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RESUMO

PONTES-NETO, J. G. Sistemas de Liberacdo de Olanzapina A Base de Hidroxidos Duplo
Lamelares. 2016. 157p. Dissertacdo (Mestrado). Universidade Federal de Pernambuco, Recife,

Pernambuco, Brasil.

A industria farmacéutica ainda tem enfrentado o desafio da baixa biodisponibilidade de
farmacos nas ultimas décadas, onde os Hidroxidos Duplo Lamelares (HDLS) apresentam-se
como alternativa para o incremento de solubilidade. A olanzapina (OLZ), pertencente a classe
Il do Sistema de Classificagdo Biofarmacéutica, apresenta baixa solubilidade aquosa,
dificultando sua absorc&o apds administracdo. E utilizada no tratamento agudo e manutencéo
do transtorno bipolar e esquizofrenia, doencas que apresentam o Estresse Oxidativo na sua
fisiopatologia. O presente trabalho teve como objetivo a obtencgéo, caracterizagao e avaliagéo
in vitro do potencial antioxidante de sistemas binarios entre OLZ e diferentes HDLs, visando
incremento de solubilidade do farmaco. Os resultados das caracteriza¢des por difracdo de raios
X, espectroscopia vibracional na regido do infravermelho e andlise térmica mostraram
diferencas favoraveis nos resultados apresentados pelos sistemas binarios, quando comparados
ao farmaco isolado, indicando reducdo da cristalinidade do farmaco. Tal fato culminou num
incremento acima de 1734% na solubilizacdo do farmaco no estudo de dissolucéo in vitro. Os
experimentos antioxidantes in vitro demonstraram que tanto os sistemas binarios quanto a OLZ
isolada apresentam capacidade antioxidante e, em certos casos, a interacéo entre HDL e OLZ
promoveu melhorias no desempenho do farmaco. No teste em Artemia salina, os HDLs isolados
ndo mostraram toxicidade e os sistemas binarios diminuiram a toxicidade da OLZ, quando
comparada ao farmaco isolado. Tais resultados fornecem boas expectativas para futuros testes
in vivo e favorecem a proposta de utilizagdo dos HDLs como um excipiente funcional na

industria farmacéutica.

Palavras-chave: Olanzapina. Hidroxido duplo lamelar. Esquizofrenia. Transtorno bipolar.

Estresse oxidativo.



ABSTRACT

PONTES-NETO, J. G. Olanzapine Delivery Systems Based on Layered Double hydroxides
2016. 157p. Dissertation (Master’s degree). Universidade Federal de Pernambuco, Recife,

Pernambuco, Brazil.

The pharmaceutical industry yet faces the low bioavailability challenge of drugs in the last
decades, in this matter, Layered Double Hydroxides (LDH) present themselves as an alternative
to solubility enhancement. Olanzapine (OLZ), belonging to class Il in the Biopharmaceutical
Classification System, has low aqueous solubility, hindering its absorption after administration.
It is used in the treatment of bipolar disorder and schizophrenia, diseases that have oxidative
stress in its pathophysiology. This dissertation aimed at obtaining, characterization and in vitro
evaluation of the antioxidant potential of binary systems of OLZ and LDHSs, aiming to increase
aqueous solubility of the drug. The characterization by X-ray diffraction, vibrational
spectroscopy in the infrared region and thermal analysis showed favorable differences in the
results presented by binary systems when compared to the drug alone, indication a reduction of
Olanzapine’s crystallinity. This fact resulted in an increase above 1734% on drug solubilization
in the in vitro dissolution. The antioxidants in vitro experiments demonstrated that binary
systems and isolated OLZ exhibited antioxidant capability and, in certain cases, the interaction
between LDH and OLZ promoted improvement in the drug's performance. In the tests on
Artemia salina, the LDHs alone showed no toxicity and the binary systems decreased the
toxicity of OLZ compared to drug alone. These results provide good expectations for future in
vivo testing and favor the proposed use of LDHSs as a functional excipient in the pharmaceutical

industry.

Key words: Olanzapine. Layered double hydroxide. Schizophrenia. Bipolar disorder.

Oxidative stress.
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H20 Agua
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M2+ Cation metalico divalente
M3+ Cation metalico trivalente
Mg?* Cation de Magnésio divalente
Mn?* Cétion de Manganés divalente
Ni2* Cétion de Niquel divalente
NO’ Oxido nitrico (radical livre)
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02" Anion superoxido (radical livre)
SO4* Anion sulfato

Zn%* Cétion de Zinco divalente
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1 INTRODUCAO

A industria farmacéutica tem enfrentado o desafio da baixa biodisponibilidade de
farmacos administrados por via oral, nas Ultimas décadas, devido ao crescente nimero de Novas
Entidades Quimicas (NEQs), onde mais de 40% delas s&o lipofilicas e apresentam baixa
solubilidade em &gua. Tais caracteristicas se fazem presentes como consequéncia de sua
natureza hidrofobica, baixa molhabilidade e estrutura cristalina altamente organizada. Estes
farmacos, geralmente pertencentes a Classe Il do Sistema de Classificagdo Biofarmacéutica,
tém o processo de dissolucdo no trato gastrointestinal (TGI) atuando como etapa limitante,
determinando a taxa e o0 grau de absorcao, resultando na baixa biodisponibilidade (ZHANG et
al., 2013; SARODE et al., 2014).

Foi reportado que 70% dos potenciais candidatos a fA&rmaco foram descartados antes
mesmo de chegarem aos laboratdrios de tecnologia farmacéutica, devido a baixa solubilidade.
Este abandono se dé, pois tais farmacos hidrofobicos sdo propicios a apresentarem absor¢édo
incompleta quando n&o séo totalmente solubilizados no TGI. Portanto, um dos maiores desafios
atuais da industria farmacéutica esta relacionado a estratégias para o incremento da solubilidade
aquosa de farmacos (VASCOCELOS, SARMENTO, COSTA, 2007; ZHANG et al., 2014).

Procurando driblar tais empecilhos, pesquisadores apresentam diversas abordagens,
como a reducdo do tamanho de particulas, modificacdo da estrutura cristalina do farmaco,
polimorfismo, complexacdo, dispersbes solidas, pro-farmacos, formacéo de sais, entre outras,
com objetivo de aumentar a velocidade de solubilizacdo destes farmacos. Porém, na maioria
dos métodos utilizados atualmente, altos niveis de energia mecanica sdo aplicados e sabe-se
que determinados materiais ndo resistem a tais intensidades de energia. Além disso, é possivel
observar, na maioria das estratégias convencionais de incremento de solubilidade aquosa, que
0 grande acréscimo na taxa de dissolucdo é logo seguido de uma rapida recristalizagdo do
farmaco para uma forma mais estavel, porém menos sollvel, que limita sua absor¢édo
(GUZMAN et al., 2007; SHARMA, DENNY, GARG, 2009; WARREN et al., 2010; ZHANG
etal., 2013; MANSOURI et al., 2014).

Uma nova tecnologia que vem ganhando popularidade em termos de estabilizacdo da
forma amorfa dos farmacos € a sua adsorcdo no interior e/ou na superficie de materiais
mesoporosos. Uma grande variedade destes materiais tém sido descrita, onde os argilominerais

sdo largamente investigados como sistemas de liberacao de farmacos. Neste contexto, encontra-
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se a Hidrotalcita, mineral também conhecido como Hidroxido Duplo Lamelar (HDL).
(SLOWING et al., 2007; VALLET-REGI, BALAS, ARCQOS, 2007; SIMOVIC et al., 2010;
KIM et al., 2011; ZHANG et al., 2013).

A Hidrotalcita trata-se de um hidroxicarbonato de Magnésio e Aluminio dispondo-se na
forma de lamelas sobrepostas, com estrutura bidimensional organizada e poros flexiveis,
apresentando entidades anidnicas (carbonatos) nos seus dominios interlamelares, podendo ser
obtidos por sintese laboratorial com rota simples e de baixo custo ou serem de origem natural.
Quando os metais que constituem sua estrutura bésica diferem dos mencionados anteriormente,
estes materiais passam a ser chamados de compostos do tipo Hidrotalcita, tendo o composto a
base de Célcio e Aluminio como exemplo (BOTAN, NOGUEIRA, LONA, 2011; SHAFIEI et
al., 2012).

Os HDLs vém apresentando uma grande variedade de aplicacdes. Além de promotores
de solubilidade, por exemplo, também sédo utilizados em sistemas de liberacdo sustentada de
farmacos, mostrando-se promissor para o armazenamento e liberacdo controlada de substancias
intercaladas em seus espacos interlamelares ou adsorvidas em sua superficie. Como suas
lamelas apresentam carater positivo, para serem estabilizadas necessitam da presenca de anions
interlamelares de compensacdo, que podem ser moléculas organicas como farmacos,
aminoéacidos, entre outros, para manter a eletroneutralidade do material. Nesse caso, além das
pontes de hidrogénio, existem principalmente atracGes eletrostaticas entre as lamelas e os
anions interlamelares. Outras interagdes, a nivel de superficie, podem ocorrer entre 0 HDL e
diferentes farmacos, ja que uma das propriedades deste material é a capacidade de adsorcéo de
moléculas independente de sua carga. Devido a tais possibilidades, este material apresenta-se
como alternativa viavel no desenvolvimento de sistemas com farmacos de baixa solubilidade
(TAKAHASHI, YAMAGUCHI, 1991; ZHU et. al., 2008; ILLAIK et. al., 2008; BOTAN,
NOGUEIRA, LONA, 2011).

A Olanzapina (OLZ) é um antipsicotico atipico, ou de segunda geragao, que antagoniza,
de forma seletiva, os receptores centrais de dopamina, serotonina, catecolaminas, histamina e
acetilcolina. E utilizada no tratamento do transtorno bipolar e dos sintomas positivos e negativos
da esquizofrenia, ndo apresentando, devido sua alta afinidade pelos receptores previamente
mencionados, os efeitos colaterais extrapiramidais e de sedacdo, comumente observados nos
antipsicoticos de primeira geracdo. Ainda no &mbito desta comparacéo, ha relatos de que a OLZ
apresenta propriedades protetoras contra o estresse oxidativo no cérebro e no figado, condi¢Bes

estas que sdo principais colaboradoras na fisiopatologia de transtornos psiquiatricos como a
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depresséo, esquizofrenia e transtorno bipolar. (NIMURA et al., 2015; FONTE, FATIGONI,
ROILA, 2015; TODOROVIC et al., 2016).

Este farmaco, quimicamente conhecido como 2-metil-4-(4-metilpiperazin-1-il)-10H-
tieno[2,3-b][1,5]-benzodiazepina, ou Ci7H20N4S, da classe dos tienobenzodiazepinicos,
consiste de um p6 amarelo praticamente insoltivel em agua (43 mg/L), ligeiramente soltvel em
acetonitrila e acetato de etila, e livremente solivel em cloroférmio. De acordo com o Sistema
de Classificacdo Biofarmacéutica (SCB), a OLZ pertence a Classe Il, apresentando baixa
solubilidade aquosa e alta permeabilidade, e esta entre as 20 prescricdes mais frequentes nos
EUA na Gltima década (LINDSLEY, 2010; THAKURIA, NANGIA, 2011).

Tendo em mente o exposto acima, a presente dissertacdo de mestrado teve como
objetivo principal o desenvolvimento de uma nova formulacdo, utilizando os artificios da
tecnologia farmacéutica, que estabilize a forma amorfa da Olanzapina na superficie de dois
diferentes tipos de Hidroxidos Duplo Lamelares, aumentando, assim, sua velocidade de
dissolucdo. Com isto, é provavel que uma maior quantidade do farmaco, num menor intervalo

de tempo, consiga ultrapassar as barreiras bioldgicas e estar disponivel na corrente sanguinea.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Obtencdo e aplicagdo de um novo excipiente farmacéutico a base de Hidréxido Duplo

Lamelar visando o incremento da taxa de dissolucdo da olanzapina.

2.2 Objetivos Especificos

e Sintese dos hidroxidos duplo lamelares a base de Célcio/Aluminio e Niquel/Aluminio;

e Obtencdo de sistemas binarios a base de hidréxido duplo lamelar e olanzapina;

e Caracterizacao fisico-quimica dos sistemas binarios obtidos e seus componentes isolados;
¢ Avaliacdo do perfil de liberacdo in vitro da olanzapina;

e Avaliacdo da capacidade antioxidante e toxicidade in vitro dos sistemas binarios e seus

componentes isolados.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 PARTE I: Hidroxido Duplo Lamelar

A historia dos Hidroxidos Duplo Lamelares (HDL) comegou a ser escrita ha mais de
170 anos, com a descoberta da Hidrotalcita, primeiro representante desta classe, em 1842, na
Suécia, e até hoje tem atraido consideravel atencdo da comunidade cientifica devido as suas
diversas aplicacdes. A Hidrotalcita trata-se de um hidroxicarbonato natural de Magnésio e
Aluminio, de formula geral [MgsAl2(OH)16]CO3+4H>0 e com estrutura similar & da Brucita,
Mg(OH)2, que tem forma hexagonal preenchida por grupos hidroxila, onde cations de magnésio
preenchem todos os espacos octaédricos a cada duas lamelas. A substituicdo parcial dos ions
Mg?*, presentes na Brucita, por ions AIP* resulta na composicdo da Hidrotalcita, levando a
formacé&o de lamelas de carga resultante positiva. A sobreposicdo destas lamelas cria uma carga
n&o balanceada que pode ser compensada por anions no espaco entre uma lamela e outra (espago
interlamelar) (TAMMARO et al., 2014; OMWOMA et al., 2013; RIVES et al., 2014).

Embora a estequiometria da Hidrotalcita s6 tenha sido corretamente estabelecida por
Manasse em 1915, as principais caracteristicas estruturais dos HDLs s6 puderam ser entendidas
a partir do uso pioneiro da difracdo de Raios-X em estudos desenvolvidos por Allmann e Taylor
na década de 1960. Hoje, pouco mais de 50 anos depois, pequenos detalhes de sua estrutura,
como as possiveis composicBes e estequiometrias, o grau de ordenacdo dos cations metalicos
nas lamelas, o arranjo empilhado das camadas e o arranjo dos anions, juntamente com
moléculas de agua no espaco interlamelar, ainda nao sdo totalmente compreendidos e tem sido
motivo de controveérsias na literatura (DUAN, EVANS, 2006).

Os HDLs podem, entdo, ser definidos como um grande grupo de materiais que se
dispdem na forma de lamelas sobrepostas, positivamente carregadas, com estrutura
bidimensional organizada e poros flexiveis, apresentando entidades anidnicas nos seus
dominios interlamelares, podendo ser obtidos por via sintética ou natural. Estes compostos,
também conhecidos como “argilas anidnicas” ou “compostos do tipo Hidrotalcita”, tém férmula
geral [M1-Z*M,3*(OH)2J** (A™ )wnemH20, onde M?* e M3* sdo cations metalicos divalentes e
trivalentes, respectivamente; o valor de x € igual a propor¢do molar de M3*/(M#*+M3*); A é o
anion interlamelar de valéncia n, e m representa 0 nimero de moléculas de agua contida no
espaco interlamelar (BOTAN et al., 2011; LIANG et al., 2013).
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3.1.1 Estrutura e Propriedades

A estrutura basica dos HDLs é baseada na Brucita [Mg(OH)2], que consiste de ions de
magnésio rodeados, com organizacdo octaedrica, por ions hidréxidos. Essas unidades
octaédricas formam camadas compartilnando suas extremidades, com os ions hidroxidos
perpendiculares ao plano. As lamelas se empilham umas sob as outras, formando a estrutura
tridimensional. A estrutura geral dos HDLs (Figura 01) pode ser originada por substitui¢éo
parcial dos céations divalentes por cations trivalentes, fazendo com que as lamelas adquiram
carga positiva, que € balanceada pela intercalacdo de anions e, geralmente, moléculas de agua
entre as lamelas (DUAN, EVANS, 2006).

Figura 01: Esquema geral da estrutura dos compostos do tipo Hidrotalcita.
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Fonte: autoria propria.

A substituicdo dos cations das lamelas é bastante flexivel, podendo-se fazer uso de
cations como Zn, Co, Cu, Ni, Mg, Fe (divalentes) e Cr, Co, Fe, Al, Mn, Ga, lantanideos
(trivalentes) (Tabela 01). A mesma flexibilidade se aplica ao &nion presente no espago
interlamelar, com objetivo de balancear a carga positiva das lamelas, podendo ser substituido
por diversos anions como (CO3)?, CI, NOs', ou polioxametalatos, biomoléculas, farmacos ou
até DNA. Esta possibilidade de variacdo na composicdo do HDL proporciona a grande gama
de materiais que apresentam a formula geral pertencente a esta classe, apresentando diferentes
aplicacdes (LIANG et al., 2013; RIVES et al., 2014).
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Tabela 01: Combinacao de cations que podem ser utilizados na sintese de diferentes tipos de HDL. *Monovalente,
**Tetravalente.

Cations | Trivalente
Divalente | Al Fe Cr Co Mn Ni Se Ga La V Sb Y In Zr** Ti**
Mg X X X X X X X X X X X X X

Ni X X X X X X X

Zn X X

Cu X X

Co X X X X X X
Mn X X X X

Fe X X

Ca X

Cd X

Li* X

Fonte: VIEIRA, 2009.

O atual interesse nestes materiais é fundamentado em diversas propriedades (RIVES et
al., 2014):

e Além de serem compostos basicos, a mistura de éxidos resultante de sua decomposicao
térmica (calcinacdo) mostra, ainda, uma maior basicidade relacionada com os anions de
oxido;

e Alintercalacdo de anions acidos promove sistemas com propriedades acido-base unicas.

e Possuem o chamado “efeito memoria”, que ¢ a habilidade de reaver sua estrutura
lamelar original quando a mistura de 6xidos (previamente preparada por calcinacdo de
HDLs em temperaturas moderadas) é colocada em contato com solugdes contendo
anions.

e Eles também apresentam capacidade de troca ibnica, geralmente maior que a

apresentada por argilas cationicas.

3.1.1.1 Estabilidade Quimica

A estabilidade quimica é de grande importancia em grande parte das aplicacfes dos
HDLs. Tal parametro mostra sua importancia quando o HDL é utilizado para o tratamento de
ions metalicos em depositos de lixo nuclear ou em avaliagdes geoquimicas. Avangos nas
aplicacdes dos HDLs como carreadores de farmacos tem revelado que a estabilidade quimica
deste material é um parametro chave nos passos sucessivos de transporte, transferéncia e

entrega da moleculas bioativas. Tal estabilidade, relacionada com a sua constituigdo, cresce de
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acordo com a seguinte ordem: Mg?* < Mn?* < Co?" ~ Ni?* < Zn?* e AI¥* < Fe** (SCHECKEL
etal., 2000; ALLADA et al., 2002; OH et al., 2011; FORANO et al., 2013).

