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RESUMO

Os hidréxidos duplos lamelares (HDL) vém recebendo grande atencdo no
desenvolvimento de sistemas de liberacdo de farmacos, devido a capacidade que
esses solidos inorganicos apresentam, de intercalar na sua regido interlamelar, ou
adsorver em sua vasta area superficial, substancias biologicamente ativas. Os HDL
podem ser sintetizados em laboratorio por rotas simples e de baixo custo, que
permitem o isolamento de sélidos de alta pureza. O antirretroviral zidovudina (AZT)
apresenta, como principal limitacdo, o baixo tempo de meia vida plasmatica, sendo
necessaria a administracdo de varias doses diarias, e assim favorecendo o surgimento
de reacbes adversas. Nesse contexto, o presente trabalho teve como objetivo o
desenvolvimento de sistema de liberacdo prolongada para o farmaco AZT, utilizando
o HDL como carreador. Para isso, foi realizado, a sintese e caracterizacdo de MgAl-
CI-HDL, e obtencdo de sistemas HDL:AZT, através da sintese direta por
copreciptacao, realizando variacdes na concentracdo de AZT no meio reacional e no
tempo de agitacdo durante a sintese. Os materiais obtidos foram caracterizados pelas
técnicas de difracdo de raios-X (DRX), termogravimetria (TG), analise térmica
diferencial (DTA), espectroscopia no infravermelho (1V), microscopia eletrénica de
varredura (MEV), andlises de tamanho de particula, porosidade e area superficial,
além da analise elementar de metais e de carbono, hidrogénio e nitrogénio (CHN).
Entre os sistemas HDL:AZT, o obtido com propor¢cédo molar 1:1 (AlI*3/AZT) no meio
reacional e 1 hora de agitacéo, apresentou o melhor perfil de liberagcéo prolongada do
farmaco, alcancando 90% de liberacdo do AZT em 24 horas de estudo. O MgAI-Cl-
HDL demonstrou ser um carreador biocompativel, além de proporcionar uma
diminuicao na citotoxicidade do AZT frente a linhagem de macréfagos humanos. Desta
forma, o sistema de liberacdo prolongada obtido, para o farmaco AZT, podera ser
utilizado em formulag6es farmacéuticas, no intuito de otimizar a terapia antirretroviral

atual.

Palavras-chave: Compostos inorganicos. Farmacos anti-HIV. Vetorizagdo de
farmacos.



ABSTRACT

Layered double hydroxides (LDH) have received great attention in the development of
drug delivery systems because of the ability these inorganic solids present to
intercalate in its interlayer region, or adsorb on its vast surface area, biologically active
substances. The LDH can be synthesized in the laboratory by simple and low-cost
routes that generate high-purity solids. The antiretroviral zidovudine (AZT) has as its
main limitation, low plasma half-life, requiring the administration of multiple daily doses,
and thus favoring the appearance of side effects. In this context, the present study
aimed to develop sustained release systems for the AZT using LDH as a drug carrier.
In order to accomplish this goal, it was carried out the synthesis and characterization
of the MgAI-CI-LDH and obtained the systems LDH:AZT by coprecipitation, with
variations of AZT concentration in the reactional medium and stirring time during
synthesis. The materials were characterized by the following techniques: X-ray
diffraction (XRD), Thermogravimetry (TG), Differential Thermal Analysis (DTA),
Infrared Spectroscopy (IR), Scanning Electron Microscopy (SEM), Particle Size
Analysis, Porosity and Surface Area, and Elemental Analysis of Metals and Carbon,
Hydrogen and Nitrogen (CHN). Among the LDH:AZT systems, the one with molar ratio
1:1 (AI*3/AZT) in the reaction medium and one hour of stirring presented the best
sustained drug release profile, reaching the amount of 90% of AZT released within 24
hours of study. The MgAI-CI-LDH showed to be a biocompatible drug carrier, in
addition to providing a decrease in cytotoxicity of AZT against human macrophage
lineage cells. Therefore, the sustained release system obtained to AZT may be used

in pharmaceutical formulations in order to optimize the current antiretroviral therapy.

Keywords: Inorganic chemicals. Anti-HIV agents. Drug delivery system.
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1 INTRODUCAO

A qualidade de vida de pessoas infectadas com o HIV (virus da
imunodeficiéncia humana) tem melhorado significativamente apds a iniciativa da
terapia antirretroviral altamente ativa (HAART) (PERNET et al., 2016). Os ganhos com
o tratamento sdo, em grande parte, responsaveis por um declinio de 26% das mortes,
relacionadas ao virus, entre os anos de 2010 e 2015, em todo o mundo (UNAIDS,
2016).

A zidovudina (AZT) é um dos farmacos utilizados na terapia antirretroviral.
Esse farmaco apresenta meia-vida plasméatica muito curta, e baixa biodisponibilidade,
fazendo com que seja necessaria a administracdo de varias doses diarias
(CHANDIRA et al.,2010), acarretando o surgimento de efeitos adversos que dificultam
a adeséo ao tratamento (WALKER et al.,1988).

Uma estratégia para driblar essas limitacbes é a modulacéo da liberacdo de
principios ativos, nesse contexto diversos sistemas carreadores de farmacos vém
sendo desenvolvidos, através de excipientes inteligentes, obtendo os sistemas de
liberacdo de farmacos (IMAZ, 2010).

Os Hidréxidos Duplos Lamelares (HDL) vém sendo utilizados no
desenvolvimento de sistemas de liberacdo, devido a capacidade que esses solidos
lamelares inorganicos apresentam de intercalar ou adsorver em sua superficie
substancias biologicamente ativas (ALl et al., 2012a).

As propriedades desses materiais podem ser combinadas com as dos
compostos ligados a essas estruturas, resultando em sistemas, nos quais a
estabilidade térmica, quimica, fotoquimica entre outras, podem ser substancialmente
elevadas comparadas as do composto livre (ZHAO et al., 2015). Em adicdo, o material
incorporado pode obter um incremento de sua solubilidade, quando se tratar de
substancias hidrofébicas ou ser submetido a um processo de liberagédo sustentada, a
partir da matriz do HDL (ALI et al.,2012a; DEL-ARCO et al., 2010).

O desenvolvimento de formas farmacéuticas utilizando sistemas que
possibilitem a liberagdo modificada permite melhor controle da cinética de liberacéo
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).
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A extensdo da liberacdo tem se mostrado vantajosa na medida em que
aumenta a adesao dos pacientes ao tratamento, em especial quando a administracao
de diversas doses ao dia é necessaria (KOESTER, 2003), a exemplo dos
antirretrovirais, além de ocasionar diminuicdo de efeitos colaterais.

Diante disso, esta pesquisa buscou avaliar as propriedades fisico-quimicas do
HDL, e sua aplicacdo como carreador de farmacos, mais especificamente a
capacidade de modular a liberacdo do AZT, através da obtencéo de sistemas entre

esse material e o farmaco.
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2 OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho séo apresentados abaixo, subdivididos em objetivo
geral e objetivos especificos.

2.1 Objetivo Geral

Desenvolver um sistema de liberacdo prolongada do farmaco antirretroviral

zidovudina, utilizando o hidréxido duplo lamelar.

2.2 Objetivos Especificos

e Sintetizar HDL a partir dos ions metalicos Mg?* e AI**;

e Obter sistemas HDL:AZT através da sintese direta por copreciptacéo;

e Realizar caracterizages fisico-quimicas do AZT, HDL e dos sistemas obtidos
atraves de diferentes técnicas analiticas;

e Avaliar o perfil de liberagao prolongada dos sistemas HDL:AZT;

e Realizar estudo de citotoxicidade do AZT isolado, HDL e do melhor sistema
obtido.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 HIV/AIDS

No inicio da década de oitenta do século passado, foram identificados os
primeiros casos da sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA), conhecida
internacionalmente como AIDS. Por volta de 1984, pesquisadores de Sao Francisco
conseguiram isolar um retrovirus a partir de pacientes aidéticos de diferentes grupos
de riscos, que foi identificado como o possivel agente etiologico da SIDA, sendo
posteriormente designado pelo Comité Internacional de Taxonomia dos Virus como
Virus do HIV; cuja fisiopatologia atacava especialmente os linfocitos T CD4+
(LANCELLOTTI & GAGLIANI, 2005).

Figura 1: Prevaléncia de HIV em adultos no ano de 2014.

%

Prevalence (%) by WHO region
Western Pacific: 0.1 [0.1-0.1] Europe: 0.4 [0.4-0.5]
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South-East Asia: 0.3 [0.3-0.3] Il Africa: 4.5 [4.3—4.8] o & s

780 3,500 Khommesees

Fonte: UNAIDS, 2016

Desde o inicio da epidemia, estima-se que 71 milhdes de pessoas foram
infectadas com o virus HIV e cerca de 34 milhdes de pessoas morreram em
decorréncia das complicacbes causadas pelo virus. No final de 2014, constatou-se
gue no mundo havia 36,9 milhdes de pessoas infectadas pelo HIV, e uma prevaléncia
de 0,8% entre adultos de 15-49 anos, embora o fardo da epidemia continua a variar
consideravelmente entre os paises e regides. Conforme a Figura 1, pode-se notar que

a Africa Subsaariana continua a ser mais afetados, com cerca de 1 em cada 20 adultos
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(4,8%) que vivem com HIV que corresponde por quase 70% das pessoas que vivem
com HIV em todo o mundo (UNAIDS, 2016).

Desde 2014, o numero de pessoas que vivem com HIV em terapia
antirretroviral aumentou em cerca de um terco, chegando a 17,0 milhdes pessoas, 2
milhdes a mais da meta estabelecida pelas nacfes para 2015, na Assembléia Geral
das Nacbes em 2011. Desde o primeiro alvo de tratamento global, as mortes anuais
relacionadas com a AIDS diminuiram em 43% (UNAIDS, 2016).

No Brasil, o Departamento de Doengas Sexualmente Transmissiveis, AIDS e
Hepatites Virais estimou que aproximadamente 781 mil pessoas viviam com HIV/AIDS
no pais no ano de 2014, correspondendo a uma prevaléncia de 0,39% da populacéo
(BRASIL, 2015).

O acesso universal e gratuito a terapia antirretroviral combinada (TARV), ou
seja, a utilizacdo simultanea de duas ou mais drogas antirretrovirais, 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
HIV/AIDS (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 T-CD4*, considerando a motivacao
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 numero
de pessoas que iniciaram o tratamento. Em 2015, mais de 65 mil individuos iniciaram
TARV no pais. Totalizando quase 450 mil pessoas fazendo o tratamento antirretroviral
no Brasil (BRASIL, 2015).

