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RESUMO

O benznidazol (BNZ) é um derivado de 2-nitroimidazol com largo espectro de atividade
farmacologica antiparasitaria. Um dos grandes problemas deste farmaco séo as grandes doses
administradas, tratamentos prolongados, bem como a alta incidéncia de reagdes adversas, 0 que,
provavelmente, estdo relacionados com a sua baixa solubilidade. Parte destes problemas pode
ser reduzidos com associa¢do do farmaco a uma estrutura que aumente a sua solubilidade e
modifique a liberacdo do mesmo, modulando-a e prolongando a sua dissolucdo. Assim, esse
trabalho objetivou obter e caracterizar sistemas microparticulados do BNZ a uma estrutura
organometalica - Metal Organic Framework (MOF) chamada Zeolitic Imidazolate Framework
(ZIF-8), a fim deser utilizada nos estudos de pré-formulacdo de forma farmacéutica de liberacdo
prolongada para o tratamento alternativo da doenca de Chagas. Os sistemas foram obtidos ap6s
agitacdo do farmaco e da ZIF-8 em diferentes solventes (agua e acetona) para que fosse
escolhido o melhor método, seguindo a obtencdo com a secagem. Quanto as caracterizacoes,
estas foram realizadas através de diferentes técnicas analiticas (espectroscopia de absorcéo na
regido do ultravioleta-visivel, analise térmica, espectroscopia de absorcdo na regido do
infravermelho com transformada de Fourier, difratometria de raios-x, microscopia eletronica
de varredura, microscopia de luz polarizada, tamanho de particula por granulometria a laser,
andlise de area superficial e tamanho e volume de poros) para garantir a obtencédo do sistema,
prosseguindo com os ensaios de dissolucdo que evidenciaram o comportamento de liberacéo
do BNZ em diferentes pH’s quando associado aos materiais organometélicos. Os perfis de
dissolucdo foram analisados através da area sob a curva (AUC), eficiéncia de dissolucéo (ED%)
e ajuste de seus resultados quanto aos modelos cinéticos. Por meio dos métodos desenvolvidos
0 escolhido para obtencdo foi o realizado com a acetona como solvente, onde foi possivel
conseguir um valor de 38% de incorporagdo do farmaco a ZIF-8. Através das analises térmicas,
ficou comprovada a obtencdo do sistema, indicando que o mesmo também pode influenciar
positivamente a estabilidade térmica do farmaco. Ja os espectros de FT-IR, difratogramas de
DR-X e demais analises realizadas corroboraram os resultados, confirmando a formacéo do
sistema microparticulado BNZ:ZIF-8. Com o estudo de dissolucdo, verificou-se que houve
modulacdo da liberacdo do farmaco de acordo com o pH utilizado, onde em pH 4,5 o sistema
liberou uma grande quantidade de farmaco em um curto intervalo de tempo, atingindo 80% de
liberacdo em 2h, ja em pH 7,6 houve uma liberacdo gradual atingindo essa mesma porcentagem
em 7h, além dessa modulacdo o sistema apresentou incremento de solubilidade quando
comparado ao BNZ isolado. O presente trabalho trouxe informacdes relevantes para o
desenvolvimento de formas farmacéuticas de liberagdo prolongada que utilize o BNZ como
insumo farmacéutico ativo.

Palavras-chave: Doenga de Chagas. Tripanossomicidas. Compostos Organometalicos.

Dissolucao.



ABSTRACT

The benznidazole (BNZ) is a 2-nitroimidazole derived with broad-spectrum antiparasitic drug
activity. Among the problems with this drug are: large doses, long term treatment and the high
incidence of adverse reactions, which are probably related to its low solubility. Many of these
problems can be reduced associating the drug with a structure that increases the its solubility
and modulates its release. Thus, this study aimed to obtain and characterize the BNZ
microparticulate systems with a Metal Organic Framework (MOF) called Zeolitic Imidazolate
Framework (ZIF-8), to be used in pre-formulation studies of extended release dosage form, as
an alternative treatment of Chagas' disease. The systems were obtained after stirring the drug
and ZIF-8 in different solvents (water and acetone), followed by drying, in order to choose the
best method of obtaining. The characterizations were performed using different techniques
(absorption spectroscopy in the ultraviolet region, thermal analysis, absorption spectroscopy in
the infrared with Fourier transform, x-ray diffractometry, scanning electron microscopy,
polarized light microscopy, particle size by laser granulometry, surface area nalysis and size
and pore volume) to ensure the achievement of the system. Then they were carried out
dissolution tests, which showed the BNZ release behavior at different pH’s when associated
with organometallic materials. The dissolution profiles were analyzed by area under the curve
(AUC), dissolution efficiency (DE%) and release kinetic models. The method using acetone to
obtain the system reach a value of 38% of drug incorporation on ZIF-8 and it was determined
as the standard obtaining method. Thermal analysis, FTIR, XRD and other analyses corroborate
the results that confirms the formation of BNZ:ZIF-8 microparticulate system. With dissolution
study it was found that there was modulation of drug release according to the pH used. At pH
4.5 the system released a large amount of drug in a short period of time, up to 80% release in 2
hours. At pH 7.6 there was a gradual release over time until it reaches the same percentage in 7
hours. In addition to this modulation, the system showed increased solubility when compared
to the isolated BNZ. This study brought relevant information for the development of extended-
release dosage forms using the BNZ as an active pharmaceutical ingredient.

Keywords: Chagas Disease. Trypanocidal Agents. Organometallic Compounds. Dissolution.
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1 INTRODUCAO

A doenca de Chagas é uma doenca negligenciada endémica da América Latina que
atinge em torno de oito milhdes de pessoas. E uma infeccdo causada pelo protozoario
Trypanosoma cruzi e constitui o maior problema de salde publica para as nagGes em
desenvolvimento. No entanto, paises ndo endémicos como Estados Unidos, Canadd, Japao
também tém registrado casos devido ao movimento migratorio da populagédo infectada. Esse
aumento do numero de casos e maior distribuicao espacial constitui um desafio por nao existir
tratamento e diagndstico adequados (COURA e VINAS, 2010; WHO, 2013).

O benznidazol, quimicamente (N-benzil-2-nitro-1-imidazolacetamida) (BNZ), € um
derivado de 2-nitroimidazol com largo espectro de atividade farmacoldgica antiparasitaria. E o
unico farmaco disponivel para tratamento da doenca de Chagas em paises como o Brasil,
Argentina, Chile e Uruguai. O BNZ néo é tido como o farmaco ideal para o tratamento da
doenca de Chagas, visto que apresenta baixa solubilidade em agua e alta toxicidade, podendo
ocasionar algumas reacdes adversas graves como dermatite por hipersensibilidade, depressao
da medula éssea e polineuropatia periférica. Entretanto, € utilizado na fase aguda com chances
de cura e na fase cronica da doenca prevenindo a progressao da doenca. Reduz a quantidade de
recursos médicos utilizados pelo paciente durante a vida, economizando recursos do sistema de
salde, quando comparado com a ndo utilizacdo do BNZ (CASTRO; MECCA; BARTEL, 2006;
LEITE et al., 2009; SAGGIA; SANTOS; DIETZE, 2007; SOARES-SOBRINHO, 2009).

Neste contexto, os excipientes farmacéuticos possibilitam, entre outras funcdes,
aumentar a estabilidade quimica, fisica e microbiol6gica ao farmaco e melhorar a
disponibilidade bioldgica do mesmo. O tradicional conceito de excipiente, como sendo simples
adjuvante e veiculo, quimica e farmacologicamente inerte, vem se tornando obsoleto.
Atualmente, os excipientes sao considerados constituintes essenciais da formulacdo, capazes de
garantir o bom desempenho do medicamento e otimizar o alcance e manutencdo do efeito
terapéutico (LIMA et al., 2011; PESSANHA et al., 2012).

A partir dos entraves tecnologicos apresentados, faz-se necessario o desenvolvimento
de novos excipientes farmacéuticos capazes de incrementar a solubilidade em agua de farmacos
pouco soltveis e protegé-los fisico-quimicamente. Diversos sistemas para liberagdo controlada
de farmacos tém sido descritos, entre eles, as redes organometélicas de coordenacao, do inglés

Metal Organic Framework (MOF), obtidas a partir de compostos hibridos. Os materiais
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inorganicos apresentam propriedades promissoras para serem utilizados como carregadores,
tais como boa biodisponibilidade, baixa toxicidade, alta biocompatibilidade, alta capacidade de
insercdo de espécies ibnicas, possibilidade de funcionalizacdo da superficie, aumento da
estabilidade das espécies inseridas e promocdo de sua liberacdo sustentada (CUNHA et al.,
2010; PESSANHA et al., 2012).

Pertencente a um subgrupo de MOF’s, tém-se Zeolitic Imidazolate Framework (ZIF-8),
um imidazolato zeolitico que possui diversidade estrutural e estabilidade excepcional. Séo
materiais que apresentam propriedades estruturais atraentes e grande potencial de
armazenamento de produtos quimicos, encapsulacdo e entrega controlada, além de apresentar
outra caracteristica muito importante, a baixa toxicidade (KARAGIARIDI et al., 2012;
KUSGENS et al., 2009).

Logo, o desenvolvimento de sistemas BNZ:MOF utilizando excipientes que
possibilitem a liberacdo modificada permite melhor controle da cinética de liberacdo do
farmaco de seu respectivo carreador. Nesse aspecto, é possivel estabelecer niveis plasméticos
terapéuticos constantes, com menores efeitos toxicos (CUNHA et al., 2010; PESSANHA et al.,
2012).
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2 OBJETIVOS

Os objetivos que norteiam o presente trabalho estdo descritos abaixo, classificando-0s

em geral e especificos.

2.1 Objetivo geral

Obter e caracterizar o sistema microparticulado BNZ:ZIF-8 a ser utilizado nos estudos
de pré-formulacéo de forma farmacéutica de liberagdo prolongada para o tratamento alternativo

da doencga de Chagas.

2.2 Objetivos especificos

= Desenvolver método para obtencéo dos sistemas BNZ:ZIF-8 (1:1, 1:3 e 3:1);

= Obter a partir de um planejamento misturas fisicas (MF) e sistemas BNZ:ZIF-8 em
diferentes proporcoes;

= Caracterizar o BNZ, MOF, MF e sistemas através de diversas técnicas analiticas;

» Realizar estudo de dissolugéo in vitro do BNZ, do sistema microparticulado BNZ:ZIF-
8 escolhida como a melhor obtencdo e de suas respectivas MF nas condigdes sink, a fim

de avaliar operfil de liberacdo do farmaco.
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3 REFERENCIAL TEORICO

O embasamento teorico, que diz respeito ao trabalho realizado, esta disposto a seguir.

3.1 Doenca de Chagas

A Doenca de Chagas ou tripanossomiase americana foi descoberta pelo médico
sanitarista Carlos Chagas, em 1909, em um vilarejo chamado Lassance, no sertdo mineiro. Por
este vilarejo, passava um trecho da estrada de ferro central do Brasil, a qual se propunha unir,
por ferrovia, o norte e o sudeste do Brasil, de Belém do Para ao Rio de Janeiro. As obras estavam
paralisadas, por causa da habitual malaria, que mais tarde Chagas descobriu que se tratava de
outra doenca que se caracterizava pelas palpitaces, sensacdo que 0s coracdes das pessoas
doentes ndo batiam normalmente (NEVES, 2005; SCLIAR, 2002).

Em fevereiro de 1909, o médico, ap0s isolar o parasita Trypanosoma cruzi, um
protozoario hemoflagelado da familia Trypanosomatidae e da ordem Kinetoplastida, concluiu
todo o ciclo bioldgico da doenca e posteriormente a identificacdo do vetor (Figura 1), através
de uma menina de 2 anos, Berenice. A menina apresentava febre alta e inchume no rosto e
corpo, ap6s exame microscépico da doente, observou a presenca de T. cruzi. Em homenagem
ao médico, a doenca foi denominada como doenca de Chagas (NEVES, 2005; SCLIAR, 2002;
SOARES-SOBRINHO, 2009).

Figura 1 - Ciclos doméstico e selvagem da doenca de Chagas descobertos por Carlos Chagas (1909-
1912).

Fonte: COURA e BORGES-PEREIRA, 2010.
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A historia natural da doenca de Chagas comegou como uma doencga enzooética entre 0s
animais selvagens, e isso ainda persiste em algumas areas, como a regido amazonica. Quando
a humanidade se aventurou em ecoOtopos naturais da infeccdo, comecou a ser transmitida
acidentalmente para os seres humanos como uma antropozoonose. Devido ao extenso
desmatamento para utilizacdo das terras para agricultura e criacdo de gado ao longo dos ultimos
200-300 anos na América Latina, triatomineos, que ficaram sem suas fontes de alimentos
devido a remocéo de animais selvagens, comecaram a colonizar areas circundantes as utilizadas
para habitacGes humanas, e as proprias habitacfes. Eles se adaptaram a este novo nicho,
incluindo a alimentacdo do sangue de humanos e animais domésticos, além de ter sofrido
alteragBes morfologicas e funcionais, desenvolvendo um flagelo e uma membrana ondulante
tornando-os capazes de circular no sangue de vertebrados (COURA e BORGES-PEREIRA,
2010).

Essa doenca passou a ser um problema de salde publica na América Latina que nas
ultimas décadas tem mostrado um declinio no nimero de infectados, no entanto, continua sendo
a terceira doenca de maior incidéncia no mundo, sendo antecedida apenas pela malaria e
esquistossomose. Cerca de 8 milhGes de pessoas por toda a América Latina sdo infectadas
causando aproximadamente 10.000 mortes por ano. Além disso, a doenca de Chagas passou a
ser uma grande preocupacdo devido a globalizacdo, por causa da imigracdo de individuos
infectados para regides ndo endémicas, espalhando a doenca para paises como Austrélia,
Canada, Franca, Alemanha, Italia, Japdo, Espanha e os Estados Unidos. Atualmente, é
classificada pela OMS (Organizacdo Mundial de Salde) como uma doenca negligenciada,
devido a proposta de classificagdo das doencas em globais (ocorrem em todo o mundo),
negligenciadas (mais prevalentes nos paises em desenvolvimento) e mais negligenciadas
(exclusivas dos paises em desenvolvimento). Essas denominacgdes representam uma evolugao
do termo “doengas tropicais” por contemplar os contextos de desenvolvimento politico,
econdmico e social (MANARIN et al., 2013; SOARES-SOBRINHO, 2009).

As tripanossomiases sdo mais comuns em areas tropicais e subtropicais do mundo, mas
como essas infecgbes parasiticas acometem muitos pacientes imunocomprometidos, sdo
também encontradas em paises desenvolvidos. Existem centenas de espécies conhecidas de
triatomideos, mas poucos tém um papel evidente na transmissdo aos seres humanos, Triatoma
infestans € uma das espécies antropofilica que participa da transmisséo do parasita nos paises

do Cone Sul (Brasil, Chile, Argentina, Uruguai, Paraguai e Bolivia). No caso da Doenga de
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Chagas a causa se da pelo protozoario Trypanosoma cruzi, onde o modo tradicional de contégio
e infecgdo humana é através do inseto vetor, sendo estes insetos domésticos e selvagens da
subfamilia Triatominae (Hemiptera e Reduviidae), vulgarmente chamado de barbeiro, outras
formas de contagio é por transfusdo e formas transplacentarias, além de acidentes de laboratorio
e transplante de ¢6rgdos infectados (GASCON et al., 2007; ROSAS, 2011; SCHMUNIS e
YADON, 2010; SOARES-SOBRINHO, 2009).

Em areas endémicas, a infeccdo pelo T. cruzi tem acontecido geralmente ap06s o contato
com as fezes de triatomineos sugadores de sangue, nessas areas também ha relatos de
transmisséo oral por ingestéo de alimentos contaminados com fezes do inseto infectado. Com
a migracdo macica das zonas rurais para as zonas urbanas na América Latina, a transmissdo
transfusional e congénita sdo mais observadas onde a transmissdo vetorial foi eliminada, a
forma congénita pode ocorrer, quer através da transmissdo transplacentaria ou através do canal
de parto durante 0 mesmo, o que pode resultar em aborto, prematuridade ou problemas no
desenvolvimento dos 6rgdos do feto. A transmissdo também é possivel através de plaquetas,
plasma e aglomerados de células brancas do sangue (GASCON et al., 2007; ROSAS, 2011).

A interiorizacdo dos tripomastigotas de T.cruzi em macrofagos processa-se por
fagocitose mediada por receptores da membrana plasmatica da célula hospedeira. A penetracédo
nas demais células também ocorre por um complexo processo de endocitose, que culmina na
formacdo intracelular de um vactolo fagocitario, no qual estd contido o parasita. Os
tripomastigotas transformam-se em amastigotas e somente iniciam sua multiplicacdo na célula
apos escaparem do vacuolo fagocitario e passarem ao citosol. Experiéncias in vitro mostram
que, duas horas apds a infeccdo, cerca de 70% dos parasitas ja romperam a membrana do
vacuolo e estdo livres no citosol. Baseados no fato de que amastigotas secretam in vitro uma
hemolisina ativa em pH 5,5 e que o pH dos vacuolos de onde se liberam esses estagios
evolutivos do T.cruzi € normalmente abaixo de pH 6,0, 0s pesquisadores sugeriram que essa
substancia poderia estar envolvida no processo de escape dos parasitas (BRENER, 1997).

Coura e Borges-Pereira (2010) publicaram que os determinantes da doenca de Chagas
vém da quantidade de parasitas na infeccdo inicial; nimero de tripomastigota (Figura 2.a); as
formas que infectam inicialmente; a linhagem de T. cruzi inoculadas (I, 11, Z3 ou hibrido 1/ Z3,
hoje reclassificado como TCI-Tc TVI); as reinfeccdes; a qualidade das cepas e clones
(biodemas); os receptores especificos do hospedeiro; e resposta imunitaria inicial do paciente.
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A doenca quando transmitida vetorialmente tem duas fases clinicas, aguda e cronica. A fase
inicial ou aguda (Figura 2.b) aparece depois de um periodo de incubagdo de uma a quatro
semanas e 0s sintomas sdo evidentes em apenas 5% das pessoas infectadas, com a alta
parasitemia e auséncia de tratamento, 0s sintomas persistem durante dois a quatro meses
iniciando quando o parasita entra no mamifero hospedeiro. E caracterizada por auséncia de
anticorpos, geralmente € assintomatica, possivelmente por causa da baixa do indculo e / ou
resposta imune humoral, ou também pode apresentar sintomas inespecificos ou menos
frequientes, como miocardite ou encefalite, febre, dor de cabeca, anorexia, mal-estar, mialgia,
fraqueza, nausea, voOmitos, diarréia, periférica hepatomegalia, esplenomegalia ou
linfadenopatia. Nesta fase os parasitas sdo encontrados no sangue (COURA e BORGES-
PEREIRA, 2010).

A forma cardiaca cronica é a manifestacdo clinica mais significativa da doenca de
Chagas, por causa de sua freqiiéncia e gravidade. Ela geralmente aparece entre as segunda e
quarta décadas de vida, 5-15 anos apos a infeccdo inicial. Esta é uma fase que possui duracao
variavel, comecando com o declinio da parasitemia e podendo durar por toda a vida do paciente.
Pode evoluir para um problema cardiaco ou digestivo (megaesdéfago ou megacolon), ou até
mesmo uma associacao das formas cardiacas (cardiomiopatia chagéasica cronica) e digestivas,
0s sinais e sintomas de cardiomiopatia chagéasica crénica sdo a arritmia, insuficiéncia cardiaca,
bloqueios de ramo e tromboembolismo. Cerca de 40% ou 50-90% dos individuos infectados
permanecem com 0s resultados dos exames radiolégicos normais completamente
assintomaticos e eletrocardiogramas sem anormalidades, 20-30% dos pacientes desenvolvem
alteraces cardiacas (forma do coracgdo), 10% demonstram queixas digestivas (forma digestiva)
ou ambos (forma mista) e menos de 5%, problemas neuroldgicos, os demais permanecem
assintomaticos, sem manifestacdes clinicas durante toda a sua vida (GASCON et al., 2007;
MANARIN et al., 2013; MANTILLA; SUAREZ; BARRAZA, 2011; SOARES-SOBRINHO
et al., 2006).

A cardiomiopatia (Figura 2.d) da-se da seguinte maneira, os parasitas depositados sobre
a pele ferida ou na mucosa estimulam uma reacdo inflamatdria local com uma resposta
linforeticular. Os tripomastigotas circulantes tomados por macréfagos sdo transportados para o
figado, bago, ganglios linfaticos e musculos esqueléticos e cardiacos, formando ninhos de
amastigotas. Com o desmembramento dos pseudocistos no miocardio, ocorre a miocardite

aguda. Esta é mediada por células e interleucinas TCD4 + e TCD8 +, em particular IL-2 e IL-
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4. A reacdo inflamatoria conduz a destruicdo da celula, musculo e neurdnios, e é mantida pela
presenca de T. cruzi, seus fragmentos ou por DNA do parasita, com uma reacdo de
hipersensibilidade tardia, dilatacdo da microcirculagéo e fibrose (Figura 2.c), induzindo assim
cardiomiopatia, arritmias, megaeséfago e megacolon (COURA e BORGES-PEREIRA, 2010).

Figura 2 - a) Tripomastigotas circulantes; b) Ninhos de amastigotas de caso agudo da doenca de Chagas;
c) Sistemas de fibrose; d) Hipertrofia do miocéardio e dilatagdo com trombos no &pice ventricular na
cardiopatia chagésica cronica.

& 5

Fonte: COURA e BORGES-PEREIRA, 2010.

