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RESUMO

Ritonavir € um farmaco inibidor de protease utilizado como monoterapia ou em
combinagdo com outros antirretrovirais para o tratamento da infeccdo do Virus da
Imunodeficiéncia Humana em criancas. A posologia duas vezes ao dia € um desafio
para criancas e o gosto amargo metalico torna ainda mais dificil a adesdo ao
tratamento. O objetivo deste estudo foi desenvolver e avaliar formulacdes de
nanoparticulas contendo ritonavir para obter uma liberacdo prolongada. Trés
nanoparticulas foram preparadas pela técnica de deposicdo interfacial de polimero
pré-formado, utilizando Eudragit RS100. Ritonavir 1 mg/mL foi encapsulado no
ndcleo composto por acido oleico, policaprolactona triol 300 ou policaprolactona triol
900. A fase aquosa foi composta por agua e polissorbato 80. As suspensdes foram
caracterizadas quanto a distribuicdo de tamanho, Span, potencial zeta, pH, teor e
eficiéncia de encapsulacdo. A morfologia foi avaliada através de microscopia
eletrdnica de transmissdo. Um estudo de degradacdo em fluido gastrico simulado foi
realizado, bem como um estudo da liberacdo in vitro. Mucoadesdo também foi
avaliada através do tamanho de particula e potencial zeta. O sabor das formulacdes
foi avaliado através de painel sensorial humano com 10 voluntarios. As
nanoparticulas preparadas com &cido oleico apresentaram tamanho de 139 nm,
potencial zeta -9,4 mV, Span 0,93, pH 3,29 e teor de 71 %. Nanoparticulas de PCLT
300 apresentaram tamanho médio de 559 nm, potencial zeta 5,9 mV, Span 1,66, pH
foi 4,23 e teor foi 73 %. Finalmente, nanoparticulas de PCLT 900 apresentaram
tamanho médio de 120 nm, Span 0,83, potencial zeta 7,0 mV, pH 4,2 e teor de 81%.
O ritonavir foi 100 % encapsulado em todas as formulagdes. Imagens de
microscopia eletrbnica de transmissdo demonstraram particulas esféricas. A
formulacdo de policaprolactona triol 900 foi estavel por 30 dias em temperatura
ambiente, enquanto as formulacdes de acido oleico e policaprolactona triol 300, 15
dias. A taxa de liberacdo do ritonavir foi maior e mais rapida para a solucdo de
ritonavir, comparado as nanoparticulas. A taxa de degradacdo da formulacdo com
acido oleico foi maior comparada as outras formulacbes. Todas formulacdes
apresentaram propriedades mucoadesivas e a avaliacdo do sabor indicou que o
tamanho de particula pode influenciar na percepcado, ja que a nanoparticula com
maior tamanho-promoveu piora do sabor.

Palavras-chave: Nanoparticulas. HIV. Criancas. Liberac&o. Ritonavir. Sabor.






ABSTRACT

Development of nanostructured systems containing Ritonavir for oral administration
Ritonavir is a protease inhibitor drug used as monotherapy or in combination with
other antiretrovirals for the treatment of pediatric Human Immunodeficiency Virus
infection. The twice daily posology is a challenge for children and the bitter metallic
taste makes the adherence to the treatment even more difficult. The aim of this study
was to develop and evaluate nanoparticle formulations containing Ritonavir for a
sustained delivery. Three nanoparticles suspensions were prepared by interfacial
deposition of preformed polymer, using Eudragit RS100. Ritonavir 1 mg mL™* was
encapsulated in the core composed by oleic acid, polycaprolactone triol 300 or
polycaprolactone triol 900. The aqueous phase was composed of water and
polysorbate 80. The suspensions were characterized in terms of size distribution,
Span, zeta potential, pH, drug content and encapsulation efficiency. The morphology
was evaluated by transmission electronic microscopy. A simulated gastric fluid
degradation study was performed, as well as an in vitro drug release study.
Mucoadhesion was also evaluated through particle size and zeta potential. The
formulations taste was analyzed through a sensory panel with 10 volunteers. The
nanoparticles prepared with oleic acid showed mean size of 139 nm, zeta potential —
9.4 mV, Span was 0.93, pH 3.29 and drug content was 71%. The polycaprolactone
triol 300 nanoparticles showed mean size of 559 nm, Span was 1.66, zeta potential
was 5.9 mV, pH 4.23, and drug content was 73 %. Finally, the PCLT 900
nanoparticles showed mean size of 120 nm, Span was 0.83, zeta potential was 7.0
mV, pH 4.2, and drug content was 81 %. The ritonavir was 100 % encapsulated in all
prepared formulations. Transmission electronic microscopy photomicrographs
demonstrated spherical particles. The polycaprolactone triol 900 formulation was
stable for 30 days at room temperature, while oleic acid and polycaprolactone triol
300 formulations, 15 days. The release rate of the ritonavir was higher and faster for
the free ritonavir than from nanoparticles. The degradation rate of the formulation
with oleic acid showed was higher than the other formulations. The formulations
tested showed mucoadhesive properties and taste evaluation indicated that particle
size may influence taste perception, since the formulation with larger size of the
nanoparticles, worsened the taste of suspension.

Keywords: Nanoparticles. HIV. Children. Drug release. Ritonavir. Taste.
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Esta dissertacéo foi elaborada em forma de capitulo:

Capitulo I: este capitulo foi escrito na forma de artigo para ser submetido a

revista cientifica na area de nanotecnologia farmacéutica.
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1.1 VIRUS DA IMUNODEFICIENCIA HUMANA

1.1.1 Histoérico e dados epidemioldgicos

A epidemia causada pelo virus da imunodeficiéncia humana (VIH) foi
reconhecida pela primeira vez nos Estados Unidos no inicio da década de 1981, em
moradores de S&o Francisco e Nova York, que apresentavam Sarcoma de Kaposi,
Pneumonia por Pneumocystis carinii @ comprometimento do sistema imune. Os
pesquisadores entenderam que se tratava de uma nova doencga infecciosa e
transmissivel. Em 1983, o agente etioldgico foi identificado e tratava-se de um
retrovirus humano, atualmente denominado Virus da Imunodeficiéncia Humana, HIV.
Em 1985, houve um teste sorolégico para identificar individuos infectados
(OLIVEIRA; SANTOS; MELLO, 2001).

