T

100.9)

o CEMro +4 A

{109.9)
centro +3 A

(119.0)
centro+2 4

(141,0)
centro + 14

(573,13
16-9)

(253.5)
centro
9(000)

B (+++)
(166.2)

(193,7)
6(+-+)

(720,2)

(351,00
3(-+-)

Tween 80

4 +-)
(288.7)

2(+--)

Lecitina

Fig. 30. Representacao do planejamento experimental 2° com ponto central,
deslocamentos realizados, niveis e didmetros das NLS.

4.5. Irregularidades no potencial Zeta: tensao interfacial, estabilidade estérica e

forca de repulsao coulombica

No decorrer dos trabalhos foram feitas diferentes formulagdes com mistura de

lipidios. Além do acido estearico (AE) foram utilizados acido miristico (AM) e Compritol 888

ATO (COM). Nas formulag¢des que foram feitas com &cido estearico ou misturas de acidos
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estearico e miristico, as curvas de potencial Zeta formaram um pico largo e irregular,
indicando que a distribuicdo de carga superficial ndo era homogénea. Nas formulagdes em
que foram utilizados acido estearico e Compritol 888 ATO as curvas de potencial Zeta
foram intensas, estreitas e bem definidas. Estas formula¢des foram estaveis por pelo
menos um més. A Fig. 31 compara as curvas de dois potenciais Zeta das formulacdes:
Fig. 31 a) 50%AE/50%AM, contendo EFV e Fig. 31 b) 60%AE com 40%COM, contendo

SQVv.

Zeta Potential Distribution
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Fig. 31. Potencial Zeta. a) 50%AE/50%AM+EFV; b) 60%AE/40%COM+SQV.
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Trés fatores principais sdo os responsaveis pela estabilidade destas formulacdes:
repulsao eletrostatica, estabilidade estérica e reducao na tensao interfacial. Neste caso a
reducdo da tenséo interfacial € evidente, devido aos surfatantes e n-butanol na superficie
das nanoparticulas. A estabilidade das formula¢des que apresentaram curvas de potencial
Zeta largas e irregulares provavelmente é devida a fatores estéricos das cadeias de
polisorbato do T80 que impedem o contato do meio externo com a superficie lipidica das
NLS. No caso da formulacao 60%AE/40%COM+SQV, além da estabilidade estérica ocorre
também contribuigdo da repulsédo eletrostatica causada por CTAB. Uma suposigcéo para o
potencial Zeta da formulacdo 60%AE/40%COM ter se tornado homogéneo pode ser obtida
comparando a natureza quimica dos lipidios. O AE e o AM séo acidos graxos e possuem
grupo carboxilico -COOH que pode ser ionizado a carboxilato -COQO". Isto pode ter
ocorrido porque o pH das formulagées é quase 3 o que evidencia a ionizagdo destes
grupos. A carga negativa do carboxilato contrabalanca a positiva do CTAB impedindo uma
distribuicao homogénea da carga. Compritol € um triglicerideo, ndo possui prétons
ionizaveis. Assim, aumentando a concentragéo deste lipidio diminui 0 numero de grupos -
COOQO" fazendo prevalecer a carga positiva do CTAB. No caso das formulagdes de acido
estearico e mistura AE+AM a carga positiva do CTAB n&o prevalece sobre as negativas
dos grupos -COO'". O resultado final do balanceamento entre estas cargas negativas e

positivas é a distribuicdo ndo homogénea da carga na superficie das nanoparticulas.

4.6. Comprovacao da ligacao de octadecilamina manosilada as NLS

Como a producédo de NLS manosiladas envolveu alta temperatura e agitacdo em
alta velocidade, o préximo passo foi comprovar a existéncia de octadecilamina manosilada
nas formulagdes. Para isto foi produzida uma formulacdo sem farmaco. Pequena
guantidade desta formulagao foi secada sob fluxo de nitrogénio seguida de evaporacao da
agua restante, a 40°C durante 2 dias. Apds, uma aliquota foi dissolvida em metanol grau
HPLC e injetada no espectrometro de massas como anteriormente. O sinal esperado em
432 nao foi observado, mas apenas um sinal muito intenso em 284, devido ao CTAB,
suprimindo os sinais dos demais compostos da amostra. Isto ocorre porque este
surfatante contém 3 grupos metil ligados a um atomo de nitrogénio, além da cadeia

71



carbdnica. Devido a isto, a carga positiva muito intensa do atomo de nitrogénio suprime os
sinais das demais moléculas ionizadas com prétons. Na tentativa de resolver esta questao
a amostra foi lavada 3 vezes com agua deionizada para tentar eliminar CTAB e
novamente injetada no espectrometro de massas. Apareceu um pequeno sinal em 432 e
outro em 270 provenientes da octadecilamina manosilada e da octadecilamina,
respectivamente (Fig. 32).

Seria interessante eliminar completamente o CTAB ou extrair a octadecilamina
manosilada ndo manipulando muito a amostra. Com o procedimento citado, pode ter
ocorrido eliminacdo da octadecilamina manosilada junto com CTAB e um pouco de d-
manose pode ter sido oxidada ou eliminada do surfatante. Realizar uma andlise
quantitativa também sera muito dificil, visto a baixa solubilidade deste compostos nos
solventes utilizados. No entanto, o mais importante foi observar que octadecilamina
manosilada ainda persiste, mesmo com todos o0s procedimentos experimentais

empregados na producao das NLS.

100712 MSOUSA 34 (0.314) Cn (Cen,2. 80.00, Ht): Sm (Mn, 2xD.75); Cm (2:35) Scan ES+
100+ 284 5.78eT7|

{285

286

173 a2g 256 245 432
S o 1 |‘. SRS gr2 PTME | ssiarp s B2 otisge Floes,
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 800

Fig. 32. Espectro de massas da amostra contendo octadecilamina manosilada: sinal em 432
indica octadecilamina-manosilada.
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4.7. Aplicacao da formulacao desenvolvida para Nevirapina (NVP), Saquinavir (SQV)
e Efavirenz (EFV)

4.7.1. Diametro, indice de Polidispersidade (PDI) e Potencial Zeta das NLS

A formulacdo utilizada para encapsular os farmacos foi a conseguida com o
deslocamento centro+3A, pois apresentou NLS com didmetro adequado para injecao
parenteral, PDI menor que 0,25, menor quantidade de CTAB e foi estavel por pelo menos
1 més.

A partir desta formulagdo foram desenvolvidas outras, com objetivo de reduzir a
quantidade de n-butanol e aumentar a EE%. Butanol reduz a tensao interfacial evitando
coalescéncia e para isto é preciso que a proporcao (m:m) de n-butanol para acido
estearico fique entre 2,3 e 2,9 (Kuo, 2011). No inicio deste trabalho houve tentativa de ndo
usar n-butanol, mas em pouco tempo ocorria coalescéncia. Isto foi feito porque este alcool
possui toxicidade para humanos e a injecdo maxima permitida diariamente é 50mg
(EMEA, 2009). Os lipidios utilizados na mistura com &cido estearico foram &cido miristico
e Compritol 888 ATO. Com esta mistura a matriz das nanoparticulas fica mais
desestruturada, permitindo que maior quantidade de farmaco seja incorporada. A Tabela 8
apresenta a composicao destas formulagdes.

Tabela 8. Composicao percentual das formulacdes lipidicas.