3.1.1 HIV: ciclo viral e fases da infeccéo
Foram identificados dois tipos diferentes do virus HIV, conhecidos como HIV

tipo 1 (HIV-1) e HIV tipo 2 (HIV-2), sendo o tipo 1 o mais virulento e o principal
responsavel pela pandemia da AIDS (GRANT; COCK, 2001).
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As principais estruturas morfolégicas (Figura 2) dos virus HIV tipo 1 e 2 incluem
proteinas estruturais e funcionais, e também um genoma de RNA protegidos pelo
envelope viral. O envelope é constituido por uma bicamada lipidica e contém uma
proteina complexa, conhecida como env. Essa proteina € constituida pelas
glicoproteinas gp41, transmembrana e gp120, exposta a camada externa do envelope
(MELO; BRUNI; FERREIRA, 2006).

Figura 2: Estrutura morfologica do virus HIV.
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Na face interior o HIV possui a proteina viral denominada pl7 (matriz) e,
envolvido por esta proteina, esta o capsideo composto pela p24. Na parte mais interna
encontram-se 0s elementos mais importantes: dois filamentos simples de RNA, a
proteina p7 (nucleocapsideo) e trés enzimas essenciais, p51 (transcriptase reversa),
pll (protease) e p31 (integrase) (MELO; BRUNI; FERREIRA, 2006).

As células-alvo do HIV expressam marcador de superficie celular CD4, e o
passo inicial do ciclo replicativo viral (figura 3) ocorre com a ligacao da proteina gp120
do envelope viral com a molécula de CD4 da célula-alvo. ApoOs essa interagéo inicial,
a alca V3 da gpl120 torna-se exposta e apta a ligagdo com coreceptores (receptores
de citocinas), principalmente CCR5 e CXCR4. Apés estas interacdes, ocorre fusdo
das membranas celular e viral, processo mediado pela gp41. O nucleocapsideo viral
penetra no citoplasma celular, liberando o RNA do virus, que pela acdo da
transcriptase reversa € convertido em DNA. Uma vez sintetizado, o DNA viral é
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integrado ao cromossomo celular pela agéo da enzima integrase (GROTTO; PARDINI,
2006).

Desta forma, o virus pode permanecer latente e o DNA viral ndo ser transcrito
em RNA viral, apenas permanecendo integrado ao DNA celular e ser replicado pela
célula hospedeira. Quando a célula for ativada ocorrera transcricdo do DNA viral e a
formacao de novos virus. O ciclo replicativo encontra-se na dependéncia do genoma
viral. O genoma do HIV-1 é constituido por trés genes estruturais (gag ,env, pol) e seis
genes regulatorios (vif, vpr, tat, rev, vpu, nef) flanqueados por duas sequéncias
analogas denominadas LTR (long terminal repeat) (GROTTO; PARDINI, 2006).

O gene gag codifica uma poliproteina, a qual apos clivagem origina varias
proteinas virais da matriz do capsideo e do nucleocapsideo viral. As proteinas da
matriz interagem com proteinas do envelope auxiliando na atracdo de proteinas para
a formacao de novos virions; as proteinas do capsideo sdo importantes na formacéo
do nucleocapsideo e estas se ligam inespecificamente ao RNA viral auxiliando sua
compactacao no interior do novo virion. O gene pol codifica uma poliproteina gag-pol
de 160 KDa que apoés clivagem proteolitica origina as enzimas virais (protease,
transcriptase reversa, e integrase) (GROTTO; PARDINI, 2006).

O processamento proteolitico das poliproteinas ocorre apenas em um estagio
avangado do ciclo de replicacdo, provavelmente em virtude de uma baixa atividade
enzimatica da protease ndo processada, requerendo assim altas concentracdes de
substrato, o que é alcangado apenas durante o “brotamento”. Apds uma hidrdlise
inicial, a protease liberada pode entdo exercer sua atividade maxima, processando de
forma rapida as poliproteinas. O processamento das poliproteinas no virion completa
o ciclo de replicacdo do HIV. Os virions maduros sédo entdo capazes de infectar um
linfécito adjacente (PECANHA, 2002).

As perturbacdes mais caracteristicas no sistema imunitario das pessoas
portadoras do virus HIV, sé@o as alteracbes quantitativas e qualitativas de linfocitos T
CD4+ circulantes, que resultam no aparecimento de uma marca da imunodeficiéncia,
com 0 agravamento progressivo, o organismo diminui a sua capacidade em produzir
uma resposta imune eficaz, possibilitando o desenvolvimento de infeccdes
oportunistas e/ou neoplasias. Os principais alvos atingidos séo o aparelho respiratorio,
principalmente os pulmdes, o sistema nervoso, o aparelho digestivo, 0 sistema

hemolinfopoiético, a pele e as mucosas (MIRANDA, 2003).
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A infeccao primaria ou sindrome viral aguda, € definida pelo periodo de tempo
entre a infeccdo inicial e o desenvolvimento da resposta imunoldgica, e tem uma
duracdo néo superior a duas ou trés semanas, € nesse momento surgem alguns

sintomas, como febre e mal-estar (CLARK et al., 1991).

Figura 3: Ciclo de replicacdo do virus HIV
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Ap6s a primo-infeccdo segue-se a fase assintomatica onde ocorre a
recuperacdo clinica, com reducdo da replicacdo viral, em consequéncia do
desenvolvimento da resposta imunitaria. E nesta fase que ocorre a soroconversao,
com desenvolvimento de anticorpos que persistem no organismo durante toda a vida.
A fase assintomatica caracteriza-se, pela existéncia de cargas virais reduzidas, devido
a forte resposta imunolégica do hospedeiro e pela auséncia de sintomas e sinais
clinicos da doencga, a duragcdo média desta laténcia clinica pode ir, no caso de infeccao
por HIV-1, dos 8 aos 12 anos (SIERRA; KUPFER; KAISER, 2005).
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O aparecimento de infeccBes oportunistas e neoplasias é definidor da AIDS,
entre as infec¢cdes oportunistas destacam-se: pneumocistose, neurotoxoplasmose,
tuberculose pulmonar atipica ou disseminada, meningite criptocdcica e retinite por
citomegalovirus. As neoplasias mais comuns sdo sarcoma de Kaposi, linfoma néo
Hodgkin e cancer de colo uterino, em mulheres jovens (BRASIL, 2013).

Nessas situacdes, a contagem de linfocito T-CD4+ esta abaixo de 200
células/mm3, na maioria das vezes. Além das infec¢coes e das manifestacbes nao
infecciosas, o HIV pode causar doencas por dano direto a certos 0rgaos ou por
processos inflamatorios, tais como miocardiopatia, nefropatia e neuropatias que
podem estar presentes durante toda a evolugédo da infecgdo pelo HIV-1 (BRASIL,
2013).

3.1.2 Farmacos utilizados na terapia antirretroviral

Uma vez identificado o HIV, sua morfologia e mecanismo de replicacdo,
comecaram as pesquisas por agentes que pudessem agir em diferentes enzimas e
estruturas do virus, possibilitando a pesquisa de diferentes farmacos que evitassem a
multiplicagéo viral, diminuindo a progressao da infeccdo (LANCELLOTTI; GAGLIANI,
2005).

Desde o surgimento dos primeiros esquemas antirretrovirais, buscou-se definir
critérios para inicio do tratamento com base nas estimativas de risco de infeccbes
oportunistas, evolucao para AIDS e 6bito. Entretanto, ja existem evidéncias de que,
mesmo em individuos assintomaticos com contagens elevadas de T-CD4*, a
replicacdo viral e a ativacdo imune crbénica estdo associadas ao desenvolvimento de
doencas néo tradicionalmente relacionadas a infeccao pelo HIV, tais como eventos
cardiovasculares (BRASIL, 2013).

Também se observa que pessoas com reconstituicdo imune, em uso de TARV,
gue mantém contagens de T-CD4* acima de 500 célulass/mm?® e carga viral
indetectavel, atingem expectativa de vida semelhante a da populacéo geral. Ressalta-
se que, quando o tratamento € iniciado precocemente aumentam-se as chances de
se alcancar niveis elevados de T-CD4* (BRASIL, 2013).

O desenvolvimento da TARV proporcionou a melhoria no progndstico e na
gualidade e expectativa de vida dos portadores do HIV; entretanto, fatores como a

possibilidade do desenvolvimento de resisténcia viral aos medicamentos, a potencial
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toxicidade dos farmacos em médios e em longos prazos, e a necessidade de adeséo
a TARV permanecem como principais empecilhos ao seu sucesso. A sua prescricdo
deve ser individualizada, seguindo critérios como eficacia, durabilidade e
tolerabilidade (KRAMER et al., 2009).

Tabela 1: Farmacos atualmente utilizados ha TARV , mecanismoS de a¢éo e principais efeitos
adversos.

Classe Nome Genérico Mecanismo de Acao Efeitos Adversos
Inibidores da . .. . .
Transcriotase Abacavir (ABC), Toxicidade mitocondrial,

ReverFs):a Didanosina (ddl), _ ) Toxicidade hepatica,
Analogos de Estawdina (d4T), Impedem a mfecgao lipoatrofia, anemia,
Nucle(?s - Lamiwudina (3TC), aguda das células, miopatia, neuropatia

Zidowdina (AZT), pois aliiam sobre a  periférica, pancreatite.

(ITRN) Tenofovir (TDF).  transcriptase reversa,

Inibidores da |mped|nQO que o

Transcriptase RNATEIEO Elevagdo das enzimas
P ~ Efavirenz (EF2), transforme em DNA , < o .

Reversa Nao- L hepaticas, dislipidemia,

, Nevirapina (NVP), complementar. .

Anélogos de Delavirdina exantema e sindrome de
Nucleosideos ’ Stevens-Johnson.
(ITRNN)
Fosamprenavir (FAPV), Atuam impedindo a Toxicidade metabdlica,
Atazanavir (ATV), _ P lipodistrofia, dislipidemia,
Darunavir (DRV) clivagem da protease hi . : o
i , . , perglicemia, resisténcia
Inibidores da do polipeptideo

Indinavir (IDV), Lopinavir a insulina, diabetes,

Protease (IP) precursor viral e

(LPV), Nelfinavir (NFV), e & e intoleréncia
Ritonavir (RTV), 4o Virus gastrointestinal e
Saquinavir (SQV) ‘ toxicidade hepatica.
- Impedem a entrada
Inibidores da do material genético Reacdes de
entrada do HIV viral pela sua acéo hipersensibilidade,
Enfuvirtidal (T-20) no local de entrada  principalmente local, ou
do HIV na célula mais raramente
Inibidor da Fusao expressa o receptor sistémica.
CDA4.