Em 2017, dados divulgados pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
apontam gue aproximadamente 36,7 milhdes de pessoas vivem com o HIV em todo
o mundo, destes, 2,1 milhdes séo criancas, dentre os quais apenas 43% recebem
terapia antirretroviral (ART). Em 2016, 1 milhdo de pessoas morreram em
decorréncias relacionadas a AIDS em nivel mundial (WHO, 2017).

Segundo dados divulgados pela OMS, estima-se que 1,3 milhdes de mulheres
gue vivem com HIV engravidam por ano. E em 2016, 160.000 criancas foram recém
infectadas com o virus. Embora este nimero seja expressivo, 0 auge da epidemia
alcancou cerca de 500.000 criancgas infectadas a cada ano (WHO, 2017).

A infeccdo por HIV em lactentes resulta em mortalidade precoce para muitos
ou cria uma condi¢do cronica ao longo da vida que reduz consideravelmente a
expectativa de vida (WHO, 2017).

1.1.2 Transmisséo e replicacao do virus

A transmissao do virus se da principalmente através do contato sexual, uso
compartilhado de seringas e agulhas contaminadas, transfusdo sanguinea,
transmissao vertical, que é aquela passada da mée para o filho durante o periodo da
gestacdo e parto, e transmissdo durante a amamentacdo (méae portadora do virus ao

amamentar o recém-nascido) (SETHI, 2002).
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O virus HIV pertence a familia Retroviridae. Morfologicamente, € uma
particula esférica, que mede de 100 — 120 nm de didmetro, em seu nucleo apresenta
duas coépias de RNA, encapsulados por um nucleocapsideo, capsideo e um
envelope externo composto por uma bicamada fosfolipidica. No seu genoma, possui
3 genes que codificam as proteinas estruturais e enzimas virais, gag, pol e env
(BRASIL, 2015; DAS NEVES et al., 2010; LEVY, 2007).

Glicoproteina

Capsideo

Transcriptase
Reversa

Envelope

Figura 1 — Estruturado VIH

Fonte: Ciéncia informativa (2018).

A partir da entrada do virus no organismo, ocorre uma alta replicacdo, na
grande maioria das vezes, atingindo 6rgédos linfaticos (MACHADO, 1998). O VIH
apresenta uma habilidade singular de livrar-se da atividade humoral (anticorpos),
atacando e eliminando as células T CD4", que sdo responsaveis pela defesa do
organismo, dessa maneira, destruindo de fato o sistema imune do portador do virus
(MARTIN, 1998).

O ciclo de replicacéo do virus se da através da ligacao de glicoproteinas virais
(gp120), ao receptor especifico da superficie celular, principalmente os linfécitos T —
CD4, apos essa ligacao, ocorre a fusdo do envelope do virus com a membrana da
célula, entrando no citoplasma e liberando o seu nucleo. A enzima transcriptase
reversa transforma a dupla fita de RNA viral em DNA pro-viral, que se une ao
material genético da célula hospedeira. O transporte do DNA complementar para o
ndcleo da célula havendo integracdo do genoma celular (provirus) é realizado pela

enzima integrase. Este provirus € reativado e assim produz RNA mensageiro viral. A
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enzima protease produz proteinas virais e as quebra em subunidades. Estas
regulam a sintese de novos genomas virais e formam a estrutura externa de novos
virus, podendo permanecerem no fluido extracelular ou infectar novas células
(SOUZA; ALMEIDA, 2003).

1.1.3 Prevencgdao e diagnostico

A prevencao é um processo de suma importancia para o controle da infeccao
do virus do HIV ndo s6 a nivel nacional, como mundial. Recomendacdes e
orientagfes béasicas s8o necessarias tanto em escolas, iniciando o processo de
conscientizacdo precocemente no inicio do ciclo escolar, quanto em midias sociais
por parte do governo e sociedade para que a informacao alcance todas as pessoas
(BRASIL, 2008).

Abordagens preventivas objetivam prevenir a transmissao do HIV para outras
pessoas, evitar a reinfeccdo e a aquisicdo de outros agravos como Sifilis, virus da
hepatite B e/ou hepatite C. Um dos recursos mais importantes é utilizacdo de
preservativos e o uso adequado de agulhas e seringas, nunca as reutilizando. A
orientacdo as gestantes portadoras do virus também é de grande importancia,
referente a transmisséo vertical (BRASIL, 2008).

O diagnostico do HIV é realizado através de exame sorologico baseado no
aparecimento de anticorpos Anti-HIV ap0s a exposicdo ao virus. Antes de iniciar a
testagem, o paciente deve ser esclarecido quanto as formas de transmisséo,
significado dos resultados dos exames, e sobre a chamada janela imunoldgica, que
€ o periodo entre a infe¢do pelo HIV, até a primeira deteccdo de anticorpos Anti-HIV,
que durante uma infeccdo recente, podem estar em niveis mais baixos e ndo serem
detectados (BRASIL, 2008).

Em criancas e recém-nascidos, a identificacdo precoce é essencial para dar
inicio a terapia antirretroviral e tomar o0s cuidados necessarios quanto ao
aparecimento de infec¢des oportunistas. Todos os recém-nascidos expostos ao HIV
devem receber profilaxia com antirretrovirais, o qual devera ser administrado logo
apos o nascimento (BRASIL, 2017a).