3.1.1.2 Estabilidade Térmica

A estabilidade térmica dos HDLs foi intensamente investigada devido seus produtos de
decomposicgéo termal serem promissores como catalizadores. Mesmo com a diversidade em sua
composicdo, a maioria dos HDLs apresentam comportamentos de decomposi¢do termal
semelhantes. Quando aquecidos, estes liberam as moléculas de agua intercaladas em até 250
°C, seguido de desidroxilacdo das lamelas hidroxiladas e decomposicdo dos anions
interlamelares em altas temperaturas, restando apenas uma mistura de 6xidos derivados, como
reportado em estudo pioneiro realizado por Miyata (1980). Valente et al. (2000) estudaram as
temperaturas de decomposi¢do de HDLs intercalados com carbonato, contendo diferentes
cations metalicos na sua estrutura lamelar, onde foi observado que a estabilidade térmica
cresceu na seguinte ordem de combinagéo de cations: CoAl < ZnAl ~ CuAl < MgFe ~ NiAl <
MgAIl ~ MgCr. A maior temperatura de decomposicéo foi a 400 °C para 0 HDL-MgAI e HDL-
MgCr, e a menor temperatura foi de 220 °C para 0 HDL-CoAl.

3.1.1.3 Propriedades Coloidais e de Superficie

Compostos do tipo Hidrotalcita apresentam uma estrutura com superficie de carga
positiva devido a substituicdo isomorfica dos cations metalicos M2* por M3". Esta carga
superficial afeta os processos de dispersdo e agregacdo. Os valores do potencial zeta ({) para
particulas de HDL mostram valores como 45 mV no caso do HDL-MgAI intercalado com
(C0s)%. O ponto isoelétrico (valor de pH onde o potencial { = 0) e 0 ponto de carga liquida zero
(valor de pH onde a carga da estrutura total ost + on = 0) também foram medidos num série de
diferentes HDLs. A diferenca entre estes dois parametros surgida da existéncia da carga positiva
da estrutura e do tipo de anion intercalado mostrou influéncia na carga de superficie para o
HDL-MgAl intercalado com COz", NOs3™ e S20g” (DUAN, EVANS, 2006).

O termo “solugdo coloidal de HDL” ¢ utilizado de forma incorreta em determinados
casos, apresentando ambiguidade. Dependendo das condigOes de preparacdo, uma dispersao
coloidal de HDL pode conter mais, ou menos, particulas de HDL intactas ou esfoliadas
(particulas muito finas ou até apresentando lamelas simples). O sobrenadante turvo, apos

intensa lavagem com &gua e ou tratamento com ultrassom, consiste na dispersdo das particulas
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de HDL. Tais dispersdes foram utilizadas para avaliar a mobilidade eletroforética e

propriedades reoldgicas, e como estabilizadores solidos de emulsdes 6leo-agua, estabilizadas

por heterocoagulantes de Bentonita e diferentes HDLs, sendo uteis para formulacfes
farmacéuticas e cosméticas (LAGALY et al., 2001a,b).

3.1.2 Métodos de Sintese

HDLs podem ser encontrados em minerais na natureza, como a Hidrotalcita, Piroaurita

(HDL-MgFe) e Tacovita (HDL-NiAl), onde os &nions interlamelares consistem, na maioria das

vezes, de carbonato, embora cloreto e sulfato estejam, as vezes, presentes. Dentre as diversas

vias sintéticas propostas para o preparo destes materiais, as principais rotas sdo (LIANG et al.,
2013; FORANO et al., 2013; RIVES et al 2014):

Co-precipitacdo: consiste de adi¢ao lenta de uma solugédo de cations metalicos num meio
reacional contendo o anion a ser intercalado, aumentando o pH por adicdo de base que
leva a precipitacdo do HDL.

Troca ibnica: troca de anions originalmente presentes no espaco interlamelar do HDL
preparado, geralmente, por co-precipitacdo. Cloreto ou nitrato sdo preferiveis como
anions originais, pois a troca é mais facil que por anions multicarregados. A reacao
ocorre, geralmente, sob agitacdo do HDL numa solugé@o contendo excesso do anion a
ser intercalado. Aplicacdo de ultrassom acelera o processo de troca.

Reconstituicao: este método ¢ baseado no “efeito memoria” apresentado pelo produto
formado por calcinacdo moderada (abaixo de 500 °C sob atmosfera de gas inerte) do
HDL, que consiste na capacidade de recuperacdo de sua estrutura lamelar quando a
mistura de 6xidos é imersa numa solucdo contendo os anions que serdo intercalados
para estabilizar as lamelas.

Tratamento hidrotermal e por micro-ondas: séo frequentemente aplicados para

melhorar, principalmente, as propriedades cristalinas do HDL.

3.1.3 Aplicacoes

3.1.3.1 Agricultura

Embora grandes depdsitos de Bentonita estejam disponiveis, a Hidrotalcita é rara e

compostos do tipo Hidrotalcita devem ser produzidos em larga escala utilizando matérias
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primas baratas. Esta € uma limitacdo consideravel, porém existem varios trabalhos publicados
que tratam do uso de HDL-MgAI sintético para remover varios contaminantes do solo e da agua
utilizada na agricultura. De fato, este material € um excelente candidato pois apresenta
caracteristicas interessantes: € um produto verde; o mecanismo de adsorcdo envolve tanto a
intercalacdo com a troca idnica quanto a captacdo pela superficie do material; a estrutura
lamelar pode ser reconstruida com a incorporagdo de espécies anidnicas quando a mistura de
oxidos obtida pela decomposicdo do material é deixada em contato com solugdes de dejetos
(OH, BISWICK, CHQOY, 2009; FORANO et al., 2013).

Em adicdo, esses absorventes hidrofilicos pode ser convertidos num material
hidrofobico pela intercalacdo de anions volumosos alquil e aromaticos, com um consequente
aumento do espaco interlamelar e adsorcdo de contaminantes hidrofébicos sem carga como
corantes, surfactantes e pesticidas. Planejando a adsor¢éo de anions contaminantes, uma escala
de afinidade pelo material deve considerada. A escala dos &nions mais comuns segue a seguinte
ordem (CONSTANTINO et al., 2013):

CO3% > CrO4* ~ S04* ~ M004* > HPO4* ~ HAsOs> > OH > F > Cl > Br > NOs > |I' > ClOs

O HDL-MgAI com carbonato intercalado € estavel em pH > 5, até o pH 12, e apenas
sua superficie esta disponivel para adsor¢cdo de contaminantes, pois o carbonato € um forte
anion competidor, como pode ser observado na escala acima. O uso de HDLs para adsorc¢do de
contaminantes requer que seu anion originalmente intercalado seja o Cloreto ou Nitrato, pois
estes sdo fracamente ligados. A troca i0nica e as reagdes de reconstituicdo permitem a captacédo
de contaminantes organicos contendo, pelo menos, um grupo aniénico como carboxilato,
sulfonato ou fosfonato (CONSTANTINO et al., 2013).

De fato, muitos contaminantes organicos (fendis, acidos carboxilicos aromaticos,
surfactantes, corantes, herbicidas e pesticidas) tem caracteristicas anibnicas e sdo
eficientemente adsorvidos. Os HDLs também foram sugeridos como alternativa para
adsorventes de poluentes do ar, como o CO: emitido pelo homem, para evitar que plantas
recebam excesso de fertilizante e outros aditivos, e para remogdo do excesso de Arsénio
presente na agua potavel vinda de pogos em estratos geoldgicos (ULIBARRI, HERMOSIN,
2001; GILLMAN, 2006; VREYSEN, MAES, 2008; GROVER et al., 2009; CHOI et al., 2009).
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3.1.3.2 Catalises heterogéneas

Os HDLs também sdo sugeridos como catalizadores heterogéneos, devido a ampla
variedade de sua composicdo, a grande possibilidade de manipulacdo pela troca ibnica e
processos de reconstituicdo, e a possibilidade de modificar sua morfologia com diferentes rotas
sintéticas. Tais caracteristicas fazem deste material um excelente catalizador e suporte para
catalizadores. E possivel produzir compostos do tipo Hidrotalcita contendo muitos ions
metalicos de transi¢do como Mn?*, Zn?*, Ni%*, Co?*, Cu?*, Cr¥* e V**, que podem agir como
centros catalizadores para inserir no espaco interlamelar anions complexos como ferro e
ferricianetos, porfirinas, ftalocianinas e, até mesmo, iso e heteropolioxometalatos
(CONSTANTINO et al., 2013).

Oxidos e Hidroxidos de fons metélicos tetravalentes como Ti, Zr, Sn e Ce podem ser
co-precipitados com o HDL para obter catalizadores polifuncionais. Além disso, a variada
estrutura dos HDLs pode ser transformada numa mistura de 6xidos apds serem aquecidos em
temperatura apropriada para desidratacéo, desidroxilacdo e decomposicao anidnica. A maioria
das aplicacbes cataliticas pertencem a mistura de Oxidos devido suas importantes
caracteristicas: area de superficie especifica (100 — 300 m#/qg), dispersdo homogénea dos
elementos constituintes, possibilidade de obter pequenos aglomerados metélicos na superficie
apos reducdo apropriada e efeito memoria com parcial reconstituicdo da estrutura lamelar
(CONSTANTINO et al., 2013).

Uma das mais importantes aplicacdes da mistura de 6xidos derivada dos HDLs, tendo
cations Ni2*, Co?*, Cu?" e Cr3" dispersos, é a seletiva hidrogenacdo do acetileno e de grupos
funcionais presente em espécies organicas para obter produtos finais e intermediarios usados
na industria farmacéutica, como monémeros para producdo de polimeros, gorduras e 6leos
(MONZON etal., 2001; TICHIT etal., 2006). Outras aplicacOes cataliticas da mistura de 6xidos
obtidas da decomposicao termal controlada dos HDLs, seguida, em alguns casos, de reducdo
metalica, sdo: polimerizagdo de 6xidos de alqueno, condensacgéo aldol de aldeidos e cetonas,
conversdo sob vapor de hidrocarbonetos e alcoois, oxidacdo de CO preferencial, sintese de
metanol, entre outras (BASILE, VACCARI, 2001; KOVANDA et al., 2006; CENTI,
PERATHONER, 2008; XU et al., 2011).
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3.1.3.3 Nanocompositos de HDL-polimero

A versatilidade dos HDLs permite a produgdo de nanocompositos com polimeros devido
sua composicdo multilamelar e capacidade de intercalacdo, atraindo consideravel atencéo de
pesquisadores tanto da area de materiais quanto de polimeros. Este interesse € ilustrado pelo
crescimento de artigos e patentes relacionados ao assunto na literatura. Isto se dé pelas seguintes
razfes: proporgOes aparentes entre 100 e 2000, o que é importante pelo incremento da
permeabilidade e pelo reforco mecéanico nos polimeros; a presenca de grupos hidroxilas na
superficie, grande versatilidade na sua composicéo e a intercalacdo por troca iénica de anions
organicos seletos; possivel esfoliacdo, apesar da elevada densidade de carga das particulas de
HDL (LEROUX, 2006; LEROUX, PREVOT, 2008; COSTA et al., 2008; COSTANTINO et
al., 2009; LEROUX et al., 2011). Tais nanocompositos podem ser produzidos através de
diferentes processos (QIU, QU, 2011):

¢ Incorporacdo direta de agua ou polimeros sollveis em solvente, acompanhada ou nédo
por um processo de emulsdo. Este processo é geralmente seguido por evaporacdo do
solvente.

e Polimerizacdo em massa onde o preenchimento da suspensdo ocorre durante a
polimerizacdo do mondmero. Cuidado especial deve ser tomado quando utiliza-se
extrusao para evitar a quebra da estrutura do nanocompositos.

e Processo de fusdo polimérica.

3.1.3.4 Retencéo de chamas

Uma das aplicacdes interessantes dos HDLs consiste na capacidade de retencdo de
chamas. A estabilidade térmica avaliada diretamente pelo inicio da temperatura decomposicéo
(Tonset) €, geralmente, atrasada com a adicdo do HDL a polimeros. De fato, uma grande
variedade de polimeros esta sujeita a avaliacdo do retardo de chamas. Porém, a melhora desta
capacidade utilizando HDL como preenchedor de uma grande variedade polimeros foi
observada por diversos autores (CONSTANTINO et al., 2005; WANG et al., 2006; YE, QU,
2008; COSTA et al., 2008; MANZI-NSHUTI et al., 2008; MATUSINOVIC et al., 2009;
ZHANG et al., 2011).

O retardo é ainda mais presente quando as particulas de HDL s&o dispersas em escala
nanométrica ou intercaladas com fosfato, fésforo vermelho ou polifosfato de amonio, que

promovem a formacgdo lamelas carbonizadas. HDLs modificados com derivados de



37

carboxiadamantano dispersos protegem, em parte, o polimero da oxidagéo térmica, aumentando
a temperatura de degradacdo em torno de 160 °C e produzindo um residuo carbonizado maior
que no polimero puro (CONSTANTINO et al., 2007; YE, QU, 2008; NYAMBO et al., 2008;
KUMAR, DAS, 2010; ZHANG et al., 2011).

3.1.3.5 Fotofisica e fotoquimica

Existe uma necessidade de se criar novos materiais fotossensiveis que podem apresentar
aplicacdes industriais em dispositivos optoeletronicos e fotovoltativos. Para gerar propriedades
Opticas mais sustentaveis, evitando a difusdo de corantes e croméforos, os HDLs apresentam-
se como bons candidatos para novas aplicacfes como sensores, revestimentos resistentes a
corrosao ou componentes em dispositivos eletro-dpticos. Avangos recentes em preenchimento
fotofuncional com HDL e suas prospectivas aplicacdes tem sido revisados (LATTERINI et al.,
2007; YAN et al., 2011).

Materiais nanoestruturados preparados pelas técnicas de Langmuir-Blodgett ou LbL
representam filmes inorganicos solidos ultra finos ou filmes finos hibridos. O processo de LbL
permite a formacdo de estruturas lamelares ordenadas com uma espessura de poucos
nandmetros por bicamada. Considerando que as particulas do HDL podem ser incorporadas por
LbL com diferentes polimeros como alcool polivinilico ou quitosana, isso abre novos atrativos
e rotas factiveis para o design de dispositivos Opticos. (YAO et al., 2010; YAN et al., 20009,
2011; ZHU et al., 2011; HAN et al., 2011).

3.1.3.6 Biotecnologia

HDLs podem armazenar muitas biomoléculas complexas como aminoacidos,
nucleosideos, oligonucleotideos, DNA de cadeia simples ou dupla, proteinas, enzimas e células
inteiras, 0 que cria interesse na area da biotecnologia. Como reportado em revisdes recentes,
esses materiais biohibridos a base de HDL tem funcionalidades o para carreamento farmacos e
gene em aplicagdes terapéuticas e para o desenvolvimento de biosensores (CHOY et al., 2006;
FORANO et al., 2006; REN et al., 2006; EVANS, DUAN, 2006; DEL HOYO, 2007; CHOY
etal., 2007, 2008; FORANO, PREVOT, 2008; MOUSTY, 2010).

Desde 2007, alguns autores tém reportado 0 uso de HDL em combinagdo com o DNA.
A intercalagdo do DNA no espaco interlamelar do HDL-MgAI pode proceder por diferentes
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vias, como a intercalagdo reversivel do DNA em HDLs por troca i6nica com cloreto no espacgo
interlamelar. Neste ambito, o HDL-MgAI foi utilizado como vacina para carreamento de genes
com objetivo de aumentar a eficacia da imunizacao in vivo. A viabilidade das células em testes
de liberacao de gene in vitro € um ponto crucial. 50% de viabilidade celular em 500 pg/mL de
nanoparticulas de HDL foi obtida para HEK 293 T, representando um valor muito maior que
0s 50 a 100 pg/mL geralmente obtidos em testes deste tipo (XU et al., 2007; THYVEETIL et
al., 2008; Ll et al., 2011).

A imobilizagdo de enzimas em suportes solidos compostos por HDL é vista como uma
estratégia para permitir a reutilizacdo das enzimas em determinados processos, aumentando sua
estabilidade em pH especifico a longo prazo. Uma grande quantidade de enzimas com baixo
ponto isoelétrico e carga resultante negativa em seu pH 6timo foram estabilizadas em matrizes
de HDL, assim como proteinas do sangue também foram imobilizadas. Ao final, formam-se
materiais biohibridos com propriedades controladas (composicdo quimica, troca ibnica e
propriedades de adsorc¢do, propriedades acido-base, eletroatividade, morfologia e porosidade)
para obter uma performance catalitica maxima (FORANO, PREVOT, 2008; MOUSTY, 2010).

3.1.3.7 Tecnologia farmacéutica e cosméticos

HDLs a base de MgAl e ZnAl tem sido reportados em diferentes farmacopeias e ja sao
utilizados na medicina como antiacidos e agentes antipepsinicos e em muitas pomadas e
cataplasmas para protecdo da pele danificada. Estes materiais podem ser considerados
excelentes para a criacdo de sistemas de liberacao de farmacos devido sua biocompatibilidade,
estabilidade pH-dependente, habilidade para intercalar uma extensa gama de biomoléculas
anionicas e sua baixa toxicidade (LINARES et al., 2004; KONTUREK et al., 2007; CHOI &
CHOY, 2011; POSATI et al., 2012).

A associagdo entre HDL e anions moleculares com atividade biologica produzem
materiais hibridos, inorganico-organicos, nos quais espécies bioativas sdo armazenadas no
espaco interlamelar, geralmente protegidas contra luz e oxigénio, e sdo potencialmente
liberadas apos sinal quimico onde diversos autores publicaram diversas revisdes neste topico
(COSTANTINO, NOCCHETTI, 2001; DEL HOYO, 2007; RUIZ-HITZKY et al., 2010).

A natureza quimica e reatividade dos HDLs permite a obtencdo de materiais lamelares
intercalados com farmacos para liberacdo sustentada ou incremento de solubilidade e

biodisponibilidade de moléculas com baixa solubilidade aquosa. Estes hibridos dispersos em
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fluidos bioldgicos com pH ~ 7 podem liberar as moléculas por reacdes de troca idnica. Esta
taxa de liberacédo ¢ afetada por diversos fatores como o tamanho e a conformacéo espacial do
farmaco, disposicdo dos anions do farmaco na regido interlamelar, seletividade do HDL em
relacdo aos anions presentes no meio de liberacdo e dimensdo das particulas de HDL
(WILLIAMS, O’HARE, 2006).