AE(%)  AM(%) COM(%) LEC(%) T80(%) CTAB(%)  But(%)  Hz0(%)

100%AE 3,75 - - 1,10 1,78 2,25 8,51 82,61
50%AE/50%AM 1,95 1,95 - 1,15 1,85 2,34 4,87 85,89
60%AE/40%COM 2,32 - 1,55 1,14 1,83 2,32 5,82 85,02

A Tabela 9 apresenta os valores de diametro de particulas, PDI e potencial Zeta
das formulacées com EFV, SQV e NVP.
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Tabela 9. Diametro (nm), PDI e potencial Zeta (mV) das formulagées de NLS com EFV,
SQV e NPV, monitoradas durante um més, em temperatura ambiente.

1 dia 1 semana 1 més

Diametro Zeta PDI Diametro Zeta PDI Diametro Zeta PDI
EFV

100% AE * 142,5 417 0,316 186,8 1,66 0,402 143,7 0,79 0,275

50%AE/50%AM* 1171 5,31 0,380 129,7 24,20 0,414 115,3 17,70 0,385
sQv

100% AE * 112,4 49,50 0,204 116,4 5,05 0,243 114,9 0,42 0,205

50%AE / 50% AM * 132,1 8,85 0,503 1441 1,88 0,691 150,5 0,74 0,523

60% AE /40% COM 110,6 33,00 0,357 108,6 34,30 0,414 2620** 32,40 1,000
NVP

100 % AE * 135,5 0,586 0,252 122,2 1,44 0,205 130,1 38,70 0,231

60%AE/40%COM 128,7 33,20 0,239 1741 20,00 0,265 182,2 27,00 0,274

*particulas com potencial Zeta muito pequeno. ** particulas muito grandes para injecdo parenteral.

As Fig. 33 a) e b) contem os graficos obtidos, respectivamente, para o diametro e
potencial Zeta da formulacdo 100%AE+EFV e as Fig. 34 a) e b) os mesmos resultados
para 100%AE+NPV no primeiro dia da analise.

Size (d.nm): % Intensity Width (d.nm):
Z-Average (d.nm). 1425 Peak 1: 196,0 972 1328
Pdl: 0,316 Peak 2: 4420 28 9164
Intercept: 0,924 Peak 3: 0,000 0,0 0,000

Result quality : Good

Size Distribution by Intensity

Intensity (%)

0.1 1 10 100 1000 10000

Size (d.nm)

Record 1: 1 100% AE EFA 1
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Mean (mV) Area (%) Width (mV)

Zeta Potential (mV): 4,17 Peak1: 219 853 10,3
Zeta Deviation (mV): 221 Peak 2: 271 145 497
Conductivity (mSicm): 0,202 Peak 3: -G03 0,2 6 7de-7

Result quality : See result quality report
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Fig. 33. Graficos de: a) diametro e b) potencial Zeta da formulagédo 100%AE+EFV.

Size (d.nm}: % Intensity Width (d.nm}:
Z-Average (d.nm); 1355 Peak 1: 1711 97 4 99,09
Pdl 0,252 Peak 2: 4543 256 3588
Intercept: 0,908 Peak 3: 0,000 0,0 0,000

Result quality : Good

Size Distribution by Intensity
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Mean (mV) Area (%) Width (mV)
Zeta Potential (mV): 0,586 Peak1: 281 931 14,2
Zeta Deviation (mV): 919 Peak 2. -391 55 255
Conductivity (mS/cm): 0,235 Peak 31 70,2 14 388

Result quality :  See result quality report
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(b)
Fig. 34. Graficos de: a) diametro e b) potencial Zeta da formulacdo 100%AE+NVP.

Em ambos os graficos para o diametro das nanoparticulas, um pequeno pico indica
existir NLS com tamanho por volta de 900,00 nm. Estas nanoparticulas tem grande
influéncia no aumento da PDI. O valor do potencial Zeta indica a estabilidade da
formulacao.

Para EFV foram usadas NLS utilizando somente &cidos graxos. Na formulagcéo
60%AE/40%COM o tamanho dos NLS foi grande e inadequado para injecao parenteral
(diametro 404,4nm e PDI 0,504). Isto provavelmente ocorreu porque a interacao entre EFV
e COM torna incompativel a formacdo desses nanocarregadores. No inicio dos
experimentos foi verificado que mesmo em altas temperaturas, este farmaco néo se
solubilizava bem no COM fundido e isto pode ser um dos motivos da instabilidade
anotada. A formulacdo 50%AE/50%AM foi aplicada a NVP e forneceu resultados tao bons
quanto aqueles da Tabela 9, mas n&do houve aumento na EE%, sendo descartada. A
formulacdo descrita na Tabela 9 e que ndo permaneceu estavel durante um més foi
aquela feita com 60%AE/40%COM contendo SQV. Da mesma maneira que ocorreu para
EFV, SQV era muito pouco soluvel em COM fundido. Todavia, diferentemente do que
ocorreu com EFV esta formulagdo permaneceu estavel por, pelo menos, uma semana.
Esta formulacdo usada com NPV foi estavel durante pelo menos um més por que a EE% é
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pequena, indicando que pequena quantidade de NPV esta solubilizada na matriz lipidica,
nao interferindo na estabilidade da formulacdo. A Tabela 9 mostra que, no periodo de um
més, seis formulagdes ficaram estaveis e com didmetros adequados para administragao
endovenosa, embora ocorra pequeno aumento no didametro e na PDI. A redugédo do
didmetro pode ser feita mediante passagem da amostra em filtros com diametro de poro
1,20pum ou com uso de homogeneizador de alta pressao. A segunda opc¢ao seria a mais
conveniente no caso de escalonamenio da produgéo. A formulagdes contendo apenas AE
ou com AM apresentaram curvas de potencial Zeta de pequena intensidade, com picos
largos e, em alguns casos, irregulares com o decorrer do tempo. Isto foi corrigido pela
adicdo de 40% (em massa) de COM a formulacdo. No entanto, valores elevados e
uniformes do potencial Zeta ndo foram suficientes para que a formulagdo permanecesse
estavel por longos periodos, pois na formulagdo 60%AE/40%COM + SQV as NLS
aumentaram de tamanho no periodo de um més. Possivelmente, a estabilidade das atuais
NLS se deve a estabilizacdo estérica havendo também contribuicdo do n-butanol
reduzindo a tenséo interfacial entre 0 meio e as NLS. Outro ponto a ser considerado € que
a estabilidade das NLS também depende da interacdo farmaco e lipidio e uma dada
formulacao pode ser ndo adequada para determinado farmaco, mas util para outros.