Os testes para detecgédo podem ser classificados como ensaios de triagem e
ensaios confirmatérios. O teste de triagem utilizado no Brasil € o Elisa, que foi

desenvolvido para detectar todos os individuos infectados, e € um ensaio
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considerado muito sensivel, produzindo poucos resultados falso-negativo. J& os
ensaios confirmatérios, identificam os individuos que ndo estédo infectados, mas tem
resultados reativos nos ensaios de triagem. Imunofluorescéncia indireta, Imunoblot e
Western blot sdo os ensaios confirmatorios utilizados, e sdo considerados muito
especificos, gerando poucos resultados falso-positivo (ABERG et al., 2009; BRASIL,
2008; DAMHORST et al., 2013).

1.2 TERAPIA ANTIRRETROVIRAL

No ano de 1996, houve um uso generalizado de combinacdes efetivas de
medicamentos antiretrovirais inicialmente denominada terapia antiretroviral
altamente ativada ou HAART, ou referido como cART, nos Estados Unidos e Europa
Ocidental (WING, 2016).

A terapia antirretroviral consiste no uso de medicamentos altamente eficazes
em controlar e inibir a replicacdo viral do HIV de forma completa e duradoura,
evitando ao maximo, altos niveis de toxicidade, o que implica na administracédo
concomitante de multiplos farmacos (RAFFANTI; HAAS, 2001).

Uma das principais causas da nao adesdo de pacientes ao tratamento € a
complexidade do esquema terapéutico, dentre outras. Isso resulta em uma falha
terapéutica muito significativa que pode ocasionar a morte. Estudos relatam que
para atingir uma Otima resposta ao tratamento com inibidores de protease mais
inibidores nucleosidicos da transcriptase reversa, é necessaria uma adeséao de pelo
menos 95 % (RAFFANTI; HAAS, 2001).

Dentre os fatores que influenciam na adesdo ao tratamento em criancas,
podemos citar 0os cuidadores, que sdo as pessoas responsaveis em administrar 0s
medicamentos em criancas mais novas. Estes devem sempre receber orientacbes
referente a preparacdo, doses e horario de administracdo. Outro fator é a
apresentacdo e palatabilidade da formulagdo. Alguns medicamentos nao
apresentam forma liquida ou seu sabor néo é tolerado (BRASIL, 2017a).

Em muitos casos, € comum 0 aparecimento de virus resistentes a alguns
farmacos em pacientes em inicio de tratamento, dessa maneira, € prudente ter em
mente a possibilidade de novas opc¢des de tratamento (RAFFANTI; HAAS, 2001).

Mais de 30 medicamentos para o tratamento do HIV estdo disponiveis para

combater a infeccdo pelo virus. Estes estdo divididos em classes terapéuticas de
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acordo com a sua agao, tais como, inibidores de fuséo, inibidores da protease,
inibidores da transcriptase reversa, inibidores da integrase e inibidores da
maturacdo. O determinante para a escolha do farmaco a ser utilizado séo fatores
como o estagio da doenca, custo da terapia, caracteristicas do paciente como a
idade, seus efeitos toxicoldgicos e reacdes adversas e a resisténcia do farmaco a
doengca (CUNICO; GOMES; VELLASCO JUNIOR, 2008; DE CLERCQ, 2007;
HAMMER et al., 2008).

Sao chamados farmacos inibidores de fusdo aqueles que atacam e impedem
o virus de entrar nas células de defesa do organismo. O farmaco representante da
classe é enfuvirtida (T20), que impede a fusdo do virus com a membrana celular
(CUNICO; GOMES; VELLASCO JUNIOR, 2008).

Os farmacos inibidores de integrase sdo aqueles que apresentam atividade
inibitéria desta enzima, que é a responsavel pela insercdo do DNA do HIV ao DNA
humano, inibindo assim, a replicacdo do virus e sua capacidade de infectar novas
células. Esta classe tem sido empregada como primeira opc¢do no tratamento inicial
de pacientes com o virus. Seus representantes sdo raltegravir e dolutegravir
(CUNICO; GOMES; VELLASCO JUNIOR, 2008; LOPES, 2016).

Os inibidores da transcriptase reversa atuam sobre a enzima da transcriptase
reversa, deixando a cadeia de DNA que o virus cria dentro da célula de defesa do
organismo, defeituosa. Dessa forma, o virus ndo se reproduz. Os farmacos
pertencentes a esta classe sao abacavir, lamivudina, zidovudina (CUNICO; GOMES;
VELLASCO JUNIOR, 2008).

Inibidores da maturacdo destacam-se como uma nova classe de
medicamentos para a terapia. O beverimat era o farmaco que estava em
desenvolvimento, mas ndo apresentou eficacia esperada nos estudos fase Il por
polimorfismos. A molécula BMS-966176 esta sendo estudada e testada (LOPES,
2016).
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Figura 2 — Ciclo de replicac&o do VIH, mostrando os locais de acéo dos agentes antirretrovirais
Fonte: Raffanti; Haas (2001).

1.2.1 Inibidores da Protease

O farmaco inibidor de protease é um dos componentes mais importantes na
terapia de combinacdo de antirretrovirais. Em comparacdo com a terapia a base de
inibidor de transcriptase reversa ndo nucleosidico, o inibidor de protease apresenta
menor nivel de resisténcia. Porém, efeitos colaterais associados a estes farmacos,
prejudicam a adesdo ao tratamento, sendo um grande obstaculo no tratamento de
pacientes infectados (LV; CHU; WANG, 2015).

