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RESUMO

A sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) € uma doenca causada pelo virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) que levou a dbito mais de 40 milhdes. O tratamento
consiste na administragcdo de antirretrovirais (ARV), os quais podem agir em diversas
etapas do ciclo viral. Entretanto, mesmo durante o tratamento, o0 virus consegue se
acumular em pequenos depositos dentro de tecidos inacessiveis, como 0s ganglios
linfaticos, escapando do alvo dos ARV. Explorar esses reservatorios constituem um
desafio no tratamento do HIV, sendo um dos principais fatores responsaveis pela
resisténcia medicamentosa. As nanoparticulas (NPs) vem sendo bastante exploradas nos
ultimos anos pois permitem modular a liberagdo do farmaco, reduzir sua toxicidade,
protegé-los do metabolismo hepético e direciona-los para as tecidos e células alvo. Em
paralelo, a via transdérmica é uma via de administracdo que tem como caracteristica
aplicacdo na pele a fim de atingir a circulacdo, e é uma alternativa para as terapias de via
oral e parenteral. O efavirenz (EFZ) pertence a classe de ARV dos inibidores da
transcriptase reversa analogo de nucleosideo (ITRNN). Promove supressdo da replicacdo
viral por longo prazo e possui perfil de toxicidade favoravel. Além disso, tem baixa
solubilidade em &gua e longa meia-vida, o que € ideal para a veiculacdo em
nanossistemas lipofilicos com afinidade cutanea. As NPs poliméricas sdo um dos
nanossistemas mais utilizados na atualidade e o &cido poli (lactico-co-glicolico) - PLGA
tem ganhado atencdo devido a sua biocompatibilidade, biodegradabilidade e seguranca.
O objetivo desse trabalho foi realizar um levantamento bibliografico acerca do uso de
sistemas transdérmico como inovacdo para a HIV; e, paralelamente desenvolver
nanoparticulas poliméricas com um anti-retroviral . A formulacdo foi obtida apds estudo
de pré-formulagdo onde foram avaliadas as varidveis: quantidade de PLGA, quantidade

de farmaco, volume de fase orgénica, volume de fase aquosa e presenca de surfactante



na fase aquosa. A formulacdo obtida foi caracterizada por tamanho de particula, indice
de polidispersao (PDI), potencial zeta (PZ) eficiéncia de encapsulacéo (EE) e capacidade
de carga (CG). As NPs foram preparadas pelo método de nanoprecipitacédo, utilizando
acetona como fase organica e agua deionizada como fase aquosa com Tween 80®. O EFZ
e 0 PLGA foram previamente solubilizados na fase organica que foi injetada na fase
aquosa sob agitacdo magnética. A nanosuspensdo foi mantida sob agitacdo por 3h até
completa evaporacdo do solvente. O tamanho das particulas foram adequados para a
permeacdo transdérmica com PZ negativo, caracterizando boa estabilidade coloidal. A
EE evidenciou uma veiculacdo adequada do EFZ no nanossistema, o que torna as NPs
de PLGA uma plataforma promissora a liberacdo transdérmica de EFZ com objetivo de

atingir o sistema linfatico.

Palavras-Chave: HIV; Liberacdo transdérmica; Nanoparticulas.



ABSTRACT

Acquired immunodeficiency syndrome (AIDS) is a disease caused by the human
immunodeficiency virus (HIV) that has killed more than 40 million people. The treatment
Is based on the administration of antiretrovirals (ARVs), which can act at different stages
of the viral cycle. However, even during treatment, the virus manages to accumulate in
small deposits within inaccessible tissues, such as lymph nodes, escaping ARV’S target.
Explore these reservoirs constitutes a challenge in the treatment of HIV, being one of the
main factors responsible for drug resistance. Nanoparticles (NPs) have been extensively
explored in recent years as they allow modulating drug release, reducing toxicity,
protecting them from hepatic metabolism and directing them to target tissues and cells.
In parallel, the transdermal route is characteristically applied to the skin in order to reach
the circulation, and is an alternative to oral and parenteral therapies. Efavirenz (EFZ)
belongs to the ARV class of nucleoside analogue reverse transcriptase inhibitors
(NNRTISs). It promotes long-term suppression of viral replication and has a favorable
toxicity profile. In addition, it has low water solubility and a long half-life, which is ideal
for delivery in lipophilic nanosystems with cutaneous affinity. Polymeric NPs are one of
the most used nanosystems today and poly(lactic-co-glycolic) acid - PLGA has gained
attention due to its biocompatibility, biodegradability and safety. The objective of this
work was to carry out a bibliographic survey about the use of transdermal systems as an
innovation for HIV; and, in parallel, developing polymeric nanoparticles charged with
EFZ. The formulation was obtained after a pre-formulation study where the variables
were evaluated: amount of PLGA, amount of drug, volume of organic phase, volume of
aqueous phase and presence of surfactant in the aqueous phase. The formulation obtained
was characterized by particle size, polydispersity index (PDI), zeta potential (PZ),

encapsulation efficiency (EE) and load capacity (CG). The NPs were prepared by the



nanoprecipitation method, using acetone as the organic phase and deionized water as the
aqueous phase with Tween 80®. EFZ and PLGA were previously solubilized in the
organic phase which was injected into the aqueous phase under magnetic stirring. The
nanosuspension was kept under stirring for 3h until complete solvent evaporation. The
particle sizes were suitable for transdermal permeation with negative PZ, featuring good
colloidal stability. The EE showed an adequate delivery of EFZ in the nanosystem, which
makes PLGA NPs a promising platform for the transdermal release of EFZ with the

purpose of reaching the lymphatic system.

Key words: HIV; Transdermal delivery; Nanoparticles.
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1. INTRODUCAO

A sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) é uma das epidemias mais
devastadoras do século passado. Desde a sua primeira descri¢do ha 35 anos, o0 virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) j& infectou mais de 75 milhdes de pessoas, levando a
Obito mais de 40 milhGes (1).

O HIV é um retrovirus com genoma RNA, da Familia Retroviridae (retrovirus) e
subfamilia Lentivirinae. Pertence ao grupo dos retrovirus citopaticos e nao-oncogénicos
que necessitam, para multiplicar-se, de uma enzima denominada transcriptase reversa,
responsavel pela transcrigado do RNA viral para uma copia DNA, que pode, entao,
integrar-se ao genoma do hospedeiro. O virus parasita as células T auxiliares, causando
reducdo significativa na sua populacdo total. Essas células possuem papel critico na
resposta imune, fazendo com que o virus ndo mate diretamente, mas sim por infeccbes
oportunistas que ficam com livre entrada nas células humanas.

Existem duas espécies que conhecemos da doenca atualmente, HIV-1 e HIV-2.
HIV-1 é infeccdo mais comum, enquanto a HIV-2 prevaleceu mais no oeste da Africa e

demora mais para se desenvolver para AIDS (2).