Fonte: KRAMER et al., 2009.

Hoje estao disponiveis no mercado diversos medicamentos antirretrovirais, de
diferentes classes farmacoldgicas, que podem ser utilizados no tratamento da doenca
(Tabela 1). A terapia antirretroviral de alta atividade, 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
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mais simples facilitando a adeséo ao tratamento (WISSENT et al., 2005; LAURENT et
al., 2005).

O ministério da saude preconiza que a terapia inicial em adultos deve sempre
incluir combinacdes de trés antirretrovirais, sendo dois ITRN/ITRNt associados a um
ITRNN, preferencialmente: TDF + 3TC + EFV. A associacdo de tenofovir com
lamivudina (TDF/3TC) apresenta um perfil de toxicidade favoravel em relacdo a
lipoatrofia e a toxicidade hematoldgica quando comparada ao AZT, o EFV apresenta
posologia confortavel (1 comprimido ao dia), facilitando a adesdo ao tratamento.
Promove supressao da replicacéo viral por longo prazo e possui perfil de toxicidade
favoravel (BRASIL, 2013).

Em caso em que o esquema TDF + 3TC + EFV tenha contra indicacao,
substituir o TDF por AZT. A associacdo AZT/3TC é uma das mais estudadas em
ensaios clinicos randomizados: apresenta eficacia e seguranca equivalentes a outras
combinagdes de dois ITRN/ITRNt, sendo habitualmente bem tolerada (BRASIL, 2013).

A combinacdo ABC/3TC é alternativa para os pacientes com intolerancia ou
contraindicacdo aos esquemas com TDF/3TC ou AZT/3TC. Alguns ensaios clinicos
mostram que essa associacdo apresentou maior risco de falha virolégica em pacientes
com carga viral mais elevada, devido a baixa barreira genética. Reacbes de
hipersensibilidade estdo relacionadas ao inicio do tratamento com ABC. A
combinacdo ddI/3TC é recomendada na terapia inicial apenas nas situacfes de
intolerancia ao AZT, TDF e ABC. Pancreatite e neuropatia periférica estdo
relacionadas ao uso do ddl (BRASIL, 2013).

A NVP é considerada preferencial em relacdo ao EFV em algumas situacdes.
Na contraindicacao ou intolerancia ao EFV, a NVP é uma opc¢ao segura, efetiva e de
baixo custo, além de ser produzida pela industria nacional. Sua indicacdo é
preferencial em relagéo aos inibidores da protease, exceto nos casos de exantema
com EFV. Alguns estudos demonstram melhor perfil metabdlico, com reducéo de LDL
e aumento de HDL colesterol, com uso de NVP quando comparada ao EFV e ao ATV,
sendo a NVP, portanto, uma opcao para pacientes com diabetes melitus, portadores
de coronariopatia ou individuos com risco cardiovascular elevado (BRASIL, 2013).

Uma segunda linha de tratamento € utilizada nos casos em que o uso de EFZ
e NVP esteja impossibilitado, deve-se proceder a sua substituicdo por um Inibidor de
Protease, de modo que o esquema consista em: 2 ITRN + IP/r. O LPV/r deve ser o

IP/r preferencial, pelas seguintes razfes: coformulacdo com r, experiéncia de uso,
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maior numero de estudos clinicos com seguimento no longo prazo, poténcia e
durabilidade conferidas ao esquema, além de menor custo (BRASIL, 2013).

No tratamento de criangas e adolescentes preconiza-se como terapia inicial de
primeira linha a utilizacdo para pacientes com menos de 35kg de peso corporal:
AZT+3TC+ITRNN, sendo o NPV e o EFZ utilizado para menores e maiores de 3 anos,
respectivamente. Para com criangas com peso superior ao mencionado
anteriormente, utiliza-se TDF+3TC+EFV (BRASIL, 2014).

A segunda linha de tratamento deve ser considerada nos casos de criancas
com historico de exposic¢ao intradtero ou perinatal a NVP ou situacdes em que 0 uso
de EFZ e NVP esteja impossibilitado, deve-se proceder a sua substituicdo por um
Inibidor de Protease, de modo que o esquema ARV fique estruturado da seguinte
forma: 2 ITRN + IP/r. O LPV/r é a opcédo preferencial na classe dos inibidores de
protease, quando da impossibilidade de uso de ITRNN na composi¢cdo do esquema
(BRASIL, 2014).

Nos casos de transmissao vertical, cerca de 65%, ocorre durante o trabalho de
parto e no parto propriamente dito e que os 35% restantes ocorrem intra-utero,
principalmente nas Gltimas semanas de gestacdo. Além disso, o aleitamento materno
representa risco adicional de transmissdo de 7% a 22%. S&o vérios os fatores
associados ao aumento do risco de transmissao do HIV da méae para o filho. Dentre
esses, reconhece-se como principais: o tempo entre a ruptura das membranas
amnibticas e o parto, e a quantidade de virus nas secrecdes cérvico-vaginais e no leite
materno (SOUZA-JUNIOR, et al., 2004).

Com a divulgacdo em 1994 do protocolo 076 do Aids Clinical Trial Group
(PACTG 076), sabe-se que o uso do AZT pela gestante infectada e pelo recém-
nascido, durante as primeiras semanas de vida, pode reduzir em cerca de 70% o risco
de a crianga ser infectada, sendo considerado um dos principais avangos no
conhecimento sobre a Aids. A TARV é capaz de reduzir significativamente a carga
viral plasmatica da mae para niveis ndo detectaveis, reduzindo, assim, o risco de
transmissao do HIV para o recém-nascido (BRITO et al., 2006).

Para a terapia profilatica ou o tratamento em gestantes, o esquema deve ser
composto por trés antirretrovirais de duas classes diferentes. A associagdo AZT/3TC
€ a mais estudada em gestantes infectadas pelo HIV; apresenta resposta viroldgica

equivalente a outras combinagdes de 2 ITRN em adultos, sendo habitualmente bem
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tolerada. Na escolha dos ITRNN, a NVP continua sendo a opgéo dessa classe, devido
ao potencial teratogénico do EFZ (BRASIL, 2010).

3.1.3 Zidovudina

O AZT (Figura 4), analogo 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. Foi o primeiro farmaco
antirretroviral usado no tratamento de pessoas com HIV/AIDS (SEPKOWITZ, 2001).
Desde sua liberacdo em 1987 pelo FDA, a eficacia do AZT foi estabelecida em
numerosos estudos clinicos (HARDMAN; LIMBIRD, 2006).

Figura 4: Estrutura quimica da zidovudina.

— +
Fonte: NASCIMENTO, 2004.

ApOs penetrar na célula do hospedeiro, o AZT é fosforilado pela timidinocinase
em monofosfato; em seguida, pela timedilatocine em difosfato; e, por fim, pelo
nucleosideo difosfatocinase em 5-trifosfato de zidovudina ativo, esse interrompe o
alongamento da cadeia de DNA ao competir com o trifosfato de timidina pela sua
incorporagao ao DNA (FURMAN et al. 1986).

Esse farmaco € rapidamente absorvido pelo trato gastrointestinal,
apresentando uma biotransformacao pre-sistémica e uma biodisponibilidade de 65%,
e possui maior absorcdo na porgcao superior do jejuno (DE CLERCQ, 2001). Apos

alcancar a circulagdo sistémica, o AZT apresenta a capacidade de atravessar a
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barreira hematoencefalica e ser detectada no liquido cefalorraquidiano, nos adultos,
numa concentracdo correspondente a metade da plasmatica e, por difusdo passiva,
alcancar o sistema nervoso central (SANTOS et al., 2008).

O AZT sofre rapido metabolismo hepatico de primeira passagem através de
sua conversdo em 5-glicuronil zidovudina. Esse metabolismo apresenta uma meia-
vida de eliminacdo de 1 hora. A recuperacdo urinaria total do farmaco e de seu
metabalito principal é de cerca de 90% (WATTS et al., 1991).

A principal limitacdo do AZT para sua eficacia terapéutica, € a toxicidade
hematoldgica dose-dependente. Esse farmaco apresenta baixo indice terapéutico, a
meia-vida plasmética 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
diarias (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, nduseas e
insénia. Além do desenvolvimento de anemia, e neutropenia (WALKER et al.,1988).
Essas reacoes indesejadas sdo dose-dependentes, sendo assim, a reducao do total
de administracdes diarias, reduz drasticamente a severidade da toxicidade (MANDAL,;
TENJARLA,1996).

3.2 Hidroéxidos duplos lamelares

Os HDL possuem uma formulacdo genérica do tipo [M*21.xM*3x(OH)2]**(A™
)wm.NH20, onde M*™ e M* representam cations metdlicos tri e divalentes,
respectivamente, passiveis de ocuparem sitios octaédricos (Figura 5); e
A™ representa um anion de compensacao e X representando a razdo molar. Nesses
compostos, o cation trivalente substitui isomorficamente um cétion divalente da
estrutura do hidroxido, criando cargas residuais que sdo compensadas com a
intercalacdo de &nions hidratados (CONCEICAO et al., 2007; SUAREZ, MOZO,
OYAMA, 2004).

Os diferentes octaedros compartilham lados para formar uma camada plana e
infinita (WYPYCH, ARIZAGA, 2005). As camadas sdo empilhadas umas sobre as
outras, formando multicamadas que sdo mantidas unidas através de interacdes do

tipo ligagbes de hidrogénio (WYPYCH et. al., 2008). Estas lamelas para serem
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estabilizadas necessitam da presenca de anions de compensacao interlamelares para
manter a eletroneutralidade (IIIAIK, et al., 2008). Nesse caso além das ligacbes de
hidrogénio, existem principalmente atracdes eletrostaticas entre as lamelas e os

anions de compensacao interlamelares (ZHU, e. al., 2008).

Figura 5: Representacdo esquematica da estrutura do HDL.
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—>[M$TXM3*(OH)21
, ‘[ m .
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Interlamellar space

® H,0 @ Anion, A™

Fonte: TRONTO et al., 2013

Vérias combinacdes entre cations di e trivalentes sdo utilizadas para a sintese
de HDL, por diferentes autores variando também os métodos de sintese. Os cations
metdlicos utilizados para estas sinteses de HDL devem possuir coordenacéo
octaédrica e raio ibnico na faixa de 0,50 — 0,74 A, para que ocorra a formacdo da
estrutura, semelhante a hidrotalcita natural, a brucita. (SUAREZ, MOZO & OYAMA,
2004; CONCEICAO et al, 2007).

