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RESUMO

Os hidroxidos duplos lamelares (HDL), também conhecidos como compostos tipo
hidrotalcita, sdo materiais capazes de incorporar espécies biologicamente ativas,
negativamente carregadas, na sua regido interlamelar, de modo a neutralizar as cargas po-
sitivas das lamelas, através do mecanismo de troca i6nica. Além deste mecanismo, os HDL
possuem alta capacidade de adsorcdo de materiais ndo i6nicos e carregados positivamente,
através de interacOes eletrostaticas e ligacbes de hidrogénio na sua vasta area superficial. Os
HDL possuem ocorréncia natural e também podem ser sintetizados em laboratério por rotas
simples e de baixo custo, que permitem o isolamento de sélidos de alta pureza. O presente
trabalho tem por objetivo a sintese e caracterizacdo de HDL (CaAl-HDL e MgAI-CI-HDL), e
sua aplicacdo junto aos farmacos antiretrovirais Efavirenz (EFZ) e Zidovudina (AZT), e do
anti-chagasico Benznidazol (BNZ). Os materiais obtidos foram caracterizados pelas técnicas
de difracdo de raios-X (DRX), termogravimetria (TG), calorimetria exploratoria diferencial
(DSC), andlise térmica diferencial (DTA), espectroscopia no infravermelho (IV), microscopia
eletrénica de varredura (MEV), microscopia de luz polarizada e anélise elementar de metais e
de carbono, hidrogénio e nitrogénio (CHN). Foi possivel observar que em sistemas com HDL
de célcio e aluminio (CaAl-HDL), obtido pelo método de evaporacdo do solvente, contendo
até 30% de EFZ e até 20% do BNZ, o farmaco tornou-se uma molécula com caracteristicas
amorfas, perdendo seu carater cristalino. Este fendbmeno pbde ser comprovado através da
auséncia de planos cristalinos do farmaco no DRX, e também do seu ponto de fusdo no DSC.
Nos testes de liberacdo, estes sistemas obtiveram destaque no incremento de solubilidade,
sendo a propor¢cdo HDL-EFZ 30% a mais promissora, com aumento de 558% do EFZ soluvel
em relacdo ao farmaco isolado; e o sistema HDL-BNZ 20%, proporcionando 702% de
aumento na solubilidade do farmaco. Desta maneira comprovou-se que associa¢do entre 0
CaAl-HDL e o BNZ e EFZ (farmacos de baixa solubilidade) confere incremento de
solubilidade, promovendo uma maior taxa de dissolugdo nos estudos in vitro. A solubilidade
aquosa de um farmaco constitui requisito prévio a absorcdo e obtencdo de resposta clinica,
para a maioria dos medicamentos administrados por via oral. No sistema contendo MgAlI-ClI-
HDL e AZT, obtido pelo método de sintese por co-precipitacdo a pH constante, foi possivel
notar que, o farmaco tornou-se amorfo através da interacdo com a superficie do HDL, como
evidenciado através do DRX, TG, IV e MEV. No estudo de liberacdo, foi possivel obter um
perfil de liberacdo prolongada do AZT, de 90% de farmaco em 24 horas de estudo. Os
sistemas CaAL-HDL:EFZ e MgAI-CI-HDL:AZT tornaram-se menos toxicos quando
comparados a seus respectivos farmacos isolados, enquanto o sistema CaAL-HDL:BNZ, ndo
alterou a toxicidade do BNZ, quando testados em linhagem de macréfagos humanos.

Palavras-chave: Compostos inorganicos. Farmacos anti-HIV. Doenca de Chagas.
Vetorizacgdo de farmacos.



ABSTRACT

Layered double hydroxides (LDH), also known as hydrotalcite compounds, are materials able
to incorporate biologically active species, negatively charged, into the interlayer region, to
neutralize the positive charges of the lamellae through the ion exchange mechanism. Besides
this mechanism, LDH have a high adsorption capacity for positively charged non-ionic
materials, through electrostatic interactions and hydrogen bonds on its vast surface area. LDH
are found in nature and can also be synthesized by simple and low-cost routes, that allow for
the isolation of high purity solids. This paper presents the synthesis and characterization of
the LDH (CaAl-LDH e MgAI-CI-LDH), its applications with the antiretroviral drugs
efavirenz and zidovudine, and the anti-chagas drug Benznidazol. The materials were
characterized by the techniques of x-ray diffraction (XRD), thermogravimetry (TG),
differential scanning calorimetry (DSC), differential thermal analysis (DTA), infrared
spectroscopy (IR), scanning electron microscopy (SEM), polarized light microscopy, and
elemental analysis of metals and carbon, hydrogen and nitrogen (CHN). It was observed that
in systems with CaAl-HDL, obtained by the solvent evaporation method, containing up to
30% of EFZ and 20% of BNZ, the drug became a molecule with amorphous characteristics,
losing its crystalline character. This phenomenon could be demonstrated by the absence of the
drug crystal planes in the XRD analysis, and also by its melting point in the DSC analysis. In
the release experiments, these systems stood out because they promoted an increase in
solubility, with LDH-EFZ 30% being the most promising, with an increase in the EFV
solubility of 558% compared to the drug itself; and the LDH-BNZ 20% system providing a
702% increase in solubility. Thus, the association between CaAl-LDH and BNZ and EFZ
(low solubility drugs) was proven to increase the solubility of these drugs, promoting a higher
dissolution rate inin vitro studies. The aqueous solubility of a drug is a prerequisite for
obtaining absorption and clinical response for most drugs administered orally. In the system
containing MgAI-CI-LDH and AZT, obtained by the method of co-precipitation at constant
pH, it was noticeable that, after the synthesis, the drug became amorphous due to the
interaction with the surface of the LDH, as evidenced by the XRD, TG, SEM, and IR
analyses. In the release study, it was possible to obtain a profile of the prolonged release of
AZT, 90% of the drug in a 24-hour experiment. The cell viability experiment showed that the
CaAl-LDH:EFZ and MgAI-CI-HDL:AZT systems became less toxic than the isolated drugs
and the CaAl-HDL:BNZ system did not alter the toxicity of the drug itself, when tested in
human macrophage lineage.

Keywords: Inorganic chemicals. Anti-HIV agents. Chagas disease. Drug delivery system.
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1.0 INTRODUCAO

O tradicional conceito de excipiente, como sendo simples adjuvante e veiculo, quimica
e farmacologicamente inerte, vem sofrendo grande evolugédo. Excipientes, anteriormente
vistos como meras substancias capazes de facilitar a administracdo e proteger o farmaco, hoje
sdo considerados como constituintes essenciais, que garantem o desempenho do medicamento
e otimizam a obtencéo do efeito terapéutico (PESSANHA et al., 2012; LIMA et al., 2011).

Uma das principais dificuldades, no que diz respeito ao desenvolvimento e atividade
terapéutica de diversos medicamentos, é sua instabilidade quimica ou propriedades
biofarmacéuticas insatisfatorias; como dificuldade de solubilidade em ambiente aquoso
(SALTAO; VEIGA, 2001; KARAVAS et al., 2007). A solubilidade aquosa de um farmaco
constitui requisito prévio a absorcdo e obtencdo de resposta clinica, para a maioria dos
medicamentos administrados por via oral (RAMA et al., 2006), sendo os farmacos pouco
sollveis, lentamente absorvidos quando comparados aos que possui alta solubilidade em agua
(PATEL et al., 2008; LIMA et al., 2011). A partir desses entraves tecnoldgicos, faz-se
necessario o desenvolvimento de novos excipientes farmacéuticos que visem a promocgéao da
solubilidade em agua de farmacos pouco sollveis e que aumentem sua estabilidade fisico-
quimica.

Os HDL, apresentam propriedades promissoras para serem utilizados como
carreadores de farmacos, pois possuem baixa toxicidade, alta biocompatibilidade, alta
capacidade de insercdo de espécies idnicas, extensa area superficial disponivel para adsorcéo,
podem promover aumento da estabilidade das espécies inseridas e promocao de sua liberacao
prolongada (CUNHA et al., 2010).

Os HDL, também conhecidos como compostos tipo hidrotalcita, apresentam estruturas
bidimensionalmente organizadas, com lamelas flexiveis como os argilominerais naturais.
Esses materiais sdo capazes de incorporar espécies negativas na regiao interlamelar de modo a
neutralizar as cargas positivas das lamelas, através do mecanismo de troca idnica com o anion
interlamelar; além da capacidade de adsorcdo de materiais ndo idnicos e carregados
positivamente, através de interacOes eletrostaticas e ligacdes de hidrogénio formadas através
das hidroxilas presentes na sua porcdo superficial. Os HDL possuem ocorréncia natural e
também podem ser sintetizados em laboratério por rotas simples e de baixo custo, que
permitem o isolamento de sélidos de alta pureza (TAKASHI & YAMAGUCHI, 1991; DE
ROY, FORANO, & BESSE, 1991).
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A biocompatibilidade do HDL o torna um interessante aliado nas areas medicinal e
farmacoldgica, nas quais suas propriedades como antiacido s&o estudadas ja ha algum tempo
(COSNIER et al., 2006; CHOY, 2006). A hidrotalcita, MgAI-CO,-HDL, é encontrado
comercialmente com o nome Talcid®, um antidcido patenteado pela empresa Bayer AG
(PETERSON et al., 1993).

Além do uso como antidcido, onde este composto comporta-se como insumo
farmacéutico ativo; ele também vem sendo empregado como excipiente farmacéutico
inteligente. Nos altimos anos, observa-se um numero crescente de artigos cientificos e de
patentes que focam a intercalacdo de produtos biologicamente ativos em HDL, como uma
estratégia para aumentar a estabilidade das substancias, para aplicacdo em terapias génicas,
liberacdo controlada de substancias, entre outras aplicagdes (Del Arco et al, 2009; WEY et al,
2004).

Diante do exposto, o presente trabalho apresenta um levantamento bibliografico a
respeito das aplicagbes destes compostos lamelares na area farmacéutica, além da sintese e
caracterizacdo de HDL (CaAl-HDL e MgAI-CI-HDL), e sua aplicacdo junto aos farmacos

antiretrovirais Efavirenz e Zidovudina, e do anti-chagasico Benznidazol.
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2.0 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Obtencdo de compostos lamelares multifuncionais, visando o desenvolvimento de

excipientes farmacéuticos promotores de solubilidade e liberacdo modificada.

2.2 Objetivos Especificos
e Sintetizar HDL com diferentes fons metalicos, tais como Mg?*, Ca*" e AI**.

o Realizar caracterizagdes fisico-quimicas dos compostos sintetizados;

o Obter sistemas HDL:Farmaco a través da incorporacdo do Efavirenz, Benznidazol e
Zidovudina na matriz do HDL;

o Realizar caracterizacGes da associacdo farmaco/HDL;

o Avaliar o incremento da solubilidade proporcionada aos farmacos Efavirenz e
Benznidazol (farmacos classe Il no sistema de classificacdo biofarmacéutico);

o Avaliar o perfil de liberacdo prolongada da zidovudina (farmaco classe | no sistema de
classificacdo biofarmacéutico), a partir da matriz do HDL,;

. Avaliar a toxicidade dos HDL obtidos, assim como dos sistemas farmaco:HDL.
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3.0 REVISAO DA LITERATURA

Hidroxidos Duplos Lamelares: Principais Caracterizacdes e Aplicacdes na Area
Farmacéutica

3.1 CONSIDERACOES INICIAIS

Os Hidréxidos Duplos Lamelares (HDL) s&o sélidos lamelares inorganicos utilizados
nas ciéncias quimica e farmacéutica como catalisadores (BRITO et al., 2009), agentes
adsorventes (PSHINKO, 2013), estabilizadores de farmacos e polimeros (MAI, YU, 2006;
LEROUX et al.,2004), moduladores de liberacdo de substancias biologicamente ativas
(GUNAWAN, XU, 2008; AMBROGI et al., 2001; YANG, 2003) entre outras.

Um dos principais métodos de interacdo entre moléculas organicas e os HDL, é
através da troca de idnica, onde ions interlamelares do HDL sdo trocados por moléculas
captadas do ambiente. Esse fendmeno é denominado intercalacdo, e pode ser utilizado com
diferentes finalidades, entre elas deionizacdo de agua, processos bioldgicos e enzimaticos,
despoluicdo de afluentes, operacdes farmacéuticas, entre outras (TONGLAIROUM et al.,
2014). Outras formas importantes de interacdo dos HDL com substancias organicas sdo
através de pontes de hidrogénio e atracao eletrostatica, exercidas pelas hidroxilas presentes na
superficie do material (TAKAHASHI & YAMAGUCHI, 1991).

As propriedades dos HDL podem ser combinadas com as propriedades do composto
intercalado, resultando em um hibrido no qual a estabilidade térmica, quimica, fotoquimica
entre outras, podem ser substancialmente elevadas comparadas as do composto livre (ALI et
al., 2012; ZHAO et al., 2015). Em adicdo, o material intercalado pode ser submetido a um
processo de liberacdo sustentada, a partir da matriz do HDL; ou obter um incremento de sua
solubilidade, quando se tratar de substancias hidrofébicas (ALI et al., 2012; DEL-ARCO et
al, 2010).

Diante do exposto, realizou-se uma revisdo da literatura em artigos e patentes, acerca
das estruturas, tipos, sintese dos HDL e os métodos de caracterizacdo; assim como a as

principais aplicacdes dos HDL na area farmacéutica.
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3.2 ESTRUTURA DOS HDL

Os HDL possuem uma formulagéo genérica do tipo [M 1M (OH):]** (A™)ym.nH,0,
onde M** e M* representam cations metalicos tri e divalentes, respectivamente, passiveis de
ocuparem sitios octaédricos; e A™ representa um anion de compensacio e X representando a
razdo molar. Nesses compostos, o cation trivalente substitui isomorficamente um cétion
divalente da estrutura do hidréxido, criando cargas residuais que sdo compensadas com a
intercalacdo de anions hidratados (CONCEICAO et al., 2007; SUAREZ, MOZO & OYAMA,
2004).

Os diferentes octaedros compartilham lados para formar uma camada plana e infinita,
como mostrado na figura 1 (WYPYCH & ARIZAGA, 2005). As camadas sdo empilhadas
umas sobre as outras, formando multicamadas que sdo mantidas unidas através de interacGes
do tipo ligagdes de hidrogénio (WYPYCH, ARIZAGA & SATYANARAYANA, 2008).
Estas lamelas para serem estabilizadas necessitam da presenca de anions de compensacao
interlamelares para manter a eletroneutralidade (II1AIK, et al., 2008). Nesse caso além das
ligacBGes de hidrogénio, existem principalmente atragdes eletrostaticas entre as lamelas e os
anions de compensacao interlamelares (ZHU, e. al., 2008)

Figura 1 - Representacéo esquematica da estrutura do HDL.

X+

[M2* MZ*(OH).]
m %
—> [A]} -nH,0]

Basal spacing ()

Intedamellar space

Fonte: (TRONTO et al.; 2013)



30

Varias combinagdes de cations di e trivalentes sdo utilizadas para a sintese de HDL,
por diferentes autores variando também os métodos de sintese. Os cations metélicos utilizados
para estas sinteses de HDL devem possuir coordenacdo octaédrica e raio i6nico na faixa de
0,50 — 0,74 A, para que ocorra a formacdo da estrutura, semelhante & hidrotalcita natural, a
brucita. (SUAREZ, MOZO & OYAMA, 2004; CONCEICAO et al, 2007). A partir da
férmula geral, podem-se prever diversas combinagdes de cétions que podem formar HDL
(tabela 1), sendo de extrema importancia associar cations com valores de raio i6nico
proximos. (LI1U, et al., 2006; SUN, et al., 2008).

TABELA 1 - Combinagdes de cations divalentes com cations trivalentes que produzem hidréxidos

duplos lamelares.

M* Mg Ni Zn Cu Co Mn Fe Ca
M3+
Al X X X X X X X X
Fe X X X
Cr X X X X
Co X X
Mn X
Ni X
Sc X
Ga X

Nota: Fonte: (LIU, et al., 2006; SUN, et al., 2008).