1.1 Epidemiologia
Entre o ano de 2007 até junho de 2018 foram relatados no SINAN 247.795 casos

somente no brasil sendo 117.415 na regido Sudeste, 50.890 na regido Sul, 42.215 na
regido Nordeste, onde, a porcentagem 47,4%, 20,5% e 17,0% respectivamente.

As Ultimas estimativas do Programa Conjunto das Nac¢Bes Unidas sobre HIV /
AIDS (UNAIDS) indicam que mais de 33,3 milhdes de pessoas em todo o mundo estdo

vivendo com a infecc¢do pelo HIV-1 ou AIDS (3).



1.2 O ciclo viral

O clico viral se inicia com a entrada do virus na corrente sanguinea, onde ira se
ligar as proteinas de membrana das células TCD4+. A transcriptase usa seu molde de
RNA para produzir o DNA, que se insere a0 DNA humano. Apos isso, a célula humana
o transcreve e produz novas moléculas de RNA viral, usando os nucleotideos, polimerase
e energia celular. O RNA do virus migra para o citosol onde séo traduzidos, o virus, como
parasita intracelular, usa os ribossomos e todo o maquinario celular para se traduzir e
montar novos virus.

Conclui-se que, as células humanas viram uma fabrica de novos virus e param de
exercer sua funcdo imunoldgica, passando a obedecer somente ao DNA viral e ignorando
0 seu DNA proprio. Consequentemente, o sistema imune é drasticamente comprometido
e apds contaminar-se com DNA viral se encarrega apenas para criar mais e mais DNA

viral, tornando-se um verdadeiro maquinario do virus (4).
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Figura 1: Ciclo de replicagdo viral do virus da imunodeficiéncia humana (HIV). (5)

*PIC: Complexo Pré-Integracdo; CRM1: manutencéo da regido do cromossoma 1, Exportin 1; AAA: calda de poliadenina.

1.3 Tratamento atual

De acordo com o Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas para Manejo da

Infeccdo pelo HIV em Adultos, publicado em 2018, o tratamento atual consiste na



ingestdo de coqueteis, mais conhecidos como antirretrovirais (ARV), 0s quais podem agir
em diversas etapas do ciclo viral. Por muito tempo 0os ARV reduziram significativamente
a morbidade e mortalidade causada por essa infeccdo, entretanto, com a crescente
resisténcia medicamentosa dos pacientes infectados e a curta meia vida que a maioria
desses medicamentos apresenta, faz-se necessario a busca por outras alternativas.

Apesar da eficacia ja comprovada dos antirretrovirais, a curta meia vida de alguns
desses farmacos confere ao organismo necessidade de doses elevadas e constantes para
obter o efeito terapéutico desejado, levando ao surgimento de efeitos indesejados como
por exemplo a insuficiéncia hepética e renal, agitacdo, alucinacdes, amnésia, diarreia,
nausea, vomito, problemas de pele e problemas de memdria (2,6).

Nesse contexto, surge a necessidade de novas abordagens como o
desenvolvimento de novos compostos antivirais, desenvolvimento de outras estratégias
terapéuticas que limitem a transmissdo viral e/ou restaurarem o sistema imunolégico dos

pacientes.

1.4 Novos sistemas de liberacao

Nanociéncia e nanotecnologias sdo amplamente vistas com um enorme potencial
para trazer beneficios para muitas areas de pesquisa, e estdo atraindo rapidamente 0s
investimentos dos governos e de empresas em muitas partes do mundo. Tem como
principio manipular atomos, moléculas e demais particulas de ordem de grandeza
nanométrica com o objetivo de criar novas estruturas de materiais e, com isso, alcancar
diferentes propriedades.

As nanoparticulas sdo particulas coloidais cujo tamanho chega & 1 e 1000
nandmetros. Suas propriedades fisicas e quimicas, e até mecanicas, serdo diferentes dos

seus materiais de origem. Avancos recentes em nanotecnologia permitiram a comunidade



cientifica investigar e manipular materiais em nivel nanométrico. Os nanossistemas
podem ser adaptados para modular a liberagdo do farmaco, reduzir sua toxicidade
associada, proteger os farmacos do metabolismo e direciona-los para as células, tecidos e

compartimentos afetados (7).

1.5 Via transdérmica/ganglionar: estratégia pala eliminacdo de
depositos virais.

O virus HIV adentra o corpo através das superficies mucosas e é transportado
pelas células dendriticas para os 6rgdos linféides, onde é entregue as células T auxiliares
TCD4+ ativadas. Logo o virus comeca a se multiplicar para outros locais no corpo.
Mesmo durante o tratamento com 0s coquetéis, 0 virus consegue se acumular em
pequenos depositos dentro de tecidos inacessiveis, escapando do alvo do ARV (4,7).

A exploracédo desses reservatorios é importante pois eles constituem a dificuldade
do tratamento da HIV, sendo a parte de maior resisténcia medicamentosa. Portanto, é
crucial a descoberta de métodos para erradicar depdsitos virais. Dentre os mais de 25 tipos
de ARV, nenhum é eficaz na erradicacdo dos depdsitos virais. Além de acarretar uma
série de efeitos colaterais e desafios que incluem a ndo adesdo, a toxicidade dos
medicamentos, as interagdes medicamentosas e o inevitavel aparecimento de resisténcia
medicamentosa (4,7).

Via transdérmica é uma forma de administracdo de farmacos em evolucéo, que
tem como caracteristica aplicagdo na pele, para uma melhor absorcéo e € uma alternativa
para as terapias de via oral e parenteral. Tambem conhecidos como sistemas terapéuticos
transdérmicos, que sdo formas farmacéuticas multilamelares (muitas camadas) que
possibilitam a liberacdo de forma controlada na pele. Dessa forma a sua incorporagao é

mais lenta e prolongada (8, 9).



O surgimento dessa forma farmacéutica aparece como uma solucdo para
limitacGes de certas vias de administracdo. Comparando com a oral, no caso da HIV,
possui meia vida curta e necessita de ingestdo de coquetéis constantemente podendo
causar prejuizos ao trato gastrointestinal. A via transdérmica aumenta a
biodisponibilidade do farmaco e elimina alguns efeitos prejudiciais que as vias comuns
poderiam causar. O recurso a via transdérmica traduz-se numa melhoria da adesdo a
terapéutica dos doentes infectados com o virus HIV (8, 10) .

Os macrdfagos atuam como um reservatério para o virus. Com isso, o0 tratamento
medicamentoso da infeccdo pelo HIV deve envolver o direcionamento de drogas para
essas células, além dos linfécitos. Dessa forma, a aplicacdo transdérmica de farmacos
visando atingir os ganglios linfaticos, parece ser uma estratégia promissora para a

extincao dos depositos virais (8, 10).