4.7.2. Diametro, indice de Polidispersidade e Potencial Zeta das NLS manosiladas

As NLS manosiladas foram produzidas de modo diferente do descrito na literatura
(Jain, 2008; Jain, 2010). Nestas referéncias a d-manose € adicionada a superficie das
NLS em meio tamponado, utilizando a metodologia de Mitchell (Mitchell, 1999), sendo
necessaria grande quantidade de d-manose para ocorrer a reacdo. Nesses trabalhos a
caracterizacao foi feita de maneira qualitativa e ndo ha mengao sobre o rendimento desta
reacdo. Nesta Tese primeiro a d-manose foi ligada a octadecilamina para depois ser
adicionada as NLS. Pequena quantidade de octadecilamina manosilada foi dissolvida na
solugdo aquecida de surfatantes antes de serem adicionados o farmaco e lipidios
fundidos. Foram adicionados 0,025 g de octadeliamina manosilada as formulagcbes de
40%AE/40%AM/20%COM e 0,05 g as demais. A adicao de 0,05 g deste composto para a
formulagdo de 40%AE/40%AM/20%COM tornava as NLS grandes e inadequadas para
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uso parenteral. Os didmetros e PDI obtidos foram, respectivamente, 5000 nm e 1,00 para
a formulacdo com EFV e 805,2 nm e 0,705 para aquela com SQV. A mudanca realizada
no procedimento experimental em relagdo as NLS anteriores foi o uso de tampéao fosfato
pH 7,40 10,00 mM a 2-3°C ao invés de agua gelada. Isto foi feito para evitar reacédo de
hidrélise em meio acido da manose, com subsequente saida da superficie das NLS. O pH
das amostras contendo NLS produzidas anteriormente, em geral, era menor que 3 sendo
esta uma possivel condicdo para a d-manose se desligar da octadecilamina. O pH final
das formulagées manosiladas foi aproximadamente 5 e manose permaneceu ligada a
octadecilamina. Algumas alteracdes também foram feitas nas formulacées contendo AE e
AE+AM. Como a adicao de 40% de COM as NLS tornava o potencial Zeta positivo e
homogéneo, foi adicionado a estas formulagcdes 20% deste lipidio. Ndo houve aumento
acentuado do potencial Zeta mas este ficou mais homogéneo. A Tabela 10 apresenta a
porcentagem dos reagentes utilizados na producédo das NLS manosiladas.

Tabela 10. Composigao percentual, em massa, das formula¢des contendo NLS

manosiladas.
AE(%) AM(%) COM(%) LEC(%) T80(%) CTAB(%) But(%) oM H20(%)
80%AE/20%COM 3,04 - 0,76 1,12 1,80 2,28 6,90 0,38 83,72
40%AE/40%AM/20%COM 1,57 1,57 0,79 1,16 1,86 2,36 3,95 0,20 86,54
60%AE/40%COM 2,31 - 1,54 1,13 1,82 2,31 5,80 0,38 84,71

AE: acido estearico; AM: acido miristico; COM: Compritol; LEC: lecitina (Lipoid-S75); T80: Tween80;
CTAB: brometo de cetiltrimetilamonio; But: n-butanol; OM: octadecilamina manosilada.

O diametro, potencial Zeta e PDI das NLS-manosiladas estao na Tabela 11.

Tabela 11. Didametro (nm), PDI e potencial Zeta (mV) das formulagbes com NLS
manosiladas contendo EFV, SQV e NPV, monitoradas durante seis meses em
temperatura ambiente.

1 dia 1 semana 1 més
Diametro Zeta PDI Diametro Zeta PDI Diametro Zeta PDI
EFV
80% AE/20%COM * 106,90 3,43 0,241 143,2 2,83 0,495 120,4 4,66 0,343
40%AE/40%AM/20%COM*** 114,2 11,10 0,200 1241 12,50 0,254 111,0 1,18 0,187
sQv
80%AE/20%COM 113,30 13,60 0,258 121,5 8,21 0,319 134,7 1,98 0,434
40%AE/40%AM/20%COM*** 107,8 4,20 0,201 118,9 0,94 0,249 106,6 1,55 0,190
60% AE /40% COM* 160,90 34,90 0,289 115,6 16,1 0,375 113,5 21,4 0,437
NVP
80%AE/20%COM 132,60 25,10 0,347 153,3 14,40 0,392 132,5 3,69 0,294
60%AE/40%COM 165,30 18,00 0,252 127,9 21,30 0,450 129,3 14,00 0,332
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3 meses 6 meses

Diametro Zeta PDI Diametro Zeta PDI
EFV
80% AE/20%COM * 104,7 2,53 0,198 131,9 0,71 0,210
40%AE/40%AM/20%COM*** 117,4 8,21 0,234 114,1 0,57 0,230
sQv
80%AE/20%COM 112,3 8,29 0,260 126,7 2,12 0,282
40%AE/40%AM/20%COM*** 109,3 12,10 0,191 108,3 0,46 0,182
60% AE /40% COM* 126,7 36,90 0,402 122,4 20,90 0,432
NVP
80%AE/20%COM 134,4 16,50 0,301 134,9 0,93 0,349
60%AE/40%COM 195,5 18,40 0,291 196,2 10,90 0,293

*particulas com potencial Zeta pequeno. *** Formulagdes contendo 40%AE/40%AM/20%COM +
0,025 g de octadecilamina manosilada.

As NLS manosiladas foram estaveis durante 6 meses, 0 que € importante para o
prazo de validade das amostras. Os didmetros e potenciais Zeta nao sofreram grandes
alteracdes com o tempo. PDI sofreu maior alteragao, indicando agregacao. As Fig. 35 a) e
b) apresentam, respectivamente, o diametro e o potencial Zeta das NLS na formulagéo
80%AE/20%COM+EFV manosilada e as Fig. 36 a) e b) os resultados para a formulagéo
80%AE/20%COM+SQV manosilada, medidos apds o primeiro dia de preparo.

Size (d.nm): % Intensity Width (d.nm):
Z-Average (d.nm): 1069 Peak 1: 1451 100,0 88,22
Pdl: 0,241 Peak 2: 0,000 0,0 0,000
Intercept: 0,907 Peak 3: 0,000 0,0 0,000

Result quality : Good

Size Distribution by Intensity

Intensity (%)

1000 10000

Size (d.nm})

Record 1: 1 80%AE20%C0M EFA manosilada 1

(a)
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Mean {(mV) Area (%) Width (m\V)

7eta Potential (mV): 343 Peak1: 106 100,0 8,68
Zeta Deviation {mV): 505 Peak 2: 0,00 0,0 0,00
Conductivity (mSicm). 0,204 Peak 3: 0,00 0.0 0,00

Result quality :

Zeta Potential Distribution
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Fig. 35. Graficos de: a) diametro; b) potencial Zeta das NLS na formulacao
80%AE/20%COM+EFV.

Size (d.nm}): % Intensity Width {d.nm):
Z-Average (d.nm): 1133 Peak 1: 1416 979 76,53
Pdl: 0,258 Peak 2: 4347 21 7027
Intercept: 0,903 Peak 3: 0,000 0,0 0,000

Result quality : Good
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Mean {mV) Area (%) Width (mV)

Zeta Potential (mV): 21,2 Peak 1: 212 100,0 4 86
Zeta Deviation (mV): 486 Peak 2: 0,00 0,0 0,00
Conductivity (mS/icm): 1,23 Peak 3: 0,00 0,0 0,00

Result quality :

Zeta Potential Distribution
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Fig. 36. Graficos de: a) diametro; b) potencial Zeta das NLS na formulacao
80%AE/20%COM+SQV.

