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RESUMO

VIEIRA, A.P.B.F. Simulacdo computacional de carreador lipidico
nanoestruturado contendo gordura de cupuacu (Theobroma grandiflorum).
2017. 91p. Dissertacdo de Mestrado — Programa de Pdés-graduacao em Ciéncias

Farmacéuticas. Universidade Federal do Para, Belém, 2017.

A constante evolucéo dos sistemas de liberacdo controlada de farmacos impulsionou
a busca de novas estratégias, para a obtencdo de formulagbes potencialmente
promissoras. A simulacdo computacional e a modelagem molecular podem fornecer
efetivas contribuicbes para um design e avaliacdo de sistemas complexos, como
nanocarreadores lipidicos contendo insumos naturais. Neste trabalho, um carreador
lipidico nanoestruturado (CLN) foi proposto utilizando triacilglicerdis da gordura de
cupuacu e do Acido caprico/caprilico, a cera de carnatba, o tween 80®, o pluronic® e
um enantiomero do cetoconazol. Ensaios experimentais foram realizados para
avaliar a cristalinidade e o0s eventos térmicos das misturas lipidicas, que
demonstraram que a mistura MO3 apresentou menor valor de entalpia (-15,17 J/g) e
maior alargamento nos picos do difratograma, sugerindo estrutura de menor
cristalinidade. Simulagbes computacionais foram realizadas para elucidar as
estruturas 3D, estudar as propriedades moleculares e eletrostaticas, bem como as
interacGes intermoleculares com o farmaco. A docagem molecular da M03 com o
cetoconazol mostrou interacdo do tipo ligagdes de hidrogénio, com distancia de
ligagdo de 2,62 a 3,50A e energia de afinidade -5,3 Kcal/mol. O modelo
tridimensional do CLN mostrou boa distribuicdo das moléculas e ap6s simulacdo de
dindmica molecular, o sistema se manteve estavel (energia de -1895,47 KJ/mol),
com interag@es do tipo ligagdo de hidrogénio moderada a fraca e distancia de 2,45 a
3,50A. Perfis RDF estabelecidos demonstram interacées de forte intensidade entre o
cetoconazol e o tween 80, entre a agua e o pluronic, entre o pluronic e o SOO e
entre o tween 80 e 0 SOO, todos com intera¢des ocorridas no raio =2A de distancia.
Estes resultados podem ser utilizados como suporte para direcionar o
desenvolvimento futuro de uma formulagcdo de CLN, antecipando o0s testes

experimentais e auxiliando na obtencao de formulacdes prosperas.

Palavras-chave: Simulacdo; Carreador lipidico; Docagem; Dinamica.



ABSTRACT

VIEIRA, A.P.B.F. Computational simulation of nanostructured lipid carrier
content cupuacu (Theobroma grandiflorum) fat. 2017. 91p. Dissertation of Master
- Program for Post-graduate Pharmaceutical Sciences. Federal University of Para,
Belém, 2017.

The constant evolution of the drug delivery systems boosted the search for new
strategies, to obtain potentially promising formulations. Computational simulation and
molecular modeling can provide effective contributions to the design and evaluation
of complex systems, such as lipid nanocarriers containing natural inputs. In this work,
a nanostructured lipid carrier (NLC) was proposed using triacylglycerols of cupuacu
fat and capric/caprylic acid, carnauba wax, tween 80®, pluronic® and an enantiomer
of ketoconazole. Experimental tests were carried out to evaluate the crystallinity and
thermal events of the lipid mixtures, which demonstrated that the MO3 mixture had a
lower enthalpy value (-15,17 J/g) and greater widening of the diffractogram peaks,
suggesting a lower crystallinity structure. Computational simulations were performed
to elucidate 3D structures, to study molecular and electrostatic properties, as well as
intermolecular interactions with the drug. The molecular docking of MO03 with
ketoconazole showed interaction of the hydrogen bond type, with bond distance of
2,62 to 3,50A and affinity energy of -5,3 Kcal/mol. The three-dimensional CLN model
showed good molecular distribution and after simulation of molecular dynamics, the
system remained stable (energy -1895,47 KJ / mol), with moderate to weak hydrogen
bonding interactions and a distance of 2,45 to 3,50A. RDF profiles established
demonstrate strong interactions between ketoconazole and tween 80, between water
and pluronic, between pluronic and SOO, and between tween 80 and SOO, all
interactions occurring within the radius 22A of distance. These results can be used as
support to guide the future development of a CLN formulation, anticipating the

experimental tests and helping to obtain thriving formulations.

Keywords: Simulation; Lipid nanocarriers; Docking; Dynamic.
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1 INTRODUCAO

Os sistemas de liberacdo controlada permitem a introducdo de uma
substancia terapéutica, no organismo, melhorando a sua eficacia e seguranca,
devido a possibilidade de controlar a taxa, o tempo e o local de liberacao do farmaco
(ATTAMA; MOMOH; BUILDERS, 2012). Os sistemas nanotecnoldgicos,
principalmente nanoparticulas lipidicas, sdo grandes atrativos para encapsulacdo de
moléculas bioativas, pois apresentam alto grau de biocompatibilidade e
versatilidade, além de seu tamanho reduzido que viabiliza a administracdo em
diversas vias, em especial a via tépica, por isso sdo interessantes para fins
farmacéuticos e cosméticos (PARDEIKE; HOMMOSS; MULLER, 2009; DAS; NG;
TAN, 2012).

As nanoparticulas lipidicas sdo nanossistemas desenvolvidos para alcancar
niveis mais elevados de biodisponibilidade, principalmente de compostos de baixa
solubilidade em agua (DAS; NG; TAN, 2012). Inicialmente foram desenvolvidas as
nanoparticulas lipidicas solidas (NLS) com uma matriz lipofilica constituida de
lipideos solidos, porém apresentavam uma encapsulacao limitada de farmaco. Uma
segunda geracao foram os carreadores lipidicos nanoestruturados (CLN), cuja
matriz lipofilica é constituida por lipideos sélidos e lipideos liquidos o que gera
imperfeicdes no ordenamento cristalino da matriz possibilitando maior encapsulagéo
de farmacos e minimizando sua expulsdo durante o armazenamento, que sdo as
principais limitacdes da geracdo anterior de nanoparticulas lipidicas (HOMMOSS,
2009; ATTAMA; MOMOH; BUILDERS, 2012; DAS; NG; TAN, 2012).

A maioria das formulacdes de CLN é estabilizada por meio de tensoativos ou
por mistura de tensoativos, um hidrofilico e outro lipofilico, que reduzem a tenséo
interfacial do sistema, principalmente quando se deseja empregar meétodos de
preparacdo com alta energia. A mistura de tensoativos promove maior estabilidade a
dispersdo de nanoparticulas em comparacdo ao uso de um tensoativo isolado
(TAMJIDI et al., 2013), principalmente quando se deseja usar varios lipideos. Os
lipideos da matriz lipofilica influenciam diretamente nas caracteristicas mais
relevantes de um CLN como a incorporacédo, a protecdo e o perfil de liberacdo do
farmaco encapsulado, por isso a selecédo desses lipideos deve ser criteriosa e bem

especifica, quanto a compatibilidade com o farmaco (HOMMOSS, 2009).
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Diversos tipos de lipidios podem ser utilizados nas nanoparticulas lipidicas,
como triglicerideos, ceramidas, ceras, acidos e alcoois graxos, porém o0s produtos
sintéticos estdo sendo substituidos gradativamente por 6leos e gorduras naturais,
principalmente pela rica diversidade na composicdo quimica. Neste contexto, a
biodiversidade amazénica vem recebendo destaque, principalmente na industria
farmacéutica e cosmética pela variedade de matérias-primas de origem natural e
seus subprodutos como o0 cupuacgu, acai, tucuma, buriti, andiroba, copaiba e outros
com potencial aplicacdo para hidratantes, olés corporais, perfumes e uma variedade
de formulacdes cosméticas e farmacéuticas (SOUTO et al., 2004; SEVERINO, 2012;
TAMJIDI et al., 2013; BARBOSA, 2014).

A gordura de cupuacu € um produto da biodiversidade amazobnica, extraida
das sementes. Estas sementes sdo subprodutos do processamento da polpa, e
comumente eram dispensadas por ndo possuirem alto valor comercial na atividade
do beneficiamento do fruto cupuagu. No entanto, com a possibilidade crescente do
uso da gordura no mercado farmacéutico, as industrias e cooperativas de polpa
comecaram a beneficiar as sementes em maior quantidade. Portanto, o seu
aproveitamento em formula¢gbes farmacéuticas € uma forma de valorizar e gerar
renda, além de ser interessante estratégia para vencer o alto custo da logistica
(COHEN e JACKIX, 2009; MORAIS e GUTJAHR, 2009; TEIXEIRA, 2014).

A gordura do cupuacu apresenta uma diversidade de compostos
interessantes para aplicacdo topica, tais como acidos graxos saturados e
insaturados como o &cido estearico e oleico, aminoacidos e vitaminas, possui
interessantes flavonoides como catequina, epicatequina e quercetina. Além de ser
excelente emoliente, € um sélido macio e tem rapida fusdo e absor¢cdo em contato
com a pele. (DOS SANTOS et al., 2012; MORAIS e GUTJAHR, 2009; TEIXEIRA,
2014), e possui boa estabilidade quando associada a outros lipideos como por
exemplo a cera de carnauba e o TACC, que juntos formam uma mistura sélida até a
temperatura minima de 40°C (SOUTO, 2013).

A gordura de cupuacu ja € bem aproveitada para o desenvolvimento de
formulacbes cosmeéticas de nanossistemas (DOS SANTOS et al.,, 2012; SOUTO,
2013), no entanto em algumas associacdes pode apresentar limitacdes, como por
exemplo liberagdo do farmaco em CLN (SOUTO, 2013), que demanda um estudo
mais especifico para a montagem desse sistema. Neste sentido, uma area

promissora da pesquisa farmacéutica para a investigacdo € a modelagem molecular
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e a simulacdo computacional. (MACHACKOVA; TOKARSKY; CAPKOVA, 2013). A
ascencado dessas tecnologias computacionais e o desenvolvimento de softwares
sofisticados possibilitam investigar sistemas complexos, como sistemas CLN, de
forma precisa e eficaz. Viabilizam também a reducdo da quantidade de testes
experimentais preliminares e aumentam as possibilidades de direcionamento de
estudo de composi¢des promissoras, diminuindo o tempo na escolha da formulagao
ideal e os erros no planejamento do design experimental, assim como permitir a
triagem de variaveis para prever as condicfes adequadas para mais experimentos.
(RAMEZANPOUR et al., 2016).

As técnicas computacionais sdo importantes ferramentas para a otimizacao
de sistemas ja desenvolvidos, para o planejamento racional de novas formas
farmacéuticas e para fornecer informacdes detalhadas de interacdes moleculares e
outros fatores fisico-quimicos. (CARVALHO et al., 2003; SANT'ANNA, 2009;
ANDRADE; TROSSINI; FERREIRA, 2010). Segundo a IUPAC, a modelagem
molecular é a investigacao das estruturas e das propriedades moleculares pelo uso
de técnicas de visualizacdo gréfica, visando fornecer uma representacdo 3D
(ANDRADE; TROSSINI; FERREIRA, 2010). Neste sentido, algumas técnicas da
modelagem molecular tém dado grande contribuicdo como a docagem molecular,
que envolve a busca de modos de interagdo entre duas moléculas, e a simulagéo de
dindmica molecular que através das propriedades de equilibrio e dindmica se
conhece as interacfes dos sistemas moleculares (SHLICK, 2010; ROGNAN, 2011).

Neste trabalho, um modelo simulado de um carreador lipidico
nanoestruturado foi proposto utilizando duas fracdes trigliceridicas da gordura de
cupuacu, a cera de carnauba e o triacilglicerol de &cido caprico/caprilico como
lipideos, o tween 80® e o pluronic® como tensoativos e o cetoconazol como farmaco
modelo. E através de softwares da modelagem molecular foi possivel obter e
visualizar as estruturas tridimensionais, estudar as propriedades moleculares e
eletrostaticas e elucidar as interacdes com o farmaco e o comportamento dindmico
das moléculas. Os resultados deste estudo podem ser utilizados como suporte para
direcionar o desenvolvimento futuro de formulagdes de CLN, antecipando os testes

experimentais e auxiliando na obtencao de formulacdes prosperas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1Nanotecnologia e sistemas de liberacdo controlada

O estudo da nanotecnologia teve seu marco inicial em 1959 quando o fisico
americano Richard Feynman afirmou que seria possivel obter estruturas de
dimensdes manomeétricas e consequentemente a construcdo de materiais
inexistentes na natureza. Com 0 avanc¢o da microscopia eletrénica na década de 80,
a previsao de Feynman tornou-se realidade e possibilitou analises mais minuciosas.
Em 1992, Eric Drexler publicou sua tese de doutorado intitulada "Nanosystems:
Molecular Machinery, Manufacturing and Computation”, que impulsionou a
nanotecnologia na comunidade cientifica (DE MELO e PIMENTA, 2004; FAHNING e
LOBAO, 2011; MARTINS, 2009).

A nanotecnologia € uma inovagdo com potencial aplicacdo em diversas areas
do conhecimento, ndo possui uma tecnologia especifica e sim interdisciplinar
baseada na fisica, quimica, biologia, engenharias, computacdo e medicina,
permitindo que varios campos facam seu uso. No Brasil, estudos relacionados a
nanotecnologia vém sendo incentivados pelo Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CNPq) e Ministério de Ciéncia e
Tecnologia (MCT) desde 2001 com a criacao de redes de pesquisa em Nanociéncia
e Nanotecnologia, no entanto ainda caracteriza-se como um pais em estagio
intermediario de desenvolvimento tecnoldgico (FAHNING e LOBAO, 2011;
SANT'ANNA, ALENCAR e FERREIRA, 2013).

A industria farmacéutica, fazendo uso das inovacdes tecnoldgicas utiliza a
nanotecnologia e 0s nanomateriais para desenvolver sistemas de liberacdo
controlada que sédo aqueles que tém como objetivo fornecer uma dose terapéutica
de um farmaco para um local do corpo predeterminado, e manter a concentracéo
desejada, de modo controlado em velocidade e tempo apropriado e evitar, a niveis
plasmaticos, a problematica da toxicidade e/ou doses tdxicas. Desta forma, esse
sistema permite que seja liberado gradativamente, a um ritmo ditado pelas
necessidades do corpo, por um periodo especifico de tratamento (ANSEL,
POPOVICH e ALLEN JR., 2000; AZEVEDO, 2005; GENNARO, 2004).