A doenca de Chagas apresenta algumas caracteristicas distintivas quanto a doenca
cardiaca comum, dentre elas tém-se que é uma doenca fibrotica, que geralmente esta localizada
na regido posterior e apical do ventriculo esquerdo; anormalidades predominantemente
segmentar da contratilidade; ¢ uma cardiomiopatia dilatada com uma tendéncia para a formacao
de aneurismas, especialmente apical; possui grande potencial arritmogénico, com arritmias
ventriculares freqlientes, muitas vezes associada com bradiarritmias; apresenta alta frequiéncia
de eventos tromboembdlicos; e pode ser apresentada com dor no peito, geralmente atipica
embora possa ocasionalmente imitar a doenca isquémica do coragio (GASCON et al., 2007).

O diagnostico da doenca em resumo, de acordo com a OMS, é baseado na coexisténcia
de dois critérios, sendo o primeiro, antecedente epidemiolégico compativel: o paciente
apresenta pelo menos uma historia epidemiolédgica (povos nativos ou filhos de maes
provenientes de &reas endémicas, 0s viajantes com estadias em area endémica e risco de

infeccdo) que tornou possivel a transmissdo do T. cruzi através de qualquer uma das rotas

ALVES, A. E. G. Obtencéo de sistema microparticulado Benznidazol:ZIF-8 para liberacdo prolongada

otimizando o tratamento da doenca de Chagas, 2016.



32

descritas. O segundo critério é o diagnostico microbioldgico, sdo consideradas infectadas todas
as pessoas com um resultado parasitolégico positivo ou com no minimo duas técnicas
soroldgicas positivas utilizando antigenos diferentes. Em caso de resultados questionaveis ou
0s mesmos resultados inconsistentes, uma terceira técnica devera ser executada. Existem varios
testes soroldgicos para o diagndstico da doenca de Chagas utilizando diferentes técnicas
(ELISA, ELISA modificada ou antigeno recombinante, imunofluorescéncia, hemaglutinacdo
indireta, imunocromatografia). A reacdo em cadeia (PCR) é, possivelmente, a técnica mais
sensivel, mas a sua utilizacdo pratica ndo libera sorologia (COURA e BORGES-PEREIRA,
2010).

Acdes ao longo desses cem anos tém sido tomadas no combate a enfermidade. O
combate existe, porém o conhecimento produzido, ainda, ndo se reverteu de forma efetiva em
avancos terapéuticos como novos farmacos, métodos de diagndsticos e/ou vacinas. Ao enfrentar
a escassez ou falta de um tratamento adequado para essas doencas, paises atingidos por essas
endemias tém, em sua populagdo um custo elevado em decorréncia das co-morbidades trazidas
por essas doencas (BESTETTI; MARTINS; CARDINALLI-NETO, 2009; MORAN et al.,
2009).

3.2 Benznidazol

O tratamento etioldgico da doenca de Chagas em bases racionais, sS6 comegou a ser
investigado cerca de meio século depois da descoberta da moléstia, ap6s a reunido de debates
realizados no Rio de Janeiro, de 19 a 21 de marco de 1962, com a participacdo de grande nimero
de pesquisadores brasileiros e de representantes da industria farmacéutica (BRENER, 2000).

Para o tratamento muitos medicamentos foram experimentados contra o Trypanossoma
cruzi, dentre eles antibioticos, aminoquinoleinas, arsenicais entre outros, todos se mostraram
insatisfatorios. Hoje, dos medicamentos encontrados no mercado para o tratamento da doenca,
tem-se o nifurtimox (Figura 3) cujo uso foi interrompido, por apresentar muitos efeitos
secundarios, permanecendo apenas o benznidazol (BNZ) (Figura 3) disponivel como o farmaco
de escolha, ainda com uma serie de restricdes, como: baixa eficicia na fase cronica da doenca,
alta taxa de abandono do tratamento devido aos efeitos
colaterais causados pelo medicamento, longo periodo de tratamento (30 a 60 dias) e a

inexisténcia de formulagdo pediatrica. Na utilizacdo da dose de 5 a 7 mg/kg, 2 vezes ao dia,
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durante 60 dias na fase aguda, obtém-se 60 a 70% de curas parasitolégicas, sendo como
principal efeito secundario, a dermatite alérgica que pode acompanhar-se de sinais gerais
(ABAD-FRANCH et al., 2009; MALTA, 1996; SOARES-SOBRINHO, 2009).

Figura 3 - 1) Nifurtimox e 2) Benznidazol.

Fonte: OLIVEIRA et al., 2008.

Desde 1973, 0 BNZ vem sendo utilizado como o farmaco de escolha no tratamento de
pacientes chagésicos, por ter o melhor perfil de eficécia, e, portanto, sendo geralmente utilizado
como um tratamento de primeira linha. Ele foi desenvolvido ha mais de 40 anos atras, e esta
disponivel como comprimidos de 100 mg. A partir de 2004, o farmaco que era patenteado pelo
Laboratdrio Farmacéutico Suico Roche® passou a ser de responsabilidade do Laboratério
Farmacéutico do Estado de Pernambuco - LAFEPE. Dai entdo houve uma baixa na prioridade
dos governos e industrias farmacéuticas em financiar o desenvolvimento de formas de dosagem
adequadas para tratar esta infeccdo (MANARIN et al., 2013; SOARES-SOBRINHO et al.,
2006; TROCHINE et al., 2014).

O benznidazol, quimicamente N-benzil-2-nitro-1-imidazolacetamida, € uma importante
estrutura quimica medicinal que mostra um largo espectro de atividade farmacologica. Um dos
mecanismos de acdo relatado € relacionado a reducdo do metabolismo do parasita, pois utiliza
0 NADH-dependente mitocondrial para a sua ativagdo como um pro-farmaco. Os dados sobre
a farmacocinética do farmaco sdo escassos, sendo este eliminado principalmente por
biotransformacéo no figado, destacando-se a nitrorreducdo. Os estudos in vitro sugerem que o
processo de nitrorreducdo esteja mediado pelo citocromo P450 e citocromo C redutase. Porém,
pouco se conhece sobre as isoenzimas especificas do citocromo P450 envolvidas no
metabolismo (RODRIGUEZ-GUARDADO et al., 2011; SOARES-SOBRINHO, 2009).
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Um dos maiores problemas do BNZ s&o os regimes de dosagem que s&o muito
complexos tornando a resisténcia ao tratamento um problema crescente. Uma limitacdo
importante desse farmaco também é a sua baixa atividade anti-parasitaria na doenca cronica
estabelecida, que é a sua apresentacdo mais prevalente. Outros problemas relevantes sdo as
grandes doses administradas, tratamentos prolongados, bem como a alta incidéncia de reacdes,
0 que, provavelmente, estdo relacionados com a baixa solubilidade do farmaco. O benznidazol
é classificado como classe 1l (reduzida solubilidade e alta permeabilidade) de acordo com o
sistema de classificacdo biofarmacéutica, sendo fracamente sollvel em &agua e nos fluidos
aquosos, além de apresentar absorcao limitada pela velocidade de dissolucdo e solubilidade.
H4, portanto, um interesse consideravel no desenvolvimento de estratégias para melhorar a taxa
de dissolucdo do benznidazol e, eventualmente, aumento da sua biodisponibilidade
(PALMEIRO-ROLDAN et al., 2014; TROCHINE et al., 2014).

Apesar do BNZ ndo ser o farmaco ideal, devido & sua toxicidade, além da baixa
solubilidade em &gua, o uso de alternativas tecnoldgicas, como a obtencdo de complexo de
inclusdo com as ciclodextrinas, tm sido particularmente usados devido as suas propriedades
complexantes, aumento da solubilidade, dissolucdo dos farmacos pouco sollveis e
consequentemente melhora da sua biodisponibilidade. Outra técnica utilizada pelos
pesquisadores na area da tecnologia farmacéutica é a obtencao de dispersdes sélidas, utilizando
carreadores sollveis em &gua, como os polimeros hidrofilicos, o polivinilpirrolidona (PVP) e 0
polietilenoglicol (PEG), que tém sido largamente empregados nestes sistemas devido aos seus
baixos custos e alta solubilidade em agua (SOARES-SOBRINHO, 2009).

Neste direcionamento, Lamas et al. (2006) delineou lipossomas que carreiam o
benznidazol com a finalidade de desenvolver uma forma farmacéutica que permitisse superar a
baixa solubilidade do BNZ em meio aquoso. Desse modo, seria possivel aumentar a
seletividade e reduzir a toxicidade do farmaco, contudo o método carrega como desvantagem a
necessidade da administracdo por via endovenosa, 0 que representa um incomodo em
tratamentos diarios e prolongados. Outra desvantagem esta relacionada com a viabilidade
comercial de tal forma farmacéutica, uma vez que seu custo é consideravelmente mais elevado.
Por se tratar de um medicamento destinado a uma doenca negligenciada, o custo do produto
final esté relacionado com o acesso da populacao a esta alternativa terapéutica.

Outra estratégia para melhoria da eficicia bioldgica de farmacos é a obtencdo de

complexos de metais com ligantes ativos. Ligacdo a macromoléculas, incluindo ADN e
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proteinas covalentes também tem sido demonstrada para BNZ, é necessario apenas experiéncias
adicionais para revelar o papel de cada uma das proteinas, e também confirmar as interaces
farmaco-proteina (SOARES-SOBRINHO, 2009; TROCHINE et al., 2014).

Devido aos problemas ainda existentes uma série de pesquisas vem sendo desenvolvidas
em torno de novas alternativas tecnoldgicas, como a obtencdo de complexo de incluséo,
dispersoes sélidas, multiparticulados e sistemas de liberacdo prolongada, a fim de aumentar a
biodisponibilidade do BNZ e assim diminuir o aporte de farmaco administrado aos pacientes
(LIMA, 2008; LYRA, 2009).

3.3 Excipientes

O termo vem da palavra latina excipiens, que significa receber, para reunir, para tirar.
Este se refere a uma das propriedades de um excipiente, que € o de assegurar que um
medicamento tem 0 peso, consisténcia e volume necessario para a administracdo correta de um
principio ativo ao paciente. Em 1957, os excipientes foram definidos como “a substincia
utilizada como um meio para dar um medicamento”, isto €, simplesmente com as fungdes de
um suporte inerte ao principio ativo. O mesmo era intencionalmente adicionado a uma
formulacdo somente para melhorar o tratamento e uniformidade de dosagem, para proporcionar
estabilidade ao farmaco e melhorar o sabor ou aparéncia, outros excipientes eram essenciais
para o processo de fabrico, enquanto outros contribuiam para a libertacdo do farmaco a partir
da forma de dosagem de modo que a disponibilidade do farmaco ndo fosse prejudicada pela
incorporacéo do farmaco numa forma de dosagem sélida (GARCIA-ARIETA, 2014; PIFFERI
e RESTANI, 2003).

Porém nos ultimos anos tem sido conhecido que 0s excipientes ndo sdo necessariamente
um componente farmaceuticamente inerte. Excipientes farmacéuticos tém desempenhado um
papel importante nas preparacdes, ndo s6 fornecendo forma de dosagem de farmacos, mas
tambem impacto significativo sobre a sua biodisponibilidade, toxicidade, estabilidade e
eficacia. Portanto, é de grande importancia explorar e desenvolver novos excipientes para que
a qualidade destes seja melhorada. Tradicionalmente, os farmacos com baixa solubilidade tém
exigido excipientes como surfactantes ou agentes umectantes para
facilitar ou acelerar libertacdo do farmaco e dissolucao, que é o passo anterior essencial para a

absor¢do do farmaco. Estes excipientes contribuem “ativamente” melhorando 0 perfil de
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libertagdo do principio ativo e a biodisponibilidade de farmacos com baixa solubilidade,
entendida como a velocidade e quantidade de principio ativo libertado a partir da forma
farmacéutica e a penetracdo na circulacdo sisttmica (ZHENHAO et al., 2011).

Portanto, a qualidade de um farmaco ndo depende apenas das caracteristicas das
substancias ativas e 0 processo de producdo, mas também, em parte, da qualidade dos
excipientes, sendo este ndo mais considerado um produto inerte, mas um componente essencial
e funcional. Em geral, este ultimo contribui notavelmente para o desempenho do farmaco, ao
contrario do que se acreditava no passado, ¢ fundamental para garantir a seguranca e eficacia
do produto farmacéutico final (PIFFERI; SANTORO; PEDRANI, 1999).

Recentemente, novas tecnologias de fabricacdo de excipientes sdo necessarias para
melhorar a libertacdo, dissolucéo e absorcdo de farmacos de baixa solubilidade. A tecnologia
farmacéutica moderna também requer a verificacdo do estado fisico do excipiente, que € tdo
importante tanto na fase de fabrico como no controle da libertacdo do principio ativo, com o
objetivo de melhorar a biodisponibilidade e, por conseguinte, a eficécia e tolerabilidade do
farmaco (GARCIA-ARIETA, 2014).

A incorporacédo de farmacos em particulas poliméricas biodegradaveis é um dos muitos
processos que aumentam significativamente e controladamente a liberacdo de farmacos, bem
como os protegem de degradacao precoce. A incorporacdo de multiplos farmacos em micro e
nanocapsulas tém atraido grande interesse para aplicacdes biomédicas, uma vez que pode
induzir efeitos terapéuticos sinérgicos. Um método utilizado € o aprisionamento por difusdo
fickniana, em que o principio ativo, inicialmente, é dissolvido num solvente adequado, e,
posteriormente, o material hospedeiro é adicionado ao sistema, de modo que o processo de
difusdo ocorra. Apds o tempo estabelecido por este processo, o sistema é centrifugado, o
sobrenadante utilizado para a analise desejado, e, finalmente, o material é submetido a
secagem. Recentemente, alguns autores utilizando este método de incorporacao, demonstraram
a eficacia de incorporagdo do farmaco ibuprofeno em materiais organicos metélicos MIL-100,
MIL-110, MIL-53 (Cr) e MIL-53 (Fe) (ALVES, 2013).

O sucesso na incorporacdo de farmacos esta atrelado a uma anélise prévia e atenciosa
do material hospedeiro. Este deve ser selecionado em funcdo das propriedades fisicas e
quimicas do agente ativo, da aplicacéo pretendida e do método utilizado para formar o sistema
material/farmaco. Em adicdo, é interessante que o encapsulante apresente baixa viscosidade

em concentracOes elevadas e seja de facil manipulagdo durante o processo; possua baixa
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higroscopicidade, para facilitar a manipulacéo e evitar aglomeracgéo; seja reativo com o material
a ser encapsulado; tenha habilidade de selar e segurar o material ativo dentro da estrutura da
capsula; libere completamente o solvente ou outros materiais utilizados durante o processo de
encapsulacao; proporcione maxima protecao ao material ativo contra condi¢des adversas, tais
como luz, pH, oxigénio e ingredientes reativos; seja soluvel em solventes comumente
usados; possua as propriedades desejadas de liberacdo do material ativo; ndo apresente sabor

desagradavel no caso de consumo oral; e seja econémico (ALVES, 2013).

3.4 Liberacéo prolongada

Os medicamentos sdo utilizados com finalidade profilatica, terapéutica ou diagnostica.
Contém uma (ou mais) substancia (s) ativa (s) que deve (m) ser administrada (s) ao paciente
através de uma das vias possiveis, veiculadas em uma forma farmacéutica (FF) solida, semi-
solida ou liquida. As FF solidas de uso oral (FFSO) séo as mais usadas, apds a administracdo
de uma FFSO, o farmaco deve ser liberado e se dissolver nos fluidos gastrintestinais para que
seja absorvido e exerca a acdo farmacologica esperada. As FFSO podem ser classificadas, de
acordo com o tipo de liberacdo do farmaco, em produtos com liberacdo convencional ou
modificada, as de liberagdo convencional (ou pronta liberacdo ou liberacdo imediata) séo
desenvolvidas para liberar o farmaco rapidamente ap6s a administracdo, sendo empregados
nesses sistemas diluentes sollveis, desintegrantes e/ou outros recursos que favorecem os
processos de liberacdo e dissolucdo do farmaco. Porém, desde as Gltimas décadas, uma atengéao
consideravel esteve voltada para o desenvolvimento de novos sistemas de transporte de
farmacos, principalmente, porque a utilizacdo da maioria dos compostos terapéuticos é sempre
limitada pela impossibilidade de aumento de dosagem. As FFSO de liberacdo modificada sdo
concebidas para modularem a liberacdo do farmaco, retardando ou prolongando a sua
dissolucdo, os objetivos podem ser: tornar a FF gastrorresistente, prolongar o efeito
farmacologico, liberar o farmaco em um sitio especifico do trato gastrintestinal (TGI) ou apos
um periodo definido de tempo (HENRIQUE; FALCARE; LOPES, 2006; PEZZINI; SILVA;
FERRAZ, 2007).

Os primeiros estudos, que datam do inicio do século XX, realizados para a obtengéo
de sistemas carreadores eficazes tiveram como base o encapsulamento de moléculas quando

Paul Ehrlich propds o seu modelo, que ficou conhecido por “Bala Magica de Ehrlich” (Ehrlich’s
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Magic Bullet). Hoje, seguindo a mesma idéia, existem sistemas carreadores, como lipossomas,
niossomas, aquassomas, transferssomas, nanocéspulas, microcédpsulas, ciclodextrinas,
microesponjas, entre outros. Os dispositivos sdo frequentemente feitos sob medida e
desenvolvidos tdo cuidadosamente, quanto o farmaco que eles pretendem conter (HENRIQUE;
FALCARE; LOPES, 2006).

Tecnologia de entrega controlada de farmaco proporciona algumas vantagens sobre as
formas de dosagem convencionais, devido ao fato de tais sistemas de fornecimento apresentar
uma maior seguranca, eficiéncia, toxicidade reduzida, e a adesao e conveniéncia ao paciente,
por manter a concentracdo do farmaco constante na faixa terapéutica por um periodo
prolongado, utilizando-se de uma Unica dosagem. Nestes sistemas, o farmaco esta ligado a um
transportador (carreador), que é o responsavel por contornar as propriedades fisico-quimicas
limitantes dos farmacos encapsulados, melhorando, desta forma, a farmacodinamica
(potencializacdo do efeito terapéutico), farmacocinética (controle da absor¢do e distribuicéo
tecidual) e os efeitos toxicoldgicos (reducdo da toxicidade local e sistémica) dos mesmos
(BARZEGAR-JALALI et al., 2012; PETITTI; VANNI; BARRESI, 2008; RODRIGUES,
2006).

Uma ampla variedade de sistemas carreadores de farmacos tem sido objeto de
investigacdo na area da industria farmacéutica, designados para controlar a exposicdo do
farmaco, ao longo do tempo; diminuir ou até mesmo acabar com os picos plasmaticos; auxiliar
a passagem do farmaco pelas barreiras fisiologicas; proteger o farmaco da sua rapida
eliminacdo; destinar o farmaco para o local de acédo, evitando que 0 mesmo atinja outras partes
do corpo; e aumentar a adesdo do paciente, por reduzir a frequéncia de administracdo. Entre
estes incluem sistemas poliméricos, que podem atuar através de trés mecanismos primarios:
difusdo, erosdo e sistemas ativados por solventes. Vale salientar que estes eventos podem
ocorrer associadamente. Na difusdo, o farmaco encapsulado por uma membrana polimérica ou
suspendido numa matriz polimérica, se dissolve e se difunde para fora do polimero. Na eroséo,
como no método de difuséo, o farmaco é contido na membrana ou matriz polimérica, o polimero
é degradado naturalmente, liberando entdo o farmaco. Nos sistemas ativados por solvente sao
utilizadas membranas semipermeaveis, contendo um pequeno orificio e uma alta concentracao
de um farmaco, causando a entrada da agua (fluidos bioldgicos) pela membrana, dessa maneira
forcando a saida do farmaco pelo orificio por causa do aumento de pressao interna (ALVES,
2013; MANADAS; PINA; VEIGA, 2002).
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A taxa de dissolucgdo do farmaco pode ser controlada através de diferentes dispositivos,

tais como:

3.4.1 Sistemas matriciais

As matrizes sdo dispersdes ou solu¢bes de um farmaco em uma ou mais substancias
capazes de modular a sua liberacdo, geralmente polimeros de natureza hidrofilica ou inerte.
Essas matrizes podem ser elaboradas sob as formas de comprimidos, capsulas gelatinosas,
granulos, pellets ou minicomprimidos, nos sistemas matriciais, a liberacdo do farmaco pode
envolver processos de intumescimento do polimero, difusdo do farmaco e erosdo da matriz. Em
alguns casos, o farmaco pode estar ligado quimicamente a cadeia polimérica e ser liberado pela
quebra hidrolitica ou enzimatica dessa ligagdo. Um ou mais desses processos podem regular a
liberagdo em uma mesma FFSO, dependendo do tipo de polimero empregado e das
propriedades fisico-quimicas do fa&rmaco. Nas matrizes insolUveis, constituidas por ceras (nesse
caso, também denominadas matrizes hidrofobicas) ou polimeros insollveis em agua (nesse
caso, também denominadas matrizes inertes), o farmaco é liberado essencialmente por difusdo
(para matrizes hidrofébicas, pode haver um mecanismo de erosdo associado). Em decorréncia
de sua insolubilidade, a matriz ou parte dela pode ser eliminada nas fezes, mas isso ndo significa
que ndo houve liberacdo total do farmaco no trato gastrointestinal (TGI). Nas matrizes
hidrofilicas, a solubilidade do farmaco pode ser um fator essencial, capaz de influenciar o
comportamento do sistema e os processos de liberacdo do mesmo. Farmacos com elevada
solubilidade tendem a ser liberados por difusdo, enquanto farmacos pouco sollveis sdo
liberados, predominantemente, através do fendmeno de erosdo. Portanto, a baixa solubilidade
do farmaco favorece a presenca de particulas solidas na camada de gel, diminuindo a motilidade
e a resisténcia da mesma, tornando-a mais susceptivel ao processo de desestruturacdo. Quando
a FF entra em contato com os fluidos gastrintestinais, o polimero na sua superficie é hidratado
e intumesce, formando uma camada gelificada, a camada gelificada é posteriormente
dissolvida, promovendo a erosdo do comprimido. Outras camadas de gel sdo formadas e
dissolvidas sucessivamente na superficie da FF e o farmaco é liberado por difusdo através
dessas camadas gelificadas e/ou erosdo da matriz (LOPES; LOBO; COSTA, 2005;
STEINGRABER; SCHTOLTZ; RODRIGUES, 2008).
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3.4.2 Sistemas reservatério

Nestes sistemas, um reservatorio (nucleo) contendo o farmaco € revestido por uma
membrana polimérica. O ndcleo pode ser um comprimido, um granulo, um pellet ou um
minicomprimido. O farmaco é liberado por difusdo através da membrana de revestimento, que
pode ser microporosa ou ndo apresentar poros. Quando uma membrana ndo-porosa € utilizada,
a liberacdo é governada pela difusdo da substancia ativa através do polimero e, assim, pode ser
modulada pela selecdo de um polimero no qual ela apresente a difusividade adequada. No caso
de membranas microporosas, a difusdo do farmaco no meio que estiver preenchendo os poros
(em FFSO, fluidos gastrintestinais) determinard o processo de liberacdo. Outra forma de se
obter liberacdo prolongada mediante o uso de um sistema de reservatério é preparar uma FFSO
gue contenha camadas alternadas de ativo e de um polimero hidrossoltvel. O farmaco sera
liberado gradualmente a medida que cada camada de polimero dissolver, sendo que a
velocidade do processo estara condicionada pela velocidade de dissolucdo do filme polimérico
e dependera da sua espessura e do tipo de polimero empregado (PEZZINI; SILVA; FERRAZ,
2007).