As Fig. 35 a) e 36 a) mostram resultados muito similares aos das Figs. 33 a) e 34 a)
que se referem as NLS sem manose. A Fig. 36 a) ainda apresentou um pequeno pico,
sugerindo a presenca de NLS com diametro 900,00 nm. As formulagcdes com 20% de
COM os potenciais Zeta foram pequenos, e com distribuicdo superficial homogénea de
carga. Como o potencial Zeta é pequeno, conclui-se que a estabilidade das particulas
provém da redugado da tensao interfacial, devido ao uso de n-butanol e a estabilizacao
estérica devida aos surfatantes. A adicdo de octadecilamina manosilada aumentou a
estabilidade das NLS e pode ter contribuido para reduzir o tempo das transicoes
polimérficas da forma o para forma B' e desta para forma B. Surfatantes também
contribuem para retardar estas transicoes. NLS geralmente estdo na forma o (menos
cristalina) e quando sofrem transicao para 3 ficam mais cristalinas e, consequentemente,
aumentam de tamanho. Neste processo pode ocorrer expulsdo do farmaco Nos
experimentos iniciais com adicdo da octadecilamina manosilada, tentou-se utilizar 0,10 g
deste composto. O didmetro destas NLS foi 150,0 nm, o potencial Zeta -0,644 mV e o PDI
0,405 mas estas NLS nao ficaram estaveis nem por 3 dias, coalescendo. Caso haja
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interesse em aumentar a concentracao de octadecilamina manosilada nas NLS o melhor a
fazer seria novo planejamento experimental, ou adicionar quantidade fixa deste composto
e repetir o mesmo tratamento anterior ou incluir este composto como varidvel no
planejamento experimental. Outra possibilidade também seria substituir algum dos
surfatantes usados por octadecilamina manosilada, desenvolver o planejamento e

prosseguir com a otimizagéao.
4.7.3. Eficiéncia de Encapsulacao

Os farmacos foram adicionados em quantidades diferentes de acordo com a
mistura dos lipidios nas formulagdes das NLS. Para as formulagées 50%AE/50%AM sem
manose € 40%AE/40%AM/20%COM manosilada com EFV foram adicionados 0,02 g do
farmaco (3,85% em relagdo & matriz lipidica). As formulagdes contendo 100%AE sem
manose e 80%AE/20%COM manosilada foram adicionados 0,01g do farmaco (1,96% em
relacdo a matriz lipidica). Para SQV foram adicionados 0,02 g do farmaco em todas as
formulagbes. Foram adicionadas 0,01 g de NVP nas formulagdes com 60%AE/40%COM e
0,016 g nas demais, equivalente a 1,96% e 3,10%, em relagdo a matriz lipidica,
respectivamente. A Tabela 12 apresenta a eficiéncia de encapsulagédo (EE%), em

duplicata, para todas as formulagoes.

Tabela 12. Eficiéncia de Encapsulagao de EFV, SQV e NVP.

sem manose com manose

EFV EE% 100%AE 97,24 97,72 80%AE/20%COM 98,24 96,13
(\]

50%AE/50%AM 97,72 96,36 40%AE/40%AM/20% 97,52 99,15

100%AE 45,68 47,25 80%AE/20%COM 46,87 55,93

SQV EE% 50%AE/S0%AM 44,03 46,44 40%AE/40%AM/20% 28,74 34,96

60%AE/40%COM 47,12 45,61 60%AE/40%COM 68,59 74,28

NVP EE% 100%AE 20,91 20,47 80%AE/20%COM 19,33 30,96
0

60%AE/40%COM 25,76 25,35 60%AE/40%COM 18,40 19,07
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As formulacdes com EFV apresentam maior EE% (96%). Para SQV estes valores
foram menores que 50%, exceto para a formulacdo com 60%AE/40%COM manosilada
que apresentou EE% entre 68% e 74%. A formulagdo com NVP apresentou as menores
EE% chegando ao maximo em 25%. Uma possivel explicagdo para estes diferentes
resultados esta no pH do meio e nas estruturas dos farmacos. Quando as NLS séao
produzidas com AE e AE+AM o pH final ficou entre 2,5 e 3,0. NVP (massa molar 266,888
g/mol) é uma molécula relativamente pequena, com 4 atomos de nitrogénio e 1 de
oxigénio que podem ser protonados (pKa 2,8). SQV tem massa molar 670,841 g/mol,
possui 6 atomos de nitrogénio e 5 de oxigénio, passiveis de protonagédo. Esta molécula
possui dois pKas, em 1,1 e em 7,1. EFV possui massa molar 315,675 g/mol, 1 atomo de
nitrogénio, 2 de oxigénio que podem ser protonados e pKa 10,20. Provavelmente a EE% é
menor nas amostras com NVP e SQV porque possuem mais atomos protonaveis e pKas
menores. Assim, nos meios acidos em que estdo as NLS estes farmacos sdao mais
soluveis. EFV possui poucos atomos passiveis de protonacdo e pKa elevado, sendo
pouco soluvel nos meios acidos em que estédo as NLS.

Na producdo de NLS por microemulsdo as nanoparticulas ja estdo formadas na
microemulsdo e sdo adicionadas em agua gelada apenas para que ocorra rapida
solidificacdo. No caso atual, ha muitos ions H" na microemulsao, provenientes dos &cidos
graxos, que se ligam aos receptores de prétons da NVP e do SQV, tornando-os soluveis e
diminuindo a EE%. Tentou-se produzir esta microemulsdo/emulsdo em tampao fosfato pH
7,4 em varias concentragcdes. Nas menores concentracées foram produzidas NLS mas
EE% n&o aumentou. Nas maiores concentracées a microemulsdo/emulsdo néao era
formada, produzindo um sistema bifdsico. Assim, é dificil aumentar a EE% utilizando
acidos graxos e a técnica de microemulsdo para produzir NLS contendo NVP e SQV. Para
EFV a EE% ¢ alta, pois este farmaco é mais soluvel nos lipidios fundidos e mesmo em
meios 4cidos das microemulsées/emulsées, como este farmaco tem valor grande de pKa
tende a permanecer incorporados nas NLS.
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4.7.4. Dialise

A dialise foi feita para investigar a liberacao, in vitro, dos farmacos. Estes sdo muito
pouco soluveis em tampao pH 7,40 e houve necessidade de tornar 0 meio receptor mais
adequado a solubilizacdo dos farmacos, o que foi feito adicionando surfatantes, em
concentracao superior a CMC os quais, via formagdo de micelas, podem alcancar esta
condigao. Porém, os surfatantes ndo devem interagir com as NLS porque podem mudar o
perfil de liberagcdo dos farmacos encapsulados. Por exemplo, Dodecilsulfato de soédio
(SDS) é um surfatante anibnico que aumenta muito a solubilidade de farmacos em meio
aquoso, mas para este trabalho nao foi adequado pois interage com o CTAB, formando
um precipitado sobre a membrana de dialise, obstruindo os poros. Outro fator que deve
ser considerado é a interacdo surfatante-farmaco que pode ser um problema em analises
por HPLC, pois pode alterar o tempo de eluicdo do farmaco e o perfil dos picos, fazendo
com que os sinais obtidos ndo sejam confiaveis. Nesta Tese foram utilizados Tween 80 e
Tween 20 (surfatantes ndo idnicos) no meio receptor. No caso do EFV, o Tween 80 néao foi
adequado, pois distorceu os picos cromatograficos e as amostras eluiram em tempos
diferentes daqueles da curva de calibragcdo. Tween 20 nao apresentou estes problemas e
pdde ser utilizado nos estudos de liberacao deste farmaco. No caso das formulagdes com
SQV e NVP, Tween 80 nao alterou o tempo de eluicdo e a forma dos picos, podendo ser
utilizado no meio receptor destes farmacos.