Na preparagdo do HDL, um fator de grande importdncia € a capacidade de
estabilizagdo da estrutura lamelar pelo anion interlamelar. Quanto maior a capacidade de
estabilizacdo mais facilmente o HDL se formara. Ndo existem limitacdes para a intercalacao
de inUmeras espécies de natureza aniénica que podem compensar as cargas positivas geradas
pela substituicdo dos cations das lamelas. Como exemplo destes anions, tém-se os haletos (F,
CI, Br, I), os oxo-anions (COs*, NOs, SO,*, Crs%), anions complexos ([Fe(CN)g]*,
[NiCl,]?), polioxo-metalatos (V1002%, M0;0,%), anions organicos (carboxilatos, oxalico,
succinico, porfirinas) etc (CONCEICAO et al, 2007). As reacdes de intercalacio sdo,
usualmente, reversiveis e sdo tambem transformacbes pseudomorficas, uma vez que a
integridade da estrutura cristalina “hospedeira” ¢ mantida. (COELHO & SANTOS, 2007).
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3.3 UTILIZACAO DE TECNICAS ANALITICAS NA CARACTERIZACAO

Cunha e colaboradores (2010) fizeram um levantamento de 55 artigos relacionados a
intercalacdo de farmacos na matriz do HDL, onde relataram a composicdo do HDL, os
farmacos intercaldos e as caracterizagdes realizadas. Em uma analise mais refinada destas
informagdes, pode-se extrair em percentual, as técnicas mais utilizadas para caracterizagdo de
HDL. Foram encontradas 23 técnicas diferentes de caracterizacdo nestes 55 artigos, dentre
elas, a DRX ficou em evidéncia, presente em 96,3% dos artigos, acompanhada de IV e
Analise quimica dos elementos CHN/CHNS com 61,1% e e 40,7% respectivamente. Outras
analises que também detiveram um bom percentual de aplicabilidade na caracterizacdo dos
HDL foram TG (24,1%), Microscopia Eletronica de Transmisséo (24,1%), TG-DTA (22,2%),
MEV (18,5%) e Espectroscopia de Emissdo Atdmica (18,5%). Estas sete andlises foram as
gue mais contribuiram para a caracterizacdo dos HDL nos artigos pesquisados.

Embora ndo contemplada como uma das principais caracterizagdes nos artigos citados
por Cunha e colaboradores (2010), a andlise de determinacdo de area superficial e de
distribuicdo de tamanho de poros desponta como uma das mais importantes técnicas para
analise destes materiais, principalmente, quando o objetivo final seja a intercalacdo de outras
substancias.

Jitianu e colaboradores (2013) fizeram analise de superficie do NiAI-HDL por
porosimetria, pelo método Brunauer—Emmet-Teller (BET) e analise de tamanho de poros
utilizando o método de adsorcdo dos gases Nitrogénio/Hélio utilizando o método Barrett,
Joyner & Halenda (BJH). Neste sentido eles puderam comprovar que havia diferenca na area
superficial e tamanho de poros quando a sintese era realizada com razdes molares diferentes.

Liu e colaboradores (2015) obtiveram um valor de 0,86 nm para a distancia
interlamelar de MgAI-NO3-HDL usando a técnica de DRX e aplicando a lei de Bragg. Apos a
intercalacdo do farmaco metotrexato, observou-se um alargamento deste espaco, variando
entre 1,53 e 2,00 nm, dependendo da proporcdo de farmaco utilizado. Estes resultados
confirmam a intercalagdo da molécula nas lamelas do HDL em posi¢Ges variadas, com

angulos de inclinacéo variando entre 40,06 ° e 70,62 °, como mostrado na figura 2.
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Figura 2 - Simulagéo de arranjo do metotrexato na lamela do HDL

(46.06"- 70.62°

Fonte: Liu e colaboradores (2015)

Hang e colaboradores (2012) utilizaram imagens de Microscopia Eletréncica de
Varredura de MgAI-CI-HDL, ZnAI-HDL, e ambos intercalados com o acido (benzotiazole-2-
iltio)succinico (BTSA) (Figura 3). Todas as amostras apresentaram-se com uma morfologia
planar, com tamanho das particulas do HDL variando de 50 nm a 200 nm. As amostras
contendo BSTA intercalado apresentaram-se mais uniformes e com dimensfes maiores que 0s
seus respectivos HDL.

Figura 3 - MEV do (A) MgAI-CI-HDL; (B) MgAI(BTSA)-HDL; (C) ZnAl-HDL and (D)
ZnAI(BTSA)-HDL.

Fonte: Hang e colaboradores (2012)
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Zhang e colaboradores (2012) utilizaram a técnica de IV com Transformada de Fourier
para deteccdo das vibracdes das ligacOes organicas presentes no dodecilsulfato de sodio
isolado e intercalado a CaAl-CI-HDL (Figura 4). Sendo assim, foram detectadas bandas
referentes aos dois componentes de maneira sobreposta, na amostra com o farmaco
intercalado. Comprovando assim, que o farmaco inseriu-se nas lamelas do HDL quando
adicionou-se 0 mesmo em solucdo do farmaco. Neste mesmo artigo, 0s pesquisadores
utilizaram Espectroscopia de Emissdo Atbmica para verificar o ambiente quimico dos
compostos obtidos, verificando que além do produto farmaco-CaAl-HDL, formou-se também

o0 produto farmaco-Ca, através de diferentes precipitagdes.

Figura 4 - Espectros de IV do CaAl-CI-HDL original, CaAl-SDS005, CaAl-SDS01, CaAl-SDS04,
CaAl-SDS08, CaAl-SDS1, and CaAl-SDS2.
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Fonte: Zhang e colaboradores (2012)

Wei e colaboradores (2006) utilizaram andlise elementar para avaliar duas maneiras de

obtengdo do NiAI-CO3-HDL (co-precipitacdo e troca idnica). Através da analise, foi possivel
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observar que o metodo de co-precipitacdo obteve um material mais puro em relacdo ao
método de troca idnica, onde foi detectado tracos de nitrogénio, proveniente do nitrato ndo
trocado pelo Cos™.

Jitianu e colaboradores (2013) utilizaram TG e DTA para analisar NiAl-HDL, obtido
por diferentes proporcGes molares na sintese. Através das técnicas, pOode-se observar 0s
eventos de perda de massa e variagdes de energia envolvidas no processo de decomposigéo do
HDL (Figura 5).

Figura 5 - Curvas termoanaliticas (TG e DTA) do NiAI-HDL, sendo as amostras a, b e ¢, propor¢des
molares Ni/Al de 1.9, 2.2 e 2.8, respectivamente.
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Fonte: Jitianu e colaboradores (2013)

3.4 APLICACAO NA AREA FARMACEUTICA

3.4.1 Liberacao de substancia biologicamente ativas

Uma das principais aplicaces do HDL no campo farmacéutico, é como matriz de
liberacdo de farmacos. O material intercalado podera sofrer um processo de liberacéo

sustentada, decorrente da dissolucdo da matriz lamelar em funcéo do ataque acido ou de uma
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reacdo de troca i0nica. Sendo os HDL’s compostos basicos, estes dissolvem-se rapidamente a
baixos valores de pH, mas a sua dissolucéo reduz-se consideravelmente para valores de pH
mais elevados, permitindo a liberacéo lenta dos farmacos (WEI, et al., 2004; AMBROGI et
al.,2002).

Essas propriedades permitem que o HDL seja um dos materiais inorganicos apontado
COmMO promissor para uso como suporte para 0 armazenamento e a liberacdo sustentada da
substancia intercalada, que pode ser farmacos, um regulador de crescimento vegetal,
porfirinas para uso em terapia fotodindmica, aminoacidos, vitaminas, herbicidas, ou mesmo a
molécula de DNA em procedimentos de terapia génica (CUNHA, 2010).

Ali e colaboradores (2012), utilizaram o farmaco cetirizina, para estudos de
intercalacao e liberacdo em Zn-Al-HDL e Mg-Al-HDL. As propor¢des de farmaco intercalado
foram de 0,57/1 e 0,61/1 (farmaco/HDL) para o Zn-Al-HDL e Mg-Al-HDL respectivamente.
No estudo de liberag&o, foi observado que o Mg-Al-HDL foi a matriz que proporcionou uma
melhor taxa de liberacdo do farmaco, assim como um melhor perfil de liberacdo sustentada
em relacdo ao Zn-Al-HDL (figura 6). Sob meio de dissolucdo simulando as condi¢bes do
intestino delgado, com pH 7,4; as misturas fisicas realizadas com a cetirizina e 0 Mg-Al-HDL,
liberaram todo o fArmaco em torno de 5 minutos.

A taxa de liberacdo a partir do Mg-Al-HDL apresentou-se mais controlada que a do
Zn-Al-HDL, obtendo uma liberagdo de 96,3% em 2980 min, frente a 95,6% em 600 minutos
para o Zn-Al-HDL a pH 7,4. Este tempo bastante elevado para liberacdo da cetirizina a partir
da matriz do Mg-Al-HDL, deve-se ao fato que a densidade de carga do Mg-Al-HDL é maior
que a do Zn-Al-HDL,; fazendo com que o farmaco permaneca mais fortemente ligado as suas
lamelas (ALI et al., 2012).
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Figura 6 - (I) perfil de liberag@o da citirizina a partir de Citirizine/Zn-Al-HDL nanocomposito pH 7.4 e
pH 4.8; (11) perfil de liberag&o da citirizina a partir do Zn-Al-HDL e Mg-Al-HDL nanocompositos a pH 7.4 e pH

4.8. Inserido em (1) perfil de liberagdo da citirizina a partir das misturas fisicas da citirizina como HDL a pH 7.4

e pH 4.8.
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O sistema de liberacdo sustentada de farmacos permite que uma dosagem efetiva

permane¢a ha corrente sanguinea por um intervalo de tempo maior, reduzindo assim, o

namero de administracdes do medicamento ao paciente. Isto requer uma baixa liberacdo do

principio ativo a partir da matriz que o transporta (GUNAWAN & XU, 2008).

3.4.2 Sintese de farmacos

A aplicacdo do HDL estende-se também para a area da sintese orgénica, onde o HDL-

Mg-Al foi usado na intercalacdo da enzima penicilina G acilase (PGA), para preparagédo de

acido 6-aminopenicilanico, um intermedidrio importante na sintese semi-sintética de

penicilina, tais como a amoxicilina e ampicilina. A PGA ja foi previamente imobilizada numa

variedade de materiais, mas os esforcos para utilizacdo de novos tipos de carreadores estdo

ainda em curso com a finalidade de melhorar a eficiéncia catalitica da enzima e reduzir o

custo do processo (REN et al., 2002).
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Os carreadores insolUveis usados até agora sdo quase sempre derivados poliméricos
sintéticos ou naturais, géis organicos e fibras; com capacidade limitada para reutilizacéo e
grande producao de descarte de residuos pos-sintese. Carreadores inorganicos tém a vantagem
de ser reutilizaveis, resistentes ao ataque microbiano e geralmente pouco afetados por
alteracbes no pH (REN et al.; 2002); dando a estes materiais, subsidios para a sua utilizacéo

neste ramo da industria quimica e farmacéutica.

3.4.3 Estabilidade de farmacos sintéticos e biomoléculas

Os HDL sdo capazes de proteger da decomposicdo certas moléculas ou farmacos
sensiveis ao ar, a luz ou ao calor (CHOY, et al., 2001). Gao e colaboradores (2014)
observaram que o Ca,Al-NO3z-HDL conferiu a vitamina C uma melhor estabilidade térmica,
guando a mesma foi intercalada nas lamelas do carreador. Por meio de TG/DTA, verificou-se
que a temperatura de decomposi¢éo da vitamina C isolada foi de 232°C (Figura 7b), ao passo
que, a decomposicao da mesma molécula, intercalada em Ca,Al-NO3z-HDL, ocorreu a 442 ° C
(Figura 7a).

Figura 7. Curvas TG-DTA do (a) Ca,Al-Vitamina C, (b) Vitamina C pura (acido ascérbico) e (c)
Ca,Al-NO3- HDL isolado.
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As técnicas termoanaliticas sdo amplamente utilizadas em estudos de pré-formulagéo
de medicamentos, pois se apresentam como uma forma répida e Gtil para se obter informacao

sobre propriedades fisico-quimicas e comportamento térmico de componentes da formulagao
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(ALMEIDA et al., 2010). Estas técnicas sdo extremamente Uteis em estudos de estabilidade,
permitindo a escolha de formulacbes mais estaveis com extrema rapidez, através da analise de
compatibilidade farmaco-excipiente; um fator especialmente desejavel para a inddstria
farmacéutica (SILVA et al., 2009).

3.4.4 Promotor de solubilidade

O aumento da solubilidade aquosa de farmacos, pouco solGveis em meio aquoso, € um
dos fatores importantes para a melhoria da absorcao e a obtencdo de uma biodisponibilidade
oral adequada (JAGDALE et al., 2012).

Del-Arco e colaboradores (2010) estudaram o incremento da solubilidade do anti-
inflamatdrio ndo-esteroidal fenbufeno (Fb) quando intercalado, por troca iénica, com MgAl-
CI-HDL (eFb) e quando sujeito a uma mistura fisica com MagAIl-CO,-HDL (Fb+C) (figura
8). O estudo foi realizado em trés condicGes de pH diferentes (1.2, 4.5 e 6.8). A intercalacao
do Fb na matriz MgAI-CI-HDL resultou num aumento da solubilidade de 128%, 99% e 98% a
um pH de 1,2, 4,5, e 6,8, respectivamente. A mistura fisica Fb+C aumentou a solubilidade em
51%, 62%, e 21% a um pH de 1,2, 45 e 6,8, respectivamente. Os resultados,
independentemente do valor de pH, mostraram que a presenca do HDL aumenta a

solubilidade do farmaco, quando comparado a solubilidade do mesmo puro.

Figura 8 - Solubilidade aparente do Febufeno a partir de eFb, em comparacdo com Febufeno e
mistura fisica (Fb+C) apH 1.2, 4.5, ¢ 6.8.
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Perioli e colaboradores (2011) intercalaram o anti-inflamatério flurbiprofeno (FLUR)
em MgAI-CI-HDL, a fim de observar a agdo da intercalacéo sobre a solubilidade do farmaco
num meio gastrico (pH 1,2), como visto na figura 9. O FLUR possui baixa solubilidade
aquosa, e € pertencente a classe Il do sistema de classificacdo biofarmacéutico. O mesmo, ao
ser intercalado em MgAI-CI-HDL apresentou um aumento expressivo de solubilidade em
meio aquoso. Apos 15 minutos de teste, a concentracdo de farmaco livre no meio de
dissolucdo foi de 4.46 mg/L, enquanto a concentracdo do FLUR intercalado em MgAI-ClI-
HDL foi de 38,51 mg/L. Este incremento de solubilidade foi atribuido a perda de
cristalinidade do farmaco quando associada ao MgAI-CI-HDL, fazendo com que esse material

amorfo obtivesse uma maior solubilidade que o mesmo na forma cristalina.

Figura 9 - Solubilidade aparente do FLUR, MgAI-CI-HDL/FLUR e mistura fisica entre MgAI-Cl-
HDL e FLUR.
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Fonte: Perioli e colaboradores (2011)

3.4.5 Medicamento

A biocompatibilidade da hidrotalcita, HDL composto de magnésio, aluminio e
carbonato, o torna um interessante aliado nas areas medicinal e farmacoldgica, nas quais suas
propriedades como antiacido séo estudadas ja ha algum tempo (COSNIER et al., 2006). Ela é
encontrada comercialmente com o nome Talcid®, um antiacido patenteado pela empresa

Bayer AG. Este efeito anti-acido é devido a sua alta atividade antipéptica que pode ser
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atribuida tanto a adsorcdo da pepsina na superficie do HDL, bem como ao efeito tamponante
do HDL em pH = 4 por longo periodo (ARCO, et al., 2004).

3.4.6 Cosmeético

Mohsin e colaboradores (2013), intercalaram cinamato, forma ani6nica do &cido
cindmico, em ZnAIl-HDL, para utilizagdo como fator de protecéo para radiagdo UVA e UVB.
O ZnAl-HDL apresentou um alargamento do espacamento basal, como resultado do cinamato
intercalado no seu dominio interlamelar, contendo 40,4% p/p do ativo. O espectro de absorcéao
UV-vis da associacdo ZnAl-HDL/cinamato mostrou excelente capacidade de absor¢do UVA e
UVB para a associagdo Ensaio de MTT, avaliou a viabilidade celular do composto de
intercalacdo sobre células fibroblasticas dérmicas humanas, mostrando que a citotoxicidade
do ZnAl-HDL/cinamato diminuiu em relacdo ao cinamamto isolado, além da associacao
apresentar-se menos toxica que seu precursor ZnO.

Yang e colaboradores (2003) prepararam um compdsito contendo ZnAl-HDL, vitamina
C, e um revestimento de silica. Testes de permeabilidade mostraram que o sistema ZnAl-
HDL/vitamina C obteve maiores taxas de penetracdo na pele do que a vitamina pura. A
elevada capacidade de adsorcdo, facilidade para realizar trocas ibnicas e o potencial para a
estabilizacdo de biomoléculas, levaram alguns estudos a explorar, cada vez mais, o potencial

de HDL em produtos cosméticos.

3.5 PATENTES RELACIONADAS AOS HIDROXIDOS DUPLOS LAMELARES

A partir de um levantamento realizado em maio de 2015 no site da World Intellectual
Property Organization (WIPO), usando o banco de dados PATENTSCOPE, verificou-se que
3111 patentes foram registradas contendo a palavra "hidrotalcite™; 585 patentes com o termo
"Layered Double Hydroxide" e 991 patentes com o termo "Anionic Clay" para busca em todo
0 texto da patente.