3.4.3 Bombas osmoticas

Bombas osmdticas sdo sistemas que utilizam pressdo osmotica para modular a liberagédo
do farmaco. A FF é constituida por um ndcleo (comprimido, capsula gelatinosa dura ou mole)
revestido com uma membrana semipermeavel, que possui um orificio feito a laser. O nlcleo
contém um agente osmotico, que pode ser a substancia ativa ou outro material. Apo6s a
administracdo da FF, o solvente penetra no ndcleo (atraido pelo agente osmotico), aumentando
a pressdo interna, o que resulta na liberacdo do farmaco dissolvido ou disperso, através do
orificio na membrana. Alguns sistemas osmoticos possuem dois compartimentos: um contém a
substancia ativa e outro um polimero hidrofilico (agente osmotico). Quando o solvente penetra
na FF, o polimero é hidratado e intumesce, impulsionando o farmaco junto com o solvente para
fora, através do orificio no revestimento, esses sistemas sao chamados de “pushpull” (PEZZINT,
SILVA; FERRAZ, 2007).

Essas formas farmacéuticas de liberacdo controlada apesar de possuir inumeras

vantagens possuem algumas limitagdes como: restricdes para fa&rmacos muito potentes com
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baixo tempo de meia-vida, com dificuldade de absor¢do no trato gastrointestinal,
impossibilidade de interrupcdo do efeito terapéutico imediato em caso de intoxicacdo ou
intolerancia; risco de acumulacdo do farmaco com velocidade de eliminacgéo lenta e dificuldade
de adaptacdo da posologia as diferentes farmacocinéticas interindividuais. Em termos gerais,
os farmacos que mais se adaptam a estes sistemas possuem as seguintes caracteristicas:
velocidades médias de absor¢do e excrecdo; absor¢do uniforme no trato gastrointestinal;
absorcdo em doses relativamente pequenas; margem de seguranca relativamente larga;

utilizacdo no tratamento de doencas cronicas em vez de agudas (LYRA et al., 2007).

3.5 Materiais porosos

O grande interesse cientifico nos materiais porosos deve-se a sua ampla aplicabilidade
nos setores da saude e tecnologia tais como: separagdes quimicas, troca ibnica, sensores,
carreadores de farmaco, entre outros. Esses materiais sdo divididos em trés classes, sendo eles
denominados materiais porosos inorganicos, materiais a base de carbono e polimeros de
coordenacao (CUNHA, 2009).

Materiais porosos sdo classificados segundo a Unido Internacional de Quimica Pura e
Aplicada (IUPAC) baseados em seus tamanhos de poros, d: microporosos para d< 20A,
mesoporosos para A <d <500 A, e macroporosos para d> 500 A. Recentemente ha referéncias
a materiais nanoporosos para estruturas que tem poros entre 10 — 100 A de diametro (YAGHI;
O’KEEFFE; KANATZIDIS, 2000).

Até metade dos anos 90, havia basicamente dois tipos de materiais porosos, chamados,
inorganicos e materiais baseados em carbono. No caso dos so6lidos inorganicos podemos citar
as zeolitas, as quais pertencem a classe dos aluminosilicatos microporosos, estruturalmente bem
definidos, sendo usados essencialmente como catalisadores acidos na isomerizacao, alquilacédo
e quebra de hidrocarbonetos na industria de petroleo, na fabricacdo de detergentes e mais
recentemente foram propostos como carreadores de farmacos (CUNHA, 2009).

As zedlitas consistem em estruturas 3D cristalinas (Figura 4). Suas redes, construidas a
partir de tetrahedros com os atomos silicio ou aluminio nos centros e 0s de oxigénio em cada
vertice, TO4 (T=Al, Si) define tuneis interconectados ou cavidades (TAO et al., 2006).
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Figura 4 - Trés exemplos de redes zedlitas: a) Contendo um sistema de canais bidimensionais; b)
Contendo cavidades; ¢) Contendo um sistema de canais unidimensionais.

Fonte: CUNHA, 2009.

Esses aluminossilicatos sdo geralmente sintetizados por via hidrotermal sob meio
alcalino, a temperatura entre cerca de 80° e 200° C e sdo termicamente estaveis. Entretanto, o
grande incoveniente das zedlitas é que a pequena dimensdo dos canais (inferior a 0,8 nm) e
cavidades (geralmente <1,5 nm) impGe limitacBGes de tamanho e forma das moléculas hdspedes
(Figura 5) (CUNDY e COX, 2003).

Figura 5 - Zedlitas a) Projecdo ao logo do eixo-c mostrando 7 canais; b) Projecdo ao logo do eixo-c
mostrando células unitarias em forma de poliedro; c) Seccdo mostrando as diferentes posicdes
cationicas; d) Visdo de anéis formando canais ao longo do eixo c; €) Imagem de microscopia eletonica
de varredura de cristais de zedlita.

Fonte: CUNHA, 2009.

Alguns esforgos foram dedicados ao desenvolvimento de zedlitas com poros grandes
(>1,5 nm), mas os aumentos foram modestos. Além disso, estes novos materiais ndo sdo muito
eficazes na incorporacdo de moléculas grandes impossibilitanto, desta maneira, 0 design e a
sintese de novas zedlitas que possam ser utilizadas como carreadores de uma grande variedade

de farmacos. Em contrapartida, as redes de coordenacdo podem ser idealizadas e sintetizadas
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com diferentes tamanhos de poros objetivando incorporar diferentes farmacos obtendo-se assim
um carreador multifuncional (CUNHA, 2009).

3.6 Metal Organic Framework (MOF)

Atualmente a busca por tratamentos de antigas e novas doencas continua e novas
tecnologias tém sido desenvolvidas para melhorar o transporte e as propriedades de farmacos
ndo soO para o tratamento da doenca de Chagas, mas de outras patologias, como exemplo destas
tecnologias se tem, pro-farmacos, lipossomas, biopolimeros, nanoparticulas, ciclodesxtrinas e
recentemente redes de coordenagdo ou Metal Organic Frameworks (MOF’s) (Figura 6). Além
da proposta de melhorar a biodisponibilidade de moléculas utilizadas nos tratamentos de
diversas doencas, esses sistemas tém como principal objetivo o de diminuir efeitos toxicos de
farmacos ja utilizados e com isso melhorar a qualidade de vida das pessoas que necessitam
desses tratamentos. Vale salientar, que essas novas tecnologias sd@o o esfor¢o de anos de
pesquisas em diversas areas tais como biologia, quimica, engenharia de materiais e fisica, sendo
o fruto de trabalhos interdisciplinares originando os sistemas supracitados conhecidos como
carreadores de farmacos (CUNHA, 2009).
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Figura 6 - Alguns sistemas utilizados como carreadores de fa&rmacos.

NANOPARTICULA IMPLANTE HORMONAL

SISTEMAS CARREADORES
DE FARMACOS

CICLODEXTRINA

Fonte: CUNHA, 2009.

MOF’s sd3o uma classe de materiais cristalinos, um critério importante para o
estabelecimento preciso de relacGes entre estrutura e propriedades, e hibridos altamente porosos
compostos por nds de metal ou 6xido de metal conectados fortemente por ligantes organicos
compostos (Figura 7), oferecendo assim propriedades quimicas Gnicas com uma porosidade
interna permanente, esses ligantes permitem um grande nimero de possiveis estruturas, com
diferentes funcionalidades quimicas. Os materiais organicos (tais como carboxilatos,
imidazolatos, ou fosfonatos) na estrutura hibrida da MOF proporcionam biocompatibilidade e
a capacidade de uma grande quantidade de absorcdo de farmacos, enquanto que 0S grupos
inorganicos podem ser otimizadores para libertagdo controlada. Essas estruturas adsorventes de
baixa densidade (0,2-1g/cm?®) tem sido submetidas a investigacio intensa sobre a sua utilizagio
em processos de catdlise, magnetismo, luminescéncia, sensores, como material de
armazenamento e entrega de farmacos e no armazenamento de gas, estas propriedades e
utilidades da MOF dependem da sua forma e tamanho de poro, das superficies internas e
externas, e dos grupos funcionais (KANG et al., 2014; KESKIN e KIZILEL, 2010; LEE; WU,
LI, 2012; LEl et al., 2014; SIKORA et al., 2014).
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Figura 7 - Representacdo esquematica que mostra a construcao da MOF.

Metal cluster Linker Metal organic framework
(inorganic part) (organic part)

Fonte: SHAHID, 2015.

Apesar de terem sido conhecidas desde 1965, o interesse se acendeu no final de 1999,
quando MOF’s foram sintetizadas com base no conceito de desenho reticular. A combinagao
de varias caracteristicas e nimero infinito de possiveis estruturas de MOF’s tornou estes
atraentes aos materiais nanoporosos tradicionais em muitos campos cientificos e industriais. Ao
longo dos ultimos oito anos, foram investigadas para aplicacdes em carregamento e liberacdo
de vérios farmacos, tendo como objetivo conceber transportadores que apresentem pouca
toxicidade no organismo e biocompatibilidade tanto do metal de transigdo como do ligando. A
conectividade de rede das unidades de constru¢do € o que determina em grande parte as
propriedades de uma MOF, caracteristicas vantajosas como cristalinidade bem definida, areas
de superficie excepcionalmente elevadas (500-4500 m?/g) e grandes dimensGes dos poros,
elevada estabilidade térmica e quimica, biodegradabilidade intrinseca como resultado de
ligacOes de metais relativamente labeis e versateis sdo desejaveis quando o intuito € o transporte
de moléculas (ROWSELL e YAGHI, 2004).

Essas estruturas organicas metalicas também podem ser classificadas como flexivel ou
rigida. As rigidas possuem porosidade permanente e estruturas porosas robustas semelhantes
aos materiais porosos inorganicos, ja as flexiveis possuem dindmica e respondem aos fatores
externos, como moléculas hdspedes, temperatura e pressao. Flexibilidade estrutural, também
conhecida como a "respiracdao", permite que essas MOF’s possam modular reversivelmente o
seu tamanho de poro de acordo com as moléculas hospedes adsorvidas nestes. Outro tipo de
classificacdo quanto a sua estrutura € onde sdo chamadas de concatenada, interpenetrante, ou
entrelacadas. Em concatenacdo, duas ou mais estruturas sdo idénticas, intercrescidas em
detrimento do volume do poro. Nas MOF’s interpenetradas, as redes sdo deslocadas

exageradamente uma da outra, enquanto que na MOF entrelacada sdo minimamente deslocadas
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e mostram um contato estreito, o que pode resultar no reforco matuo (KESKIN e KIZILEL,
2010).

Tais materiais geralmente sdo sintetizados por meio de técnicas hidrotermais ou
solvotérmica em que cristais crescem lentamente a partir de uma solugdo quente com metais
precursores. Uma questdo importante é a ativacdo da MOF apds a sintese, pois solventes
utilizados durante a mesma geralmente permanecem nos poros dos materiais, €, a ativagdo por
aquecimento € necessario para remover estas moléculas de solvente, porém, a ativacdo a
temperaturas elevadas pode causar decomposi¢éo, enquanto que a ativacdo a temperaturas mais
baixas reduz grandemente o perigo de reduzir ions metalicos (ROSSEINSKY, 2004).

Além de propriedades como controlar a libertagdo e evitar o “efeito de rebentamento”,
o controle da degradacdo da matriz, a engenharia da sua superficie e a eficiéncia em prender
farmacos, outra propriedade de MOEF’s que deve ser levada em consideracao € a toxicologia
pelo fato desta conter ions de metais de transicdo. Toxicologia de materiais € de suma
importancia, especificamente quando esses materiais sdo utilizados na saude, no setor
biomédico, ou em aplicacdes biologicas. Alguns metais sdo conhecidos por serem altamente
toxicos ainda que existam em quantidades apreciaveis no corpo, por exemplo, a hemoglobina
contém ferro, que ¢ cerca de 22 pum do sangue, ao passo que outros, tais como cobre (68um),
manganés (180 um), zinco (180um), e niquel (2 um) sdo encontrados no tecido. Uma vez que
esta é uma classe emergente de carreadores de farmacos, ha poucos dados sobre o destino
biologico destes sistemas. E importante notar que os estudos de toxicologia de MOF’s
comecaram recentemente e os realizados até agora, especificamente em materiais carboxilato
séo animadores (KESKIN e KIZILEL, 2010).

O primeiro grupo de MOF’s a ser investigado como um sistema de entrega de farmacos
foi o da familia MIL (Materiais do Instituto Lavoisier) por Fe'rey e colegas de trabalho, essa
familia é desenvolvida a partir de centros de metal trivalente e acidos carboxilicos como ponte
ligante e foi uma grande promessa devido as suas caracteristicas atraentes: poros grandes (25-
34 A), areas de superficie em circulagio (3100-5900 m?/g), e a capacidade de incorporar grupos
funcionais na estrutura, por meio de interagcdes ndo covalentes (HUXFORD; ROCCA,; LIN,
2010).

Um dos trabalhos iniciais tratou de incorporar o farmaco ibuprofeno, na intengéo de
estudar a interagdo do mesmo com diferentes MOF’s, Horcajada e colaboradores (2006),

estudaram MOF’s de cromo, a MIL-100 e a MIL-101, nesse trabalho foi observado que houve
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diferenca na adsorcdo do referido farmaco, devido a diferenca nos tamanhos dos poros,
resultado da presenca de ligantes diferentes nas redes. Nos trabalhos seguintes, foram utilizadas
mais duas MOF’s, MIL-53 (Cr) e MIL-53 (Fe) para adsorcdo e liberacao controlada in vitro do
ibuprofeno. Os resultados obtidos indicaram que a quantidade de farmaco inserida na rede foi
a mesma, indicando que o metal utilizado em cada rede hibrida ndo influenciou a adsorcé&o do
farmaco, ja que as duas MOF’s sdo formadas pelo mesmo ligante, variando apenas o metal
(ALVES, 2013).

3.7 Zeolitic Imidazolate Framework (ZIF-8)

Quadros zeolitico-imidazolato (ZIF’s) sdo uma subclasse de MOF’s, em que cations de
metais bivalentes sdo ligados por anions imidazolato em estruturas tetraédricas. Os zedlitos
possuem propriedades estruturais atraentes e grande potencial para aplicacbes em
armazenamento de produtos quimicos, encapsulamento quimico e entrega controlada de
farmacos, deteccdo quimica e separacGes quimicas, incluindo separacBes com base em
membranas, tudo devido a sua estrutura rigida, areas de superficie adequadas com alta
estabilidade aquosa (GADIPELLI et al., 2014; HE et al., 2014; KARAGIARIDI et al., 2012;
KWON e JEONG, 2014; PAPPORELLO; MIRO; ZAMARO, 2015; YAO et al., 2013; YIN et
al., 2014).

Pouco mais de 100 estruturas distintas de ZIF haviam sido notificados até 2010, em
comparacdo com mais de 190 zeo6litos conhecidos. Um exemplo é a ZIF-8, estrutura
topologicamente isomorfa com zedlitas, que foi originalmente sintetizada como microcristais
por Yagui e colaboradores utilizando dimetilformamida (DMF) e sendo hoje uma das estruturas
mais estudadas, composta por céations de Zn?* interligados com ligantes de 2 metil imidazolato,
formando estruturas com grandes cavidades de 11,6 A (Figura 8) e pequenas aberturas dos
poros de 3,4 um, tornando capaz o seu uso como uma peneira molecular. Por sua estrutura ser
flexivel, permite a entrada de moléculas maiores que o tamanho da sua janela. ZIF’s tém atraido
recentemente grande atencdo devido & sua maior area de superficie (1300-1600 m?/g), sua
densidade baixa intrinsecamente, aberturas dos poros em escala molecular combinada com alta
microporosidade, diversidade estrutural e quimica, elevada estabilidade térmica ate quase 400
°C e estabilidade frente a umidade em comparacdo com outras estruturas de MOF. Devido a

sua grande area superficial, espera-se que as nanoparticulas ZIF-8 resultem em melhor contato
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com a matriz do polimero e na reducdo de vazios interfaciais (AMIRILARGANI e
SADATNIA, 2014; BUSTAMANTE; FERNANDEZ; ZAMARO, 2014; FANG et al., 2014;
MELGAR et al., 2014; ORDONEZ, 2010; ZHANG et al., 2012).

Figura 8 — a) Estrutura cristalogréfica da ZIF-8, ilustrando o sitio de coordenacgéo do ion Zn*? (NC=
numero de coordenacdo) e b) Estrutura ilustrando a cavidade da ZIF-8.

Fonte: ALVES, 2013.

Identificacdo e modificacdo das condicGes de sintese sdo importantes para permitir a
construcdo desejavel do conjunto de unidades. Portanto, a selecdo adequada de sal inorgénico,
ligantes organicos e solventes, em sintese de ZIF-8, por exemplo, tempo de sintese, a
concentracdo (proporcGes molares) e pH da solucdo de sintese pode produzir ZIF-8 com
elevada cristalinidade e porosidade, bem como forma e funcionalidade desejavel. Algum grau
de forma e tamanho pode ser alcangado através de varios métodos, tém sido relatado para
sintetizar rapidamente ZIF-8 temperatura, mistura direta, microondas e ultra-som (ANI, 2013).

Estudos anteriores mostraram que ZIF-8 possui estabilidade aquosa e quando suspensa
em solucdo &cida, se decompde rapidamente. Estes resultados inspirou a exploracdo da mesma
como transportadora de farmacos pH-responsivas. Assim, sugere-se que essa ZIF possua uma
propriedade de dissolucéo sensivel ao pH que pode ser utilizada como um veiculo de entrega
de farmacos liberando sua carga atil em condi¢cbes moderadamente &cidas de maneira
controlada. Recentemente, testes realizados com o farmaco fluorouracil, mostrou que a ZIF-8
é estavel em condigbes organicas importantes, com valores de pH diferentes, assim, tanto em
ambientes neutro, ou acido atua como um veiculo eficiente de farmacos (Figura9). Existem
outros estudos em que foi alcancando efeitos semelhantes, onde a cafeina foi encapsulada na

ZIF-8 por metodos in situ e ex situ de encapsulacdo, o que demonstrou as vantagens quanto a
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quantidade encapsulada, bem como o seu tempo de sustentacdo. Apesar das pesquisas citadas,
existe uma necessidade de utilizar a ZIF-8 de uma forma mais eficaz e inovadora, impondo
mais credibilidade como um veiculo eficiente de farmacos ou substancias bioativas (SUN et al.,
2012).

Figura 9 - llustracdo esquematica mostrando duas abordagens do encapsulado 5-Fluorouracil libertado
da ZIF-8.

Fonte: SUN et al., 2012.

3.8 Caracterizacao de materiais farmacéuticos

O conhecimento das caracteristicas fisico-quimicas de uma matéria-prima farmacéutica
cumpre papel significativo na antecipacdo de problemas de formulagdo, além de auxiliar na
identificacdo de rotas viaveis na tecnologia de obtencio de medicamentos (ARAUJO, 2003;
LACHMAN; LIEBERMAN; KANIG, 2001; RODRIGUES et al., 2005).

Vieira e colaboradores (2013) evidenciam em seus estudos a importancia da
identificacdo e caracterizacéo fisico-quimica de novas entidades quimicas, além de estudos que
norteiem sobre sua estabilidade. Onde a partir destes, € possivel estabelecer um padrédo de
identificacdo da molécula para que posteriormente seja possivel sua intervencao tecnologica de

forma racional e assim garantir a sua qualidade.
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Os métodos que tém sido utilizados para caracterizacdo de sélidos sdo: difratometria de
raios-x (DR-X), espectroscopia de absor¢éo na regido do infravermelho (FTIR), espectroscopia
Raman, microscopia eletrénica de varredura (MEV), analise de area superficial especifica
(método BET), calorimetria exploratoria diferencial (DSC), termogravimetria (TG) e
ultravioleta (UV). Uma outra técnica que pode ajudar na corroboragdo dos resultados é a

microscopia de luz polarizada.