A partir da formula geral, podem-se prever diversas combinacdes de cations
que podem formar HDL (tabela 2), sendo de extrema importancia associar cations

com valores de raio ibnico préximos. (LIU, et al., 2006; SUN, et al., 2008).
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Tabela 2: Combinacdes de cations divalentes com cations trivalentes que produzem HDL.

M2* Mg Ni Zn Cu Co Mn Fe Ca
M3+
Al
Fe X
Cr X
Co
Mn X

X X X X

Ni X
Sc X
Ga X

Fonte: LIU et al., 2006; SUN, et al., 2008.

Na preparacdo do HDL, um fator de grande importancia é a capacidade de
estabilizacdo da estrutura lamelar pelo anion interlamelar. Quanto maior a capacidade
de estabilizacdo mais facilmente o HDL se formara. N&do existem limitacfes para a
intercalacdo de inUmeras espécies de natureza anidnica que podem compensar as
cargas positivas geradas pela substituicdo dos céations das lamelas. Como exemplo
destes anions, tém-se os haletos (F, CI, Br, I), os oxo-anions (CO3?%, NO3", SO4%,
Cr4%), anions complexos ([Fe(CN)s]*, [NiCls]*), polioxo-metalatos (V10028%", M07024%
), anions organicos (carboxilatos, oxalico, succinico, porfirinas) etc (CONCEICAO et
al, 2007). As reacOes de intercalacdo sdo, usualmente, reversiveis e sdo também
transformacdes pseudomorficas, uma vez que a integridade da estrutura cristalina
“hospedeira” € mantida. (COELHO, SANTOS, 2007).

3.2.1 Aplicacdo de hidroxidos duplos lamelares na &rea farmacéutica

Os HDL sao solidos 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.
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Um dos principais métodos de interacdo entre moléculas organicas e os HDL,
é atraves da troca de ibnica, onde ions interlamelares do HDL sdo trocados por
moléculas captadas do ambiente. Esse fendbmeno é denominado intercalacao, e pode
ser utilizado com diferentes finalidades, entre elas deionizacdo de agua, processos
biolégicos e enzimaticos, despoluicdo de afluentes, opera¢des farmacéuticas, entre
outras (TONGLAIROUM et al., 2014). Outras formas importantes de interacdo dos
HDL com substancias organicas sdo através de pontes de hidrogénio e atracéo
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,
guimica, fotoquimica entre outras, podem ser substancialmente elevadas comparadas
as do composto livre (ALl et al., 2012a; ZHAO et al., 2015). Em adi¢do, o material
intercalado pode ser submetido a um processo de liberagdo sustentada, a partir da
matriz do HDL; ou obter um incremento de sua solubilidade, quando se tratar de
substéancias hidrofdbicas (ALl et al., 2012a; DEL-ARCO et al, 2010).

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

3.2.1.1 Promotor de solubilidade

O aumento da solubilidade aquosa de farmacos, pouco sollveis em meio
aguoso, € um dos fatores importantes para a melhoria da absorcdo e a obtencéo de
uma biodisponibilidade oral adequada (JAGDALE et al., 2012).

Del-Arco e colaboradores (2010) estudaram o incremento da solubilidade do
anti-inflamatoério ndo-esteroidal fenbufeno (Fb) quando intercalado, por troca idnica,
com MgAI-CI-HDL (eFb) e quando sujeito a uma mistura fisica com MagAl-CO2-HDL
(Fb+C) (figura 6). O estudo foi realizado em trés condi¢des de pH diferentes (1.2, 4.5
e 6.8).
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Figura 6: Solubilidade aparente do Febufeno a partir de eFb, em comparacdo com Febufeno

e mistura fisica (Fb+C) a pH 1.2, 4.5, € 6.8.
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Fonte: Del-Arco et al., 2010.

A intercalacdo 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,
4,5, 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.

Perioli e colaboradores (2011) intercalaram o anti-inflamatério flurbiprofeno
(FLUR) em MgAI-CI-HDL, a fim de observar a acdo da intercalacdo sobre a
solubilidade do farmaco num meio gastrico (pH 1,2), como visto na figura 7. 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. Apds 15 minutos
de teste, a concentracdo de farmaco livre no meio de dissolugéo foi de 4.46 mg/L,
enquanto a concentragdo do FLUR intercalado em MgAI-CI-HDL foi de 38,51 mg/L.
Este incremento de solubilidade foi atribuido a perda de cristalinidade do farmaco
guando associada ao MgAI-CI-HDL, fazendo com que esse material amorfo obtivesse

uma maior solubilidade que o mesmo na forma cristalina (figura 7).
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Figura 7: Solubilidade aparente do FLUR, MgAI-CI-HDL/FLUR e mistura fisica entre MgAlI-Cl-
HDL e FLUR.
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Fonte: Perioli et al., 2011.

3.2.1.2 Liberagao de substéncias biologicamente ativas

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
adsorcdo, podem promover aumento da estabilidade das espécies inseridas e
promocao de sua liberacdo prolongada (CUNHA et al., 2010).

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 ibnica com o anion interlamelar; além da capacidade de adsor¢éo
de materiais ndo i6nicos e carregados positivamente, através de interacfes
eletrostaticas e ligacdes de hidrogénio formadas através das hidroxilas presentes na
sua porcao superficial (TAKASHI, YAMAGUCHI, 1991).

Uma das principais aplicagdes do HDL no campo farmacéutico, € como matriz
de liberacdo de farmacos. O material intercalado podera sofrer um processo de
liberacdo sustentada, decorrente da dissolucdo da matriz lamelar em fungcéo do
ataque acido ou de uma reacao de troca i6nica. Sendo os HDL compostos basicos,
estes se dissolvem rapidamente a baixos valores de pH, mas a sua dissolugéo reduz-
se consideravelmente para valores de pH mais elevados, permitindo a liberagéo lenta
dos farmacos (WElI, et al., 2004; AMBROGI et al.,2002).
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Quando o sistema composto por HDL e o farmaco intercalado, encontra-se
rodeado por ambiente intestinal a pH 6,8-7,5, a estruturacdo lamelar onde esta
presente a substancia ativa anidnica, anteriormente imobilizada, funciona como matriz
de liberacéo, onde acontece troca ibnica entre o produto intercalado e os ions fosfatos,
os hidroxidos, carbonatos presentes no meio intestinal (COSTANTINO et al., 2008).

Os sistemas de liberacdo controlada de farmacos permitem aplicacbes
relevantes para medicamentos com baixa meia-vida e terapéutica cronica, permitem
gue uma dosagem efetiva permaneca na corrente sanguinea por um intervalo de
tempo maior (GUNAWAN & XU, 2008), esta estratégia, de fato, pode permitir a
reducdo das administragdes diarias, além dos efeitos colaterais, aumento a adesao
do paciente ao tratamento (COSTANTINO et al., 2008).

Ali e colaboradores (2012a), utilizaram o farmaco cetirizina, para estudos de
intercalacdo e liberacdo em Zn-Al-HDL e Mg-Al-HDL. As proporcdes 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 liberacéo, foi observado que o Mg-Al-HDL foi a matriz
gue proporcionou uma melhor taxa de liberacdo do farmaco, assim como um melhor
perfil de liberagdo sustentada em relacdo ao Zn-Al-HDL. Sob meio de dissolugao
simulando as condi¢cdes 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 liberacéo a partir do Mg-Al-HDL apresentou-se mais controlada que
a do Zn-Al-HDL, obtendo uma liberacdo 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 liberacao
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 (ALl et al., 2012a).

Barahuie e colaboradores (2014) desenvolveram sistemas de Zn-Al-HDL e o
farmaco anticancerigeno acido clorogénico (CA), através de duas metodologias
diferentes, troca idbnica nomeado e copreciptagdo, obtendo os sistemas nomeados de
CZAE e CZAC, respectivamente.

Os perfis de libertacdo do farmaco através de CZAE, CZAC e a mistura fisica
de CA com HDL, foram avaliadas em solucdes a pH 7,4 e 4,8. A mistura fisica ndo

apresentou quaisquer efeito de libertagdo prolongada nos meios testados, o CA puro
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foi libertado rapidamente e completamente aos 91 e 158 minutos em pH 4,8 e 7,4,
respectivamente.

Os sistemas CZAE e CZAC apresentaram liberacdo mais lenta do farmaco em
pH 7,4, quando comparado com a mistura fisica e farmaco puro, o que indica que
ambos o0s sistemas foram capazes de promover a liberacdo prolongada do
farmaco. Este efeito pode ocorrer devido a atracdo eletrostatica entre os anions do
CA e as lamelas do HDL. Os perfis de libertacdo do CA intercalados no HDL, em pH
4,8, apresentaram uma libertacdo rapida dentro do primeiro 240 min (69% e a
libertacdo de 64% para CZAE e CZAC, respectivamente) que podem ser explicados
devido a dissolucao parcial das lamelas do Zn-Al-HDL, em meio acido.

Xia e colaboradores (2008) obtiveram sistemas de liberacdo prolongada dos
farmacos anti-hipertensivos, enalapril, lisinopril, captopril e Ramipril, através da
intercalacdo dessas substancias em HDL. Os perfis de liberacdo dos farmacos
isolados e dos sistemas obtidos foram avaliados em pH 4,25 e 7,45. Todos os
farmacos quando avaliados isoladamente foram liberados rapidamente, mais de 75%
a partir dos 12 minutos.

No entanto, todos os anti-hipertensivos intercalados em HDL apresentaram
uma liberacdo gradual, em ambos os meios avaliados. No meio &acido, a primeira
aliquota revelou uma grande quantidade do principio ativo, o qual o autor relacionou
ao efeito de rebentamento, que ocorre devido a liberacdo dos anions do farmaco
adsorvido na superficie do HDL, subsequentemente, com o ataque &cido, ha uma
desestruturacdo das lamelas e os farmacos anti-hipertensivos intercalados sao
libertados. A destruicdo das camadas aumenta o pH da solu¢éo, devido a libertacéo
de grupos hidroxilo a partir das camadas. Posteriormente, o aumento nos valores de
pH faz com que comece a ocorrer uma sustentacdo na liberacéo, atingindo a liberacéo
total dos farmacos em até 92 minutos.