De acordo com este levantamento, nos ultimos cinco anos, 1193 patentes foram
registradas contendo estes termos (figura 10); quantidade equivalente a 25,5% do total das
patentes pesquisadas. Estes dados mostram que nos ultimos anos, uma ampla gama de
aplicabilidades destes compostos foi descoberta, ampliando cada vez mais a sua absorcao

pelas industrias de diferentes areas.
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Figura 10. Nimero de patentes, por ano (2010-2014), encoontradas no site WIPO/PATENTSCOPE,

com os termos “hydrotalcite”, “layered double hydroxide” e “anionic clay”.
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Dentre as cinco patentes mais relevantes contendo a palavra "Hidrotalcite™, foi possivel
encontrar aplicacBes no tratamento de efluentes poluidos, na adsorcdo de enxofre em
processos quimicos, na composicdo de polimeros antichamas, hidrotalcita como agente
estabilizante em sinteses organicas, além de sintese de hidrotalcita granulada com baixo teor
de agua.

Dentre as cinco patentes mais relevantes contendo o termo "Anionic Clay", encontram-
se aplicacbes em processos de dopagem de metais das argilas anionicas por elementos do
grupo de metais alcalino-terrosos, metais alcalinos, metais de transicao, actinideos e metais de
terras raras; além de dispersdes coloidais liquidas contendo argila anidnicas para liberacdo
celular de farmacos e genes.

No entanto, no que se refere as patentes que contém o termo "Layered Double
Hydroxide™ as cinco patentes mais relevantes mencionam processos de modificacdo estrutural
do HDL, através de modificaces nas proporcdes entre cations, anions e grau de hidratacao; a
sintese de HDL intercalados por anions polioxometalato com estruturas do tipo Keggin, que
sdo usadas como catalisadores de reagdes organicas.

As aplicagdes de HDL na industria quimica séo ja bem estabelecidas, como mostrado
nas patentes mais relevantes citadas na busca no WIPO/ PATENTSCOPE. No entanto,

aplicacdo destes materiais na area médica, farmacéutica e cosmética, tem ocupado cada vez
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mais espaco nas publicaces cientificas e patentes depositadas em todo o mundo.

Como exemplo, a patente intitulada "Drug Delivery System", publicada com o nimero
US 8747912 B2 2014, apresenta um sistema de liberacao controlada de farmaco para uso oral
de um compostos farmacologicamente ativos. Este sistema € constituido por HDL a base de
litio e aluminio, intercalado com &cido 4-bifenilacético, diclofenaco, gemfibrozil, ibuprofeno,
naproxeno, acido 2-propilpentandico e acido tolfendamico (Michael, 2014).

Em outra patente intitulada "Cosmetic Makeup Composition Comprised Of Layered
Double Hydroxide ", publicada com o nimero W02012081133 Al 2012, HDL foi utilizado
na intercalacdo de queratina para uso em batons e maquiagem. Esta tecnologia forneceu aos
cosméticos maior durabilidade apds aplicagdo na pele (Takehiko, 2012).
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4.0 MATERIAL E METODOS

4.1 Farmacos e Reagentes

Os insumos farmacéuticos ativos foram cedidos pelo Laboratério Farmacéutico do
Estado de Pernambuco Governador Miguel Arraes (LAFEPE), Brasil, sendo: AZT teor
99,73% (BR-MAC Comercial®, lote ATOON147001), EFZ teor 99,7% (Cristalia® lote
0378/11) e BNZ teor 100,98% (Nortec Quimica®, lote 2083361). A Tabela 1 apresenta a
férmula quimica, procedéncia e grau de pureza dos reagentes utilizados para a preparacao de
CaAl-HDL, MgAI-CI-HDL e sistemas farmaco-HDL.

Tabela 1- Reagentes empregados nas sinteses dos HDLs e na obtencdo dos sistemas.

29),

Reagentes Formula/especificacdo Procedéncia Pureza
Cloreto de Magnésio MgCl,.6H,0 Sigma-Aldrich® >99.0%
hexahidratado
Cloreto de Aluminio AICl3.6H20 Sigma-Aldrich® 99%
hexahidratado
Nitrato de Calcio tetrahidratado Ca(NO3); - 4H,0 Sigma-Aldrich® >99.0%
Nitrato de Aluminio AI(NO;);9H,0 Sigma-Aldrich® 99%
nonahidratado
Hidréxido de Sodio NaOH Sigma-Aldrich® >98%
Acido Cloridrico HCI Sigma-Aldrich® 37%
Acetona C;HgO Quimica Moderna® P.A.
MTT CisH16BrNsS Sigma-Aldrich® -
Soro fetal Bovino e Gibco® = -
Meio DMEM (NCI-H292, HT- Gibco® e
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4.2 Sintese do CaAl-HDL (CaAl-HDL)

Para a obtencdo do CaAl-HDL (figura 1), foi realizada uma adaptacdo do método
proposto por Shafiei e colaboradores (2013). O CaAl-HDL foi sintetizado a partir da adicao
de 200 mL de uma solucdo contendo Nitrato de Aluminio nonahidratado a 0,050M, Nitrato
de Célcio Tetrahidratado 0,085M, sobre uma solugédo de hidroxido de sodio a 0,5M, pH 10, a
uma razdo de ImL/min, sob agitacdo constante, a 25 °C e atmosfera de nitrogénio. Ao final da
adicdo dos sais, atingiu-se um pH de 10,0 £ 0,5. A suspensao foi mantida sob agitacéo por 14
horas, e posteriormente foi filtrada. O precipitado foi ressuspendido em 100 mL de agua, e
centrifugado por 10 minutos a 2.000 rpm, para lavagem do material. Este processo foi
realizado duas vezes. A secagem foi realizada em estufa de recirculacdo a 60°C durante 3
horas. Apos a secagem, o material foi pulverizado em almofariz e pistilo, e acondicionado em
dessecador para futuras analises. Toda agua utilizada no processo foi ultra-purificada (Milli-Q
System® MA, EUA) e sonicada por 10 minutos (sonicador Limp Sonic®- LS-3D-2-X) para
eliminacéo de CO..

Figura 1 - Sintese por co-precipitagdo a pH constante do CaAl-HDL

Fonte: Dados da pesquisa
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4.3 Sintese do MgAI-CI-HDL

O MgAI-CI-HDL foi sintetizado através do método de coprecipitacdo descrito
anteriormente por Constantino & Hnnavaia (1995) e Ozgims et al.(2013). O MgAI-CI-HDL
foi sintetizado através do método de co-precipitacdo a pH constante (figura 2), onde um
eletrddo de pHmetro (Micronal®) foi inserido no meio reacional para controlar a variacéo do
pH, que foi mantido em 10 através de ajustes com solucdo de hidroxido de sodio 0,4M. Uma
solucdo de sais metalicos (150 mL) contento cloreto de Aluminio hexahidratado a 0,1M e
cloreto de magneésio hexahidratado a 0,2M, foi adicionada a 50 mL de uma solugdo de
hidréxido de sédio a 0,4M, a uma razdo de 1 mL/min, sob agitacdo constante, a 25°C e
atmosfera de nitrogénio. Apos o fim do gotejamento, a suspensdo obtida foi mantida sob
agitacdo por 1 hora, e posteriormente filtrada, ressuspendida em agua, e centrifugada por 10
minutos a 2.000 rpm, para lavagem do material. A secagem foi realizada em estufa de
recirculacdo a 50°C por 3 horas, pulverizado em almofariz e pistilo e acondicionado em
dessecador para futuras analises. Toda agua utilizada no processo foi ultra-purificada pelo
sistema Milli-Q Millipore (Milli-Q System® MA, EUA) e sonicada por 10 minutos
(sonicador Limp Sonic®- LS-3D-2-X) para eliminacéo de CO5.

Figura 2 - Sintese por co-precipitagdo a pH constante do MgAI-CI-HDL
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Fonte: Dados da pesquisa
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4.4 Obtencdo dos sitemas CaAL-HDL, com os farmacos Benznidazol (BNZ) e Efavirenz
(EFZ)

A obtencdo dos sistemas foi realizada pelo método descrito por Takahashi &
Yamaguchi (1991). O farmaco foi completamente dissolvido em acetona e posteriormente
adicionado o HDL. A suspensdo formada foi colocada em chapa agitadora (MS 3 Digital)
IKA® por 1 hora para evaporagdo do solvente, e o residuo foi seco em estufa a vacuo (MOD
302) TekSet® & 60°C (figura 3). Desta maneira, obteve-se sistemas HDL:EFZ contendo 10,
20, 30, 50, 60 e 70% do farmaco disperso no carreador (m/m), e misturas fisicas (MF) entre o
HDL e o EFZ nas propor¢des 10, 30 e 70% (m/m), para comparagdo com 0s sistemas.

Posteriormente, foram obtidos sistemas HDL:BNZ contendo 5, 10, 20 e 30% do
farmaco disperso no carreador (m/m), e MF entre 0 HDL e 0 BNZ nas propor¢des 5 e 30%

(m/m), para comparagdo com 0s sistemas.

Figura 3 - Método de obtencao por solvente dos sistemas HDL:Farmaco.
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Fonte: Dados da pesquisa
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4.5 Obtencao dos sistemas MgAI- HDL com Zidovudina (AZT)

A preparagdo do sistema HDL: AZT foi feita seguindo a metodologia descrita por
Cunhaet al., (2012) através de sintese direta também pelo metodo de copreciptacdo. Essa
metodologia consiste em adicionar o farmaco no meio reacional da sintese de HDL. Foi
adicionado AZT a 0,03M numa solucéo de hidroxido de sodio 0,4M. Seguindo, a partir deste
ponto, os procedimentos descritos no topico 4.3 da metodologia (obtengdo de MgAI-Cl-
HDL).

4.6 Difracdo de Raios-X de p6é (DRX)

As difragcOes de Raios-X das amostras, foram analisadas utilizando o equipamento
Shimadzu modelo XRD-700, com radiagdo CuKa (1,5418 A), equipado com anodo de cobre.
As amostras foram preparadas em suportes de vidro, com fina camada do material
pulverizado, e analisadas no intervalo de 5<26<50°, a uma velocidade de 0,01°%s. O calculo do

espacamento basal do composto lamelar foi obtido através da lei de Bragg:

ni=2dsene

onde: n € a ordem de reflexdo do pico (n=1), A ¢ o comprimento de onda da radiagdo de raios-

X, d é a distancia basal em angstrons e e é 0 &ngulo de Bragg.

4.7 Espectroscopia de absorcédo no Infravermelho (1V)

As amostras foram analisadas utilizando espectrdmetro 1V PerkinElmer® (Spectrum
400) com dispositivo de reflectancia total atenuada (ATR) com cristal de selénio. Os
espectros de IV foram obtidos utilizando uma média de 10 varreduras e resolucdo de 4 cm™
em comprimento de onda na faixa de 400 a 4000 cm™.
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4.8 Termogravimetria (TG) e Anélise Térmica Diferencial (DTA)

As curvas TG/DTA foram obtidas por meio de equipamento Shimadzu® TGA 50, sob
atmosfera de nitrogénio, fluxo de 50 mL.min, raz&o de aquecimento 10°C.min™, massa da

amostra de 4 mg, porta amostra de alumina e intervalo de temperatura entre 30 — 900 °C.

4.9 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

Os perfis térmicos do DSC foram obtidos em Calorimetro de Varredura Q200 (TA
instruments, Shimadzu®), interligado ao software TA60 versdo 2.20 (TA instruments), com
atmosfera de nitrogénio de 50 mL.min™* e razdo de aguecimento de 10°C.min™, na faixa de
temperatura de 25-300°C. As amostras foram colocadas em porta-amostras de aluminio

hermeticamente fechados com 5 mg (z 0.2). As determinacgdes foram realizadas em triplicata.

4.10 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Para analises morfolégica do material foi utlilizado microscépio eletrdnico de
varredura ambiental FEI, Quanta® 200 FEG. As amostras foram dispostas em fitas de carbono
e metalizadas em metalizador (Bal-Tec SCD 050 Sputter Coater).

4.11 Porosimetria

Para a realizag&o deste ensaio, utilizou-se um analisador de area superficial e tamanho
de poros —~ASAP 2420 Micromeritcs®, munido de software préprio. A érea especifica foi
determinada pelo método BET (Brunauer, Emmet e Teller), e a distribuicdo do volume de
poro foi determinada a partir das isotermas de adsor¢do e dessor¢do de nitrogénio, pelo
método BJH. Foi utilizado, aproximadamente, 100mg de amostra, que foi degaseificada a
50°C para remover qualquer material adsorvido no interior dos poros e na superficie do
material (BARRET, 1951).



50

4.12 Microscopia de Luz Polarizada

A propriedade da luz polarizada das amostras do BNZ, do CaAl-HDL, das misturas
fisicas e dos sistemas BNZ-HDL obtidas foram avaliadas com auxilio de microscopio Motic
BA400 (Opti-tech Scientific Inc) equipado com camera de video Dinoeyeepiecel ! acoplada ao
programa Dinocapture(] 2.0. A mesma ampliacdo foi mantida para a anélise de todas as

amostras.

4.13 Analise elementar

A anélise elementar (CHN) foi realizada em equipamento Perkin Elmer® modelo 2400
(Perkin Elmer Japan Co. Ltda). A andlise de metais foi efetuada por espectrometria de
emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado (ICP-OES) em um equipamento Spectro
Analytical Instruments®. As amostras foram dissolvidas na concentracdo de 1mg/mL em

solugdo de &cido nitrico 1% (v/v).

4.14 Teste de liberacdo em condicBes non-sink

Foram realizados utilizando o equipamento Sirius T3 (Sirius Analytical Instruments
Ltda.) equipado com eletrddo de pH de AgQ/AQCI, e espectrometro Sirius D-PAS com
dispositivo de detecgéo de turbidez. Os sistemas testados continham o equivalente a 5mg do
farmaco, adicionados ao meio na forma de pd. O ensaio foi realizado a 25°C, utilizando 15
mL de meio HCl a 0,5 M, com pH 1,2, nos primeiros 30 minutos, seguido de ajuste para pH
7,4 nos 30 minutos seguintes, com solucdo de NaOH a 0,5M, estabilizado com tampé&o Sirius
Neutral Linear UV (Sirius Analytical Instruments Ltda.). Em intervalos pré-determinados,
foram realizadas leituras da absorbancia do farmaco através da sonda de UV acoplada ao

equipamento.
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4.15 Estudo de liberacdo em condigfes sink

Para a realizacdo do estudo de liberacdo, foram preparadas capsulas gelatinosas duras
transparentes contendo AZT isolado, sistema HDL:AZT e MF entre HDL e AZT. Pesou-se 0
equivalente a 25 mg de AZT para cada amostra. O estudo seguiu metodologia descrita na
Farmacopeia Brasileira 5% edi¢cdo (2010), para capsulas de AZT. Utilizou-se equipamento
dissolutor Varian® modelo VK 7010, aparato 2 (pas) na velocidade de 50 rpm, o meio de
dissolucdo agua destilada (900 mL), e temperatura de 37 = 0,5 °C. Aliquotas de 5 mL foram
coletadas no intervalo de 5 minutos a 26 horas, filtradas e analisadas em espectrofotdmetro
UV/VIS Shimadzu® modelo Mini1240. As leituras seguiram metodologia descrita em Randau
et al., (2005) para determinagdo da concentragdo de AZT liberado, no comprimento de 268

nm. Foi construida uma curva de calibracdo, garantindo linearidade no intervalo das analises

-1 2
(624 pugmL ) (R =0,999).