Diversos farmacos anti-inflamatdrios ndo esteroidais foram intercalados em HDL-
MgAl. Hibridos contendo ibuprofeno, diclofenaco, fenbufeno e sulindaco foram submetidos a
estudos de liberagdo do farmaco in vitro simulando os fluidos intestinais. Os compostos
intercalados mostraram uma liberacao sustentada devido a troca dos ions do farmaco com ions
fosfatos, hidroxidos e carbonatos presentes no meio intestinal. A composicdo da lamela e o
tamanho da particula do HDL afetou o perfil de liberacdo de alguns farmacos desta classe.
Acidos mefenamico e meclofendmico e naproxeno intercalados em HDL-MgAlFe foram
liberados de forma muito mais lenta que quando intercalados em HDL-MgAl (AMBROGI et
al., 2001; LI et al., 2004; DUPIN et al., 2004; DEL ARCO et al., 2004, 2009; CARRIAZO et
al., 2010; MINAGAWA et al., 2012).

Farmacos anti-hipertensivos, como captopril, lisinopril, enalapril, ramipril e perindopril
erbumina também foram estudados em associacdo com HDLs em formulacbes de liberacdo
controlada. Também com farmacos cardiovasculares como pravastatina e fluvastatina. O
arranjo da pravastatina no espaco interlamelar do HDL foi estudado associando dados
experimentais com a teoria da densidade funcional. Este estudo demonstrou que o sistema
hibrido contem anions cloreto e pravastatina organizados como bicamada (XIA et al., 2008;
PANDA et al., 2009; AL ALl etal., 2012; CUNHA et al., 2012).

Além disso, 0 HDL também foi utilizado como sistema de liberacdo para heparina de
baixo peso molecular. Este hibrido mostrou uma liberacdo sustentada em pH 7,4, uma
funcionalidade farmacologica aumentada, e uma maior captacdo celular em células
vascularizadas de mdusculo liso de ratos in vitro. Farmacos reguladores de lipideo, como
benzafibrato e acido clofibrico, intercalados em HDL foram propostos como sistemas de
liberacdo controlada no intestino delgado. A formagdo destes nanocompositos resultantes da
combinacdo entre o HDL, capaz de promover liberacdo sustentada no trato gastrintestinal
inferior, e um polimero, capaz de evitar a liberagdo do farmaco no trato gastrintestinal superior,
é uma estratégia que foi desenvolvida para obter sistemas para liberacéo direcionados ao colon.
Nanocompositos a base de HDL para liberacdo de diclofenaco, fenbufeno ou &cido

ursodesoxicolico foram desenvolvidos por microencapsulagdo do hibrido de HDL e farmaco
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em Eudragit® S e Eudragit® L (CHOI et al., 2010; DEL ARCO et al., 2010; BERBER et al.,
2010; GU et al., 2011).

Os HDLs ndo agem apenas como simples sistemas de liberacdo, mas também podem
aumentar a solubilidade aparente de farmacos. Este material em meio acido, pH < 4, dissolve-
se lentamente e o farmaco € liberado, &nion por &nion, no meio. Compostos contendo farmacos
de baixa solubilidade aquosa intercalados, como indometacina, cetoprofeno, ibuprofeno e
flurbiprofeno mostraram grande acréscimo na solubilidade do farmaco em suco gastrico com
pH 1,2. Os HDLs mostraram propriedades de barreira, similar aquelas do muco gastrico, e
podem promover protecdo da mucosa evitando efeitos colaterais dos farmacos. Devido a
interacdo entre a molécula ativa com a rede de muco, sua administracdo associada ao HDL pode
assegurar ndo sé o efeito protetor, mas também o aumento da permeabilidade pelo muco
gastrico. Resultados promissores também foram obtidos com gliclazida e furosemida. A taxa
de dissolucdo destes farmacos em meio gastrico e a permeabilidade pelo muco gastrico foram
incrementadas (AMBROGI et al., 2003; DEL ARCO et al., 2004; AMBROGI et al., 2009;
PARELLO etal., 2010; PERIOLI et al., 2011).

O planejamento de formulacBes capazes de manter os niveis terapéuticos de farmacos
por um longo periodo foi estendido para algumas moléculas da classe dos antibidticos.
Farmacos bactericidas pertencentes as quinolonas (acido nalidixico), fluoro-quinolonas
(ciprofloxacino), B-lactamicos (amoxicilina) e cefalosporinas (cefazolin) e os bacteriostaticos
(hemissuccinato de cloranfenicol) foram utilizados em associagdo com HDLs. Drogas
antitumorais como metotrexato e podofilotoxina também ja formaram tais hibridos com
compostos do tipo Hidrotalcita. A associacdo mostrou um melhor efeito antitumoral e
toxicidade reduzida quando comparadas aos farmacos isolados, tanto em testes in vitro como
in vivo (XUE et al., 2007; TAMMARO et al., 2007; CONSTANTINO et al. 2009; RYU et al.,
2010; CHAKRABORTY et al., 2011).

Para obter-se uma liberacéo sitio-especifica destes agentes antitumorais, a superficie do
hibrido HDL-Metotrexato foi modificada com alvos para células cancerigenas como o &cido
félico. O nanoveiculo obtido foi altamente efetivo em termos de permeacéo celular e inibicdo
da proliferacdo da célula cancerigena, em células que apresentavam excesso de receptores para
acido folico. O uso de HDL como carreador de farmacos com alvos magnéticos tambem tem
sido investigada. Um hibrido HDL-diclofenaco foi coberto com particulas de ferrita de
magnésio para produzir um nanohibrido magnético. A liberacdo da droga a partir do

nanohibrido magnético decresce na presenca de campo magnético devido a agregacdo das
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particulas magnéticas, deixando a liberacdo mais lenta. Nanocompdsitos bioinorgéanicos de
centro magnético também foram propostos para uma potencial aplicagdo na terapia contra
artrite. Particulas magnéticas foram recobertas com HDL-MgAI intercalado com ibuprofeno e
glucoronato para obter sistemas destinados a liberacdo especifica em sitio magnético. Sistemas
similares foram preparados usando naproxeno e o agente anticancer doxifluridina (OH et al.,
2009; ZHANG et al., 2009; REZVANI, SARKARAT, 2012).

A incorporacao de ions naturais raros no espaco interlamelar dos HDLs pode oferecer
novas possibilidades no rastreamento da quantidade de farmaco intercalado atraves do
monitoramento de suas propriedades luminescentes. A intercalacdo de anions moleculares
utilizados em cuidados farmacéuticos (emolientes, surfactantes, nutrientes para pele, vitaminas,
protetores solares) produz novos materiais que podem ser utilizados na indastria dos cosméticos
(ROSSI et al., 2005; SUN et al., 2008; WANG et al., 2010a,b; KHAN et al., 2011).

3.1.4 Intercalacéo

O espaco interlamelar acomoda anions de compensacdo e moléculas de agua,
assegurando a estabilidade da estrutura lamelar dos HDLs. Os anions de compensacdo mais
comuns sdo NOs’, CI-, SO4* e COs%. A troca ibnica pode ser facilmente realizada e diversas
espécies organicas anibnicas, complexadas e heteropolidcidas podem ser introduzidas no
espaco interlamelar, substituindo os anions originalmente presentes. Tal habilidade é de grande
interesse para diversas aplicacdes citadas anteriormente. Consequentemente, uma atencdo

especial tem sido direcionada a este método de modificacdo dos HDLs (SEFTEL et al., 2013).

3.1.4.1 Troca Anibnica

A capacidade de troca ani6nica depende do valor de X, presente na formula geral
[Mi-Z"ME*(OH)2]** (A" )xnemH20. Experimentalmente, foi possivel observar que esta troca é
constante para alguns HDLs, como o0s que sdo constituidos por LiAlz, Zn,Cr e CuoCr, e
altamente controlavel para outros, como ZnxAl ou MgxGa. Diversos mecanismos de troca ibnica
tem sido reportados, onde, geralmente, os anions que entram no espaco interlamelar s&o
adsorvidos rapidamente na superficie da particula e, entdo, se difundem para o espaco
interlamelar. De um ponto de vista termodinamico, esta troca depende principalmente de
interacdes eletrostaticas entre as lamelas hidroxiladas positivamente carregadas e os anions de

troca, e da variacdo da energia livre e entropia envolvidas nas mudancas de hidratacdo. Outra
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caracteristica importante é que a constante de equilibrio aumenta quando o raio do &nion
original decresce. A troca é, entdo, favorecida para anions com alta densidade de carga
(LOPEZ-SALINAS et al., 1997; ISRAELI et al., 2000; CONSTANTINO et al., 2009).

Em pesquisa publicada por Inacio et al. (2001) e Ulibarri et al. (2001), foi mostrado que
tanto o anion originalmente intercalado quanto a cristalinidade do HDL afetam drasticamente
sua capacidade de troca anidnica. Estudos de dindmica molecular e difusdo de ions em
superficies e interfaces revelaram que a estrutura e a composicao da superficie dos HDLs
controlaram a fluidez da troca anidnica no espaco interlamelar, assim como os coeficientes de
difusdo de espécies adsorvidas na superficie, seu tempo viavel na superficie, e sua dindmica
rotacional e translacional (LOMBARDO et al., 2008; KALINICHEYV et al., 2010).

Baseados neste processo de troca idnica, muitos anions organicos e inorganicos tem sido
intercalados, como polioxametalatos, surfactantes, corantes, amino acidos e DNA. A
intercalacdo de diversos complexos metalicos anibnicos foi realizada para introduzir ions
metalicos nobres e de transicdo (FUDALA et al., 1999; GERARDIN et al., 2005; CHOY etal.,
2007; LATTERINI et al., 2007).

3.1.4.2 Processo de calcinagao/reconstituicéo

Figura 02: Esquema simplificado do processo de reconstitui¢do dos HDLs através do processo de reidratagéo.
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Fonte: VIEIRA, 2009.

A reconstituicdo da estrutura através da reidratacdo do HDL calcinado (Figura 02) foi
descrita primeiramente por Miyata (1980). Esta propriedade Unica, chamada de “efeito
memoria”, pode ser utilizada como um método geral para modificar o espaco interlamelar
destes compostos. Primeiramente, um HDL contendo um anion volatil foi calcinado, gerando
uma mistura de Oxidos resultantes, e depois esta mistura foi reidratada em solucdo aquosa

contendo o anion a ser intercalado. Este método foi utilizado para producdo de HDL-MgAI



43

intercalados com diversos &nions (CrO4%, HPOs*, HVO4%, SiOs?", HGaOs? e SO4%), onde as
condigdes de calcinacdo (temperatura, taxa de aquecimento e duragdo) sé@o parametros
importantes para a recuperacdo da estrutura do HDL (MILLANGE et al., 2000; LAGUNA,
2007).

3.1.5 Adsorgéo

As reacOes de adsor¢cdo sdo, normalmente, consideradas como interagdes
intermoleculares entre solutos e fase sélida, que podem ser descritas como uma complexacdo
de superficie composta por duas faces de reacdo. A quantidade de espécies quimicas adsorvida
¢ afetada por diversos fatores como pH, temperatura, forca idnica, dosagem e concentracdo
inicial. Nos Gltimos anos, muitos relatos sobre adsor¢éo de contaminantes em HDLs tem sido
publicados. Tais contaminantes incluem oxianions, a&nions monoatémicos, organicos e gasosos.
Poucos estudos focam adsorcdo de cations em HDLs, onde as pesquisas atuais ndo sdo téo
compreensivas e bem consolidadas como na adsorcdo de anions. Investigar esse tipo de
mecanismo e desenvolver novas técnicas terd grande importancia para o tratamento de agua
(SPARKS, 2003; LIANG et al., 2013).

Isotermas de adsorg¢éo indicando como os adsorvatos interagem com os adsorventes séo
essenciais para o desenvolvimento de sistemas de adsor¢do. As isotermas de Langmuir e
Freundlich séo as mais comumente aplicadas para representar os dados de adsorcdo. A isoterma
de Langmuir é frequentemente aplicada para superficies homogéneas com toda a superficie de
adsorcéo de igual afinidade, ja a isoterma de Freundlich se aplica as superficies heterogéneas.
Por exemplo, a isoterma de Langmuir pode se adequar as isotermas de adsorcdo para Pb?* em
HDL-MgAl intercalados com CI" melhor que a de Freundlich em diferentes temperaturas. Deve-
se perceber que as isotermas de Langmuir e Freundlich sdo puramente descricdes de dados
macroscopicos e ndo sdo prova definitiva de mecanismos de adsor¢do. Os mecanismos devem
ser investigados a nivel molecular, pois tais isotermas ndo conseguem identificar diferencas
entre mecanismos de adsorcdo e precipitacdo em superficie (SPARKS, 2003; KAMEDA,
SAITO, UMETSU, 2005; PEREZ, et al., 2006; LIMOUSIN, GAUDET, CHARLET, 2007).

3.1.6 Toxicidade
A presenca de cations de baixa toxicidade e biocompativeis como Mg?*, Zn?*, Fe3" e até

AIF" nas lamelas catidnicas gerou a ideia de utilizar esses sélidos como carreadores de espécies
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anionicas bioativas. Estudos mostram que fatores como a natureza dos cations metélicos que
constituem a lamela dos HDLs, seus anions de compensagdo intercalados no espaco
interlamelar, a morfologia, o tamanho de suas particulas, a carga elétrica e a area superficial
influenciam na toxicidade destes materiais em meio biologico (CHOI, CHOY, 2011; SEFTEL,
COOL, LUTIC, 2013).

Uma simples comparacdo da citotoxicidade do HDL-MgAl e do HDL-ZnAl através do
teste de hemolise, mostra uma menor toxicidade causada pelo HDL a base de Magnesio e
Aluminio. Neste estudo, como ambos possuiam tamanhos de particula e solubilidades
semelhantes, os autores afirmam que a maior toxicidade apresentada pelo HDL a base de Zinco
e Aluminio se deu pela presenca dos ions Zn2*, tendo em vista que os niveis de AIR* foram os

mesmos para ambos os materiais (CHOI et al., 2007).

Outro estudo de citotoxicidade com células A594 (carcinoma pulmonar) e dois tipos
diferentes de HDL-MgAI, um intercalando o &nion CO3 e 0 outro CI', indicaram que o material
composto pelo anion carbonato se mostrou mais téxico, quando comparado ao cloreto. Os
autores atribuem tal fato a estabilidade termodindmica do HDL-MgAI-COs*. A menor
dissolucdo do HDL-MgAI-COs? nos fluidos corporais, pH = 7,4, aumenta a retencéo celular,
influenciando no andamento das funcdes celulares essenciais. Foi também avaliada a toxicidade
do HDL-MgAI-COs™ de diferentes tamanhos de particula, onde particulas de 50 e 350 nm
apresentaram maior toxicidade quando comparadas as particulas de 100 e 200 nm. Os
pesquisadores afirmam que o aumento da area superficial das particulas menores (50 nm)
culmina numa maior reatividade do material devido a inducdo de processos inflamatdrios e
danos a membrana celular. As particulas maiores (350 nm) causam um pequeno distdrbio no
crescimento celular. Portanto, HDLs produzidos numa faixa de tamanho de particulas entre 100
e 200 nm exibiram baixa toxicidade em relacéo a proliferacdo celular, danos de membrana e
resposta inflamatéria (ZHU et al., 2008; CHOI et al., 2008; LANONE et al., 2009; BAEK et
al., 2011).

Embora os HDLs apresentem efeito citotoxico, quando comparados a outros materiais
organicos seus efeitos nocivos mostram-se moderados. Linhagens celulares A594 e L132 se
mostraram mais sensiveis as silicas quando comparadas com os HDLs. E importante ressaltar
que, geralmente, as doses de HDL utilizadas nestes testes sdo em torno de 100 pg/mL, o que
permite considerar que os HDLs como agentes ndo téxicos considerando os resultados
apresentados (CHOI, OH, CHOY, 2011).



45

3.2 PARTE II: Incremento de Solubilidade

O crescente interesse pelo incremento de solubilidade se d& devido ao progresso da
quimica medicinal e a quimica combinatoria, que vém, cada vez mais, identificando novas
entidades quimicas candidatas a farmacos. Porém, a solubilidade destas moléculas tem
decrescido drasticamente. Enquanto valores de solubilidade menores que 20 pg/mL de uma
NEQ eram praticamente desconhecidos até a década de 80, a situacdo tem mudado tanto que,
ja na década passada, candidatos a farmacos com solubilidades intrinsecas menores que 1
pg/mL ja eram muito comuns. Estas entidades, com frequéncia apresentam absor¢édo baixa ou
instavel quando administrados por via oral devido as barreiras impostas pela taxa de dissolucao,
que limita a absor¢cdo no TGI. Segundo autores, 70% dos potenciais candidatos a farmacos sao
descartados devido sua baixa solubilidade aquosa, que estd diretamente relacionada com a
biodisponibilidade, antes mesmo de chegarem aos laboratérios de tecnologia farmacéutica.
Consequentemente, aumentar a solubilidade aquosa aparente e a taxa de dissolugdo de farmacos
pouco sollveis em agua é um grande desafio para os pesquisadores (SERAJUDDIN, 2007;
COOPER, 2010; KAWABATA et al., 2011; ZHANG et al., 2014).

Em artigo publicado por Serajudin (2007), o autor afirma que a solubilidade das NEQs
esta, de forma geral, dividida em trés grupos, onde aproximadamente um terco de novos
compostos sintetizados em laboratérios de quimica medicinal apresentam uma solubilidade
aquosa menor que 10 pg/mL, outro um ter¢co com solubilidade entre 10 e 100 pug/mL e o terco
final com solubilidade maior que 100 pug/mL. Com tal predominancia de entidades com baixa
solubilidade aquosa, deve-se empregar uma atencao especial para identificar e selecionar bons

candidatos para o incremento de solubilidade.

Junto com a permeabilidade, a solubilidade de um farmaco é a chave que determina sua
biodisponibilidade oral. Dessa forma, o processo de dissolugdo dos farmacos é critico na
eficacia terapéutica de um produto medicinal, independentemente de sua via de administrag&o.
A dissolugéo envolve a transformacdo do farmaco do estado solido para solucéo no fluido do
TGI. Este processo é afetado por diversos fatores presentes na equacdo de Noyes-Whitney, a
medida em que a dissolugdo do farmaco, sob condicdes fisioldgicas, é regulada pela sua
solubilidade aquosa. Considerando a equagdo modificada de Noyes-Whitney (figura 03), ela
nos traz algumas dicas de como a taxa de dissolugdo dos farmacos com baixa solubilidade
aquosa pode ser melhorada, visando minimizar as limitacGes da biodisponibilidade oral. Nesta
equacdo: dC/dt e a velocidade de dissolucéo, A é a area de superficie de contato entre a particula

do farmaco e o meio de dissolucdo, D corresponde ao coeficiente de difusdo do farmaco, Cs é
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a concentracdo do farmaco no campo de difusdo, C é a concentragdo do farmaco no meio num
determinado tempo, e h representa a espessura da camada limite de difusdo adjacente a
superficie do composto a ser dissolvido (NOYES, WHITNEY, 1987; LEUNER, DRESSMAN,
2000; LOH, SAMANTA, HENG, 2015).