Na linha do tempo dos sistemas de liberagdo dos farmacos (Figura 1)

podemos observar os periodos em que foram criados 0s primeiros sistemas, que
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continham ceras e polimeros hidrofébicos. O ano de 1960 destaca-se pelo
desenvolvimento da microencapsulacao e pela criagdo dos lipossomas, que foram
0s primeiros sistemas de liberacédo de farmacos de base nanotecnolégica, contendo
camadas de fosfolipideos, cujo nucleo € ideal para o carreamento de substancias
hidrofilicas, enquanto suas camadas lipidicas permitem substancias lipofilicas e
anfifilicas. Os anos seguintes aos de 1990 foram considerados os da “era moderna
da tecnologia de liberacdo controlada” o qual se buscaram a otimizacdo dos
farmacos, e periodo em que se desenvolveram as nhanoparticulas lipidicas
(GENNARO, 2004; MULLER et al., 2007; GASCO, 2007).

> oS 5 “’—(‘E b . ...
Lipossomas % e - S "R - 5]
(Anos 60) NLS (1991) s CLN (1999) ‘& O
1° Lipossoma ;
Dendrimeros Nanoparticula para liberag&o 1° Sistema para
(1978) Polimérica de longa de RNA (2001) liberagéo de RNA em
circulacéo (1994) testes clinicos (2008

7 - . Sistema de Liberacéao Técnica “Print” para Dendrimersome
1° Lipossoma por Microagulhas encapsular agentes (2010)

Vetorizado (1998 Polimersome  bioativos (2005)
(1980) 1° Polimero (1999)
Nanoparticulas =, ° £ ¥, conjugado aprovado > -

Poliméricas A_‘ pelo FDA (1990)
(1976)

Figura 1. Linha do tempo de alguns sistemas de liberagdo nanoestruturados.
Fonte: SOUTO, 2013.

Desde entédo, na tentativa de aperfeicoar o tratamento de diversas doencas,
uma grande variedade de nanomateriais, tem sido investigada como veiculos de
agentes terapéuticos. Atualmente a nanotecnologia € uma das areas mais
inovadoras e perspectivas na medicina. A crescente demanda por alcancar niveis
mais elevados de biodisponibilidade de moléculas "dificeis", resultou na introducéo
de novas tecnologias. Diferentes tipos de nanoparticulas sdo desenvolvidos e muitas
atraem a atencdo comercial pelos seus beneficios para a saude e pela otimizagédo
do efeito dos cosméticos na pele. Entre estes, destacam-se as nanoparticulas
lipidicas principalmente pela boa compatilibilidade com a pele e um bom veiculo

para carrear farmacos lipofilicos (SHI et al., 2010; DOMINGO e SAURINA, 2012).
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A utilizacdo de nanosistemas tem como principais vantagens: a protecao do
farmaco contra possiveis instabilidades no organismo e decomposi¢cdo dos
sensiveis, promovendo manutencdo a niveis plasmaticos em concentracdo
constante, a liberacdo progressiva e controlada do farmaco de acordo com o meio, a
possibilidade de direcionamento a alvos especificos, a incorporacdo tanto de
substancias hidrofilicas quanto lipofilicas nos dispositivos, a diminuicdo da dose
terapéutica e do numero de administracbes e 0 aumento da adesdo a terapia.
Porém, algumas restricbes que merecem destaque sdo devido a possibilidade de
toxicidade, auséncia de biocompatibilidade dos materiais utilizados e o elevado
custo de obtencdo dos nanossistemas comparados as formulagdes convencionais
(MULLER, RADTKE e WISSING, 2002a; DAS, NG e TAN, 2012).

2.1.1 NANOPARTICULAS LIPIDICAS: NANOPARTICULAS LIPIDICAS SOLIDAS E
CARREADORES LIPIDICOS NANOESTRUTURADOS

As nanoparticulas lipidicas sdo carreadores coloidais cuja matriz lipidica
consiste em uma mistura de lipidios sélidos ou de lipidios soélidos e liquidos. E
combinam as vantagens dos sistemas de liberagdo tradicionais e superam as
principais desvantagens dos mesmos, como 0 potencial de ser explorada para
administracdo em diversas vias, a instabilidade fisica quando incorporado o farmaco
0 que é observado nas emulsdes, a citotoxidade e a inadequacdo de um método
para producdo em larga escala como alguns sistemas poliméricos apresentam. E
este € um importante pré-requisito para a introducdo no mercado farmacéutico, a
possibilidade de producdo de grande escala utilizando um método rentavel e
desenvolvendo produtos com wuma qualidade aceitdvel pelas autoridades
reguladoras (MULLER, MADER e GOHLA, 2000; GUIMARAES e RE, 2011).

A administracdo dérmica € uma via de intensa investigacdo, uma vez que a
pele é uma estrutura complexa com a alternancia de camadas hidrofilicas e
lipofilicas dificil de superar, o que configura a principal vantagem das nanopatrticulas
lipidicas frente a outras formas farmacéuticas, o tamanho reduzido. Como observado
na Figura 2, um tamanho menor permite uma maior concentracdo de ativo e
consequentemente uma maior biodisponibilidade, assim como promove rapida
penetracdo e absorcdo e maior efeito oclusivo (MULLER, RADTKE e WISSING,
2002a; KUCHLER et al., 2009; TZACHEV e SVILENOV, 2013).



21

Particulas Nanoparticulas
em suspensao lipidicas

QOQJ 00900000000

Figura 2: Exemplo de distribuicdo de particulas suspensas e nanoparticulas lipidicas..
Fonte: TZACHEV e SVILENOQOV, 2013.

As nanoparticulas lipidicas sao divididas basicamente em dois tipos (Figura
3): nanoparticulas lipidicas sdlidas (NLS) e carreadores lipidicos nanoestruturados
(CLN). Desenvolvidas em 1991, as NLS foram a primeira geracdo e sao
semelhantes as emulsdes do tipo Oleo/dgua, com diferenca na fase interna que €
composta de por lipideo solido a temperatura ambiente. Em 1999, os CLN foram
introduzidos como uma segunda geracdo, com o intuito de minimizar as principais
limitacbes das NLS, estes apresentam a matriz lipidica composta pela mistura de
lipideo solido e lipideo liquido, formando uma matriz homogénea e solida a
temperatura minima de 40°C, para garantir que ndo ocorra a fusao dos lipideos em
temperatura ambiente e corporal (MULLER, RADTKE e WISSING, 2002a;
GUIMARAES e RE, 2011; MEHANNA, MOTAWAA e SAMAHA, 2012).

Nanoparticula lipidica

NLS CLN

Figura 3. Dois tipos basicos de nanoparticulas lipidicas. .
Fonte: TZACHEV e SVILENOV, 2013.

Os CLN apresentam uma matriz lipidica menos ordenada, isto devido a

mistura de um lipideo solido com o lipideo liquido, gerando imperfeicbes e
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aglomerados amorfos (Figura 4), e consequentemente maiores quantidade de
espacgos para encapsular o ativo, superando a maior limitagdo das NLS que é a
capacidade de carga limitada, uma vez que forma uma matriz de alta organizacao
cristalina (Figura 4) e, por conseguinte a expulsdo do farmaco em curto espaco de
tempo, o que é minimizado nos CLN e por isso tém maior estabilidade durante o
armazenamento; Os CLN superam ainda a problematica da utilizagdo de grandes
quantidades de agua nas dispersées dos NLS (MULLER, RADTKE e WISSING,
2002b; JOSHI e PATRAVALE, 2008; PARDEIKE, HOMMOSS e MULLER, 2009;
OBEIDAT et al., 2010). A composicdo da matriz lipidica é o fator principal para a
diferenciacdo do CLN e NLS.

Bl rFamaco [ matriz lipidica

Figura 4. Formacdo de uma estrutura cristalina quase perfeita da NLS (& esquerda) e de uma
estrutura com muitas imperfeicdes do CLN (a direita), ilustrando as respectivas matrizes lipidicas
formadas nas nanoparticulas.

Fonte: PARDEIKE, HOMMOSS e MUELLER, 2009.

A composicdo da matriz lipidica € determinante para a estabilidade da
nanoparticula carregada, ja que tem a funcéo principal de proteger o farmaco uma
vez incorporado e também de liberar no local de acdo desejado. Deste modo, a
selecdo dos componentes da mistura a ser utilizada € determinante para o éxito da
formulagdo, principalmente, quanto as caracteristicas fisico-quimicas que
influenciam na estabilidade da preparacdo, na eficiéncia de incorporacdo, na
protecdo contra degradacédo de farmacos sensiveis a agentes externos (oxidacao,
hidrélise) e na liberagdo (KUMAR e RANDHAWA, 2013; TAMJIDI et al., 2013; HU et
al., 2014).

Algumas questbes devem ser avaliadas para a sele¢cao dos componentes da
mistura lipidica a ser utilizada na preparacdo de CLN, como a solubilidade do
farmaco nos lipidios misturados, tamanho e conformacédo das cadeias lipidicas,
biodegradabilidade e biocompatibilidade. E interessante buscar os lipidios sélidos e

liguidos com tamanhos e conformacfes de cadeias lipidicas com natureza mais
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heterogénea possivel entre si com o0 objetivo de obter uma mistura com menor
ordenamento cristalino (MULLER, RADTKE e WISSING, 2002b; TAMJIDI et al.,
2013).

A afinidade do farmaco pela matriz lipidica esta intrinsicamente relacionada
com a eficiéncia de incorporacdo do farmaco, bem com a capacidade de liberacéo e
entrega. A proporcdo de lipideos na mistura deve ser avaliada, pois elevadas
concentracbes de lipideo liquido podem provocar saturacdo, causando um
extravasamento do lipideo liquido, e diminuicdo da temperatura de fusdo da mistura
para <40°C, o que nao seria ideal para formular um CLN. Porém uma baixa
concentracdo de lipideo liquido e consequente elevacdo dos solidos poderia levar a
estrutura de maior cristalinidade, Dificultando a expulsdo do ativo. Experimentos com
analise térmica por DSC podem ser usados para estimar a cristalinidade da mistura
(MULLER, RADTKE e WISSING, 2002b; KASONGO et al., 2011).

A matriz lipidica pode ser formada por lipideos naturais ou sintéticos
biodegradaveis, podendo alcancar a concentracdo de até 40% na formulacéo.
Acilglicerdis, acidos e alcoois graxos, ceras, 0leos e gorduras vegetais, estdo entre
os lipideos mais utilizados. A Tabela 1 apresenta exemplos de alguns lipideos
sélidos e liquidos utilizados na obtencdo de nanoparticulas lipidicas nos ultimos
anos (DOS SANTOS et al., 2012).

Tabela 1. Exemplos de lipideos sdlidos e liquidos utilizados em nanoparticulas lipidicas.

Referéncia
Sanna; Caria; Mariani, 2010
Araujo et al., 2011; Fang; Saleh;
Fang, 2013

Lipideos
Alcool cetilico

Acido estearico

Acido palmitico

Araujo et al., 2011

Soélidos Cera de carnauba Kheradmandnia et al., 2010
Cera de abelha Kheradmandnia et al., 2010
Gordura de leite de Nnamani et al., 2014
cabra
Manteiga de cupuacu Dos Santos et al., 2012
Manteiga de cacau Tan et al., 2010
Oleo de pinheiro Averina et al., 2010
Acido oleico Fang; Saleh; Fang, 2013
Liquidos Oleo de palma Yang et al., 2014

Oleo de castanha

Dos Santos et al., 2012

Oleo de Argan

Hommoss, 2009

Triglicerideos de acido
caprico/caprilico

Zheng et al., 2013
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Atualmente, os lipideos naturais sdo comumente utilizados pela variedade de
triglicerideos e acidos graxos que apresentam, pelas propriedades antioxidantes,
emolientes, emulsificantes e hidratantes, por possuirem composicdo semelhante aos
lipideos naturalmente encontrados na pele humana e por serem fisiologicamente
compativeis com menor risco de toxicidade e por isso sdo altamente atrativos para
uso em cosméticos (MEHNERT e MADER, 2001; PATIDAR et al., 2010; ATTAMA,
MOMOH e BUILDERS, 2012).

2.2 Gordura de cupuagu

O Cupuacguzeiro (Theobroma grandiflorum) € uma das mais importantes
arvores frutiferas da Amazbnia brasileira e concentra sua maior producdo nos
estados do Pard e Maranh&o. Seu cultivo desponta como uma das mais promissoras
culturas para exploragdo comercial, tanto nacional como internacional, com grande
potencial para o aproveitamento industrial. Seu fruto, o cupuacu (Figura 5a), tem
dimensdes aproximadas de 12 a 15cm de comprimento e 10 a 12cm de diametro,
peso médio de 1kg, 30% de polpa e em torno de 35 sementes (LANNES,
MEDEIROS e GIOIELLI, 2004; COHEN e JACKIX, 2009).

As sementes (Figura 5b) constituem cerca de 20% em peso do fruto, com um
teor elevado de gordura (cerca de 60%) e caracteristicas quimicas e botanicas que
se assemelham aos da manteiga de cacau e com potenciais aplicacbes nas
indUstrias de cosméticos, produtos farmacéuticos e alimentares. Apesar desde
percentual, as sementes sdo consideradas produtos secundarios, residuos de
atividade sendo praticamente descartadas durante o beneficiamento do fruto (DE
AZEVEDO, KOPCAK e MOHAMED, 2003; CARVALHO, 2004).

A gordura de cupuacu (Figura 5c) € extraida das sementes por processos
fisicos de prensagem hidraulica, para garantir a pureza e qualidade do produto final.
Apresenta uma composicao equilibrada de acidos graxos saturados e insaturados, o
gue confere ao produto um baixo ponto de fusdo e aspecto de um sélido macio que
se funde rapidamente ao entrar em contato com a pele. O acido graxo oleico, o
estearico, o palmitico e o araquidico, estdo em maior quantidade totalizando mais de
90% da composicdo graxa, com a predominancia do monoinsaturado oleico (cerca
de 40%), que pode ser a causa da maciez. E composta basicamente de

triglicerideos e nessa fracdo a maior parte € do tipo SUS (Saturado, insaturado,
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saturado) (GILABERT-ESCRIVA et al, 2002; COHEN e JACKIX, 2005;
RUSCHEINSKY, 2005; QUAST, 2008; MORAIS e GUTJAHR, 2009).