4.16 Citotoxicidade em linhagem de macrdéfagos humanos

A citotoxicidade do sistema em células foi determinado pelo ensaio de reducdo de
MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium). A linhagem de células de
macrofagos foi obtida do banco de células do Rio de Janeiro/Brasil. As células foram
mantidas em meio DMEM (NCI-H292, HT-29) suplementado com 10% de soro fetal bovino,
2mM de glutamina, 100 U/mL de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina, a 37°C com 5%
de CO,. As células foram semeadas em placas de 96 pocos (100 pL = 10° cells/mL) com EFZ
(0,78125-100 pg/mL), HDL (3,125-400 pg/mL) e HDL-EFZ 30% (0,78125-100 pg/mL de
EFZ e 1,8203125-233 pg/mL de HDL) dissolvido em DMSO (dimetilsulfoxido) na proporcéao
(1:99 v/v) (DMSO:Meio). Para 0 BNZ, as células foram semeadas em placas de 96 pocos
(100 pL = 10° cells/mL) com BNZ (0,78125-100 pg/mL), HDL (3,125-400 ug/mL) e HDL-
BNZ 30% (0,78125-100 pg/mL de BNZ e 3,125-400 pg/mL de HDL) dissolvido em DMSO
(dimetilsulféxido) na proporgdo (1:99 v/v) (DMSO:Meio). Para 0 AZT, as células foram
semeadas em placas de 96 pogos (100 pL = 10° cells/mL) com AZT (0,78125-100 ug/mL),
HDL (2,75-352 pg/mL) e HDL-AZT (0,78125-100 pg/mL de BNZ e 2,75-352 pg/mL de
HDL) dissolvido em DMSO (dimetilsulféxido) na proporcéo (1:99 v/v) (DMSO:Meio). Apos
72h de contato das células com os compostos, 0 sobrenadante foi aspirado e adicionados 25

pL de solucdo de MTT (5Smg/mL). As placas foram deixadas por 3 horas em estufa 37°C e ao
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final desse periodo, 100 L. de DMSO foi adicionado a cada pogo para a dissolucdo dos
cristais de Formatam. A citotoxicidade em células isoladas foi determinado por ensaio de
reducdo de MTT, como descrito acima, e a absorbancia média foi mensurada a 540 nm em
medidor de microplacas (Modelo 3550 BIORAD, Inc.) espectrofotbmetro. Os experimentos
foram analisados através de suas médias e respectivos erros padrdo, realizados em triplicata.
O grafico da absorbancia X log da concentragdo e determinadas suas CI50 e seus respectivos
intervalos de confianca (IC 95%), a partir de regressdo nao linear, utilizando o programa

prisma versdo 5 (Graph Pad Prism software versao. 5.0).
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5.0 CAPITULO |

Sintese e Caracterizacdo de Hidroxidos Duplos Lamelares para aplicacdo em
sistemas de liberacéo de farmacos

5.1 CONSIDERACOES INICIAIS

Os HDL séo argilas anibnicas constituidas de estruturas lamelares, que quando
submetidas a interacdes com diferentes tipos de compostos hospedeiros, organicos ou
inorganicos, tem a capacidade de formar complexos, através da intercalacdo de compostos
entre as suas lamelas, principalmente moléculas negativamente carregadas (CIOBANU et al.,
2013). A distancia entre duas lamelas adjacentes depende principalmente da natureza das
espécies intercaladas e a sua interacdo eletrostatica com as camadas principais, formada por
metais (SABER et al., 2005).

Embora os HDL tenham mais afinidade por anions, devido a sua capacidade de troca
ibnica com o anion interlamelar, pesquisadores descobriram que estas argilas interagem com
moléculas neutras por mecanismos diferentes da intercalacdo, dentre eles ligacdes de
hidrogénio e interacdes eletrostaticas (TAKAHASHI & YAMAGUCHI, 1991).

Os anions sdo acomodados na regido interlamelar, onde as moléculas de dgua também
estdo localizadas, espécies hospedes intercaladas (BENES et al., 2005). Essa capacidade de
troca idnica oferece aos HDL uma ampla gama de aplicacbes em &reas como catalise,
farmacéutica, agricultura e aditivos alimentares (CIOBANU et al., 2013).

O processo de caracterizacdo dos HDL, ap0s sintetizado, € de extrema importancia
para se conhecer a natureza do composto. Suas aplicabilidades na area farmacéutica séo
dependentes de suas caracteristicas fisicas, quimicas e morfologicas, que s6 podem ser
evidenciadas através de técnicas analiticas de caracterizacdo (RIVES et al, 2014;.
KANEZAKI, 2003).

Diante do exposto, 0 presente capitulo apresenta as caracterizacdes aplicadas ao CaAl-
HDL e MgAI-CI-HDL, ap0s sintese por co-precipitacdo. Foram aplicadas as técnicas de DRX,
IV, TG, DTA, analise elementar e ICP-OES.
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5.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.2.1 Difragéo de Raio-X do pd

O difratograma do CaAl-HDL sintetizado apresentou-se com um padrdo tipico de
estrutura lamelar (figura 1c) corroborando com trabalhos previamente descritos na literatura
quando analisado no intervalo entre 5-20-40° (SHAFIEI et al., 2013; KIM et al, 2012).
Percebeu-se, nitidamente, que no difratograma do HDL sintetizado por co-precipitacédo (figura
1c), foi formada uma nova estrutura, com padrdes cristalinos totalmente diferenciados dos
compostos de partida, nitrato de aluminio e nitrato de célcio (figura 1a, 1b). Sendo assim, 0
difratograma do CaAl-HDL evidenciou planos caracteristicos do composto nas posicdes
12,20, 22,3°, 31,6° e 33,2°, com espacamento basal de 8,59 A (VARGA et al, 2016; SHAFIEI
etal., 2013; WANG et al, 2013).

Figura 1 - Difratograma do CaAl-HDL e seus precursores de sintese.
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O difratograma do MgAI-CI-HDL (figura 1c) apresenta trés picos intensos,
caracteristicos de material cristalino, com planos de difracio em 11,3 A, 22,8 A 34,8 A, 38,6
A e 46 A; apresentando um espacamento lamelar de 7,8 A, quando aplicada a lei de Bragg
para o plano de maior intensidade (OZGUMUS et al., 2013; CUNHA et al., 2012; PERIOLI
et al., 2011). Assim como evidenciado para o CaAl-HDL, foi possivel notar que a sintese por
co-precipitacdo do MgAI-CI-HDL (figura 1c), formou uma nova estrutura com caracteristicas
cristalinas totalmente diferentes dos seus respectivos precursores de sintese, o cloreto de

magnésio e cloreto de aluminio (Figura 2a, 2b).

Figura 2 - Difratograma do MgAI-CI-HDL e seus precursores de sintese
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5.2.2 Espectroscopia de absorcédo no Infravermelho (1V)

O espectro de absor¢do IV do CaAl-HDL evidenciou bandas caracteristicas do
composto (figura 3), corroborando com dados previamente publicados na literatura para o
carreador (SHAFIEI et al., 2013; ZHANG et al., 2012). Em 3689 e 3085 cm™, observa-se uma
banda larga correspondente & deformacéo axial de O-H pertencente as hidroxilas e agua
interlamelar. Em 1641 cm™, evidenciou-se uma pequena banda caracteristica da deformacao
angular de moléculas de 4gua interlamelar. Em 1360 cm™, uma banda evidenciou a presenca
de anions nitrato. Devido a alta intensidade dessa banda, e seu duplo pico, percebeu-se que ha
vibragdes correspondentes & ions carbonato, que normalmente encontram-se entre 1360-1370
cm™, provenientes do ar atmosférico residual, no ambiente da sintese (RAKI, BEAUDOIN &
MITCHEL, 2004). Bandas abaixo de 1050 cm™, s&o resultantes de deformacdes axiais entre
metais e 0 oxigénio.

Figura 3 - Espectro de IV do CaAl-HDL.
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O espectro de absorcédo IV de MgAI-CI-HDL (figura 4) exibiu bandas de absorg¢do
caracteristicas a esse tipo de material, corroborando com trabalhos anteriormente publicados
(GU et al., 2008; WANG et al., 2011; CUNHA et al., 2012; OZGUMUS et al., 2013). A
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banda mais intensa, justificada pelo alto grau de hidratacdo do composto, situa-se em 3381
cm™ representa vibracdes de deformacéo axial de O-H das hidroxilas e da 4gua interlamelar.
Em 1627 cm™ observa-se a vibragdo de deformagao angular das moléculas de 4gua. As bandas
referentes as ligacBes organo-metalicas (AI-CI/Mg-Cl), normalmente identificadas em
materiais do tipo HDL entre 625 cm™ e 400 cm™, ndo puderam ser observadas na regido do
espectro estudada. Em 1363 cm™ é evidenciado uma banda afiada provavelmente associada &

adsorcéo o ion carbonato, através do CO, atmosférico residual, no momento da sintese.

Figura 4 - Espectro de IV do MgAI-CI-HDL.
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5.2.3 Termogravimetria (TG) e Analise Termica Diferencial (DTA)

Segundo Malherbe & Besse (2000) durante a decomposicdo térmica dos HDL
acontecem quatro eventos principais: (1) a evaporacao da agua adsorvida, (2) a eliminacédo da
agua estrutural, (3) a desidroxilacdo das lamelas, e por ultimo (4) a perda do &nion volatil (CI',
NO3). No entanto, a ocorréncia desses quatro eventos bem definidos depende de fatores como
a umidade da amostra, estabilidade do anion intercalado, e a maneira com que as especies
interlamelares interagem com o0s grupamentos hidroxila (Sara, Frost & Nguye, 2009;
Malherbe & Besse, 2000).
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Os eventos apresentados nas curvas TG/DTA do CaAl-HDL (figura 5) corroboraram
com trabalhos descritos anteriormente na literatura (KIM, 2012 et al, 2012; SHAFIEI et al,
2013).

Observou-se, na curva termogravimetrica, que a primeira etapa de decomposicdo
corresponde a perda de agua interlamelar e de moléculas de agua que possivelmente se
encontram adsorvidos na superficie do material. Essa faixa iniciou-se na temperatura
ambiente até 152°C e corresponde a uma perda de massa de 14,85%; com evento
endotérmico, presente na curva DTA na faixa de 116-151°C, com pico em 134,5°C.

A segunda etapa de decomposicdo ocorreu entre 153 - 259°C, com perda de
massa de 13,6%, estando relacionada a decomposi¢do parcial das hidroxilas presentes nas
lamelas e reducdo do nitrato em nitrito; com evento endotérmico na faixa de 217 - 255 °C,
tendo seu pico em 232,5°C.

A terceira etapa da curva TG/DTA, de 260 - 697°C esta relacionada com a
decomposi¢do do nitrito e com a desidroxilagdo residual, com perda de massa de 17,3%,

apresentando pico endotérmico em 671°C na curva DTA.

Figura 5 - Curvas TG e DTA do CaAIl-HDL.
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Na curva TG/DTA do MgAI-CI-HDL (figura 6), podemos observar dois eventos
principais de perda de massa. O primeiro entre 25 — 250°C foi referente a perda de agua
superficial e lamelar, com diminuicdo de 22,66% da massa da amostra. Este evento foi

acompanhado de uma banda endotérmica, na curva DTA, localizado entre 99 - 207 °C.

Figura 6 - Curvas TG e DTA do MgAl- CI-HDL
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No segundo evento, proveniente da desidroxilagdo e decomposicdo dos anions de
cloro, ocorreu uma perda de massa de 29,9%, seguida de uma banda endotérmica no DTA
que localiza-se entre 311°C e 435°C (MIYATA, 1975; PALMER, FROST & NGUYE, 2009 ,
OzZGUMUS et al., 2013).

5.2.4 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Na micrografia apresentada na figura 7, o CaAl-HDL apresentou-se como um material
cristalino, em forma de placas hexagonais, em sua maior parte, com dimensdes variando entre
0,5 — 4 yum. Estas caracteristicas s@o tipicas deste tipo de material, assim como relatado
previamente na literatura para o CaAl-HDL (SHAAIFEL et al., 2013; VARGA et al, 2016;
KIM, 2012), para o CaAl-CI-HDL (KIM et al, 2014; ZHANG et al, 2012; XU et al, 2011) e
para 0 CaAl-OH-HDL (FERENCZ et al, 2015). Desta maneira, percebe-se que independente
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do anion interlamelar, a estrutura cristalina dos CaAl-HDL mantém-se com formas cristalinas

semelhantes, quando analisadas através de MEV.

Figura 7 - Fotomicrografia do CaAl-HDL obtida por MEV.

Fonte: Dados da pesquisa

Nas fotomicrografias apresentadas na figura 8, o MgAI-CI-HDL evidenciou um
material cristalino, de formato irregular e com dimensdes variando entre 5 — 100 um; sendo a
maior parte das particulas entre 10 - 20 um. As caracteristicas fisicas descritas para 0 MgAl-
CI-HDL corroboram com trabalhos previamente publicados na literatura para o material
(WANG et al., 2011; ALEXA et al., 2011).

Figura 8. Fotomicrografia do MgAI-CI-HDL obtida por MEV
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5.2.5 Porosimetria

A érea superficial do CaAl-HDL apresentou valor de 70,67 m2/g, e volume de poro de
0.15 cm?/g, e tamanho de poro de 82,46 A . Zang e colaboradores (2012), ao sintetizarem
CaAl-HDL, com o Cl ~ como ion interlamelar, avaliaram a area superficial que ficou em torno
de 6.26 m2/g, cerca de trés vezes menor que o HDL sintetizado com o NO3s como ion
interlamelar. A &rea superficial obtida para o0 MgAI-CI-HDL foi de 82,5 m2/g, com volume
de poro de 0.11 cm?/g, e tamanho de poro de 47,01 A. A area superficial do MgAI-CI-HDL
foi bem superior aos encontrados por Ambrogi e colaboradores (2007) e de Dupin e
coladoradores (2004) para o MgAI-CO3-HDL,; apresentado valores de area superficial de
29.3m?%/g e 31.3m?/g, respectivamente.

O volume e tamanho de poros do CaAl-HDL, apresentaram-se com valores superiores
aos do MgAI-CIl-HDL, visto que o nitrato, anion interlamelar do CaAl-HDL, possui tamanho

maior que o cloreto, presente no MgAI-CI-HDL.

5.2.6 Anélise elementar

A composicdo quimica dos materiais foi avaliada pelas técnicas de ICP-OES, analise
elementar CHN e TG. A tabela 1 apresenta o percentual dos elementos calculados e obtidos
experimentalmente, do CaAl-HDL. A partir da analise destes valores, foi possivel calcular a
formula quimica do composto, obtendo-se Ca,Al(OH)s(NO3).2,5 H,O, com massa molar de
316,14.

Tabela 1. Composicdo quimica do CaAl-HDL obtida por ICP-OES, analise elementar CHN e TG; e
sua correlagdo com a férmula quimica proposta.

Elementos Experimental (%0) Calculado (%)

Ca 26,63 25,32
Al 9,15 8,54
C 094
H 2,92 3,48
N 4,30 4,43
H,0 (TG) 14,85 14,24

A tabela 2 apresenta o percentual dos elementos encontrados na amostra de MgAI-Cl-
HDL. A partir destes valores foi possivel propor a formula quimica do composto, ficando
Mg; sAl(OH)sCl.3(H,0), com massa molar de 237,5.
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Tabela 2. Composicao quimica do MgAI-CI-HDL obtida por ICP-OES, analise elementar CHN e TG;
e sua correlacdo com a férmula quimica proposta

Elementos Experimental (%0) Calculado (%)
Mg 16,44 15,34
Al 11,15 11,37
C 028 -
H 4,22 4,63
N 004 -
H,O (TG) 22,66 22,74

Para fins de céalculos das formulas quimicas dos HDL, eliminou-se o pequeno
percentual de impurezas presente na amostra, oriundas do carbonato atmosférico; obtendo-se
um alto grau de correlacdo do percentual experimental com o calculado nas férmulas
quimicas propostas. A partir das formulas propostas, foi possivel calcular o rendimento das
sinteses, que ficaram em 86% e 89%, em média, para 0 MgAI-CI-HDL e CaAl-HDL.
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6.0 CAPITULO Il

CaAl-HDL como sistema de liberacéo de farmaco: efeitos na solubilidade e toxicidade
do antiretroviral Efavirenz

6.1 CONSIDERACOES INICIAIS

Desde sua descoberta, no inicio dos anos 80, a epidemia da infeccdo pelo Virus da
Imunodeficiéncia Humana (HIV) representa um fendémeno global, dindmico e instavel, cuja
forma de ocorréncia nas diferentes regides do mundo depende, entre outros determinantes, do
comportamento humano individual e coletivo. A Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
(SIDA) destaca-se entre as enfermidades infecciosas emergentes pela grande magnitude e
extensdo dos danos causados as populacdes e, desde a sua origem, cada uma de suas
caracteristicas e repercussdes tem sido exaustivamente discutida pela comunidade cientifica e
pela sociedade em geral (UNIAIDS, 2016)

Por volta de 1984, pesquisadores de Sdo Francisco conseguiram isolar um retrovirus a
partir de pacientes aidéticos de diferentes grupos de riscos, que foi identificado como o
possivel agente etiolégico da SIDA, sendo posteriormente designado pelo Comité
Internacional de Taxonomia dos Virus como Virus do HIV; cuja fisiopatologia atacava
especialmente os linfocitos T CD 4+ (“helper”). (LANCELLOTTI & GAGLIANI, 2005).

Uma vez identificado o retrovirus, comecgaram as pesquisas por agentes que pudessem
agir em diferentes enzimas e estruturas do virus, possibilitando a pesquisa de diferentes
farmacos que evitassem a multiplicacdo viral, diminuindo a progressdao da infecgdo
(LANCELLOTTI & GAGLIANI, 2005).

Em 1986, surgiu o primeiro antirretroviral da classe dos Inibidores da Transcriptase
Reversa Analogos de Nucleosidicos, a Zidovudina (AZT), sintetizado inicialmente como um
agente antitumoral, que demonstrou atividade inibitoria contra HIV-1 in vitro, tornando-se o
primeiro farmaco a ser aprovado para o tratamento da SIDA e condigdes relacionadas a ela
(PECANHA & ANTUNES, 2002).

No final da década de oitenta, novas descobertas evidenciaram novos farmacos que
foram qualificados como Inibidores de Transcriptase Reversa Ndo Nucleosidicos. Dentre os
compostos que apresentaram atividade, a nevirapina (Viramune®), delavirdina (Rescriptor®) e

efavirenz (Sustiva®), foram aprovados para o tratamento da SIDA (PECANHA &
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ANTUNES, 2002).