3.8.1 Difratometria de Raios-X (DR-X)

Entre as varias técnicas experimentais disponiveis para a identificacdo de formas
solidas, incluindo polimorfos, solvatos, sais, co-cristais e formas amorfas, a difracdo de raios-
X (DR-X) se destaca no estudo destas formas farmacéuticas. DR-X é baseada na lei de Bragg,
em que o padrdo de difracdo apresenta uma série de reflexdes, as quais sdo identificadas no
difratograma pelo angulo (20) ou pela distancia interplanar (d) contra a sua intensidade. Estando
este padrdo relacionado com a composicdo quimica e com o ordenamento cristalino das
moléculas no cristal (CUFFINI et al., 2007; SYKULA-ZAJA et al., 2011).

Macromoléculas e polimeros podem formar cristais da mesma forma que compostos
inorganicos e minerais, com cujas estruturas cristalinas estamos mais familiarizados. No
principio da difragdo de raios-x muitas funcOes nas analises farmacéuticas sdo assumidas, sendo
esta uma poderosa ferramenta que permite alta precisdo nos resultados quantitativos e
qualitativos de misturas solidas. Essa técnica utiliza o espalhamento coerente da radiacdo X,
por estruturas organizadas (cristais), permitindo realizar estudos morfolégicos em materiais,
determinando sua estrutura cristalina e sua fracdo (percentual) cristalina. O feixe € aplicado na
amostra, e bandas de interferéncia podem ser detectadas, o angulo cujas bandas de
interferéncias podem ser detectadas depende do comprimento de onda aplicado e da geometria
da amostra com respeito a periodicidades na estrutura. A cristalinidade na amostra é refletida
por uma regido caracteristica denominada fingerprint (impressao digital) na difragdo do padréo,
devido a especificidade do fingerprint, a cristalinidade no farmaco pode ser identificada
separadamente pela cristalinidade do carreador. Além disso, essa técnica combina
especificidade com um alto nivel de exatidao para a caracteriza¢ao dos farmacos sélidos e € um

método especialmente Util para descrever o possivel comportamento polimoérfico de farmacos.
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Igualmente permite a identificacdo simultanea de ingredientes ativos maltiplos em formulagdes
farmacéuticas diferentes (CANEVAROLO-JUNIOR et al., 2003).

3.8.2 Espectroscopia de absorcdo na regido do Infravermelho com Transformada de Fourier
(FT-IR)

Espectroscopia é o estudo da interacdo da radiacéo eletromagnética com a matéria. A
radiacdo eletromagnética é composta de um vetor campo elétrico e um vetor campo magnético,
mutuamente ortogonal, que se propagam em uma dada direcao, apresentando a dualidade onda-
particula, onde a natureza ondulatéria manifesta-se por meio da interferéncia, dispersao,
polarizacdo e coeréncia da radiacdo eletromagnética. A natureza corpuscular manifesta-se por
meio do efeito Compton e do efeito fotoelétrico (ALVES, 2013).

Define-se espectroscopia de absorcdo na regido do infravermelho (FT-IR) como a
medida da absorcdo, por parte de compostos quimicos analisados, de uma radiacdo
eletromagnética em que o comprimento de onda se situa na faixa de 10 a 10 cm, sendo este
espectro Unico para cada substancia com excecdo aos isdmeros épticos que em solucdo
apresentam espectros idénticos (KOROLKOVAS, 1984).

A regido espectro magnética correspondente ao infravermelho causam alteracfes no
estado de energia vibracional da molécula. As transi¢cGes vibracionais sdo associadas a
mudancas na rotacdo dos atomos sobre ligacdes quimicas, que por sua vez, podem ser formadas
por diferentes combinacdes entre &tomos ou numeros de elétrons compartilhados. Mudancas
estruturais e auséncia de estrutura cristalina podem levar a mudancas nas ligagdes entre grupos
funcionais que podem ser detectados por espectroscopia de infravermelho. Consequentemente,
cada pico num espectro de infravermelho corresponde a um grupo funcional particular, eventos
como desaparecimento, surgimento ou deslocamento de bandas caracteristicas fornecem
indicativos de interacGes entre o farmaco e outras substancias (GIL et al., 2007).

No setor farmacéutico, a espectroscopia de infravermelho é usada em inUmeras
aplicacdes, como identificacdo de farmacos, caracterizacdo de grupos funcionais tipicos de
determinado material, avaliacdo da pureza, estudos de compatibilidade, cristalinidade e
discriminacdo de polimorfos e para avaliar se as condi¢Oes experimentais foram adequadamente
estabelecidas, uma vez que o polimorfismo pode ser a causa de diferencas no desempenho de

formulacgdes farmacéuticas (GIL et al., 2007).
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3.8.3 Espectroscopia de Raman

A espectroscopia de Raman, durante as duas Ultimas décadas, tem sido uma ferramenta
de pesquisa bastante usada na area farmacéutica. Embora haja uma abundancia das publicacdes
recentes que tratem das aplicacbes da espectroscopia de Raman, o nimero de estudos
quantitativos € ainda limitado. Diversos trabalhos demostram o nimero de vantagens dessa
técnica sobre a de infravermelho, principalmente por ndo haver interferéncia da agua nos
espectros. Mas também apresentam algumas desvantagens, como equipamento de alto custo e
a complexidade dos lasers e dos sistemas detectores.

A técnica de Raman é uma espectroscopia molecular vibracional que deriva de um
processo de espalhamento de luz. Trata-se de uma técnica que usa uma fonte monocromatica
de luz a qual, ao atingir um objeto, é espalhada por ele, gerando luz de mesma energia ou de
energia diferente da incidente. No primeiro caso, o espalhamento é chamado de elastico e ndo
é de interesse, mas no segundo (espalhamento inelastico) € possivel obter muitas informacGes
importantes sobre a composi¢cdo quimica do objeto a partir dessa diferenca de energia. Na
pratica, um feixe de radiacdo laser (monocromatica, portanto) de baixa poténcia é usado para
iluminar pequenas &reas do objeto de interesse e ao incidir sobre a area definida, é espalhado
em todas as direcbes, sendo que uma pequena parcela dessa radiacdo é espalhada
inelasticamente, isto €, com frequéncia (ou comprimento de onda) diferente da incidente. Essa
técnica é principalmente aplicada para vibracdo simétrica, grupo ndo polar e banda
homoatémica, tais como S=S, S-S, N=N, C=C, e 0=0, enquanto a espectroscopia de
infravermelho é aplicada para vibracdo assimétrica, grupo polar e banda heteroatbmica, como
C=0, O-H, e H-CI. Portanto, esses dois tipos de espectroscopias sao complementares para

caracterizar a formacdo de complexos (STORPIRTS et al., 2011).

3.8.4 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A microscopia eletrdnica de varredura € utilizada em vérias areas do conhecimento,
sendo amplamente utilizada para estudar os aspectos estruturais dos materiais. O uso desta
técnica vem se tornando mais freqiiente por fornecer informacdes detalhadas, com aumentos de
até 300.000 vezes do estado de cristalizacdo de produtos obtidos por diferentes técnicas de

complexacdo e dispersdo. O conhecimento da microestrutura dos materiais permite o
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entendimento e, em muitos casos, até a previsdo das propriedades e do comportamento dos
mesmos. A partir da técnica avalia-se a contribui¢do com relacéo a diminuicdo da cristalinidade
das particulas obtidas através dos diversos métodos (CANEVAROLO-JUNIOR et al., 2003).

Nas misturas fisicas é possivel distinguir as particulas de farmaco das particulas do
material hospede. Porém, quando um complexo é formado, o estado cristalino resultante é
diferente do obtido pela simples mistura fisica. Apesar dos estudos de MEV serem inadequados
para confirmar a formacdo de complexos de inclusdo, as alteracdes drasticas na forma das
particulas, bem como no seu aspecto e tamanho apontam para a existéncia de novas espécies
(ALVES, 2013).

Diferentemente do microscépio éptico, que usa luz para formacdo de imagem, 0s
microscopios eletrénicos utilizam elétrons. Varias sdo as vantagens em se utilizar um
microscopio eletrénico em relagdo a um Optico, a principal delas é a resolucdo, definida como
a menor distancia entre dois pontos da amostra que podem ser visualizados como dois pontos
distintos na imagem. O MEV é, sem davida, o microscopio eletronico mais versatil, devido as
suas Vvarias caracteristicas. E utilizado geralmente para o estudo de estruturas superficiais ou
subsuperficiais de amostras com dimensdes relativamente grandes, e suas imagens tém alta
profundidade de foco, o que significa obter diferentes relevos da superficie da amostra
simultaneamente, sdo imagens tridimensionais e, portanto, mais faceis de interpretar que as
imagens de projecdo de microscopia de transmissdo. A preparacdo de amostras e a obtencéo de
imagens sdo relativamente simples. A combinacdo destas caracteristicas justifica o fato do
microscopio eletronico de varredura ser hoje um dos equipamentos mais utilizados na pesquisa
de materiais (SOARES-SOBRINHO, 2009).

Nesse tipo de microscopia a imagem €é formada coletando-se um sinal particular em
funcdo da posicdo do feixe sobre a amostra. No caso da deteccdo de elétrons secundarios, que
sdo os formadores mais comuns de imagem, é produzido um sinal elétrico a cada ponto varrido
na superficie da amostra. Ao mesmo tempo, este sinal é varrido através da tela de um tubo de
raios catodicos (CRT), enquanto o brilho deste sinal € modulado por um amplificador de
corrente do detector. A varredura do feixe de elétrons sobre a amostra €, portanto, sincronizada
com a varredura do sinal intensificado no CRT, preservando assim a correspondéncia espacial
entre a amostra e a imagem. A determinacdo da ampliacdo da imagem € extremamente simples,
uma vez que esta ndo envolve lentes, sendo a ampliagdo linear obtida pela razdo entre o

comprimento da varredura do sinal gerado na CRT e o comprimento da varredura do feixe sobre
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a amostra. Assim, uma area varrida na amostra de 100pm de comprimento e apresentada em
uma imagem com 10 cm de comprimento na tela de um monitor, corresponde a uma ampliagao
de 1.000 vezes (CANEVAROLO-JUNIOR et al., 2003).

3.8.5 BET (Brunauer-Emmet-Teller) e Tamanho de Poro

Assigla BET tem origem em Brunaer, Emmett e Teller, os nomes dos pesquisadores que,
em 1938, propuseram este método. Esta analise (também conhecida como ASA — analise de
area superficial) mede a area superficial especifica por unidade de massa e € um dos modos
mais antigos de caracterizagdo, consistindo na medida da fisissor¢do (adsorcéo fisica) de um
gés inerte, como o N2 que pode ser feita por um Unico ponto ou por varios pontos da amostra
(FERREIRA, 2009).

Existem vérias teorias para a medida da area superficial e porosidade utilizando a sorcéo
de gés. Para determinar a area superficial, amostras de sélidos sdo pré-tratadas aplicando-se
combinacdo de calor e vacuo ou fluxo de gas para remover contaminagdes adquiridas da
exposicao a atmosfera. O sélido é entdo resfriado, sob vacuo, um adsorbato (material que foi
retido pelo processo de adsor¢do) normalmente utilizado é o gas nitrogénio que é admitido ao
solido em aumentos controlados. Apés cada dosagem de adsorbato, a pressao € equilibrada e a
quantidade de gés adsorvido a cada pressdo, a uma temperatura constante, define uma isoterma
de adsorcdo, da qual a quantidade de gas exigida para formar uma Unica camada sobre a
superficie externa do sélido e seus poros € determinada (TEIXEIRA; COUTINHO; GOMES,
2001).

Com a area coberta por cada molécula de gas adsorvido conhecida, a &rea da superficie
pode também ser calculada. A medida que a adsorc&o continua a espessura da camada adsorvida
aumenta (FERREIRA, 2009; TEIXEIRA; COUTINHO; GOMES, 2001).

Os fundamentos da técnica analitica sdo: uma amostra acondicionada em um tubo sob
vacuo é resfriada a temperatura criogénica e exposta a um gas de analise sob uma serie de
pressdes controladas com precisdo. A cada aumento de pressdo, o numero de moléculas
adsorvidas na superficie aumenta. A pressdo na qual o equilibrio da adsor¢do ocorre é medida
e a lei universal dos gases é aplicada para determinar a quantidade de gas adsorvido. Qualquer

microporo na superficie é rapidamente preenchido, fazendo com que a superficie livre se torne
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completamente coberta e finalmente os poros grandes séo cheios. O processo deve continuar
até o ponto de condensagdo volumétrica do géas de anélise (OLIVEIRA, 2008; WEBER, 2008).

Em seguida o processo de dessorcdo deve comecar a0 passo que a pressdo €
sistematicamente reduzida resultando na liberacdo das moléculas adsorvidas. Assim como no
processo de adsorcdo, a variagdo na quantidade de gas na superficie do sélido é quantificada.
Estes dois conjuntos de dados descrevem as isotermas de adsorcéo e dessorcdo. As anélises das
formas das isotermas revelam informacGes sobre as caracteristicas da superficie e dos poros do
material (FERREIRA, 2009).

3.8.6 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

Os métodos térmicos sdo amplamente utilizados na caracterizacdo das substancias e dos
seus complexos, principalmente pela rapidez das andlises. Dentre o mais utilizado, tem-se a
calorimetria exploratoria diferencial (DSC), que permite a detec¢do qualitativa e quantitativa
de todos os processos em que requer producdo de energia. Essa técnica é uma derivada da
analise térmica diferencial (DTA), por isso, sdo consideradas técnicas semelhantes e
complementares, pois permitem avaliar as variagcdes entalpicas que ocorrem com uma dada
substancia durante um processo de aquecimento ou resfriamento. A palavra “diferencial”
enfatiza as medidas que envolvem tanto a propria substancia como o material de referéncia
(termicamente estavel) (STORPIRTIS et al., 2011).

E uma técnica bastante utilizada na pratica farmacéutica, devido a sua habilidade de
fornecer informacdes detalhadas sobre as propriedades fisicas e energéticas de uma substancia,
mostrando-se como um instrumento analitico importante na caracterizagdo de interagcdes no
estado sélido entre fArmacos e materiais transportadores. A formacdo de complexos pode ser
identificada nos perfis de DSC, pelo desaparecimento de picos endotérmicos ou exotérmicos e
variacoes relevantes na entalpia do farmaco puro e complexado (STORPIRTIS et al., 2011).

O DSC permite a deteccdo quantitativa e qualitativa de todos 0s processos em que a
entalpia é absorvida ou produzida (transformacgdes de fase endotérmica ou exotérmica). O
método usual de medida é o aquecimento de amostras teste e referéncia de tal maneira que a
temperatura das duas é mantida. Se uma transigdo de fase ocorre na amostra teste, o calor é
aplicado a esta amostra de modo que sua temperatura fique na mesma faixa que na amostra

referéncia, o calor adicional exigido gravado é usado para quantificar a energia da fase de
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transicdo. TransicOes exotérmicas, tais como, a conversdo de um polimorfo em um polimorfo
mais estavel, pode também ser detectada. Desde que o método seja quantitativo, o grau de
cristalinidade também pode ser calculado para sistemas em que o farmaco seja em parte amorfo
e em parte cristalino, entretanto, cristalinidade abaixo de 2% geralmente ndo pode ser detectada
por DSC (SOARES-SOBRINHO, 2009).

Quando a substéancia sofre um evento térmico, a diferenca entre o fluxo de calor na
amostra e na substancia referéncia é contabilizada frente ao tempo ou a temperatura em que
ocorreu, sob uma atmosfera especifica. Como resultado, tem-se as temperaturas e energias
envolvidas nos varios eventos térmicos ocorridos, tais como fusdo, temperatura de transicdo
vitrea e cristalizagdo, entre outros (MOYANO; BROUSSALIS; SEGALL, 2010).

Os principais fendmenos quimicos observados nas curvas DSC sdo: quimiossorcao,
dessolvatacdo, desidratacdo, decomposicdo, degradacdo oxidativa, oxidacdo em atmosfera
gasosa, reacdes de oxirreducdo, reacfes de estado sélido, polimerizacdo, reacdes cataliticas,
entre outras. Contudo, deve-se ressaltar que, nesta técnica, a temperatura de operagdo da célula
ndo excede 725°C (STORPIRTIS et al., 2011).

3.8.7 Termogravimetria (TG)

A termogravimetria (TG) é uma técnica de andlise térmica em que a variacdo da massa
da amostra, perda ou ganho, é determinada como uma funcdo da temperatura e/ou tempo
enguanto a amostra é submetida a uma programacao controlada de temperatura. Esta técnica
possibilita conhecer detalhadamente as alteragfes que o aquecimento pode provocar na massa
das substancias. Permite estabelecer a faixa de temperatura em que as mesmas adquirem
composicdo quimica definida ou as temperaturas em gue comecam a se decompor, bem como
para acompanhar o andamento de reacdes de desidratacdo, oxidacdo e decomposicdo
(CANEVAROLO, 2004).

Os experimentos sdo executados por meio de uma termobalanca, a qual apresenta
elevada sensibilidade, reprodutibilidade e insensibilidade a variagOes externas, bem como
rpida resposta as variagdes de massa. Os parametros experimentais incluem taxa de
aquecimento, atmosfera (N2 ou Oz), vazao de gas, quantidade de amostra, granulometria, forma

cristalina, composicdo do cadinho e o calor de reacao envolvido (IONASHIRO, 2004).
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Por meio da TG podem-se avaliar fendmenos quimicos (quimiossorcéo, dessolvatacéo,
decomposicdo, degradagdo oxidativa, degradacao redutiva e reacdes de estado solido) e fisicos
(desidratacdo, vaporizacao, sublimacdo, adsorcdo, dessorcdo e absorcdo). Pelas curvas TG
podem-se obter informacdes quanto a estabilidade e composicdo da amostra e seus produtos
intermediérios de reacdo, nessas curvas, 0s degraus correspondem a variagdes de massas, que
podem ser utilizados ainda para fins quantitativos. Nesse contexto, a derivada das curvas TG
(DTG) apresentam, para cada degrau, picos agudos, tornando a informacéo, visualmente, mais
acessivel e com melhor resolucdo (PEREIRA et al., 2009).

Trés modelos de TG sdo comumente usados: TG isotérmica, em que a massa da amostra
é registrada em funcdo do tempo a temperatura constante; TG quase isotérmica, em que a
amostra é aquecida a uma razao linear enquanto ndo ocorre variacdo de massa. A partir do
momento em que a balanca detecta a variacdo de massa a temperatura € mantida constante até
se obter um novo patamar, caracteristico de massa constante, e assim sucessivamente; TG
dindmica ou convencional, em que a temperatura da amostra varia de maneira predeterminada
preferencialmente, a uma razdo de aquecimento ou resfriamento linear (STORPIRTIS et al.,
2011).

3.8.8 Espectroscopia no UV-Visivel

O UV-Visivel talvez seja uma das técnicas mais utilizadas em todo o mundo, em
especial em analises quantitativas em laboratdrios quimicos, clinicos e farmacéuticos. Entre as
vantagens dela esta facilidade de manuseio ou operagdo, boa sensibilidade, boa exatiddo,
seletividade moderada e ampla aplicabilidade (ROCHA e TEIXEIRA, 2004).

Gil e colaboradores (2007) mostram que nesse tipo de andlise a relacdo fotometria-luz
deve ser encarada em termos de energia e ndo em termos de luz e cor. A energia, por sua vez,
apresenta relagdo inversa com o comprimento de onda, simbolizado por A, a unidade empregada
para medida de A é o nandmetro (nm). Na faixa espectral do UV-visivel, a interacdo entre
matéria e energia se da por transicdes eletronicas. Assim, a espectroscopia no UV-visivel é
também, convenientemente, denominada de espectrometria de absorcéo eletrénica.

O grau com que ocorre absor¢do da energia luminosa depende das transicGes eletronicas

possiveis para a molécula (matéria) e da intensidade de energia. Essa absorcdo, em cada
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comprimento de onda, depende da natureza da substancia, da concentracéo e do caminho ético
(GALO e COLOMBO. 2009).

O ponto de interseccdo de um grupo de espectros sobrepostos expressos em fungdo da
concentracdo, evidéncia a presenca de uma mistura de dois estados e é denominado ponto
isosbéstico. Em relacdo a espectroscopia de UV-Vis, a presenca de um ponto isosbéstico pode
ser considerada uma forte evidéncia para a formacgéo de complexo de incluséo. Por outro lado,
a inexisténcia desse ponto ndo significa a auséncia de complexos de inclusdo, uma vez que este
constitui somente uma parte da evidéncia em estudos de sistemas envolvendo complexos, a
qual é importante juntamente com outras provas consistentes (SOARES-SOBRINHO, 2009).

A principal aplicacdo do UV-visivel é o doseamento de farmacos, e pode ser obtido
segundo as seguintes configura¢bes metodoldgicas: amostra x padréo, amostra X equacao da

reta, amostra X extincao especifica e titulacdo fotométrica (GIL et al., 2007).

3.8.9 Microscopia de luz polarizada

A luz polarizada é uma técnica de aumento de contraste que eleva a qualidade da
imagem obtida com materiais birrefringentes quando comparada com outras técnicas, tais como
a iluminagéo de campo escuro e de campo claro, contraste de interferéncia diferencial, contraste
de fase, Hoffman contraste de modulacgéo, e fluorescéncia. Microscopios de luz polarizada tém
um elevado grau de sensibilidade e pode ser utilizado para ambos os estudos gquantitativos e
qualitativos orientados para uma vasta gama de amostras anisotropicas (SHAH et al., 2013).