2. JUSTIFICATIVA

No Brasil, em 2017, foram diagnosticados 42.420 novos casos de HIV e 37.791
casos de aids, com uma taxa de detec¢édo de 18,3/100.000 habitantes (2017), totalizando,
no periodo de 1980 a junho de 2018, quase 1 milhdo de casos detectados no pais. Desde
0 ano de 2012, observa-se uma diminuicdo na taxa de deteccdo de aids no Brasil, que
passou de 21,7/100.000 habitantes (2012) para 18,3/100.000 habitantes em 2017,
configurando um decréscimo de 15,7%; essa reducdo na taxa de deteccdo tem sido mais
acentuada desde a recomendagdo do “tratamento para todos”, implementada em
dezembro de 2013.

Em 2017, quando analisada a mortalidade por UF, onze delas apresentaram

coeficiente superior ao nacional, que foi de 4,8 6bitos por 100 mil habitantes, estando



Pernambuco entre eles (5,6). Além disso, Pernambuco representa uma importante parcela
na deteccdo de AIDS no Nordeste. Entre os anos de 2007 a 2017, foi sempre crescente 0
numero de notificacdes de casos de HIV, passando de pouco mais de 50 casos no ano de
2007 para mais de 2300 casos no ano de 2017, e desde 2015 Pernambuco é o Estado do
Nordeste onde houve maior notificacdo, ganhando para outros estados de importante
incidéncia como Bahia e Ceara.

Desta forma, torna-se ainda mais relevante o investimento em novas estratégias
que possam ir de encontro a recomendacao do “tratamento para todos” preconizada pelo
Ministério da Salde, que possa trazer beneficios a comunidade Pernambucana no sentido
de minimizar os nUmeros alarmantes.

O desenvolvimento deste projeto permitiu a obtencdo de um novo sistema de
liberacdo com nanocarreadores para uso em pacientes com baixa carga plasmatica viral,
mas que apresentem depdsitos virais nos ganglios linfaticos, passiveis de provocar
aumento repentino na carga viral circulante, o que poderia acarretar ineficiéncia da
terapia. Essa linha de pesquisa é bastante inovadora, ainda muito pouco explorada a nivel
nacional e internacional. A via transdérmica/ganglionar mostra-se muito promissora para

casos em gue a administracdo oral ndo consegue atingir os alvos terapéuticos.

3. OBJETIVOS (geral e especificos)
3.1. Objetivo geral

O objetivo deste trabalho foi realizar um levantamento bibliogréafico acerca do uso
de sistemas transdérmicos como inovacgdo para o tratamento do HIV; e, paralelamente
desenvolver nanoparticulas poliméricas com efavirenz para administragio
transdérmica/ganglionar, com o intuito de eliminar depoésitos virais instalados nos

ganglios linfaticos.



3.2. Objetivos especificos

. Realizar uma revisdo da literatura acerca do uso de sistemas transdérmicos como

inovacédo paraa HIV;,

. Realizar estudos de pré-formulacdo dos nanossistemas com Efavirenz (EFZ)
. Obter NPs com EFZ, de acordo com metodologia previamente desenvolvida;
. Realizar caracterizacdo fisico-quimica das NPs;

4. METODOS

4.1. DESENHO DO ESTUDO
4.2. Metodologia de pesquisa

Foi realizada uma pesquisa do tipo reviséo da literatura, em que foram utilizadas
as bases de dados Science Direct e PubMed entre os anos de 2010 e 2020, com 0s
descritores ‘“Nanoparticulas”, “Transdérmico”, “Nanocarreadores”, “HIV”, em inglés.
Como critério de exclusao, foram eliminados os trabalhos que abordassem ou somente a
via linfatica, ou somente a via transdérmica, ou ndo utilizassem um nanossitema como
carreador. Foram também eliminados trabalhos relacionados a prevencéo, e selecionados
os trabalhos que abordassem tratamento. Foram selecionados trabalhos publicados

preferencialmente entre os anos de 2017 a 2021, em revistas indexadas.

4.3. Estudo de pre-formulacéo das Nanoparticulas

No estudo de pre-formulacdo, foi realizado um sreening, com ensaios piloto, onde
avaliamos se os parametros pré-estabelecidos na obtengdo de NPs descritos na literatura
sdo compativeis com os farmacos. Um desenho experimental do tipo Plackett-Burman foi

utilizado para analise das variaveis criticas.



4.4. Obtencgdo das Nanoparticulas

As nanoparticulas foram obtidas por nanoprecipitacao, seguindo a metodologia
descrita por Silva et al 2018 (11). Esse método foi escolhido pois é um método mais
rapido, eficaz e reprodutivel para obtencéo de nanoparticulas entre 50-300nm. Em
resumo, uma fase organica contendo o polimero e o farmaco € injetada em uma fase
aquosa, e a mistura é deixada em agitacdo a temperatura ambiente até completa
evaporacao do solvente. Na fase organica foram utilizados os solventes DMSO e

acetona e a fase aquosa consistiu em &gua deionizada com o surfactante Tween.
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Figura 2: Esquema do método de obten¢do nanoparticulas poliméricas por
nanoprecipitacao. (11)

As nanoparticulas foram subdivididas em tubos de ensaio, enumerados de um a
oito, alternando entre as quantidades de medicamento, tipo de solvente, volume do

solvente e quantidade de polimero.

As formulac6es foram avaliadas através da utilizacdo da ferramenta de desenho

experimental utilizando o software STATISTICALO®.

4.5. Caracterizacao Fisico-Quimica das NLSs

4.5.1. Diametro de particula e polidispersao

A técnica mais utilizada para medir o tamanho das particulas é a da dispersédo

dindmica da luz (dynamic light scattering - DLS). Essa técnica consiste na emissdao de um



feixe de laser que ilumina a amostra com particulas em suspensdo e a luz dispersa pelas
particulas sdo coletadas por um detector.

A polidispersédo das nanoparticulas é o grau de dispersdo em gue a nanosuspensado
se encontra, e o valor € fornecido pelo mesmo equipamento.

O diadmetro e polidispersao das nanoparticulas obtidas foram medidos utilizando-
se um equipamento Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments LTD). As amostras foram

medidas em triplicata a temperatura e 25°C, com angulo de deteccao de 90°.

4.5.2 Potencial Zeta

O potencial zeta (electrophoretic light scattering - ELS) é a propriedade fisica das
nanoparticulas que indica carga superficial, a qual afeta a distribuicdo ibnica no meio
aquoso.

A carga superficial das nanoparticulas obtidas foi medida com equipamento
Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments LTD) por eletroforese com lazer doppler. As

analises foram feitas com células de eletroforese capilar dobrada.

4.5.3 Eficiéncia de encapsulacdo (EE) e capacidade de carga (CC)

A eficiéncia de encapsulacdo (EE) das nanoparticulas pode ser determinada pelo
método direto ou indireto. O método indireto consiste em dosear o farmaco néo
encapsulado que se encontra na fase externa da nanosuspensdo. J4& o método direto
consiste na separacdo da fracdo nao encapsulada seguida da destruicdo das nanoparticulas
e doseamento farmaco encapsulado na nanoparticulas. As duas técnicas podem ser
complementares, ou utilizadas de forma individual.