No ciclo de replicagdo do virus HIV, a protease € uma enzima essencial para
gue ocorra a maturacao viral. Devido a este papel importante, ela se torna um alvo
muito popular para desenvolver um novo farmaco. Atualmente, existem varios
farmacos pertencentes a esta classe, alguns deles séo indinavir, ritonavir,
saquinavir, nelfinavir, amprenavir, lopinavir, atazanavir e darunavir, e seus efeitos
colaterais no tratamento a longo prazo incluem dislipidemia e doencas
cardiovasculares (LV; CHU; WANG, 2015).

1.3 RITONAVIR
O ritonavir (RIT), aprovado pelo FDA (Food and Drug Administration), em

marco de 1996, é um inibidor competitivo peptidomimético de protease, do virus da

imunodeficiéncia humana, voltado exclusivamente para o tratamento da AIDS como
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monoterapia ou em combinacdo com outros farmacos denominados como analogos
de nucleosideos (CINTRA, 2001).

Apresenta-se como poO branco, lipofilico, livremente solivel em metanol,
etanol, solivel em isopropanol, ligeiramente solivel em acetona, muito pouco
soluvel em acetonitrila e praticamente insolivel em agua. Além disso, apresenta
sabor amargo-metélico (ABBOTT, 2018; BUDAVARI, 2001; WHO, 2005). Conforme
o Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica (SCB), o RIT pertence a classe 1V,
caracterizando-se como um farmaco de baixa solubilidade e baixa permeabilidade
(LINDENBERG; KOPP; DRESSMAN, 2004).

Sua férmula molecular é C37H48N605S2 e massa molecular 720,96 g/mol. O
seu nome quimico é éster 5-tiazolil-metil do acido (5S, 8S, 10S, 11S)-10-hidroxi-2-
metil-5-(1-metiletil)-1-[2-(1=metiletil)-4-tiazoli]-3,6-dioxo-8,11-bis(fenilmetil)-2,4,7,12-
tetra-azatridecano-13-6ico (RAFFANTI; HAAS, 2001).

No mercado farmacéutico, o medicamento de referéncia do RIT é produzido
pelo laboratério Abbott, com nome comercial de Norvir®, nas apresentacdes solucdo
oral 80mg/mL e capsula mole 100 mg (BAUER et al., 2001). A administracao € via
oral, na dose de 600 mg duas vezes ao dia par adultos, totalizando uma dose diaria
de 1.200 mg (KOROLKOVAS, 2004). A solucédo oral contém excipientes como alcool
etilico (43,2 %), agua deionizada, 6leo de ricino, propilenoglicol e aromatizantes
(ABBOTT, 2018).

Para administracdo em criancas, o RIT deve ser utilizado em combinacgéo
com outros antirretrovirais. A dose recomendada em criangcas com mais de 1 més de
idade é de 350 a 400 mg/m? de superficie corporal, por via oral, duas vezes por dia e
nao deve exceder 600 mg (7,5 mL) duas vezes por dia. Deve ser levada em
consideracdo a quantidade total de alcool, a fim de evitar a toxicidade (ABBOTT,
2018). Dados sobre a area de superficie corporal irdo guiar o médico quanto a

posologia pediatrica (Tabela 1).
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Tabela 1 — Guia para doses pediatricas de ritonavir

Posologia pediatrica ritonavir

Area de 2 doses diarias 2 doses diarias 2 doses diérias 2 doses diarias
superficie 250 mg/m® 300 mg/m® 350 mg/m? 400 mg/m”
corporal (m?)

0,20 0,6 mL (50 mg) 0,75 mL (60 mg) 0,9 mL (70 mg) 1,0 mL (80 mg)
0,25 0,8 mL (62,5 mg) 0,9 mL (75 mg) 1,1mL (87,5mg) 1,25 mL (100 mg)
0,50 1,6 mL (125 mg) 1,9 mL (150 mg) 2,2 mL (175 mg) 2,5 mL (200 mg)
0,75 23mL (187,5mg) 2,8mL(225mg) 3,3mL (262,5mg) 3,75 mL (300 mg)
1,00 3,1 mL (250 mg) 3,75mL (300 mg) 4,4 mL (350 mg) 5 mL (400 mg)
1,25 3,9mL (3125mg) 4,7mL((375mg) 55mL (437,5mg) 6,25 mL (500mg)
1,50 4,7 mL (375 mg) 5,6 mL (450 mg) 6,6 mL (525 mg) 7,5 mL (600 mg)

O RIT € um agente antirretroviral que apresenta atividade seletiva pela
protease do HIV, fazendo com que as particulas virais produzidas sejam imaturas e,
portanto, incapazes de iniciar um novo ciclo de infec¢do celular. O farmaco é mais
ativo contra o HIV-1 do que contra o HIV-2 (ROITT; BROSTOFF, 1989).
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Figura 3 — Estrutura quimica do Ritonavir
Fonte: Chemical book (2018).

o

\
5—

Uma das caracteristicas do RIT é o polimorfismo. Num primeiro momento, foi
identificado apenas uma forma de cristal de RIT (monoclinico). Essa forma ndo é
suficientemente biodisponivel para administracdo oral no estado sdlido, precisando
assim, ser reformulado na forma de solug&o oral ou cdpsula preenchida com solugéo
hidroalcodlica contendo o farmaco dissolvido (BAUER et al., 2001). Posteriormente,
foram identificadas cinco formas polimorficas, incluindo a anterior (MORISSETTE et
al., 2003).

Substancias e compostos farmacéuticos que apresentam polimorfismo
necessitam de atencdo especial no que tange a qualidade e o desempenho do
farmaco, como a biodisponibilidade, estabilidade e dissolu¢cdo. O aparecimento

inesperado de uma nova forma polimérfica pode trazer com ela sérias
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consequéncias comerciais, como 0 atraso no desenvolvimento de um produto e
interrupcdo da producdo comercial (INTERNATIONAL CONFERENCE ON
HARMONISATION - ICH, 1999; RAW et al., 2004).