Foi realizado um estudo preliminar para verificar o quanto estes surfatantes
solubilizam os farmacos. Foram adicionados 0,02 g de farmaco em 20 mL de tampao
fosfato contendo os surfatantes e agitados durante 24 h. Estas solugbes foram filtradas,
diluidas e injetadas no HPLC. Para NVP e SQV foi utilizado 2% (em massa) de T80 e para
o EFV 2% de T20, sendo solubilizados cerca de 0,008 g de NVP, 0,016 g de SQV e 0,014
g de EFV, que em 50 mL de tampéao fosfato correspondem a 0,02 g, 0,040 g e 0,034 g,
respectivamente. No caso de NVP foram usados 10,00 mL da formulacdo (0,002 g de
farmaco). A quantidade de farmaco que a solugdo com 2% T80 pdde solubilizar é 10
vezes maior que 0,02 g, alcangando a condigdo "sink" necessaria (Rohrs, 2001). Para
SQV e EFV foram utilizados 3,00 mL da formulagdo, correspondente a 0,0006 g de
farmaco. No primeiro caso a solubilidade de farmaco em 50,00 mL de tampao fosfato com
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surfatante foi 60 vezes maior e, no segundo, 50 vezes, mais que suficiente para fazer os
estudos.

A Fig. 37 apresenta o perfil de liberacao para as formulagbes com EFV sem e com
d-manose. Nos primeiros ensaios tentou-se utilizar 3,85% de EFV em relacdo a matriz
lipidica nas formulagbes com 100%AE e 80%AE/20%COM manosiladas; porém, estas
formulagdes ndo foram estaveis durante a dialise, pois em 1h as NLS dissolviam e o
farmaco era liberado para o meio receptor. Assim, foi usado 1,96% de EFV nestas
formulagbes e mesmo assim houve liberagdo de todo o farmaco em 1h, provavelmente
porque conforme o farmaco na matriz lipidica vai sendo liberado, n-butanol dissolve a
matriz, aumentando a velocidade de liberagdo. Nas formulacbes com menos &cido
estearico existe n-butanol em quantidade insuficiente para exercer este efeito. No caso
das formulagcdes de NVP e SQV este efeito n&o foi observado.

100
| | . "
a® =
| |
80

X -~ B 100% AE
° ®  50% AE/50% AM
® 60 v A 30% AE/ 20% COM manosilada
2 Py V¥ 40% AE/ 40% AM / 20% COM manosilada
= v
% 40 ! 2

| |
£
—
(]
L 204 g a

Y
o] £
T T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50

Tempo (h)

Fig. 37. Perfis de liberagdo de EFV: 100%AE; 50%AE/50%AM;
80%AE/20%COM manosilada e 40%AE/40%AM20%COM manosilada.

Excetuando a formulacdo 1009%AE, todas as demais apresentaram perfis de
liberagéo prolongada muito parecidos, ndo ocorrendo "burst”. Em 12 h foram liberados
cerca de 20% de farmaco e em 48 h 50%. Estes perfis sugerem que o farmaco esta
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distribuido homogeneamente na matriz lipidica, com elevada EE% (=97%) (Tabela 12).
Este comportamento € o mais indicado em tratamento clinico de longa durag¢do, como é o
caso da AIDS em que os medicamentos tem que ser administrados por toda a vida. No
entanto, isto ndo quer dizer que o farmaco sera liberado desta maneira in vivo, porque
este modelo ndo mimetiza as condigbes do organismo vivo. In vivo € possivel que a
liberacao seja mais rapida, devido as lipases que aceleram as reacdes de degradacao dos
lipidios.

A Fig. 38 mostra os perfis de liberacao para as formulagées com SQV, que sao as
mesmas usadas com EFV mais aquelas com 60%AE/40%COM sem manose e

manosilada.
100
v
v [ ]
80 4 B 100% AE
X v [ ®  50% AE/50% AM
.8 A 50% AE/40% COM
© 60 [ V¥ 80% AE/ 20% COM manosilada
)
0o 4 40% AE/40% AM/ 20% COM manosilada
3 ‘ D 60% AE/ 40% COM manosilada
o 404 v * [
% v = )
w ML }
20 vy z .
04 “
T T T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50

Tempo (h)

Fig. 38. Perfis de liberacdo das formulagdes contendo SQV: 100%AE;
50%AE/50%AM; 60%AE/40%COM,; 80%AE/20%COM manosiladas;
40%AE/40%AM/20% COM manosilada; 60%AE/40%COM manosilada.

As formulagcées com 100%AE e 80% AE/20%COM manosiladas apresentaram
liberagdo mais rapida e com perfis similares: ndo ha "burst" e em 12 h foram liberados
perto de 40% de farmaco e em 48h 90%. A liberagéo foi mais rapida, possivelmente por
que estas formulacées continham maior quantidade de n-butanol, situacdo analoga a
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mencionada para EFV. As demais formulacbes apresentaram liberagdo mais prolongada e

semelhantes as das formulacées com EFV. Em 12 h foram liberados quase 17% de

farmaco e, em 48 h, 43%. Na maioria dos casos a EE% das formulacdes com SQV esteve

entre 45% e 50% (Tabela 12). Como ndo houve "burst", pode-se supor que o farmaco

esteja homogeneamente distribuido na matriz lipidica. No caso de administracéo

parenteral o perfil de liberacao sera diferente, por causa da complexidade da composi¢ao

do sangue.

A Fig. 39 apresenta os perfis de liberagéo relativos as formulagées com 100%AE,
50%AE/50%AM, 80%AE/20%COM manosilada e 40%AE/40% AM/20%COM manosilada

contendo NVP.
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Fig. 39. Perfis de liberacdo das formulacées 100%AM; 60%AE/40%COM;
80%AM/40%COM manosilada e 60%AE/40%COM manosilada contendo NVP.

Todas as formulacdes apresentaram perfis de liberagcdo semelhantes. A liberacédo

do farmaco foi mais rapida que aquelas formulacées aplicadas ao EFV e SQV. Nao houve

efeito burst, em 12 h foram liberados quase 40% em 48h foram liberados entre 80% e 85%
de farmaco. No caso de NVP as EE% foram de 10% a 25% (Tabela 12). Sendo assim,
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poderia ser esperada liberacao inicial entre 90% e 75%, mas isto ndo ocorreu. As mesmas
consideracdes com relacdo a EE% e perfis de liberacdo das amostras com SQV podem
ser observadas para NVP.

4.7.5. Aplicacao de modelos matematicos para liberacao de EFV, SQV e NVP

Os modelos matematicos discutidos na secgédo 1.7. foram aplicados aos perfis de
liberacao in vitro das formulacdées de 80%AE/20%COM manosiladas (Tabela 13). Os trés
primeiros pontos da curva de didlise foram desconsiderados porque apresentam
comportamento diferente dos demais. Os testes estatisticos foram realizados comparando

x2 (soma quadratica dos erros) e R? (coeficiente de correlacio).
Tabela 13: Ajuste dos modelos matematicos aos perfis de liberagéo in vitro

para as formulagdes de 80%AE/20%COM-manosiladas.