Com o passar dos anos, a partir do desenvolvimento de novas classes de
medicamentos antiretrovirais, e estudos clinicos realizados, foi proposto o tratamento dos
pacientes utilizando associacfes de farmacos, sendo introduzida no ano de 1996 a terapia
triplice (BONOLO, GOMES & GUIMARAES, 2007). A eficiéncia dos esquemas
terapéuticos esta fundamentada na atuacdo conjunta dos diversos farmacos nas diferentes
etapas do ciclo de replicacdo viral, que apresentam eventos exclusivamente relacionados a
componentes virais, que podem ser utilizados como alvos para intervengdo quimioterapica
(MARIER et al., 2007).

Desde entdo, o EFZ (figura 1) é considerado como farmaco de primeira escolha no
tratameto antiretroviral de adultos infectados, exceto para gestantes. Essa opc¢do esta
fundamentada na sua elevada poténcia de supressao viral, comprovada eficacia a longo prazo

e ao menor risco de efeitos adversos sérios (BRASIL, 2016).

Figura 1 - Estrutura quimica do EFZ.

Fonte: (MADHAVI et al., 2011)

A terapia padrdo é conhecida como terapia antirretroviral de alta atividade, a qual
combina pelo menos trés farmacos, sendo dois inibidores da transcripitase reversa analogos de
nucleosideo (ITRN) associados a um inibidor da transcripitase reversa ndo-analogo de
nucleosideo (ITRNN) ou um inibidor de protease (IP), sendo o primeiro, em geral, de
posologia mais simples facilitando a adesdo ao tratamento (WISSENT et al.,, 2005;
LAURENT et al., 2005).

Apesar das vantagens terapéuticas proporcionadas pelo EFZ, a sua baixa solubilidade
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aquosa (cerca de 9 pg/mL) proporciona problemas de absor¢do no trato gastrointestinal e
consequentemente biodisponibilidade oral inadequada (16 — 42% em ensaios pré-clinicos),
sendo este classificado como de Classe Il (baixa solubilidade, alta permeabilidade), segundo o
sistema de classificacdo biofarmacéutico (SATHIGARI et al., 2009). Essa caracteristica,
portanto, torna-se um aspecto relevante a ser superado uma vez que o aumento da
hidrossolubilidade de farmacos pouco sollveis é considerado um dos mais desafiantes
aspectos no desenvolvimento de novos farmacos e medicamentos (RATHBONE,
HADGRAFT & ROBERTS, 2003; KARAVAS et al., 2007).

6.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.2.1 Difracdo de raios-X de p6

A natureza cristalina do EFZ foi verificada através do aparecimento de diferentes
planos cristalinos com intensidades variadas, sendo os mais expressivos 8,7°, 16,8° 19,4°, 21,8
°,22,9° 27,5° e 35,1° (figura 2b) (ALVES et al., 2014).

Analisando os difratogramas dos sistemas HDL-EFZ, obtidos pelo método de
Takahashi & Yamaguchi (1991), notamos que todas as proporgdes, com exce¢do da HDL-
EFZ 70%, evidenciaram picos com reflexdes referentes ao HDL, ndo sendo evidenciada a
presenca de picos referentes ao farmaco, mostrando que a interacdo dos componentes nas
amostras HDL-EFZ (10, 20, 30, 50 e 60%), promoveram uma diminuicdo da cristalinidade do
farmaco. A partir da proporcdo HDL-EFZ 70%, foi possivel observar a presenca de planos
cristalinos referentes ao EFZ, comportando-se com uma sobreposi¢éo de picos cristalinos do
farmaco e do HDL.

Nos sistemas HDL-EFZ obtidos, as particulas de EFZ possivelmente tornaram-se
estruturalmente desorganizadas, com caracteristicas de material amorfo, mediante a formacéo
de um complexo com o HDL, acarretando na auséncia de cristalinidade do farmaco, até uma
proporcdo de 60% (Figura2c, 2d, 2e, 2f, 2g). O fenémeno de amorfizacdo de um composto
pouco soltvel, frequentemente reflete na sua capacidade de solubilizacdo em meios aquosos
com diferentes valores de pH, refletindo em melhores resultados de dissolugéo e liberagédo do
farmaco (WLODARSK et al, 2015). Este fato é de extrema importéncia para o EFZ, que
devido a sua baixa solubilidade em meio aquoso, possui uma reduzida biodisponibilidade via
oral (ALVES et al., 2014).
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Figura 2 - Difratogramas do HDL, EFZ e seus sistemas HDL-EFZ.
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Fonte: Dados da pesquisa

Analisando os difratogramas das MF entre o HDL e o EFZ (figura 3), podemos notar
que foram evidenciados picos referentes aos planos cristalinos do EFZ e do HDL,
comportando-se apenas como uma sobreposicdo de ambos os compostos da mistura, ndo
mostrando alteracdes evidentes no estado cristalino do farmaco ou do HDL. Os picos
referentes a0 EFZ tornam-se mais evidentes a medida que a concentragdo do insumo

farmacéutico ativo aumenta na mistura.
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Figura 3 - Difratogramas do HDL, EFZ e suas misturas fisicas.
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Fonte: Dados da pesquisa

Os resultados sugerem que nas MF, ndo houveram interacGes quimicas, as interacGes
ocorridas foram predominantemente de natureza fisica, ndo alterando assim a estrutura
cristalina do farmaco.

Nos sistemas que apresentaram auséncia de planos cristalinos (HDL-EFZ 10%, 20, 30,
50 e 60%), referente ao EFZ, foi realizado o célculo do espacamento lamelar do HDL, no

intuito de evidenciar se o farmaco ficou inserido nas lamelas do carreador (figura 4).



70

Figura 4 - Espacamento lamelar dos sistemas HDL-EFZ.

Fonte: Dados da pesquisa

Desta maneira, foi possivel constatar que o HDL sintetizado apresentou
um espacamento basal (d) de 8,59 A e, ap6s a obtencdo dos sistemas HDL-EFZ em diferentes
proporcdes, ndo foi evidenciado o fenémeno de intercalacdo do farmaco nas lamelas do HDL,
pois o valor do espacamento basal do carreador ndo sofreu variagbes significativas,
permanecendo praticamente do mesmo tamanho (figura 4). Sendo asssim, supde-se que o0 EFZ
formou uma fase néo cristalina adsorvida na superfice do HDL, ja que uma das propriedades
deste carreador ¢ a sua alta capacidade de adsorcao, ndo havendo, desta maneira, o fenémeno
de intercalacdo no interior das lamelas (TAKAHASHI & YAMAGUCHI, 1991).

Resultados semelhantes foram encontrados por Gordijo e colaboradoes (2005), ao
realizar complexacdo de Ibuprofeno em Mgs;Al-HDL, pelo método de reconstrucdo. O
farmaco tornou-se amorfo ao interagir com o HDL, ndo sendo possivel detectar os planos
cristalinos caracteristicos do mesmo ao realizar o DRX da amostra, além de né&o evidenciar

alteracdes no valor de espagamento basal do HDL.

6.2.2 Espectroscopia de absorc¢édo no Infravermelho (1V)

O espectro de IV do HDL (figura 5a) foram evidenciadas bandas caracteristicas do
composto, corroborando com dados previamente publicados na literatura para o carreador
(SHAFIEl et al., 2013; ZHANG et al., 2012).
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Em 3689 e 3085 cm™, observa-se uma banda larga correspondente & deformagéo axial
de O-H pertencente &s hidroxilas e 4gua interlamelar. Em 1641 cm™ evidencia-se um pequeno
pico caracteristico da deformago angular de moléculas de agua interlamelar. Em 1360 cm™,
aproximadamente, uma banda de alta intensidade evidencia a presenca de anions nitrato, e
bandas abaixo, de 1050 cm™ resultantes das ligag6es entre metais e o oxigénio.

No espectro de EFZ (figura 5b), bandas caracteristicas do farmaco foram
evidenciadas: 3313 cm™ (vibrag&o de estiramento N-H), 2246 cm™ (vibracdo de estiramento
C=C),1748 cm™ (vibragdo de estiramento C=0), 1600 e 1495 cm™ (vibrac&o de estiramento
C=C do anel benzeno), 1242 cm™ (vibracdo de estiramento C-N) e 1169 cm™ (vibracdo de
estiramento C-O). Na regido de baixa freqiiéncia, as bandas em 1073 e 1032 cm™
correspondem & vibracdo de deformagdo C-H no plano, enquanto as bandas 977 e 914 cm™
correspondem a vibragdo de deformacdo C-H fora do plano. (ALVES et al., 2014).

Os espectros de IV das MF (figura 5c, 5d, 5e), apresentam apenas uma sobreposicao
de bandas referentes aos espectros do HDL e do EFZ.

Figura 5. Espectros de IV do HDL, EFZ e suas misturas fisicas
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Fonte: Dados da pesquisa
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Nos espectros dos sistemas HDL-EFZ (figura 6), as proporg¢des 10, 20 e 30% (figura
6c, 6d, 6e) apresentaram alteracdes no espectro de 1V, referente as bandas do EFZ, como
auséncia da vibracdo de estiramento N-H de amina primaria (3313 cm™), reducdo da vibrago
de estiramento C=0 (1748 cm ™), reducdo da vibracéo de estiramento C=C do anel aromatico
(1600 e 1495 cm™), e com predominancia das bandas referentes ao HDL. Nas proporcdes 50,
60 e 70%, houve, predominantemente, uma sobreposicdo de bandas dos componentes da

mistura, assim como evidenciado nas MF.

Figura 6 - Espectros de IV do HDL, EFZ e seus sistemas HDL-EFZ.
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Estes resultados evidenciam uma possivel interacdo entre 0 HDL, com a molécula do

EFZ em grupos como o N-H e C=0 presentes no farmaco, fazendo com que esta vibracao seja
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detectada de maneira mais branda no espectro de IV. Este fendmeno de diminuicdo da
intensidade das bandas do farmaco, apos interacdo com o HDL, também foi relatado por
Gordijo e colaboradores (2005) em estudos com o Ibuprofeno em MgsAl-HDL; onde a banda
referente & vibracdo de estiramento C=0O do ibuprofeno, em 1720 cm™, desaparece apds
imobilizacdo no HDL. Além da redugdo de bandas referentes ao anel aromatico do farmaco
em 1508 e 1462 cm ™.,

6.2.3 Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

Os resultados obtidos por DSC dos sistemas HDL-EFZ estdo expostos na figura 7 O
comportamento térmico do EFZ pode ser evidenciado através de um evento endotérmico em
139,2°C caracteristico do processo de fusdo da sua forma cristalina corroborando com os
resultados encontrados por Alves e colaboradores (2014). O CaAl-HDL (figura 7b)
apresentou um evento endotérmico na faixa entre 93 e 150°C correspondente a evaporacao da
agua de adsorcdo e interlamelar. O segundo evento, caracterizado por uma banda endotérmica
larga entre 210 - 275°C, refere-se ao fenbmeno de desidroxilacdo das lamelas (SHAFIEI et
al., 2013).

Para os sistemas HDL-EFZ, percebeu-se auséncia do evento de fusdo do farmaco nas
proporcdes 10, 20 e 30% (figura 7d, 7e, 7f), mostrando que nestas proporcGes o farmaco
presente sofreu alteracdes de cristalinidade, tornando-se um material amorfo, em relacéo ao
farmaco isolado, em corrobrorando com os dados obtidos no DRX, onde os planos cristalinos
referentes ao EFZ ndo estavam mais presentes nestas amostras (figura 2c, 2d, 2e). Estes
resultados de auséncia de evento de fusdo, indica que a cristalinidade do EFZ desaparece,
resultado em um composto com farmaco na forma amorfa (GANESAN et al, 2015).
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Figura 7 - Curvas DSC do HDL, EFZ e suas misturas fisicas e sistemas HDL:EFZ.
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Fonte: Dados da pesquisa

Nos sistemas HDL:EFZ 50%, 60 e 70% (figura 7g, 7h, 7i) foi possivel notar a
presenca do evento endotérmico de fusdo do EFZ, indicando que nestes sistemas, o farmaco
ainda continha forma cristalina, o que ndo pbde ser afirmado apenas como DRX para 0s
sistemas HDL-EFZ 50 e 60% (figura 2f, 2g), onde os picos referentes ao farmaco
apresentavam-se ausentes.

Analisou-se apenas a MF 10%, por ser a amostra mais passivel de sofrer alteracfes
provenientes do HDL, devido ao seu baixo aporte do farmaco em rela¢do as demais. Sendo
assim, a analise de DSC da MF 10% evidenciou que havia em sua constituicdo EFZ na forma
cristalina, j& que o evento endotérmico de fusdo do farmaco permaneceu evidente na amostra
analisada (figura 7c). Desta maneira, ndo se fez necessario avaliar MF com proporgdes

maiores do farmaco, visto que, a menor concentra¢do ndo sofreu alteracéo de cristalinidade.
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6.2.4 Teste de liberacdo em condi¢bes non-sink

Estudo de dissolucdo, em condig¢des non-sink, vem sendo comumente aplicado para
sistemas contendo farmacos de baixa solubilidade complexadas com carreadores que
incrementam solubilizagdo. Sun, Ju e Lee (2012) afirmam que esta condicdo permite
visualizar eventos de supersaturacdo, nucleacdo e cristalizacdo do farmaco em solucdo, além
de ser uma simulagdo do sistema fisiolégico, mais adequada do que a condicédo sink, devido
ao pequeno volume encontrado no trato gastrointestinal.

O perfil de dissolu¢do do EFZ, mistura fisica e sistemas HDL:EFZ em diferentes
concentragfes sdo exibidos na figura 8. Apo6s duas horas de analise, 0 EFZ atingiu uma
concentracdo de 32 ug.mL™ no meio de dissolucdo, sendo os demais sistemas comparados a

este valor para se obter a proporcao do incremento da solubilidade do farmaco no meio.

Figura 8. Perfil de dissolugdo do EFZ isolado e seus sistemas HDL:EFZ e MF.

225 - pH 1,2
] 212,5 ug/mL - HDL-EFZ 30%

118,16 pg/mL - HDL-EFZ 20%

71,35 pg/mL - HDL-EFZ 10%

55,06 pg/mL - HDL-EFZ 50%

Concentracao (ug/mL)

33,56 pg/mL - HDL-EFZ 70%
32,2 ug/mL - EFZ
26,7 ug/mL - MF 10%

T — T T T T 1
0 25 50 75 100 125
Tempo (min)

Fonte: Dados da pesquisa

Os sistemas em que o farmaco se apresentou amorfo, com auséncia de planos
cristalinos no DRX, e sem evidéncia de evento de fusdo no DSC (HDL:EFZ 10, 20 e 30%),

foram os que obtiveram melhores resultados no estudo de dissolugédo. A dissolucdo de uma
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substancia amorfa atinge uma concentragéo significativamente maior que a obtida pela mesma
substancia no estado cristalino, fato este, devido a fraca energia da rede cristalina dos sélidos
amorfos (SUN & LEE, 2015).

O sistema HDL:EFZ 30% foi 0 que mais se destacou, proporcionando ao EFZ um
incremento de solubilidade de aproximadamente 558%, quando comparado ao farmaco
isolado, apds duas horas de dissolugdo. Seguido dos sistemas HDL:EFZ 20 e 10%, que
proporcionaram incremento de 266% e 121%, respectivamente.

Nos sistemas HDL:EFZ 50 e 70%, nos quais o farmaco apresentou-se na forma
cristalina, evidenciado através de evento de fusdo pronunciado, observou-se um incremento
na dissolucéo do EFZ de 71% e 4%, respectivamente.

Na MF 10%, observou-se um decréscimo de solubilidade do EFZ apds duas horas de
dissolucdo, reduzindo em 17% o valor da solubilidade final do EFZ, quando comparado ao

farmaco isolado.

6.2.5 Citotoxicidade em linhagem de macréfagos humanos

O estudo de citotoxicidade em células de macréfagos foi realizado com o sistema
HDL-EFZ 30%, propor¢do que se mostrou mais promissora no incremento de solubilidade do
farmaco. Além do sistema, avaliou-se também o EFZ e o HDL isolados, a fim de se obter a
citotoxicidade destes insumos separadamente (figura 9).

O EFZ isolado apresentou valor médio de 1C50 de 15,71 pg/mL (13,3-18,45 pg/mL),
enguanto o do sistema HDL-EFZ foi de 20,83ug/mL (19,12-22,71 pug/mL). Este resultado
demonstra que a associacdo proporcionou uma leve reducdo na toxicidade do insumo
farmacéutico ativo. Resultados semelhantes foram alcancados por Kura e colaboradores
(2014), utilizando o anti-parkinsoniano Levodopa com o carreador ZnAl-HDL, obtendo
menor toxicidade do sistema Levodopa-HDL em relacdo ao farmaco isolado.