O RIT pode ser utilizado por adultos e criangas para o tratamento da infeccao
do HIV. Reduz significativamente os niveis plasmaticos de RNA do HIV-1 em
pacientes com cepas sensiveis. Foi o primeiro farmaco a trazer beneficio na
sobrevida dos pacientes com a doenca em fase avancada. Estudos clinicos
comprovaram a eficacia do farmaco em combinagdo com outro inibidor da protease
(GISOLF et al., 2000; TAVEL; MILLER; MASUR, 1999).

Seu mecanismo de acao consiste em ligar-se reversivelmente ao sitio ativo da
protease, inibindo o processamento do polipeptideo e consequentemente a
maturacdo do virus. Dessa maneira, todo virus produzido durante o tratamento com
RIT, se torna imaturo e consequentemente nao infeccioso. Casos de mutacao e
resisténcia ao farmaco séo descritos durante a replicacdo viral em pacientes que
fazem uso do mesmo (RAFFANTI; HAAS, 2001).

No que tange a absorcdo, o RIT € absorvido por via oral, alcancando uma
biodisponibilidade préxima a 100 % quando administrado concomitante a alimentos
(TAVARES, 1996; RAFFANTI; HAAS, 2001). Segundo dados do fabricante, quando
o RIT é administrado junto com as refei¢des, a sua absor¢do foi 13 % maior quando
comparado com uma administracdo em jejum (ABBOTT, 2018).

Sua metabolizacdo ocorre no figado principalmente pelas isoformas do
citocromo P450, como a CYP3A4. AplOs esse processo, € eliminado do organismo
através da urina e fezes, 11 e 86 %, respectivamente. O tempo de meia-vida é de 3
a 5 horas e a ligacdo as proteinas plasmaticas como albumina e sérica e
glicoproteina-a 1 acida humana é de 98 a 99 % (ABBOT, 2018; KOROLKOVAS,
2004; RAFFANTI; HAAS, 2001).

Alguns farmacos como saquinavir e lopinavir, possuem sua biodisponibilidade
oral bem limitada, com isso, fez com que se estudasse o efeito e utilizasse o RIT
como potencializador farmacocinético para aumentar as concentracdes plasméaticas
destes farmacos inibidores de protease. Assim, a administracdo em conjunto de dois
farmacos como RIT e lopinavir aumenta o tempo de meia-vida, a area sob a curva
plasmatica e as concentragdes minimas do farmaco (RAFFANTI; HAAS, 2001).

Em relagéo aos efeitos adversos do RIT, cabe ressaltar que dependem da

dose, e os principais sintomas descritos sdo dor abdominal, nauseas, diarreia,
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anorexia e alteracbes no paladar. Nao sao raros o aparecimento de parestesias
periféricas e peitorais. O escalonamento da dose nas primeiras semanas de
tratamento, garante ao paciente uma diminuicdo dos sintomas e reacfes adversas,
quando comparado a utilizac&o integral da dose no inicio do tratamento. E melhor
tolerado quando administrado junto com alimentos, e em longo prazo, também pode
contribuir com o aparecimento de placas de ateroma, pois provoca elevacdes
dependentes da dose dos niveis seéricos de colesterol e triglicerideos (RAFFANTI,
HAAS, 2001).

Devido ao efeito inibitério da CYP3A4 causado pelo RIT, os niveis
plasmaticos de alguns farmacos tendem a aumentar consideravelmente. Dentre
estes, estdo a amiodarona, propafenona, pimozida, cisaprida, triazolam e
midazolam. Dessa forma, esta contraindicado o uso destes farmacos concomitante
ao ritonavir, devido ao risco de arritmias cardiacas fatais e seda¢do prolongada,
dependendo do farmaco utilizado. Outro farmaco a ser considerado e evitado é a
rifabutina, que administrado junto ao RIT, pode causar toxicidade. Por possuir alcool
em sua composi¢cdo, a administracdo com dissulfiram pode ocasionar algumas
reacOes desagradaveis, devido a este farmaco ser indicado para o tratamento do
alcoolismo (RAFFANTI; HAAS, 2001).

Da mesma forma, deve ser evitada a administracdo concomitante ao RIT, de
farmacos que induzem a atividade da CYP3A4, o que leva a uma diminuicdo dos
niveis plasmaticos do antirretroviral, como exemplo podemos citar a rifampicina, que
pertence a classe dos antibiéticos (RAFFANTI; HAAS, 2001).

1.4 NANOTECNOLOGIA

A area das ciéncias farmacéuticas engloba um setor que cresce
constantemente no ambito do desenvolvimento de novas tecnologias em escala
nanomeétrica ou micromeétrica, a nanotecnologia farmacéutica, que envolve as etapas
de desenvolvimento, caracterizacao e aplicacdo destes sistemas para alavancar um
direcionamento a um sitio especifico e conseguir uma liberacdo prolongada
(SAKATA et al., 2007).

Carreadores nanotecnologicos surgiram como op¢do em mudangas na
distribuicdo de farmacos antirretrovirais, conferindo a estes sistemas, vantagens

farmacoldgicas quando comparados aos farmacos, como, por exemplo, o
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reconhecimento imunolégico e a passagem através de barreiras bioldgicas
(PARBOOSING et al., 2012).

Sistemas nanotecnoldgicos para administracdo de terapia antirretroviral estao
diretamente envolvidos com a modulacdo da farmacocinética das moléculas
incorporadas. A absorcao, distribuicdo e eliminacdo do farmaco sdo determinadas
pelas propriedades dos nanossistemas, como tamanho, carga da particula e
superficie, e ndo pelas propriedades do farmaco convencional (LI; HUANG, 2008).