Figura 03: Equacdo modificada de Noyes-Whitney

dC  AD(C, - C)

dr h

Fonte: autoria propria.

As principais possibilidades para melhorar a dissolugcdo de farmacos analisando a
equacdo acima sdo: aumentar a area superficial disponivel para dissolucdo através da
diminuicdo do tamanho da particula do farmaco sélido e/ou otimizando as caracteristicas de
molhabilidade de sua superficie, diminuir a espessura da camada limite de difusdo, assegurar
as condicbes sink para dissolucdo e, por ultimo, mas ndo menos importante, aumentar a
solubilidade aparente do farmaco sob condicGes fisiologicamente relevantes. Dentre estas
possibilidades, mudancas na hidrodindmica in vivo sdo dificeis de serem controladas e a
manutencdo das condi¢des sink dependera do quao permeavel € a mucosa gastrintestinal em
relacdo ao farmaco, assim como a composicao e quantidade de volume dos fluidos do TGI.
Embora alguns pesquisadores se direcionam ao aumento da permeabilidade utilizando
excipientes apropriados, os resultados obtidos ndo sdo encorajadores. Portanto, a op¢cdo mais
atrativa para o aumento da taxa de dissolucdo dos farmacos é o aumento da solubilidade
aparente fazendo uso de excipientes funcionais (LEUNER, DRESSMAN, 2000; LOH,
SAMANTA, HENG, 2015).

3.2.1 Sistema de Classificacao Biofarmacéutica

O Sistema de Classificagdo Biofarmacéutica (SCB) (figura 04) é uma classificagcdo
cientifica de farmacos baseada na solubilidade aquosa e permeabilidade intestinal que se
correlacionam com a dissolugdo in vitro e a biodisponibilidade in vivo de produtos
farmacéuticos. Quando combinada com as caracteristicas da dissolucéo in vitro, 0 SCB leva em

consideracdo dois fatores principais, mencionados acima, que comandam a taxa e a extensao
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da absorcéo de farmacos administrados pela via oral em formas farmacéuticas solidas e, por
fim, sua biodisponibilidade. Portanto, o SCB é uma ferramenta fundamental no
desenvolvimento de formulacdes, especialmente no caso de produtos farmacéuticos orais
(WAGH, PATEL, 2010; YU et al., 2002; KHADKA et al., 2014).

Figura 04: Sistema de Classificagio Biofarmacéutica.

Classe IIT Classe I
Alta solubilidade Alta solubilidade
Baixa permeabilidade Alta permeabilidade

Classe IV
Baixa solubilidade s olub

Solubilidade

Baixa permeabilidade Alta permeabilidade

Permeabilidade

Fonte: autoria propria.

Com o crescente aumento do nimero de farmacos que apresentam baixa solubilidade
aquosa, atualmente, a industria farmacéutica enfrenta consideraveis desafios na tentativa de
melhorar a solubilidade destas moléculas. Apesar das promissoras atividades farmacoldgicas,
muitas das NEQs se encontram na classe 11 do Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica (SCB),
caracterizados por uma alta permeabilidade em membranas bioldgicas, mas com baixa
solubilidade aquosa (Figura 04). Esses farmacos apresentam absor¢ao instavel ou incompleta,
levando a uma exposic¢do insatisfatoria do farmaco in vivo e uma baixa biodisponibilidade. Para
entidades pertencentes a classe 11 do SCB, a dissolucéo é o passo determinante em sua absor¢ao
(LIPINSKI, 2000; MULLER, KECK, 2004; LOH, SAMANTA, HENG, 2015).

Pesquisadores constantemente buscam meios de facilitar e aumentar a solubilidade e,
portanto, a taxa de dissolugdo de farmacos pertencentes a esta classe. Como mencionado
anteriormente, a biodisponibilidade de farmacos pertencentes a classe Il do SCB € susceptivel
a ter sua taxa de dissolucdo como etapa limitante no processo de absorcao. Porém, devido a alta

permeabilidade desta classe, tais farmacos tém sido o foco de pesquisas visando o incremento
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de solubilidade nos Ultimos anos, e diversos tipos de formulagdes ja foram desenvolvidas
(KUMAR et al., 2013; ONOUE et al., 2012).

3.2.2 Estratégias para o incremento de solubilidade

A maioria das NEQs em desenvolvimento tem como objetivo final serem administradas
numa forma farmacéutica solida que apresente eficacia e reprodutibilidade nas concentracdes
plasmaéticas in vivo ap6s administracdo oral. As NEQs mais promissoras, apesar da sua alta
permeabilidade, sdo geralmente absorvidas apenas na porcdo superior do intestino delgado,
tendo sua absorcao reduzida no ilio de forma significativa, mostrando que existe uma estreita
janela de absorcdo. Consequentemente, se o farmaco ndo for completamente solubilizado no
TGI, este apresentard uma baixa biodisponibilidade (VAN-DROOGE et al., 2006;
VIPPAGUNTA et al., 2006; VASCONCELOS, SARAMENTO, COSTA, 2007).

O desenvolvimento de formulagdes efetivas aborda meios de facilitar esta absorcédo de
farmacos administrados pela via oral. No caso de farmacos com baixa solubilidade aquosa, este
ponto pode ser um grande desafio. Enquanto avancos sdo alcancados no desenvolvimento de
novas tecnologias para carreamento de farmacos, como as dispersdes solidas, outros meios
como as formulagdes a base de lipideos, micro e nanosuspensdes, tém o desenvolvimento de
sua formulacdo apresentado de forma empirica e incerta. Desta forma, os esforcos para
desenvolver novos mecanismos que promovam uma maior solubilidade dos farmacos no TGl

sdo ainda necessarios e deveras importantes (WARREN et al., 2010).

Com os avancos da ciéncia, varias estratégias estdo sendo desenvolvidas e aplicadas
para sobrepor este obstaculo. Os métodos mais comuns empregados para o incremento da
solubilidade e taxa de dissolucdo incluem a reducdo do tamanho de particula (particulas micro
e nanométricas) para aumentar a area de superficie, solubilizagdo em sistemas surfactantes,
aumentar a porosidade das particulas, polimorfismo, modificacdo da estrutura cristalina,
complexacdo, pro-farmacos, formagéo de sais de farmacos e formacdo de dispersdes sélidas.
Outra alternativa para tal é a estabilizagdo da forma amorfa dos farmacos. Tal forma consiste
de um estado de alta energia que apresenta maior solubilidade e taxa de dissolugéo e, portanto,
maior biodisponibilidade (SHARMA et al., 2009; MERISKO-LIVERSIDGE, LIVERSIDGE,
2011; GAO et al., 2013; NKANSAH et al., 2013; ZHANG et al., 2012, 2013, 2014).

Contudo, a precipitacdo do farmaco é uma ameaca comum enfrentada por algumas

destas formulacGes. Tal precipitacdo pode surgir de um excesso de farmaco sendo solubilizado
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rapidamente e que, logo em seguida, provoca sua recristalizagéo nos fluidos do TGI, impedindo
sua absorcéo e diminuindo sua biodisponibilidade. Para formulagdes orais, a precipitagéo de
farmacos também pode ser iniciada devido as mudancas de pH no TGI (JOHNSON, HE,
YALKOWSKY, 2003; LOH, SAMANTA, HENG, 2015).

A conversdo da forma cristalina para a forma amorfa ap6s a aplicacéo de energia tem
sido descrita por mecanismos de desestabilizagdo mecanicos e termodinamicos. O mecanico
descreve uma desestabilizacdo da unidade cristalina resultante de vibrag¢fes, como funcédo da
pressdo aplicada. J& de acordo com a mecanismo termodindmico, o nimero de imperfeicdes
aumenta com o aumento da pressao e a transformac&o ocorre a partir de um ponto critico, onde
a fase amorfa é mais estavel que o cristal desordenado (CROWLEY, ZOGRAFI, 2002;
SHARMA, DENNY, GARG, 2009).

Historicamente, as abordagens para aumentar a absor¢des de farmacos pouco sollveis
em agua tem estado em torno de meios para incrementar a solubilidade aparente do farmaco no
TGI ou aumentar sua taxa de dissolugdo. Contudo, na ultima década, a atencdo foi desviada
com a constatacdo de que o aumento da solubilizagdo intestinal pode ser apenas passageiro,
especialmente para moléculas altamente permedveis, e que a manutencdo de um estado de
supersaturacdo temporaria (quando a concentragdo do soluto na solucao é maior que o equilibrio
termodinamico de solubilidade) pode ser suficiente para promover a absorcdo. De fato, a
supersaturacdo como meio de promover maior atividade termodindmica pode aumentar a

absorcéo de farmacos de forma mais eficaz que numa simples solugdo (WARREN et al., 2010).

3.2.3 Dispersoes Solidas

Como tém sido exposto pelos autores, a liberacdo do farmaco é um passo crucial e
limitante para sua biodisponibilidade oral, particularmente para farmacos com baixa
solubilidade no TGI e alta permeabilidade. Melhorando o perfil de liberacdo do farmaco, é
possivel aumentar sua biodisponibilidade e reduzir seus efeitos colaterais. Para tal, as dispersdes
solidas constituem uma das alternativas de maior sucesso no incremento da solubilidade aquosa
de farmacos (STREUBEL, SEIPMANN, BODMEIER, 2006; TANAKA et al.,, 2006;
VASCONCELOS, SARMENTO, COSTA, 2007).

Vasconcelos, Sarmento e Costa (2007) classificaram as dispersdes sélidas em trés
grandes grupos: dispersdes solidas de primeira, segunda e terceira geracdo, como mostrado na

figura 05.
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Figura 05: Classificacdo dos diferentes tipos de dispersoes sélidas.
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Fonte: adaptado de Vasconcelos, Saramento, Costa (2007).

3.2.3.1 Dispersoes solidas de primeira geracéo

A primeira descricdo de dispersdes solidas foi feita por Sekiguchi e Obi (1961). Eles
notaram que a formulacdo de misturas eutéticas melhorava a taxa de dissolucdo e,
consequentemente, a biodisponibilidade de farmacos com baixa solubilidade aquosa. Na
mesma década, diversas dispersbes sélidas foram reportadas utilizando farmacos como
sulfatiazol e cloranfenicol. Estas dispersGes produziram uma liberacdo mais rapida dos
farmacos e uma maior biodisponibilidade quando comparadas as formulagdes convencionais
dos mesmos farmacos. O tamanho reduzido das particulas e a melhor molhabilidade foram as
principais razbes para as melhorias observadas (VASCONCELOS, SARMENTO, COSTA,
2007).

Anos depois, Levy (1963) e Kaning (1964) também desenvolveram dispersdes solidas
contendo manitol como carreador, preparando solucbes solidas através de dispersdes
moleculares ao invés de misturas eutéticas. As melhorias observadas foram atribuidas a rapida
dissolucdo do carreador, liberando microcristais do farmaco. Essas dispersfes sdlidas,
designadas como dispersdes sOlidas de primeira geracdo, foram preparadas utilizando
carreadores cristalinos, como a ureia e agucares, que foram os primeiros carreadores a serem

empregados em dispersdes solidas. Eles tem a desvantagem de formar dispersdes cristalinas,
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que sdo mais termodinamicamente estaveis e ndo liberam o farmaco tdo rapido quanto as
dispersbes amorfas (LEUNER, DRESSMAN, 2000; VASCONCELOS, SARMENTO,
COSTA, 2007).

3.2.2.2 Dispers0es solidas de segunda geracao

No final da década de 60, Simonelli, Mehta, Higuchi (1969) e Chiou e Riegelman (1969)
observaram que dispersdes solidas, onde o farmaco era mantido em seu estado cristalino,
poderiam n&o ser tdo efetivas quanto em seu estado amorfo, devido a maior estabilidade
termodinamica dos cristais. Dessa forma, surgiram as dispersées sélidas de segunda geracéo,
que apresentavam carreadores amorfos ao inves dos cristalinos. Neste caso, o farmaco é
disperso de forma irregular, a nivel molecular, por todo o carreador que, geralmente, sdo
polimeros (VILHELMSEN et al., 2005; URBANETZ, 2006; VASCONCELOS, SARMENTO,
COSTA, 2007).

3.2.2.3 Dispersdes solidas de terceira geracéo

Os avancos da ciéncia mostraram que o perfil de dissolucdo de farmacos pode ser
melhorado se os carreadores possuirem superficie ativa ou propriedades auto-emulsificantes,
surgindo, entdo, as dispersdes sélidas de terceira geracdo. Estas dispersdes sdo destinadas a
alcancarem os mais altos niveis de biodisponibilidade para farmacos de baixa solubilidade
aquosa e estabilizarem as dispersGes solidas, evitando a recristalizacdo dos farmacos
(VASCONCELOS, SARMENTO, COSTA, 2007).

3.3 PARTE IlI: Olanzapina

Antipsicoticos sdo farmacos utilizados no tratamento da esquizofrenia, transtorno
bipolar e outras desordens psicéticas, afetivas e de comportamento. Esta classe pode ser
dividida em antipsicoticos tipicos ou de primeira geracdo, e atipicos ou de segunda geracéo,
que diferem consideravelmente quando se trata do perfil dos efeitos colaterais. Apesar dos
antipsicoticos atipicos ainda apresentarem efeitos colaterais neurotdxicos, eles apresentam um
perfil de efeitos colaterais extrapiramidais agudos (parkinsonismo, distonia aguda, acatisia) e
crénicos (discinesia tardia) praticamente nulos, o que é bastante favoravel ao tratamento. Além

disso, 0s antipsicoticos de segunda geracdo parecem ser mais efetivos, pois suprimem tanto
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sintomas negativos quanto positivos da esquizofrenia (ALMEIDA et al., 2006; HEISER et al.
2007; KLUGE et al., 2014).

Dentre os antipsicoticos atipicos, como risperidona, ziprasidona, aripiprazol, quetiapina,
haloperidol e outros, destaca-se a Olanzapina. Este fA&rmaco esta no top 20 dos medicamentos
(Zyprexa®) mais prescritos nos EUA na Gltima década, sendo o antipsicético mais comumente
utilizado, e esta no top 10 dos mais vendidos pela industria Eli Lilly & Co, principalmente por
sua alta eficacia terapéutica no tratamento da esquizofrenia e transtorno bipolar, sendo
comercializado em mais de 84 paises, desde 1996. Além desta forma farmacéutica solida, a
Olanzapina também é comercializada em formulacdo parenteral, como nanocristais de
Palmoato de Olanzapina, na forma de suspensdo injetavel intramuscular (Zyprexa® Relprevw™
e Zypadhera®) que libera o farmaco de forma controlada por até um més, com as mesmas
concentracgdes atingidas na formulacéo oral (LINDSLEY, 2010; REGULSKA, KARPINSKA,
2012; TOHEN et al., 2015; DETK et al., 2015; JOHNSON, 2015).

Além das indicacOes terapéuticas classicas mencionadas anteriormente, 0 uso da
Olanzapina ja foi observado em outras patologias, discutidas detalhadamente em revisdo
bibliografica feita por Fonte, Fatigoni e Roila (2015). Como exemplo, a OLZ se mostrou eficaz
no combate da émese refrataria em pacientes com cancer terminal, onde reduziu a nausea e o
vomito provocados pelos opidides administrados nos pacientes. Ha relatos também da
associacao da OLZ com fluoxetina, onde o antipsicético estabiliza bem o humor dos pacientes

e, aparentemente, aumenta o efeito do antidepressivo.

Olanzapina (OLZ) (Figura 06), 2-metil-4-(4-metilpiperazin-1-il)-10H-tieno[2,3-
b][1,5]-benzodiazepina, com férmula molecular C17H20N4S e peso molecular 312,43, € membro
de uma nova classe de farmacos benzodiazepinicos antipsicoticos. Foi obtido pela primeira vez
por Chakrabarti, Holter e Tupper, na Gra-Bretanha, em 1982, utilizando a clozapina como
precursor. Consiste num solido amarelo, cristalino, de carater lipofilico, com grande volume de
distribuicdo (22 L/kg), praticamente insoltvel em agua (43 mg/L), solubilidade pH-dependente,
ligeiramente soluvel em acetonitrila e acetato etilico, e altamente soltvel em cloroformio. De
acordo com o Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica, a Olanzapina pertence a Classe I,
apresentando baixa solubilidade em agua e alta permeabilidade (THAKURIA, NANGIA, 2011;
PAISANA, 2016).

Figura 06: Estrutura quimica da Olanzapina.
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Fonte: autoria propria.

Foi reportado que a OLZ se apresenta em, pelo menos, 25 diferentes formas solidas,
incluindo 3 diferentes formas de anidratos (1, 11 e 111), 3 dihidratos (B, D e E) e solvatos. Para
evitar a confusdo na designacéo das diferentes formas do farmaco, os autores decidiram seguir
a nomenclatura proposta por Reutzel-Edens. Foi também afirmado que, em suspensdo aquosa,
a conformacdo mais estavel da OLZ, chamada de Forma I, rapidamente se converte para sua
forma menos soluvel, o dihidrato B (PAISANA et al., 2016; REUTZEL-EDENS et al., 2003).

A Forma | da OLZ apresentou-se como o cristal mais estavel, diretamente cristalizada
pela evaporacdo de solventes organicos, incluindo o acetato de etila, THF, acetona e tolueno.
Os polimorfos metaestaveis na Forma Il e 11, assim como os dihidratos, se convertem para
Forma | em poucas horas a temperatura ambiente. Na presenca de dgua, a ordem de estabilidade
se mostrou reversa, tendo a Forma | como a menos estavel, ou seja, mais sollvel, quando
comparada aos dihidratos em temperatura ambiente (REUTZEL-EDENS et al., 2003).

Este antipsicotico atipico se liga aos receptores centrais dopaminérgicos (D1, D2, D3 e
D4), serotoninérgicos (5-HT2a, 5-HT2c, 5-HT3 e 5-HT6), histaminérgicos (H1), adrenérgicos
(a1) e muscarinicos (M1, M2, M3 e M4), apresentando efeitos indesejados como o aumento do
apetite e ganho de peso. Tomando vantagem disso, a OLZ tem sido utilizada também para o
tratamento da anorexia nervosa e cancer avangado, por promover maior ingestdo de comida.
Contudo, o mecanismo preciso pelo qual a OLZ aumenta o apetite e 0 ganho de peso ainda ndo
estd totalmente elucidado. Estudos sugerem que o efeito orexigeno deste farmaco esteja
associado com a ghrelina e receptores secretagogo do horménio de crescimento. Da mesma
forma, o mecanismo pelo qual a OLZ reduz a ndusea e o vomito de pacientes com cancer ndo

foi elucidado, mas acredita-se que esteja relacionado com os receptores de dopamina e
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serotonina, conhecidos por mediar émese induzida por quimioterapia (ZHANG et al., 2013;
ZHANG et al., 2014; FONTE, FATIGONI, ROILA, 2015; DOMECAQ), et al., 2015; PAISANA
etal., 2016).