Em pH 7,45 a liberacdo dos farmacos também foi muito rapida durante os
primeiros 7 min, com a liberagdo primeiramente dos principios ativos adsorvidos na
superficie do LDH. No entanto, posteriormente a liberacdo tornou-se mais baixa e
sustentada em comparacao com a que ocorreu em pH 4,25, com liberacéo total em
até 232, 232, 172 e 192 min para os sistemas formados entre o HDL e enalapril,
lisinopril, captopril e ramipril, respectivamente.

Bonina e colaboradores (2008), ao compararem os diferentes sistemas obtidos

entre o farmaco diclofenaco e HDL, observou que o HDL apés tratamento térmico a
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500°C promoveu maior adsorcdo do farmaco, possivelmente pelo tamanho de poros
elevado, como também evidenciou que a solugéo etandlica sem a presenca de agua
utilizada durante a incorporacdo favorece a adsorcdo, possivelmente porque em
solucdo aquosa, a presenca de anions OH- competem com anion diclofenaco no
processo de adsor¢ao.

No mesmo estudo, também foram realizados testes de permeacédo
utilizando células de Franz, e o sistema obtido através do HDL sem tratamento
térmico, apesar de sua adsor¢cdo menos elevada, se mostrou mais eficiente e com
melhor perfil de permeacdo, sendo mais adequado para a formulacdo topica

pretendida.
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4 MATERIAL E METODOS

41 Material

O AZT (Northeast®, lote 17554) foi cedido pelo Laboratério Farmacéutico do
Estado de Pernambuco Governador Miguel Arraes (LAFEPE). A Tabela 3 apresenta
a formula quimica, procedéncia e grau de pureza dos reagentes utilizados para a

preparacao de MgAI-CI-HDL e sistemas farmaco-HDL.

Tabela 3- Reagentes utilizados para a preparacdo de MgAI-CI-HDL.

Reagentes Formula Procedéncia Pureza (%)
Cloreto de ) e
Magnésio MgCl,.6H,0 Sigma- Aldrich > 99,00
Hexahidratado
Cloreto de
Aluminio AICl;.6H,0 Sigma- Aldrich® 99, 00

Hexahidratado

Hidréxido de

. i e
Sédio NaOH Sigma- Aldrich =298, 00

Fonte: Dados da pesquisa.

4.2 Sintese do MgAI-CI-HDL

O MgAI-CI-HDL foi sintetizado através do método de coprecipitacdo descrito
anteriormente por Constantino, Hnnavaia (1995) e Ozgiimiis et al.(2013). O MgAI-Cl-
HDL foi obtido a pH constante (figura 8), onde um pHmetro (Micronal®) foi inserido no
meio reacional para controlar a variacdo do pH, que foi mantido em 11 através de
ajustes com solucéo 0.4 M de hidréxido de saodio.

Uma solucéo de sais metalicos (150 mL), contento 0,1 M de cloreto de aluminio
hexahidratado e 0,2 M de cloreto de magnésio hexahidratado, foi adicionada a 50 mL
de uma solucéo 0,4 M de hidroxido de sodio a uma razao de 1 mL/min, sob agitacéo
constante, a 25°C e atmosfera de nitrogénio. Apos o fim do gotejamento a suspensao
obtida foi mantida sob agitacdo por 1 hora, posteriormente filtrada em papel filtro,

ressuspendida em agua, para lavagem do material, e filtrada novamente. Toda agua
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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
eliminacao de COa.

A secagem foi realizada em estufa de recirculacdo a 50°C por 3 horas. Apos a
secagem, o material foi pulverizado em almofariz e pistilo, e acondicionado em

dessecador para futuras analises.

Figura 8: Sintese por coprecipitacdo a pH constante do MgAI-CI-HDL.

Lavageme |
filtracéo

&

1 hora de agitacéo
pH constante

Fonte: Dados da pesquisa.

4.3 Obtencao dos sistemas MgAIl- HDL com Zidovudina (AZT)

A obtencédo do sistema HDL:AZT seguiu a metodologia descrita por Cunha et
al. (2012) através de sintese direta também pelo método de copreciptacdo, onde o
farmaco foi adicionado no meio reacional da sintese de HDL, na proporgédo molar 1:1
(AI*3/AZT). Os outros passos da obtencdo seguiram os procedimentos descritos
anteriormente para a sintese de MgAI-CI-HDL.

Conforme mostra a tabela 4, outros sistemas foram obtidos através da
alteracdo nos parametros de obtencdo. A proporcdo molar do AZT no meio reacional
foi dobrada, sendo utilizado 1:2 (AI*3/AZT). Além disso foi testado o aumento do tempo
de envelhecimento, submetendo as suspensdes a 12 horas de agitacéo.

O software MarvinSketch® 15.5.4 foi utilizado para simular o comportamento do
AZT em diferentes pH, visando selecionar o pH basico em que o farmaco se

encontrasse de maneira mais ionizada no meio reacional.
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Tabela 4: Sistemas HDL:AZT obtidos.

Proporcédo Al*3/AZT Tempo de Agitacao (h) Amostra Obtida
1:1 1 HDL:AZT 1:1 (1 h)
1:2 1 HDL:AZT 1:2 (1 h)
1:1 12 HDL:AZT 1:1 (12 h)
1:2 12 HDL:AZT 1:2 (12 h)

Fonte: Dados da pesquisa.

4.4  Caracterizacdo dos materiais obtidos

As técnicas descritas a seguir foram utilizadas para avaliar as propriedades
fisico-quimicas dos materiais obtidos a fim de corroborar a formacéo dos sistemas.
Para fins comparativos, foi obtida Mistura Fisica (MF) entre o HDL e o farmaco AZT,

na mesma proporcao do material obtido durante a sintese HDL:AZT 1:1 (1 h).

4.4.1 Difracao de Raios-x (DRX)

As difracbes 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 0,019/s.

O célculo do espacamento basal do composto lamelar foi obtido através da lei
de Bragg, cuja formula esta representada por 1:

nA=2dsene (1)

onde: n é a ordem de reflexdo do pico (n=1), A € o comprimento de onda da radiagao

de raios-X, d é a distancia basal em angstrons e e € o angulo de Bragg.

4.4.2 Espectroscopia de absorgédo na regiao do infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR)
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As amostras foram analisadas utilizando espectréometro infravermelho (V)
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.

4.4.3 Analise de tamanho de particula

Foi determinado o tamanho de particula de MgAI-CI-HDL e AZT, através do
equipamento Microtac® S3500. As amostras foram dispersas em agua e agitadas no
banho ultrassénico Unique. Mod USC-1400%, com poténcia ultrassbnica 135 watts,
durante 3 minutos, antes de serem analisadas em quintuplicata. Esse equipamento
emprega um sistema de trés lasers operando em conjunto com um arranjo de
fotodetectores que varre angulos de espalhamento unificado da luz (UST- Unified
Scatter Technique). Desta forma, a técnica utilizada se baseia no espalhamento que
a luz aplicada sofre ao entrar em contato com matérias particuladas de diferentes

tamanhos.

4.4.4 Analise de area superficial e Tamanho de Poros

A area de superficie especifica (SBET) foi calculada com base no método
Brunauer-Emmett-Teller (BET) e a distribuicdo dos tamanho e volume do poro foi
derivada do método de Barrett-Joyner-Halenda (BJH). Foi utilizado o equipamento

ASAP2420 Micromeritcs ®, munido de software proprio para determinar os resultados.
4.4.5 Termogravimetria(TG) e Analise Térmica Diferencial (DTA)

As curvas TG/DTA foram obtidas por meio de equipamento Shimadzu® TGA
50, sob atmosfera de nitrogénio, fluxo de 50 mL.mint, razdo de aquecimento
10°C.mint, massa da amostra de 4 mg, porta amostra de alumina e intervalo de

temperatura entre 30 — 900°C.

4.4.6 Analise elementar
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A andlise elementar (CHN) foi realizada em equipamento Perkin EImer® modelo
2400 (Perkin Elmer Japan Co. Ltda®). A andlise de metais foi efetuada por
espectrometria de emissao 6ptica com plasma indutivamente acoplado (ICP-OES) em
um equipamento Spectro Analytical Instruments®, antes de analisadas as amostras

foram dissolvidas na concentracdo de 1mg/mL em solug&o de &cido nitrico 1% (v/v).

4.4.7 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

As amostras foram preparadas sobre dupla fita de carbono contida em suporte
(stub) de cobre e metalizada sob vacuo com a deposicédo de uma fina camada de ouro
em equipamento BAL-TEC® modelo SCD 050. As analises de MEV foram obtidas por
microscopio eletronico de varredura ambiental FEI, Quanta® 200 FEG, utilizando

aumento 300 e 5000 vezes.

4.5 Estudo de liberacgéo in vitro

Para a realizagdo do estudo de liberacdo, foram preparadas capsulas
gelatinosas duras transparentes contendo AZT isolado, sistema HDL:AZT e MF.
Pesou-se 0 equivalente a 25 mg de AZT para cada amostra. O estudo seguiu
metodologia descrita na Farmacopeia Brasileira 5% edicdo (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.

Aliguotas de 5 mL foram coletadas no intervalo de 5 minutos a 24 horas,
filtradas e analisadas em espectrofotdmetro UV/VIS Shimadzu® modelo Mini1240. As
leituras seguiram metodologia descrita em Randau et al., (2005) para determinacao
da concentracdo de AZT liberado, no comprimento de 268 nm. Foi construida uma
curva de calibracdo, garantindo linearidade no intervalo das analises (6 — 24 ug/mL)
(R?=0,999).

4.6 Citotoxicidade em linhagem de macrofagos humanos

A citotoxicidade do sistema em células foi determinado pelo ensaio de reducéo

de MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium). As células foram
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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 puL = 105 cells/mL)
com AZT (0,78125-100 pg/mL), HDL (2,75-352 pg/mL) e HDL-AZT (0,78125-100
pug/mL de BNZ e 2,75-352 pg/mL de HDL) dissolvido em DMSO (dimetilsulfoxido) na
proporcao (1:99 v/v) (DMSO:Meio). Apos 72h de contato das ceélulas com os
compostos, 0 sobrenadante foi aspirado e adicionados 25 pL de solugdo de MTT
(5mg/mL). As placas foram deixadas por 3 horas em estufa 37°C, e ao final desse
periodo, 100 yL de DMSO foi adicionado a cada pogo para a dissolugdo dos cristais
de Formatam.