A nanotecnologia tem demonstrado ter capacidade para melhorar a
permeabilidade, solubilidade, estabilidade e farmacocinética dos antirretrovirais,
conferindo liberacdo prolongada ou efetivo combate ao virus HIV. Tais
caracteristicas se sobressaem para conferir beneficio em reduzir a dosagem
administrada, podendo melhorar a adesdo do paciente ao tratamento. Também
podem reduzir a toxicidade dos medicamentos, desde que seja assegurada a
qualidade dos materiais empregados e das técnicas de preparo (EMANUELI;
GUERREIRO, 2017; PHILLIPS; TSOUKAS, 1992).

A maioria dos medicamentos utilizados na terapia antirretroviral em criancas
tem um gosto desagradavel, o que leva na maioria dos casos a falta de adeséo ao
tratamento (SOSNIK; CHIAPPETTA; CARCABOSO, 2009).

Micro e nanoencapsulacdo sao usadas muitas vezes para mascarar o sabor
amargo de alguns farmacos. O uso de uma matriz polimérica pode impedir a
liberacdo do farmaco na cavidade oral, liberando no trato gastrointestinal e evitando
o sabor amargo na boca, dessa forma é um nanossistema adequado para utilizacédo
no tratamento de criangas, aumentando a adeséao (XU; BOVET; ZHAO, 2008).

Apesar dos principais avangcos na seguranca, poténcia e aceitabilidade de
medicamentos antirretrovirais, ainda se necessita de inovagdes e melhorias.
Considerando que foram realizados muitos progressos no desenvolvimento de
antirretrovirais, regimes terapéuticos e formulacdes, é necessaria desenvolver uma
dose fixa simples e robusta. A pesquisa sobre doses ideais de medicamentos deve
ter como objetivos informar sistemas, minimizando a toxicidade, interagbes entre
farmacos e reducédo de custos. Muita inovacéo ainda € exigida no desenvolvimento
de formulagbes antirretrovirais adequadas e sistemas harmonizados, incluindo
formulagcbes simples e saborosas para lactentes e criancas, sistemas para
adolescentes para melhorar a aceitabilidade e adesdo, e formulacdes orais e

injetaveis de acao prolongada para melhorar adeséo e supressao viral (WHO, 2017).
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1.5 POLIMEROS

Materiais poliméricos tém sido usados ha muito tempo pela industria
farmacéutica, para fornecer revestimento, como barreiras de protecdo (EDGAR et
al., 2001). Também sao utilizados para melhorar a aparéncia e mascarar o sabor
desagradavel de alguns farmacos, melhorando assim a adeséo ao tratamento. Nas
tltimas duas décadas, tem sido muito empregado para fornecer revestimento
polimérico que confere uma liberacdo prolongada e/ou entérica aos medicamentos
(SAKELLARIOU; ROWE, 1995).

A mistura de alguns polimeros é uma alternativa para o desenvolvimento de
novos materiais, modificando propriedades como a biodegradabilidade, resisténcia,
elasticidade, bem como a variacdo do perfil de difusdo do farmaco, sendo
determinada pela miscibilidade ou ndo entre os polimeros utilizados no sistema
(KANIS; SOLDI, 2012).

1.5.1 Eudragit RS100

Eudragit RS100 (EUD) € um polimero catidénico, muito utilizado na tecnologia
farmacéutica para o revestimento de comprimidos e na preparagdo de formas
farmacéuticas orais de liberacédo controlada. E um copolimero de poli (etilacrilato,
metacrilato de metil e metacrilato de clorotrimetil-amonio-etil), que possui grupos de
amonio quaternario entre 4 — 8 %, caracteristica que Ihe confere a carga positiva na
superficie, assim podendo interagir com farmacos ou superficie celular de tecidos
alvos com cargas negativas e maximizar a absorcdo celular do farmaco. Sua
composicdo o torna insolavel mas permeavel em pH fisiologico, pois € capaz de
inchar e tornar-se permeavel em agua, tornando-o um bom material para a liberagcéao

controlada de farmacos (BODMEIER; CHEN, 1989; VACHON; NAIRN, 1995).
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Figura 4 — Estrutura quimica do eudragit RS100
Fonte: Shodh ganga (2018).

Também demostra caracteristicas como boa estabilidade, sem efeitos
toxicologicos, € um polimero pH independente e indicado para formar a estrutura da
matriz. Apresenta-se como granulos incolores, claros e com um leve odor de amina.
E soltivel em metanol, etanol, alcool isopropil, acetona, acetato de etila e cloreto de
metileno, e praticamente insolivel em éter de petréleo, hidroxido de so6dio 1 N e
adgua. Sua massa molecular € 32.000 g/mol (SONJE; CHANDRA, 2013).

1.5.2 Policaprolactona triol

O polimero policaprolactona triol (PCLT) é um poliéster alifatico
biodegradavel, muito semelhante a policaprolactona (PCL), sua baixa massa
molecular e os grupos hidroxila terminais conferem maior carater hidrofilico a
molécula. Sua solubilidade em agua € moderada e possui ponto de fusdo em torno
de 33° C (KANIS; GENEROSO; SOLDI, 2007).

Estudos recentes demonstram que justamente por ter estas caracteristicas, o
PCLT favorece a intercalacdo dentro das cadeias de polimero e a formacdo de
ligacdo quimica entre eles. Desta forma, quando combinado com outro polimero
como eudragit RS 100 (EUD), pode fornecer um efeito de plastificacdo ao sistema,
implicando em uma liberacao prolongada do farmaco (KANIS; GENEROSO; SOLDI,
2007).