Figura 5. Cupuagu com polpa (A), sementes (B) e gordura (C).
Fonte: www.suframa.com.br

Excelente emoliente, esta gordura possui alto poder de absorcdo de agua,
aproximadamente 240%, superior a da Lanolina atuando como seu substituto
vegetal e com capacidade de auxiliar na estabilidade das emulsées. Contém
fitoesterdis (especialmente beta-sitosterol) que atuam a nivel celular regulando o
equilibrio hidrico e a atividade dos lipideos da camada superficial da pele. O seu
poder de absorcdo de agua pode ser atribuido as pontes de hidrogénio formadas
entre as moléculas de agua e os fitoesterodis. Os fitoesterdis tém sido utilizados no
tratamento de dermatites e afeccdes por estimular o processo de cicatrizacéo e por
isso esta gordura € comumente usada como calmante para irritacdes da pele como
eczemas e dermatites (BOOCK, 2007; MORAIS e GUTJAHR, 2009; QUAST,
LUCCAS e KIECKBUSCH, 2011; TEIXEIRA, 2014).

Neste trabalho, a gordura de cupuacu representa o lipideo solido que constitui
a matriz lipidica. O fato de apresentar uma temperatura de fusao relativamente baixa
e proxima da temperatura corporal faz com que seja necessario o uso de um lipideo

sélido adicional (como a cera de carnauba) para elevar a temperatura de fusédo, que
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em concentracdo adequada, vai viabilizar seu uso para formulagbes de

nanocarreadores.

2.3 Cera de Carnaulba

A cera de carnauba é um lipideo solido usado em formulagdes tdpicas (Figura
6b) e é extraida das folhas da carnaubeira (Copernicia prunifera), uma palmeira
brasileira que cresce principalmente na regido nordeste (Figura 6a). A cera é obtida
a partir do pé cerifero extraido das folhas, que é aquecido em um processo industrial
de producdo de cera seguido de varias etapas, com um produto final com quatro
tipos (I, I, 1l e IV), que variam com a origem do pé cerifero e uma etapa de
clarificacdo adicional (CARVALHO e GOMES, 2008; LACERDA, 2009).

Possui diversas aplica¢gfes industriais principalmente alimenticias, cosméticas
e farmacéuticas por isso € o principal produto de interesse econdmico da
carnaubeira. No mercado € possivel encontrar na composicdo de cera para piso,
cera para automoveis, desmoldantes, na fabricacdo de doces e remédios, ceras
para conservacao de frutas, ceras para madeiras, ceras para processos de fundicao,
entre outras. Outra caracteristica importante relatada é a fotoprotecdo, pois sua
composicdo € rica em cinamatos, que em associacdo com protetores solares
inorganicos, resulta em uma disperséao estavel e adequada para filtros solares contra
raios UV (LACERDA, 2009; BALOGH, VELASCO e PEDRIALI, 2011; LACATUSU et
al., 2014).

A cera de carnauba € uma mistura complexa de ésteres de alto peso
molecular de &cidos e alcoois. A porcdo acida dos ésteres é uma mistura de acidos
graxos, e a de alcool é composta por alcoois simples de cadeia longa. Apresenta
ponto de fusdo entre 81 e 86°C e a cera natural com maior dureza e ponto de fuséo,
no entanto, proporciona baixa viscosidade quando fundida (ROWE, SHESKEY e
OWEN, 20009).
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Figura 6. Carnaubeira (A) e a cera extraida das folhas (B).
Fonte: www.projetofeira3e.blogspot.com

2.4 Triacilglicerol de Acido Céaprico e Caprilico (TAC)

O TAC é uma mistura de triglicerideos de acidos graxos saturados de cadeia
média, principalmente os acidos caprico (C10:0) e caprilico (C8:0). E um 6leo incolor
ou ligeiramente amarelado, inodoro e insipido que sdo produzidos a partir de 6éleos
vegetais lauricos, tais como 6leo de coco e de palmiste, por hidrolise seguida de
fracionamento e destilacdo fracionada dos acidos graxos livres e posterior
reesterificagdo com glicerol, formando o TAC (ROWE, SHESKEY e OWEN, 2009).

A estrutura quimica do TAC resulta em propriedades funcionais que séo
diferentes das propriedades dos 6leos e gorduras convencionais e pode ser usado
como um excelente substituto. Apresenta alta estabilidade oxidativa a temperatura
elevada sendo também estavel a temperatura menor que 0°C, maior solubilidade em
adgua, baixa viscosidade, tem uma emoliéncia particularmente fina, altamente
compativel com a pele, melhor espalhabilidade na pele, boa capacidade solvente e
penetracdo cuténea, propriedades emulsificantes e cosméticas e boa
compatibilidade. E por isso s&o usados em formulagdes orais, parentais e
principalmente topicas como cremes e logdes base (uso farmacéutico e cosmético)
hidratantes faciais e corporais para todos os tipos de pele, emulsbes e outras
(D’AGOSTINI, 2001; LI et al., 2015).

Neste trabalho, o TAC representa o lipidio liquido que é comumente usado
em formulacdes de carreadores lipidicos nanoestruturados (ZHENG et al., 2013),
visando principalmente a formagdo de matrizes lipidicas solidas de menor

ordenamento cristalino e com maior capacidade de encapsulamento de farmaco.


http://www.projetofeira3e.blogspot.com/
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2.5 Tensoativos

A maioria das formulacdes de nanoparticulas lipidicas sédo estabilizadas por
meio de tensoativos, ou por combinacdo de tensoativos (ZHENG et al., 2013).
Geralmente uma emulsdo é composta por dois tensoativos, um hidrofilico e outro
lipofilico, para aumentar a estabilidade, a dispersdo de nanoparticulas e impedir a
coalescéncia da fase oleosa (MEHNERT; MADER, 2001; TAMJIDI et al., 2013).

Os tensoativos nado idnicos, por ndo possuirem carga verdadeira, formam
goticulas que ndo apresentam dupla camada elétrica. A estabilizacdo das emulsdes
e dispersdes com tensoativos ndo iénicos ocorre pelo impedimento estérico de suas
moléculas, que apresentam partes polares normalmente muito longas.
Normalmente, a melhor estabilizacdo de uma emulsdo se da pelo uso dos dois
efeitos de estabilizacdo (eletrostatico e estérico) conjuntamente, por causa disso é
muito comum a utilizagéo de misturas de tensoativos (DALTIN, 2011).

Os CLNs preparados com este tipo tensoativo possuem resisténcia a
mudancas de pH e concentracdo de eletrdlitos. Além de apresentar menor
possibilidade de toxicidade e potencial de irritacdo, quando comparados com
tensoativos ionicos (ATTAMA; MOMOH; BUILDERS, 2012; TAMJIDI et al., 2013). Os

. . - ~ ®
tensoativos mais utilizados sdo: os Tweens, como o tween 80, e 0os Poloxamers,

como poloxamer 188% ou pIuroni(:® (MEHNERT; MADER, 2001).

2.5.1 TWEEN 80

O Polissorbato 80 ou Tween 80 (nome comercial) € um tensoativo nao iénico
sintético derivado de uma mistura parcial de ésteres de acidos graxos,
principalmente &cido oleico, com sorbitol e seus anidridos etoxilados com
aproximadamente 20 moles de 6xido de etileno para cada mol de sorbitol e anidrido
de sorbitol, por isso € o0 monooleato de sorbitano polioxietileno 20 (THOMPSON e
DAVIDOW, 2013). Sua porcao hidrofilica consiste nos grupamentos hidroxilicos
livres e Oxidos de etileno e a parte lipofilica apresenta longas cadeias de acidos e
alcoois graxos. Os tensoativos n&o ionicos, em geral, s&o compostos neutros
estaveis em uma ampla faixa de pH, séo relativamente insensiveis a presenca de
alta concentracdo de eletrolitos, sdo estaveis ao aquecimento e podem ser

misturados em varias propor¢cdes para formar tanto emulsées O/A quanto A/O. O
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tween 80 € muito utilizado no preparo de formulagdes farmacéuticas, cosméticas e

alimenticias, com fun¢des solubilizante, emulsificante e estabilizante (KERWIN,
2008; ZHANG et al., 2012; THOMPSON e DAVIDOW, 2013).

2.5.2 PLURONIC

Poloxamer ou Pluronic (nome comercial) pertence a um grupo de tensoativos
nao ibnicos com propriedades de detergéncia, dispersédo, formacado de espuma,
solubilizacdo, emulsificacdo e estabilizacdo de emulsbes, e ainda atua como
intensificador de absorcdo da formulagdo por isso € considerado “excipiente
funcional” (PATEL, PATEL e PATEL, 2009). Os poloxameros sdo caracterizados
pela presenca de copolimeros de polioxietileno-polioxipropileno, onde o segmento
polioxietileno € hidrofilico e o segmento polioxipropileno é hidrofébico. Todos os
poloxameros sdo similares em composicédo, diferindo apenas na quantidade relativa
de Oxidos de propileno e etileno. (PATEL, PATEL e PATEL, 2009; ROWE;
SHESKEY e OWEN, 2009). Apresenta vantagens como: estabilidade a altas
temperaturas, baixa toxicidade e concede boa estabilidade a formulagées de CLN,

evitando a agregacao das nanoparticulas (HAN et al., 2008; TAMJIDI et al., 2013).
2.6 Cetoconazol

O cetoconazol foi o primeiro composto imidazélico disponivel para o
tratamento de micoses. Foi sintetizado em 1979, com amplo espectro de acéo
antifingica e alguma atividade antibacteriana, utilizado no tratamento de micoses
sistémicas e topicas (GHANNOUM e RICE, 1999; RANG, DALE e RITTER, 2011). E
um farmaco lipofilico e seu nome quimico é cis-1-acetil-4-[4-[[2-(2,4-diclorofenil)-2-
(1H-imidazollil-metil)1,3-dioxolan-4-iljmetoxi]fenil]piperazina, segundo a Farmacopéia
Européia 5.0 de 2005 é um po branco ou quase branco, praticamente insolivel em
agua, ligeiramente insoluvel em alcool e soluvel em metanol e cloreto de metileno,
com ponto de fuséo entre 148 a 152°C e peso molecular de 551,43 g/mol.

O cetoconazol contém dois centros quirais nha sua molécula, portanto, ele
pode formar quatro enantibmeros (2R,4S), (2S,4R), (2R,4R) e (2S,4S), conforme

observado na figura 7. Porém, o cetoconazol terapeuticamente utilizado é uma
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mistura racémica constituida por dois enantibmeros cis, (2R, 4S)-(+)CET e (2S, 4R)-
(-)CET (NOVOTNA, et al. 2014). Considerando o uso frequente de cetoconazol, sua
estrutura quiral e numerosas interagcbes medicamentosas, € importante estudar as
interacOes enantioespecificas, principalmente por que enantibmeros individuais do
farmaco podem exibir comportamento cinético e dindmico diferente. Estudos de
atividades antifungicas de cis enantibmeros de cetoconazol contra sete cepas de
Candida spp. (NOVOTNA, et al. 2014) demonstraram que para cinco cepas o (2S,
4R) -(-)CET foi cerca de sete vezes mais potente do que (2R, 4S) -(+)CET, por isso
parece ser um inibidor mais potente para as cepas testadas. Neste trabalho o
enantiobmero escolhido para ser representativo do cetoconazol no CLN foi o (2S, 4R)
-(-)CET.

~2

\
L1

L S )

(2R 4R) ’ (2S,4S)

Figura 7. Enantidbmeros do Cetoconazol.
Fonte: www.pubchem.ncbi.nlm.nih.gov

A aplicacao topica é considerada um excelente método de administragéo de
agentes antifungicos, do ponto de vista de seguranca, sendo que sua eficacia
terapéutica ird depender de sua concentragdo no sitio infectado. Um agente topico
ideal para infec¢des fungicas superficiais deve ter um amplo espectro de atividade,
ser eficaz em baixas concentracbes, possibilitar esquemas de dosagem

convenientes, ser bem tolerado, ndo ser sensibilizante, proporcionar altas taxas de
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cura e baixa incidéncia de recidivas (PERARO, 2001; KUMAR, MURALIDHARAN e
PARASURAMAN, 2014).

Vérias formas farmacéuticas estdo disponiveis no mercado, principalmente
para o uso topico (figura 8), porém comumente sdo relatadas reacdes adversas
acentuadas como irritacdo, coceira, ardéncia, eritema, esfoliagcdo e ressecamento da
pele. Segundo as bulas dos medicamentos a posologia para uso tépico é de pelo
menos quatros semanas dependendo do tipo de infeccdo. Deste modo, seu
encapsulamento em CLN €é uma estratégia importante para aumentar a
biodisponibilidade do cetoconazol, diminuir a duracdo do tratamento e minimizar 0s

efeitos adversos desagradaveis.

Medley.
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veterinario Liquido Dermatolégico

Figura 8. Algumas formas farmacéuticas do cetoconazol para uso tépico.
Fonte: www.google.com

2.7 Métodos computacionais e a modelagem molecular

Visando reduzir ndo somente os custos, mas também o tempo envolvido no
processo, a ciéncia estd constantemente investindo em novas tecnologias para
melhorar a qualidade de compostos candidatos a farmacos. Paralelamente, avangos
da biologia molecular, biologia estrutural e de técnicas de modelagem e simulagéo
de sistemas via computador, tornaram mais facil a obtencdo de dados estruturais
com alta resolugdo para muitos complexos macromolécula/ligante importantes,
tornando o planejamento de novos medicamentos mais racional (LYNE, 2002;
BLEICHER et al., 2003; BATTISTI, 2011).
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A modelagem molecular se desenvolve por meio do uso de modelos que
possam quantificar e compreender determinados fendmenos. E uma éarea de
conhecimento interdisciplinar, que trata da aplicacdo de modelos matematicos para
analise, entendimento e estudo de problemas cientificos complexos, mediante a
elaboracdo de codigos computacionais que descrevam os sistemas que se pretende
estudar. Simula¢des precisas das propriedades dos sélidos e moléculas reais
requerem uma excelente representacdo dos componentes de tais sistemas para que
as predicdes possam ser feitas com razoavel nivel de confiabilidade (CARVALHO et
al., 2003; SILVA, 2013).