A citotoxicidade em células isoladas foi determinada por ensaio de reducéo de
MTT, como descrito acima, e a absorbancia média foi mensurada a 540 nm em
medidor de microplacas (Modelo 3550 BIORAD®) espectrofotdbmetro. Os
experimentos foram analisados através de suas médias e respectivos erros-padrao,
realizados em triplicata. O gréfico da absorbancia X log da concentracdo e
determinadas suas IC50 e seus respectivos intervalos de confianga (IC 95%), a partir
de regresséo ndo linear, utilizando o programa prisma versdo 5 (Graph Pad Prism®

software versao. 5.0).
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RESULTADOS E DISCUSSAO
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Obtencéo do MgAI-CI-HDL e dos sistemas HDL:AZT

MarvinSketch® 15.5.4 é um software de modelagem molecular que possibilita a
visualizacédo de desenhos e estruturas quimicas e reacdes, como também a previsédo
das propriedades fisico-quimicas das estruturas (ChemAxon, 2016). Através dessa
ferramenta foi evidenciado que o AZT apresenta maior ionizagao em pH 11, como
pode-se evidenciar na Figura 9, o farmaco nesse pH encontra-se cerca de 80 % na

sua forma ionizada.

Figura 9: Simulacdo da ionizagcdo do AZT de acordo com o pH, através do software
MarvinSketch 15.5.4. A) Formas ionizadas do AZT; B) Porcentagem de cada forma ionizada,
em diferentes valores de pH.
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Fonte: Dados da pesquisa.
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A sintese de MgAI-CI-HDL e obtencéo dos sistemas HDL:AZT aconteceram em
pH 11, visando maior ioniza¢ao do farmaco AZT, proporcionando maiores interacées
com o HDL. Na literatura as sinteses por copreciptacdo de MgAI-CI-HDL em pH
constante, na maioria da vezes sao realizadas em pH 10, no entanto em estudo Seron
e Delorme (2008), evidenciaram que as sinteses realizadas entre pH 10 e 13,2 sdo
capazes de formar os HDL, e em valores mais altos de pH, a cristalinidade é
aumentada.

Dunge, Chakraborti e Singh (2004) realizaram testes de degradacédo forcada
em amostras de AZT, e comprovaram a estabilidade desse farmaco em meio bésico,
através de estudos de hidrolise basica em NaOH 0,1 M, durante 72 horas. Por ser
estavel em pH béasico o AZT pbde ser acrescentado no meio reacional da sintese de
MgAI-CI-HDL para obtencdo dos sistemas, sem que houvesse a degradacdo do

farmaco.

5.2 Difracdo de Raios-x

O MgAI-CI-HDL (figura 10c) formou uma nova estrutura com caracteristicas
cristalinas totalmente diferentes dos seus respectivos precursores de sintese, 0
cloreto de magnésio e cloreto de aluminio (Figura 10a e 10b).

Figura 10: Difratograma do MgAI-CI-HDL e seus precursores de sintese.
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Fonte: Dados da pesquisa.
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O difratograma do MgAI-CI-HDL (figura 10c) apresenta picos em 26 = 11,3°,
22,8°, 34,8°, 38,6° e 46°; apresentando um espacamento lamelar de 7,8 A, quando
aplicada a lei de Bragg para o plano de maior intensidade, caracteristico desse
material (OZGUMUS et al., 2013; CUNHA et al., 2012; PERIOLI et al., 2011).

O difratograma do AZT (figura 11) demonstra o carater cristalino do farmaco
através de seus intensos picos, caracteristico da molécula. Os picos mais
acentuados, encontram-se em 260 = 8,8°, 15,4°, 17,1°, 21,3°, 22,2°, 26,8°, 27,8° e
29,4° caracteristicos do farmaco (ARAUJO et al., 2003; PANDA et al., 2013; MOHIMA
et al., 2015).

Figura 11: Perfis difratométricos do AZT, MgAI-CI-HDL, MF e Sistemas HDL:AZT.
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O difratograma da MF (figura 11) apresenta-se como uma sobreposicédo 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.

Nos sistemas HDL:AZT (figura 11), ndo foi possivel identificar planos cristalinos
referente ao farmaco, sendo forte indicativo de uma amorfizacdo da sua forma
cristalina (SANTOS, CARVALHO & PINA, 2010; PANDA et al., 2013; MOHIMA et
al.,2015). A amostra apresentou um perfil semelhante ao encontrado para o MgAlI-Cl-
HDL, no entanto, com diminui¢do drastica da intensidade e alargamento dos picos de
difracdo. Segundo Gu et al.(2008) e Varga et al. (2016), estes eventos sao indicios de
interacdo do farmaco com o HDL.

O fenbmeno de intercalacdo normalmente se reflete em uma variagcdo na
posicdo do pico de maior reflexdo do HDL, com aumento no espagamento
interlamelar. Esse evento ndo foi observado nos sistemas HDL:AZT obtidos (Tabela
5), uma vez que o valor do espacamento basal do carreador ndo sofreu variacbes
significativas, que represente o aprisionamento completo do farmaco nas lamelas do

material (figura 12).

Tabela 5- Espagcamento basal do MgAI-Cl-MgAl e dos sistemas HDL:AZT obtidos.

Pico Espagamento Basal
Amostra (20) pag A)
MgAI-CI-HDL 11,59 7,8
HDL:AZT 1:1 (1 h) 11,59 7,6
HDL:AZT 1:1(12h) 11,58 7.6
HDL:AZT 1:2 (1 h) 11,65 7,6
HDL:AZT 1:2(12h) 12,26 7.2

Fonte: Dados da pesquisa
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Supde-se que o AZT formou uma fase nao cristalina adsorvida na superficie do
HDL, jA& que uma das propriedades deste carreador é a sua alta capacidade de
adsorcao, ndo havendo, desta maneira, o fendmeno de intercalacdo no interior das
lamelas (TAKAHASHI & YAMAGUCHI, 1991). Sendo necessaria a utilizacdo de
técnicas complementares como IV, MEV, ressonancia magnética nuclear, entre outras
para elucidar tal fendmeno (VARGA et al., 2016).

Resultados semelhantes foram encontrados por Gordijo e colaboradores
(2005), ao realizar complexacdo de Ibuprofeno em MgsAl-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 n&o evidenciar alteracdes no valor de espacamento basal do HDL.

Estudos atuais mostram a capacidade que o HDL tem de intercalar pequenas
biomoléculas, como fragmentos de DNA e RNA, e peptideos; além de farmacos de
baixo peso molecular. No entanto, devido ao espaco interlamelar restrito, pode ocorrer
limitagcdes no processo de intercalacdo de moléculas maiores. Dessa maneira, as
grandes moléculas séo fixadas na superficie do HDL. Estratégias visando o aumento
da area de superficial do HDL podem ser categéricas para o carreamento e liberacdo
de grandes biomoléculas (ZHANG et al., 2014).

5.3 Espectroscopia de absorcao naregido do infravermelho com transformada
de Fourier (FTIR)

O espectro de absorcédo IV de MgAI-CI-HDL (figura 12) exibiu bandas de
absorcdo 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 banda mais intensa, justificada pelo alto grau de hidratacéo
do composto, situa-se em 3381 cm™ e representa vibracées de deformacao axial de
O-H das hidroxilas e da agua interlamelar.

Em 1627 cml, observou-se a vibracdo de deformacdo angular das
moléculas de agua. As bandas referentes as ligacdes metalicas (Al-Cl/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?, foi
evidenciado uma banda afiada provavelmente associada a adsorc¢ao o ion carbonato,

através do CO2 atmosférico residual, no momento da sintese.
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Figura 12: Espectro de IV do MgAI-CI-HDL.
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Fonte: Dados da pesquisa.

O espectro de IV do AZT evidenciou bandas caracteristicas do farmaco (figura
13b), assim como relatado previamente na literatura (ARAUJO et al., 2003; JAIN,
PRABHAKAR & SINGH, 2013). Dentre as principais bandas evidenciadas, estéo:
vibragdo de estiramento O-H em 3465 cm; vibracdo de estiramento simétrico e
assimétrico do CH2 em 3028 cm? e 2968 cm, respectivamente; vibracdo de
estiramento CH do anel timina e do anel furano, em 3154 cm? e 2817 cm
respectivamente; vibracdo de estiramento simétrico e assimétrico do grupo azido Ns
em 1279 cm e 2118 cm, respectivamente; pico pronunciado em 1671 cm referente
a vibracdo de estiramento de carbonila C=0; vibracdo de estiramento de C-O do anel
furano em 963 cm™.

No espectro IV da MF (figura 13g), foi possivel notar que houve uma
sobreposicao das bandas do HDL e do AZT, ndo sendo evidenciadas alteracbes

significativas nos picos caracteristicos de ambas as amostras.
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Figura 13: Espectros de IV do AZT, MgAI-CI-HDL, MF e Sistema HDL:AZT.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Nos espectros IV dos sistemas HDL:AZT (figura 13b), foi possivel notar
algumas alteracbes importantes, que fortalecem informacdes obtidas no DRX,
indicando interacdes entre farmaco e carreador. Dentre elas, reducao na intensidade
da banda de estiramento simétrico do grupo azido N3 em 1279 cm; reducdo das
intensidades das bandas entre 3154 cm™ e 2817 cm, referente as vibracGes de
estiramento de C-H e CHz do anel furano e redugéo das intensidades de bandas
abaixo de 1000 cm, dentre elas, a de estiramento de C-O do anel furano em 963 cm-
1, As alteragBes evidenciadas nos espectros dos sistemas HDL:AZT estdo



59

relacionadas, predominantemente, as ligacdes presentes no anel furano do AZT,
mostrando que a interag¢do entre o HDL e o AZT é predominantemente nesta regido

da molécula.

5.4  Andlises de tamanho de particula

As medidas de tamanho de particula complementam os dados de
caracterizacao estrutural do MgAI-CI-HDL e AZT. Além das técnicas de imagem como
o MEV, que indicam a morfologia dos materiais, as medidas de tamanho de particula
fornecem parametros de distribuicdo e homogeneidade do material isolado (CUNHA,
2012).

Os graficos da distribuicdo granulométrica das amostras de MgAI-CI-HDL e AZT
estdo representados pelas figuras 14a) e 14b). Os cristais de AZT apresentaram
tamanho de particula entre 25 e 195 um, com tamanho médio de particula de 115,5
pum. O MgAI-CI-HDL apresentou tamanho particulas que variaram de 15 a 265 pm, e

o tamanho médio de particula em 112,2 pum.