A fim de realizar esta tarefa, 0 microscopio deve ser equipado com um polarizador,
posicionado no caminho da luz em algum lugar antes da amostra, e um analisador (um segundo
polarizador), colocado no caminho dptico entre a abertura traseira da objetiva e os tubos de
observacao ou porta da camera. O contraste de imagem resulta da interacdo da luz plano-
polarizada com um espécime birrefringente para produzir dois componentes individuais que
sdo ondas polarizadas em planos mutuamente perpendiculares. As velocidades destes
componentes sdo diferentes e variam com a direcdo de propagacao atraves do espécime. Depois
de sair do espécime, os componentes de luz tornam para fora da fase, mas sdo recombinados
com interferéncia construtiva e destrutiva quando eles passam atraves do analisador
(MURPHY; SPRING; DAVIDSON, 2015).
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Além disso, a técnica de aumento de contraste explora as propriedades Opticas
especificas, a anisotropia e revela informacdo detalhada sobre a estrutura e composicdo de
materiais que sdo de valor inestimavel para fins de diagndstico e de identificacdo (ROBINSON
e DAVIDSON, 2015).

Os materiais isotropicos, que incluem uma variedade de gases, liquidos, vidros, cristais
cubicos, demonstram as mesmas propriedades dpticas, quando sondado em todas as direcdes.
Estes materiais tém apenas um indice de refracdo e nenhuma restricdo na direcdo da luz que
passa através deles. Em contraste, os materiais anisotropicos, que incluem 90% de todas as
substancias sélidas, tém propriedades épticas que variam de acordo com a orientagdo da luz
incidente com os eixos cristalograficos. Eles demonstram uma gama de indices de refracéo,
dependendo tanto da direcdo de propagacéo da luz através da substancia como das coordenadas
do plano de vibragdo. Mais importante ainda, 0s materiais anisotropicos agem como
separadores de feixe e dividem os raios de luz em dois componentes ortogonais
(BIRREFRINGENCIA, 2014).

3.9 Ensaios de dissolucéo

O sucesso no desenvolvimento de novos farmacos requer ndo apenas estudos de
otimizacdo das interacdes ligante-receptor, como também é preciso que o farmaco atinja seu
alvo. Para que a absorcdo do farmaco ocorra € necessario que as suas moléculas estejam em
solucdo no local de absorcdo. Logo, a dissolucdo da forma farmacéutica sélida nos fluidos
gastrointestinais € um pré-requisito para que ocorra a absor¢do seguida da distribuicdo do
farmaco para a circulagdo sistémica, dependente em parte, da solubilidade do farmaco no meio
que o rodeia (SOARES-SOBRINHO, 2009).

Durante muitos anos o teste realizado para verificar a liberacdo do farmaco da sua forma
farmacéutica foi o de desintegracdo, o primeiro in vitro utilizado amplamente pela industria
farmacéutica, devido a seu baixo custo, rapidez e facilidade de execu¢do. Com o passar do
tempo, entretanto, ficou claro que apenas esse teste ndo era completamente adequado, uma vez
gue um comprimido pode ser rapidamente fragmentado em particulas menores que, por sua vez,
podem ndo liberar o farmaco totalmente ou na velocidade adequada para estar disponivel e
exercer seu efeito. O teste de dissolucdo mostrou ser mais importante na indicacdo da

efetividade clinica da formulacdo que o teste de desintegracdo, embora se acreditasse
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inicialmente que o tempo de desintegracdo estivesse diretamente relacionado com a
disponibilidade bioldgica do farmaco (MARCOLONGO, 2003).

Os ensaios de dissolucdo de farmacos é uma parte fundamental no desenvolvimento do
produto e producdo de medicamentos, sendo também empregados como uma ferramenta de
controle de qualidade para monitorar a libertagdo do farmaco comparando lote a lote a partir de
um produto. Esse é um teste oficial analitico, que envolve vérios passos de amostragem,
utilizado para avaliar a libertacdo do farmaco de formas farmacéuticas solidas e semi-solidas,
sob interface da temperatura e composi¢cdo do solvente padronizado, onde a quantidade
cumulativa de farmaco que é dissolvido num meio de dissolucdo é medida em funcéo do tempo
com base no ultravioleta. Os ensaios de dissolugdo foram desenvolvidos em primeiro lugar para
quantificar a quantidade e extensdo da libertacdo de farmaco a partir de formas orais sélidas,
incluindo comprimidos de libertacdo imediata/prolongada e cépsulas. Mais recentemente,
tornou-se importante a dissolucdo na libertacdo do farmaco teste de formas de dosagem, tais
como pos, comprimidos mastigaveis, comprimidos sublinguais e bucais, as gomas de mascar,
capsulas de gelatina mole, supositérios, emplastros transdérmicos, aerosséis e semi-sélidos
(AZARMI; ROA; LOBENBERG, 2007; PAAKKUNAINEN et al., 2009; QURESHI e
SHABNAM, 2003).

Esse ensaio é um pré-requisito para a absor¢do do farmaco que, por sua vez, influencia
a taxa e extensdo na qual a dose de um farmaco administrado atinge a circulacéo geral. Para
muitos farmacos que atravessam a mucosa intestinal facilmente o aparecimento de niveis de
farmaco vai ser controlado pelo tempo requerido para a forma farmacéutica libertar o seu
contetido de farmaco e, em seguida, para o farmaco dissolver-se. A proliferacdo de interesse na
dissolucdo pode ser atribuida, principalmente, para os farmacos que tendem a ser muito
insoltveis devido ao fato de que a etapa limitante da taxa de solubilidade no processo de
absorcédo do farmaco a partir do trato gastrointestinal é frequentemente a dissolucao do farmaco
a partir da forma de dosagem (JAMBHEKAR e BREEN, 2013).

Processos de dissolugdo de farmacos e seus efeitos indiretos sobre a biodisponibilidade
parecem ser processos interdependentes que sdo influenciados pelas propriedades fisico-
guimicas do farmaco, em especial farmacos hidrofébicos, porém a biodisponibilidade oral de
um farmaco é determinada por um ndmero de propriedades, incluindo a taxa de dissolucéo do
farmaco, a solubilidade, parametro termodinamico que representa a concentragéo da solucédo de

um farmaco em equilibrio com o soluto (fator que mais afeta a velocidade de dissolucéo),
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permeabilidade intestinal e metabolismo pré-sistémico, isso proporcionou um impulso para
caracterizar e estimar essas propriedades no processo de descoberta de farmacos. Varios
modelos de dissolucdo dos farmacos mostram que a difusividade do mesmo, a solubilidade no
trato gastrointestinal, a area de superficie do sélido umedecido pelo fluido luminal e a
hidrodinamica de fluidos gastrointestinais todos tém um papel crucial na determinacédo da taxa
de dissolucdo in vivo. Os agentes terapéuticos com solubilidades aquosas inferior a 100 mg/ml,
frequentemente apresentam limitacfes de dissolucdo para absorcao, portanto, todos os fatores
que influenciam a dissolucdo do farmaco provavelmente influenciam a absorcdo do mesmo e,
por conseguinte, a biodisponibilidade (MARCOLONGO, 2003).

E evidente que o tamanho de particula do p6, mais especificamente, a area de superficie
do pd, é um dos fatores importantes no processo de dissolucdo do farmaco. A area de superficie
da particula do pd, por sua vez, esta inversamente relacionada com o tamanho de particula e a
taxa de dissolugdo é diretamente proporcional a area de superficie disponivel para a dissolu¢éo.
Para farmacos pouco soluveis e muitos farmacos hidrofobicos, reducdo dos tamanhos de
particulas de cerca de 3-5 mm é freqlientemente utilizada como uma estratégia de sucesso para
aumentar a taxa de dissolucéo de farmacos. E importante notar que, para alguns farmacos uma
grande reduc¢do do tamanho das particulas pode levar a exposicdo das cargas de superficie, o
que pode retardar a velocidade de dissolucdo. Se o meio de dissolugéo exibe propriedades de
molhagem pobres, micronizacdo pode produzir aglomeracgdo das particulas de p6, o que pode
causar uma diminuicdo na taxa de dissolucdo, devido a um aumento da area de superficie
(JAMBHEKAR e BREEN, 2013).

Alem destes fatores, a permeabilidade da parede do TGI ao farmaco desempenha papel
importante na manutencgéo das condicdes sink (menos de 20% da concentracdo de saturacao)
na dissolucdo, as quais sao requeridas para atingir a taxa de dissolucdo mais rapida possivel.
Para farmacos altamente permeéaveis, as condi¢des sink sdo provavelmente mantidas, caso no
qual a taxa de dissolu¢do por unidade de superficie serd constante e proxima da taxa de
dissolucdo inicial. Para farmacos menos permeaveis, a taxa de dissolu¢do por unidade de
superficie diminuird com o tempo, devido ao aumento gradual do farmaco em solugdo no
lumen. As condi¢des do lumen do TGI variam largamente quer intra quer inter-individualmente,
a variabilidade inter-individual é devida a variagbes genéticas normais nas popula¢des bem

como de estados de doenga. A variabilidade intra-individual pode ser resultado do ritmo
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circadiano, ingestdo de alimentos, nivel de atividade fisica e nivel de estresse, entre outros
(MANADAS; PINA; VEIGA, 2002).

Quando um farmaco hidrofébico ndo é bem molhado pela agua, isto €, quando o angulo
de contato é elevado, a superficie do trato gastrointestinal pode facilitar a molhagem de um
farmaco por fluido luminal, aumentando assim a capacidade do fluido gastrointestinal penetrar
entre as particulas do p6 e em poros. O farmaco pode ser considerado "pouco soltvel”, quando
a sua velocidade de dissolugdo é mais lenta do que 0 tempo que leva para atravessar seus sitios
de absorcéo, o que resulta em biodisponibilidade incompleta (JAMBHEKAR e BREEN, 2013).

Portanto, a dissolugéo in vitro tem sido reconhecida como um elemento importante no
desenvolvimento de medicamentos. O desenvolvimento de novas formulagdes com perfis de
liberacdo modificada justifica a necessidade de definir especificacdes e critérios de aceitacdo
alternativos, com o objetivo de se manter a credibilidade e validade dos resultados. Aumentar
a taxa de dissolugdo de farmacos fracamente solUveis e a sua biodisponibilidade vem sendo um
desafio importante para os cientistas farmacéuticos (KHADKA et al., 2014).

A escolha da aparelhagem para realizacdo do teste de dissolucdo é determinada pelas
caracteristicas fisico-quimicas da forma farmacéutica. A pa agitadora (Figura 10) € um modelo
simples, robusto, adequadamente definido, padronizado e utilizado em todo o mundo, sendo
consequentemente fundamentado numa vasta experimentacao, razdo pela qual é recomendado
nos compéndios oficiais como primeira escolha para os ensaios de dissolucdo in vitro de
formulacGes de liberacdo imediata ou modificada. O aparelho é constituido por um recipiente
cilindrico de fundo arredondado, de vidro ou outro material transparente apropriado néo
reagente e que ndo interfira no teste de nenhuma maneira, munido de uma tampa, que evita a
evaporacdo e que tem um orificio central destinado & passagem da haste do agitador, e varios
outros, que permitem a introducdo de um termémetro e dispositivos para coleta de amostras;
um agitador constituido por uma haste vertical, que na extremidade inferior tem fixada uma pa,
cuja forma corresponde a uma porc¢éo de circulo delimitada por dois planos paralelos. A haste
deve ser montada de tal modo que o eixo ndo se afaste mais de 2 mm do recipiente e a parte
inferior da pa se situe a uma distancia de 25 mm (x2 mm) do fundo do recipiente. A parte
superior da haste do agitador liga-se a um motor munido de um regulador de velocidade. A
rotacdo do agitador deve ser uniforme, sem oscilacdes aprecidveis; um banho termostatizado,
que permite manter a temperatura do liquido de dissolugédo a 37 °C (+0,5 °C) durante todo o
ensaio (MARCOLONGO, 2003).
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Figura 10 - Modelo de agitador de dissolutor no modelo de pas.
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Fonte: FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010.

Sdo estabelecidas também algumas recomendacGes, como utilizagdo de meio aquoso,
meios de dissolucdo tipicos listados na USP sdo acido cloridrico diluido e tampdes na gama de
pH fisioldgico, valores de pH recomendados variam entre as diversas farmacopéias, devendo
situar-se entre 1 e 7,8. Valores mais elevados de pH devem ser justificados caso a caso e, em
geral, ndo deverdo ser superiores a 8, temperatura deve estabelecer-se a 37 °C (0,5 °C), as
velocidades de rotacao s@o variadas, podendo ser usualmente entre 50 e 100 rpm. No caso do
aparelho de fluxo continuo, deve-se estabelecer um caudal entre 8 e 50 mL/min. Quanto aos
cilindros oscilantes, a velocidade ou o tempo de cada revolucdo é especificada em cada
monografia (AZARMI; ROA; LOBENBERG, 2007).
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A velocidade intrinseca de dissolucdo (VID) é uma caracteristica inerente a cada
substancia solida e, diferentemente das medidas de solubilidade, que se baseia em equilibrio,
esta constitui um parametro cinético dependente da molhabilidade e da difusibilidade do
composto. A determinacdo da VID fornece indicios se determinado farmaco apresentara
problemas de biodisponibilidade em func&o de suas caracteristicas de dissolucéo. Levando em
consideragdo a natureza quimica da substancia o estado amorfo, cristalino e a existéncia de
polimorfos sdo alguns dos fatores a se considerar. Geralmente, substancias amorfas sdo mais
sollveis que as cristalinas, assim como substancias anidras sdo mais sollveis que as hidratadas
do mesmo farmaco (MARCOLONGO, 2003).

As formas farmacéuticas sélidas orais de liberacdo modificada sdo aquelas em que a
formulacdo propicia uma modificacdo na taxa ou local onde o farmaco é liberado, estas estdo
adquirindo importancia cada vez maior, quer pelas suas vantagens ao nivel da aceitacao por
parte do paciente, quer pelas vantagens terapéuticas que apresentam face as correspondentes
formas farmacéuticas solidas de liberacdo convencional. Por este fato, e no seguimento da
evolucdo relativa as formas farmacéuticas de liberacdo modificada, é necessario desenvolver
estudos de dissolucdo, com elevado grau de confianca, que traduzam in vitro resultados obtidos
in vivo (MANADAS; PINA; VEIGA, 2002; MARCOLONGO, 2003).

Varios sdo os fatores que devem ser levados em consideracdo no desenvolvimento de
um teste de dissolucdo para essas formas, mecanismo de liberacdo do farmaco, propriedades
fisico-quimicas e farmacocinéticas, variabilidade nas condic¢des in vivo como presenca de
alimentos no TGI e horério de administracdo. Nas formulacdes de liberacdo prolongada, devido
aos diferentes mecanismos envolvidos na liberacdo do farmaco a partir deste tipo de formulacao
ndo é possivel estabelecer especificacdes padronizadas. Genericamente, as especificacdes a
estabelecer para estes casos consistem em pelo menos trés pontos:

- 1°ponto — 1 a 2 horas — liberacao de 20-30% do teor rotulado: pretende-se prevenir a liberacdo
imediata de toda a dose;

- 2° ponto — deve definir o padrdo de dissolucdo, devendo por isso corresponder a liberacéo de
cerca de 50% do teor rotulado;

- 3° ponto — deve garantir a quase totalidade da liberacdo da dose (a partir de 80% do teor
rotulado). Os ensaios de dissolucao efetuados como controle de qualidade prolongam-se até o
tempo em que pelo menos 80% do farmaco esta dissolvido. Periodos de ensaio mais curtos

podem ser aceitos em casos especiais, mas requerem justificacdo baseada em estudos
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comparativos in vitro e in vivo que deverdo cobrir um periodo minimo de 24 horas
(MANADAS; PINA; VEIGA, 2002; MARCOLONGO, 2003).
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MATERIAL E METODOS
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4 MATERIAL E METODOS

Os materiais e métodos, utilizados durante toda a parte experimental do presente

trabalho, estdo descritos a seguir.

4.1 Material

O BNZ foi adquirido do LAFEPE® - lote 301045, enquanto a ZIF-8 — lote S45328-308
foi doada pelo Laboratério de Terras Raras-UFPE.Também foi utilizada acetona (Quimica
Moderna® - lote 03196) e agua ultra-pura (Mili-Q®).

Para o preparo dos meios do ensaio de dissolucdo, utilizaram-se fosfato de potassio
(Vetec® - lote 1007140) e hidroxido de sodio (Sigma Aldrich®- lote SLBM7637).

4.2 Obtencao do Sistema microparticulado BNZ:ZIF-8

A Figura 11 esquematiza o processo de producdo dos sistemas BNZ:ZIF-8. O mesmo
procedimento foi utilizado para a producdo de sistemas em diferentes proporcées (1:1, 1:3 e
3:1), tendo como base os pesos moleculares do BNZ e da ZIF-8, como sendo 260,25 e 229,61
g.mol, respectivamente. Inicialmente, o farmaco foi disposto em erlenmeyers com capacidade
para 250 mL e solubilizado em &gua ultra-pura (Mili-Q®) ou acetona, nas concentragdes de 15
e 20 um.mL? respectivamente. A idéia de testar dois diferentes solventes visa a otimizag&o de
obtencdo dos sistemas, tanto reduzindo o nimero de moléculas de dgua incorporadas a ZIF-8,
como reduzindo o custo do processo no que tange uso de solvente organico e gasto de energia
elétrica devido ao menor tempo no procedimento de agitag&o.

A solucéo de BNZ foi sonicada, com sonicador Limp Sonic®, modelo LS-3D-2-x, por
10 minutos, a fim de garantir a completa solubilizacdo do farmaco. Em seguida, a ZIF-8 foi
adicionada a solucéo e o volume foi completado para 250 mL, seguido de agitacdo intermitente
em Agitador Magnético MA089 Marconi® com auxilio de barra magnética por sete dias.
Diariamente, 0,33 mL do sobrenadante foi coletado para posterior filtragdo com filtro
microporoso 0,2 um e quantificagdo em espectroscopia por absorgéo na regido do Ultravioleta-

Visivel (UV-Vis) do Modelo 1240, Shimadzu® — com auxilio de uma curva de calibrago
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previamente realizada (Equagao da reta: y=0,0316x-0,0003; r’= 0,9994) — para a construcéo de
uma curva de incorporacdo aparente do BNZ a rede da ZIF-8.

Essas curvas de calibragdo foram construidas, tomando como base o método
desenvolvido por Soares-Sobrinho e colaboradores (2006). O experimento visou o decaimento
da concentracdo do farmaco, justificada pela sua incorporacdo a malha da ZIF-8. Tal
decaimento foi avaliado diariamente e a porcentagem de BNZ incorporado foi mensurada
subtraindo o valor da concentracdo real utilizada no experimento pela concentracdo dissolvida

encontrada, representadas em termo de porcentagem (Equacao 1).

Cfinal x 100

%BNZincorporado = ( ) — 100 (Equa(;éo 1)

Cinicial
Onde: C — concentracao.

Apos as referidas etapas, procedeu-se a secagem do material através de liofilizacéo
(Liofilizador L101 LioTop®) ou estufa de secagem com fluxo de ar a 35 °C (Ethik Technology®)

até completa secagem, para os sistemas obtidos com agua e acetona, respectivamente.

Figura 11 - Fluxograma para obtengédo dos Sistemas microparticulados BNZ:ZIF-8.
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Todo esse procedimento ocorreu em triplicata e protegido da luz, devido a
fotossensibilidade inerente a molécula do BNZ, como foi observado por trabalhos anteriores do
grupo (SANTOS et al., 2015).

No caso da obtengdo em acetona, os erlenmeyrs foram vedados por rolhas, a fim de
reduzir a volatilidade do solvente. O solvente volatilizado foi reposto apos verificacdo de perda

de massa, tomando como base o valor de 0,79 g.mL™ para acetona.
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Em seguida foi realizada a redispersao do sistema em &gua — a fim de suspender o BNZ
residual — seguido de filtragéo e centrifugacéo a 2000 rpm repetidamente a cada dez minutos, a

fim de garantir o real valor de farmaco associado.

4.3 Caracterizacdo do Benznidazol, Mistura Fisica e Sistemas microparticulados
BNZ:ZIF-8

A seguir, estdo expostas todas as técnicas de caracterizacao fisico-quimica que exploram
0 material trabalhado a fim de corroborar a formacéao do sistema. Para fins comparativos foram
obtidas Misturas Fisicas (MF) na proporcéo molar 1:1 (mol:mol) mediante simples agitacédo (5

minutos) em frasco de penicilina.

4.3.1 Espectrofotometria de absor¢éo na regido do Ultravioleta-Visivel (UV-Vis)

Para a obtencéo da varredura de 200 a 1000 nm por espectrofotometria na regido UV
utilizou-se espectrofotdémetro ultravioleta da marca SHIMADZU® UV-Vis mini 240 PC e

cubetas de quartzo de secdo transversal de 1 cm.

4.3.2 Andlise térmica

A seguir, foram descritas as técnicas de analise térmica utilizadas para determinacéo do
perfil térmico do BNZ, ZIF-8, mistura fisica (MF) e sistemas BNZ:ZIF-8 (1:1).

4.3.2.1 Termogravimetria (TG)

As curvas TG foram realizadas por meio de termobalanca Shimadzu®, modelo DTG 60-
H, em atmosfera de nitrogénio em fluxo de 50 mL.min, sendo a massa da amostra cerca de 3
mg (+ 0,05) para 0 BNZ e a ZIF-8 isolados e 6 mg (£ 0,05) para as MF e sistemas, as amostras

foram acondicionadas em cadinho de platina na faixa de temperatura de 25 a 1000°C na razéo
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de aquecimento de 10°C.min™. Antes dos ensaios, a termobalanca foi verificada com oxalato

de zinco.