EFV sQv NVP
P 0,99 112,72 74,85
R 0,85 0,97 0,89
Ordem zero ‘0 9,8(+0,3)*10° 1,8(0,1)*10 2,0(+0,2)*10°
b 53,6(6,8)*10° 18,3(+1,2)*10° 11,2(+2,9)*10°
x 2,24 415,86 948,21
R 0,96 0,93 0,556
Primeira ordem K 3,3(0,2)*10" 3,1(0,3)*102 0,5(x0,1)*10""
B -103,7(+1,4)*107  -962,4(+0,7)*10°  -86,2(+3,7)*10
7 1,63 122,72 6,71
R 0,99 0,966 0,99
Higuchi K 7,7(20,3)*102 14,1(0,9102  14,8(x0,5)*10™
b -6,3(+1,3)*10 -3,7(+2,5)*10 -6,2(+1,3)*10
¥ 0,12 99,96 57,20
Peppas- R 1,00 0,98 0,97
Korsmeyer KpK 0,3(10,4)*10'1 1,1(20,7)*1 o’ 0,7(x1,0)*1 0"
n 7,2(20,1)*10" 5,6(£0,2)*10" 7,0(£0,4)*10™
2 7,30 184,49 18,61
R 0,89 0,78 0,90
Baker-Lonsdale 8,2(+0,9)*10" 2,9(+0,5)*10° 4,1(0,5)10°
b -9,6(+5,7)*10™ 0,4(+2,5)*10° -3,2(+0,8)*10°
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Para EFV o perfil de liberacdo se ajustou melhor ao modelo de Peppas-Korsmeyer,

com 2 0,12 e R? 1,00. A Fig. 40 apresenta a reta deste ajuste e a Eq. 26 representa a

velocidade de liberacao do EFV, segundo os dados na Tabela 13.

e 03(F0,4) « 10710720 (26)

Mo,
Considerando M.= M., levaria quase 130 h (perto de 5,5 dias) para todo farmaco

ser liberado.

In( Mt/May)

1o

2,5 3,0 3,5 4,0

-5 — 1 r T T 1T T T 1
05 00 05 10 15 20
In(t)

Fig. 40. Perfil de liberagdo de EFV na formulagdo 80%AE/20%COM-
manosilada, ajustado ao modelo de Peppas-Korsmeyer.

O perfil de liberagdo de SQV também foi melhor ajustado ao modelo de Peppas-

Korsmeyer, com y* de 99,961 e R® de 0,98. A Fig. 41 apresenta a reta deste ajuste.
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Fig. 41. Perfil de liberacdo de SQV na formulagdo 80%AE/20%COM

manosilada, ajustado ao modelo de Peppas-Korsmeyer.

A Eq. 27, aplicada aos dados da Tabela 9, apresenta a velocidade de liberagao de

SQV, segundo o modelo de Peppas-Korsmeyer.

M _
v = L1GF0,7) » 107 056602 (27)
Todo o SQV sera liberado perto de 51,5 h, concordando com os resultados
mostrados na Fig. 37 (mais que 90% de farmaco liberado em 48 h).
Para NVP o perfil de liberagdo melhor se ajusta ao modelo de Higuchi, com %2 6,71

e R? 0,99 (Tabela 13). A Fig. 42 apresenta a reta deste ajuste.
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Fig. 42. Perfil de liberacdo de NVP na formulacdo 80%AE/20%%COM
manosilada, ajustado ao modelo de Higuchi.

A Eq. 28, aplicada aos dados da Tabela 13, representa a velocidade de liberagéo
de NVP.

M 1
L =14,8(F0,5) » 1072tz — 6,2(F1,3) * 102 (28)

Analogamente ao EFV e SQV, toda NVP seria liberada em cerca de 51,5 h, em
concordancia com a Fig. 35, a qual mostra que em 48 h foram liberados quase 85% de
NVP.

4.7.6. Difratometria de raios-X

A estrutura das NLS sem e com manose foi investigada por difratometria de raios-X,
comparando seus difratogramas com os dos lipidios puros. Os difratogramas das
amostras com NLS sem manose e manosiladas foram muito similares e ndo apresentaram
picos intensos sugerindo estrutura amorfa, ou seja, a estrutura organizada dos lipidios

empacotados € perdida quando os lipidios s&o fundidos e solidificados para formar NLS. A
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Fig. 43 compara os difratogramas dos lipidios puros e o das NLS sem manose e a Fig. 44
faz a mesma comparacgao para NLS manosiladas.

AE apresentou picos intensos em 6,46°; 21,48° e 23,82°. COM apresentou picos
em 21,28° e 23,54°. AM apresentou 3 picos mais intensos em 5,72°, 8,52° e 14,04°. Todas
as formulacées com NLS apresentaram pico pouco intenso em 21,48°. Nas formulacbes
em que foi adicionado AM nenhum sinal foi observado nas regides caracteristicas deste
lipidio.

A estrutura desorganizada da matriz lipidica das NLS possibilita a existéncia de sitios
em que os farmacos ficam alojados. Quanto mais desestruturada maior a possibilidade de
carregamento de farmacos. Os difratogramas mostraram que as nanoparticulas possuem
estruturas desorganizadas possibilitando encapsulacao de moléculas. Com o decorrer do
tempo aumenta a cristalinidade das NLS e, em consequéncia, expulsdo das moléculas
alojadas.

oM tha T T

Intensidade /UA

g N b

0 10 20 30 40 50
20

Fig. 43. Difratogramas de raios X dos lipidios puros e NLS sem manose: a) AE; b)
COM; c) AM; d) 100%AE EFV; e) 50%AE/50%AM EFV; f) 100%AE SQV; g)
50%AE/50%AM SQV; h) 60%AE/40%COM SQV; i) 100%AE NVP; j)
60%AE/40%COM NVP
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Fig. 44. Difratogramas de raios X dos lipidios puros e NLS manosiladas: a) AE; b)
COM; c) AM; d) 80%AE/20%COM EFV; e) 40%AE/40%AM/20%COM EFV; f)
80%AE/20%COM SQV; g) 40%AE/40%AM/20%COM SQV; h) 60%AE/40%COM SQV;
i) 80%AE/20%COM NVP; j) 60%AE/40%COM NVP

4.7.7. Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

As medidas de DSC (taxa de aquecimento 10°C/min) foram feitas para os lipidios
puros e para amostras com NLS sem e com manose. Esta técnica também permite obter
informacgdes sobre a cristalinidade das NLS complementando os resultados obtidos por
difratometria de raios X. A partir das mudancas que ocorrem nas temperaturas de fuséo e
entalpias de fusdo das NLS em relacdo aos lipidios puros, pode-se obter informacdes
sobre a cristalinidade desses sistemas. Na Fig. 45 estdo as curvas calorimétricas dos
lipidios puros e as Fig. 46, 47 e 48 das formulagbes com EFV, SQV e NVP,
respectivamente.