Atualmente tem-se a aplicacdo de varios métodos de célculos computacionais
com diferentes fundamentos e niveis de teoria, como 0os métodos empiricos e semi-
empiricos, o método ab initio e os métodos fundamentados na mecéanica molecular
(MORGON, 2001; SANT'ANNA, 2009).

Os métodos semi-empiricos se utilizam de resultados experimentais para a
obtencdo de parametros, ou seja, combinam a fisica tedrica com experimentos.
Iniciam a resolucdo da equacdo de Schrodinger e entdo introduzem algumas
hipéteses visando aumentar a velocidade dos calculos (BERGER, 2004). Os
métodos ab initio se fundamentam da mecanica quantica, sdo puramente teoricos,
gue resolvem com maior aproximacgao a equacgao de Schrodinger.

A analise de qualquer sistema eletrénico tem sempre como ponto inicial a
equacdao de Schrdodinger (eg.1), essa equacao mescla os principios de Hamilton com

a dualidade onda-particula.

Hy = Ey (Eq.1)

Y ¢é a funcéo de onda que descreve o comportamento do sistema, E é o valor
da energia que o sistema fornece quando o operador H é aplicado sobre a funcao de
onda que descreve o sistema. H é o operador Hamiltoniano e contém os termos
referentes ao movimento e interagdo das particulas do sistema (LEACH, 2001).
Dentre os métodos ab initio, os mais usados séo o Hartree-Fock (HF) e a Teoria do
funcional de densidade (TFD). O Hartree-Fock € um método auto consistente ou
SCF (Self consistent field) para a solugdo numeérica da equacéo de Schrdodinger, que

relaciona a interacéo do elétron com o nucleo. A resolucdo do HF consiste em partir
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de uma funcdo de onda tentativa, submete-la ao operador de Fock, comparar a
funcdo de onda emergente com a anterior e testar a convergéncia da resposta. Essa
funcdo de onda tentativa consiste em um determinante de Slater (FREITAS, 2010).

O método TFD (Density Functional theory) utiliza as propriedades de
densidade eletronica da molécula, uma caracteristica fisica de todas as moléculas,
que é utilizada para descrever a complicada fisica por de tras das interacdes entre
os elétrons, e, portanto, determinar exatamente tudo sobre o sistema (COHEN,
MORI-SANCHEZ e YANG, 2012). Um funcional é definido como uma funcéo da
funcdo, e a energia da molécula é o funcional da densidade eletrdnica. Ao contrario
da funcéo de onda, que se torna significativamente mais complicada a medida que o
namero de elétrons aumenta, a determinacdo da densidade eletrbnica é
independente do nimero de elétrons (SHOLL e STECKEL, 2009).

Existem aproximadamente trés tipos, ou categorias, de métodos funcionais de
densidade. Os métodos de aproximacdo da densidade local (LDA), de Gradiente
conjugado (GC) e os métodos hibridos. Os métodos hibridos sdo os métodos mais
utilizados, principalmente o B3LYP, que € um funcional hibrido que contém em sua
formulacdo, funcionais GGA (Generalized Gradient Approximation) de troca e
correlacao e que inclui uma contribuicdo vinda do método HF (MUSSO, UGLIENGO
e SODUPE, 2011; HUANG e LEE, 2012; JIMENEZ-IZAL et al., 2012,
NAZARPARVAR, ZAHEDI e KLEIN, 2012). Ele foi desenvolvido por Becke (indicado
pela letra B), e um termo de correlacdo desenvolvido por Lee, Yang e Parr (sigla
LYP) e ainda possui trés parametros empiricos escolhidos para otimizar sua
performance (indicado pelo nimero 3). Também se utilizam de fun¢des de base para
descrever o termo radial de uma funcao de onda e fornecer ao método de calculo os
orbitais atdbmicos ideais para se realizar os calculos (SHOLL e STECKEL, 2009;
COHEN, MORI-SANCHEZ e YANG, 2012).

Existem dois tipos de funcdes de base, funcdes tipo Slater (STF) e funcdes
tipo Gaussianas (GTF), originadas do principio variacional, da aproximac¢éo de Born-
Oppenheimer e da intuicdo quimica. Dentre as do tipo GFT tem-se a 6-31G(d,p) com
duas funcbes de base (uma com trés 3 primitivas e uma com 1 func&o primitiva) e
polarizacédo nos orbitais (d,p) (PEREIRA, 2008). Produzem melhores respostas em
baixo tempo computacional por isso é uma boa escolha para sistemas com
moléculas organicas (SHOLL e STECKEL, 2009; COHEN, MORI-SANCHEZ e
YANG, 2012).
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Os métodos TFD estdo em varios pacotes de software, incluindo Gaussian,
Gamess, HyperChem e Spartan. A vantagem mais significativa para os métodos
TFD é um aumento significativo na precisdo computacional sem o aumento adicional
no tempo de computacédo (SHOLL e STECKEL, 2009).

Para sistemas de maior complexidade ou demasiadamente grandes para
serem abordados pela mecénica quéantica ou por métodos semiempiricos, utilizam-
se métodos baseados na mecanica molecular (REBOREDO, 2012). Calculos de
mecanica molecular utilizam uma série de equacfes derivadas empiricamente para
a superficie de Born-Oppenheimer, cujo formalismo mateméatico esta baseado em
um modelo de mecénica classica de estrutura molecular (COELHO et al., 1999).
Apresenta como principal vantagem a rapidez na avaliacdo de sistemas complexos,
através da dinamica do sistema aplicando as leis da mecanica newtoniana
(MORGON, 2001).

O modelo da mecéanica molecular considera as moléculas como uma colecdo
de atomos ligados entre si por forcas elasticas ou harménicas. Estas forcas sao
descritas pelas funcdes de energia potencial (U) das contribuicbes estruturais,
comprimentos de ligagao (r), angulos de ligacéo (8), angulos diedros (@) e interagbes
nao ligadas (d). O conjunto destas funcées é conhecido como campo de forca
empirico. O campo de forca representa a energia potencial molecular em relacao a
uma geometria de referéncia, em um determinado sistema de coordenadas (EQ.2)
(COELHO et al., 1999).

U=23U®+ IU®O+ ZU(p)+ ZU+.. (Eq.2)

A superficie de Born-Oppenheimer, conhecida na mecéanica molecular como
superficie de energia potencial, € multidimensional e descreve a energia de uma
molécula em termos das posi¢des nucleares. Esta superficie possui minimos locais
em relacdo a uma ou algumas conformacfes moleculares estaveis e, em uma
primeira aproximagdo, a molécula é descrita pela estrutura correspondente ao
minimo global da superficie potencial (COELHO et al., 1999; MORGON, 2001,
REBOREDO, 2012).
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2.7.1 ESTUDO COMPUTACIONAL DE SISTEMAS DE LIBERAC;AO CONTROLADA
OU DDS (Drug Delivery System)

A modelagem computacional € uma excelente ferramenta para a elucidacao
das propriedades estruturais e dindmicas de biomoléculas, principalmente sistemas
de liberacdo de farmacos, e para o detalhamento em niveis atomisticos e/ou
moleculares (KARPLUS; MCCAMMON, 2002). As simulacdes computacionais
podem ser usadas para diversas abordagens para DDS’s, como por exemplo,
montagem do sistema, caracteristicas estruturais e dindmicas dos agregados
formados, aspectos relacionados ao farmaco, e estabilidade e atuagcdo dos DDS’s
nos alvos. Ainda pode ser usada para simular mudancas de condicbes ambientais,
como pH, temperatura, concentragdo dos solutos, campos magnéticos externos,
interacdes com outras biomoléculas e outras variaveis que podem afetar a eficiéncia
do DDS. (RAMEZANPOUR et al., 2016). Na tabela 2, podem-se observar algumas

variaveis que podem ser estudas por simulacdo computacional.

Tabela 2. Questbes relevantes para o design do sistema de liberacdo de drogas que podem ser
respondidas por simulagdo computacional.

Etapas do DDS Propriedades de interesse

Caracterizacao fisico-quimica Organizacédo dos componentes (Self-assembly)
Estrutura e dindmica do complexo droga-DDS
Carregamento da droga
Distribuicéo da droga
Interacdes DDS-droga
Funcionalizacéo
Liberacdo da droga

Agregacao
Circulacéo Interacdo com biomoléculas
Estabilidade
Interacdo com ions
Membrana-Célula Interacdo com membrana

Internalizacéo celular

Interagcdo com proteinas de membrana
Intracellular Dissociagéo drug-DDS

Liberacéo da droga para o endossomo

Interacdo com moléculas endbégenas

Translocacgao de nucleos

Fonte: Ramezanpour et al. (2016).

Diferentes tipos de DDS j& foram estudados por simulacdo computacional,
como os dendrimeros (ZHANG et al., 2014), os de base polimérica (GUO, QIU e
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ZHOU, 2013), a base de peptideos e acidos nucleicos (TODOROVA et al., 2014),
base de carbono (LAl e BARNARD, 2015), nanoparticulas de ouro (BRANCOLINI et
al., 2012) e os de base lipidica (SHINODA, DEVANE e KLEIN, 2012; MESSINA,
BESADA-PORTO e RUSO, 2014; RANJETH e ANUSUYA, 2015;). Recentemente 0s
DDS de base lipidica, como lipossomas, micelas e nanoparticulas lipidicas, tém
atraido muita atencdo, devido ndo somente a capacidade de encapsular e
transportar farmacos e biomoléculas, mas também pela versatilidade das suas
estruturas nas composi¢cdes (RAMEZANPOUR et al., 2016).

Jambeck et al. (2014) desenvolveram um sistema lipossoma carregado com
um antitumoral fotoativo, hipericina, na tentativa de aumentar a acumulagdo do
farmaco no local de aplicacdo, utilizando campo de forca Martini. Propuseram um
modelo atomistico detalhado utilizando lipossomas DPPC, onde foi possivel avaliar a
distribuicdo e orientacdo do farmaco e explorar o impacto de sua introducdo em um
lipossoma em relagdo a estabilidade da molécula.

Ranjeth e Anusuya (2015) desenvolveram estruturas para entender o
mecanismo de entrega de droga, com simulacdo computacional e o software
packmol, usando nanoparticulas poliméricas e drogas anti-cancer (anastrozol,
ciclofosfamida, daunorubicina, ixabepilona e Docetaxel) docadas em seu interior.
Segundo os autores, com este estudo foi possivel obter previsdo da ligacao e a
dindmica entre a molécula de farmaco e o seu veiculo.

Lee e Pastor (2011), simularam agregados como misturas de lipideos e de
lipidicos com polietilenoglicol (PEG) em diferentes tamanhos e concentragfes
usando campo de forgca Martini formando lipossomas e micelas para avaliar a
organizacdo dos componentes e o efeito da introducdo do PEG quanto ao tamanho.

Dan (2014) estudou a liberacdo de materiais encapsulados em carreadores
lipidicos nanoestruturados, utilizando simulagdes de Monte Carlo, com contetdo de
fase solida variavel para avaliar a influéncia do ordenamento da matriz, a
concentracdo da fase solida e o tamanho dos dominios na taxa de liberacdo da
nanoparticula. Dan (2015), também estudaram a liberagdo de compostos
encapsulados em nano e microcapsulas, s6 que utilizando campos oscilantes, como
eletrostatica e ultrassom, para avaliar a taxa de liberagéo.

A crescente aplicacdo de simulagcdes computacionais demonstra que oS

métodos computacionais sado técnicas promissoras para 0 design e para a
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otimizacdo de DDS’s e representam ainda uma grande contribuicdo para o

desenvolvimento de novos farmacos.

2.7.2 DOCAGEM MOLECULAR

Para se compreender a maioria dos mecanismos € necessario determinar o
modo de interagcdo entre macromoléculas ou entre uma macromolécula e uma
pequena molécula ligante. E o que a docagem molecular faz, se dedica & previséo
do modo de ligacdo e os detalhes do reconhecimento molecular proteina-proteina e
receptor-ligante. O objetivo desta técnica pode ser dividida em duas partes
principais: investigacao e predicdo da conformacao e orientacdo de uma molécula
ligante no seu sitio de complexacdo; predicdo da afinidade em um complexo
receptor-ligante, isto €, a energia livre de ligacdo. Para sistemas complexos, como
0S nanosistemas, é necessaria a complementacao da dinamica molecular (GUIDO,
ANDRICOPULO e OLIVA, 2010; VERLI, 2014).

O procedimento de docking molecular busca pela posi¢cdo e orientacdo que
maximiza essas interagdes intermoleculares. Assim, o ligante e o receptor formam
um complexo por complementaridade estrutural e por estabilizacdo energética. Um
dos principais objetivos dos estudos na area de planejamento in silico de farmacos é
prever a intensidade e a especificidade com que pequenas e médias moléculas,
normalmente denominadas de ligantes se liguem ao sitio ativo de um receptor,
modificando assim o seu ciclo bioquimico/farmacoldgico, através de modulagcédo da
sua resposta bioldgica (COHEN, 2010; TROTT; OLSON, 2010).

2.7.3 SIMULACOES DE DINAMICA MOLECULAR (DM)

A dindmica molecular (DM) é fundamentada nos principios da mecéanica
molecular e fornece informac¢des sobre o comportamento dindmico microscopico,
dependente do tempo. A DM conceitua-se como uma técnica computacional a qual
se determina 0os movimentos das particulas de quaisquer sistemas, e desse é
conhecido o potencial de interacdo entre essas particulas e as equacdes que regem
seu movimento (NAMBA; SILVA; SILVA, 2008). Utilizam modelos atomisticos
classicos e seu método € baseado nas leis de movimento de Newton. O resultado é

uma trajetoria que especifica como as posicdes e as velocidades das particulas no
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sistema variam com o tempo (NAMBA; SILVA; SILVA, 2008; ROSAS-GARCIA;
SAENZ-TAVERA, 2012).

Nas simulacdes de DM tém-se varios tipos de campos de forca. A descricédo
de campo de forca é definida como um conjunto completo dos potenciais de
interacdo entre as particulas. A escolha do campo de forca depende, em grande
parte, do sistema a ser estudado e das propriedades que seréo investigadas. No
caso de sistemas biomoleculares, os campos de forca mais utilizados sdo: Charmm,
Gromos, Amber, Opls, Cvff entre outros (NAMBA; SILVA; SILVA, 2008; ROSAS-
GARCIA; SAENZ-TAVERA, 2012; DIPIKA, 2014).