4.3.2.2 Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

A curvas de DSC foram obtidas utilizando Calorimetro Shimadzu® DSC-60 interligado
ao software Shimadzu® TA-60WS com atmosfera de nitrogénio de 50 mL.min e razéo de
aquecimento de 10 °C.min, na faixa de temperatura de 25-500°C. As amostras foram
colocadas em porta-amostra de alumina hermeticamente fechada com massa de 3 mg (z 0,2)
para BNZ e ZIF-8 isolados e 6 mg (x 0,2) para MF e sistemas. As determinacdes foram
realizadas em triplicata. indio e zinco foram utilizados para calibrar a escala de temperatura e a

resposta de entalpia.

4.3.3 Espectroscopia de absorc¢do na regido do infravermelho com Transformada de Fourier
(FT-IR)

Os espectros de infravermelho do BNZ, MF e sistemas foram obtidos utilizando o
equipamento Perkin Elmer® (Spectrum 400) com dispositivo de reflectancia total atenuada
(ATR) com cristal de selénio. As amostras a serem analisadas foram transferidas diretamente
para o compartimento do dispositivo de ATR. Os resultados foram obtidos por meio de
varreduras de 4500 a 600 cm™.

4.3.4 Difratometria de Raios-X (DR-X)

A andlise de DR-X foi realizada em difratdmetro XRD-7000 da SHIMADZU®,
equipado com &nodo de cobre a uma velocidade de varredura de 1,2°.min, na faixa do angulo
20 de 5° - 45°.

Por se tratar de um material lamelar, o calculo do espacamento basal é uma 6tima

ferramenta para comprovar a formacdo dos sistemas. O espaco entre as lamelas pode mudar
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com o aporte do farmaco, tanto devido a forma fisica, como a presencga de cargas elétricas
(XIONG et al., 2015).

O célculo do espacamento basal foi realizado através da equacdo de Bragg:

2.d.sen0 = n.A (Equacéo 2)

Onde: d - espacamento basal; sen © - seno do angulo theta; n — constante; e A -

comprimento de onda do cobre.

4.3.5 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A amostra foi preparada sobre dupla fita de carbono contida em suporte (stub) de cobre
e metalizada sob vacuo com a deposicdo de uma fina camada de ouro. As andlises de MEV
foram obtidas por microscopio eletronico de varredura da SHIMADZU®, modelo SS-550, com
filamento de tungsténio e com acoplamento para dispersdo de energia (EDS), utilizando

aumento de 300 a 750 vezes.

4.3.6 Microscopia de luz polarizada

Foi utilizado um microscdpio petrogréfico de marca Olympus®, modelo BX 51, com luz
polarizada para a identificacdo das propriedades Opticas das amostras, com uso do software do
préprio microscopio para a obtencdo das imagens com escala para registro. Como meio
isotropico difuso de fundo foi utilizado uma laminula de vidro com 1 mm de espessura. J4 como
meio anisotropico difuso de fundo foi utilizado uma lamina polida de quartzo hialino, gerado
através de um corte subparalelo a secéo basal do cristal e apresentando uma espessura de 1,1

cm.

4.3.7 Tamanho de particula por granulometria a laser, analise de area superficial e tamanho e

volume de poros
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As amostras foram dispersas numa solugdo de tensoativo Triton X 100 a 0,02% e,
posteriormente, foi submetido & sonicacdo durante 3 minutos. Para a analise da distribuicdo
granulométrica, um analisador da distribuicdo de particula Microtac® S3500 foi utilizado, com
o tempo de medicdo de 10 segundos, e um fluxo de 70%. Foi utilizado o método Fraunhofer.

A érea de superficie especifica (Sger) foi calculada com base no método Brunauer-
Emmett-Teller (BET) e a distribui¢do dos tamanhos e volumes do poro foi derivada do método
de Barrett-Joyner-Halenda (BJH). Foi utilizado analisador de area superficial ASAP2440
Micrometrics®, e software para determinagdo da Sget. Aproximadamente 200 mg das amostras
de BNZ e ZIF-8 foram degaiseficadas por 48 horas a 110 °C para remocéo de qualquer material
adsorvido na superficie do material. As analises foram decorridas na temperatura de atomizagéo
de 160 °C com fluxo de ar de 350 mL/h. A adsorcdo fisica progressiva de nitrogénio no material

foi feita a 77K, com posterior dessorcao.

4.3.8 Ensaio quantitativo de solubilidade

O ensaio quantitativo de solubilidade foi realizado a fim de definir as condiges sink,
dado importante para a realizacdo do ensaio de dissolucdo, a ser descrito no item 4.4.

Excesso de BNZ (aproximadamente 200 mg) foi previamente pesado numa balanca da
marca Shimadzu® modelo AUX 220 e adicionado a tubos de ensaio contendo 10 mL de agua
ultra-pura Mili-Q® (pH 5,1), sendo posteriormente submetidos & agitacdo constante
(aproximadamente 75 rpm) em banho-Maria DUBNOFF 304-D®, por durante 7 dias a
temperatura ambiente. Aliquotas foram retiradas nos dias 1, 4 e 7, a fim de quantificar a
concentra¢do maxima dissolvida, visando evidenciar a concentracdo de saturacdo do BNZ em

agua a temperatura ambiente.

4.4 Estudo dos perfis de dissoluc¢éo in vitro

Os ensaios de dissolucdo foram realizados a fim de definir os sistemas que melhor
apresentasse perfil de liberagdo modificada. Meios de dissolucdo em diferentes pH’s (4,5 e 7,6)

foram utilizados para mensurar essa liberacéo. Os ensaios foram feitos sob temperatura de 37
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+ 0,5 °C, utilizando 500 mL de tampdes fosfato como meios de dissolucdo, aparato 2 (pa) e
velocidade de rotagdo 75 rpm, utilizando dissolutor Varian® VK 7010.

Foram pesadas em balanca Shimadzu® do modelo AUX 220 quantidades equivalentes a
36,66 mg de BNZ. Em intervalos de tempo predefinidos de 0,08, 0,25, 0,5, 0,76, 1, 2, 3, 4, 5,
6, 7h ou até que houvesse uma liberagdo do farmaco superior a 80%, 5 mL das amostras foram
coletadas, filtradas em filtro de membrana 0,20 pum e, quando preciso diluidas em 15 mL, para
quantificacdo do teor de BNZ por espectroscopia no UV-Vis mini a 323 nm (Modelo 1240,
Shimadzu®), utilizando a metodologia previamente validada (SILVA et al., 2007; SOARES-
SOBRINHO etal., 2006). Foi efetuada a reposicéo do meio de dissolugdo com o mesmo volume
de cada aliquota retirada. Todos os ensaios foram efetuados em triplicata.

Os perfis de dissolucdo foram avaliados e comparados utilizando o parametro de area
sob a curva (AUC), percentagem de farmaco dissolvido por tempo de coleta e eficiéncia de

dissolugéo.

4.4.1 Tratamento de dados

Os dados de dissolucdo foram corrigidos quanto a perda de volume e farmaco durante
as coletas, de acordo com calculo similar ao encontrado na literatura (ARONSON, 1993;
SINGH; KAUR; SINGH, 1997). A equacdo 3 representa a corre¢ao da concentragao (Ceorr) €m

teste de dissolugdo em que ha reposicao.
Ceorr= Cn + %Z’f‘l Ci (Equacéo 3)

Na equacéo, Cn € a concentracdo no ponto de coleta n, V1é o volume total inicial, Vs é
o0 volume das coletas e Ci é a concentracdo das amostras nos pontos anteriores a n.

A eficiéncia da dissolugdo (ED%) foi calculada nos tempos correspondentes a 0,25, 0,75
e 2h para BNZ, MF e Sistemas em pH 4,5 e 0,25, 2 e 7h para os mesmos em pH 7,6. A ED% ¢
a area sobre a curva no tempo t da curva de dissolucao expressa como porcentagem da area do
retangulo em y'%°% no mesmo tempo t (KHAN, 1975; KHAN e RHODES 1972). O célculo de
area sob a curva (AUC) e ED% foi realizado com auxilio do software Origin® 8 da Origin Lab

Solutions e Microsoft Excel® 2007.
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4.4.2 Modelos cinéticos

Os resultados do perfil de dissolucdo também foram analisados quanto ao ajuste a
modelos cinéticos. A equacao de regressdo da reta foi determinada para linhas de tendéncia dos
gréaficos correspondentes, seguindo as férmulas gerais (Tabela 1).

A escolha do modelo matemaético foi realizada a partir do coeficiente de determinagéo
(R?) e do coeficiente de determinagéo ajustado (RZajustado), 0 Ultimo é calculado pela equagéo 4,
guanto mais préximo de 1 o valor numérico de RZjustado Mmelhor a amostra se ajusta ao modelo
(ZHANG et al., 2010).

Rzajustado =1- Z_:; X (1- RZ) (Equacéo 4)

Onde n é o nimero de pontos da amostra, p é o nimero de parametros do modelo e R?
é o coeficiente de determinacao.

Os calculos foram realizados utilizando o software Microsoft Excel® 2007 e o add-in
DDSolver® (ZHANG et al., 2010).

Tabela 1 — Modelos matematicos de cinética usados na avaliacdo do perfil de dissolug&o.

Modelo Equacgao* Gréficos plotados
Ordem zero Qo =0Q:t + Ko.t Qo versus t
Primeira ordem InQt=1In Qo + K.t log Q: versus t

Higuchi Q:t = Kn.t¥2 Q: versus t *
Peppas-Sahlin MyM_ = K1.t™ + Ka.t2" MyM_versus (™
Korsmeyer-Peppas MyM_= K.t My/M_versus t

* Q¢ - quantidade de farmaco liberado no tempo t; Qo — quantidade inicial de farmaco em solugdo; Q_-
quantidade de farmaco dissolvida no tempo total; M; — quantidade de farmaco dissolvido no tempo t; M_
- quantidade total de farmaco dissolvido quando a forma farmacéutica se desintegra por completo; Ko,
K1, Kz, Ku, constantes caracteristicas de cada modelo; t — tempo. Fonte: Adaptado de SANTOS, 2011.
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RESULTADOS E
DISCUSSAO
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Com base nos resultados obtidos, foi feita uma criteriosa discussao sobre a consequéncia

dos achados. Os resultados e a discussao estdo descritos a seguir.

5.1 Obtencao dos Sistemas microparticulados BNZ:ZIF-8

A seguir, estdo descritos os resultados obtidos e a respectiva discussdo no que tange o

método para obtencdo dos sistemas microparticulados BNZ:ZIF-8.

5.1.1 Aspecto macroscopico

Em ambos os sistemas obtidos ndo foram observadas mudanca de coloracdo. Em relagéo
a morfologia macroscopica do pd, os sistemas apresentaram caracteristicas bem diferentes da
amostra isolada e MF, principalmente com base na reduzida higroscopicidade — caracteristica

relevante do BNZ — e na mudanca da estrutura do p6 para um formato espiculado.

5.1.2 Avaliagdo da incorporagdo do farmaco na ZIF-8 na proporgéo de 1:1

Através da espectroscopia por absor¢do na regido do UV-Vis foi possivel determinar o
comprimento de onda de leitura a ser utilizado para a quantificacdo da incorporacdo do BNZ.
Com base na varredura (200-1000 nm) (Figura 12), o BNZ teve méxima absor¢do em 323 nm,
enquanto a ZIF-8, em 243 nm. Embora a ZIF-8 também apresente pico de absor¢do na regido
do UV-Vis, 0 método ndo perdeu em seletividade, pois a mesma ndo absorve no mesmo
comprimento de onda do BNZ — em 323 nm, a ZIF-8 apresenta um valor de 0,004 de
absorbancia. Em adicéo, a ZIF-8 é insoltuvel em agua e em solventes apolares, sendo excluida

do analito no momento que a amostra é filtrada (ALVES, 2013).
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Figura 12 - Varredura do espectro de absorcao na regido do UV-Vis do BNZ e da ZIF-8.
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Através da analise das curvas de calibracdo e o calculo de incorporagdo aparente do

BNZ a rede da ZIF-8, foi possivel ver o decaimento da concentracdo do farmaco justificada

pela incorporacdo a malha da ZIF-8. Essas curvas de incorporagdo estdo demonstradas na

Figura 13.

Figura 13 - Curvas de incorporacao do BNZ a rede da ZIF-8 em agua (preto) e em acetona (vermelho).
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Além das proporgdes de 1:1, também foi obtido sistemas em proporgdes 1:3 e 3:1
(BNZ:ZIF-8), porém a quantidade de farmaco incorporado a ZIF-8 nestas propor¢des foram
menores que na de 1:1, devido a este fato os estudos seguiram apenas com 0s sistemas
BNZ:ZIF-8 (1:1).

A partir das curvas de incorporacdo foi possivel observar que, passados 4 dias de
agitacdo, o valor de incorporagdo do BNZ a ZIF-8 foi nulo para o sistema obtido em meio
aquoso. O sistema obtido em acetona apresentou menor ponto de concentracdo no dia 4,
totalizando, aproximadamente, 38% de incorporacao. Os valores das concentracdes iniciais e

finais estdo dispostos na Tabela 2.

Tabela 2 - Concentracdo inicial do BNZ e concentracdo analisada no momento da coleta (dia 4) com
respectivo desvio padréo.

Sistema Concentracéo inicial Concentracdo media dia 4
BNZ:ZIF-8 (1:1) (ug.mL™?) (ug.mL™?)
Obtido em meio aquoso 15,00 15,23 £ 0,29
Obtido em meio acetona 20,00 12,83 + 0,98

FONTE: Autoria propria.

Entretanto, este valor pode compreender ndo somente ao farmaco complexado a
cavidade da ZIF-8, mas também aquele adsorvido a superficie da mesma. Dessa forma, visando
corroborar o resultado obtido, foi realizada a redispersao do sistema em agua. O objetivo deste
passo foi corroborar o valor real de incorporacao do farmaco a rede da ZIF-8, esperando-se que
todo o BNZ fracamente adsorvido fisicamente a ZIF-8 fosse liberado devido a intensa forca
centrifuga aplicada. De fato, foi possivel comprovar que, apés a centrifugacao, a quantidade de
farmaco incorporado diminui, mas isso ocorre em pequena quantidade (3 a 4%).

Contudo, os experimentos demonstraram baixissimo desvio padrdo dos pontos isolados
no tratamento estatistico, evidenciando a confiabilidade dos resultados. Em adic¢éo a este fato,
foi padronizada a obtencdo de sistema BNZ:ZIF-8 em acetona mediante agitagéo por 4 dias.

Com isso, a obtencdo de novos sistemas foi realizada ao final do quarto dia de agitacao

intermitente, seguido de caracterizacdo, a fim de corroborar a reprodutibilidade da obtencéo de
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sistemas com as mesmas propriedades fisico-quimicas, garantindo assim a producgdo

continuada.

5.2 Caracterizacao do Benznidazol, Mistura Fisica e Sistemas microparticulados

A sequir, estdo descritos os resultados obtidos e a respectiva discussao da caracterizagéo
fisico-quimica dos materiais estudados.

5.2.1 Anélise térmica

Estdo descritos a seguir os resultados e respectiva discussao da analise térmica
realizada no BNZ, ZIF-8, MF e sistemas BNZ:ZIF-8 (1:1).

5.2.1.1 Termogravimetria (TG/DTG)

A curva TG do BNZ (Figura 14) evidenciou uma perda de massa de 1,62%, entre 30-
105 °C referente ao teor de 4gua presente na amostra. A degradacdo térmica do farmaco isolado
foi observado em apenas um unico evento (257,15-297,13 °C) (DTGpico=287,43 °C). Foi
verificada uma perda de massa de 45,66%.

Embora seja uma molécula hibrida, com uma porcdo organica, a curva TG da ZIF-8
(Figura 14) demonstrou a boa estabilidade térmica da molécula. Primeiramente, foi possivel
evidenciar a perda de massa de até 2,16% na faixa de temperatura entre 30 e 125 °C. Este valor
pode estar relacionado a perda de moléculas de agua presentes nas cavidades ou na superficie
da ZIF-8 (AN; GEIB; ROSI, 2009). Até 460,40°C, ha degradacdo de apenas 7% da massa
inicial, o que evidencia a alta estabilidade térmica da ZIF-8. No intervalo de 535,69-578,16 °C
foi possivel observar uma perda de massa significativa — melhor evidenciada pela curva DTA
— de 24,32%, relativo a degradacdo da porcdo organica da molécula, o imidazolato. A partir de
entdo, a amostra apresenta decaimento lento, de baixa resolugdo, sem picos aparentes, sendo
dificil identifica-los até mesmo pela curva DTG, provavelmente referentes a decomposi¢éo

térmica da porgdo inorganica da ZIF-8, até a formac&o de 6xido de zinco (620,35-720,11 °C —
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41,91% de perda de massa). Estes resultados estdo em consonancia com trabalhos anteriores de
pesquisadores importantes na area (ALVES, 2013; LIU et al., 2011; ORDONEZ et al., 2010).

Na curva TG da MF BNZ:ZIF-8 1:1 (Figura 14) foi possivel evidenciar a antecipacédo
da degradacao térmica do farmaco isolado, agora ocorrendo no intervalo entre 229,89-247,23
°C (DTGpico=238,04 °C), subsequente a fusdo do farmaco. Entretanto, foi observada uma
reducdo significativa da perda de massa (24,49%), sugerindo uma possivel protecdo térmica
devido a essa reducédo na perda de massa. Em relacdo a degradacédo da ZIF-8, o primeiro evento
de degradacao térmica — referente a degradacdo do imidazolato — foi observado em um intervalo
bastante diferente do evidenciado para a ZIF-8 isolada (entre 410,89-448,54 °C), também
apresentando a reducdo da perda de massa (11,55%). Este fato sugere que a interacdo fisica
entre farmaco e ZIF-8 pode desestabilizar a por¢do organica desta ultima. Em seguida, foi
observado o decaimento da curva TG até, aproximadamente, 975,07 °C correspondente ao
Oxido de zinco residual (36,78% de perda de massa).

A curva TG do sistema BNZ:ZIF-8 obtido em meio aquoso (Figura 14) evidenciou uma
perda de massa de 4,17% entre 38,18-136,32 °C, referente a perda de dgua adsorvida e presente
no interior da ZIF-8. E importante salientar que esse valor é, aproximadamente, o dobro do
valor obtido para a ZIF-8 isolada, sugerindo que ha mais moléculas de dgua neste sistema, 0
que pode acarretar no impedimento da entrada do BNZ. Também foi possivel observar uma
antecipacdo bastante pronunciada do evento relacionado a degradacdo do farmaco,
demonstrando uma sobreposicdo ao pico relacionado a fusdo do mesmo (214,65-234,64),
acarretando uma perda de massa de 27,15%. Em relacdo a degradacdo da porcao organica da
ZIF-8, foi observado o mesmo valor de perda de massa (24,23%) no intervalo entre 392,28-
438,55 °C. Posteriormente foi analisada a perda de massa de 32,68% referente a decomposicao
térmica da ZIF-8 a 6xido de zinco. Pode-se observar que a formacdo do sistema antecipa 0s
principais eventos de degradacdo da molécula, porém, reduz a porcentagem de massa
decomposta, exceto ao se tratar da por¢ao imidazolato.

Na analise do sistema BNZ:ZIF-8 1:1 obtido em meio de acetona (Figura 14), foi
evidenciado um novo evento de perda de massa, entre 50,13-87,94 °C, com uma perda de massa
de 1,97%. Provavelmente, este evento esta relacionado a volatilizacdo da acetona que ainda
permanece no interior das cavidades da ZIF-8, uma vez que o decaimento pode ser observado
desde a temperatura ambiente, tendo a acetona baixas pressao de vapor e ponto de ebulicdo.

Este valor, ainda menor que o encontrado para a ZIF-8 isolada, ainda evidencia que ha uma
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menor quantidade de 4gua (umidade) presente na cavidade da ZIF-8, e que esta, portanto, cede
espaco para a ligacdo com as moléculas do farmaco. O restante da curva TG mostrou certa
consonancia com o0s resultados anteriores, provenientes da obtencdo do sistema em meio
aquoso. Foi observada uma antecipacdo da degradacao térmica do farmaco em relacdo ao BNZ
isolado (223,39-245,34 °C). Entretanto, foi observada uma reducdo ainda mais significativa da
perda de massa (26,49%). Tal resultado corrobora o fato de que o sistema pode influenciar
positivamente na estabilidade térmica do farmaco em relagdo ao mesmo isolado. A degradacéo
da porcéo inorganica da ZIF-8 ocorreu no intervalo entre 321,02-434,88 °C, com uma perda de
massa de 16,15%; seguida da decomposi¢do térmica até oxido de zinco (568,51-613,31 °C e
32,78% de perda de massa). Apesar de ter sido evidenciado que os valores de degradacédo da
ZIF-8 foram antecipados, ambos mostraram uma reducao significativa do teor decomposto. A
diferenca entre este perfil térmico e o evidenciado pela MF, pode ser um grande indicativo da

real formacéo do sistema onde o fArmaco esté presente nas cavidades da ZIF-8.

Figura 14 — Curvas TG do BNZ, ZIF-8, MF e Sistemas microparticulados BNZ:ZIF-8.
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5.2.1.2 Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

A curva DSC do BNZ (Figura 15) apresentou pico endotérmico referente a fusdo do
farmaco bastante intenso e definido, na faixa de temperatura entre 190,04-194,36 °C
(Tpico=191,44 °C) (AH=195,52 mJ). Em seguida, foi observado o pico exotérmico relacionado
a degradacdo do farmaco no intervalo entre 272,57-292,79 °C (Tpico=286,90 °C), o qual
apresentou grande desprendimento de energia (AH=1,8 J).