A capacidade de carga de das nanoparticulas esta relacionada com a fracdo de

farmaco livre, com a massa total de polimero.



A EE e a CC sdo calculadas pelas seguintes equacdes:

EE Massa ininical de farmaco - massa livre de farmaco

Massa ininical de farmaco

cc Massa ininical de farmaco - massa livre de farmaco

Massa total

5. LOCAL DE ESTUDO

Foi realizado na cidade do Recife, na Faculdade Pernambucana de Saude,
especificamente no Laboratorio Multidisciplinar de Farmécia. O projeto contou com a
parceria do Nucleo de controle de Qualidade de Medicamentos e Correlatos - NCQMC,
da Universidade Federal de Pernambuco, que dispGe de toda a estrutura fisica para a

execucdo do projeto.
5.1. PERIODO DE ESTUDO
O periodo de realizacdo da pesquisa foi de dezembro de 2021 a marc¢o de 2022.

5.2. ASPECTOSETICOS

Em principio, a execucdo do projeto ndo pressupde a submissdo ao Comité de
Etica pois ndo se aplica a Resolucdo do Conselho Nacional de Saide N° 466/12, e nem
da N° 510/2016, ja que ndo foram realizados ensaios com seres humanos, nem em
animais, e tampouco foram utilizados dados diretamente obtidos com os participantes ou
de informacdes identificveis ou que possam acarretar riscos maiores do que 0s existentes

na vida cotidiana, conforme evidenciado nos métodos descritos.

6. Resultados e discussao



Ap0s realizado o levantamento bibliografico, foi observado diante dos achados na
literatura que o sistema linfatico tem sido explorado como uma via promissora em
diversos contextos tanto terapéuticos como preventivos. A vetorizacao de farmacos direto
aos linfonodos parece ser promissora em patologias que acometem os ganglios linfaticos,
pois permitiria combaté-las de forma mais efetiva (12).

Com as informacdes coletadas foi realizada uma revisdo da literatura.

6.1. Revisdo da Literatura

6.1.1. O sistema Linfatico

O sistema linfatico € composto por vasos, nodulos e capilares, por onde circula a
linfa. Suas principais func@es sao equilibrio do liquido corporal e transporte de células
imunoldgicas por todo o organismo, facilitando a resposta imune e o combate as
infeccBes. E através do sistema linfatico que os antigenos e células apresentadoras de
antigeno circulam até chegar aos nodulos linfaticos. Dentre elas, destacam-se as células
dendriticas, que sao células capazes de internalizar e apresentar antigenos, induzindo forte
ativacdo e resposta imunoldgica das células T de defesa (12, 13). Sua anatomia €
unilateral e desempenha a importante atividade de levar o liquido extracelular de volta a
circulacdo, apds drenagem pelos linfonodos, que séo encarregados de filtrar e desnaturar
patdgenos e outros residuos. A fisiologia linfatica tem seu inicio pelos capilares iniciais,
por onde a linfa é enviada contra o gradiente de pressdo de volta para o sangue (14).

E através do sistema linfatico que tanto os antigenos quanto as células
apresentadoras de antigenos (APCs) circulam até atingirem os linfonodos, que contém
muitas células dendriticas (DCs) fagociticamente ativas e linfocitos B e T. As DCs sao

capazes de internalizar 105 antigenos e de induzir uma ativacdo solida da resposta imune



de células T. (15, 16, 17). Durante a resposta imune, os linfocitos migram entre e dentro
dos compartimentos dos linfonodos para interacGes células-células criticas e proliferam,
levando ao aumento. Assim, os linfonodos séo essenciais no recrutamento de muitos
linfdcitos e na coleta de antigenos de tecidos periféricos (18). Nesse contexto, o sistema
linfatico pode ser uma via promissora para estratégias terapéuticas e preventivas. O
direcionamento de compostos para células dendriticas ja foi relatado na literatura,

principalmente na vacinagdo visando antigenos que induzem imunidade adaptativa. (12)

6.1.2. Rotas para o Sistema Linfatico

A administracdo de terapias para o sistema linfatico através das vias usuais tem
sido um desafio. Vias mais comuns e mais tradicionais como a oral e intravenosa
caracterizam uma baixa captacdo e baixa absorcdo pelos linfonodos. (19) As vias
subcutéaneas, intradérmica e intramuscular apresentam maior relevancia na captacédo de
farmacos pelo sistema linfatico que as vias oral e intravenosa. A administracdo
subcutanea aumenta a pressao intersticial, fazendo com que os vasos linfaticos drenem o
excesso de liquido da regido (14).

A via que tem recebido destaque significativo para chegar ao sistema linfatico nos
ultimos anos € a transdérmica. Como mencionado anteriormente, a derme € vascularizada
por vasos sanguineos e linfaticos, nos quais células, liquido intersticial e grandes
particulas circulam para os nédulos linfaticos. Dessa forma, medicamentos administrados
por via transdérmica podem atingir os reservatorios de forma eficiente e, essa estratégia
parece ser promissora no combate a algumas patologias nas quais o sistema linfatico
desempenha um papel importante (20, 21). A via transdérmica tem varias vantagens sobre
outras rotas tradicionais. Além de melhorar a biodisponibilidade dos medicamentos,

podem diminuir a frequéncia das dosagens e os efeitos adversos, principalmente



relacionados ao trato gastrointestinal. Eles evitam o metabolismo de primeira passagem
através do figado, evitando que a droga seja degradada prematuramente. Além disso, as

enzimas alimentares e digestivas ndo podem influenciar a droga (22, 23).

6.1.3. Administracdo Transdérmica

A abordagem de administragdo transdérmica com distribui¢do no sistema linfatico
é promissora. Sabe-se que a derme, além de ser irrigada por vasos sanguineos, € também
vascularizada com capilares linfaticos por onde circulam células, liquido intersticial e
grandes particulas até os ganglios linfaticos. Dessa forma, farmacos administrados por
essa via conseguem alcancar eficientemente os reservatérios e combater as patologias
(20).

A pele consiste no maior 6rgao do corpo humano, sendo ela a principal barreira
contra agentes externos, regulando a entrada de microrganismos, a temperatura e
controlando a &gua corporal. O sistema tegumentar se subdivide em trés regides
principais, sendo essas: epiderme, derme e hipoderme (25). A epiderme € a camada mais
externa e é composta principalmente por queratindcitos, melandcitos, células de
Langerhans e células de merkel. A superficie da epiderme é chamada de estrato corneo,
sendo ela composta por cornedcitos achatados e rodeados por matriz lipidica, sdo
compactos e no geral dificultam a passagem de drogas. Essa camada se caracteriza por
sua constante renovacdo, dinamicidade e movimentacdo continua das células. A derme é
a camada intermediaria, contém elastina, fibras colagenas, nervos, macrofagos, glandulas
sudoriparas e sebaceas, foliculos capilares, vasos linfaticos, além de ser nutrida pelos

vasos sanguineos para fornecer suporte estrutural. A hipoderme, por sua vez, é constituida



majoritariamente de adipocitos, fibroblastos e macrdfagos, ela é capaz de fornecer
protecdo contra choque, isolamento térmico e conducéo de sinais nervosos (24, 25).