O HDL isolado nédo apresentou toxicidade nas concentragdes e linhagem de células
utilizadas, apresentando seguranca no uso dessa substancia. A baixa citotoxicidade do CaAl-
HDL corrobora com resultados anteriores encontrados para o carreador, mostrando pouco
efeitos do material na proliferacéo e viabilidade celular (KIM et al, 2014; SHAFIEI et al.,
2013).
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Figura 9 - Viabilidade celular de macréfagos humanos frente a EFZ, HDL e sistema HDL-
EFZ 30%.
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7.0 CAPITULO Il

CaAL-HDL como sistema de liberacéo de farmaco - Efeitos na solubilidade e toxicidade
do antichagasico Benznidazol

7.1 CONSIDERACOES INICIAIS

A doenca de Chagas é classificada pela Organizacdo Mundial de Saude como uma
doenca negligenciada e que ndo dispde de tratamentos eficazes ou adequados. Estima-se que,
apenas na América latina, 6 a 7 milhGes de pessoas sejam portadoras da doenca (WHO,
2015).

Diversas pesquisas cientificas relacionadas a doenga de Chagas e a sua quimioterapia tém
sido publicadas em periddicos nacionais e internacionais. O interesse em realizar tais
pesquisas tem crescido significativamente no Brasil e em paises vizinhos em razdo do grande
nimero de pessoas infectadas (RIBEIRO et al, 2009; SOARES-SOBRINHO et al, 2012;
CHATELAIN, 2015).

A busca por uma terapia medicamentosa adequada ao tratamento da doenca de Chagas
continua a ser um desafio para muitos pesquisadores desde a descoberta da moléstia em 19009.
Um século se passou, diversas moléculas foram sintetizadas e estudadas. Pesquisas
promissoras apontam novas moléculas com atividade terapéutica anti-Trypanosoma cruzi e
baixos efeitos toxicos. Entretanto, ainda ha um grande caminho a ser percorrido para que a
comunidade cientifica e as industrias farmacéuticas tornem disponiveis no mercado
consumidor, novos medicamentos seguros e eficazes.

O Benznidazol (figura 1) é o farmaco utilizado no tratamento da doencga de Chagas em
diversos paises da América do Sul, embora apresente limitagdes em relacdo a sua solubilidade
em meio aquoso; o que dificulta a sua dissolugdo e biodisponibilidade adequadas
(MEDEIROS, 2010).

Estudos biofarmacéuticos e biofarmacotécnicos comprovam que o conceito de
qualidade de medicamento vai além dos aspectos da natureza do farmaco, tais como a
identidade, a pureza, o teor, a poténcia, entre outros, sendo indispensavel que o medicamento
libere o farmaco na quantidade e na velocidade adequadas ao objetivo terapéutico pretendido.

Os estudos relacionados aos processos de liberacdo, dissolucdo e biodisponibilidade
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adquiriram importancia vital no desenvolvimento farmacotécnico de medicamentos, sendo
pré-requisito para o registro dos mesmos (STORPIRTIS et al., 1999).

Diante do exposto, pretende-se utilizar HDL como carreadores para a molécula do
BNZ, no intuito de melhorar sua propriedade biofarmacéutica de dissolugdo em meio aquoso,
fornecendo uma alternativa terapéutica que podera ser aplicada na otimizacao de formulacGes

ja existentes do medicamento.

Figura 1 - Estrutura quimica do farmaco BNZ.

Fonte: (SOARES-SOBRINHO et al., 2009)

7.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

7.2.1 Difracao de raios-X de p6

A natureza cristalina do BNZ pode ser verificada através da observacdo de planos
caracteristicos do farmaco, bem definidos e com intensidades variadas nas seguintes posicdes
9,70, 13,3°% 19,1°; 239 24,2°, 26,2° e 27,5°, como mostrado na figura 2b (MAXIMIANO et al,
2010).

O difratograma do CaAL-HDL evidenciou picos caracteristicos do composto nas
posi¢bes 12,2°, 22,3° 31,6° e 33,2° como mostrado na figura 2a (SHAFIEI et al., 2013;
WANG et al, 2013).

Analisando os difratogramas das MF contendo 5 e 30% de farmaco (figura 2c, 2d),
podemos notar que ambas apresentaram uma sobreposicdo dos padrbes difratométricos
referentes as substancias isoladas, observando-se uma reducgéo da intensidade de alguns picos

caracteristicos do farmaco, mas ainda evidenciando a presenca em sua forma cristalina.
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Analisando os difratogramas dos sistemas HDL-BNZ 5%, 10%, 20% e 30% (figura
2e, 2f, 2g, 2h), pbde-se observar que, nas proporgdes entre 5 - 20%, os perfis difratométricos
apresentam-se apenas com predominancia de planos cristalinos ao CaAl-HDL. Entretanto, no
sistema HDL-BNZ 30%, foi possivel notar, nitidamente, a presenca de planos cristalinos
referentes ao BNZ

Os resultados sugerem que, através da MF, as interagbes ocorridas foram
predominantemente de natureza fisica, ndo alterando assim a estrutura cristalina do farmaco.
Enquanto que, através dos sistemas, obtidos pelo método do solvente, as moléculas de BNZ
possivelmente tornaram-se menos cristalinas, estruturalmente desorganizadas, com
caracteristicas de material amorfo, mediante a formacdo de um complexo com o HDL,
acarretando na auséncia dos planos cristalinos, até uma propor¢do de 20% de farmaco
(TAKAHASHI & YAMAGUCHI, 1991).

A forma amorfa de uma determinada substancia, comumente torna-se mais soltvel que
a forma cristalina em solventes aquosos, o0 que pode proporcionar melhores resultados nos
estudos de dissolucdo (WLODARSK et al, 2015).

Figura 2 - Difratogramas do BNZ, CaAl-HDL, MF e sistemas HDL-BNZ.
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A fim de evidenciar melhor a auséncia dos picos relativos ao farmaco, em alguns
sistemas, foram realizados célculos dos espacamentos basais destas amostras, para comparar
com o HDL isolado (figura 3).

O espacamento basal do CaAl-HDL foi 8,59 A (VARGA et al, 2016; SHAFIEI et al.,
2013). Apos o processo de obtencdo dos sistemas HDL-BNZ, ndo ficou evidenciada a
intercalacdo do farmaco nas lamelas do HDL, pois ndo houve aumento do espagcamento basal
do HDL.

Figura 3. Valores do espagamento basal (d) do CaAl-HDL e sistemas HDL-BNZ.
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Fonte: Dados da pesquisa

Desta maneira, supde-se que houve interagdes entre 0os materiais, a nivel de superficie,
ja que uma das propriedades do HDL € a sua capacidade de adsor¢do de moléculas, devido a
diversas formas de interacdo que o HDL pode realizar como interagdes eletrostaticas, ligacoes
de hidrogénio, troca i6nica, entre outras (TAKAHASHI & YAMAGUCHI, 1991).
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7.2.2 Calorimetria Exploratdria Diferencial (DSC)

O comportamento térmico do BNZ (figura 4a) pode ser evidenciado através de um
evento endotérmico em 192°C caracteristico do processo de fusdo da sua forma cristalina, e
um evento exotérmico em 287°C evidenciando o inicio de sua decomposi¢cdo (SANTOS et al.;
2013, SOARES-SOBRINHO et al, 2010).

O CaAl-HDL (figura 4b) apresentou um evento endotérmico na faixa entre 93-150 °C
correspondente a evaporacdo da agua de adsorcdo e interlamelar. O segundo evento,
caracterizado por uma banda endotérmica larga entre 210 e 275 °C, refere-se ao fendmeno de
desidroxilagdo das lamelas (SHAFIEI et al., 2013).

Figura 4 - Perfil térmico do BNZ, CaAl-HDL, e de suas misturas fisicas e sistemas HDL:BNZ.
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Nas misturas fisicas (figura 4c, 4d), foi possivel observar a presenga do evento de
fusdo do BNZ em 188°C, um pouco antecipada em relacdo ao farmaco isolado, mas néo
caracterizando-se como incompatibilidade.

Para os sistemas obtidos pelo método do solvente, ndo foi evidenciado o evento de
fusdo do BNZ nas amostras HDL-BNZ 5, 10 e 20%, sendo um indicio de perda de
cristalinidade do farmaco. Contudo, no sistema HDL-BNZ 30%, foi possivel visualizar um
evento endotérmico caracteristico do ponto de fusdo do BNZ em 188 °C, evidenciando que
nesta proporcao, ja era possivel encontrar o farmaco na sua forma cristalina.

A auséncia do ponto de fusdo, nestes sistemas, € indicativo de que o farmaco
possivelmente tornou-se amorfo, perdendo sua estrutura de organizagdo cristalina
(GANESAN et al, 2015).

7.2.3 Espectroscopia de absorcédo no Infravermelho (1V)

O espectro de IV do HDL (figura 5a) evidenciou bandas caracteristica do composto,
corroborando com dados previamente publicados na literatura para o carreador (SHAFIEI et
al., 2013; ZHANG et al., 2012). Em 3689 e 3085 cm™, observa-se uma banda larga
correspondente a deformacdo axial de O-H pertencente as hidroxilas e agua interlamelar. Em
1641 cm™ evidenciou-se um pequeno pico caracteristico da deformacéo angular de moléculas
de &gua interlamelar. Em 1360 cm™, aproximadamente, uma banda de alta intensidade
evidencia a presenca de anions nitrato e, abaixo de 1050 cm™, bandas resultantes de ligacdes
entre metais e 0 oxigénio.

O espectro de IV do BNZ (figura 5b) apresentou bandas caracteristicas para o
farmaco, tais como 3271 cm™ (estiramento N-H), bandas entre 3024-2973 cm™ (estiramento
simétrico e assimétrico C-N de benzila), 1653 cm™ (estiramento C=0), 1395 cm™ e 1467 cm™
(estiramento simétrico e assimétrico do grupo nitro, respectivamente). Na regido de menor
frequéncia pode-se atribuir a 1281 cm™ e 1117 cm™ as deformagdes C-H no plano e fora do
plano, respectivamente, corroborando com trabalho previamente publicado (SOARES-
SOBRINHO et al., 2010).
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Figura 5 - Espectro de IV do BNZ, CaAl-HDL, e de suas MF e sistemas HDL:BNZ.

a) CaAl-HDL

b) BNZ

c) MF 5%

d) MF 30%

e) HDL:BNZ 5%

f) HDL:BNZ 10%

g) HDL:BNZ 20%

h) HDL:BNZ 30%

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
cm’’

Fonte: Dados da pesquisa

Em todas as MF e sistemas HDL:BNZ, observou-se a predominancia das vibragdes
caracteristicas do CaAl-HDL. Varias bandas referentes ao BNZ foram sobrepostas pelo
espectro do HDL, tanto nos sistemas quanto nas MF. Ficando apenas as bandas referentes ao
estiramento N-H em 3271 cm™, e estiramento de carbonila em 1653 cm™ e de deformacéo
fora do plano de C-H do anel imidazélico em 1177 cm™. Portanto, s6 foi possivel avaliar a
interacdo HDL:BNZ nestas bandas que ndo foram sobrepostas.

Nos espectros das MF e sistemas HDL:BNZ, houve um suave desaparecimento da

banda referente a vibragdo de estiramento de N-H do BNZ. Podendo indicar que a amida,
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presente no BNZ, é um grupo que possivelmente faz interagdes com o HDL, fazendo com que
esta vibragdo seja detectada de maneira mais branda no espectro de IV. Em contrapartida, a
banda referente a carbonila permaneceu em todas as misturas, sendo menos evidente no
sistema HDL:BNZ 5%. Mostrando que, provavelmente, a carbonila do BNZ ndo tenha

apresentado fortes interagdes com o HDL, mantendo presente seu sinal em todos os espectros.

7.2.4 Microscopia de Luz Polarizada

A microscopia Optica de polarizacdo € bastante Gtil ao analisar substancias com
atividade Optica, como, por exemplo, na investigacdo do fenbmeno de birrefringéncia de
cristais orgénicos e inorgancios (EERDENBRUGH & TAYLOR, 2011).

O fenébmeno da birrefringéncia foi descoberto, em 1669, por Erasmus Bartholinus.
Baseia-se na propriedade que certos cristais anisotropicos possuem de originar raios
refratados ao desviar o plano da luz incidente, gerando uma dupla refragcdo do feixe. Sob um
plano de luz polarizada, a amostra é anisotropica se for capaz de desviar o plano da luz
incidente e isotropica se ndo desviar a luz (FORMARIZ et al.,2005; JHA, 2009).

As fotomicrografias das amostras analisadas estdo ilustradas na figura 6. O BNZ
apresentou-se como um material anisotropico, apresentando birrefringéncia evidenciada
através de uma coloracdo amarelada. O CaAl-HDL apresentou-se como um material
isotropico, com auséncia de birrefringéncia, apresentando um campo escuro, de coloragdo
marrom e aparéncia opaca. Devido a esta diferenca de birrefringéncia entre estes dois
materiais, foi possivel identificar a presenca ou auséncia do BNZ cristalino a partir das MF e
sistemas HDL-BNZ.

Nas MF 5 e 30%, foi possivel verificar a presencga de birrefringéncia proveniente do
BNZ proporcional a quantidade de farmaco presente na mistura. No sistema HDL-BNZ 30%,
também foi possivel notar o fenémeno de birrefringéncia proveniente do BNZ, confirmando a
presenca farmaco na forma cristalina na amostra.

Analisando os sistemas HDL-BNZ 5, 10 e 20%, foi possivel observar a auséncia de
birrefringéncia em todo o material. Este evento esta ligado a possivel alteragdo da estrutura
cristalina do farmaco ao interagir com o carreador, formando um material possivelmente
amorfo, tornando-se desta forma isotropico e néo birrefringente (GUPTA et al., 2003; Mallick
et al., 2008).

Resultados semelhantes foram encontrados por Gupta e colaboradores (2003), ao
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promover associa¢do do antinflamatorio cetoprofeno com Neusulin (silicato de aluminio e
magnéssio). O farmaco, anteriormente cristalino e birrefringente, tornou-se amorfo e nédo
birrefrigente apds interacdo com excipiente. Mallick e colaboradores (2008) obtiveram o
atinflamatorio ibuprofeno amorfo ap6s maceracdo em moinho de esferas do farmaco como
kaolin (silicato de aluminio hidratado), confirmando o fendmeno através da auséncia de
birrefringéncia do ativo apds aplicacdo da técnica.

As fotomicrografias da microscopia de luz polarizada corroboraram com os resultados
obtidos no DRX e DSC, no sentido de confirmar o fendbmeno de amorfizacdo do farmaco nos
sistemas HDL-BNZ 5%, 10% e 20%.

Figura 6 - Fotomicrografias do BNZ, CaAl-HDL, e suas misturas fisicas e sistemas HDL:BNZ
obtidos por microscopia de luz polarizada.
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Fonte: Dados da pesquisa
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7.2.5 Estudo de liberacédo em condigdes non-sink

Os perfis de dissolucdo condi¢do non-sink do BNZ, MF e sistemas HDL-BNZ estdo
dispostos na figura 7. Apo6s uma hora de analise, 0 BNZ atingiu uma concentracdo de 30,6
ng.ml™* no meio de dissolucéo, sendo os demais sistemas comparados a este valor para se
obter o percentual de incremento da solubilidade.

Os sistemas HDL-BNZ destacaram-se em relacdo as MF no valores obtidos na
dissolucdo. O sistema HDL-BNZ 20% proporcionou ao BNZ um incremento de solubilidade
de aproximadamente 702%, quando comparado ao farmaco isolado, atingindo uma
concentracdo final 245,7 ug.ml™. Seguido do sistema HDL-BNZ 5%, que proporcionou um
incremento de solubilidade de 653% em relacdo ao farmaco isolado. O sistema HDL-BNZ
10% proporcionou ao BNZ um incremento de 444% em sua solubilidade. O sistema HDL-
BNZ 30% proporcionou um incremento na solubilidade do BNZ de aproximadamente 269%,
um pouco abaixo dos demais sistemas, mostrando que a presenca de BNZ na forma cristalina,
refletiu no valor de dissolucdo deste sistema.

Figura 7 - Perfis de liberacdo do BNZ, MF e sistemas HDL-BNZ.
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Os resultados encontrados no estudo de liberacdo, corroboraram com as demais

caracterizagcdes dos sistemas, mostrando que nos casos em que o BNZ tornou-se amorfo

pH1,2 | pH7,4 245,7ug/mL- HDL-BNZ 20%



89

(HDL-BNZ 5%, 10% e 20%), a solubilidade tornou-se mais elevada, enquanto nos casos em
que haviam a presenca de cristais de BNZ a solubilidade tende a ser reduzida, como
evidenciado no sistema HDL-BNZ 30% e MF 5%.

7.2.6 Citotoxicidade em linhagem de macrofagos humanos

Os gréaficos de viabilidade celular estdo dispostos na figura 8. O BNZ isolado
apresentou um valor de IC50 de 34,95 pg/mL (34,40-35,55 pg/mL), enquanto o do sistema
HDL-BNZ foi de 39,10 (37,97-40,23 pg/mL); um pouco menos toXico que O insumo

farmacéutico ativo.