Figura 14: Grafico de tamanho de particula por granulometria a lazer de A) MgAI-CI -HDL B)
AZT.
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5.5 Area superficial e tamanhos de poros

A porosidade e area superficial especifica dos HDL s&o de grande importancia
para as propriedades adsorventes desse material, na literatura encontram-se valores
de area superficial de 50 a 100 m2/g (DE ROY et al., 1991; CAVANI et al., 1991). A
area superficial obtida para o MgAI-CI-HDL foi de 82,5 m?/g, valor bem superior aos
encontrados por Ambrogi e colaboradores (2007) e de Dupin e colaboradores (2004)
para o MgAI-COs-HDL; apresentado valores de area superficial de 29.3m?/g e
31.3m?/g, respectivamente.

Diversos fatores podem influenciar nas propriedades de superficie dos HDL,
entre eles, a velocidade de adicdo da solucdes de sais no meio reacional, e a
concentracdo das solucfes utilizadas. Estes fatores afetam a coagulacéo, a forma e
porosidade das particulas formadas, e assim tém influéncia sobre a area superficial
do produto (REIS, 2009).

Quando anions organicos estdo envolvidos na sintese, a area superficial
medida pode ser menor que a area superficial real, devido a adsorcao destes anions
na superficie do material. Esse fenbmeno foi observado nos sistemas HDL:AZT
(Tabela 6), onde o farmaco estd adsorvido no HDL. Para o HDL:AZT 1:1 (1 h), foi
obtida a menor area superficial, de aproximadamente 38 m?/g, bem menor que os 83
m?/g, encontrados para o carreador sozinho.

Nas analises de porosidade, como pode-se observar na tabela 6, o MgAI-Cl-
HDL apresentou um tamanho de poro de 47,01 A, sendo caracterizado como material
Mesoporoso, por possuir poros entre 20 A e 500 A, seguindo a classificagdo da IUPAC
(CIESLA et al., 1999).

O tamanho de poro ndo apresentou variacao significativa entre o HDL isolado
e 0s sistemas obtidos. Esses resultados corroboram com os resultados apresentados
no DRX, onde ndo houve aumento do espagamento lamelar, uma vez que o tamanho
de poro sofre aumento quando o material encontra-se alojado entre as lamelas do
material (ALI et al., 2012b). O volume de poro diminuiu nos sistemas em comparagao

ao MgAI-CI-HDL, sendo um indicio da presenca de farmaco nos poros.
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Tabela 6- Resultados da andlise, da area superficial, tamanho e volume de poros do MgAI-
CI-HDL e dos sistemas HDL:AZT obtidos

Volume

SAreafgIe_ de Poro 'I;jamsnho
Amostra uperticie (método 0 Foro
(método BJH) (método
2 1
BET) (m=.g™) (cml.gY) BJH) (A)
MgAI-CI-
HDL 83 0.11 47,010
HDL:AZT
1:1 (1 h) 38 0.03 46,849
HDL:AZT
1:1 (12 h) 73 0.06 48,683
HDL:AZT
1:2 (1 h) 73 0.06 47,687
HDL:AZT
1:2 (12 h) 104 0.08 47,228

Fonte: Dados da pesquisa

5.6 Termogravimetria (TG) e Analise Térmica Diferencial (DTA)

Na curva DTA do AZT (figura 15a), foi possivel observar um pico endotérmico
em 126,7°C, correspondente ao ponto de fusdo do farmaco. Na curva TG do AZT, é
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; o0 segundo
evento, entre 250 - 357 °C, perda de 48,6% de massa, e o terceiro evento, entre 357
- 600 °C, reducdo de 14,9% na massa do material, corroborando com dados
encontrados por Araujo et al. (2003). O primeiro evento de degradacéo, é seguido de
um pico exotérmico acentuado na curva DTA, na faixa de 213 a 250°C, referente a
formacao de timina (CsHsN202), seguido de clivagem do grupo azido (Ns) e liberagéao
do anel 2-furanometanol do AZT (ARAUJO et al., 2003).

Na curva TG do MgAI-CI-HDL (figura 15b), 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 €
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acompanhado de uma banda endotérmica na curva DTA, que localiza-se entre 127 -
207°C. No segundo evento, proveniente da desidroxilacdo e decomposi¢cdo 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; OZGUMUS et al.,
2013).

Figura 15: Curvas TG/DTA do AZT (A), MgAI-CI-HDL (B), MF (C) e Sistemas HDL:AZT (D).
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Fonte: Dados da pesquisa.



Figura 16: Curvas TG/DTA da MF (C) e Sistemas HDL:AZT (D).
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Fonte: Dados da pesquisa.

Na curva DTA da MF (figura 16C), 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 16C), 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 &gua interlamelar do HDL, e inicio de degradacdo do AZT. Este evento foi
acompanhado de uma banda exotérmica entre 213 - 254°C. Entre 300 - 600°C, o AZT
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permaneceu em decomposicdo, e o HDL sofre os eventos de decomposicdo das
hidroxilas e ion cloreto. Este evento € acompanhado de uma curva DTA endotérmica
entre 351 - 444°C.

Nas curvas DTA dos sistemas HDL:AZT (figura 16D), foi possivel observar a
auséncia do pico de fusao do AZT. A falta deste evento corrobora com os dados do
DRX, onde os planos de difracao, referentes ao AZT cristalino, ndo estavam evidentes
na amostra. Os demais fendmenos ocorridos nas curvas TG/DTA dos sistemas,
evidenciaram, assim como na MF, eventos provenientes de ambos os materiais,
dentre eles, perda agua superficial e interlamelar, degradacdo do AZT e
decomposicdo das hidroxilas e ions cloreto do HDL, além da continuidade da

decomposicdo do AZT, como descrito na tabela 7.

Tabela 7: Eventos evidenciados nas curvas TG/DTA dos sistemas HDL:AZT, com seus
respectivos valores.

TG (Perda de massa em %o)
Agua Decomp. AZT + &gua | Decomp. OH" Continuacao
superficial interlamelar /CI Decomp. AZT
(25-150°C) (150-260 °C) (260-460 °C) (460-600 °C)
HDL:AZT (1:1) 1h 14,0 11,9 24,5 8,8
HDL:AZT (1:1) 12h 13,8 9,7 26,4 10,6
HDL:AZT (1:2) 1h 12,3 11,9 25,5 16,1
HDL:AZT (1:2) 12h 12,1 12,6 24,3 10,9
DTA (AT)
Evaporagdo da agua
Fusdo do AZT superficial Decomp. AZT | Decomp. OH/CI
Suave (105-150 °C) 202-257 °C 301-437 °C
HDL:AZT (1:1) 1h Ausente endo (exo0) (endo)
Suave (134-149 °C) 210-254 °C 306-426 °C
HDL:AZT (1:1) 12h Ausente endo (exo0) (endo)
Suave (53-121 °C) 206-254 °C 290-407 °C
HDL:AZT (1:2) 1h Ausente endo (exo0) (endo)
Suave (60-167 °C) 211-254 °C 312-444 °C
HDL:AZT (1:2) 12h Ausente endo (exo0) (endo)

Fonte: Dados da pesquisa.

5.7 Analise elementar
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A composigéo quimica dos materiais foi avaliada pelas técnicas de ICP-OES,
andlise elementar CHN e TG. A tabela 8 apresenta o percentual dos elementos
encontrados na amostra de MgAI-CI-HDL. A partir destes valores, foi possivel propor
a férmula quimica do composto, obtendo-se Mg1,sAI(OH)sCl.3(H20), com massa molar
de 237,5.

Para fins de célculos 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 férmulas propostas, foi possivel calcular

o rendimento médio da sintese de MgAI-CI-HDL, que ficou em 86%.

Tabela 8: Composi¢do quimica do MgAI-CI-HDL obtida por ICP-OES, analise elementar
CHN e TG; e sua correlagdo com a formula quimica proposta.

Experimental Calculado

Elementos (%) (%)
Mg 16,44 15,34
Al 11,15 11,37

C 028 0 -

H 4,22 4,63

N 004 -

H20

(TG) 22,66 22,74

Fonte: Dados da pesquisa.

A partir dos percentuais dos elementos CHN obtidos através da analise
elementar dos sistemas HDL:AZT (tabela 9), e da elucidacdo prévia da férmula
quimica do MgAI-CI-HDL isolado [Mg15AI(OH)sCI.3(H20)], foi possivel calcular o
percentual de AZT presente nos diferentes sistemas HDL: AZT obtidos.

Tabela 9: Composicao quimica dos sistemas HDL:AZT obtidos por analise elementar CHN, e
a concentracdo do farmaco em cada sistema.

%C %H %N %AZT
HDL:AZT 1:1 (1 hora) 13,70 4,13 7,10 27,10
HDL:AZT 1:1 (12 hora) 14,68 3,95 7,88 30,08
HDL:AZT 1:2 (1 hora) 17,54 4,34 9,72 37,10
HDL:AZT 1:2 (12 hora) 19,23 4,20 10,81 41,25

Fonte: Dados da pesquisa.
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Dessa maneira, obteve-se um percentual de 27,1% de AZT no sistema
HDL:AZT 1:1 (1 hora). Quando avaliadas as concentracdes de farmaco nos sistemas
obtidos a partir da variacdo dos parametros de obtencéo, observou-se que o aumento
do tempo de agitacdo, ndo aumentou a incorporacéo do AZT no sistema, de maneira
significativa, havendo menos de 3 % de variagcéo. O efeito do aumento da proporgéo
molar do AZT no meio reacional, levou ao aumento superior a 10% na concentracao

de AZT nesses sistemas.

5.8 Estudo de liberagéo in vitro

Os perfis de liberacdo do AZT, da MF e dos sistemas HDL:AZT estéo dispostos
nas figuras 17 e 18. A figura 7 evidencia as primeiras duas horas de dissolu¢do, onde
em 30 minutos, observou-se uma rapida dissolucdo do AZT, MF e dos sistemas
HDL:AZT 1:1(12h) e 2:1(12h), os quais apresentaram percentuais de AZT liberado de
92, 97, 96 e 81%, respectivamente. Neste mesmo ponto, os sistemas HDL:AZT

1:1(1h) e 2:1(1h) encontravam-se com 22 e 64% de AZT liberado, respectivamente.

Figura 17: Perfis de liberacdo do AZT isolado, MF, e sistemas HDL:AZT em 2 horas de
dissolugéo.