Na analise da curva da ZIF-8 (Figura 15) demonstra a auséncia de picos, caracteristica
inerente a natureza hibrida da molécula. Por se tratar de uma molécula hibrida orgéanica-
inorganica, os eventos de degradacgdo da ZIF-8 foram analisados através da curva TG/DTA, que
possibilitou o0 aquecimento da amostra até 900 °C podendo ser observada no Apéndice A. Nesta,
foi possivel observar dois eventos endotérmicos referentes a transicao de fase: o primeiro entre
535,69-578,16 °C; e o segundo, entre 620,35-720,11 °C. Estes valores e respectivas perdas de
massa estdo descritas na discussdo da curva TG da ZIF-8. Tal comportamento pode ser
observado em materiais contendo zinco e resultados semelhantes foram discutidos por Blachnik
e Siethoff (1996). As transicdes de fase solido-sélido sugerem mudancas conformacionais das
cadeias alquilicas, onde o nimero e a dimenséo das transformacgdes ocorrem em funcdo do
comprimento e do nimero dessas cadeias (BLACHNIK e SIETHOFF, 1996).

A partir da curva DSC da MF BNZ:ZIF-8 1:1 (Figura 15) foi possivel evidenciar a
antecipacdo do evento de fusdo do farmaco (187,82-194,28 °C). Embora este fato possa
identificar interacGes entre os componentes de uma formulacdo, a curva também evidenciou a
redugdo da energia de entalpia referente ao evento (AH=195,52 mJ). Este fenbmeno é
caracteristico de materiais poliméricos, tais como: PEG, PVP, HPMC; que possibilitam o
incremento da solubilidade do material, uma vez que ha necessidade de uma menor quantidade
de energia para solubilizar o farmaco. Tal comportamento ja foi amplamente discutido por
trabalhos anteriores do grupo (COSTA et al., 2013; LIMA et al., 2011). Dessa forma, fica claro
que a simples mistura fisica promove a formacéo de uma interacdo farmaco-excipiente, mesmo
sem ocasionar a formacédo propriamente dita da associagédo. Por outro lado, houve uma intensa
antecipacdo do evento relacionado a degradacdo do farmaco (Tpico=231,08 °C), quase
ocorrendo subsequente a fusdo do mesmo, entretanto, houve menor desprendimento de energia
(AH=1,09 J).

ALVES, A. E. G. Obtencdo de sistema microparticulado Benznidazol:ZIF-8 para liberacdo prolongada

otimizando o tratamento da doenca de Chagas, 2016.



83

Na curva DSC do sistema BNZ:ZIF-8 1:1 obtido em meio aquoso (Figura 15) foi visto
a antecipacdo do evento de fusdo (178,52-188,76 °C) (Tpico=184,38 °C), além da intensa
redu¢do da variagdo de entalpia (AH=472,73 mJ), o que pode identificar o incremento da
solubilidade do farmaco. Assim como na MF, o comportamento da grande antecipacdo da
degradacdo do farmaco se repetiu, agora ocorrendo na faixa entre 212,57-231,28 °C
(Tpico=223,16 °C), além de um aumento significativo da variacdo de energia despreendida
(AH=2,14)).

Em relacdo a curva DSC do sistema BNZ:ZIF-8 1:1 obtido em acetona (Figura 15), foi
possivel observar um evento endotérmico entre 54,17-62,85 °C, referente a volatilizacdo da
acetona. Esse comportamento, diferente do apresentado na MF e no sistema obtida com &gua,
pode caracterizar a formacao do sistema microparticulado. Na fusdo do farmaco foi observada
uma antecipacdo bem mais discreta (184,44-192,91 °C) (Tpico=189,97 °C). Esta variacdo — de
aproximadamente 2% — é descrita por muitos autores como uma faixa aceitdvel da
compatibilidade entre componentes de uma mesma formulacdo (COSTA et al., 2013; FERRAZ,
2014; VIEIRA et al., 2013). Logo, este comportamento pode identificar que o sistema obtido
em acetona é, de fato, mais eficiente no que tange a incorporacdo do farmaco. Entretanto, o
valor para a variagdo de entalpia foi maior em comparagdo ao farmaco isolado (AH=261,25
mJ), o que pode indicar que o sistema foi formado, uma vez que um novo perfil térmico foi
evidenciado. Em relacdo a degradacdo do farmaco, o evento exotérmico foi antecipado (216,72-
244,86 °C) (Tpico=234,14 °C), liberando uma energia de 1,8 J, exatamente idéntica a
apresentada pelo farmaco isolado.

Todas as informagfes supracitadas mostram a importancia da andlise térmica como
técnica de caracterizacdo de sistemas Drug Delivery. Através das curvas TG/DTG, DTA e DSC
foi possivel corroborar o fato de que o sistema microparticulado obtido em acetona possibilitou
a incorporacdo mais eficiente do farmaco, ora pela mudanca do perfil térmico, ora pela

compatibilidade entre os componentes utilizados.
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Figura 15 — Curvas DSC do BNZ, ZIF-8, MF e Sistemas microparticulados BNZ:ZIF-8.
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5.2.2 Espectroscopia de absorgéo na regido do infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR)

A técnica de infravermelho tem sido bastante utilizada para investigar possiveis
interacdes entre farmaco e carreador nos sistemas, ja que € capaz de detectar diferencas sutis na
energia vibracional entre estado amorfo e cristalino (SATHIGARI et al., 2012; SHAH et al.,
2013).

O espectro do BNZ (Figura 16) apresenta picos caracteristicos, principalmente quando
se leva em consideracdo as bandas tipicas das amidas (vibracdo de estiramento N-H),

estiramento de carbonila (banda amida I) e deformagdo N-H (banda amida II), aléem das

ALVES, A. E. G. Obtencdo de sistema microparticulado Benznidazol:ZIF-8 para liberacdo prolongada

otimizando o tratamento da doenca de Chagas, 2016.



85

vibragdes decorrentes dos grupos benzilico e imidazoélico, e em particular, ao grupo nitro. A
banda oriunda das vibracdes de estiramento N-H, encontra-se em 3266 cm™, ja a banda de
estiramento da carbonila encontra-se em 1664 cm™ e a deformacdo de N-H (amida I1) em 1552
cm, caracterizando a amida secundaria. Além disso, a banda em 1292 cm™ ¢ atribuida ao
estiramento C-N. O conjunto de bandas em 3033, 3068, 3112 e 3269 cm™* surgem das vibracoes
de estiramento simétrico e assimétrico de metileno do grupo benzila e o estiramento dos C-H
aromatico, conforme demonstrado na figura 16. A regido dos harménicos e bandas de
combinagio (2000 a 1667 cm™), frequentemente Util na determinacio do nimero e posicéo de
substituintes em anéis aromaticos, parece pouco informativa no espectro, ndo sendo observadas
as quatro bandas de pequena intensidade que caracterizariam o benzeno monossubstituido
presente na molécula. A banda em 1355 cm™ é referente a vibragdo do estiramento simétrico
do grupo nitro (ROLIM, 2010).

Analisando a Figura 16 referente a ZIF-8, constatamos em 3132, 2962 e 2936 cm
estiramento C-H de compostos aromaticos, deformacéo axial assimétrica e estiramento de C-
H de alifatico referente ao anel imidazol, respectivamente. Em 1670 cm™ é observada a banda
do estiramento de C=C. Enquanto que as bandas de absorcdo C-N sdo observadas na regido de
1100 a 1400 cm™. Finalizando, n&o foi possivel observar o modo de estiramento Zn-N pois 0
mesmo ocorre no comprimento de onda entre 450 e 400 cm™ e as analises s6 foram possiveis
em equipamentos que trabalhavam com comprimentos até 600 cm™ (PARK et al., 2006).

O espectro da MF (Figura 16) corresponde a sobreposicao das bandas do BNZ e da ZIF-
8, onde € possivel notar a presenca de picos caracteristicos dos mesmos.

Em andlise do sistema BNZ:ZIF-8 (1:1) (Figura 16), os picos do BNZ e da ZIF-8 nédo
séo favorecidos, devido a sobreposi¢do dos mesmos. Entretanto, podemos sugerir a presenga
do farmaco em questdo, em virtude de em 3266 cm™ e 1292 cm™ existir a ocorréncia de uma
deformacéo axial da ligagdo N-H e C-N, respectivamente. Em 1664 cm™ ha uma diminuigio na
intensidade na banda da carbonila, em 1355 cm™ referente ao grupo nitro e 1552 cm™ que
corresponde a amida secundaria a diminuicdo da intensidade dos picos também é observada.
Adicionalmente, houve diminui¢do da intensidade da banda de absorcéo referente ao
grupamento C-N da ZIF-8 (1400 e 1302 cm™), isto confirma que a mesma interage de maneira
efetiva com BNZ.

Desta forma, ao comparar os espectros de infravermelho do sistema, da MF, e

substancias isoladas observa-se que o do sistema apresenta 0s principais picos em menor
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intensidade, indicando, desta forma, que seja devido a obtengéo do sistema, resultando em uma
maior interagdo entre 0 BNZ e a ZIF-8 (GOMES, 2014).

Figura 16 — Espectros de infravermelho do BNZ, ZIF-8, MF e Sistema microparticulado BNZ:ZIF-8.
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5.2.3 Difratometria de Raios-X (DR-X)

O perfil difratométrico do BNZ (Figura 17) confirmou a natureza cristalina da amostra.
Foi possivel evidenciar numerosos picos de difracdo de alta intensidade, sendo os mais
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caracteristicos: 7,36; 16,78 ¢ 21,86° 26, além da presenca de picos secundarios. Estes dados
estdo em conformidade com estudos recentes do grupo (SANTOS et al., 2015).

O DR-X da ZIF-8 (Figura 17) também determinou a caracteristica cristalina da
molécula, devido a presenca de picos bastante intensos (7,44°) e outros de média intensidade
(10,46 e 12,78%. Os picos 7,44; 10,46 e 12,78°, referentes a um cubo de corpo-centrado,
correspondem as reflexdes 011, 002 e 112. Tais dados foram utilizados para o célculo do
espacamento basal, a fim de estabelecer um valor de referéncia para caracterizar a insercéo da
molécula de BNZ na ZIF-8. Estes resultados estdo de acordo com trabalhos recentes
(PAPPORELLO; MIRO; ZAMARO, 2015; PARK et al., 2006).

A MF entre BNZ e ZIF-8 na proporcédo 1:1 (p/p) (Figura 17) evidenciou um somatorio
dos perfis de ambos os componentes isolados, apresentando alguns dos seus picos
caracteristicos. Entretanto, 0 comportamento cristalino da ZIF-8 demonstrou-se mais evidente
devido ao intenso pico em 7,44°, seguido de outros, relevantes no BNZ, porém apresentando-
se com menor intensidade em relagdo ao farmaco isolado (16,78 e 21,86°).

O sistema BNZ:ZIF-8 na propor¢do de 1:1 (mol/mol) obtido em solvente aquoso
apresentou perfil muito semelhante ao da MF. Entretanto, os picos caracteristicos do BNZ sao
bem mais intensos que os da ZIF-8. Isto sugere que boa parte do BNZ esté livre ou levemente
adsorvido a ZIF-8, o que confirma a nulidade da formacdo do sistema, uma vez que para este
sistema microparticulado o valor da eficiéncia de incorporagéo foi O (zero).

O sistema BNZ:ZIF-8 na proporc¢éo de 1:1 (p/p) (Figura 17) obtido através de agitacao
com acetona apresentou comportamento cristalino, resultando em somatério dos perfis
difratométricos das substancias isoladas. Porém, diferente da MF, os sistemas apresentaram 0s
picos mais caracteristicos do BNZ (7,36; 10,88; 16,78 e 21,86°), embora com uma intensidade
média, em comparacdo com os perfis de DR-X isolados. Apesar de ndo se demonstrar amorfo,
o DR-X diferentemente do visto para a MF, corrobora a formacao do sistema, mesmo que este
seja apenas caracterizado pela adsorcdo fisica do BNZ a superficie da ZIF-8. Outro fato
importante deve ser levado em consideragéo: a reducéo da intensidade dos picos caracteristicos
do farmaco sugerem uma discreta perda da natureza cristalina da amostra. Para elucidar este

fato, outras técnicas de caracterizagdo foram realizadas.
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Figura 17 — Difratogramas de raios-X do BNZ, ZIF-8, MF e Sistemas microparticulados BNZ:ZIF-8.
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FONTE: Autoria prépria.

Os valores do espacamento basal foram utilizados como parametro de confirmacdo da insercao
do farmaco a molécula da ZIF-8. Os valores maiores que o basal indicam que o farmaco foi
inserido a molécula e, por isso, dilatam os espaco entre as lamelas. Entretanto, foi verificado o
discreto aumento do tamanho do espacamento basal quando se compara a ZIF-8 isolada a MF
e os sistemas obtidos (Tabela 3), principalmente no pico de reflexdo 011, o mais importante
para a caracteristica cristalina da ZIF-8. O fato corrobora a formagdo do sistema e sugere que
este seja uma adsorcdo do farmaco a superficie da ZIF-8, caracterizando uma interacao fisica,
uma vez que o aumento do espacamento basal é bem pequeno. Embora o sistema obtido em
agua também apresente acentuado aumento do espagamento basal em todas as reflexdes, como
ndo foi observada a incorporacdo do farmaco, isto pode ser proveniente da insercdo de

moléculas de agua entre as lamelas e ndo de farmaco, o que acaba por dilatar o espago.
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Tabela 3 - Célculo do espacamento basal dos picos de reflexdo 011, 002 e 112 da ZIF-8, Mistura Fisica
e Sistemas microparticulados BNZ:ZIF-8.

Espacamento Basal

Amostra Pico (°) Reflexao
A
7,44 011 11,87
ZIF-8 10,46 002 8,71
12,78 112 6,94
7,32 011 12,04
MF BNZ:ZIF-8 1:1

10,4 002 8,51

(mol/mol)
12,70 112 6,97
7,34 011 12,16

BNZ:ZIF-8 1:1
i 10,92 002 8,11
(mol/mol)- Agua
11,12 112 7,99
7,3 011 12,11
BNZ:ZIF-8 1:1(mol/mol)

10,32 002 8,10

— Acetona
12,7 112 6,97

FONTE: Autoria propria.

5.2.4 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

O MEV demonstrou o aspecto cristalino regular do BNZ (Figura 18.a-b) corroborando
com o resultado do DR-X do farmaco. A maior parte dos cristais apresenta tamanhos irregulares
de, aproximadamente, 100 um. Os resultados estdo em consonancia com trabalhos prévios do
grupo (SANTOS et al., 2015; SOARES-SOBRINHO, 2009).

A ZIF-8, tambem cristalina, demonstrou um aspecto rdmbico do decaédrico uniforme
(quase esférico) (Figura 18.c-d), bastante diminuto, acompanhada de agrupamentos de
nanocristais — estando em consonancia com outros estudos utilizando nano ZIF-8 (FANG et al.,
2015).

A MF BNZ:ZIF-8 (1:1 p/p) confirmou a informag&o sugerida pelo DR-X acerca da
adsorcéo fisica entre o farmaco e o excipiente. E possivel observar a deposicio dos cristais

esféricos da ZIF-8 sobre a superficie dos regulares cristais de BNZ (Figura 18.e-f).
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Em contrapartida, os sistemas oriundos do método de obtencdo com solvente aquoso
(BNZ:ZIF-8 1:1p/p) — e com acetona (BNZ:ZIF-8 1:1 p/p), evidenciaram a reducdo do tamanho
e alteracdo da morfologia dos regulares cristais de BNZ (Figura 18.g-j). Embora ainda
demonstrem a cristalinidade e a interacdo fisica de adsorcdo entre o farmaco e a ZIF-8, a
reducdo do tamanho do cristal corrobora os resultados do DR-X no que tange a formagéo do
sistema drug delivery. Além disso, isso pode indicar o incremento da solubilidade do BNZ,
devido ao aumento da area de superficie e do consequente maior grau de solvatacdo do cristal
do farmaco. Este incremento da solubilidade e da velocidade de dissolucdo podem ser
confirmados através da elucidacdo da curva de DSC e do teste in vitro de dissolugdo do farmaco
(WANG e SHMEIS, 2006).
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Figura 18 - Microscopia Eletronica de Varredura: a) e b) BNZ; c¢) e d) ZIF-8; e) e f) MF BNZ:ZIF-8
(1:1 p/p); g) e h) BNZ:ZIF-8 (1:1 p/p) obtido em meio aquoso; i) e j) BNZ:ZIF-8 (1:1 p/p) obtido em
acetona.
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FONTE: Autoria propria.
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5.2.5 Microscopia de luz polarizada

O BNZ foi observado em luz natural polarizada sob sistema de luz transmitida e mostrou
transparéncia e forma de cristais prismaticos (Figura 19.a). Quando observado no sistema de
iluminag&o ortoscopica com nicois cruzados em luz transmitida polarizada foi colocada em um
meio isotrdpico (vidro) e os cristalitos de aspecto prismatico a circular apresentaram um carater
anisotrépico, revelando a presenca de posi¢cdes de maximo aclaramento (cores de interferéncia)
e posicdo de extin¢do (Figura 19.b). Este comportamento é tipico de materiais cristalinos
anisotropicos (BIRREFRINGENCIA, 2014; WEAVER, 2003).

A amostra de ZIF-8 observada no sistema de iluminagéo de luz natural polarizada com
luz transmitida, mostrou-se em pequenos grdos que se aglomeram e ndo transmitem
perfeitamente a luz. Para a analise sobre luz polarizada e transmitida em ortoscépica com nicois
cruzados, a amostra também foi submetida a meios diferentes: isotrépico e anisotrépico,
representados por vidro e quartzo, respectivamente. Em ambos 0s meios, 0s cristais
apresentaram um carater isotrépico e um aspecto de aglomeracdo, além de certa opacidade
fazendo com que a luz ndo fosse transmitida em sua totalidade (Figura 19.c-d). N&o apresenta
maximo aclaramento e nem posi¢fes de extin¢do, de modo que, embora seja de natureza
cristalina, assemelha-se ao comportamento de materiais isotropicos e amorfos.

A MF BNZ:ZIF-8 (1:1) (Figura 19.e-f), como j& esperado, apresentou os perfis
anisotrépico e isotropico do BNZ e da ZIF-8, respectivamente, corroborando com os resultados
obtidos pelo MEV e evidenciando apenas a aderéncia fisica da ZIF-8 a superficie dos cristais
do farmaco.

Os sistemas microparticulados BNZ:ZIF-8 1:1 obtido em agua e em acetona (Figura
19.g-j) demonstraram as mesmas caracteristicas iniciais das amostras analisadas em isolado.
Entretanto, o sistema obtido em acetona apresentou melhor resultado pois, na analise deste, o
comportamento anisotropico do BNZ foi pouco observado (BNZ quase em extin¢do), o que
sugere que a natureza cristalina do farmaco foi reduzida, embora néo o leve ao estado amorfo.
O fato € corroborado pelas analises de MEV e indica que houve um incremento da solubilidade
do farmaco, devido a transformacéo da sua estrutura cristalina. Isto, além de corroborar com as
técnicas elucidadas ate entdo, prova que a obtencéo atraves de acetona possibilita a formagéo

de sistemas mais homogéneos.
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Figura 19 - Microscopia de Luz Polarizada: a) e b) BNZ; ¢) e d) ZIF-8; e) e f) MF BNZ: ZIF-8 (1:1 p/p);
g) e h) BNZ:ZIF-8 (1:1 p/p) obtido em meio aquoso; i) e j) BNZ:ZIF-8 (1:1 p/p) obtido em acetona.

s

FONTE: Autoria propria.
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5.2.6 Tamanho de particula por granulometria a laser e analise de area superficial, tamanho e

volume de poros

Parametro de extrema importancia no desenvolvimento de produtos farmacéuticos, a
area da superficie estd intimamente relacionado com o tamanho da particula e é diretamente
ligada as velocidades de dissolugéo e absor¢do do farmaco.

Os gréaficos da distribuicdo granulométrica das amostras de BNZ e ZIF-8 estdo
representados pelas Figuras 20.a-b. Os cristais de BNZ apresentaram tamanho de particula entre
13 a 320 um, com tamanho médio de particula de 81 um representado por mais de 80% da
fracdo da amostra utilizada na analise. Ainda foi elucidada um valor de &rea superficial (Tabela
4) Sget = 0,298 m?/mL. Estes valores corroboram sua lenta velocidade intrinseca de dissolugéo
e justificam as deficientes propriedades de fluxo do mesmo (WEBB e ORR, 1997).

A ZIF-8 apresentou cristais de tamanho variando entre 13 e 1069 pm, com tamanho
médio de particula de 379 um (equivalente a mais de 80% da fracdo analisada), com valor de
area superficial Sget = 0,15 m?/mL. Fazendo um comparativo com a metodologia descrita pela

determinacdo da granulometria dos p6s na Farmacopeia Brasileira 5% Edicao (2010).

Figura 20 - Gréafico de tamanho de particula por granulometria a laser: a) BNZ e b) ZIF-8.

A) ; B).

erauanboyj ap exigy ©

00

[amanho {um)

FONTE: Autoria propria.