Um dos softwares de simulagdo DM mais utilizados € 0o GROMACS (DIPIKA,
2014; ESWAR et al., 2007). Assim como o Amber e o Charmm, sdo adaptados a
simulacdo de macromoléculas, com campos de for¢a altamente otimizados (ROSAS-
GARCIA; SAENZ-TAVERA, 2012).

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Simular um carreador lipidico nanoestruturado utilizando triacilgliceréis da
gordura de cupuacu, a cera de carnauba e o triacilglicerol de acido céprico/caprilico
como lipideos, o tween 80® e o pluronic® como tensoativos e um enatiémero do
cetoconazol como farmaco modelo. E através de softwares da modelagem molecular

estudar as propriedades moleculares e o comportamento dinAmico das moléculas.

3.2 Objetivos Especificos

Tratar as estruturas tridimensionais separadamente
Estudar as propriedades moleculares

Analisar por DSC e DRX as misturas lipidicas

Gerar uma mistura lipidica tridimensional

Estudar o acoplamento da mistura lipidica com o farmaco

Gerar modelo tridimensional do CLN

AN N N N N N

Realizar Simulac¢des de Dindmica Molecular.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material

Cera de Carnauba (GM ceras - Lote: 3211/12; S&o Paulo, Brasil)
Cetoconazol

Gordura de Cupuacu (Amazon Oil - Lote: AMO 003-005/2016; Belém, Brasil)
Tween 80°

Pluronic®

I N NN R

Triacilglicerol de &cido caprico/caprilico (Fagron - Lote: 1Y0275B; S&o Paulo,

Brasil).

4.2 Métodos

4.2.1 OBTENCAO DAS ESTRUTURAS OTIMIZADAS

Inicialmente buscaram-se na literatura as estruturas majoritarias dos
constituintes do nanocarreador, que compreende a matriz lipidica (composta por
gordura de cupuacu, cera de carnauba e triglicerideos de acido céprico/caprilico), os
tensoativos (Tween 80 e Pluronic) e o farmaco (cetoconazol), que foram
estabelecidas como estruturas representativas dos mesmos nos sistemas simulados.
Uma vez determinados os majoritarios, as estruturas foram tratadas separadamente,
algumas foram obtidas do NCBI (National center for biotechnology information), e
outras geradas com CHEMDRAW ULTRA 12 (CambridgeSoft Corporation,
Cambridge, MA).

Posteriormente foram geradas estruturas tridimensionais minimizadas, com o
programa CHEM3D 12 (CambridgeSoft Corporation, Cambridge, MA). Com o
programa UCSF CHIMERA foram obtidas as respectivas cargas e multiplicidades.
Seguido de otimizagdo das estruturas obtidas usando o método TFD com o funcional
hibrido B3LYP e conjunto de bases 6-31G (d,p) calculadas no GAUSSIAN 09
(FRISCH, 2009; PLUMLEY e DANNENBERG, 2011). A visualiza¢do das estruturas
foi feita com o programa VISUAL MOLECULAR DIMANYCS (VMD).
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4.2.2 SUPERFICIES DO MAPA DO POTENCIAL ELETROSTATICO (MEP)

As superficies MEP foram calculadas para o estudo de padrdes de
reatividades moleculares. E uma ferramenta altamente informativa para a
distribuicdo de cargas eletrbnicas de uma dada molécula. As superficies do MEP
foram calculadas pelo método TFD com funcional hibrido e conjunto de bases
B3LYP/6-31G (d,p) (PLUMLEY e DANNENBERG, 2011) no software SPARTAN
STUDENT (ENGEL e REID, 2006).

4.2.3 DESIGN MISTURAS LIPIDICAS

As proporc¢des estabelecidas para trés Pré-formulacdes de misturas lipidicas
podem ser observadas na Tabela 3. Estabeleceu-se a relacdo gordura/cera 2:1 e a
guantidade de TAC proporcional para 100% e em quantidades crescentes para as

misturas. As trés pré-formulacdes foram codificadas em M0O1, M02 e M03.

Tabela 3. Misturas lipidicas em diferentes proporcoes.

MISTURAS CG (%) | CERA (%) | TAC (%)
MO1 40 20 40
MO02 30 15 55
MO3 20 10 70

CG: gordura de cupuagu/ Cera: cera de carnauba/ TACC: triacilglicerol de acido caprico/caprilico.

4.2.4 SELECAO DA MISTURA LIPIDICA

A selecdo da mistura lipidica foi realizada a partir dos resultados
experimentais de Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) e Difracdo de raios-X
(DRX) das amostras isoladas e das misturas.

Para a andlise de DSC, a cera, a gordura e as trés misturas lipidicas foram
aguecidas até 100°C e mantidas nesta temperatura por 15 minutos, seguido de
resfriamento em temperatura ambiente (SOUTO, MEHNERT e MULLER, 2006).
Cerca de 2mg de cada amostra foi adicionada em cadinho de aluminio

hermeticamente fechado e submetida & programacdo de aquecimento até 200°C,
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taxa de aquecimento de 10°C/min, sob atmosfera inerte de nitrogénio (N,) e com
fluxo de 50mL/min em calorimetro exploratério diferencial (DSC) Shimadzu® DSC-60
Plus (Quioto, Japao). Os dados obtidos foram tratados no software Shimadzu® TA-
60WS (Quioto, Japéo).

Para a andlise por DRX a cera, a gordura e as trés misturas lipidicas foram
investigadas usando difratdmetro D8 Advance, Bruker® (Ettlingen, Alemanha), com
tubo de Cu, radiacdo Cu (Ka= 1,540598 A), faixa angular (26) de 10-80, voltagem do
tubo de 40kV, corrente do tubo de 40 mA, fenda divergente de 0,6mm, fenda soller
de 2,5° e filtro kp de Ni. A coleta do difratograma foi realizada com passo angular de

0,02° e o0 tempo por passo 1s.

4.2.5 MODELO TRIDIMENSIONAL DA MISTURA LIPIDICA

Para simular uma matriz lipidica tridimensional foi utilizado o numero de
moléculas respectivo a quantidade dos componentes da mistura lipidica
selecionada. Foi necessario converter os percentuais estabelecidos na tabela 3 para
namero de moléculas (tabela 4) conforme fracBes estabelecidas para cada
componente. O namero de molécula de cada componente lipidico foi calculado
utilizando uma equacao (Eq.3) que descreve o numero de moléculas obtido pela
razdo entre o produto da massa (g) e o numero de avogrado, pela massa molar
(g/mol). Foi elaborado apenas um modelo tridimensional, dentre as trés misturas
lipidicas, utilizando o PACKMOL SOFTWARE PACKAGE (MARTINEZ et al., 2009)
com o modelo Simple mixture e caixa ortorrdmbica de 70A. A visualizacdo do
modelo gerado foi feita com o programa VISUAL MOLECULAR DIMANYCS (VMD).

Tabela 4. Numero de moléculas calculadas para cada mistura lipidica..

MOL MO2 MO3

% Nm % Nm % Nm
SO0 16 12 8
sos | %0 11 | 30 8 20 g
CER | 20 30 | 15 23 10 15
TAC | 40 97 |55 133 70 169

Nm: Nimero de moléculas/ SOO e SOS: Triacilgliceréis da gordura de cupuagu/ CER: Cera de
carnauba / TAC: Triacilglicerol de &cido céprico/caprilico.
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_ mxNA ~20 m = massa (g)
X 10 (Eq.3) NA = nimero de avogrado
(6,022 x 10* mol™)
mm = massa molar (g/mol)
10 = simplificacéo
numérica

Fonte: Autor

4.2.6 DOCAGEM MOLECULAR

O cetoconazol foi incorporado a mistura tridimensional selecionada, para a
docagem o cetoconazol foi estabelecido como ligante e a mistura lipidica o receptor.
Foi realizada para mimetizar o processo fisico de ligacdo e para este processo foi
utilizado o software AUTODOCK 4.2 (SILVA et al., 2017), que € um programa para
avaliacdo virtual de acoplamento molecular. Com precisédo regular de no méaximo
100 conformacdes por estrutura, cargas Kollman necessarias para o calculo foram
adicionadas, hidrogénios néo polares suprimidos e as liga¢des rotacionais do ligante
foram definidas automaticamente. As conformacdes foram classificadas utilizando a
funcdo scoring e o algoritmo Genético Lamarckiano. Apos a localizacdo dos
possiveis locais de ligacdo, as conformaces do complexo docado foram otimizadas
utilizando o algoritm o steepest decent até a convergéncia, com um maximo de 20

iteracdes. As dimensdes da caixa grid foram (X=22 /Y= 14/ Z= 14).

4.2.7 DESIGN DO CLN

Para o design do CLN, inicialmente seguiu-se a relacdo 10% de lipideos, 1%
de tensoativos, 1% de farmaco e 88% de agua (DOS SANTOS et al., 2012; SOUTO,
2013). Para simular o CLN tridimensional foi utilizado o nimero de moléculas,
calculadas conforme (Eq. 3), respectivo as quantidade dos seus componentes.
Conforme observado na tabela 5, em que se tem a gordura de cupuacu (relativo aos
triacilgliceradis), cera de carnauba, triacilglicerol de acido caprico/caprilico, pluronic,

tween 80, cetoconazol e agua.
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Tabela 5. Design da formulacéo de CLN para simulacao.

Proporcéo em

Componentes formulacdes CLN (%) Nm
SOS 4
SO0 3
CER 10 7
TAC 85
PLU 0,5 18
T80 0,5 5
CET 1 11

AGUA 88 29416

Nm: Nimero de moléculas/ SOO e SOS: Triacilglicerdis da gordura de cupuagu / CER: cera de
carnauba/ TAC Triacilglicerol de acido caprico/caprilico / T80: tween 80/ PLU: pluronic/ CET:
cetoconazol.

4.2.8 SIMULACAO DE DINAMICA MOLECULAR DO CLN

Inicialmente foram geradas as topologias da base ATB (Automated Topology
Builder) para poder gerar o sistema. O sistema foi minimizado para evitar choques
estéreis ou geometria inadequada. Seguido de um processo de termalizacao,
processo que consiste no aumento gradual da temperatura através de sucessivas
simulagdes por dinamica molecular em 10ps cada, considerando primeiramente as
estruturas moleculares em OK e aquecendo ate 50K, em seguida aumentou-se a
temperatura para 150K, e por fim foi alcancada a temperatura de interesse 298K. As
coordenadas de cada atomo do sistema permaneceram fixas durante a
termalizacdo, com uma forca constante de 1,0 x 10° KJ.mol™*.nm™.

Os sistemas aquosos foram solvatados com moléculas explicitas de agua
através do modelo polarizante simples de carga pontual: Simple Point Charge
(SPCI/TIP3). Foi utilizado o algoritmo de Verlet-Verlet e ensemble candnico. As
contribuicdes eletrostaticas de longo alcance foram tratadas por meio do Campo de
reacado (Reaction Field). J4 as interacdes eletrostaticas e de van der Waals para
tratar as interagOes de curto alcance ocorrem dentro de um raio de corte de 1,4nm,
evitando a ocorréncia de interacbes entre os atomos e suas proprias imagens
virtuais replicadas tridimensionalmente pelas condi¢cdes periodicas de contorno. A
simulagéo foi realizada no tempo de 20ns. A simulacdo foi realizada utilizando o
conjunto de parametros FF99S dentro do programa GROMACS (VAN DER SPOEL
et al., 2005).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Estruturas otimizadas

A composi¢do do CLN foi semelhante a um modelo ja estudado por Souto
(2013), diferenciando-se na propor¢do dos lipideos, e para um estudo tedrico deste
sistema, inicialmente estabeleceram-se as estruturas representativas dos
componentes do CLN conforme informacdes estruturais encontradas na literatura
(tabela 6). Na composicéo trigliceridica da gordura de cupuacu (GC) foi encontrado
principalmente o triacilglicerol SOS (1,3-distearoyl-2-oleoylglycerol) que corresponde
a aproximadamente 30% e o triacilglicerol SOO (1-stearoyl-2,3-dioleoylglycerol) a
20%, ou seja, juntos totalizando cerca de 50% da GC, uma vez que a mesma €
composta basicamente de triglicerideos, pode-se afixar o SOS e o SOO como
majoritarios e representativos da gordura de cupuacgu.

Tabela 6. Estruturas representativas dos componentes do CLN.

Componentes Majoritario/Representativo Férmula molecular Referéncia
Triacilglicerol SOS Cs7H10506 Luccas, 2001; Gilabert-Escriva
Gordura de et al., 2002; Ruscheinsky,
cupuacgu Triacilglicerol SOO Cs7H 10606 2005; Quast, Luccas e
Kieckbusch, 2011
Cera de o Magalhaes, 2007
Cerotato de mericila CseH11205
carnauba Campbell e Farrell, 2012

Triacilglicerol de &cido )
TAC e . Co9H5406 Laudo de fabricacdo
céprico/caprilico

Tween 80 Tween 80 C3oHgoO10 Laudo de fabricacdo
Pluronic Pluronic C;H460.4 Laudo de fabricacdo
Cetoconazol cetoconazol C,6H25CIloN4Oy Farmacopéia Européia 5.0

A cera de carnauba é composta basicamente pelo cerotato de mericila (tabela
6), que é um éster simples formado pelo acido cerético e o alcool mericilico, por isso
foi determinado como seu representativo. O TAC é sintetizado em ambiente
industrial através de uma reacao de esterificacdo utilizando os acidos graxos caprico
e o caprilico, fracionados de outros 6leos vegetais, com o glicerol para formar o

triglicerideo cuja férmula molecular estd na tabela 6. O pluronic, o tween 80 e o
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cetoconazol também sdo sintetizados em laboratério e possuem as informacgdes
estruturais bem definidas nos laudos de fabricacao (tabela 6).