AZT
— MF

—— HDL:AZT1:1(1h)

——— HDL:AZT 1:2(1h)
HDL:AZT 1:1(12h)

— HDL:AZT 1:2(12h)

% AZT

X e % L * ' 1
0 20 40 60 80 100 120
Tempo (min)

Fonte: Dados da pesquisa.
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Apés duas horas de dissolucdo, os sistemas HDL:AZT 1:1(1h) e 2:1(1h)
atingiram 44% e 75% de liberacdo do AZT, demonstrando que nas primeiras horas,
0s sistemas obtidos através da sintese com apenas uma hora de agitacao,
apresentaram a capacidade de modular da liberacdo do farmaco.

Na figura 18 pode-se observar o perfil de dissolugéo de 24 horas de estudo,
onde em 4 horas de estudo, os sistemas HDL:AZT 1:1(1h) e 2:1(1h) obtiveram 56% e
76% de liberacdo do AZT. No entanto, o HDL:AZT 1:1(1h), evidenciou um perfil tipico
de sistema de liberacao prolongado, onde o farmaco € gradualmente liberado ao longo

do tempo, atingindo até 24h de estudo, 90% de AZT solivel no meio.

Figura 18: Perfis de liberacdo do AZT isolado, MF, e sistemas HDL:AZT em 24 horas de
dissolugéo.

100 - e T R )
—— MF
. — HDL:AZT1:1(1h)
——— HDL:AZT 1:2(1h)
HDL:AZT 1:1(12h)
S 60 - HDL:AZT 1:2 (12h)
52
40 -
20
O T T T T T T

Tempo (h)
Fonte: Dados da pesquisa.

O aumento na concentracdo de farmaco no meio reacional e no tempo de
agitacao durante a sintese, aumentou a incorporacéo de farmacos no sistema, como
demonstrado anteriormente, a partir do estudo da analise elementar. No entanto, o
sistema HDL:AZT 1:1(1h) que apresentou menor concentragdo de farmaco dentre os
sistemas obtidos, liberou o AZT prolongadamente de maneira mais efetiva.

Pressupde-se que a adsorcdo do AZT na superficie do HDL tenha acontecido
através de interac6es mais fortes para no HDL:AZT 1:1(1h), enquanto para 0s outros

sistemas obtidos, com a variagdo nos parametros de sintese, a adsor¢céo ocorreu de
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maneira mais fraca, liberando e solubilizando rapidamente o farmaco no meio de
dissolugéo.

Ao confrontar os resultados obtidos no estudo de dissolucdo com as analises
de superficie dos materiais, e pode-se observar que o sistema que liberou de
prolongadamente o farmaco, o HDL:AZT 1:1(1h) apresentou a menor area superficial
e menor volume de poro, quando comparado aos outros sistemas obtidos, essas
caracteristicas estéo relacionadas com a maior ocupacéao dos poros do HDL pelo AZT,
e consequente reducao da area superficial.

Jadhav e colaboradores (2013) também obtiveram liberacdo prolongada do
AZT ao complexarem o farmaco em nanoparticulas de gelatina e nanoparticulas de
gelatina contendo manose; obtendo uma liberacdo de gradual de 80,56 e 74,45% de
AZT em 24h de teste, para os respectivos carreadores; em 900 mL de tampao fosfato
pH 7,4, a37°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.

Na pratica clinica, esta liberacdo gradual é responsavel por manter a
concentracdo plasmatica em niveis terapéuticos, evitando niveis subterapéuticos ou
toxicos por periodo de tempo prolongado, requerendo administracbes menos
frequentes, quando comparadas as convencionais, aumentando a adesao do paciente
ao tratamento (PEZZINI, SILVA & FERRAZ, 2007).

5.9 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A fim de elucidar a morfologia, do sistema de liberagdo obtido, foram feitas
analises de MEV, para as amostras de farmaco isolado, para o MgAI-CI-HDL, MF e
HDL:AZT 1:1(1h).

As fotomicrografias do AZT (figura 19), 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.
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Figura 19: Fotomicrografias do AZT, (A) aumento de 450 X, e (B) aumento de 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 um; estando a maioria das
particulas entre 10 - 20 um (figura 20A e 20B), valores também encontrados na analise
de tamanho de particula. As caracteristicas fisicas descritas para o MgAI-CI-HDL
corroboram com trabalhos previamente publicados na literatura para o material
(WANG et al., 2011; ALEXA et al., 2011).

As fotomicrografias da MF (figura 20C e 20D) apresentaram o HDL na sua
forma cristalina, com superficies lisas com dimensdes proximas as do HDL isolado, e
algumas particulas de AZT adsorvido a superficie. E possivel notar uma grande
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quantidade de farmaco livre, na forma de grumos, entre as particulas do HDL. As
imagens do sistema HDL:AZT 1:1(1h) apresentaram um material formado por HDL
com uma alta densidade de AZT adsorvido a sua superficie. Foi possivel notar a
diminuicao das particulas do farmaco apos obtencéo do complexo com o HDL, ficando

em sua maior parte abaixo de 5 pm.

Figura 20: MEV do MgAI-CI-HDL (A e B), MF (C e D) e Sistema HDL:AZT 1:1(1h) (E e F).
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150 400 x400 16 SE 2 . FX 1500V 40 @000 16 S| .

Fonte: Dados da pesquisa
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5.10 Citotoxicidade em linhagem de macréfagos humanos

A citotoxicidade dos HDL, bem como dos sistemas de liberacéo obtidos através
desses materiais, tém sido investigados em diferentes linhagens de células, devido ao
extenso interesse em suas propriedades para aplicacdes médicas e bioldégicas em
comparacao com outros nanoparticulas inorganicas (BARAHUIE et al., 2014).

Os graficos do estudo de viabilidade estdo dispostos na figura 21. O AZT
isolado apresentou valor de IC50 de 17,7 pug/mL (16,4-19,1 pg/mL), enquanto o do
sistema HDL:AZT 1:1(1h) foi de 27,0 pg/mL (26,8-27,2 pg/mL). Este resultado
evidencia a reducéo da toxicidade do sistema frente ao AZT isolado.

Figura 21: Viabilidade de macr6fagos humanos frente a AZT, HDL e sistema HDL-AZT.
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Fonte: Dados da pesquisa.

O MgAI-CI-HDL apresentou IC50 de 90,7 pg/mL (85,4-96,0 ug/mL), valor este,

muito superior aos evidenciado pelo farmaco e sistema HDL:AZT, evidenciando a
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seguranca e biocompatibilidade do carreador, frente a células de macréfagos
humanos.

Ali e colaboradores (2012a) realizaram estudo de citotoxicidade em células de
Chang do figado humano, dos sistemas entre o farmaco anti-histaminico cetirizina e
Zn-Al-HDL ou Mg-Al-HDL, ambos os sistemas ndo mostraram qualquer efeito toxico
até 1000 ug / mL, e as viabilidades celulares foram de 74,5% e 91,9% para a cetirizina-
Zn | Al-LDH e cetirizina-Mg / Al-LDH, respectivamente.

O efeito citotoxico do sistema antiparkinsoniano obtido a partir de levodopa
intercalada em Zn-Al-HDL e do farmaco isolado, foram investigados através do ensaio
de MTT em células de fibroblastos 3T3 normais. Os resultados mostraram o aumento
da viabilidade celular de células expostas ao sistema obtido, em comparacdo com

agueles expostos a levodopa pura, apos 72 horas de exposicédo (KURA, 2013).


https://www.google.com.br/search?espv=2&biw=1366&bih=643&q=antiparkinsoniano&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwiHv4_e0dXNAhUFGZAKHVkqBb0QvwUIGSgA
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6 CONSIDERACOES FINAIS

e A sintese de MgAI-CI-HDL foi obtida com éxito, gerando um composto com
caracteristicas adequadas para a sua natureza, quando comparado com
trabalhos previamente descritos na literatura. A elevada area superficial
apresentada proporciona uma ampla capacidade de adsorcdo, mostrando ser
um material promissor para aplicagdo como carreador de farmacos e outras

substancias;

e As variagBes no tempo de envelhecimento e na concentracdo do farmaco no
meio reacional levaram a uma incorporacdo maior de farmaco ao sistema, no
entanto, foi observado que as elevacbes destas variaveis geraram sistemas
com interacBes farmaco:HDL mais fracas, quando comparados ao sistema

inicial HDL:AZT 1:1 (1 h), confirmado nos estudos de dissolucéo;

e O sistema HDL:AZT 1:1 (1 h) foi capaz de modular a liberagdo do AZT,
proporcionando um perfil de liberagdo prolongada, onde foi liberado 90% do
farmaco em 24 horas de dissolucao;

e O MgAI-CI-HDL demonstrou ser um carreador biocompativel, com baixa
toxicidade, e capaz de diminuir a citotoxicidade do AZT frente a linhagem de
macrofagos humanos, caracteristica importante para a utilizacdo desse

material em produtos destinados a saude humana;

e O sistema de liberacdo prolongada obtido, para o farmaco AZT, podera ser
utilizado em formulagdes farmacéuticas, no intuito de otimizar a terapia atual,
com a possivel diminuicdo da dosagem e frequéncia de administracdo, e
consequente reducdo dos efeitos adversos, imprescindivel para a adesao do

paciente ao tratamento.

Como perspectivas para o projeto, pretende-se:
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Realizar estudo de Ressonancia Magnética Nuclear de 'H dos sistemas
obtidos, para melhor elucidar as interacdes ocorridas entre as moléculas dos
sistemas obtidos;

Realizar estudos de estabilidade do farmaco no sistema de liberagédo obtido;

Desenvolver formulacdes sdlidas orais a partir do melhor sistema de liberacao.
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ANEXOS

Anexo 1- Certificado de andlise de matéria prima AZT

MEDICAMENTOS

Diretoria Técnica
Controle de Qualidade

LAFEPE

R
GOVERNADO

Divisdo de Fisico-Quimica

Zidovudina

| ATOON1407001

Caracteres P6 cristalino branco a branco amarelado Atende as especificagdes
Identificagdo RAMAN. Atende as especifica¢oes
Solubilidade Soluvel em dgua e etanol e metanol. Atende as especificag¢ies
Ponto de Fusdo Funde aproximadamente _124°C 122,81°C
Poder Rotatorio + 60,5° a + 63,0° + 60,5°
Aparéncia da Solugao <By5 Atende as especificagcies
Metais Pesados No maximo 20ppm Atende as especificagdes
Substancias Relacionadas | Impurezas:
o Composto B (3 -cloro-3' deoxitimidina): e Composto B :
<1%
Nao detectado
e Composto C (Timina): it
0, .
2% " SOmposto %<
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.

i T

Referéncia: B. P. 2005, p. 2095;. Bras. 5°ed ., p. 801: USP 30, P . 3489
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