Os farmacos podem ser absorvidos por variados caminhos pela via transdérmica,
sendo essas: via transfolicular, via intracelular e a via intercelular. Na via transfolicular,
ocorre a permeacdo atraves dos apéndices da pele, como as glandulas sudoriparas,
sebaceas, foliculos capilares e poros. Esses possuem ductos que atravessam o estrato
corneo. E a via com o menor caminho para o medicamento, mas em compensagao pode
ser afetada pelas secrecOes liberadas nessa area. Além disso, ela representa apenas 0,1%
do espaco total na pele, entretanto alguns estudos demonstram sua importancia na
permeacdo de agentes polares. O transporte via intracelular ocorre por intermédio da
permeacdo nos cornedcitos, e devido a queratina hidratada, permite a permeacao de
compostos hidrofilicos ou polares, entretanto, os cornedcitos séo cercados por lipidios,
requerindo difusdo e particao por parte das drogas. A via intercelular permite a passagem
de compostos lipidicos ndo polares através da matriz lipidica continua presente entre as
células. Ambas as vias intercelulares e intracelulares sdo chamadas também de via
transepidérmica (24, 26).

Tem-se observado que algumas caracteristicas e alteracdes fisico-quimicas das
moléculas contribuem para a permeacéo eficiente pela pele como o peso molecular, o
coeficiente de parti¢do, o pKa, a concentracao do farmaco, as condices fisicas da pele e
a temperatura. (20, 27, 28). Além disso, a polaridade do medicamento deve ser ideal para
promover a penetracdo na pele. Moléculas altamente lipofilicas seriam retidas
superficialmente devido a sua afinidade com o estrato corneo, enquanto as moléculas
hidrofilicas ndo podem penetrar. O farmaco deve ser lipofilico e hidrofilico para obter

uma particdo ideal, uma vez que o estrato corneo é quase constituido por uma bicamada



lipidica. Assim, é necessario um coeficiente de particdo adequado para superar essa
limitacdo (29, 30).

O peso molecular é de grande importancia e é inversamente proporcional a
absorcdo. Um peso molecular mais baixo do farmaco promove uma melhor penetragédo
na pele do que um peso molecular mais alto do farmaco, e a absorcdo também pode ser
melhorada (31). Moléculas com mais de 500 daltons ndo penetram na pele de maneira
eficaz (19, 32). O pH do farmaco deve ser o pH do estrato corneo, que varia entre 4,2 e
5,6. Quanto mais préximo o pH do farmaco estiver dessa faixa, menor o grau de ionizagéo
e, consequentemente, a permeabilidade pode ser melhorada. Um Log P mais alto é uma
caracteristica dos medicamentos ndo ionizados que devem ter o melhor coeficiente de
permeabilidade da pele (33). Outro determinante que contribui para a penetracao
transdérmica € a concentracao do farmaco. A passagem do farmaco pela pele pode ocorrer
por difusdo passiva, e uma concentracdo mais alta do farmaco pode promover uma taxa
de difusdo mais alta. Além disso, é necessario considerar a viscosidade da formulacéo
uma vez que foi observado que fluidos muito viscosos proporcionam uma taxa de difusdo
diminuida (30). Também é essencial considerar as condi¢fes da pele. Normalmente, as
peles mais jovens absorvem a formula¢do com mais eficiéncia do que as peles maduras.
Além disso, existe uma grande probabilidade de penetracdo do medicamento quando a
pele estd mais hidratada. Outra caracteristica a ser considerada é a temperatura da pele,
que pode promover vasodilatagcdo e aumentar a taxa de permeacao (34). Quando as drogas
e outros compostos ativos ndo conseguem penetrar na pele, € possivel usar alguns
intensificadores de permeacéo para superar esse problema. Os promotores de permeacao
da pele ajudam a aumentar a permeacédo devido a modificagdo temporéria da estrutura da

pele. Podem ser classificados como fisicos e quimicos (30, 35).



A via transdérmica € um diferencial para entrega linfatica. Apesar de limitados
farmacos conseguirem alcancar as especificidades que essa via requer, ela é promissora
por ndo degradar drogas prematuramente e aumentar consideravelmente a adesdo do
paciente. Alem de melhorar a biodisponibilidade dos medicamentos, diminuir a
frequéncia de dosagens, diminuir efeitos adversos (sobretudo aqueles relacionados ao
trato gastrointestinal, pois evitam o metabolismo de primeira passagem pelo figado que
ocorre na administracdo oral convencional), o0 medicamento ndo sofre alteracdo pela
comida e enzimas digestivas e a administracdo é indolor (22, 23, 36).

Apesar dos beneficios, essa via é acompanhada de alguns desafios. Como foi visto
anteriormente, o estrato corneo age como um verdadeiro escudo e poucas drogas sdo
capazes de permear efetivamente essa camada, principalmente macromoléculas

Entretanto, o uso de nanoparticulas como carreador de medicamentos para entrega
transdérmica tem sido estudado, pois elas conseguem aumentar a taxa de absor¢do sem
afetar as propriedades da pele devido as suas caracteristicas de tamanho e afinidade pela

pele (37).

6.1.4. Nanocarreadores para administracio transdérmica

A encapsulacdo do farmaco em nanocarreadores é capaz de alterar as propriedades
fisico-quimicas dos farmacos, sem alterar seu principio ativo. Elas aumentam a
solubilidade e o direcionamento para o local de acdo desejado, dessa forma, o farmaco é
liberado de maneira mais controlada e sua absorcdo é aumentada. O farmaco pode ser
encapsulado pela particula, impedindo sua degradacédo antes de alcancar o local de acéo,
e dessa forma é possivel reduzir as doses necessarias para o efeito terapéutico e os efeitos

adversos (38, 39). Esses sistemas também conseguem efetivamente se reter ao tecido



desejado, pela sua propriedade de maior permeabilidade e retencdo, assim o farmaco é
liberado apenas no local de interesse, sem sofrer anteriores degradacdes (39).

A administracdo transdérmica através dos nanocarreadores possuem vantagens
significativas em comparagdo com os sistemas convencionais utilizados. Como foi visto,
a pele confere a via transdérmica um desafio e uma barreira contra a permeacdo de
macromoléculas, entretanto, a aplicacdo transdérmica com nanocarreadores tem como
vantagem uma estabilidade e estética aprimorada da particula e liberacdo prolongada do
farmaco (40).

Os nanocarreadores de grande destaque para a via transdérmica sdo as
nanoparticulas que podem ser metalicas, poliméricas, lipidicas, lipossomas e dendrimeros
(41).