93



Fluxo Calor (W/g)

Fluxo Calor(W/g)

F C
i 57,81°C
- 310,5J/g
L b
I 74,29°C
L 236.6J/g
- a
I 63,95°C
L 264.8J/g
L 1 L 1 L 1 L 1 L 1 L 1 L 1 L 1 L 1
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Temperatura/°C
Fig. 45. Curvas calorimétricas: a) AE; b) COM; c) AM.
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Fig. 46. Curvas calorimétricas: a) 100%AE EFV sem manose; b)
50%AE/50%AM EFV sem manose; ¢) 80%AE/20%COM EFV manosilada;
d) 40%AE/40%AM/20%COM EFV manosilada
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Fig. 47. Curvas calorimétricas: a) 100%AE SQV sem manose; b) 50%AE/50%AM
SQV sem manose; c) 60%AE/40%COM SQV sem manose; d) 80%AE/20%COM
SQV  manosilada; e) 40%AE/40%AM/20%COM  SQV

60%AE/40%COM SQV manosilada.
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Fig. 48. Curvas calorimétricas: a) 100%AE NVP sem manose; b)
60%AE/40%COM NVP sem manose; ¢) 80%AE/20%COM NVP manosilada; d)
60%AE/40%COM NVP manosilada

As temperaturas e entalpias de fusdo dos lipidios puros foram, respectivamente,
63,95°C e 264,8 J/g para AE, 74,29°C e 236,6 J/g para COM e 57,81°C e 310,5 J/g para
AM. Os termogramas mostram que as entalpias de fusdo das amostras com NLS foram
menores que as dos lipidios puros. Para as amostras com EFV a que apresentou maior
entalpia de fusédo (143,4 J/g ) foi aquela com 100%AE sem manose; para SQV foi a
50%AE/50%AM sem manose (139,5 J/g); para NVP foi a 100%AE sem manose (152,4
J/g). As formulagbes produzidas com AE e misturas AE + AM forneceram 2 ou 3
temperaturas de fusdo. As formulacées feitas com mistura de 60% de COM + 40% de AE
tiveram temperatura de fusdo menor que a do COM. Quando se obtém a curva DSC de
lipidios fundidos e solidificados espera-se que a temperatura e entalpia de fusado seja
menor que as dos lipidios puros. Isto ocorre por que, no rapido processo de esfriamento
do lipidio fundido, este se solidifica no arranjo cristalino menos estruturado (forma a). Com
o decorrer do tempo as cadeias carbdnicas vao se empacotando, ocorrendo transicoes

polimorficas de a para B' e por fim chegando a forma B, mais estavel (Freitas, 1999). As
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NLS geralmente estao solidificadas na forma o que tem temperatura de fusdo menor que
as dos lipidios puros. Isto € favorecido pelo fato dos surfatantes utilizados na formulacao
ajudarem a manter a matriz lipidica das NLS nessa forma. Em casos em que as NLS néao
sao estaveis e sofrem gelatinizagdo, medidas de DSC mostram que a temperatura de
fusdo é semelhante as dos lipidios puros indicando que podem estar na forma .

No caso das formulagbes com AE e AE + AM o pico correspondente a menor
temperatura de fusdo pode ser devido a matriz lipidica das NLS, indicando que esta mais
desestruturada que o lipidio puro (forma polimoérfica o), mas os picos associados a maior
temperatura de fusdo nao podem ser atribuidos a esta forma. Os componentes em maior
quantidade na producao das NLS foram os surfatantes T80 (liquido), lecitina e CTAB,

estes solidos. A Fig. 49 mostra as curvas DSC para lecitina e CTAB.
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Fig. 49. Curvas calorimétricas: a) Lecitina (Lipoid S75); b) CTAB.

A lecitina apresentou temperatura de fusdo 79,36°C e entalpia de fusdo 71,70J/g.
CTAB apresentou 2 temperaturas de fusdo, uma em 73,80°C (entalpia de fusédo 5,537 J/g)
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e outra em 100,79°C (entalpia de fusédo 218,5 J/g). Este resultado evidencia que os picos
observados nas curvas DSC das amostras AE e AE+AM, correspondentes a pontos de
fusdo mais elevados que os dos lipidios puros podem ser devidos a estes surfatantes.
Para NLS feitas com 60%COM e 40%AE a temperatura de fusao foi intermediaria entre as
dos lipidios puros. Como COM tem temperatura de fusdo mais elevada que os demais
lipidios e relativamente préxima da maior temperatura das formulagcdes com AE e AE+AM,
pode ser que os picos de fusado dos surfatantes estejam sobrepostos com os dos lipidios.

4.7.8. Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Foram obtidas micrografias MEV das NLS sem e com manose para verificar sua
morfologia, complementando os resultados obtidos por DLS. As Fig. 50 a) e b) sdo das
amostras com EFV sem manose e as Fig. 50 c) e d) sdo das amostras com manose. As
Fig. 51 a); b); ¢) sdo das formula¢gdes com SQV sem manose e as Fig. 51 d); e); f) sdo das
formulagbes manosiladas. As Fig. 52 a) e b) sado das formulagdes com NVP sem manose

e as Fig. 52 c¢) e d) sdo das com manose.
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Fig. 50. Micrografias das formulagdes com EFV: a) 100%AE; b) 50%AE/50%AM; c)
80%AE/20%COM manosilada; d) 40%AE/40%AM/20%COM manosilada.
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Fig. 51. Micrografias das formulagées com SQV: a) 100%AE; b) 50%AE/50%AM; c)

60%AE/40%COM; d) 80%AE/20%COM manosilada; e) 40%AE/40%AM/20%COM
manosilada; f) 60%AE/40%COM manosilada.
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Fig. 52 . Micrografias das formulagbes com NVP: a) 100%AE; b)
60%AE/40%COM; c) 80%AE/20%COM manosilada; e) 60%AE/40%COM

manosilada.

Pode ser observada formacdo de NLS, mas a aglomeracdo impossibilitou obter
imagens mais nitidas para estimar os didmetros. Trés podem ser os motivos para isto:
baixo potencial Zeta das formulagdes, artefato instrumental e quantidade de surfatante. No
primeiro caso pode-se estimar, a partir do potencial Zeta, que a repulsao eletrostatica
entre as nanoparticulas era pequena. Assim, durante a evaporagado da agua, conforme as
nanoparticulas ficavam mais proximas, as for¢as de London-van der Waals se sobrepéem
as de repulsdo fazendo com que ocorra aglomeracao. No segundo caso, a metalizacao é
realizada pela deposicao de Pd e Au em altas temperaturas sobre o stub que contém as
amostras. Como os lipidios sdo sensiveis ao calor, as nanoparticulas podem aglomerar.
No caso do surfatante observa-se em todas as micrografias uma placa de material sobre o
stub, que interfere na metalizagdo das nanoparticulas. As Fig. 50 a), 51 b) e f), mostraram
imagens melhores, sugerindo didmetros de nanoparticulas entre *100nm e ~300nm.
Outras tentativas foram realizadas utilizando MEV por emissao de campo, na qual o vacuo
a que a amostra é submetida é maior e o potencial aplicado menor. Porém, as

micrografias foram similares as mostradas.
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5. Conclusoes