Outros efeitos colaterais deste farmaco, apresentados por pacientes em quimioterapia, é
a fadiga e sonoléncia. J& os pacientes com transtornos psicoticos apresentam, com mais
frequéncia, ganho de peso, sedacao, aumento dos niveis de glicose, colesterol, triglicerideos,
lipoproteinas de baixa densidade e prolactina no sangue, e efeitos extrapiramidais como
acatisia, mas com intensidade consideravelmente menor quando comparados a outros
antipsicaticos atipicos. Também séo observados efeitos colaterais cardiovasculares (hipotenséo
postural, fibrilacdo atrial, acidente vascular cerebral, insuficiéncia cardiaca congestiva),
respiratorios (pneumonia, dispneia), oculares (ambliopia, visdo abnormal, conjuntivite) e
dermatologicos. Os efeitos colaterais psiquiatricos incluem, frequentemente, depresséo,
euforia, delirios, reacdes maniacas e esquizofrénicas e sensitividade comportamental. Sintomas
de compulsdo obsessiva e tentativas suicidas, além de hepatotoxicidade, relacionada com a
enzima aminotransferase, também ja foram reportados (ALLISON, CASEY, 2001;
MAHENDRAN et al., 2007; TAN et al., 2009; FONTE, FATIGONI, ROILA, 2015; DETKE,
et al., 2015; CHOU et al., 2015; NIMURA et al., 2015).

Comparada aos antipsicoticos tipicos, que causam estresse oxidativo no cérebro e no
figado, a OLZ parece apresentar propriedades protetoras que evitam tais efeitos colaterais. Este
fato representa uma vantagem para este farmaco, pois sabe-se que o estresse oxidativo é um
dos principais contribuidores da fisiopatologia das desordens psiquiatricas como depresséo,
esquizofrenia e transtorno bipolar (MARTINS et al., 2008; MAES et al., 2011; ZLATKOVIC
et al., 2014; TODOROVIC, et al., 2016).

3.4 PARTE IV: Estresse Oxidativo Vs. Esquizofrenia e Transtorno Bipolar

A mitocondria é responsavel por muitos processos essenciais, como a producdo de
energia na forma de ATP, obtida principalmente através de fosforilacdo oxidativa, processo de
apoptose, equilibrio intracelular de célcio e producéo de Espécies Reativas do Oxigénio (EROs)
e Nitrogénio (ERNSs) através da CTE, como produto da respiracéo celular, tendo em vista que
o Oxigénio é o principal aceptor de elétrons da cadeia (PEREZ, AGUILAR, 2013;
BENGESSER, 2015).
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O ATP gerado na mitocndria é produzido com o fluxo de elétrons do complexo | ao
IV, da CTE, localizados na membrana interna da mitocondria. A energia resultante, na forma
de protons, entra novamente na matriz mitocondrial através da ATP sintetase (complexo V),
produzindo ATP. EROs e ERNs da mitocéndria ou do citosol sdo formados como consequéncia
desta atividade da cadeia transportadora de elétrons (BLANCHET et al., 2011,
MONICZEWSKI et al., 2015).

Com o passar do tempo, as funcbes da mitocéndria vdo se tornando menos efetivas, o
que inclui o desemparelhamento do complexo I e, com menor frequéncia, a diminuicdo da
atividade do complexo Il1. A atividade prejudicada dos complexos da cadeia transportadora de
elétrons leva a producédo exacerbada de EROs e ERNSs, ao comprometimento do equilibrio de
calcio intracelular e a mutacbes no DNA. Durante a transferéncia de elétrons ao longo dos
complexos da CTE, elétrons desemparelhados podem escapar e formar radicais livres, como
acontece ao encontrar o Oxigénio molecular, podendo, eventualmente, reduzi-lo e formar o
anion superdxido (0O2"), especialmente no complexo I. (GUBERT et al, 2013,
MONICZEWSKI et al., 2015).

3.4.1 Radicais Livres

Um radical livre, do ponto de vista quimico, é qualquer espécie (&tomo, molécula ou
ion) contendo, pelo menos, um elétron desemparelhado e que € capaz de existir de forma
independente. Apresentam alta reatividade e sdo gerados durante processos metabolicos em
nosso organismo, contribuindo para manutencdo da homeostasia. Porém, em excesso, causam
danos celulares em diferentes niveis, pois reagem com moléculas bioldgicas estaveis, roubando
elétrons em busca de sua estabilidade eletroquimica. Atacam lipideos e proteinas que compdem
as membranas celulares, impedindo a célula de desempenhar suas funges vitais (transporte de
nutrientes, excrecdo de metabolitos, divisao celular, etc.). O radical O2™, que esta, normalmente,
em nosso metabolismo, causa uma reacdo em cadeia de peroxidacao lipidica de &cidos graxos
e fosfolipidios de membrana. Atacam também o DNA, impedindo a replicacdo e contribuindo,
junto com os outros fatores além dos mencionados anteriormente, com o envelhecimento e até
a morte celular. Contudo, radicais livres produzidos em quantidades moderadas, apresentam
muitas funcgdes Uteis no organismo, como no combate de infec¢cbes (MAYOR-OXILIA, 2010;
PEREZ, AGUILAR, 2013; ROMERO et al., 2013; COPOGLU et al., 2015; ZHANG, 2015).
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Espécies Reativas do Oxigénio e do Nitrogénio sdo termos coletivos, amplamente
utilizado, que contemplam todas as espécies reativas, sendo ou nédo radicais livres, que focam
sua atividade no atomo de Oxigénio e Nitrogénio, respectivamente. Contudo, frequentemente
este termo inclui outras espécies quimicas que tém sua atividade focada em outro atomo além
dos mencionados. Além de serem altamente reativos, estdo indiretamente envolvidos numa
série de condigdes patoldgicas. A geracdo em excesso de EROs é suficiente para oprimir
mecanismos de defesa em niveis normais do nosso corpo, resultando, assim, em danos severos
em células e tecidos (QURESHI et al., 2007; CAMACHO, PEREZ, 2009; PEREZ, AGUILAR,
2013).

A maioria das principais classes de moléculas bioldgicas podem apresentar falhas na
sua atividade, especialmente lipideos de membrana, que sdo mais susceptiveis. Dentre as EROs
e ERNSs, o anion superoxido e o oxido nitrico (NO") séo os radicais livres mais estudados e 0
cérebro dos mamiferos se mostra excepcionalmente vulneravel ao estresse oxidativo causado
pelo ataque destes radicais. O NO® esta presente na fisiopatologia de varias doencas
neurodegenerativas. Embora seja propriamente dito um radical livre devido ao seu elétron
desemparelhado, ele ndo participa de reagdes quimicas com dano significativo. Contudo,
qguando reage com o anion O™, forma-se o potente oxidante, extremamente reativo, chamado
peroxinitrito (ONOQO") (figura 08). Esta reacdo € aproximadamente trés vezes mais rapida que
a reacdo catalisada pela superdxido dismutase (SOD) para formacao peréxido de hidrogénio
(H202) no combate ao anion superéxido (QURESHI et al., 2007).

Enquanto nosso corpo produz radicais livres em quantidades moderadas, que decrescem
a medida que envelhecemos, nds também precisamos ter em mente que EROs e ERNs podem
ser geradas em nosso organismo partindo de fontes exdgenas, como antibioticos, drogas, alcool,
tabaco, estresse, contaminantes, quimioterapia e exposicao a radiacdo ultravioleta e ionizante
(ROMERO et al., 2013; MONICZEWSKI et al, 2015).

As EROs produzidas nas células incluem H2O, &cido hipocloroso (HCIO) e radicais
livres como 0 OH" e 0 anion O2™. O radical OH" ¢, particularmente, instavel e reage rapidamente
e sem especificidade com a maioria das moléculas bioldgicas. Esta espécie reativa produz
reagOes redox do H20: catalisadas por metais, como a reacéo de Fenton. Estes oxidantes podem
danificar células, dando inicio a reagcGes em cadeia como a peroxidacao lipidica, a oxidacao do
DNA ou de proteinas. Esses efeitos podem causar mutacgdes e, possivelmente, diferentes tipos

de cancer, caso ndo sejam revertidos pelos sistemas de reparo do DNA, enquanto as proteinas



57

danificadas causardo inibicdo enzimatica, desnaturacdo e degradacdo de outras proteinas
(PEREZ, AGUILAR, 2013).

Figura 07: As principais EROs e ERNs celulares e suas inter-relagdes bioquimicas.
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Fonte: MONICZEWSKI et al., 2015.

3.4.1.1 Fonte Celular Das EROs e ERNs

EROs e ERNs sdo formadas como produtos de processos fisiologicos celulares, mas
também podem depender de fatores relacionados ao estilo de vida do individuo. Desta forma,
tais espécies quimicas podem ser formadas por fatores endégenos ou exdgenos. Existem
diversos sitios internos de producéo de EROs e ERNs. O principal local de formago, incluindo
os radicais livres, sdo todas as células de 6rgdos e tecidos do organismo que apresentam
mitocondrias e peroxissomos. Radicais livres sdo produzidos normalmente pelo metabolismo
da mitocondria, citocromo P-450, pela p-oxidacdo nos peroxissomos, fagocitose, ativacdo da
fosfolipase A2 que leva a cascata do acido araquiddnico, ativacdo de proteases que causam a
conversdo da xantina desidrogenase para xantina oxidase, ativacdo das NADPH oxidases por
hipdxia, isquemia e exercicio fisico (DIKALOV et al., 2011; MONICZEWSKI et al., 2015).

3.4.1.2 Quimica Das EROs e ERNs No Cérebro
Devido a alta demanda de oxigénio e a alta concentracdo de lipideos, o tecido nervoso
é, particularmente, sensivel ao dano oxidativo causado pelas EROs e ERNs. A respiracdo

aerobica das células nervosas e a grave peroxidacao dos principais componentes estruturais dos
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tecidos parecem ser as razdes para a causa destes danos. Na respiracdo celular, a principal fonte
enddgena do anion 02" é o processo de redugdo de um elétron das moléculas de oxigénio. Tal
reacao acontece em paralelo com reducdes de elétrons envolvendo a citocromo ¢ oxidase, onde
nao ha formacdo de EROs (REPETTO, SEMPRINE, BOVERIS, 2012; MONICZEWSKI et al.,
2015).

Embora os radicais hidroperoxila (HO"), forma protonada do anion O.", presentes no
citosol, apresentem apenas 0,3% de forma idnica, muitas funcdes os tornam preferiveis em
reacbes com moléculas de importancia biolégica. Num estudo de simulacdo de dindmica
molecular publicado por Cordeiro et al., (2014), foi mostrado que o radical HO." tem em torno
de 5 vezes mais disponibilidade para a regido de ligacdes duplas na bicamada fosfolipidica da
membrana celular do que o &nion O™, embasando e confirmando a importancia das EROs no
processo de peroxidacao lipidica (MONICZEWSKI et al., 2015).

O nivel de radical OH" formado ¢é o fator determinante do risco de peroxidacdo lipidica.
Impactos deste nivel sdo dependentes da presenca de ions Ferro e Cobre, além da quantidade
disponivel de oxigénio e da extensdo da fonte de NO'. A presenga dos metais catalisa uma
reacdo onde o substrato H.O> gera uma quantidade equimolar de radical OH". Uma das grandes
fontes de ions de Ferro para tal reacdo no sistema nervosa sdo o0s conjuntos de ferro-enxofre
oxidados em proteinas da familia ferredoxina, dentre outras presentes na cadeia transportadora
de elétrons (HALLIWELL, GUTTERIDGE, 1990; D’AUTREAUX, TOLEDANO, 2007).

O fornecimento de H20. nas células depende, dentre outras fontes, da quantidade de
anion O2" produzido na cadeia respiratdria da mitocondria, que pode ser reduzido num processo
com um elétron ou pode sofrer processo enzimatico envolvendo a Superéxido Dismutase
(SOD). A decomposic¢ao deste perdxido de hidrogénio acontece, posteriormente, com a acao da
enzima catalase (CAT). Dentre as transformac6es do anion superdxido, a reacdo com o NO® é
cineticamente favoravel. O produto desta reacdo, o &nion ONOO", decompde o radical OH" e 0
didxido de nitrogénio. O didxido de nitrogénio reage com &cidos graxos insaturados de forma
mais lenta que a reacdo com o radical hidroxila (quase metade da velocidade), mas, como outras
ERNSs, é um facil agente para nitragdo de residuos de aminoécidos, em particular com residuos
tirosil (PRYOR, SQUADRITO, 1995).

NO® é o Unico dos radicais livres que ndo promove reacdo em cadeia de peroxidagédo
lipidica. Tal fato acontece pois este radical reage rapidamente com radicais peroxil. No tecido

nervoso, esta situacdo € bastante rara porque reacdes competitivas incluem reagdes do NO* com
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0 anion O e o Oxigénio molecular, que sdo considerados em excesso neste ambiente
(OHARA, SAYURY, 2012).

A reacdo em cadeia da peroxidacéo lipidica € um gerador de radicais de hidrocarbonetos
(R"), lipideos (L"), peroxil (ROO") e peroxido lipidico (LOO"). A maioria deles sdo capazes de
induzir o estado singleto da molécula de Oxigénio (*O,). Tal forma de oxigénio penetra
facilmente na bicamada lipidica e pode iniciar posteriores reacdes de peroxidacdo em cadeia
(MIYAMOTO et al., 2003; CORDEIRO et al., 2014).

3.4.1.3 Balanco Celular Prd-/Antioxidante

Uma das caracteristicas pertencentes as células presentes em organismos aerobicos é a
existéncia de um equilibrio dinamico pro-/antioxidante. Este equilibrio é derivado da presenca
de agentes oxidativos e agentes que previnem sua acdo, que constituem a chamada barreira
antioxidante. Uma alteracdo neste balanco resulta num acréscimo gradual de pro-oxidantes,
quando comparados aos antioxidantes, resultando no chamado Estresse Oxidativo (EO).
(LANGLEY, RATAN, 2004; SAEIDNIA, ABDOLLAHI, 2013; ZHANG, YAO, 2013;
MONICZEWSK et al., 2015). As possibilidades pelas quais este desequilibrio pode ocorrer

estdo representadas na figura 08.

Figura 08: Cinco estados hipotéticos do equilibrio pré-/antioxidante resultante da relagdo matua entre os niveis
de EROs e ERNs e a capacidade de inibicdo pela barreira antioxidante.
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Antioxidantes podem ser definidos, de forma geral, como qualquer molécula, natural ou
sintética, de origem enddgena (glutationa, co-enzima Q, etc.) ou exdgena (vitaminas presente
em alimentos), capaz de prevenir ou atrasar uma reacdo de oxidacdo de outras moléculas,
geralmente substratos bioldgicos como lipideos, proteinas, ou acidos nucléicos. A oxidacéo de
tais substratos pode ser iniciada por dois tipos de espécies reativas: radicais livres e aquelas
espécies sem radical livre, mas com reatividade suficiente para induzir a oxidacdo de
biomoléculas (ex.:. EROs e ERNs), como as mencionadas anteriormente. Antioxidantes sdo
importantes em organismos Vvivos, assim como nos alimentos, por fornecerem atomos de
hidrogénio ou capturaram os radicais livres e outras espécies reativas. Suas fontes exdgenos
podem aumentar a protecdo do organismo e ajudar os antioxidantes endégenos no combate as
doencas (ROMERO et al., 2013; PEREEZ, AGUILAR, 2013).

Diversos estudos epidemioldgicos sugerem que mais pessoas poderiam evitar processos
patoldgicos se consumissem alimentos ricos em antioxidantes (frutas e vegetais). Dessa forma,
seria possivel proteger o organismo de forma mais eficiente contra o EO, com menos riscos de
desenvolvimento de doencas degenerativas. Tais resultados levaram a mais estudos para
identificar os componentes especificos responsaveis por tais efeitos positivos na satide humana.
Um explicacdo que teve bastante aceitacdo no universo académico é que tal fato acontece
devido a presenca de nutrientes antioxidantes nos alimentos, como Vitamina C e E,
carotenoides, flavonoides, selénio e etc., que poderiam evitar 0s danos do estresse oxidativo no
DNA, proteinas e lipideos (MAYOR-OXILIA et al., 2015; ROMERO et al., 2013).

A classificacdo dos antioxidantes pode se dar de acordo com suas atividades e
caracteristicas bioguimicas. Podemos, entdo, classifica-los em dois grandes grupos, 0s
antioxidantes hidrofilicos e lipofilicos, dependendo se sdo sollveis em &gua ou em lipideos,
respectivamente. No geral, antioxidantes hidrofilicos reagem com oxidantes no citoplasma das
células e no plasma sanguineo, engquanto os antioxidantes lipofilicos protegem as membranas
celulares contra a peroxidacédo lipidica. Classificando-os de acordo com seu mecanismo de
acdo, existem trés tipos principais de antioxidantes (PEREEZ, AGUILAR, 2013):

e Primarios: previnem a formag&o de novos radicais livres, convertendo-os em moléculas
menos nocivas antes que estas possam reagir, ou evitam a formacéo de radicais livres
através de moléculas secundarias. Por exemplo: a enzima SOD (converte o anion Oz"
em H0>), a Glutationa Peroxidase (GPx) (converte o H.O> e peroxidos de lipideos em

moléculas inofensivas ao organismo antes que estes substratos formem radicais livres),
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Catalase (CAT), Glutationa Redutase, Glutationa S-Transferase e, por fim, proteinas
que se ligam aos metais (ferrentina, transferrina e ceruloplasmina), que limitam a
disponibilidade do ferro necessario para formacéo do radical OH;

e Secundarios: capturam dos radicais livres, prevenindo que a rea¢do em cadeia;

e Terciarios: reparam biomoléculas danificadas pelos radicais livres.

Os peroxissomos séo organelas celulares que participam da geracdo de EROs, como
H.0>, mas também atuam no resgate da célula, através da atividade da enzima CAT, quando
esta organela se apresenta em estado de estresse oxidativo. Em diversos modelos biolégicos
para processos patologicos envolvendo metabdlitos do Oxigénio, o papel dos peroxissomos na
prevencdo do EO se apresenta de forma extremamente sugestiva, devido a co-localizagdo da
CAT e do H20- e a inducéo da proliferacdo de peroxissomos (SCHRADER, FAHIMI, 2006;
MORALES-GONZALEZ et al., 2013).