Figura 8 - Viabilidade celular de macr6fagos humanos frente a BNZ, HDL e sistema HDL-BNZ.
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O HDL néo apresentou toxicidade nas concentracdes e linhagem de células utilizadas,
apresentando seguranca no uso dessa substancia. A baixa citotoxicidade do CaAl-HDL
corrobora com resultados anteriores encontrados para o carreador, mostrando pouco efeitos do
material na proliferacédo e viabilidade celular (KIM et al, 2014; SHAFIEI et al., 2013).
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8.0 CAPITULO IV

Sistema de liberacéo prolongada do antiretroviral zidovudina, a partir da matriz de
MgAI-CI-HDL

8.1 CONSIDERACOES INICIAIS

O Departamento de doencas sexualmente transmissiveis, AIDS e Hepatites Virais
estimou que aproximadamente 781 mil pessoas viviam com HIV/AIDS no Brasil no ano de
2014, correspondendo a uma prevaléncia de 0,39% da populacdo (BRASIL, 2015).

O acesso universal e gratuito a terapia antirretroviral (TARV), implantado no Brasil
desde 1996, causou importante impacto na morbimortalidade por AIDS (FAZITO-REZENDE
et al., 2010), com aumento da sobrevida de pessoas vivendo com HIVAIDS (CHEQUER et
al., 1992, MARINS et al., 2003, MATIDA et al., 2008).

Em dezembro de 2013, o Brasil deu outro passo inovador e de vanguarda para a
resposta a epidemia de HIV/AIDS: tornando-se o primeiro pais em desenvolvimento a
recomendar o inicio imediato da TARV para todas as pessoas vivendo com HIV/AIDS,
independentemente da contagem de CD4, considerando a motivacdo do paciente (BRASIL,
2013).

O numero total de pessoas vivendo com HIV/AIDS em tratamento tem crescido a cada
ano no pais. Entre 2009 e 2014, observou-se um aumento de 53,2% no namero de pessoas que
iniciaram o tratamento. Em 2015, até o dia 31 de outubro mais de 65 mil individuos iniciaram
TARV no pais. Totalizando quase 450 mil pessoas fazendo o tratamento antirretroviral no
Brasil (BRASIL, 2015).

A terapia padrdo é conhecida como terapia antirretroviral de alta atividade, a qual
combina pelo menos trés farmacos, sendo dois inibidores da transcripitase reversa analogos de
nucleosideo (ITRN) associados a um inibidor da transcripitase reversa ndo-analogo de
nucleosideo (ITRNN) ou um inibidor de protease (IP), sendo o primeiro, em geral, de
posologia mais simples facilitando a adesdo ao tratamento (WISSENT et al.,, 2005;
LAURENT et al., 2005).

O AZT (figura 1), anadlogo da timidina, € um nucleosideo inibidor da transcriptase
reversa, ativo contra o HIV-1, o HIV-2, foi o primeiro agente antirretroviral a mostrar eficacia

clinica no tratamento da infeccdo pelo HIV. Desde sua liberacdo em 1987 pelo FDA, a
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eficadcia da zidovudina foi estabelecida em numerosos estudos clinicos (HARDMAN;
LIMBIRD, 2006).

Figura 1 - Estrutura quimica da zidovudina.
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Fonte: (NASCIMENTO et al., 2004)
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Apds penetrar na célula do hospedeiro, 0 AZT € fosforilado pela timidinocinase em
monofosfato; em seguida, pela timedilatocine em difosfato; e, por fim, pelo
nucleosideodifosfatocinase em 5-trifosfato de zidovudina ativo, esse interrompe o
alongamento da cadeia de DNA ao competir com o trifosfato de timidina pela sua
incorporacdo ao DNA (FURMAN et al. 1986).

O AZT tem como principal limitacdo para a eficicia terapéutica, a sua toxicidade
hematologica dose-dependente. Esse farmaco apresenta baixo indice terapéutico, a meia-vida
plasmaética curta podendo variar entre 0.8 e 1.5 h, e baixa biodisponibilidade de 65%, fazendo
com que seja necessaria a administracdo de frequentes doses didrias (CHANDIRA et
al.,2010).

A ndo adesdo ao tratamento relacionada ao AZT é decorrente principalmente dos
efeitos adversos que surgem durante o tratamento com esse farmaco. Os mais comuns
consistem em anorexia, fadiga, cefaleia, mal-estar, mialgia, nauseas e insébnia. Além do
desenvolvimento de anemia, e neutropenia (WALKER et al.,1988). Essas reac6es indesejadas
sdo dose-dependentes, sendo assim, a reducdo do total de administragdes diarias, reduz
drasticamente a severidade da toxicidade (MANDAL;TENJARLA,1996).

O desenvolvimento de formas farmacéuticas utilizando excipientes que possibilitem a
liberacdo modificada permite melhor controle da cinética de liberacdo do farmaco da sua
respectiva forma farmacéutica. Nesse aspecto, € possivel estabelecer niveis plasmaticos
terapéuticos constantes, com menores efeitos toxicos (CUNHA et al., 2010; PESSANHA et

al., 2012).A extensdo da liberacdo tem se mostrado vantajosa na medida em que aumenta a
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adesdo do pacientes ao tratamento, em especial quando a administracdo de diversas doses ao
dia é necessaria (KOESTER, 2003), a exemplo dos antirretrovirais, além de ocasionar
diminuicdo de efeitos colaterais.

Uma das principais aplicacbes dos HDL no campo farmacéutico é como matriz de
liberagdo de farmacos, quando intercaladas com os principios ativos. O material intercalado
podera sofrer um processo de liberacdo sustentada, decorrente da dissolucéo da matriz lamelar
em funcdo do ataque acido ou de uma reacdo de troca ibnica.Sendo os HDL compostos
béasicos, estes dissolvem-se rapidamente a baixos valores de pH, mas a sua dissolucéo reduz-
se consideravelmente para valores de pH mais elevados, permitindo a liberacdo lenta dos
farmacos (WEI, et al. 2004).

O desenvolvimento de uma forma farmacéutica utilizando excipientes funcionais
capazes de modificar a liberacdo do farmaco, pode resultar na diminuicdo da dose e/ou
frequéncia de administracdo, e consequentemente a reducdo dos efeitos adversos,
imprescindivel para a adesdo do paciente ao tratamento.

8.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

8.2.1 Difracdo de raios-X de p6

O difratograma do AZT (figura 2a) demonstra o carater cristalino do farmaco através
de seus intensos picos, caracteristico da molécula. Os planos cristalinos mais acentuados,
encontram-seem 8,8 A, 154 A, 17,1 A 213 A 222 A, 26,8 A, 27,8 A e 29,4 A (ARAUJO
etal., 2003; PANDA et al., 2013; MOHIMA et al.,2014).

O difratograma do MgAI-CI-HDL (figura 2d) apresenta trés picos intensos e bem
definidos, caracteristico de material cristalino, com planos de difracdo em 11,3 A, 22,8 A,
34,8 A, 38,6 A e 46 A; apresentando um espacamento lamelar de 7,8 A, quando aplicada a lei
de Bragg para o plano de maior intensidade (OZGUMUS et al., 2013; CUNHA et al., 2012;
PERIOLI et al., 2011).

O difratograma da MF (figura 2b) apresenta-se como uma sobreposi¢édo de planos
cristalinos referentes aos componentes da mistura, ndo sendo possivel observar variacdo na
intensidade, deslocamento ou auséncia de picos do AZT ou MgAI-CI-HDL.

No difratograma do sistema HDL:AZT (figura 2c), ndo foi possivel identificar planos
cristalinos referente ao farmaco, sendo forte indicativo de uma amorfizagdo da sua forma
cristalina (SANTOS, CARVALHO & PINA, 2010; PANDA et al., 2013; MOHIMA et
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al.,2014). A amostra apresentou um perfil semelhante ao encontrado para o0 MgAI-CI-HDL,
no entanto, com diminuicdo dréstica da intensidade e alargamento dos picos de difracéo.
Segundo Gu et al.(2008) e Varga et al. (2016), estes eventos sdo indicio de interacdo do
farmaco com as lamelas do HDL.

O fendmeno de intercalagdo normalmente se reflete em uma variacéo na posicdo do
pico de maior reflexdo do HDL. Mas, mesmo este evento ndo ocorrendo, a intercalagdo do
material hospede pode ocorrer na superficie externa do HDL, através de fortes interacdes
entre 0s materiais, que sdo capazes de suportar lavagens com diferentes naturezas de
solventes, sem serem afetadas.

O DRX isoladamente ndo é suficiente para elucidar este fenbmeno, sendo necesséria a
utilizacdo de técnicas complementares como IV, MEV, ressonancia magnética nuclear, entre
outras (VARGA et al., 2016).

Figura2 - Perfis difratométricos do AZT, MgAI-CI-HDL, MF e Sistema HDL:AZT.
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8.2.2 Termogravimetria (TG) e Analise Térmica Diferencial (DTA)

Na curva DTA do AZT (figura 3a), foi possivel observar um pico endotérmico em
126,7°C, correspondente ao ponto de fusdo do farmaco. Na curva TG do AZT, € possivel
notar diversos eventos de perda de massa, referentes a degradacdo do farmaco. O primeiro
evento, entre 150 - 250 °C, perda de 29,2% de massa; o segundo evento, entre 250 - 357 °C,
perda de 48,6% de massa, e o terceiro evento, entre 357 - 600 °C, redugdo de 14,9% na massa
do material, corroborando com dados encontrados por Aradjo et al. (2003). O primeiro evento
de degradacao, € seguido de um pico exotérmico acentuado na curva DTA, na faixa de 213°C
a 250°, referente a formacdao de timina (CsHgN20>), seguido de clivagem do grupo azido (Ns)
e liberagdo do anel 2-furanometanol do AZT (ARAUJO et al., 2003).

Na curva TG do MgAI-CI-HDL (figura 3b), foi possivel observar dois eventos
principais de perda de massa. O primeiro entre 25 - 250°C, referiu-se a perda de agua
superficial e lamelar, com diminuicdo de 22,66% da massa da amostra. Este evento é
acompanhado de uma banda endotérmica na curva DTA, que localiza-se entre 127 - 207 °C.
No segundo evento, proveniente da desidroxilacdo e decomposicdo dos anions de cloro,
ocorre uma perda de massa de 29,9%; evento seguido de uma banda endotérmica no DTA,
localizada entre 311 - 435 °C (Miyata, 1975; Sara, Frost & Nguye, 2009 , OZGUMUS et al.,
2013).
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Figura 3 - Curvas TG/DTA do AZT (A), MgAI-CI-HDL (B), MF (C) e Sistema HDL:AZT (D).
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Fonte: Dados da pesquisa

Na curva DTA da MF (figura 3C), o pico de fusdo do AZT foi evidenciado em 125,6
°C, demonstrando a natureza cristalina do farmaco presente na amostra. Na curva TG da MF
(figura 3C), foi possivel observar todos os eventos ocorridos no TG do AZT e MgAI-CI-HDL,
juntos numa mesma curva. Entre 25 - 150°C, houve uma perda de massa de 16,65%,
relacionada a agua superficial presente na mistura. Entre 150 - 300 °C, houve uma perda de
massa de 23,28%, referente a perda de agua interlamelar do HDL, e inicio de degradagéo do
AZT. Este evento é acompanhado de uma banda exotérmica entre 213 - 254°C. Entre 300 -
600°C, 0 AZT permanece em decomposicao, e 0 HDL sofre os eventos de decomposicéo das
hidroxilas e ion cloreto. Este evento é acompanhado de uma curva DTA endotérmica entre
351 - 444°C.

No DTA do sistema HDL:AZT (figura 3D), foi possivel notar a auséncia do pico de
fusdo do AZT na curva. A falta deste evento corrobora com os dados do DRX, onde 0s

planos de difracdo, referentes ao AZT cristalino, ndo estavam evidentes na amostra (figura
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3D). Os demais eventos das curvas TG/DTA, evidenciaram, assim como na MF, eventos
provenientes de ambos os materiais, dentre eles entre 25 - 150 °C, perda de 14,6%, relativo &
agua superficial presente no sistema. Entre 150 - 300 °C, perda de 15,9%, relativo a perda de
agua interlamelar do HDL, e inicio de degradacdo do AZT. Evento este, seguido de uma
banda exotérmica na curva DTA entre 127 - 207 °C. Em um ultimo evento entre 300 - 600 °C,
houve uma perda de massa de 29,3%, referente & decomposicdo das hidroxilas e ion cloreto
do HDL, além da continuidade da decomposicao do AZT.

8.2.3 Espectroscopia de absorcédo no Infravermelho (1V)

O espectro de 1V do AZT evidenciou bandas caracteristicas do farmaco (figura 4b),
assim como relatado previamente na literatura (ARAUJO et al., 2003; JAIN, PRABHAKAR
& SINGH, 2013). Dentre as principais bandas evidenciadas, estdo: vibragdo de estiramento O-
H em 3465 cm™; vibracdo de estiramento simétrico e assimétrico do CH, em 3028 cm™ e
2968 cm™, respectivamente; vibragdo de estiramento CH do anel timina e do anel furano, em
3154 cm™ e 2817 cm™ respectivamente; vibragdo de estiramento simétrico e assimétrico do
grupo azido N3 em 1279 cm™ e 2118 cm™, respectivamente; pico pronunciado em 1671 cm™
referente & vibracdo de estiramento de carbonila C=0; vibragdo de estiramento de C-O do
anel furano em 963 cm™.

No espectro IV da MF (figura 4d), foi possivel notar que houve uma sobreposicao das
bandas do HDL e do AZT, ndo sendo evidenciadas alteracdes significativas nos picos

caracteristicos de ambas amostras.
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Figura 4 - Espetros de IV do AZT, MgAI-CI-HDL, MF e Sistema HDL:AZT.
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No espectro IV do sistema HDL:AZT (figura 4d), foi possivel notar algumas
alteracdes importantes, que fortalecem informacdes obtidas na DRX do sistema HDL:AZT
(figura 2c), favordvel a uma maior interacdo entre farmaco e carreador. Dentre elas, reducéo
na intensidade da banda de estiramento simétrico do grupo azido N3 em 1279 cm™; reducéo
das intensidades das bandas entre 3154 cm™ e 2817 cm™, referente as vibracdes de
estiramento de C-H e CH, do anel furano e redugédo das intensidades de bandas abaixo de
1000 cm™, dentre elas, a de estiramento de C-O do anel furano em 963 cm™.

As alteracdes evidenciadas no espectro, estdo relacionadas, predominantemente, as
ligages presentes no anel furano do AZT, mostrando que a interacdo entre o HDL e 0 AZT é

predominantemente nesta regido da molécula.
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8.2.4 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

As fotomicrografias do AZT (figura 5), apresentaram particulas cristalinas do farmaco
com diferentes formatos, e dimensdes variando entre 4 e 260 um. Ficou evidenciada a

presenca de grumos entre as particulas de menores dimensdes.

Figura 5 - Fotomicrografias do AZT, (A) 450 X, e (B) 2700 X.
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Fonte: Dados da pesquisa.

As fotomicrografias do MgAI-CI-HDL evidenciaram um material cristalino, de
formato irregular e com dimensdes variando entre 5 — 100 pm; estando a maioria das
particulas entre 10 - 20 um (figura 6A e 6B). As caracteristicas fisicas descritas para o0 MgAl-
CI-HDL corroboram com trabalhos previamente publicados na literatura para o material
(WANG etal., 2011; ALEXA et al., 2011).
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Figura 6 - MEV doMgAI-CI-HDL (a e B), MF (C e D) e Sistema HDL:AZT (Ee F).
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Fonte: Dados da pesquisa

As fotomicrografias da MF (figura 6C e 6D) apresentaram o HDL na sua forma
cristalina, com superficies lisas com dimensdes proximas as do HDL isolado, e algumas
particulas de AZT adsorvido & superficie. E possivel notar uma grande quantidade de farmaco
livre, na forma de grumos, entre as particulas do HDL.

As imagens do sistema HDL:AZT apresentaram um material formado por HDL com
uma alta densidade de AZT adsorvido a sua superficie. Foi possivel notar a diminuicdo das
particulas do farmaco ap6ds obtencdo do complexo com o HDL, ficando em sua maior parte

abaixo de 5 pm.
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8.2.4 Andlise elementar

A partir dos percentuais dos elementos CHN obtidos através da analise elementar do
sistema HDL:AZT (tabela 1), e da elucidacdo prévia da formula quimica do MgAIl-CI-HDL
isolado [Mg; sAI(OH)sCI.3(H20)], foi possivel calcular o percentual de AZT intercalado no
HDL, apds sintese por co-precipitacdo na presenga do farmaco.