As curvas de adsor¢éo e dessor¢do indicam o tipo de porosidade do insumo farmacéutico
(Tabela 4). O BNZ apresentou didmetro médio de poro 47,65A, sendo um indicativo da
presenca de mesoporos (poros de uma largura interior de 20 e 500 A), quanto ao volume destes
poros mostraram-se reduzidos apresentando valor de 0,050 cm®/g (WEBB e ORR, 1997). A

ZIF-8 também demonstrou a presenca de mesoporos (62,18 A) e um baixo volume de poro
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(0,73 cm®/g). Trabalhos recentes mostram a consonancia destes resultados (PARK et al., 2006).
Contudo, Fang e colaboradores (2015) evidenciaram, através de isotermas de
adsorcao/dessorgdo de N2, a presenca de microporos na ZIF-8, devido ao rapido aumento do
volume de adsorcdo em baixa pressao relativa, sendo 0os mesoporos mais predominantes. A MF
BNZ:ZIF-8 (1:1) e o sistema BNZ:ZIF-8 (1:1) apresentaram respectivamente diametros de poro
42,46 A e 43,82 A, mantendo-se com estrutura mesoporosas, e volume de poros 1,065 cm®/g e
0,602 cm®/g. Esses resultados evidenciam o éxito na obtencdo do sistema, pois a reducéo no
tamanho de poro do sistema em relacdo a ZIF-8 comprovam a presenca de molécula de BNZ
na estrutura porosa, interagindo atraves de forcas com a ZIF-8 diminuindo assim o seu tamanho
que de 62,18 A passou a ser 43,82 A (CARMIGNAN, 2006).

Tabela 4 - Analise granulométrica e da area superficial, tamanho e volume de poros do BNZ e da ZIF-
8.

) . Area de

Area de Superficie . Volume de Tamanho do
. Superficie ] ]

Amostra  Especifica (SseT) ) Poro (metodo Poro (método

(método BET)
(m?/mL) BJH) (cm/g) BJH) (A)
(m?/g)

BNZ 0,30 56,18 0,050 47,65
ZIF-8 0,15 1386,69 0,73 62,18
MF - - 1,065 42,46
Sistema - - 0,602 43,82

FONTE: Autoria prépria.

5.2.7 Ensaio quantitativo de solubilidade

A solubilidade dos farmacos é uma propriedade que influencia diferentes aspectos
relativos & absorcdo, pois apenas o farmaco dissolvido é capaz de ser absorvido. Auxilia
também na escolha do solvente mais adequado para utilizagdes analiticas.

Notam-se algumas diferencas dos resultados deste ensaio (Tabela 5) com respeito aos
valores de solubilidade descritos na literatura. A solubilidade aquosa do BNZ € citada em
algumas publicagdes como 0,4 mg/mL, afastando-se consideravelmente do valor experimental

encontrado de 0,2 mg/mL em &gua, porém, os resultados encontrados nesse trabalho sdo os
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mesmos encontrados na Farmacopéia Brasileira 52 edi¢do, confirmando a caracteristica muito
pouco soluvel do BNZ em relacdo a agua. Este dado demonstra que o farmaco ndo se ioniza
nas condicdes avaliadas, o que ja era esperado, uma vez que a molécula de BNZ néo apresenta

grupos facilmente ionizaveis.

Tabela 5 - Solubilidade média de BNZ em agua em diferentes dias.

Dias Solubilidade (mg/mL)
1 0,216 £ 0,77
4 0,214 + 2,30
7 0,225+ 0,83

FONTE: Autoria prépria.

5.3 Estudos dos perfis de dissolugao in vitro

Estdo descritos a seguir os resultados obtidos e sua discussao no que tange os perfis de

dissolucdo do BNZ, MF e Sistema microparticulado.

5.3.1 Tratamento de dados

Os estudos de dissolucdo sdo uma importante ferramenta de controle de qualidade nas
varias etapas dos processos de desenvolvimento de farmacos. Estes estudos sdo realizados
geralmente em condicdes sink, que preconiza a utilizacdo de um volume do meio de dissolugéo
com no minimo trés vezes o necessario para formar uma solucdo saturada do farmaco
(MANADAS; PINA; VEIGA, 2002; ROSA, 2005; STORPIRTIS et al., 2011).

Neste trabalho, amostras que apresentavam quantidades equivalentes a 36,66 mg de
BNZ foram utilizadas nos estudos de dissolu¢éo, significando que, se completamente dissolvido
num volume de 500 mL apresentard uma concentragdo igual a 73pg/mL, estabelecendo, desta
forma, a condigéo sink.

Os perfis de dissolucdo do BNZ isolado, da MF e do sistema BNZ:ZIF-8 (1:1), sob
condigBes sink estdo exibidos na Figura 21 (pH 4,5) e 22 (pH 7,6). A Figura 23 exibe a

comparacéo dos perfis de dissolucdo dos sistemas nos diferentes pH’s.
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A Figura 21 demonstra que em pH 4,5 0 BNZ isolado possui baixa porcentagem de
farmaco liberado, sendo uma boa parte ja dissolvida no inicio da dissolugdo. Ja a MF consegue
alcancar uma porcentagem de liberacdo de 80% em 45 minutos, adequando-se a uma liberacédo
convencional. O sistema BNZ:ZIF-8 (1:1) mostrou certa modulacdo da liberagcdo do farmaco,
que ocorre mais lenta ao longo do tempo. Entretanto, a liberacdo do farmaco atingiu 83% de
BNZ liberado em 2 horas. Segundo Zhuang e colaboradores (2014), este resultado é proveniente
da dissociacdo das redes de coordenacdes da ZIF-8 em pH acidos, fazendo com que a rede se
desintegre e o farmaco seja liberado rapidamente. Ainda assim, foi possivel observar o
incremento da solubilidade do BNZ, visto que, em duas horas, a porcentagem de BNZ isolado
dissolvido foi cerca de 75%.

Figura 21 — Perfil de dissolu¢do do BNZ, MF e Sistema microparticulado BNZ:ZIF-8 (1:1) em pH 4,5.

OO
U0 o Ll
4
«
RO < o .
s 1 -8
) () > —
_8 R ‘ . :_;,w-"‘—‘
E ()« 5 g
2 fp
e 0
bt | /1 A
c d
R o
&l 4
3 /
§ 30 - ] A
g 1 4 —a— BNZ
C: 20 o
4 e - Mi
-
10 A BNZ:ZIF-8
0 ":
| R e e iy ey et S [l S [rTm Fm ] e s s e o 2 |
X5 0.2 04 0.6 0K 1.0 1.2 14 |6 1.8 20

Fempo (horas)

FONTE: Autoria propria.

Em paralelo, nos resultados contidos na Figura 22 verifica-se que em meio com pH 7,6
0 sistema obteve porcentagens de liberagéo superior ao BNZ isolado. Nos primeiros 30 minutos
de dissolucdo é possivel identificar que o BNZ isolado comeca a obter uma alta taxa de
liberacdo, enquanto a MF e o sistema seguram mais o farmaco. Dai em diante ocorre uma répida

liberacdo do BNZ. Nestes resultados também foi visto que a MF se comportou com uma
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liberacdo gradual a medida que o tempo aumentava. Entretanto, a associagdo modulou a
liberacdo do farmaco de uma maneira mais equilibrada, sem oscilagdes de concentragdo onde,
em 7 horas atingiu o ponto maximo de liberacédo de cerca de 80% do farmaco, muito maior que

a MF (61%) e 0 BNZ (56%) isolado, corroborando o incremento de solubilidade do mesmo.

Figura 22 — Perfil de dissolugdo do BNZ, MF e Sistema microparticulado BNZ:ZIF-8 (1:1) em pH 7,6.
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FONTE: Autoria prépria.

Sendo assim, os resultados da Figura 23 demonstram que em pH 4,5 a estrutura da ZIF-
8 se rompe rapidamente liberando uma grande quantidade de farmaco em um curto intervalo de
tempo. Ja em meio com pH 7,6, a liberacdo de BNZ do sistema se da de forma controlada,
aumentando gradualmente de acordo com os intervalos de tempo, 0 que torna o trabalho ainda
mais interessante, pois enquanto permanece na corrente sanguinea —onde o pH varia entre 7,35-
7,45 — o sistema libera controladamente o farmaco, porém, quando em contato com as células
infectadas pelo T. cruzi — cujo pH é proximo a 5 — o sistema libera 0 BNZ rapidamente. Fica
notdrio que, entdo, teve-se o desenvolvimento de um sistema Drug Delivery do BNZ as células

infectadas pelo parasita.
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Figura 23 — Perfil de dissolugéo do Sistema microparticulado BNZ:ZIF-8 (1:1)empH 4,5¢ 7,6.
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FONTE: Autoria propria.

Os resultados dos perfis de dissolu¢do sdo confirmados quando analisadas a ED%
(Tabela 6), onde o BNZ apresenta valores mais altos de eficiéncia nos primeiros tempos de
analise, enquanto os sistemas se mostram com baixa eficiéncia no inicio, porém, no decorrer
do tempo esta é elevada. Confirmando a eficicia do sistema desenvolvido no tocante da

modulacdo da liberacdo do farmaco e a obtencdo de incremento de solubilidade do mesmo.

Tabela 6 — Eficiéncias de dissolucdo obtidas a partir do perfil de dissolu¢cdo do BNZ, MF e Sistema
microparticulado BNZ:ZIF-8 (1:1).

pH 4,5
EDo,2s EDo,75 ED:2
Benznidazol 0,091 0,322 0,493
Mistura Fisica 0,057 0,406 0,695
Sistema 0,035 0,190 0, 528
pH 7,6
EDo2s ED:> ED~
Benznidazol 0,041 0,324 0,430
Mistura Fisica 0,006 0,164 0,448
Sistema 0,012 0,284 0,540

FONTE: Autoria propria.
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A partir deste estudo, os valores da &rea sob a curva (AUC) foram calculados e, assim,
suas respectivas médias estdo representadas nas Tabelas 7 e 8. Estes valores representam a
manutencdo da supersaturacao, que é alcancada através das interacGes fisicas e/ou quimicas
entre o carreador e as moléculas do farmaco que, assim, inibem a sua precipitacdo e
proporcionam aumento dos seus niveis em solugdo, garantindo melhora da sua
biodisponibilidade (DINUNZIO et al., 2008; SUN; JU; LEE, 2012).

Os resultados contidos na Tabela 7 demonstram que a AUC da maioria das MF em pH
4,5 foram superiores ao do BNZ isolado. Além disso, comparando a AUC das MF e BNZ com
a do sistema, mantendo a mesma propor¢do de BNZ, observa-se que os valores dos sistemas
sdo sempre mais baixos, 0 que corrobora os resultados do perfil de dissolugdo no que tange a

modulacéo da liberacdo do farmaco.

Tabela 7 — Valores médios de AUC do BNZ, MF e Sistema microparticulado BNZ:ZIF-8 (1:1) em pH
4,5.

AUC (min.uL/mL) em pH 4,5

Tempo (horas) BNZ MF Sistema BNZ:ZIF-8
0,083 0,16 0,02 0,02
0,25 2,29 1,44 0,87
0,5 11,23 11,96 5,51
0,75 24,22 30,51 14,29
1 38,39 51,19 27,10
2 105,63 139,18 98,62

FONTE: Autoria propria.

Paralelamente, verificou-se que em pH 7,6 (Tabela 8), até as trés primeiras horas, 0
sistema obteve valores de AUC inferiores ao BNZ isolado, evidenciando a modulagéo da
liberacdo do farmaco, dando-se esta de maneira prolongada. Apds esse tempo, sdo observados
valores significativamente superiores aos apresentados pelo farmaco isolado, mostrando o éxito
do sistema em incrementar a solubilidade do BNZ.

Sugere-se que este resultado se dé devido a estabilizacdo da dissolucdo do farmaco.
Como evidenciado pelo MEV e demais caracterizagdes, no sistema, o0 BNZ se recristaliza em

tamanho inferior quando comparado ao farmaco isolado. Isto aumenta a capacidade de
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dissolucdo do mesmo. Ainda que mostre resultados satisfatorios de incremento de solubilidade
em ambos os pH testados, em pH 7,6 o prolongamento da liberacdo do BNZ é mais acentuado

visto que, em pH acido a ZIF-8 perde sua estrutura muito rapidamente.

Tabela 8 — Valores médios de AUC do BNZ, MF e Sistema microparticulado BNZ:ZIF-8 (1:1) em pH
7,6.

AUC (min.uL/mL) em pH 7,6

Tempo (horas) BNZ MF Sistema BNZ:ZIF-8
0,083 0,03 0,03 0,03
0,25 1,02 0,15 0,31
0,5 5,64 0,41 3,04
0,75 13,46 2,71 9,77

1 21,68 7,52 17,12

2 64,93 32,96 56,90

3 110,80 70,25 110,50
4 156,12 124,17 172,73
5 205,41 182,08 239,10
6 258,36 240,53 305,84
7 313,90 301,42 378,40

FONTE: Autoria prépria.
5.3.2 Modelos cinéticos

Os modelos cinéticos testados tiveram nimeros de parametros diferentes, o que pode
aumentar o valor de R? devido a sobreajustes que podem ocorrer. Enquanto 0 RZjustado tende a
diminuir esse sobreajuste sendo, portanto, o coeficiente utilizado para a escolha do melhor
modelo (ZHANG et al., 2010).

Para a dissolucdo em pH 4,5 (Tabela 9) os melhores modelos cinéticos para o sistema
foram: Primeira Ordem > Peppas-Sahlin > Korsmeyer-Peppas > Ordem zero > Higuchi. Jaem
pH 7,6 o sistema obedeceu aos modelos cinéticos na seguinte ordem: Peppas-Sahlin > Primeira

Ordem > Korsmeyer-Peppas > Higuchi > Ordem zero.
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Tabela 9 — Coeficientes de determinacéo (R?) obtidos a partir do ajuste a modelos cinéticos utilizando
Sistemas microparticulados BNZ:ZIF-8 em diferentes pH’s.

Modelos pH 4,5 pH 7,6
R?2 Rzajustado R?2 Rzajustado
Ordem zero 0,933 0,916 0,845 0,827
Primeira ordem 0,995 0,993 0,930 0,922
Higuchi 0,924 0,905 0,872 0,857
Korsmeyer-
0,967 0,956 0,908 0,889
Peppas
Peppas-Sahlin 0,993 0,986 0,981 0,971

FONTE: Autoria prépria.

Os modelos de primeira ordem e Peppas-Sahlin foram, entdo, os escolhidos pelo
sistema, segundo 0 R%justado. NO modelo de primeira ordem, a velocidade de dissolucdo das
particulas solidas em um meio liquido depende da relacdo quantidade dissolvida de farmaco e
guantidade remanescente deste no carreador, de modo que a quantidade de farmaco liberada
vai diminuindo ao longo tempo. Esse € um modelo que pode ocorrer em liberacdes prolongadas,
mas estd principalmente relacionado as liberagdes convencionais, o que confirma a répida
desintegracdo da rede organometalica em pH 4,5, liberando grande parte do BNZ em pouco
tempo de ensaio. Em relacdo ao modelo Peppas-Sahlin, esse se adequa as liberacdes
controladas, onde suas constantes Ki e K> (Tabela 10) representam, respectivamente, a
influéncia da difusdo e do relaxamento do carreador na libertacdo do farmaco. O valor maior
encontrado foi o de K significando a maior influéncia e atuacdo da difusdo na liberacdo do
farmaco do que o proprio relaxamento da rede organometalica, sendo entdo a libertacdo do
mesmo pela difusdo (PEPPAS e SAHLIN, 1989).

Um outro modelo utilizado para corroborar e complementar os resultados obtidos por
Peppas-Sahlin é o de Korsmeyer-Peppas onde calcula-se on (coeficiente de liberacdo) através
de sua equacdo, utilizando-o para interpretar e descrever a liberacdo do farmaco quando o
mecanismo que prevalece ndo é bem conhecido ou resulta da combinacgdo de dois processos
aparentemente independentes: um devido ao transporte de farmaco que obedece as leis de Fick
ou transporte Fickiano, e outro em consequéncia dos fenémenos de inchamento/relaxamento.
Nas condigdes de dissolucdo estudadas, o n (obtido da equacéo de regressao linear) esta acima

de 1 (Tabela 10), classificando-se como caso Il de transporte, onde a taxa de difuséo é superior
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a de relaxamento, o que confirma os resultados obtidos pelo modelo de Peppas-Sahlin
(COELHO, 2007; KORSMEYER et al., 1983).

Observando os resultados obtidos pode-se evidenciar que o farmaco é liberado
ligeiramente em ambiente acidificado (devido a dissociacdo da rede de coordenacdo),
funcionando o sistema como uma liberagdo convencional. Em contrapartida, em pH mais
elevado (pH 7,6) é possivel observar uma menor liberagéo, visto que a mesma nesse ambiente
€ mais lenta, onde o farmaco € liberado aos poucos por difusdo, ndo deixando de ser possivel
que uma pequena parcela desta liberacdo se dé pelo relaxamento (respiracdo) da rede
organometalica. Consequentemente, a incorporacdo do BNZ a ZIF-8 pode, de fato, aumentar
a biodisponibilidade do farmaco, reduzir a incidéncia de efeitos colaterais sistémicos do mesmo

e funcionar como Drug Delivery as células infectadas pelo parasita na doenca de Chagas.

Tabela 10 — Constantes e coeficientes de liberacdo obtidos a partir do ajuste a modelos cinéticos
utilizando Sistemas microparticulados BNZ:ZIF-8 em diferentes pH’s .

Modelos pH 4,5 pH 7,6
K1 K2 K1 K2
Peppas-Sahlin 1,78 -1,14 1,41 1,14
n n
Korsmeyer-Peppas 1,86 1,25

FONTE: Autoria prépria.
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CONSIDERACOES FINAIS
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6 CONSIDERACOES FINAIS

v

Através da analise das proporcdes de BNZ e ZIF-8 e também dos solventes utilizados,
foi possivel selecionar e obter misturas fisicas e sistemas microparticulados com boa
porcentagem de incorporacéo, tendo o sistema obtido com solvente acetona uma maior
porcentagem, de aproximadamente 38%;

Por meioda técnica de DR-X observou-se que, apesar de se demonstrar sem forma
definida, o difratograma diferentemente do visto para a MF, corroborou com a formacéo
do sistema, mesmo que tenha sido apenas caracterizada pela adsorcao fisica do BNZ a
superficie da ZIF-8;

Na analise da microscopia eletronica de varredura, foi visualizada ainda a cristalinidade
e a interacdo fisica de adsorcdo entre o farmaco e a ZIF-8, porém houve reducdo do
tamanho do cristal. Além disso, indicou o incremento da solubilidade do BNZ, devido
ao aumento da area de superficie e do consequente maior grau de solvatacdo do cristal
do farmaco;

A microscopia de luz polarizada demonstrou que o sistema 1:1 obtido em acetona
apresentou melhor resultado, pois 0 comportamento anisotrépico do BNZ foi pouco
observado, o0 que sugeriu que a natureza cristalina do farmaco foi reduzida, embora nao
tenha levado ao estado amorfo;

Ainda foi possivel através das analises de TG e DSC avaliar a influéncia que a ZIF-8
exerce sobre 0 BNZ, caracterizada pelas alteracdes sobre o seu comportamento térmico.
Embora tenha mostrado antecipacao dos valores de degradacéo, o sistema apresentou
reducdo da porcentagem de perda de massa;

O ensaio de dissolucdo in vitro, sob condicBes sink demonstrou que, em pH 4,5, a
estrutura da ZIF-8 se rompe rapidamente liberando uma grande quantidade de farmaco
em um curto intervalo de tempo (2h). Ja em meio com pH 7,6, a liberacdo de BNZ do
sistema microparticulado 1:1 ocorreu de forma controlada, aumentando gradualmente
de acordo com os intervalos de tempo, liberando 80% do farmaco apés 7h;

No estudo de dissolucdo em pH 7,6, o sistema BNZ:ZIF-8 (1:1) obtido com acetona
apresentou maiores valores de AUC que o BNZ e a MF, evidenciando uma melhor
resposta quanto a melhora da solubilidade e controle da liberacdo do farmaco nesse pH;

ALVES, A. E. G. Obtencdo de sistema microparticulado Benznidazol:ZIF-8 para liberacdo prolongada

otimizando o tratamento da doenca de Chagas, 2016.



106

v Através do ajuste dos perfis de dissolucdo a alguns modelos cinéticos, foi possivel
confirmar o comportamento dos sistemas nos diferentes pH’s onde em pH 4,5, 0 modelo
que melhor se adequou foi o de primeira ordem, ja em pH 7,6 foi o de Peppas-Sahlin.
Sendo assim, quando na corrente sanguinea —onde o pH varia entre 7,35-7,45 — 0
sistema libera controladamente por difusdo o farmaco, porém, quando em contato com
as células infectadas pelo T. cruzi — cujo pH é préximo a 5 — o sistema microparticulado
libera 0 BNZ rapidamente. Fica notdrio que, entdo, teve-se o desenvolvimento de uma
vetorizacdo do BNZ as células infectadas pelo parasita, além de uma melhora da sua
biodisponibilidade;

v' Com base nos resultados obtidos, serd realizada a obtengdo tecnoldgica de novos
sistemas, utilizando como alternativa de secagem o spray dryer, além do uso de outros
solventes e farmacos, sendo caracterizada a interacao entre este e a ZIF-8 por meio do
estudo de docking a nivel molecular;

v' Seré realizada a obtencdo tecnol6gica de uma forma farmacéutica a base do sistema
BNZ:ZIF-8 para o tratamento alternativo da doenca de Chagas, seguido dos controles
de qualidade pertinentes;

v' Ap6s a obtengdo tecnoldgica da forma farmacéutica, sera desenvolvido método
indicativo de estabilidade e estudo de estabilidade acelerada e de longa duragdo do
benznidazol matéria-prima — conforme a normativa da RDC 45/2012 — e da forma

farmacéutica obtida — conforme a normativa RE 01/2005.
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