2 OBJETIVOS
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2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver uma formulacdo de nanoparticulas de RIT para uso oral
pediatrico, visando a obtencdo de uma formulacdo nanotecnoldgica inovadora com

perfil de liberacao prolongado.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Desenvolver formulagcdes de nanoparticulas contendo RIT, com nucleos
diferentes, obtendo nanoparticulas inovadoras;

e Caracterizar as nanoparticulas de RIT, avaliando pardmetros como
morfologia, aspectos macroscopicos, diametro médio da particula, potencial
zeta, teor do farmaco, pH, indice de polidisperséo e taxa de encapsulacao;

e Analisar a estabilidade das nanoparticulas, através do diametro médio, pH,
teor e potencial zeta;

e Avaliar o perfil de liberagdo in vitro das formulacdes desenvolvidas,
comparando com o farmaco livre;

e Avaliar o perfil de degradacdo das formulacbes frente a meio gastrico
simulado;

e Realizar painel sensorial para avaliar o sabor das formulagbes das

nanoparticulas desenvolvidas.






41



42



43



44



45



46



47



48



49



50



51



52



53



54



55



56



57



58



59



60



61



62



63



64



65



66



4 CONCLUSOES







67

Este trabalho obteve éxito no desenvolvimento de nanoparticulas constituidas
de nudcleo polimérico inovador contendo RIT através da técnica de deposicao
interfacial do polimero pré-formado. As formulacbes obtidas apresentaram
caracteristicas fisico-quimicas adequadas, demonstrando que a adicdo de farmaco
ndo implicou em alteracdes nas nanoparticulas.

Todas formulagbes apresentaram tamanho nanométrico e taxa de
encapsulacdo de 100 %, demonstrando viabilidade tecnoldgica no desenvolvimento
de nanoparticulas poliméricas de nucleo oleoso bem como de nucleo polimérico. A
formulacdo NPr-900 apresentou estabilidade de 30 dias em temperatura ambiente,
enquanto as formulagbes NPr-AO, que apresentou degradacao do farmaco, e NPg-
300 demonstrou tendéncia a sedimentacao, apresentaram estabilidade de 15 dias.

O estudo de liberacio em meio gastrico simulado demonstrou que as
nanoparticulas de RIT apresentaram uma liberacdo muito mais lenta em
comparacao ao farmaco na sua forma livre. Através da modelagem matemética, foi
possivel observar fenémenos de liberacdo distintos para as formulagdes com nucleo
de PCLT e &cido oleico. A degradacdo em mesmo meio indica uma maior taxa de
degradacéo da formulacdo NPg-AO, podendo justificar sua baixa taxa de liberacao.
Os resultados obtidos na mucoadesdo indicam que as nanoparticulas se ligam a
mucina provocando um efeito mucoadesivo, prolongando o tempo de permanéncia
do farmaco no organismo.

Em relacdo a avaliacdo do sabor, as formulacbes com menor tamanho
apresentaram sabor semelhante, comparado a solucdo de RIT, enquanto a
formulacdo de PCLT 300 que possui tamanho maior, apresentou uma piora no sabor
relatada pelos voluntarios, o que sugere que esta caracteristica pode influenciar na
percepc¢éao do sabor.

Avaliando os resultados obtidos, a formulacdo NPg-900 demonstrou ser a
mais adequada, com um perfil de liberacdo prolongado e estavel durante 30 dias.

Como perspectivas deste trabalho, salienta-se a realizacdo da lingua

eletrbnica e um estudo de toxicidade das nanoparticulas.
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ANEXO A
$
UFRGS Termo de consentimento livre e esclarecido - TCLE

UNIVERSIDADE FEDERAL
DO RIO GRANDE DO SUL

Avaliagdo de mascaramento de sabor nos medicamentos antirretrovirais ritonavir

nanoencapsulados

Justificativa: A avaliacdo de mascaramento de sabor se faz necessaria para comprovacao das
propriedades da nova formulagdo proposta e € importante para avaliacdo de potencialidade de
futuros consumidores, preferéncia e aceitagdo do produto.

Objetivo: Analisar o sabor das formulagdes, e citar qual julga mais agradavel.

Para participar da pesquisa preciso (critérios de incluséo): ser maior de 18 anos, participar de
treinamento e conhecer o0 objetivo da pesquisa.

N&o posso participar da pesquisa caso (critérios de exclusdo): minha idade ndo esteja dentro da
faixa estabelecida, j& apresentei alergia a algum dos componentes da formulacéo, seja fumante e/ou
gestante.

Quanto tempo que terei de ficar disponivel e quantas sessdes serdo necessarias: A analise de
sabor tera uma sesséo de 60 minutos aproximados. Sera necessaria apenas uma sessao.

Detalhes sobre todos os procedimentos: Inicialmente os pesquisadores do projeto irdo aborda-lo
apresentando o projeto, 0s objetivos e procedimentos, conforme convite prévio. Se vocé aceitar
participar da pesquisa e atender os critérios de inclusdo, assinara este documento e em seguida
participard da andlise. Todos participantes analisardo amostras contendo o ativo, ndo havendo
amostras placebo.

Local onde sera realizado: O local de avaliagdo dos produtos sera na Faculdade de Farmécia da
UFRGS ou no Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos da UFRGS. A fim de minimizar as
interferéncias dos distintos locais nas avaliagdes, sera respeitado que o grupo de avaliagdo de cada
produto utilize o mesmo local. O ressarcimento dos custos de deslocamento ndo sera necessario pois
0 grupo de voluntarios sera composto da populacgao local e/ou transeuntes.

Equipamentos ou instrumentos que serdo utilizados: Durante a realizagdo da analise sensorial,
serdo utilizados como ferramenta conta gotas para controlar a quantidade de formulacao aplicada dos
produtos.

E preciso vestir alguma roupa ou sapato apropriado: N&o ha necessidade de vestimenta
especifica.

Quais as medidas a serem obtidas? A varidvel avaliada serd o sabor amargo.