Com o objetivo de neutralizar o EO, células utilizam um sistema de defesa dependente
da Glutationa (GSH), tiol ndo-proteico mais abundante nas células, da GPx que catalisa a
reducdo de perdxido endégeno com uma concomitante oxidacdo da GSH para Dissulfeto de
Glutationa (GSSH), e da glutationa redutase (GLR), que catalisa a reducdo do GSSH de volta
para GSH. Este sistema protetor também inclui a glutationa S-transferase, que participa na
conjugacao de eletrofilos toxicos com a GSH. O ciclo redox GPx/GLR é responsavel pela
manutencdo das concentracdes apropriadas de GSH. Além disso, a CAT desempenha papel
importante na protecdo contra o EO através da decomposi¢cdo do H.O2 em moléculas de dgua
(STRANGE et al., 2000; SINGHAL et al., 2013; TODOROVIC et al., 2016).

Portanto, os organismos possuem uma complexa rede de metabdlitos antioxidantes e
enzimas que trabalham em conjunto para prevenir danos oxidativos aos componentes celulares
como DNA, proteinas e lipideos. Geralmente, sistemas antioxidantes evitam a formag&o destas
espécies reativas ou as removem antes que possam causar danos vitais aos componentes
celulares, impedindo o desenvolvimento de patologias consequentes (PEREEZ, AGUILAR,
2013).

3.4.2 Estresse Oxidativo
O estresse oxidativo (EO) é um estado em que EROs e ERNs sdo produzidas em excesso

ou o0 organismo ndo dispGe de mecanismos eficientes o suficiente para neutraliza-las. Estes
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compostos, que incluem os radicais livres, possuem papéis importantes na sinalizacdo redox
das células. Contudo, disturbios no balanco entre a producdo EROs e ERNs e o sistema
bioldgico podem ser destrutivos. Por exemplo, a atividades da 6xido redutase podem produzir
H>0> como metabolito. Esta familia de enzimas esté presente nas membranas da mitocéndria e
do Reticulo Endoplasmaético Liso (REL), catalisando diversas reacfes nos processos de sintese
de hormonios esteroides ou de desintoxicacdo, ou até no primeiro estadgio da hidrolise de
farmacos ou compostos xenobidticos. Dessa forma, sdo convertidos no REL em compostos
solGveis em &gua para serem excretados na urina (REPETTO, 2005; SEGURA-VALDEZ,
2013).

O mecanismo responsavel pelo crescimento do EO envolve o catabolismo da Dopamina,
metabolismo do &xido nitrico, anormalidades na cadeia transportadora de elétrons da
mitocondria e fatores genéticos. O DNA contém um grande ndmero de grupos fosfatos
negativamente carregados que possuem uma habilidade de se ligar a varios cations. fons de
Fe?*/** e Cul*/?* sdo ligados a0 DNA negativamente carregados sob condicdes de estresse
oxidativo. Com esta ligacdo, o0 DNA se torna alvo facil para o H.0, (SHARPE et al., 2003;
BOSKOVIC et al., 2013; COPOGLU et al., 2015).

3.4.2.1 Desordens Psiquiatricas Derivadas Do Estresse Oxidativo

O funcionamento normal do Sistema Nervoso Central (SNC) pressupde uma interagao
balanceada entre entidades com diferencas estruturas e bioquimicas ligadas aos neur6nios.
Quando um membro de um circuito neuronal tem sua estrutura ou atividade bioquimica
alteradas, acontece um desequilibrio neste sistema que, de forma compensatdria, ativa
mecanismos para reaver o equilibrio fisiol6gico. O aumento do EO pode ter papel importante
no desenvolvimento de desordens psiquiatricas afetando a plasticidade neuronal, transducéo de
sinal e a captacdo de neurotransmissores (GOTZ et al., 1996; MAHADIK et al., 2001;
HALLIWELL, 2007; TUNCEL et al., 2015).

Diversos fatores, como a inibicdo da respiracdo mitocondrial, geracdo de radicais
hidroxila e 6xido nitrico, e a reducdo dos mecanismos de defesa contra radicais livres, que
causam o EO, tém sido apresentados como contribuidores para degeneracdo de neurbnios
dopaminérgicos. Nas ultimas déecadas, tem-se criado um link, bem aceito pelos pesquisadores,
entre o EO e condicGes degenerativas, tendo em mente que as mudancgas oxidativas podem dar

inicio a degradacéo das fungdes celulares (QURESHI, 2007).
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O EO em diversos estdgios patoldgicos afetam uma grande variedade de funcdes
fisioldgicas, contribuindo ou promovendo feedback no desenvolvimento de um grande nimero
de doencas degenerativas e psiquiatricas, como arteriosclerose, diabetes, cardiomiopatias,
doencas com inflamacédo crénica (artrite reumatoide, doencas intestinais e pancreatite), alta
pressdo sanguinea, doencas oculares e pulmonares, doencas hematoldgicas, cancer,
imunodepressao, asma, doencas neuroldgicas como Parkinson e distirbios do comportamento,
dentre outras (MAHADIK et al., 2001; TUNCEL et al., 2015; ROMERO, et al., 2013; PEREZ,
AGUILAR, 2013).

Isto ndo implica que espécies reativas sempre tenham influéncia direta no
desenvolvimento de doencas. Na verdade, elas predispdem o organismo as doencas causadas
por outros agentes. Em muitos casos, o dano oxidativo nos tecidos é maior que os danos
causados pela prépria doenga e, por tanto, contribuem piorando as condi¢Ges do organismo,
dificultando sua recuperagdo (MAYOR-OXILIA, 2010; ROMERGO, et al., 2013).

O cérebro é considerado extremamente sensivel ao EO e, de fato, estudos demonstram
a facilidade com que ocorre a peroxidagdo nas membranas dos neurdnios. Radicais livres que
possuem o Oxigénio como principal atomo reativo sdo os principais tipos formados nos
neurdnios, de forma acidental, pelo metabolismo ou pela geracéo seletiva de EROs e ERNs. Ha
tempos, evidéncias ja mostram radicais livres como o NO*, entre outros, apresentando papéis
importantes na fisiopatologia de varias doengas do SNC (QURESHI, 2007; TUNCEL et al.,
2015; TODOROVIC et al., 2016).

Recentemente, o nimero de estudos investigando a associacao entre o EO e desordens
psiquiatricas tem aumentado, contudo, ndo existe, ainda, um consenso nesta associacao.
Estudos nesta area, geralmente, avaliam parametros numa simples fase da doenca. As pesquisas
com diferentes fases das doencas (transtorno bipolar, episddios depressivos e eutimicos, ataques
psicoticos de esquizofrenia aguda e fases de remissao) tem utilizado diferentes pacientes em
fases distintas, fato que pode tornar falha as comparac6es entre as fases (SAVAS et al., 2006;
ANDREAZZA et al., 2007; KUNZ et al., 2008; MICO et al., 2011; RAFFA et al., 2012).

O ndmero de estudos avaliando os parametros do EO dos mesmos pacientes em
diferentes fases da doenca é relativamente limitado. Estudos longitudinais sdo necessarios para
revelarem as causas do transtorno bipolar e esquizofrenia, por exemplo. O efeito das
particularidades (estilo de vida, nutricdo, status socioeconémico, etc.) de cada paciente, que

podem causar estresse oxidativo podem ser amenizadas, resultando em dados mais definidos.
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Em alguns trabalhos publicados, os pacientes apresentam sobrepeso e o habito de fumar, fatores
gue aumentam significativamente o EO. Portanto, para estudar a relagdo entre EO e desordens
psiquiatricas, se faz necessario um maior cuidado ao escolher os pacientes utilizados na
pesquisa (KAPCZINSKI et al., 2011; RAFFA et al., 2012; McINTYRE et al., 2010; TUNCEL
etal., 2015).

O fato dos radicais livres desestabilizarem os fosfolipidios da membrana dos neurdnios
altera sua fluidez e permeabilidade. Isto impede a transmissdo do sinal, a liberacéo e captacédo
dos neurotransmissores como a dopamina, adrenalina, noradrenalina, serotonina e glutamato.
O conhecimento de que o EO, em especial a peroxidacao lipidica, provocado pelas espécies
reativas pode estar intimamente ligado com a etiologia de desordens como o Transtorno Bipolar
e a Esquizofrenia, apresenta boa aceitacdo dos pesquisadores da area (MAHADIK et al., 2001;
GUBERT et al., 2013; BOSKOVIC et al., 2013; FLATOW, BUCKLEY, MILLER, 2013;
TUNCEL et al., 2014; COPOGLU, 2015; SMAGA et al., 2015).

3.4.3 Esquizofrenia

A esquizofrenia é uma desordem mental caracterizada por apresentar sintomatologia
heterogénea. O decorrer da doenca e a conduta clinica do tratamento sdo, geralmente,
caracterizadas por relapsos recorrentes. Embora existam extensivas pesquisas, a comunidade
psiquidtrica internacional ainda tem dificuldades em obter um diagnéstico preciso devido aos
sintomas variados que, por diversas vezes, se assemelham aos apresentados por diversas
desordens neuroldgicas, dificultando, também, o inicio do tratamento (TAMMINGA,
HOLCOMB, 2005; MULLER, JACOBS, 2010; FLATOW, BUCKLEY, MILLER, 2013). Os
sintomas da esquizofrenia podem ser divididos em dois grandes grupos (BOSKOVIC et al.,

2013):

e Sintomas positivos: alucinacdes, distlrbios de percepcdo, fendmenos delirantes e
desordens de pensamento (fala);

e Sintomas negativos: emog¢des monotonas, baixa frequéncia de conversagéo, respostas
emocionais inapropriadas e disfungbes cognitivas, como déficits de funcdes

motivacionais e de execucao.

O risco mais alto de desenvolver esquizofrenia é durante a vida jovem e adulta, entre 15
e 30 anos. Ambos 0s sexos sdo igualmente afetados pela desordem, embora a idade de inicio

dos sintomas seja, tipicamente, mais jovem para 0s homens. Embora a incidéncia dessa
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patologia seja varidvel, devido ao dificil diagnostico, a esquizofrenia atinge cerca de 1% da
populacdo em geral. Individuos com irmaos ou parentes esquizofrénicos apresenta maior risco,
entre 8 a 12%, de serem acometidos pela doenca. Para gémeos homozigotos, a taxa de
concordancia é de aproximadamente 50% (QUEDNOW; GEYER; HALBERSTADT, 2010;
ALBAYRAK et al., 2013).

A alta incidéncia familiar indica que existe contribuicdo genética na etiologia desta
desordem, juntamente com os fatores ambientais envolvidos. A etiologia da esquizofrenia ainda
é desconhecida, mas significantes evidéncias sugerem que, além dos fatores genéticos e
ambientais, o EO, através das EROs e ERNs como base molecular da patologia, esta envolvido
neste processo (SMAGA et al., 2015).

3.4.3.1 Esquizofrenia Vs. Estresse Oxidativo

O EO esta envolvido na etiologia da esquizofrenia através de diferentes mecanismos.
Anormalidades envolvendo defesas antioxidantes tém sido constantemente reportadas, mesmo
em experimentos com diferentes pacientes, de diferentes idades, com diferentes metodologias
de estudo e diferentes aparatos tecnoldgicos. Embora exista uma inerente complexidade nesta
area de pesquisa, diversas descobertas suportam uma associacdo entre o EO e a fisiopatologia
da esquizofrenia. Por exemplo, genes envolvendo defesas antioxidantes e altos niveis de
produtos da peroxidacdo lipidica tém sido reportados no plasma de pacientes com
esquizofrenia. E, entdo, segundo os autores, possivel assumir que o EO afeta a sobrevivéncia e
a funcionalidade celular por provocar danos aos lipideos de membrana, proteinas e estruturas
do DNA, causando a progressdo da patologia (MESSIAS, CHEN, EATON, 2007,
CHOWDARI, BAMME, NIMGAONKAR, 2011).

Parametros anormais de EO tém sido identificados no sangue periférico, células
vermelhas do sangue, neutréfilos, plaquetas, fluido cerebrospinal e cérebro post-mortem de
pacientes com esquizofrenia. Além disso, enzimas antioxidantes e/ou peroxidacao lipidica estdo
correlacionados com a psicopatologia, incluindo os sintomas negativos e positivos. Com a
espectroscopia de prétons por ressonancia magnetica, estudos prévios encontraram correlagoes
do metabolismo dos fosfolipidios de membrana do lobo frontal com a morfologia cerebral e o
decréscimo dos niveis de glutationa no cortex pré-frontal medial de pacientes esquizofrénicos.
Tais descobertas trazem evidéncias de que os radicais livres podem estar envolvidos na
fisiopatologia da esquizofrenia (SIROTA, GAVRIELI, WOLACH, 2003; DIETRICH-
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MUSZALSKA, OLAS, YAO, LEONARD, REDDY, 2006; XUAN et al., 2011; FLATOW,
BUCKLEY, MILLER, 2013; ZHANG et al., 2015).

Em contrapartida aos estudos que afirmam que pacientes com esquizofrenia apresentam
baixos niveis de antioxidantes, alguns estudos reportam pacientes com maiores niveis de
antioxidante no plasma. Porém, autores atribuem tal fato como um mecanismo reflexo ou
compensatério do organismo que busca o balango oxidativo. Embora diversos estudos,
mencionados anteriormente, explorem niveis antioxidantes especificos em pacientes com
esquizofrenia, poucos estudos investigam o0s niveis antioxidantes totais plasmaticos em tais
pacientes. Em pesquisa realizada por Albayrak et al., (2013) foi demonstrada uma reducéo na
concentracdo dos antioxidantes plasmaticos totais e um aumento do EO em pacientes com
esquizofrenia, quando comparados com pacientes saudaveis. Resultados, estes, que estdo em
concordéncia com outra pesquisa, publicada por Boskovi¢ et al., (2013), que evidenciou uma
diminuigéo das defesas antioxidantes associadas a severos sintomas desta patologia (KUNZ et
al., 2008; ALBAYRAK et al., 2013).

Estudos com pacientes que nunca haviam ingerido nenhum antipsicético, indicam um
importante papel das espécies reativas e do metabolismo anormal dos &cidos graxos poli-
insaturados. Um aumento do EO, em conjunto com o metabolismo deficiente de tais acidos
graxos, leva ao aumento da peroxidacao lipidica. Esse EO parece ser mais pronunciado em
pacientes em tratamento com antipsicoticos classicos, quando comparados aos antipsicéticos
atipicos, sugerindo que o tratamento realizado com medicamentos ultrapassados podem
contribuir para o desequilibrio oxidativo (LI et al., 2011; WU et al., 2012; BOSKOVIC et al.,
2013).

Estudos clinicos demonstraram um aumento dos niveis totais plasmaticos de H20- e
NO® em pacientes esquizofrénicos. Altos niveis de biomarcadores oxidativos como as Espécies
Reativas do Acido Tiobarbitirico (TBARS), 3-nitrotirosina, isoprostaninas na urina, assim
como danos ao DNA e RNA, foram observados. Outros estudos em cérebros de individuos
esquizofrénicos também mostraram danos oxidativos ao DNA e RNA nos neurdnios do
hipocampo, um aumento dos niveis de NO" na regido caudada do cérebro ou decréscimo na
atividade da xantina oxidase no cortex occipital e no tdlamo (DIETRICH-MUSZALSKA,
OLAS, 2009; CATTS et al., 2012; JORGENSEN et al., 2013; SMAGA et al., 2015).
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3.4.4 Transtorno Bipolar

O Transtorno Bipolar (TB) é uma desordem cerebral severa com sintomas bastante
heterogéneos. Diversas linhas de pensamentos implicam os distirbios oxidativos causados
pelas EROs e ERNs como estando relacionados com o inicio e progressdo de varias desordens
psiquiatricas como o TB, o transtorno depressivo maior, entre outras. Evidéncias preliminares
ja indicam que o estresse oxidativo proveniente das EROs e ERNs pode, também, ser mais
pronunciado em casos mais severos, que beiram ao suicidio (STEFANESCU, CIOBICA, 2012;
VARGAS et al., 2013; BORTOLASCI et al., 2014; BENGESSER et al., 2015)

O transtorno bipolar apresenta prevaléncia em 2 a 5% da populagdo geral, mesmo
possuindo dificil diagndstico devido aos seus sintomas se confundirem com outras desordens
de humor ou psicéticas, como a depressao ou esquizofrenia. Geneticistas tém trazido evidéncias
sobre fatores de risco genéticos compartilhados entre o TB, esquizofrenia e o transtorno
depressivo maior. Pode haver um grande atraso (até 10 anos) entre o inicio da doenca até o
diagnostico do TB onde, nesse meio termo, diagnosticos erréneos levam a tratamentos
inadequados, podendo até causar intoxicacdo e piora do quadro. Por exemplo, um diagndstico
equivocado de TB como depressdo unipolar pode levar ao uso de antidepressivos sem um
farmaco que estabilize o humor do paciente, que pode gerar dependéncia e resultados clinicos
insatisfatdrios ou até o aumento do EO (CRADDOCK, OWEN, 2005; PHILLIPS, KUPFER,
2013; HATCH et al., 2015).

3.4.4.1 Transtorno Bipolar Vs. Estresse Oxidativo

Danos provenientes do EO tém sido constantemente reportados em pacientes jovens e
adultos que apresentam TB, com evidéncias vindas tanto de cérebros post-mortem como de
amostras de sangue. Estes estudos demostraram aumento de danos oxidativos em proteinas no
cortex pré-frontal de pacientes com TB, e também um acréscimo dos danos induzidos por
nitracdo em residuos de tirosina, observados tanto no TB quanto na esquizofrenia. Além das
proteinas, os lipideos também representam um constante alvo de oxidagéo nestes pacientes, que
apresentam peroxidacdo lipidica no cortex cingulado anterior e no cortex pré-frontal. Uma
meta-andlise revelou que os niveis plasmaticos elevados de peroxidacdo lipidica sdo as
descobertas mais consistentes de EO associado com o TB. (OZCAN et al., 2004,
ANDREAZZA etal., 2010; KONRADI, SILLIVAN, CLAY, 2012; ANDREAZZA etal., 2013;
ANDREAZZA et al., 2015).



68

Além dos estudos relacionados com a peroxidacdo lipidica e a oxidagdo de proteinas,
autores identificaram danos oxidativos no DNA e RNA de pacientes com TB, enquanto outros
reportaram alteracdes nos niveis de algumas enzinas antioxidantes. Esses resultados séo
apoiados por evidéncias como mutacfes no DNA mitocondrial e um decréscimo no nivel de
proteinas da cadeia transportadora de elétrons da mitocéndria (ANDREAZZA et al., 2008;
FREY etal., 2013; BROWN, ANDREAZZA, YOUNG, 2014).