As Unicas estruturas obtidas do NCBI foram as do cetoconazol (Pubchem
CID: 47576) e do Tween 80 (Pubchem CID: 528448). Todas as sete estruturas foram
calculadas com método TFD com conjunto B3LYP 6-31G (d,p) e as energias de
otimizacdo (HF) obtidas estdo na tabela 7, cuja unidade atbmica de energia é o
Hartree, que é igual ao valor absoluto da energia potencial do atomo de hidrogénio
em seu estado fundamental ou estacionario. Pode-se dizer que os valores da tabela
7 representam a energia total resultante da aproximacdo de hartree (MONTE;
VENTURA, 2011). A menor energia de otimizagao reflete na estabilidade, conforme

tabela 7 o pluronic teve menor energia de otimizacéo, portanto € o mais estavel.

Tabela 7. Energias apés calculos de otimizacéo.

Componentes HF (Ha)*
SOS -2688,7530
SO0 -2687,5192
Cera -2352,1639
TAC -1589,1225

Tween 80 -2007, 7782
Pluronic -557, 2450
Cetoconazol -2447,9286

*HF — Energia de otimizag&o (Hartree).

O resultante da otimizagao de cada estrutura pode ser visualizado nas figuras
9, 10, 11, 12, 13,14 e 15 que sao snapshots gerados no programa VISUAL
MOLECULAR DIMANYCS (VMD). Cujos atomos em vermelho representam o0s
oxigénios, em azul os nitrogénios, em branco os hidrogénios e em verde sdo o0s

carbonos e os cloros (somente para o cetoconazol).



Figura 9. Estrutura tridimensional do SOS.
Fonte: Autor

Figura 10. Estrutura tridimensional do SOO.
Fonte: Autor

Figura 11. Estrutura tridimensional da Cera.
Fonte: Autor
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Figura 12. Estrutura tridimensional do TAC.
Fonte: Autor

Figura 13. Estrutura tridimensional do tween 80.
Fonte: Autor

Figura 14. Estrutura tridimensional do pluronic.
Fonte: Autor

Figura 15. Estrutura tridimensional do Cetoconazol.
Fonte: Autor
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5.2 Superficies do mapa do potencial eletroestatico

As Figuras 16, 17, 18, 19, 20, 21 e 22 mostram as superficies do mapa do
potencial eletrostatico (MEP) geradas e demonstram as regides nucleofilicas
(potencial eletrostatico negativo) que tendem para o vermelho, e as regides
eletrofilicas (potencial eletrostatico positivo) tendendo para o azul. O espectro de
cores do vermelho ao azul indica a tendéncia em relacdo a carga, da mais negativa
para a menos negativa (ou positiva). A importancia do estudo de MEP € conhecer a
forma global da molécula e as regides com maior afinidade para interacdes, e
principalmente com o cetoconazol. As superficies descreveram bem a distribuicdo

de cargas.

Potencial positivo l

e

Potencial negativo I

Figura 16. Superficie do mapa de potencial eletrostatico do SOS.
Fonte: Autor

Potencial positivo l

Potencial negativo I

Figura 17. Superficie do mapa do potencial eletrostatico gerado para o SOO.
Fonte: Autor



Potencial positivo

Potencial negativo I

Figura 18. Superficie do mapa do potencial eletrostatico gerado para a Cera.
Fonte: Autor

Potencial positivo

Potencial negativo .

Figura 19. Superficie do mapa do potencial eletrostatico gerado para o TAC.
Fonte: Autor

Potencial positivo

Potencial negativo .

Figura 20. Superficie do mapa do potencial eletrostatico gerado para o pluronic.
Fonte: Autor
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Potencial positivo

Potencial negativo l

Figura 21. Superficie do mapa do potencial eletrostatico gerado para o tween 80..
Fonte: Autor

Potencial positivo .

P

Potencial negativo l

Figura 22. Superficie do mapa do potencial eletrostatico gerado para o cetoconazol.
Fonte: Autor

Para o SOS e para 0 SOO, as superficies do MEP mostraram regides com
potencial eletrostatico negativo ao redor dos atomos de oxigénio dos grupos acilato
(COO0), mais intensamente na porcdo carboxilica, devido ao efeito retirador de
elétrons do grupo carbonila, e na instauragdo da cadeia carbbénica em que também
sdo observadas regides nucleofilicas que geram potenciais negativos. E potenciais
eletrostaticos positivos em torno dos atomos de hidrogénio.
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Na cera e no TACC, potenciais negativos sao observados ao redor dos
atomos de oxigénio dos grupos carboxilicos que formam a ligacao éster da estrutura
e potenciais positivos estdo em torno dos hidrogénios ligados ao grupo acilato.

No tween 80, também s&o observadas regides de potencial negativo ao redor
dos atomos de oxigénio dos grupos acilato e na instauracdo, e potenciais positivos
ao redor dos atomos de hidrogénio dos grupos hidroxilicos (OH). No Pluronic regiées
de potencial negativo sdo observadas ao redor dos atomos de oxigénio, o atomo
mais eletronegativo da estrutura e potenciais positivos ao redor dos atomos de
hidrogénio dos grupos hidroxilicos (OH). No cetoconazol, potencias negativos em
torno do atomo de nitrogénio do anel imidazoélico, do &tomo de oxigénio da carbonila
e no anel aromatico. Potenciais positivos sdo observados ao redor de atomos de
hidrogénios da estrutura.

Esses dados estdo coerentes com 0s conceitos de mecanismos de reacao,
pois regides nucleofilicas, rica em elétrons, geram potencial negativo e podem ser
duplas ou triplas ligacbes, elementos eletronegativos e ainda anéis aromaticos pelo
efeito ressonante. Deste modo, regides mais negativas atraem espécies carregadas
positivamente ou repelem carga negativa, e espécies menos negativas ou positivas
atraem elétrons de outra molécula. Por isso que regifes nucleofilicas sdo mais
suscetiveis a ataque por eletréfilos e as regides eletrofilicas, de potencial positivo,

apresentam maior suscetibilidade de sofrer ataque nucleofilico.

5.3 Orbitais HOMO e LUMO

A partir das otimizagbes das estruturas foi possivel observar outras
propriedades eletrdbnicas como os orbitais moleculares HOMO (orbital molecular
ocupado de maior energia) e o LUMO (orbital molecular ndo ocupado de menor
energia) que estao expostos na tabela 8.

Os orbitais HOMO e LUMO séo orbitais de fronteira e estéo relacionados com
a energia que ocupa o orbital molecular. Fornecem informagdes sobre carater
elétron/doador ou elétron/aceitador de um atomo e de um complexo formado pela
transferéncia de cargas. A energia HOMO esta relacionada a capacidade de doar
elétrons, deste modo quanto maior a energia do HOMO, maior a capacidade de doar

elétrons. A energia LUMO esta relacionada com a capacidade de receber elétrons
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de uma molécula, quanto menor a energia LUMO menor € a resisténcia de aceitar
elétrons (CHENG et al., 2003; ARROIO, HONORIO e DA SILVA, 2010).

Conforme observado na tabela 8, o SOO e o cetoconazol possuem maiores
valores de energia HOMO, portanto possuem atomos com alta capacidade de doar
elétrons. O SOS e o cetoconazol apresentaram menores valores de energia LUMO,
por isso pode inferir que 0os mesmo apresentam atomos aceitadores com menor

resisténcia de aceitar elétrons.

Tabela 8. Orbitais HOMO e LUMO dos componentes do CLN.

Componentes HOMO (Ha)* | LUMO (Ha)* Gap (H-L)
SOS -0,2321 -0,0583 0,1738
SO0 -0,1790 -0,0218 0,1572
Cera -0,2552 0,0144 0,2696

TACC -0,2662 0,0037 0,2699
Tween 80 -0,2339 0,0211 0,255
Pluronic -0,2522 0,0616 0,3138
Cetoconazol -0,1821 -0,0369 0,1452

*HF — Energia de otimiza¢&o (Hatree).

O intervalo Gap (H-L) € obtido pela diferenca entre as energias HOMO e
LUMO e é um indicador da reatividade dos compostos. Moléculas com menores
valores de Gap (H-L) sdo mais reativas e tem menor estabilidade (CHENG et al.,
2003; ZHANG e MUSGRAVE, 2007). Conforme tabela 8, pode-se observar que os
menores valores em mddulo obtidos foram para o cetoconazol, SOO e SOS, deste

modo, demostram ser 0s compostos mais reativos.

5.4 Selecdo das misturas Lipidicas

v Anélise de DSC

As curvas obtidas da calorimetria exploratoria diferencial (DSC), estéo

representados nas Figuras 23 e 24. Adicionalmente, a Tabela 9 exibe dados

referentes a temperatura de fuséo, temperatura on-set e entalpia obtido.
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Observou-se na curva DSC da cera de caunauba (figura 23) um evento
endotérmico em 85,12°C relacionado a fusdo, com extrapolacdo on-set de 83,38°C
e entalpia de -174,01 J/g. Dados em conformidade com a literatura, pois outros
estudos indicam uma temperatura de fusdo entre 80 a 86°C (LACERDA, 2009;
MILANOVIC et al., 2010; SOUTO, 2013).

A curva DSC da gordura de cupuacu (figura 23), apresentou um evento
endotérmico referente & fusdo a 33,14°C com on-set de 27,89°C e entalpia de -72,2
J/g. Estes resultados estdo semelhantes aos observados na literatura que varia de
30 a 38°C (GILABERT-ESCRIVA et al., 2002; LUCCAS e KIECKBUSCH, 2006;
TEIXEIRA, 2014).

Gordura de Cupuacgu
Cera de Carnauba

: . , . ' . ,
40 80 120 160 200
(°C)

Figura 23. Curvas DSC da gordura de cupuacu e cera de carnalba.
Fonte: Autor

As curvas DSC das misturas lipidicas apresentaram (figura 24) um evento
endotérmico referente a fusdo variando de 76,31 a 78,06°C, com extrapolagédo on-
set de 65,39 a 68,45°C e entalpia de -15,17 a -21,74 J/g. Foi observado a diminuicéo
da altura do pico e o alargamento do evento endotérmico em comparacéo a cera e
gordura (figura 23), proporcional ao aumento da quantidade de TAC e diminui¢cdo da
relacdo gordura/cera, o que resultou na diminuicdo dos valores correspondentes de
entalpia. Todas as misturas apresentaram variagcdes de entalpia menores do que

qualguer material avaliado isoladamente (tabela 9).



54

Com os resultados da analise térmica (Tabela 9) e as curvas DSC (Figura 23
e 24) é possivel indicar que houve interacdo entre gordura, a cera e o TAC bem
como a formacdo de novas estruturas cristalinas. As misturas M02 e MO03
apresentaram menores valores de entalpia e de temperatura de fusao, indicando

gue sao as misturas de menor ordenamento cristalino.

DSC (mW)

D —

MO1
M02
—MO03

: : : : : :
40 80 120 160 200
(°C)

Figura 24. Curvas DSC das misturas M01, M02 e MO03.
Fonte: Autor

Tabela 9. Temperatura de fusdo, temperatura on-set e entalpia da cera de carnauba, gordura de
cupuagu e das misturas.

COMPONENTES Fusao (°C) On-set (°C) |Entalpia (J/9)
MO1 78,06 68,45 -21,74
MO02 77,25 66,78 -17,75
MO03 76,31 65,39 -15,17
GOR 33,14 27,89 -72,25
CER 85,12 83,38 -174,01

Yang et al. (2014) realizaram experimentos para avaliar o efeito dos 6leos
sobre o comportamento de cristalizagdo das misturas e a estabilidade em CLN,

utiizando a triesterina e quatro Oleos: trioleina, tricaprilina, acido oleico e
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pentadecano. Através de perfis térmicos de DSC, sugeriram que a adi¢do dos 6leos
acelerou a taxa de transformacé&o polimorfica, ou seja, a medida que a concentragdo
de dleo foi aumentada, a cristalizacéo e a temperatura de fusdo diminuiram e a taxa
de transformacéao polimorfica aumentou sugerindo estruturas mais amorfas.

Zheng et al. (2013) realizaram experimentos para avaliar as influéncias de
misturas de lipideos (6leo de girassol hidrogenado, 6leo de girassol saturado 6leo de
colza hidrogenado, 6leo de colza saturada, mistura de Oleo de palma e estearina de
palma, Oleo de soja e triglicerideos de acido caprico/caprilico) e suas proporcdes na
formacdo e propriedades de carreadores lipidicos nanoestruturados (CLN)
utilizando, dentre outras técnicas o DSC em que os resultados mostraram que
ambos temperatura on-set e de fusdo diminuiram, devido a adi¢cdo do 6leo liquido
que permitiu o pico de fusdo mais amplo e alargado, indicando uma cristalinidade
reduzida de produtos.

Com os resultados obtidos pode-se afirmar que o TAC foi molecularmente
disperso na matriz lipidica provocando uma reducdo na temperatura de fuséo
guando comparado com os lipideos solidos, assim como a entalpia isoladamente.
Como o calor de fusdo é inversamente proporcional a organizacdo da estrutura
cristalina, ou seja, quanto menor a entalpia menos organizada a estrutura cristalina
(SEVERINO, 2012),

Pode-se inferir também que houve a acéo sinérgica do TAC e da gordura de
cupuacu para gerar estruturas mais desordenadas, ou seja, que além do lipideo
liqguido (TAC) a prépria gordura possa ter gerado uma contribuicdo para a reducéo
da entalpia, em relacdo aos materiais isolados. A cera de carnauba teve influéncia
direta no comportamento cristalino, pois quanto maior foi a quantidade de cera mais
ordenadas foram as misturas (maior entalpia). Pode-se estimar que o TAC e a
gordura tiveram efeito maximizador e a cera teve efeito minimizador na desordem

cristalina das misturas.

v Andlise de DRX

Os difratogramas da gordura, da cera e das misturas estdo mostrados nas
Figuras 25, 26 e 27 respectivamente. No difratograma da gordura (figura 25) foi
observado um pico de curto de longa intensidade na faixa 20 de 19.46° e varios

picos de curto espacamento e de média intensidade em 10.77, 22.25, 22.84, 23.76 e
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24.33°, que sao caracteristicos deste e estdo de acordo com os valores encontrados
por outros autores (SILVA et al., 2009; QUAST, LUCCAS e KIECKBUSCH, 2011).

A cera de carnauba apresentou dois picos de alta intensidade na faixa 20 de
21.51° e outro em 23.82° (figura 26), caracteristicos da cera de carnauba e também
encontrados por outros autores (VILLALOBOS-HERNANDEZ; MULLER-GOYMANN,

2006; LACERDA, 2009).