Realizacdo da anédlise sensorial: Vocé ir4 receber um minicomprimido e uma seringa contendo 0,5
mL de uma suspensdo. A amostra deverd ser colocada na boca (ndo engolir), onde devera
permanecer por 15 segundos que serdo cronometrados. Posteriormente vocé ira cuspir a amostra em

recipiente fornecido e recebera agua mineral para lavar a boca e cuspir novamente. Apds isto, vocé
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deverd marcar na escala, que sera explicada previamente, o sabor que julga representar a
intensidade do sabor sentido.

Quais os riscos e desconfortos que podem ocorrer? Os riscos para as analises sdo minimos, se
considerados os critérios de selecdo dos voluntarios e as concentracbes dos farmacos que estédo
abaixo de 5 % da dose minima téxica, e as matérias-primas utilizadas nos produtos sdo aprovadas
para uso pela ANVISA, o que comprova a seguranca das mesmas. Além disso, o tempo de contato
das formulagdes com a mucosa oral é de no maximo 15 segundos. Apés isso a amostra sera cuspida
e o avaliador recebera agua para lavagem da boca. A ocorréncia de reagbes adversas ndo €
esperada, porém caso ocorra qualquer tipo de reacdo adversa durante o estudo, os voluntarios serédo
instruidos a avisarem imediatamente aos pesquisadores e proceder a limpeza do local com agua
abundante. Caso seja necessario, o voluntario sera assistido por um médico, sob a responsabilidade
e custeio dos pesquisadores, conforme descrito no TCLE e sera preenchido e encaminhado ao CEP
um formulario de eventos adversos.

Quais os meus beneficios e vantagens em fazer parte deste estudo? A participagdo € voluntaria,
e ndo ira receber nenhum tipo de beneficio por participar da pesquisa, como brindes, lanches, entre
outros. Vocé terd a possibilidade de utilizar produtos inovadores, formulados com insumos e
tecnologia de ponta, e estard ajudando no desenvolvimento e aperfeicoamento da ciéncia brasileira.
Quais as pessoas responsaveis e que estardo me acompanhando durante os procedimentos
praticos deste estudo? As pesquisadoras envolvidas no projeto (Mariana Domingues Bianchin e
Mosiele Giaretta) irdo acompanhar durante todo o procedimento estando a disposigdo para quaisquer
esclarecimentos e/ou ajuda antes, durante e apds as andlises.

Existe algum questionario que preciso preencher? Sou obrigado a responder a todas as
perguntas? Para a andlise de sabor sera pedido o preenchimento de um questionario, conforme
explicado pelos pesquisadores no momento do convite. Ndo ha obrigatoriedade de resposta e vocé
pode se retirar da pesquisa sem nenhum prejuizo ou constrangimento.

Como minha privacidade serd assegurada? Os nomes dos voluntarios ndo serdo divulgados na
pesquisa e os dados séo sigilosos, assegurados pela Resolucdo 466/2012 do Conselho Nacional de
Saude. O interesse da pesquisa € o nimero total de opinides e ndo a opinido individual.

Se eu tiver alguma reacgdo a aplicacdo dos produtos, como devo proceder? Caso haja algum
incébmodo, coceira e/ou irritacdo na pele durante as analises, o voluntario devera parar imediatamente
e lavar a regido com &gua abundante. Os responséaveis acompanhardo o voluntario e as medidas
necessarias serdo providenciadas. Caso seja necessario, o voluntario sera ressarcido de possiveis
gastos com tratamento médico em fungéo de reagdes causadas comprovadamente pelo produto da
pesquisa.

A coleta de dados em Porto Alegre serd realizada por alunos da Faculdade de Farmacia da UFRGS.
Os dados da pesquisa ficardo guardados sob a responsabilidade da Prof. Dra. Irene Guerreiro, na
Faculdade de Farmacia da UFRGS, por um periodo de 5 anos. Apds este prazo 0s mesmos serao
destruidos. As informac@es coletadas serdo para uso exclusivo no presente projeto de pesquisa. No

caso de duvidas ou para mais informacdes o (a) Sr. (a) podera entrar em contato com a pesquisadora
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responsavel Professora Dra. Irene Clemes Killkamp Guerreiro, pelo telefone (51) 3308 5416 ou com o
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (51) 3308 3738.
Uma via deste Termo é destinada ao participante e outra aos pesquisadores, apés as respectivas

assinaturas.

Assinatura do Participante

Assinatura do Pesquisador(a)

Porto Alegre, de de 2018.
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ANEXO B

Questionario de analise sensorial

Teste de painel sensorial humano

Identificacéo alfa-numérica: Data:_ / [

Vocé estd recebendo amostras codificadas contendo ritonavir 1 mg/mL. Sera
oferecido 0,5 mL de cada amostra. Mantenha a suspensédo na lingua durante 15
segundos, sem engolir, sempre descartando apés o término do tempo, e entdo lave
a boca com agua entre uma amostra e outra, e marque na escala de acordo com a

intensidade do sabor do medicamento em cada uma das formulac¢des, onde:

o Amargura ndo detectavel, (sem sabor amargo);
o Ligeiramente amargo (pouco amargo);

o Amargo (moderadamente amargo);

o Muito amargo (amargura extrema).

sempre indicando o cddigo de cada formulacdo em cada escala.

Amostra l

Cadigo:

( ) amargura () ligeiramente | ( ) amargo () muito

nao detectavel | amargo amargo

Amostra 2

Cadigo:

() amargura ( ) ligeiramente | ( ) amargo () muito
ndo detectavel | amargo amargo
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Amostra 3

Cadigo:

( ) amargura ( ) ligeiramente | ( ) amargo () muito
ndo detectavel | amargo amargo
Amostra 4

Cadigo:

( ) amargura ( ) ligeiramente | ( ) amargo () muito
ndo detectavel | amargo amargo