Foi destacado, também, que nos estagios iniciais do TB, os sistemas antioxidantes nao
se apresentam alterados, quando comparados com pacientes saudaveis. Contudo, nos estagios
mais avancados da doenca, existe um crescimento significante nos niveis de antioxidantes. Isto
pode sugerir que, nos estagios iniciais, 0s mecanismos compensatorios de defesa podem ndo ter
sido ativados, ainda, para combater os altos niveis de radicais livres. A ativacao destas defesas
se d& de forma tardia durante o curso desta patologia, facilitando sua evolugdo (KAUER-
SANT’ANNA et al., 2009; BERK et al., 2011; GOLDSTEIN, YOUNG, 2013; HATCH et al.,
2015).

Hé& tempos que tem sido demonstrado que, além de apresentarem diferentes niveis de
enzimas antioxidantes, oxidacdo proteica e peroxidacao lipidica, pacientes com TB possuem
maiores niveis de NO°, quando comparados com controles saudaveis. Brown et al. (2014)
reportaram uma meta-analise com 971 pacientes com TB e 886 individuos saudaveis como
controle. Os autores concluiram claramente que o estresse oxidativo possui papel importante
nesta patologia, possuindo uma associacao robusta com elevados niveis de peroxidacéo lipidica.
Niveis abusivos de EO podem, portanto, contribuir na fisiopatologia do TB. Considerando esse
aspecto, e devido a complexidade na identificacdo de biomarcadores para diagnostico do TB,
um artigo recente da Rede de Biomarcadores da International Society for Bipolar Disorder
(ISBD-BIONET) incluiu marcadores de EO, entre outros, como potenciais biomarcadores para
0 TB (ANDREAZZA et al., 2007; ANDREAZZA et al., 2008; HATCH et al., 2015).
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4 MATERAL E METODOS

4.1 PARTE I: Caracterizacao Fisico-Quimica Dos Sistemas Binarios Obtidos E De Seus

Componentes Isolados

4.1.1 Material e Solventes

Nitrato de Aluminio Monohidratado [AI(NO3)3.9H.0] (Sigma-Aldrich®), Nitrato de
Calcio Tetrahidratado [Ca(NOs)2.4H20] (Sigma-Aldrich®), Nitrato de Niquel Hexahidratado
(Ni(NO3)2.6H20) (Sigma-Aldrich) e Hidroxido de Sddio P.A. (Sigma-Aldrich®). Em todo o
processo da sintese utilizou-se dgua deionizada aquecida para eliminacdo das bolhas de ar.
Todos os demais solventes utilizados foram de grau analitico. A Olanzapina utilizada foi
adquirida da Sansh BioTech pvt. Ltd, (New Delhi, India), lote: 90L003.

4.1.2 Sintese dos Hidroxidos Duplo Lamelares a Base de Calcio e Aluminio (HDL-CaAl) e a
Base de Niquel e Aluminio (HDL-NiAl)

O processo de obtengdo do HDL foi através da sintese por co-precipitacdo convencional
proposto por Shafiei et al. (2012), método em que se adiciona a solugdo dos sais dos céations e
a solucdo alcalina simultaneamente sob agitacdo e gotejamento. Os reagentes utilizados na
sintese do HDL foram: Nitrato de Aluminio Monohidratado [AI(NO3)3.9H>0] (Sigma-
Aldrich®) e Hidroxido de Sddio P.A. (Sigma-Aldrich®) para ambos os tipos de HDL, Nitrato
de Célcio Tetrahidratado [Ca(NO3)2.4H20] (Sigma-Aldrich®) para o HDL-CaAl e Nitrato de
Niquel (11) Hexahidratado [Ni(NOs)..6H20] da (Sigma-Aldrich®) para 0 HDL-NiAl. Em todo

0 processo da sintese utilizou-se agua deionizada.

O método da co-precipitagdo convencional, utilizado para prepara¢do dos HDLs, sofreu
pequenas alteracdes da ordem de concentragéo dos reagentes e tempo de obtencdo. O HDL foi
sintetizado a partir de solugdes dos sais Nitrato de Céalcio e Nitrato de Aluminio em meio béasico
para 0 HDL-CaAl, e solugdes dos sais de Nitrato de Niquel e Nitrato de Aluminio em meio
basico para 0 HDL-NiAl. A solugdo contendo a mistura dos sais foi gotejada, numa razéo de 1
mL/min, na solucdo de Hidroxido de Sédio. Este processo foi realizado sob agitacdo constante,
temperatura ambiente, pH 10 + 0,5 e atmosfera de nitrogénio. Apds a formacao do precipitado
e termino do gotejamento, o composto foi resfriado a temperatura ambiente, lavado com agua,

centrifugado por 10 minutos a uma rotacdo de 2.000 rpm e levados a estufa para secagem a
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temperatura 50 °C durante 3 horas. As operacdes de lavagem e centrifugacdo foram realizadas
em triplicata.

4.1.3 Obtencédo dos Sistemas Binarios Entre HDL-CaAl, HDL-NiAl e OLZ

O processo de obtencdo dos sistemas HDL:OLZ foi realizado pela técnica do solvente,
descrita por Takahashi & Yamaguchi (1991). A OLZ foi completamente dissolvida em acetona
e posteriormente foi adicionado o HDL (HDL-CaAl ou HDL-NiAl). A suspensdo formada foi
mantida em mesa agitadora com movimento orbital (modelo 109/1TC, Ethik Technology®) por
1 hora para evaporacgdo do solvente. O residuo de solvente foi seco em estufa a vacuo (MOD
302, TekSet®) a 60 °C. O HDL, sem a presenca de OLZ, assim como o farmaco isolado, foram
similarmente tratados com acetona para serem usados como material de referéncia. As misturas
fisicas (MF) entre os diferentes tipos de HDL e a OLZ foram preparadas para comparagdo com

0s sistemas binarios.

4.1.4 Caracterizacdo Térmica

4.1.4.1 Anélise Termogravimétrica

As curvas TG e a primeira derivada da curva TG (DrTG) da OLZ isolada, dos HDLs
isolados (HDL-CaAl e HDL-NiAl), das MFs e dos sistemas binarios CaAl:OLZ e NiAl:OLZ,
em diferentes concentragBes de ativo, foram obtidas a partir de termobalanca Shimadzu®,
modelo DTG-60H, sob atmosfera de nitrogénio com fluxo de 50 mL.min?, razdo de
aquecimento de 10 °C.min%, numa faixa de aquecimento de 25 a 500°C. Para este método,
determinadas quantidades de massa das amostras foram acondicionadas em porta amostra de
aluminio. As analises foram realizadas em triplicata. Antes dos ensaios verificou-se a calibracdo
do instrumento empregando-se uma amostra de oxalato de calcio monohidratado com perdas
de massa definidas. Os dados termoanaliticos foram analisados por meio do software TA-60WS
versdo 2.20 (Shimadzu®) (FREITAS et al., 2012).

4.1.4.2 Analise por Calorimetria Diferencial de Varredura

As curvas de DSC da OLZ isolada, dos HDLs isolados (HDL-CaAl e HDL-NiAl), das
MFs e dos sistemas binarios CaAl:OLZ e NiAl:OLZ em diferentes concentracdes de ativo,
foram obtidos em Calorimetro de Varredura DSC Q200 (Shimadzu®), interligado ao software

TA-60WS versdo 2.20 (Shimadzu®) com atmosfera de nitrogénio de 50 mL.min e razdo de
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aquecimento de 10°C.min, na faixa de temperatura de 25 a 300°C. As amostras foram
colocadas em porta amostras de aluminio hermeticamente fechados com um equivalente de 5
mg (£ 0.2) de OLZ. O mesmo tipo de porta amostra foi utilizado como referéncia em todas as
verificaces. As determinacBes foram realizadas em triplicata. indio e zinco foram utilizados

para calibrar a escala de temperatura e a resposta de entalpia.

4.1.5 Espectroscopia de Absorgdo na Regiédo do Infravermelho

O espectro de infravermelho foi obtido utilizando o equipamento PerkinElmer®
(Spectrum 400) com dispositivo de reflectancia total atenuada (ATR) (Miracle ATR, Pike
Technologies Spectroscopic Creativity) com cristal de selenato de zinco. A amostra a ser
analisada foi transferida diretamente para o compartimento do dispositivo de ATR. As
micrografias foram obtidas com varredura de 4000 a 400 cm™ em resolugéo de 4 cm™,

4.1.6 Difracéo de Raios X

A difracdo de Raios-X do pd das amostras foi realizada utilizando o Shimadzu XRD-
700, com radia¢io CuKa (1,54 A), equipado com 4nodo de cobre. Foi preparada uma camada
fina do pds das amostras num suporte de vidro e analisadas no intervalo entre 0 e 60°, numa
velocidade de 0,02°/s.

4.1.7 Avaliacdo do Perfil de Dissolucdo in vitro Dos Sistemas Binarios Obtidos e Seus
Componentes Isolados

A avaliacéo do incremento de solubilidade foi realizada através da técnica de dissolugédo
in vitro, que tem sido utilizada rotineiramente na inddstria farmacéutica para avaliar o
desempenho das formulagdes em desenvolvimento antes de realizar testes em animais. Esse
estudo foi realizado em condicGes sink, ou seja, onde as concentragdes do farmaco sdo mantidas

trés a cinco vezes menores que a sua solubilidade (FDA, 1997).

Aliquotas das amostras de OLZ isolada, dos sistemas binarios CaAl:OLZ e NiAl:OLZ
em diferentes concentracdes e de suas misturas fisicas, foram adicionadas em capsulas incolores
contendo o equivalente a 5 mg de OLZ em cada. Os testes de dissolugdo foram realizados no
dissolutor Varian® 7010 VK a 37 °C (* 0,5 °C), utilizando 900 mL de tampao fosfato pH 6,8,

previamente areado, como meio de dissolucéo, aparato pa sob velocidade de agitagdo de 50
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rpm. O ensaio de quantificacdo do farmaco foi realizado em espectrofotémetro UV/Vis a 260
nm em intervalos de 0, 5, 10, 15, 20, 30, 45, 60, 120 e 180 min. A concentra¢do de farmaco nos
perfis de dissolucdo foi determinada através da curva de calibracdo inicial (FREITAS, et al.,
2012).

4.2 PARTE Il: Estudos de Toxicidade in vitro dos Sistemas Binarios Obtidos e Seus
Componentes Isolados

4.2.1 Material e Solventes

2,2-Difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), 2,2' - azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-acido
sulfonico) (ABTS), Trolox, &cido tiobarbitdrico (TBA), nitroprussiato de sodio (NPS),
dicloreto de 2,2'-azobis(2-amidinopropano) (AAPH), 2-desoxirribose e ferricianeto de potassio
foram adquiridos da Sigma-Aldrich®. (St. Louis, MO, USA). Todos os solventes e reagentes

utilizados foram de grau analitico e (Sigma-Aldrich®).

4.2.2 Avaliacdo do Potencial Antioxidante in vitro dos Sistemas CaAl:OLZ 05% e NiAl:OLZ
05% e Seus Componentes Isolados Contra a Producéo de Radical DPPH*

Para esta avaliacdo, foi utilizada a metodologia descrita por Jamialahmadi et al (2014)
com pequenas modificacBes, onde a mistura reacional contendo os sistemas CaAl:OLZ 5% e
NiAl:OLZ 5% (1000, 2000 e 4000 pg/mL), o HDL-CaAl-HDL e HDL-NiAl isolados em
concentragdes (950, 1900 e 3800 pg/mL) equivalentes aquelas presentes nos sistemas binarios,
e aOLZ isolada (50, 100 e 200 pg/mL) com 2,7 mL de solu¢do de DPPH" (100 uM) foi agitada
vigorosamente e incubada a temperatura ambiente, protegida contra luz, por 30 min. A
avaliacdo do potencial antioxidante foi realizada em triplicata e os valores de absorbancia foram
expressados em porcentagem de inibicdo da producéo do radical DPPH®, utilizando a equagéo

a sequir:
% |n|b|gé0 do radical DPPH' = {(AbScontrole — ADbSmistura reacional) X 100}/Ab5contro|e

Onde Abscontrole representa a absorbancia do controle negativo com 100% de producdo de
radical DPPH" e a ADbSmistura reacional € @ absorbancia contendo as aliquotas em diferentes
concentracdes das amostras em estudo. A concentragdo minima efetiva (ECso) requerida dos

sistemas para 50% de inibi¢do do radical DPPH" foi determinada por espectrofotdmetro (A =
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517 nm). O mesmo processo foi realizado da mesma forma com o controle positivo padréo
Trolox (50, 100 e 200 pg/mL).

4.2.3 Avaliacao do Potencial Antioxidante in vitro dos Sistemas CaAl:OLZ 05% e NiAl:OLZ
05% e Seus Componentes Isolados Contra a Producdo de Radical ABTS™*

Para determinar a capacidade antioxidante contra o radical ABTS™, foi utilizado o
método descrito por Oliveira et al, (2014). O cation do radical ABTS"" foi inicialmente formado
pela reacdo entre 5 mL de solugdo ABTS 7 mM e 88 pL de uma solucdo de persulfato de
potéssio (K2S20g), que foi incubada a temperatura ambiente e protegida da luz por 16 h. Em
seguida, a solucdo de ABTS"" foi diluida em etanol para obter uma solucdo com absorbancia de
0,70 £ 0,04 (A =734 nm). Protegido da luz e em temperatura ambiente, diferentes aliquotas dos
sistemas CaAl:OLZ 5% e NiAl:OLZ 5% (1000, 2000 e 4000 pg/mL), o CaAl-HDL e NiAl-
HDL isolados em concentracdes (950, 1900 e 3800 pg/mL) equivalentes aquelas presentes nos
sistemas binarios, e a OLZ isolada (50, 100 e 200 pg/mL) foram transferidas para tubos
contendo 1960 uL de radical ABTS™. O experimento foi realizado em triplicata e as leituras
em espectrofotdometro (A =734 nm) ap6s 6 min. Os resultados foram expressos em porcentagem

de inibicdo da producéo do radical ABTS™" através da seguinte equag&o:
% Inibigdo do ABTS™ = {(AbScontrole — AbSmistura reacional) X 100}/ AbScontrole

Onde Abscontrole representa a absorbancia do controle negativo com 100% de producéo de
radicais ABTS™ e a AbSmistura reacional € @ absorbancia contendo as aliquotas em diferentes
concentracdes das amostras em estudo. A ECsg requerida dos sistemas para 50% de inibicao do
radical ABTS™" foi determinada por espectrofotdmetro (A = 734 nm). O mesmo processo foi

realizado com o controle positivo padrdo Trolox (50, 100 e 200 pg/mL).

4.2.4 Avaliacao do Potencial Antioxidante in vitro dos Sistemas CaAl:OLZ 05% e NiAl:OLZ
05% e Seus Componentes Isolados Contra a Produgéao do ion nitrito (NO2")

A partir da decomposicdo espontanea do nitroprussiato de sédio (NPS) em tampéo
fosfato 20 mM (pH 7,4) gerou-se o radical NO°, que em seguida reage com 0 0Xigénio
produzindo ions nitrito (NO2"). O NO>™ foi quantificado pela reacdo de Griess (FERREIRA et
al., 2008). A mistura reacional (1 mL) contendo NPS em tampdo fosfato 10 mM e o sistema
CaAl:OLZ 5% e NiAI:OLZ 5% (1000, 2000 e 4000 pg/mL), o HDL-CaAl e HDL-NiAl isolados
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em concentragdes (950, 1900 e 3800 pg/mL) equivalentes aquelas presentes nos sistemas
binérios, e a OLZ isolada (50, 100 e 200 pg/mL) foram incubados a 37 °C por 1 h. Uma aliquota
de 0,5 mL foi retirada e homogeneizada com 0,5 mL de reagente de Griess e em seguida foi
feita a leitura em espectrofotdmetro (A = 540 nm). Os resultados foram expressos em

porcentagem de inibicdo da producgdo de ions NO2 utilizando a seguinte equacao:
% |nlbl(;510 dO Radical NItI’ItO = {(AbScontrole - AbSmistura reacional) X 100}/Ab5(:ontro|e

Onde Abscontrole representa a absorbancia do controle com 100% de producédo de ions NO2 e a
AbSmistura reacional € @ absorbancia contendo as aliquotas, em diferentes concentracGes, das
amostras em estudo. A ECsp requerida dos sistemas para 50% de inibi¢do do radical NO" foi
determinada por espectrofotdmetro (A = 540 nm). O mesmo processo foi realizado com o

controle positivo padrdo Trolox (50, 100 e 200 pg/mL).

4.2.5 Avaliacao do Potencial in vitro dos Sistemas CaAl:OLZ 05% e NiAl:OLZ 05% e Seus
Componentes Isolados Contra a Producdo de Espécies Reativas do Acido Tiobarbiturico
(TBARS)

A determinacdo das espécies reativas com o acido tiobarbitdrico (TBARS) foi realizada
para quantificar o nivel de peroxidacao lipidica, utilizando a metodologia proposta por Almeida
et al (2014). Neste experimento, foi utilizada gema de ovo homogeneizada (1% p/v) em tampéo
fosfato 20 mM (pH 7,4) como substrato rico em lipidio (GUIMARAES et al., 2010). 1 mL de
homogenato foi sonicado e, em seguida, misturado com 0,1 mL dos sistemas CaAl:OLZ 5% e
NiAl:OLZ 5% (1000, 2000 e 4000 pg/mL), do HDL-CaAl e HDL-NiAl isolados em
concentragdes (950, 1900 e 3800 pg/mL) equivalentes aquelas presentes nos sistemas binarios,
e aOLZ isolada (50, 100 e 200 pg/mL). A peroxidacdo lipidica foi induzida pela adi¢do de 0,1
mL de solucdo AAPH [dicloreto de 2,2'-azobis(2-amidinopropano)] 0,12 M.

O controle foi realizado apenas com Tween 80 0,05% dissolvido em solugéo salina 0,9%
(veiculo) usado para emulsionar o sistema avaliado. As rea¢6es foram mantidas a 37 °C durante
30 min. Apds o resfriamento, aliquotas de 0,5 mL das amostras foram centrifugadas com 0,5
mL de &cido tricloroacético (15%) a 1200 rpm durante 10 min. Uma aliquota de 0,5 mL do
sobrenadante foi misturada com 0,5 mL de acido tiobarbitdrico (0,67%) e aquecida a 95 °C
durante 30 min. Apds o resfriamento, as absorbancias foram avaliadas em espectrofotdmetro (A
=532 nm). Os resultados de peroxidacao lipidica foram expressos pela concentracdo de TBARS

formadas por inducdo do AAPH, utilizando a seguinte equacéo:
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% Inibicdo Peroxidacao = {(AbScontrole — ADSmistura reacional) * 100}/ AbScontrole

Onde Abscontrole representa a absorbéncia do controle com 100% de producdo de TBARS
induzida por AAPH e a AbSmistura reacional € @ absorbéncia contendo as aliquotas em diferentes
concentragcdes das amostras em estudo. A ECso requerida dos sistemas e seus componentes
isolados para 50% de inibi¢do da formacdo do TBARS foi determinada por espectrofotdmetro
(A =532 nm). O mesmo processo foi realizado com o controle positivo padrdo Trolox (50, 100
e 200 pg/mL).