50000
40000 -
30000

20000

10000 M\//

10 20 30 40 50 60 70 80 90

Intensidade

20
Figura 25. Difratograma da gordura de cupuagu.
Fonte: Autor
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Figura 26. Difratograma da cera de carnalba.
Fonte: Autor
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Nos difratogramas das misturas (figura 27) é evidente uma modificacdo na
intensidade dos picos. Para a mistura MO1 foi observado dois picos de média
intensidade na faixa 26 de 19.51° e 23.86° e um de alta intensidade em 21.56°; Na
mistura M02 também foi observado dois picos de média intensidade em 19.45° e
23.97° e um de baixa intensidade em 21.56°; Na mistura MO3 na faixa 20 de 22° ja
se observa um alargamento do pico, seguido de um de média intensidade em 21.54°
e de baixa intensidade em 23.97°. Dentre os trés o M03 apresentou picos de menor
intensidade.

As alteragcOes observadas nos difratogramas comparando a gordura, a cera e
as misturas pode indicar que houve uma mudanca polimérfica das misturas lipidicas
formadas de modo a diminuir o ordenamento cristalino, principalmente na mistura
MO03. Com isso, pode-se dizer que a MO03 pode sofrer amorfizacdo apos
solidificagcédo, portanto tende a um comportamento cristalino menos organizado no
estado sélido. Esta é a mistura de maior interesse para produzir os CLN, pois a
forma cristalina da matriz lipidica influencia diretamente no perfil de liberacdo de
farmacos, pois em geral, matrizes lipidico-sélidas muito ordenadas apresentam
menor taxa de difusdo de substancia ativa (ATTAMA, MOMOH e BUILDERS, 2012),

e regides amorfas facilitam a incorporacao de farmacos.
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Figura 27. Difratograma das misturas lipidicas.
Fonte: Autor
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Lacerda (2009) também observou a diminui¢cdo de intensidade e alargamento
de picos de DRX, como também a diminuicdo da temperatura de fusdo obtida por
DSC de misturas binarias de cera de carnauba com lipideo liquido, atribuindo a
estes resultados a diminuicdo da organizacdo das estruturas cristalinas das cadeias
lipidicas das mistura binarias.

Os resultados de DRX corroboraram com os de DSC, em que demostraram a
mistura M03, como mais promissora para formular um CLN. Portanto esta foi a

mistura selecionada para posteriores simulagcdes computacionais.

5.5 Modelo tridimensional da mistura lipidica

O modelo tridimensional da mistura M03 foi gerado com o0 programa
PACKMOL e visualizado no VMD (figura 28). O Packmol cria um modelo otimizado
para posteriores estudos de docagem molecular e simulagbes de dinamica
molecular. O modelo gerado visa garantir que interacdes repulsivas de curto alcance
ndo perturbem ou interfiram as simulacées (MARTINEZ et al., 2009). Com o
PACKMOL, o usuério pode compactar moléculas restritas a regides do espaco cujas
formas séo definidas por formas geométricas.

Este programa utiliza um algoritmo de otimizacdo para resolver o problema de
empacotamento molecular e minimizacdo do sistema. Nesta versdo do programa o
Gencan é utilizado. E um método iterativo que, a partir de uma aproximacao inicial
para (c, 6) computa, a cada passo, uma aproximacdo com menor valor de funcéo.
No limite, um minimizador local é obtido. Em cada iteragdo, o Gencan calcula uma
direcéo no espaco (¢, 6) com o objetivo da diminuicdo da funcao f (funcéo objetiva).
As direcdes sdo definidas de acordo com o paradigma newtoniano, o que significa
gue ele busca a melhor direcao possivel no caso de possuir uma funcéo objetiva de
uma estrutura simples (quadratica). O procedimento para encontrar um novo ponto
ao longo desta direcdo usa interpolagéo sofisticada e técnicas de extrapolacdo que
permitem obter eficiéncia e garantia da convergéncia final (MARTINEZ e
MARTINEZ, 2003; MARTINEZ et al., 2009).
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[

Figura 28. Proposta da mistura lipidica tridimensional.
Fonte: Autor

Legenda:

Este modelo utilizou estruturas ja otimizadas e por isso demandou menor
custo computacional. Analisando o modelo tridimensional gerado (figura 28) foi
observado que o modelo de mistura, foi bastante satisfatorio, pois ndo houve choque
entre 0s componentes das misturas, as moléculas ficaram bem distribuidas no
espaco da caixa, por isso foi possivel criar as configuracdes iniciais adequadas.
Essa disposicdo molecular é fundamental para gerar sistemas adequados para
posteriores simulacbes computacionais, pois minimiza a possibilidade de
desestabilizacdo do sistema por causa de grandes interagdes repulsivas, este € um
dos motivos de falha de simulagbes mais complexas como a dinamica molecular
(MARTINEZ et al., 2009).
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5.6 Incorporacgao do farmaco (Docking molecular)

O software AUTODOCK foi usado para a predicdo da interacdo das misturas
com o cetoconazol. Este software tem distribuicdo gratuita e ja foi amplamente
testado, mostrando-se bem sucedido em uma variedade de experimentos de
docagem (AMARO, BARON e MCCAMMON, 2008; SILVA et al., 2017). Ele pode
utilizar varias técnicas para a exploracdo conformacional do ligante combinando as
vantagens de uma busca espacial completa e uma avaliacao energética precisa.

A docagem molecular da mistura MO3 foi realizada com o farmaco
cetoconazol. Este sistema foi formado entre o SOS, SOO, TACC, cera e o0
cetoconazol O modelo tridimensional gerado apds docking e as iteracfes obtidas
foram visualizadas individualmente para a selecdo da melhor. Este modelo gerou
vinte iteracdes, dentre as quais a selecionada apresentou melhor conformacéao,
menor energia de afinidade de -5,3 Kcal/mol e maior estabilidade.

Na figura 29 tem-se o modelo tridimensional gerado no programa VMD e foi
observado que as moléculas permaneceram bem distribuidas mesmo apos a
inclusao do farmaco. Em que se observa a distribuicdo do SOS (rosa), SOO (verde),
cera (cinza) e TAC (amarelo) e o cetoconazol (verde) docado ao centro
estabelecendo a matriz lipidica do CLN.

Na figura 30, tem-se as principais interac6es formadas entre o cetoconazol e
os demais compostos da matriz lipidica com distancia de ligacdo de até 3,5A. As
interacOes formadas foram do tipo ligacdo de hidrogénio com distancias de ligacao
variando de 2,62 a 3,50A que ocorreram principalmente entre o cetoconazol e o TAC
e em menor propor¢cao com a cera. Nao foram observadas interacfes significativas
entre o cetoconazol e 0 SOS e SOO.

Foi observada uma ligacdo de hidrogénio entre o O-benzeno 61 (ligado ao
anel aromatico) do cetoconazol e o hidrogénio do grupamento alquila do TAC (H-
TAC129) com distancia de 2,62 A. Outra interacdo entre o O-benzeno 61 do
cetoconazol e um hidrogénio de grupamento alquila do TAC (H-TAC105) foi
obsevada com distancia de 2,75A relativa a uma ligacdo de hidrogénio. O O-alquila
59 do cetoconazol estabeleceu ligacdo de hidrogénio com o hidrogénio de
grupamento alquila do TAC (H-TAC 96) com distancia de 3,28A. Um nitrogénio
amino ligado ao anel aromatico 55 interagiu com o hidrogénio alquila da cera (H-

CER14) estabelecendo ligacdo de hidrogénio com distancia de ligacdo de 3,50A.



Figura 29. Modelo tridimensional gerado apés docking molecular com o cetoconazol.

Fonte: Autor

Figura 30. Principais interag6es com o cetoconazol apds docking molecular..

Fonte: Autor.
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5.7 Simulacdo de Dinamica molecular (DM)

Inicialmente um modelo tridimensional do CLN foi gerado com auxilio do
software GROMACS, utilizando caixa ortorrdmbica de 120A conforme quantidades
estabelecidas na tabela 5 e os compostos utilizados foram o SOS, SOO, cera,
TACC, tween 80, pluronic, cetoconazol e agua. A visualizacdo do sistema inicial
gerado foi feito no programa VMD cujo snapshot esté representado na figura 31.

Antes da dinamica molecular foi necessario realizar a minimizacdo da energia
do sistema gerado e a termalizagdo (aquecimento gradual) para estabelecer as
condicdes iniciais adequadas para uma simulagdo de DM. Deste modo, esses s&o
0S primeiros passos de uma DM e se denomina de “periodo de equilibragdo” (ou
inicializacdo), que é variavel e finaliza quando se alcanca o equilibrio termodinamico
(NAMBA, SILVA e SILVA, 2008).

Ap6s a dindmica molecular de 20ns observou-se que o sistema se estabilizou
de tal forma que seus compostos se aglomeraram tendendo a um formato esférico
(figura 32), semelhante as goticulas da fase oleosa quando dispersas na fase
aquosa, estabilizadas por tensoativos, em emulsdes de nanoparticulas lipidicas
(SOUTO et al.,, 2011; BRUXEL et al.,, 2012). A energia total do sistema foi de -
1895,47 KJ/mol, densidade de 0,9765 kg/m* e diametro médio de 10nm (dimens&o
relativa a figura 32, sistema ndo solvatado). A energia total se manteve estavel
durante a simulacéo (figura 33) e pode-se dizer que o0 sistema se manteve estavel. A
avaliacdo da flutuacdo da energia é um parametro de grande importancia para
indicar a consisténcia e a qualidade das simulacbes de DM realizadas, por isso é
uma das primeiras andlises a serem feitas ap6s dinamica para verificar o equilibrio
termodinamico alcancado durante a simulacdo (REBOREDO, 2012).

As simulagcbes de dinamica molecular sdo ferramentas importantes para a
compreensao da estrutura e funcdo das macromoléculas biolégicas, uma vez que os
atomos e/ou moléculas podem interagir por um periodo de tempo através de
aproximacoes baseadas nas equacbes de movimento de Newton que descrevem a
mecanica molecular (KARPLUS e MCCAMMON, 2002; LIAO et al., 2011). E uma
técnica computacional amplamente utilizada para o estudo de macromolécula

bioldgica e foi muito util para investigar o comportamento dindmico do CLN gerado.
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Figura 32. Sistema CLN ap6és dindmica molecular solvatado (superior) e ndo solvatado (inferior).
Fonte: Autor
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Figura 33. Energia total do sistema.
Fonte: Autor

Apos simulacdes de DM as interag6es com o cetoconazol observadas foram
do tipo ligagbes de hidrogénio. As ligagbes de hidrogénio sdo um das mais
importantes interacdes existentes nos sistemas bioldgicos, sendo responsaveis pela
manutencdo das conformacdes bioativas de macromoléculas, e sao geralmente
formadas entre heterodtomos eletronegativos, como oxigénio, nitrogénio, fltor, e o
atomo de hidrogénio. (FABIOLA et al.,, 2002; CHANG, 2009; GLOWACKI et al.,
2013). Muitos processos biologicos estdo diretamente relacionados com a
solubilidade das substancias, e estas com a formacao de ligacbes, por isso as
ligagbes de hidrogénio estdo entre as mais relevantes (MARTINS, LOPES e
ANDRADE, 2013).

As ligagdes de hidrogénio podem ser classificadas como fortes, moderadas e
fracas conforme critérios variados, dentre os quais, pode-se destacar a distancia de
ligacdo de doador-receptor. Ligacdes de hidrogénio com distancias entre 2,2-2,5A
sdo consideradas fortes, as de 2,5-3,2A sdo moderadas e de 3,2-4,0A sdo
consideradas fracas (JEFFREY e SAENGER, 1991). Deste modo foi estabelecido
como principal critério para as interacdes de interesse, ligacbes de hidrogénio em
que a distancia entre atomo doador de hidrogénio e o &tomo receptor fossem < 3,5A.

Na tabela 10 tém-se as principais interagbes que ocorreram entre 0

cetoconazol e os demais componentes do CLN com suas respectivas distancias de
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ligacdo e forcas de ligacdo. As figuras 34, 35, 36, 37, 38 e 39 representam uma
visdo geral da relacdo entre o SOS, SOO, Cera, TAC, tween80 e pluronic com o
cetoconazol. As figuras 40, 41, 42, 43 e 44 sao as principais interacdes encontradas
entre o cetoconazol e dos demais componentes do CLN com distancia até 3,5A,
conforme critério estabelecido. Nao foram observadas liga¢cdes de hidrogénio entre o
cetoconazol e o pluronic.

Entre o cetoconazol e o SOS foram observadas ligacbes de hidrogénio
formadas entre o nitrogénio do anel imidazdlico do cetoconazol (N-CET131) e o
hidrogénio de um grupamento alquila do SOS (H-SOS4) com distancia de ligacéo de
3,09A. Outra também com o nitrogénio do anel imidazolico de cetoconazol (N-CET
132) e um hidrogénio do grupamento alquila do SOS (H-SOS2) com distancia de
ligacdo de 3,17A. Entre o O-alquila do cetoconazol (O-CET124) e o e o hidrogénio
de um grupamento alquila do SOS (H-SOS) foi estabelecido com distancia de
ligacdo de 3,50A.

Entre o0 SOO e o cetoconazol as ligacdes de hidrogénio tiveram distancias de
2,82A entre oxigénio do grupo acilo (CO0O) do SOO (O-SOO05) e o hidrogénio de um
grupamento alquila do cetoconazol (H-CET125); Com 3,42A foi estabelecido entre o
N-ligado ao benzeno do cetoconazol (N-CET125) e o hidrogénio do grupamento
alquila do SOO (H-SOO05); E com 3,40A a ligacéo foi estabelecida entre oxigénio do
grupo acilo (COO) do SOO (O-SOO5) e o hidrogénio de um grupamento alquila do
cetoconazol (H-CET125).

Entre a cera e o cetoconazol foi observada apenas uma ligagéo de hidrogénio
formada entre o oxigénio de carbonila do cetoconazol (O-CET125) e hidrogénio do
grupamento alquila da cera (H-CER10). Ja com o tween 80 (T8015) o cetoconazol
(CET127) estabeleceu ligacdes de hidrogénio de 3,08A entre um oxigénio do grupo
acilo e hidrogénio do anel aromatico, outra de 3,19A entre oxigénio ligado ao
benzeno e o hidrogénio de um grupamento alquila; E com outra molécula de
cetoconazol (CET131) teve distancia de 3,25A entre N-benzeno (ligado ao benzeno)
e o hidrogénio de grupamento alquila do tween 80.