Estudos recentes comprovam que nanoparticulas conseguem permear
eficientemente a pele, a depender do seu tamanho, carga superficial e material utilizado
(40). O tamanho da nanoparticula interfere diretamente na captacao pelo sistema linfatico.
Particulas entre 10-100 nm sdo ideais para captacdo linfatica por administracao
subcutanea, particulas menores que 10nm sdo absorvidas pela circulacdo sistémica, e
particulas maiores que 100nm conseguem ser absorvidas pelo sistema linfatico, porém
mais lentamente. Os capilares linfaticos podem ser permeaveis dependendo do tamanho.
E relatado que nanoparticulas em torno de 100 nm podem acessar facilmente os capilares
linfaticos e se concentrar nos linfonodos regionais. J& as particulas maiores que 100 nm
podem ser absorvidas pelo sistema linfatico lentamente (42).

A carga superficial nas particulas também € um fator importante para a captagéo
linfatica, particulas anibnicas se movem mais rapidamente pelo intersticio, ja as

carregadas positivamente sdo mais resistentes a se mover pela matriz. O potencial zeta



abaixo de zero se relaciona com a falta da estabilidade na particula, acarretando em

agregados e dificultando a migracao para o sistema linfatico (43).

Foi detectado em estudos que nanoparticulas com carga -15mV foram encontrados

em grande quantidade no sistema linfatico, em comparacdo das particulas com carga -

36mV. Além disso, a hidrofobicidade da substancia administrada também afeta a retengéo

pelos linfonodos (14).

As aplicacOes acerca do uso de nanocarreadores para aplicacao transdérmica com

alcance linfatico serdo discutidos na tabela abaixo:

linfatico.

Tabela 1: Aplicagcbes dos nanossistemas por via transdérmica com alcance
Nanossistemas Farmaco Patologia Informagdes relevantes Referéncia
utilizados
Lipossomas Ivermectina Filariose Aplicagdo com microagulhas Devineni, et al,
2020
Nanoparticulas lipidicas Sulfona de albendazol Filariose Aplicagdo com microagulhas Permana et al,
sélidas + doxiciclina + 2019
dietilcarbamazina +
sulféxido de
albendazol
Nanosuspensdo Ivermectina + Filariose Aplicagdo com microagulhas Permana,
Albendazol + McCrudden e
monohidrato de Donnelly, 2019
doxiciclina
Nanotopografia Etanercepte Artrite Dispositivo nanotopografico com  Aldrich, et al, 2017
microagulhas
Nanosuspensdo Rilvipirina AIDS Patches Rajoli et al 2019
Transferossomos Doxorrubicina Céncer Aplicagdo com microagulhas Yang, et al, 2019

Fonte: Autoria propria.

(metastase)

Como foi ilustrado acima, 0s nanossistemas para alcance linfatico ja tem sido

reportados na literatura, principalmente para doencas infecciosas como filariose linfatica,

sindrome da Imunodeficiéncia Humana (AIDS), bem como para doencas autoimunes

como artrite reumatoide. A encapsulacdo dos farmacos em nanossistemas €, portanto,



uma ferramenta fundamental para o alcance linfatico, como demonstrado pelos trabalhos
expostos e diversas possibilidades sdo viaveis como particulas de origem lipidica como
lipossomas, trasnferossomas ou nanoparticulas lipidicas sélidas, além de particulas de
origem polimérica. O uso de dispositivos que facilitem a passagem dessas nanoparticulas
através das camadas da pele tem se mostrado bastante promissores, como as
microagulhas.

As microagulhas sdo um novo dispositivo de entrega transdérmica que tem como
base as pesquisas de tecnologia de processamento de sistema mecanico microeletrénico
(MEMS) e tecnologia de penetracdo cutanea (44). Assim, solucionando os problemas que
estdo relacionados as agulhas hipodérmicas e os adesivos transdermicos, pois, considera-
se a administracdo de medicamentos com microagulhas uma mistura de ambos. Séo
compostas em agulhas de dimensdo micron, com o tamanho muito menor e mais fino em
associacdo a espessura do cabelo, estando dispostas em um reduzido arranjo (45). A sua
forma de administracdo permite que o medicamento penetre a camada do estrato corneo,
desta forma, produzindo orificios pequenos possibilitando medicamento entre na derme
(44). Apresenta como caracteristicas vantajosas por inicio de acdo mais acelerada, na
qualidade de adesdo do tratamento para o paciente, autoadministracdo, fabricacdo

facilitada, 6tima biocompatibilidade eficacia e aumento na permeabilidade (46).

6.2. Estudo de pré-formulacdo das Nanoparticulas

Apos o levantamento bibliografico realizado, partimos para a realizacdo préatica
da pesquisa, a iniciar pela escolha do farmaco, que foi realizada baseada na consulta ao
Protocolo clinico diretrizes terapéuticas para manejo da infec¢do pelo HIV em adultos
(5). Além disso, foram consideradas as caracteristicas fisico-quimicas dos farmacos, que

devem viaveis para a veiculagdo nos nanossistemas.



6.2.1. Efavirenz

Como mencionado, atualmente a terapia inicial do HIV deve sempre incluir
combinacBes de trés ARV, sendo dois inibidores da transcriptase reversa analogo de
nucleosideo (ITRN)/ ITRNt associados a uma outra classe de antirretrovirais (inibidor da
transcriptase reversa ndo andlogo de nucleosideo - ITRNN, Inibidor de protease — IP, ou
inibidor de integrase - INI). O efavirenz (EFZ) pertence a classe de ARV dos ITRNN.
Promove supressdo da replicacdo viral por longo prazo e possui perfil de toxicidade

favoravel (5).

Esquemas com EFV, possuem melhor perfil de toxicidade, maior comodidade
posoldgica, maiores taxas de adesdo ao tratamento em longo prazo, elevada poténcia de
inibicdo da replicagdo viral, maior efetividade e maior durabilidade da supresséo viral
quando comparados a esquemas estruturados com Inibidores de. Quando comparado aos
INI, 0 EFV apresentou alguns resultados desfavoraveis em relagdo a supressdo viral,
especialmente relacionados a descontinuidade por eventos adversos (5).

Além disso, caracteristicas como baixa solubilidade em &gua e consequente
lipofilia (Log P 4,6) e longa meia-vida do EFV sdo ideais para a veiculagdo em
nanossistemas que tenham afinidade pelo tecido cutaneo e dessa forma consigam permear

e entregar efetivamente o farmaco até os depoésitos virais.