O planejamento experimental 2° com ponto central foi eficiente para obter amostras
com NLS pelo método de emulsdo/microemulsdo e a metodologia de deslocamento foi
fundamental para otimizar a concentracdo de surfatantes. Os valores de PDI foram
grandes por causa do uso de agitador mecanico (Turrax) e melhores resultados poderiam
ser obtidos com homogeneizador de alta pressdo. NLS-manosiladas apresentaram
estabilidade por pelo menos 6 meses. Os potenciais Zeta das NLS feitas somente com
acido estearico e mistura de &cidos estearico + miristico foram irregulares, o que foi
corrigido pela adicdo de 20% de Compritol 888 ATO. A EE% foi diferente para os
farmacos, devido a natureza quimica e o meio de dispersdo. Os meios acidos das NPLS
produzidas com &acido estearico e acidos estearico + miristico tornaram NVP e SQV
soluveis, ndo ocorrendo 0 mesmo com EFV. Como os farmacos eram insoluveis em meio
com pHs por volta de 7, nos estudos sobre liberacéo foi necessario adicionar surfatantes a
solugéo receptora. Para as amostras com SQV e NVP foi adicionado T80 e, para asquela
com EFV, T20. Estes surfatantes aumentaram a solubilidade dos farmacos e néo
interferiram na forma do pico e no tempo de eluicdo nas andlises por HPLC. Os perfis de
liberagcdo das formulagdes de EFV foram similares para as quatro formulagdes contendo
SQV (50%AE/50%AM, 60%AE/40%COM, 40%AE/40%AM/20%COM manosilada e
60%AE/40%COM manosilada), apresentando liberacdo prolongada sem efeito burst.
Nestas amostras, em 48h foram liberados =43% de farmaco. Duas formulagdes com SQV
apresentaram liberacdo mais rapida, sem efeito burst e em 48h foram liberados entre 80%
e 85%. Com relagcdo ao diametro, potencial Zeta, PDI e EE% as NLS manosiladas
apresentaram qualidade tdo boa quanto aquelas sem octadecilamina manosilada. Porém,
as amostras com acidos estearico + miristico precisaram utilizar metade da quantidade de
octadecilamina manosilada que as demais. Caso se deseje aumentar a quantidade de
octadecilamina manosilada, sugere-se fazer novo planejamento experimental incluindo
este reagente como variavel ou mantendo-o fixo com uma quantidade maior e variando os
demais parametros. Foi possivel caracterizar octadecilamina manosilada sélida por RMN
de C13 e N15, analise elementar CHNO, espectroscopia |V e espectrometria de massas. .
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Os difratogramas de raios X mostraram que as amostras com NLS sdo amorfas, o que foi
confirmado mediante por DSC.
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7. Anexos

7.1. Graficos dos diametros e potenciais Zeta das NLS das formulacées

Size {d.nm): % Intensity Width {d.nm}):
Z-Average (d.nm): 1069 Peak 1: 1451 100,0 88,22
Pdl: 0,241 Peak 2: 0,000 0.0 0,000
Intercept: 0,907 Peak 3: 0,000 0.0 0,000
Result quality : Good
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Record 1: 1 80%AE/20%C0OM EFA manosilada 1

80%AE/20%COM+EFV manosilada

Size (d.nm): % Intensity Width {d.nm):
Z-Average (d.nm): 1142 Peak 1: 1322 98,5 57,10
Pdl: 0,200 Peak 2: 4901 15 670,0
Intercept: 0,907 Peak 3: 0,000 00 0,000
Result quality : Good
Size Distribution by Intensity
15
# 10r
Z
2
Z s
0+
01 1 10 1000 10000

Size (d.nm)

Record 4: 2 40%AE/40%AM/20%C0M manosilada 0,025g feito dia 30/07/20121

Mean (mV) Area (%) Width (mv)
Zeta Potential (mV): 343 Peak1: 106 1000 8,68
Zeta Deviation (mV): 505 Peak2: 0,00 0,0 0,00
Conductivity (mS/cm): 0,204 Peak3: 0,00 0,0 0,00
Result quality :
Zeta Potential Distrioution
140000
120000
» 100000
£
3 80000
o
g 0000
2
40000
20000
0!
-100 0 100 200
Zeta Potential (mV)
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Mean (mV) Area (%) Width (mV)
Zeta Potential (mV): 11,1 Peak1: 11,1 100,0 756
Zeta Deviation (mV): 756 Peak2: 000 0,0 0,00
Conductivity (mSicm): 0,223 Peak 3: 0,00 0,0 0,00
Result quality :
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Record 5. 2 40%AE/40%ANM/20%COM manosilada 0,025g feito dia 30/07/2012 1

40%AE/40%AM/20%COM+EFV manosilada
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Size (d.nm}: % Intensity Width {d.nm}):
Z-Average (d.nm): 1133 Peak 1: 1416 97,9 76,53
Pdl: 0,258 Peak 2: 4847 21 7027
Intercept: 0,903 Peak 3: 0,000 00 0,000

Result quality : Good

Mean (mV) Area (%) Width (mV)

Zeta Potential (mV): 13,6 Peak1: 13,6 100,0 893
Zeta Deviation (mV): 9,94 Peak 22 0,00 0,0 0,00
Conductivity (mSicm): 0,204 Peak 3: 0,00 0,0 0,00

Result quality :
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Mean (mV) Area (%) Width (mV)
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Pdl: 0,201 Peak 2 4859 11 6950 Conductivity (mSicm): 0204 Peak3: 0,00 0,0 0,00
Intercept: 0,871 Peak 3 0,000 00 0,000 Result quality :  See result quality report

Result quality : Good
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O, o, o, H
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size (d " Width (d i Mean (mV) Area (%) Width (mV)
ize (d.nm}: % Intensity i .nmj:
Zeta Potential (mV): 349 Peak1: 353 100,0 5,96
Z-Average (d.nm): 1609 Peak 1: 1482 1000 1022 Zota Doviation (mVE: 132 PeakZ 000 o 000
. 0 . i i ! ' !
Pdk: 0,289 Peak2 0000 00 0.000 Conductivity (mSicm): 0,228 Peak 3 0,00 00 0,00
Intercept: 0,903 Peak 3: 0,000 0,0 0,000 Result quality
. N esult quality :
Result quality : Refer o quality report
Size Distribution by Intensity Zeta Potential Distribution
& 400000
6 3000001+ -
£ £
N 2
[ Q 2000001 -
5 o
£ 8
2 100000
0+
01 1000 10000

Size (d.nm)

Record & 5 80%AE/M40%CON SAQ manosilada 1

-100 0 100 200
Zeta Potential (mV)

Record 10: 5 60%AE/40%C0OM SAQ manosilada 1

60%AE/40%COM+SQV manosilada

120



Size {d.nm): %Intensity  Width (d.nm): Wean (mV} Area (%) Width (mV)
Z-Average (d.nm): 1326 Peak 1: 4255 100,0 8596 Zeta Potential (mV): 25,1 Peak1: 36,0 56,1 5,77
Pl 0,374 Peak 2: 0.000 00 0000 Zeta Deviation (mV): 765 Peak 2: 50,2 439 5,56
‘Conductivity (mS/cm): 0,215 Peak 3: 0,00 00 0,00
Intercept: 0,918 Peak 3: 0,000 0,0 0,000
Result quality : Good Result quality :  See result quality report
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Mean (mV) Area (%) Width (mV)

Size (d.nm): % Intensity ‘Width (d.nm}):
Zeta Potential (mV): 531 Peak 1: -0,432 476 813
Z-Average (d.nm). 117,71 Peak 1: 1729 97,0 1209 Zeta Deviat E V; 4;5 Peak2 176 221 4971
eta Deviation (mV): 47, eak 2. 17, , :
;0,380 Peak 2 4772 30 7441
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Intercept: 0,926 Peak 3: 0,000 0.0 0,000 Resul i
. " esult quality :  See result quality report
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Mean (mV) Area (%) Width (mV)
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