Tabela 1. Composicdo quimica do sistema MgAI-CI-HDL:AZT obtida por anélise elementar CHN

%C %H %N
MgAI-CI-HDL:AZT 13,7 4,13 7,1

Dessa maneira, obteve-se um percentual de 27,1% de AZT presente no sistema
HDL:AZT, sendo uma propor¢do farmaco/carreador de 1/3,03. A féormula quimica sugerida,
para cada mol de AZT presente na amostra, apresenta-se da seguinte forma: Mgsss Als o3
(OH)15,15](Cl)3,03.(C19H13N504).9,09(H,0).

8.2.5 Estudo de liberacédo em condicgdes sink

Os perfis de liberacdo do AZT e de sua MF e sistema MgAI-CI-HDL estdo dispostos
na figura 7.

Os perfis de dissolucdo do AZT e da MF sdo bem semelhantes, pois apresentam uma
liberacdo rapida do AZT, seguida de um platd, onde o percentual de dissolucdo permanece
com variacdo minima até o término do estudo. O AZT atinge 80% de dissolucdo em 45
minutos de teste, enquanto a MF atinge este mesmo percentual em 3 horas, devido a sua fraca
interacdo com o HDL. Ao atingir 24 horas de estudo, a taxa de dissolugdo de ambas amostras
ficou em 87%; demonstrando que a dissolu¢cdo do farmaco ocorre primordialmente nas

primeira hora para 0 AZT e nas trés primeiras horas para a MF.
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Figura 7. Perfis de liberagdo do AZT isolado, MF HDL:AZT e Sistema HDL:AZT.
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Na dissolucdo do sistema HDL:AZT, foi possivel notar um perfil tipico de sistemas de
liberacdo prolongado, onde o farmaco é gradualmente liberado ao longo do tempo. Em uma
hora de estudo, o sistema obteve uma taxa de dissolucdo de 30,4%, frente a 83% do AZT
isolado. Ap6s 6h de dissolucdo, a taxa elevou-se para 61%, atingindo, em 24 horas de estudo,
a marca dos 90% de AZT sollvel no meio, promovendo uma liberacdo prolongada do
farmaco durante 24h.

Jadhav e colaboradores (2013) também obtiveram liberagdo prolongada do AZT ao
complexarem o farmaco em nanoparticulas de gelatina e nanoparticulas de gelatina contendo
manose; obtendo uma liberacao de gradual de 80,56% e 74,45% de AZT em 24h de teste, para
0s respectivos carreadores; em 900 mL de tampéo fosfato pH 7,4, a 37°C e 50 rpm.

Emeje e colaboradores (2010), utilizaram carbopol 71G(C71) para aplicagdo na
liberacdo prolongada em comprimidos de AZT. Comprimidos contendo 30% do polimero
obtiveram liberacdo de 70% do farmaco em 3,9 horas, finalizando os 100% em 6 horas de
estudo. O estudo foi procedido em 900 mL de suco gastrico simulado, 100 rpm, pH 1,2 nas 2

primeiras horas, e 7,4 nas demais horas do estudo.
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Na pratica clinica, esta liberacdo gradual € responsavel por manter a concentracao
plasmética em niveis terapéuticos, evitando niveis subterapéuticos ou toxicos por periodo de
tempo prolongado, requerendo administracdes menos frenquentes, quando comparadas as
convencionais, aumentando a adesdo do paciente ao tratamento (PEZZINI, SILVA &
FERRAZ, 2007).

Além da liberagdo prolongada, o farmaco presente no sistema, obteve uma maior
solubilidade em relacdo ao AZT isolado e a MF, provavelmente devido a amorfizacdo do
mesmo, como comprovado pelo DRX e DTA.

8.2.6 Citotoxicidade em linhagem de macrofagos humanos

Os gréaficos do estudo de viabilidade estdo dispostos na figura 8. O AZT isolado
apresentou valor de IC50 de 17,7 pg/mL (16,4-19,1 pg/mL), enquanto o do sistema
HDL:AZT foi de 27,0 pg/mL (26,8-27,2 pug/mL). Este resultado evidencia a reducdo da
toxicidade do sistema frente ao AZT isolado.

Figura 8 - Viabilidade de macr6fagos humanos frente a AZT, HDL e sistema HDL-AZT.
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O MgAI-CI-HDL apresentou 1C50 de 90,7 pg/mL (85,4-96,0 pg/mL),valor este, muito
superior aos evidenciado pelo fa&rmaco e sistema HDL:AZT, evidenciando a seguranca e
biocompatibilidade do carreador, frente a células de macrofagos humanos. Menezes e
colaboradoes (2014), evidenciaram que a aplicacdo de MgAI-CI-HDI em linhagem de
macrdfagos peritoniais, ndo afetou significativamente a viabilidade celular,quando testado
numa faixa de (10-100 uM) por 24 horas, confirmando a biocompatibilidade do material.
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CONSIDERACOES FINAIS
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9.0 CONSIDERACOES FINAIS

e As sinteses do CaAl-HDL e MgAI-CI-HDL foram obtidas com éxito, gerando
compostos com caracteristicas adequadas para as suas naturezas, quando comparado
com trabalhos previamente descritos na literatura. A elevada area superficial
apresentada, expde uma ampla superficie de adsorcdo, que juntamente com a sua
capacidade de intercalagdo de compostos, tornam oS materiais promissores como

carreadores de farmacos e outras substancias;

e Os sistemas HDL:EFZ foram capazes de aumentar a solubilidade do EFZ, tornando-o
amorfo, obtendo um sistema com grande potencial para aplicagdéo em medicamentos
contendo farmacos pouco sollveis, possibilitando ainda, a obtencdo de um material
hibrido com baixa toxicidade, em relacdo ao farmaco isolado; quando aplicado na
proporgdo HDL:EFZ 30%;

e Nos sistemas HDL:BNZ, a interacdo entre o farmaco e o carreador, proporcionou ao
farmaco um estado amorfo, principalmente quando aplicado na proporcdo HDL:BNZ

20%:; sem elevar a toxicidade do farmaco;

e No sistema HDL:AZT, a sintese por co-precipitagdo do MgAI-CI-HDL, na presenga do
antiretroviral AZT, foi obtida com éxito, gerando um material com farmaco intercalado
na superficie do MgAI-CI-HDL, formando um sistema menos tdxico que o AZT
isolado, com farmaco amorfo, capaz de proporcionar uma liberagdo prolongada do
AZT durante 24 horas de estudo de liberacéo.

Como perspectivas para o projeto, pretende-se:

¢ Realizar estudos de correlacdo espectral dos IV e Ressonancia Magnética Nuclear de
'H dos sistemas obtidos, para elucidar melhor as interagbes ocorridas entre as

moléculas;
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Realizar estudos de hidrolise, oxidacdo e fotolise dos sistemas obtidos, para avaliar
estabilidade dos farmacos;

Realizar estudos de permeabilidade dos farmacos, em modelos in vitro, em linhagem
de células caco-2, MDCKou TC-7;

Realizar estudos farmacocinéticos, com modelo animal, com os sistemas obtidos, por
meio de parceria entre o Laboratério de Tecnologia dos Medicamentos/UFPE e
Laboratério de Toxicologia do Departamento de Principios Ativos Naturais e
Toxicologia - FCF-UNESP/Araraquara-SP.
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APENDICE 1 — Curva de calibragdo para determinacio do teor de AZT

Curva de Calibracdo para Doseamento do AZT
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ANEXO 3 — Resumo apresentado no Il Encontro Estratégico em Ciéncias

Teresina/Pl.
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ANEXO 4 — Mencéo honrosa concedida ao Resumo apresentado no Il Encontro Estratégico

em Ciéncias Farmacéuticas, Teresina/Pl.
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ANEXO 5 - Resumo apresentado oralmente no 17th

Pharmacology and Pharmaceltical Technology, Paris.
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ANEXO 6 — Participagdo na 12 Reunido sobre Argilas Aplicadas,

Natal/RN.
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The use of laf'=red double hfdroxides azsodated with biologicalf active molacules is
becoming a promizing altemative in the development of drug deliverf = stems fiat
maf be applied o drug therapies for different diseases, Efavirenz is an antinstroviral
belonging ta class Il of the biopharmaceutical dassfication =f/stem (law sclubi, high
permeabiitf). Due o it low agueous solubilitf, absomption problems cocur in the
gastrointestinal tract and, consaquantf, inadequate oral bisavailabili. In this paper,
the association betwesn efavirerz and Casllafered double b droside was obtained
b stiring in an acetonic solution untl complete svaporation of the sohvent The hifbrd
material obtained was charactarzed bf x-raf diffraction, differ=ngal scanning
calorimetrf and fourier ransform infrared spectroscopf. It was obsearved that in

=f st containing up 1o 30% of sfavirenz, the drug bacarre & rolecule with
amarphous charscteristics and lost its crfsalline character. This phenorrencn can be
demcnstraved b the absence of the drug in of staline plane difracicgrars, as well as
the abizence of it meling point in thermral analfziz. In the releace et these of stems
have been swooasshul in increasing solubilitf. The sfstem carmer-ding with 30% of
efavirenz was more promising with an increase of 5686% of solulble dug, compared to
the drug alone. In antiprolferagve acivitf on human macrophage cell lines, it was
observed that the isolate sfavinez presenied an ICB0 value of 16.71 mgmi-1, while
the of stermn camier-drug with 30% of efavirenz showed an 1250 value of 20083 pgori-1,
demonstrating that efavirenz in assodation with a Cafl-NO3-Lafered double hfidroxide
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ANEXO 11- Certificado de analise de matéria prima EFZ

i P

CRISTALIA PRODS. QUIMs”“FARMACEUT. LTDA. o b -
ROD. ITAPIRA-LINDOIA S/N - KM 14 Itapira-SP  COPIA NAO CONTROLADA

INFORMATIVA
CERTIFICADO DE ANALISE ( )

N.:  423.681 DCB: 03.308
PRODUTO:  EFAVIRENZ MICRONIZADO
Codigo: 18.0396 Nro. ROP: 0 Lote: 0378/11
_____________________________ WALI00 MTE: o773 et Fabr: $E201L
TESTES ESPECTFICACOES "'4é1s¥ RESULTADOS
DESCRICAO PO CRISTALINO BRANCO, QUASE BRANCO OU CONFORME
LEVEMENTE ROSADO ( INTERNA)
ABSORCAO CONFORME PADRAO (INTERNA) CONFORME
INFRAVERMELHO
HPLC TEMPO DE RETENCAO CONCORDANTE COM O CONFORME
PADRAQ (INTERNA)
DSC CONFORME PADRAQ (INTERNA) CONFORME
RESIDUO APOS NAO MAIS QUE 0,2% (INTERNA) 0.1%
IGNICAO
METAIS PESADOS | NAO MAIS QUE 20 ppm (INTERNA) < 20 ppm
CICLOHEXANO NAO MAIS QUE 3880 ppm (INTERNA) 8 ppm
ETBE NAO MAIS QUE 5000 ppm (INTERNA) 0 ppm
[SOPROPANOL NAO MAIS QUE 5000 ppm (INTERNA) 0 ppm
TEOR DE AGUA NAO MAIS QUE 1,0% (INTERNA) 0,1%
(KF)
EXCESSO NAO MENOS QUE 99,0% ee (INTERNA) 100,0 % )
ENANTIOMERICO
(HPLC)
TMPUREZA NAO MAIS QUE 0,1% (INTERNA) 0.1%
TNDIVIDUAL
IMPUREZA TOTAL | NAO MAIS QUE 0,65% (INTERNA) 0,13 %
TEOR (BA/ HPLC) | 98,0% A 102,0% (INTERNA) 99,7 %
TAMANHO DE d 0,9 inferior a 20 pm 79% < 6 MICRAS
PARTIICULAS d 0.5 inferior a 6 pm (INTERNA) 1002 < 20
MICRAS
MROVADO T X 1T REPROVADO [ ]
OBSERVACOES :
Data: 27/07/2011 ol N pitaas w2 flogll bkl ool
v Supervisor C.Q. Garantia QuaTidade
Ana Paula Bertelle

Coordenadora Garantia Qualidade
Divisao Farmoquimica




ANEXO 12- Certificado de analise de matéria prima BNZ

LAFEPE

GOVERNADOR

% MIGUEL ARRAES

Diretoria Técnica

MEDICAMENTOS

Coordenadoria do Controle de Qualidade
Divisiio de Fisico-Quimica

Governo de Pernambuco

| CERTIFICADO DE ANALISE | M 0000124 | DATA | 25.09.2012 |
MATERIA PRIMA | BENZNIDAZOL CODIGO: 02.254
NF/DANFE: 000006686 QUANTIDADE: | 50,000Kg VOLUMES: 02 Barricas
Data Fabricagdio: 31.08.2012 Data Validade: 31.08.2014

FORNECEDOR: NORTEC : LOTRS

i QuiMICA LOTE LAFEPE: 17081 FABRICANTE: 208336

DETERMINACOES ESPECIFICACOES RESULTADOS

Caracteres Pé cristalino, 1 lado, inodoro, | Pé cristalino, le amarelado, inodoro,

insipido e estdvel ao ar. insipido e estdvel ao ar.
Solubilidade Muito pouco solivel em 4gua, facilmente | Muito pouco soluvel em dgua, facilmente

solivel em dimetilformamida, muito solivel em
dimetilsulféxido, ligei | em etanol,
metanol, acetato de etila e diclorometano, pouco

soluvel em dimetilformamida, muito solivel
em dimetilsulfoxido, ligeir soluvel em
etanol, metanol, acetato de etila e

solivel em acetona, muito pouco solivel em
cloroférmio,  isopropanol  glicerina,NaOH
0,IM,HCI 0,1M.

diclor pouco solivel em acetona,
muito  pouco solivel em cloroférmio,
isopropanol, glicerina NaOH 0,1 M. HC! 0,1 M.

Identificagio

Infra-vermelho

O espectro de absorgdo no infra- vermelho
apresenta as mesmas bandas de absorg¢do e

mesma i idade que o padrdo.

pH 50 a7,0 5.50

Ponto de Fusdo Entre 189°C a 192°C 190,2°C

Perda por Dessecacdo No méximo 0,5% 0.40%

Cloreto Passa o Teste Atende as especificagdes
Y- Teor Entre 99 a101% 100.98%

Substdncias 2-aminoimidazol sulfato Mix. 0,1% <01%

Relacionadas 2-nitroimidazol Mix. 0,1% <0,1%

Impurezas desconhecidas ~ Méx. 0,1% <0.1.%

Contagem No maximo 10’UFC/g Menor que 10 UFC/g

Microbioldgica

Contagem de Fungos e | No mdximo 10° UFC/g Menor que 10 UFC/g

Leveduras

Patégenos Auséncia Auséncia

OBSERVACOES
Conservar em recipiente bem fechado
CONCLUSAO
APROVADO [ axeess] | REPROVADO |
\ 0 n Nl O, Nm
Analista da microbiologia Chefe \i.yflmbxologi-
- X Y
P2 AL (i S > [ [
I Analista da Fisico Quimica Chefe da Divisio L'}n‘rdenldor

F.Bras. $*ed, p.132 242

Stabilitats Report Studien N* 07ST9600265 1- Roche Farmacéutica®
Relatdrio de Validagio n* 117 - REV A

Largo de Dos Irmdos, 1117, Dois Irmdos Recife-PE ~CEP: 52.171.011 Fone: (081) 3183-1100 FAX: 3183-3375
sac.lafepe.pe.gov.br/ http./f www.lafepe pe.gov.or
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ANEXO 13- Certificado de anélise de matéria prima AZT

DICA Governo de Pernambuco

Diretoria Técnica
Controle de Qualidade
Divisdo de Fisico-Quimica

& Zidovudina
000.000.642
05.07.2014
N COMERCIAL ¢§

Caracteres = 3 cristalno brarco a branco amarelado Atende as especificagies
Identificagdo RAMAN. Atende as especificagies
Solubilidade Solivel em dgua e etanol e metanol. Atende as especificagdes
Ponto de Fusdo Funde aproximadamente 124°C 122,81°C
Poder Rotatorio + 60,5° a +63,0° + 60,5°
Aparéncia da Solugdo < ByS Atende as especificagies
Metais Pesados No mdximo 20ppm Atende as especificagdes

Substdncias Relacionadas | Impurezas:
o Composto B (3 -cloro-3' deoxitimidina): | ¢ Composto B :

<1%
« Nao detectado
e Composto C (Timina): Sl
<29 omposto C:
2% L
e Totais: 0,012%
<3% .
= o Totais: 0,070%
Perda por Dessecagdo No maximo 1% 0,0001%
Teor Entre 97% a 102% 99,73%
OBSERVACOES

Conservar em recipientes bem fechados e protegido da luz.

P T E =2 a—‘?:;::{i?y, B ot
Referéncia: B. P. 2005, p. 2095; F. Bras. 5* ed ., p. 801: USP 30, P . 3489

Largo de Dois Irmios, 1117, Dois Irmio Recife-PE ~CEP: 52.171.011 Fone: (081) 3183-1100 FAX: 3183-3375
e-mail:sac@]lafepe.pe.gov.br http:/ www.lafepe.pe.gov.br