6.2.2. Nanoparticulas poliméricas e PLGA

A grande variedade de polimeros existentes para este fim tem atraido grande
interesse para a area da nanotecnologia, uma vez que as estruturas poliméricas podem ser
facilmente modificadas de acordo com o objetivo pretendido atraves de rea¢des quimicas,
além de poderem libertar farmacos em locais especificos em resposta a estimulos

fisioldgicos. A incorporacgéo de certas funcionalidades as nanoparticulas pode modular a



resposta das NPs em ambientes bioldgicos sob diferentes pH, condi¢bes enzimaticas
oxidativas e redutivas, etc., ou em resposta a estimulos externos, tais como variacdo de
temperatura, irradiacdo com luz ou UV-vis, ativacdo com campos magnéticos, e aplicacéo
de ultra-som, etc. (47). Além disso, sdo consideradas mais estaveis que as particulas de

natureza lipidica.

Virios polimeros t€m sido largamente utilizados para a obtengao de nanoparticulas,
entretanto alguns tem recebido destaque pelas caracteristicas de serem biocompativeis e
biodegradaveis, e por esse motivo, serem seguros para administracdo. Dentre eles, o
acido poli(latico-co-glicolico) (PLGA) recebe destaque (48).

As nanoparticulas poliméricas foram obtidas através do método nanoprecipitacéo,

conforme descrito anteriormente.

6.2.3. Desenho experimental e ensaios

Para conduzir analises de maneira otimizada utiliza-se da metodologia de desenho
experimental, com a qual é possivel obter o0 maximo de informacdo dos experimentos
com o menor nimero de analises realizadas. Além disso, é importante a escolha das
variaveis que serdo manipuladas, as quais podem ser alteradas independente umas das
outras (variaveis independentes). O tipo de desenho a ser escolhido depende do modelo e
do objetivo do estudo a ser realizado (49).

Para otimizacdo desse estudo, foi realizado um desenho experimental do tipo
Plackett Burman, utilizando o software Statistica 10. O modelo Plackett Burman é uma
estratégia conhecida como “Quality By Design”, e € um dos modelos de desenho mais
utilizados. Esse tipo de modelo é usado para investigar n-1 variaveis em n experimentos,
em um tamanho de amostra multiplo de quatro. Com isso, foi possivel a criagdo de

diferentes modelos de nanoparticulas, com diferentes caracteristicas (49). Através do



desenho experimental foi possivel manipular variaveis em um nudmero reduzido de
experimentos. As variaveis dependentes e independentes foram escolhidas através do

estudo da literatura e de testes preliminares realizados no laboratorio (Tabela 1).

Tabela 1: Variaveis analisadas no desenho experimental e as respostas avaliadas.

Variaveis Independentes Variaveis Dependentes

Volume do solvente Potencial zeta

Quantidade do farmaco Capacidade de carga (cg)

Quantidade de polimero Eficiéncia de encapsulacéo (e.e)

Tipo do solvente Tamanho e indice de polidispersao

Apos classificar quais variaveis seriam manipuladas no experimento, foi escolhida
a quantidade de cada variavel que seria utilizada conforme o nimero de experimento,
como demonstrado na tabela abaixo.

Tabela 2: Niveis avaliados das variaveis independentes.

Formulagao | vol, Solvente (mL) | PLGA (mg) | EFZ (mg) | Tipo do Solvente
1 -1,00 (1 mL) -1,00 (10 mg) |-1,00 (3 mg)| 1,00 (DMSO)
2 -1,00 (1 mL) -1,00(10 mg) | 1,00 (6 mg) | 1,00 (DMSO)
3 -1,00 (1 mL) 1,00 (20 mg) |-1,00 (3 mg) | -1,00 (Acetona)
4 -1,00 (1 mL) 1,00 (20 mg) | 1,00 (6 mg) | -1,00 (Acetona)
5 1,00 (2 mL) -1,00 (10 mg) |-1,00 (3 mg) | -1,00 (Acetona)
6 1,00 (2 mL) -1,00 (10 mg) | 1,00 (6 mg) | -1,00 (Acetona)
7 1,00 (2 mL) 1,00 (20 mg) [-1,00 (3mg)| 1,00 (DMSO)
8 1,00 (2 mL) 1,00 (20 mg) | 1,00 (6 mg) | 1,00 (DMSO)




As amostras foram enumeradas de um a oito, cada uma contendo diferentes
volumes de solvente, quantidades de polimero, quantidades de farmaco e tipo do solvente.
Posteriormente, foram caracterizadas quanto ao tamanho, potencial zeta, indice de
polidisperséo, eficiéncia de encapsulacéo e capacidade de carga.

Os resultados obtidos apds a caracterizacao estdo listados na Tabela 3.

Tabela 3: Resultados obtidos apds caracterizacdo das formulacGes obtidas.

Amostra | . manho (51%'3) Poéeer;;'a' EE (%) | DL (%)

1 82.74 147 28 28 0,6
2 96,1 386 319 33 11,9
3 1546 137 38,9 222 31
2 161 156 388 37,6 8,6
5 149.4 25 227 0 0

6 121,8 52 26,8 185 18,1
7 152,3 331 18 18 0.2
8 716 167 26,4 231 10,4

Os resultados foram analisados através do grafico de Pareto, e permitiu a
verificagdo do que foi estatisticamente significativo para as amostras através das variaveis
estudadas, conforme descrito anteriormente. Consideramos estatisticamente significativo
os valores de p que forem inferiores a 0,05, com 95% de nivel de confianca.

As particulas obtidas apresentaram um tamanho que variou entre 161 e 82,74; PDI
entre 386 e 25; potencial zeta entre -38,9 e -18; eficiéncia de encapsulagéo entre 48,5 e 0;
e capacidade de carga entre 18,1 e 0.

Para o tamanho e indice de polidispersao, foi estatisticamente significativo apenas
o tipo de solvente. (Figura 3A e 3B). Conforme analisado, a escolha do solvente ¢ crucial
para o tamanho da particula, sendo bastante relevante no encapsulamento de drogas pouco

soltveis. Conforme observamos, os experimentos que foram realizados utilizando o



solvente DMSO apresentou particulas menores, enquanto com a acetona as particulas se
tornaram maiores. Conforme achados na literatura, a alta taxa de difusdo de solvente/fase
aquosa torna as particulas menores, alem disso, as particulas menores formadas pelo
DMSO podem ser explicadas pela maior solubilidade do polimero nesse solvente. Essa
diferenca caracteriza uma disparidade entre as amostras, descrevendo uma distribuicédo

heterogénea entre as particulas, justificando o valor de PDI mais elevado (50).

Para o potencial zeta foi significativo o volume do solvente, o tipo de solvente e a
quantidade de farmaco (Figura 3C). O potencial zeta esta relacionado com a medida de
carga elétrica presente na superficie das particulas e esta relacionado com a estabilidade
da amostra. Dessa forma, particulas neutras (préximas de 0) estdo relacionadas com
instabilidade e agregacdo das particulas, visto que particulas carregadas negativamente se
repelem e ndo causam aglomerados. Em relagdo a varidvel volume do solvente, foi
observado que o menor volume de solvente (ImL) produziu um potencial zeta mais

negativo e proximo de -30. Além disso, o tipo de solvente também foi significativo.