Ja com o TAC foram observadas mais interacdes em relacdo as demais, um
total de quatorze interagbes com o cetoconazol. Uma primeira ligagdo de hidrogénio
foi observada em 2,57A entre o O-alquila do cetoconazol (O-CET130) e o hidrogénio
alquila do TAC (H-TAC61), nessas mesmas moléculas foi observada outra entre o N-

alquila do anel imidazélico e hidrogénio de um grupamento alquila de 3,40A. Entre o
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N-alquila do anel imidazoélico (N-CET127) e H-alquila (H-TAC 56) de 3,40A, outra de
3,23A entre O-alquila (O-CET127) e H-alquila (H-TAC 58), entre 0 mesmo atomo do
cetoconazol O-alquila (O-CET127) e H-alquila (H-TAC 62) de 3,38A, e uma de 3,43A
entre o O-benzeno (O-CET127) e hidrogénio (H-TAC 62). Outras ligacbes de
hidrogénio foram observadas entre O-acilo (O-TAC 121) e H-cicloalquila (H-CET
131) de 3,20A, entre O-acilo (O-TAC 88) e hidrogénio de grupo alquila (H-CET131)
de 2,74A e entre o O-benzeno (O-CET131) e hidrogénio de grupo alquila (H-TAC 63)
de 3,43A.

Outras também foram observadas com distancia de 2,82A entre o O-benzeno
(O-CET 128) e H-alquila (H-TAC 117), de 2,96A entre O-acilo (O-TAC 117) e H-
alquila (H-CET 128), entre O-acilo (O-TAC51) e hidrogénio (H-CET 123) de 2,694,
outra de 2,45A entre o N-alquila do anel imidazolico (N-CET129) e um hidrogénio
alquila (H-TAC 116) e uma de 2,95A entre o oxigénio da carbonila que forma o grupo
acilo do cetoconazol (O-CET 129) e o hidrogénio alquila (H-TAC 76).

Tabela 10. Principais interacdes entre o cetoconazol e 0os demais componentes do CLN apés a
dindmica molecular.

Interacdes | Distancia (A) | Forca relativa
SOS 4 (H): (N) CET 131 3,09 Moderada
SOS SOS 2 (H) : (N) CET 132 3,17 Moderada
SOS 2 (H): (O) CET 124 3,50 Fraca
SO0 5 (0O) : (H) CET 125 2,82 Moderada
SO0 SO0 5(0): (H) CET 125 3,40 Fraca
SOO 5 (H) : (N) CET 125 3,42 Fraca
CERA CER 10 (H) : (O) CET 125 3,30 Fraca
TAC 61 (H) : (O) CET 130 2,57 Moderada
TAC 61 (H) : (N) CET 130 3,40 Fraca
TAC 58 (H) : (O) CET 127 3,43 Fraca
TAC 58 (H) : (O) CET 127 3,23 Fraca
TAC 62 (H) : (O) CET 127 3,38 Fraca
TAC 63 (H) : (O) CET 131 3,43 Fraca
TAC TAC 88 (O) : (H) CET 131 2,74 Moderada
TAC 56 (H) : (N) CET 127 3,40 Fraca
TAC 121 (O) : (H) CET 131 3,20 Fraca
TAC 117 (O) : (H) CET 128 2,96 Moderada
TAC 117 (H) : (O) CET 128 2,82 Moderada
TAC 51 (O) : (H) CET 123 2,69 Moderada
TAC 76 (H) : (O) CET 129 2,95 Moderada
TAC 116 (H) : (N) CET 129 2,45 Forte
T80 15 (H) : (O) CET 127 3,19 Moderada
TWEEN 80 T80 15 (O): (H) CET 127 3,08 Moderada

T80 15 (H) : (N) CET 131 3,25 Fraca
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Figura 34. Snapshot da relacéo do SOS (rosa) com o cetoconazol (verde) no CLN.
Fonte: Autor
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Figura 35. Snapshot da relacdo do SOO (verde claro) com o cetoconazol (verde) no CLN.
Fonte: Autor
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Figura 36. Snapshot da relacédo da cera (cinza) com o cetoconazol (verde) no CLN.
Fonte: Autor
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Figura 37. Snapshot da relacdo do TAC (amarelo) com o cetoconazol (verde) no CLN.
Fonte: Autor
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LEGENDA:

Figura 38. Snapshot da relacéo do tween 80 (azul) com o cetoconazol (verde) no CLN.
Fonte: Autor
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Figura 39. Snapshot da relacéo do pluronic (lilds) com o cetoconazol (verde) no CLN.
Fonte: Autor
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Figura 40. Snapshot das principais interagdes do SOS (rosa) com o cetoconazol (verde) no CLN.
Fonte: Autor

Figura 41. Snapshot das principais interacdes do SOO (verde claro) com o cetoconazol (verde) no
CLN.
Fonte: Autor
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Figura 42. Snapshot da principal interacao da cera (cinza) com o cetoconazol (verde) no CLN.
Fonte: Autor

Figura 43. Snapshot das principais interacdes do tween 80 (azul) com o cetoconazol (verde) no CLN.
Fonte: Autor
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Figura 44. Snapshot das principais interacdes do TAC (amarelo) com o cetoconazol (verde) no CLN.
Fonte: Autor
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5.8 Distribuicdo Radial (RDF)

Além das interacdes foi obtido apdés a dindmica molécula um importante
parametro para avaliar a distribuicdo e as interacbes com outras moléculas nos
sistemas estudados, a funcéo da distribuicdo radial ou RDF. O RDF representa a
probabilidade de se encontrar um atomo ou molécula em uma concha esférica a
certa distancia (r) de um atomo ou molécula de referéncia. O RDF, g(r), fornece uma
estimativa de conformacéo espacial de atomos e/ou moléculas em relagcdo a um
focal e demonstra um ordenamento em longo alcance na estrutura ou sistema
(RAZMIMANESH, AMJAD-IRANAGH e MODARRESS, 2015).

Na figura 45 tem-se o diagrama RDF com o cetoconazol como molécula de
referéncia e relacionado com SOS (SOS), SOO (SOO0), cera (CER), TAC (TAC) e
tween 80 (T80) em sistema insento de moléculas de agua, calculado com distancia
de até 3,5A da molécula referéncia. Ndo foram observadas interagdes com o
pluronic. Em torno de 2A foi observado um pico bem definido e discreto com a cera,
registrando sua primeira interacdo de menor distancia. Seguido de picos bem
definidos e discretos em torno de 2 a 2,5A de interagdo com o tween 80, SOO, SOS
e TAC. O perfil RDF do cetoconazol mostrou que as interagdes com picos de maior
intensidade ocorreram com moléculas de tween 80 sugerindo maior proximidade
e/ou afinidade deste. De modo geral foram observadas interacbes a partir de
aproximadamente 2,0A de distancia.

Na figura 46 tem-se o diagrama RDF em que a 4gua (SOL) é a molécula de
referéncia em relacéo ao cetoconazol (CET), SOS (SOS), SOO (SOO0), cera (CER),
TAC (TAC), tween 80 (T80) e pluronic (PLU), calculado com distancia de até 3,5A.
Picos bem definidos e discretos foram observados na distancia em torno de 2,0A em
relacdo ao Pluronic e 2,5A em relacéo ao tween 80. Foram observadas que curvas
de maior intensidade foram obtidas pela interagdo com o pluronic, que pode sugerir
moléculas do mesmo com carater mais hidrofilico nesta distancia. Pois em
ambientes aquosos, em que se tem a agua como referéncia, 0os picos mais altos
sugerem maior carater hidrofilico e os mais baixos sugerem maior quantidade de
regioes hidrofobicas (WANG et al., 2013).
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Figura 45. Diagrama RDF do cetoconazol (CET) com os demais componentes do sistema CLN isento
de agua.
Fonte: Autor
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Figura 46. Diagrama RDF da agua (SOL) com os demais componentes do sistema CLN.
Fonte: Autor



2,5

——PLU-SOL
1 ——PLU-SO0O
——PLU - SOS
204 = PLU - T80

' ——PLU-TAC

0,5

0,0 573 O A

v | ¥ | . | v | v | v | Y |

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 25 3,0 3,5

r(R)

Figura 47. Diagrama RDF do pluronic (PLU) com os demais componentes do sistema CLN.
Fonte: Autor
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Figura 48. Diagrama RDF do tween 80 (T80) com os demais componentes do sistema CLN.
Fonte: Autor
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Na figura 47 tem-se o diagrama RDF em que o pluronic (PLU) é a molécula
de referéncia em relagdo ao SOS (SOS), SOO (SOO), TAC (TAC), tween 80 (T80) e
agua (SOL), calculado com distancia de até 3,5A. Nao foram obtidas interacdes com
a cera e com o cetoconazol. Um pico discreto com a agua foi observado em torno de
1,75A, seguido de pico bem definido de média intensidade em torno de 2,25A, tem-
se um pico bem definido e de média intensidade com o TAC e em torno de 2,5A e
outros picos bem definidos de alta intensidade com o SOO e de média intensidade
com o Tween 80 e SOS. De modo geral, interacdes de maior intensidade ocorreram
em relagdo ao SOO, sugerindo a existéncia de moléculas deste com maior afinidade
ao pluronic.

Na figura 48 tem-se o diagrama RDF em que o tween 80 (T80) é a molécula
de referéncia em relacdo ao cetoconazol (CET), cera, (CER), SOO (SOO), TAC
(TAC), pluronic (PLU) e 4gua (SOL). Foi observado o primeiro pico bem definido e
de baixa intensidade em torno de 2,0A devido interacdo com TAC, em torno de
2,25A tem-se o primeiro pico de interacéo de média intensidade com o Cetoconazol
e com o SOO e na faixa de 2,5A também foram observados picos de média
intensidade de interagdo com a cera e outro bem discreto com o pluronic. A
interacdo com a agua foi relativamente insignificativa. De modo geral, o tween 80
teve interacdes mais fortes com o SOO e com o cetoconazol.

O RDF pode fornecer uma visdo sobre como o0s atomos estéo localizados, em
gque a posicdo do primeiro pico no diagrama RDF representa a distancia mais
proxima entre os dois atomos e a probabilidade de um atomo aparecerem a essa
distancia seria demonstrado pela primeira altura do pico (RAZMIMANESH, AMJAD-
IRANAGH e MODARRESS, 2015). Deste modo, com os perfis RDF’s obtidos pode-
se estimar a conformacéo espacial e a disposicéo relativa as moléculas no CLN. A
figura 49 fornece uma proposta para descrever o ambiente em torno do cetoconazol
e na interface dos tensoativos, em que se tem o compostos hidrofilicos mais
afastados do farmaco e os lipofilicos mais préximos e na regido intermediaria o SOS,
SOO, TAC e tween80.
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Figura 49. Estimativa da distribuicdo dos compostos no sistema CLN apds dindmica molecular com
base nos diagramas RDF.
Fonte: Autor

Avaliar as interagfes apos a dindmica molecular pode fornecer importantes
informacBes para a compreensdo do sistema CLN montado. As ligacGes de
hidrogénio estdo entre as interacdes responsaveis pelo ordenamento cristalino de
um sistema, as forcas de atracdo que unem 0s atomos em uma rede cristalina sao
diretamente proporcionais ao ordenamento cristalino, ou seja quanto mais forte as
ligacdes, mais coesos estdo os atomos da rede e maior o ordenamento cristalino
(KLEIN e DUTROW, 2009), o que poderia influenciar diretamente na taxa liberacao e
difusdo do farmaco encapsulado em nanoparticulas (ATTAMA, MOMOH e
BUILDERS, 2012) em comparagéo a um sistema experimental.

O encapsulamento do farmaco, a permeabilidade no alvo e a liberacdo do
ativo (WINIWARTER et al., 2003; DESAI, RAUB e BLANCO, 2012; WANG et al.,
2013) sao parametros que tem influéncia da ligacdo de hidrogénio e da sua forca
relativa. Wang et al. (2011) desenvolveram micelas de copolimero para encapsular
doxorrubicina e observou que as ligacdes de hidrogénio contribuiram para a
liberacdo rapida da droga.

Para o sistema CLN obtido houve a predominancia de ligagdes de hidrogénio
moderadas a fracas, o que pode sugerir que 0 sistema proposto neste trabalho
apresenta estrutura de menor ordenamento cristalino e com regides amorfas. Deste

modo, pode-se sugerir uma boa condi¢ao para a difusdo do cetoconazol.
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6. CONCLUSAO

Foi possivel obter sete estruturas tridimensionais otimizadas e superficies do
mapa do potencial eletrostatico descreveram bem a distribuicdo das cargas nas
moléculas com potenciais eletrostaticos positivos ao redor, principalmente, de
atomos de hidrogénio e potenciais eletrostaticos negativos ao redor de &tomos mais
eletronegativos. As energias HOMO, LUMO e o intervalo Gap (H-L) demostraram
respectivamente, que o SOO e o cetoconazol contém atomos com maior capacidade
doadora de elétrons, o SOS e cetoconazol apresentam atomos mais aceitadores de
elétrons e as moléculas mais reativas séo o TACC e o pluronic.

O modelo tridimensional da mistura lipidica gerado teve moléculas que
permaneceram bem distribuidas e sem possiveis desestabilizacbes, mesmo a pés a
inclusdo do farmaco. A partir dos estudos de Docagem Molecular e Dinamica
Molecular foi gerado um modelo satisfatério do CLN contendo o farmaco
cetoconazol. Este sistema se manteve estavel durante toda simulacdo de dinamica
molecular e ao término foram observadas interacdes de ligagcdes de hidrogénio de
forcas relativas predominantemente moderadas e fracas. Estas interacbes pode
sugerir que este CLN, nas propor¢des estudadas de seus componentes, ndo limite a
difusdo do farmaco, porém estudos computacionais adicionais e mais aprofundados
sdo necessarios para inferir com exatiddo o comportamento do cetoconazol.

Este modelo tridimensional do CLN pode ser usado para estudo
computacional dos demais estagios de desenvolvimento a avaliacdo de sistema de
liberacdo controlada de farmacos lipofilicos, bem como auxiliar em um planejamento

experimental de formulacdes.
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