As particulas com solvente DMSO e maior volume de solvente (2mL) tornaram
as particulas com potencial zeta mais préximo de 0 (NP 7 e 8), ndo sofrendo muitas
,alteracdes nos valores quando utilizado o mesmo volume e acetona (NP 5 e 6). As
particulas com menor volume de solvente (1mL) obtiveram um potencial zeta mais
negativo e distante de zero, caracterizando particulas mais estaveis. As particulas com
acetona e menor volume foram as que apresentaram o potencial mais negativo, com
valor de aproximadamente -38. Em relacdo a quantidade farmaco, a maior concentragao
(6mg) produziu particulas com valores de -38,8 a -26,8. Enquanto a menor concentragao
(3mg) produziu particulas mais instaveis, com valores de -38,8 a -18. Concluimos que a
maior concentragdo de EFZ somado ao menor volume de solvente e o tipo de solvente

acetona, tornou a carga das particulas mais negativa e consequentemente mais estaveis.



Para as variaveis eficiéncia de encapsulacdo e capacidade de carreamento (DL),
apenas a quantidade de farmaco foi estatisticamente significativo. (Figura 3D e 3E). O
carreamento do farmaco € o processo de incorporacdo do medicamento na matriz
polimérica e a liberacao do farmaco é o processo inverso, no qual as moléculas de farmaco
sdo liberadas da fase sélida e ficam disponiveis para absorcao e acdo farmacoldgica. Ja a
eficiéncia de encapsulacao (EE) descreve a eficiéncia do método utilizado para incorporar
a droga no sistema carreador. Foi analisado que para a capacidade de carreamento, um
volume maior de farmaco (6mg) produziu particulas com CG e EE mais positivas, com
resultado de EE variando entre 48,5 e 33 enquanto os valores de DL variaram de 18,1 a
8,6. Os valores diferiram significativamente quando comparados a CG e EE nas particulas
com menor concentracdo de farmaco (3 mg), o que nos afirma que a maior concentracdo
de farmaco aumenta a capacidade de carreamento da particula e a eficiéncia de
encapsulacdo do método escolhido, o que revela que o sistema polimérico tem afinidade

pelo farmaco.

(A) (8)

Pareto Chart of Standardized Effects, Variable: PDI (x10%)
4 Factor Screening Design; MS Residual=13574,46
DV: PDI (x10%)

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Tamanho
4 Factor Screening Design; MS Residual=922,3111
DV: Tamanho

i
I (4)Tipo do Solvente 2.0058
(4)Tipo do Solvente 2,14277-

(1)Vol Solvente (mL) - 761671

(2)PLGA (mg) 1,041466

(2)PLGA (mg) 5492529
(3)EFZ (mg) -1,03076

(3)EFZ (mg) 3671801
(1)Vol Solvente (mL) 0076835

p=.15

p=.15 Standardized Effect Estimate (Absolute Value)
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)



(1)Vol Solvente (mL)

(4)Tipo do Solvente

(3)EFZ (mg)

(2)PLGA (mg)

(C)

DV: Potencial Zeta

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Potencial Zeta
4 Factor Screening Design: MS Residual=6,027917

-2,34725

-1.82884

3,297668

p=.

15

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

(D)

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: EE (%)
4 Factor Screening Design; MS Residual=103,975

DV: EE (%)

(3)EFZ (mg)

_4‘69A715

(4)Tipo do Solvente

-.956973

(2)PLGA (mg)

7073278

(1)Vol Solvente (mL) -07628

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: DL (%)
4 Factor Screening Design; MS Residual=13,51458

()EFZ (mg)
(2)PLGA (mg) 798237
(4)Tipo do Solvente -64436

(1)Vol Solvente (mL) 432779

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

p=.15

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 3: Graficos de pareto dos resultados obtidos para cada variavel dependente:
tamanho (A), indice de polidispersdo (B), potencial zeta (C), eficiéncia de encapsulacédo
(D) e capacidade de carga (E).

A partir desse estudo, foi possivel avaliar quais as variaveis que mais

influenciavam nas variaveis dependentes, e assim selecionar uma melhor formulacdo que

apresentasse caracteristicas ideais para 0 objetivo proposto considerando os parametros

de desejabilidade para uma administracdo transdérmica com alcance linfatico: tamanho

abaixo de 200nm e preferencialmente maior que 10nm para ndo alcancar a circulacéo




sistémica e sim a linfatica, PDI menor que 0,2 e potencial zeta com menor valor possivel
e maxima EE e CG. A formulacédo selecionada foi a formulacdo NP 6 obtida com 2 mL
de solvente, 10 mg de PLGA, 6 mg de EFZ e acetona como fase organica, que
apresentaram os resultados: tamanho abaixo de 200nm, PDI 0,5, potencial zeta -26,8 e
CG e DL maiores (48,5 e 18,1 respectivamente). Apesar do PDI ter ficado um pouco mais
elevado do que esperado, foi importante para comparar a disparidade de resultados
utilizando solventes diferentes. Contudo, essa formulacdo obteve maior capacidade de
carreamento de droga e apresentou a maior eficiéncia do método, com o maior valor de
EE. Além de ter apresentado o tamanho médio de 121 nm, sendo ideal para o alcance

linfatico através da administracdo transdéermica.

7. Conclusoes

Em conclusdo, a partir do trabalho desenvolvido foi possivel obter um bom
aproveitamento tedrico acerca da importancia e aplicabilidade dos nanossistemas para
aplicacdo transdérmica com alcance linfatico. Essa pesquisa fortalece a terapia via
linfatica e a nanotecnologia no estado, visto que ainda sao formas de terapia ainda pouco
exploradas e disseminadas a nivel nacional.

A nanotecnologia é uma forma de modificar estrategicamente as propriedades das
moléculas de forma promissora para as mais variadas patologias e nos permite melhorar
farmacos ja utilizados mas que apresentem grande toxicidade, baixa biodisponibilidade
em determinada via ou resisténcia medicamentosa. Ademais, a via transdérmica apresenta
grandes vantagens em comparagdo com as vias usuais e possibilita aumentar
consideravelmente a adesdo do paciente ao tratamento, por ser menos incbmoda, indolor,

livre de efeitos hepaticos e renais e sem necessidade de altas dosagens para obtencao da



resposta terapéutica. Alem disso, criancas, idosos e pessoas com problemas de degluticdo
ou pacientes hepaticos e renais podem ser beneficiar dessa forma de administracéo.

Com base nos resultados praticos, com a utilizacdo da metodologia Quality By Design foi
possivel obter uma formulacdo otimizada com o0 menor nimero de experimentos e com
os resultados de acordo com o objetivo do trabalho e com as especificidades que a via
requer transdérmica/linfatica requer. A formulacdo otimizada permite um bom
carreamento do Efavirenz, apresentou boa estabilidade coloidal e com tamanho adequado

para aplicacdo transdérmica/ganglionar.
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