4.2.6 Avaliacdo do Potencial Antioxidante in vitro dos Sistemas CaAl:OLZ 05% e NiAl:OLZ
05% e Seus Componentes Isolados Pelo Potencial Redutor

Para determinacdo do potencial redutor, foi realizada a metodologia descrita por
Machado et al., (2015), onde foram preparadas misturas reacionais contendo 0s sistemas
CaAl:OLZ 5% e NiAI:OLZ 5% (1000, 2000 e 4000 pg/mL), o HDL-CaAl e HDL-NiAl isolados
em concentragdes (950, 1900 e 3800 pg/mL) equivalentes aquelas presentes nos sistemas
binarios, e a OLZ isolada (50, 100 e 200 pg/mL), 1 mL de ferricianeto de potassio e 1 mL de
tampdo fosfato de sodio 0,2 M (pH 6,6). A mistura reacional foi incubada a 50 °C por 20 min
e em seguida foi adicionado 1 mL de acido tricloroacético 10%, 1 mL de agua destilada e 0,5
mL de cloreto de ferro 0,1%. A absorbancia da mistura reacional foi avaliada em
espectrofotometro (A = 700 nm). A concentragdo dos sistemas que promove um acréscimo de
0,5 na absorbancia (ECso) foi calculada. O mesmo procedimento experimental foi realizado

com o controle positivo padrdo Trolox (50, 100 e 200 pg/mL).

4.2.7 Inibicao da Hemolise Induzida Por AAPH em Eritrécitos de Ratos

A preparacdo dos eritrdcitos foi realizada com ratos Wistar com peso corporal entre 200
e 220 g. O processo foi aprovado pelo comité de ética da Universidade Federal do Piaui, Piaui,
Brasil. Os animais foram anestesiados com cetamina e em seguida foi realizada a coleta
sanguinea por rompimento do plexo retro orbital com auxilio de capilar de vidro. As amostras
de sangue recolhidas foram centrifugadas (2000 rpm) durante 5 min. O sobrenadante foi
descartado e os eritrdcitos foram lavados trés vezes em solucdo salina tamponada com fosfato
(PBS), pH 7,4. Os eritrocitos foram armazenados a 4 °C para serem utilizado dentro de 6 horas
(GIRISH et al., 2012).
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No tubo reacional foi adicionado 300 pL de suspenséo de eritrocitos a 10% em PBS (pH
7,4) e 100 pL do sistema CaAl:OLZ 5% e NiAl:OLZ 5% (1000, 2000 e 4000 pg/mL), o HDL-
CaAl e HDL-NiAl isolados em concentragdes (950, 1900 e 3800 pg/mL) equivalentes aquelas
presentes nos sistemas binarios, e a OLZ isolada (50, 100 e 200 pg/mL). Em seguida, adicionou-
se 200 pL de AAPH (200 uM em PBS pH 7,4). A mistura reacional foi incubada a 37 °C durante
2 horas e, logo apo6s, o volume foi completado para 3 mL e centrifugado (1500 rpm) por 5 min.
O sobrenadante obtido foi utilizado para determinar a hemdlise por leitura em
espectrofotometro (A = 540 nm) (JAMIALAHMADI et al., 2014). A porcentagem de hemdlise

foi calculada pela seguinte equacéo:
% Inibicdo da Hemolise = {(AbScontrole — ADSmistura reacional) * 100}/ AbScontrole

Abscontrole representa a absorbancia do controle com 100% de hemolise induzida por AAPH e a
AbSmistura reacional € @ absorbancia contendo as aliquotas, em diferentes concentracdes, das
amostras em estudo. O mesmo procedimento foi realizado com o controle positivo padrdo
Trolox (50, 100 e 200 pg/mL).

4.2.8 Teste da Artemia salina

Foi utilizado o método proposto por Leite et al., (2015) para avaliar a toxicidade in vitro
dos sistemas e seus componentes isolados em A. salina. Os microcrustaceos foram mantidos
em agua durante 48h até suas larvas eclodirem. 10 espécimes de A. salina (n = 10) foram
introduzidos em tubos onde continham os sistemas CaAl:OLZ 5% e NiAl:OLZ 5% (1000, 2000
e 4000 pg/mL), o HDL-CaAl e HDL-NiAl isolados em concentragdes (950, 1900 e 3800
pg/mL) equivalentes aquelas presentes nos sistemas binarios, e a OLZ isolada (50, 100 e 200
pug/mL). O controle negativo foi realizado com o veiculo (1:1 4gua do mar e agua mineral), e 0
controle positivo, dicromato de potassio (K2Cr.0Oy), nas concentrac¢des de 50, 100 e 200 pg/mL.
Os espécimes mortos foram contados apds 24 e 48h.

4.2.9 Analise Estatistica
Os dados obtidos foram expressos em média + desvio padrdo da média. As analises
estatisticas foram realizadas por one-way ANOVA para multiplas comparagdes seguida de

Student-Newman-Keuls como teste post hoc. Os resultados foram considerados
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estatisticamente significativos quando p < 0,05. Coeficiente da correlagdo de Pearson foi
utilizado para avaliar a relagéo entre os resultados dos testes antioxidantes in vitro.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 PARTE I: Caracterizac¢do Fisico-Quimica dos Sistemas Binarios Obtidos e de Seus

Componentes Isolados

5.1.1 Obtencao dos Sistemas Binarios Entre HDL-CaAl / HDL-NiAl e Olanzapina
Foram obtidos sistemas binarios em trés concentracdes (05, 20 e 30%) diferentes de
Olanzapina, além da mistura fisica correspondente a menor e a maior concentragdo de farmaco

nos sistemas binarios. Tais combinagdes resultaram nas formulacdes apresentadas na tabela 02.

Tabela 02: Sistemas binarios e misturas fisicas obtidas.

Componentes da formulacéo Abreviagao
Sistema binario entre HDL-CaAl (95%) e OLZ (05%) CaAl:OLZ 05%

Sistema binario entre HDL-CaAl (80%) e OLZ (20%) CaAl:0OLZ 20%
Sistema binéario entre HDL-CaAl (70%) e OLZ (30%) CaAl:0OLZ 30%
Mistura fisica entre HDL-CaAl (95%) e OLZ (05%) MF CaAl:OLZ 05%
Mistura fisica entre HDL-CaAl (70%) e OLZ (30%) MF CaAl:OLZ 30%
Sistema binario entre HDL-NiAl (95%) e OLZ (05%) NiAl:OLZ 05%
Sistema binario entre HDL-NiAl (80%) e OLZ (20%) NiAl:OLZ 20%
Sistema binario entre HDL-NiAl (70%) e OLZ (30%)  NiAl:OLZ 30%
Mistura fisica entre HDL-NiAl (95%) e OLZ (05%) MF NiAl:OLZ 05%
Mistura fisica entre HDL-NiAl (70%) e OLZ (30%) MF NiAl:OLZ 30%

5.1.2 Difracdo de Raios-X

As formas cristalinas de farmacos apresentam vantagens de alta pureza e estabilizada
fisica e quimica. Contudo, as barreiras energéticas caracteristicas dessas estruturas representam
uma grande limitagcdo na dissolugdo destes farmacos cristalinos. Por outro lado, as formas
amorfas possuem estrutura desorganizada, quando comparadas as cristalinas, e possuem maior
energia livre que leva, como consequéncia, a maior solubilidade aquosa aparente, maior taxa
de dissolucéo e absor¢do ap6s administragdo por via oral. Tais formas amorfas sdo raramente
utilizadas em formulagdes farmacéuticas, devido sua instabilidade fisico-quimica inerente.

Porém, o uso de excipientes funcionais, como o proposto nesta dissertacdo, representa uma
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valida estratégia para promover uma maior estabilidade da forma amorfa dos farmacos e poder
usufruir de suas vantagens relacionadas a dissolucdo, discutida mais a frente (BAGHEL,
CATHCART, O’REILLY, 2016)

A natureza cristalina da OLZ pode ser verificada (figura 09) através do aparecimento de
planos de difracdo caracteristicos do fA&rmaco, com um pico bem definido de maior intensidade
em 20 = 8,84 e picos de menor intensidade entre 20 = 10,5 — 23,9 também identificados por
Freitas e colaboradores (2012). Na literatura, ja foram reportados mais de 25 polimorfos da
Olanzapina. O padréo de cristalinidade apresentado na imagem abaixo € pertencente a forma |
da OLZ, apresentando picos caracteristicos deste polimorfo (REUTZEL-EDENS et al., 2003;
PERES-FILHO et al., 2011).

Figura 09: Difratograma de raios X da Olanzapina.
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Os padrdes de difracdo do HDL-CaAl e NiAl (Figura 10) observados abaixo de 30° (26)
sdo caracteristicos de compostos do tipo Hidrotalcita, onde foi possivel evidenciar seus padrdes
de cristalinidade através dos picos 002 e 004 para o HDL-CaAl e 003 e 006 para 0 HDL-NiAl,
também reportados na literatura, (RAKI, BEAUDOIN, MITCHELL, 2004; COMAS et al.,
2006; ZHAO, XIAO, JIAO, 2011; KIM, KIM, OH, 2012; SHAFIEI et al., 2012).
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Figura 10: Difratogramas de raios X do HDL-CaAl e HDL-NiAl isolados.
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Tais picos representam as ordens sucessivas da reflexdo basal, que originam-se a partir
do empilhamento das lamelas dos HDLs ao longo do eixo ¢ (Figura 01). Através da equacéo de
Bragg, € possivel calcularmos os valores de distancia interplanar (dnk) utilizando, diretamente

na equagao, os valores de 0 obtidos experimentalmente (ROCHA, 2015).
n.A=2dnk.Sen0

Nesta equagdo acima, n ¢ a ordem de reflexdo do pico, A é o comprimento de onda dos
raios X da analise, d corresponde ao espagamento basal do plano hkl e 6 ¢ o angulo de Bragg
determinado experimentalmente. Os valores encontrados atraves desta equacdo estdo

representados na tabela 02.

Tabela 03: Valores dos dngulos 26 (graus) e distancia interplanar (dn) dos sistemas binarios a base de HDL-CaAl
e Olanzapina obtidos a partir da difracdo de raios X.

CaAl:OLZ CaAl:OLZ CaAl:OLZ
05% 20% 30%

d d d d d d

20 A) 20 A) 20 A) 20 A) 20 A) 20 A)
(002) 10,30 8,558 10,06 8,79 10,02 8,82 10,00 8,84 10,28 8,60 10,28 8,60
(004) 20,58 4,31 2054 432 2058 4,31 2058 4,31 1998 4,44 19,98 444
(110) 29,52 3,02 29,64 301 2950 3,02 29,48 3,02 2942 3,03 2942 3,03

c(A) 17,20 17,41 17,44 17,46 17,48 17,48
a(A) 6,04 6,02 6,04 6,04 6,06 6,06

HDL-CaAl MF 05% MF 30%

dhi

Com os valores de d correspondentes ao plano dooz, temos uma distancia entre as lamelas
do HDL-CaAl de 8,58 A, que esta de acordo com os valores reportados na literatura, assim

como o parametro ¢ que apresentou valor de 17,2 A. O parametro cristalogréafico ¢ esta
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relacionado com a distancia do plano basal (Figura 01), podendo ser calculado (¢ = doo2 + 2doo4)
através dos planos doo2 € doos relacionados com o eixo ¢ (RAKI, BEAUDOIN, MITCHEL,
2004; SHAFIEI et al., 2012).

Observando os valores do espacamento basal dos sistemas binarios de HDL-CaAl e
OLZ, percebe-se que houve um discreto, porém crescente, aumento na distancia entre as
lamelas a medida que aumenta-se a concentracdo do farmaco. Tal fato ndo foi observado nas
misturas fisicas, que apresentaram valores constantes e muito proximos dos valores de d
apresentados pelo HDL-CaAl isolado. E possivel que tenha acontecido uma intercalacdo do
farmaco por troca ionica, onde o anion nitrato, com tamanho aproximadamente de 3,8 A
(SHAFIEI et al., 2012), originalmente presente no espaco interlamelar, é trocado pela OLZ, que
apresenta estrutura quimica de maior tamanho. Tal fendmeno causaria um aumento do espaco
interlamelar (figura 11). Analisando o pardmetro de cristalinidade c, nota-se que com a
formagdo dos sistemas binarios, houve também um aumento crescente neste eixo, concordando

com os valores de d apresentados por estes sistemas.

Para valores de 20 em torno ou acima de 30°, temos os picos derivados das reflexdes
ndo basais, relacionadas a estrutura interna de cada lamela. O pardmetro cristalografico a esta
relacionado com a distancia entre dois cations numa mesma lamela, e pode ser calculado a partir
do plano d110 (a = 2d110), que esta relacionado com o eixo a. Tais valores dependem da natureza
dos cations da lamela e dos anions interlamelares. No caso do HDL-CaAl, temos di10 = 3,02 A
e, consequentemente, a = 6,04 A.

Tabela 04: Valores dos angulos 26 (graus) e distdncia interplanar (dnw) dos sistemas binérios & base de HDL-NiAl
e Olanzapina obtidos a partir da difracdo de raios X.

. NiAl:OLZ NiAl:OLZ NiAl:OLZ o o
HDL-NiAl 05% 20% 30% MF 05% MF 30%

d d d d d d
20 a4 200z 200 4 200 5 200 5 200 5
(003) 11,54 7,66 11,72 755 1162 7,61 1158 7,64 1164 7,60 11,64 7,60
(006) 23,00 382 2318 3,83 2308 385 2310 385 2310 385 2306 385
(009) 3542 253 3558 252 3546 253 3552 252 3552 252 3528 2,54
c (A 22,98 22,65 22,83 22,92 22,80 22,80
a (A) 5,06 5,04 5,06 5,04 5,04 5,08

dhi
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Figura 11: Arranjo interlamelar do HDL-CaAl com os &nions nitrato, moléculas de 4gua e da Olanzapina.
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Os valores da distancia interplanar pertencentes ao HDL-NiAl estdo representados na
tabela 03. O valor de d no plano doos € de 7,66 A, semelhante ao encontrado na literatura, assim
como seu parametro de cristalinidade ¢ (VELU, SUZUKI, OSAKI, 2000; SAIAH, SU,
BETTAHAR, 2009; KLEMKAITE et al., 2011). Os autores calculam o valor do parametro c
para o0 HDL-NiAl de forma diferente (c = 3doos), porém o célculo para o valor do parametro a
permanece 0 mesmo mencionado anteriormente. Ao comparar os valores de d, deste mesmo
plano, dos sistemas binarios e das misturas fisicas, ndo foi possivel observar o aumento do
espacamento basal, sugerindo que ndo houve intercalacdo da OLZ por troca ibnica com 0s
anions nitrato. O plano doos do eixo ¢ também ndo apresentou aumento consideravel nos valores

de d, tanto para os sistemas binarios quanto para as misturas fisicas.

Sabe-se que a intensidade dos picos gerados pelos raios X é proporcional a densidade
de &tomos no plano da estrutura que originou tal pico. Ou seja, quanto mais intenso, maior o
namero de repeticdes de uma determinada célula unitéaria. Na figura 12, podemos observar a
sobreposicdo dos difratogramas gerados pelos sistemas binarios a base de HDL-CaAl e OLZ
em diferentes concentracdes, pelas misturas fisicas e seus componentes isolados. Nota-se que
o difratograma gerado pelo sistema bindrio CaAl:OLZ 05% apresenta apenas 0s padrfes
cristalinos pertencentes ao HDL-CaAl. O pico de maior intensidade da OLZ em 260 = 8,84, que
representa 0 maior numero de repeticbes de um mesmo plano cristalino, ndo esta presente neste
sistema binario, mas € notavel na mistura fisica com a mesma concentracao de farmaco. Mesmo
sabendo que uma menor quantidade do farmaco presente na anélise, devido a composi¢édo de
95% de HDL-CaAl, diminuiria a intensidade dos picos, esta baixa concentragdo ndo impediu
da OLZ ser detectada na analise da mistura fisica. Além do pico em 260 = 8,84 presente na MF
CaAl:OLZ 05%, outros picos entre 20 = 14,84 e 24,0 pertencentes ao farmaco, que ndo sdo
observados no sistema binario, foram identificados. Tal fato sugere que o método do solvente
utilizado para formacdo dos sistemas com o HDL-CaAl foi eficiente ao promover uma

amorfizacdo do farmaco.

Ainda na mesma figura, no difratograma pertencente ao sistema CaAl:OLZ 20%, ja é
possivel notar a presenga de um pequeno, porém presente, pico pertencente ao farmaco em 20
= 8,78, porém o restante das reflexdes apresentados pelo farmaco isolado ainda permanecem
ausentes. Isto sugere que, & medida que aumenta-se a concentra¢do do farmaco, o HDL-CaAl
comega a perder sua capacidade de estabilizar a forma amorfa do farmaco e da-se inicio a
precipitacdo de cristais de OLZ. O sistema CaAl:OLZ 30% segue esta mesma logica, onde,

além de apresentar o mesmo pico em 26 = 8,70, este apresentou maior intensidade, que significa
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um maior numero de repetices deste mesmo plano de refracdo. O difratograma desta amostra
ainda mostrou, além do pico de maior intensidade, outro pico em 26 = 17,06 pertencente ao
farmaco. Porém, a MF CaAl:OLZ 30% apresentou, com intensidade consideravelmente maior,
além dos picos mencionados anteriormente no sistema binario de mesma concentracgdo, picos
entre 20 = 10,74 e 24,02 referentes a OLZ.

Figura 12: Sobreposi¢do dos difratogramas de raios X dos sistemas binarios compostos por HDL-CaAl e OLZ,
assim como de suas misturas fisicas e componentes isolados.
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Figura 13: Sobreposicdo dos difratogramas de raios X dos sistemas binarios compostos por HDL-NiAl e OLZ,
assim como de suas misturas fisicas e componentes isolados.
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Em relacdo aos padrdes de difracdo dos sistemas com HDL-NiAl, podemos observar,
na figura 13, que da mesma forma que aconteceu no sistema anterior, 0 NiAl:OLZ 05%
apresentou apenas os padrdes de reflexdo do HDL isolado, enquanto a mistura fisica de mesma
propor¢ao apresentou um pico pertencente ao farmaco em 260 = 8,90. Isto mostra que, apesar da
presenca de impurezas no HDL-NiAl, que serdo posteriormente discutidas na analise térmica,

este ainda foi eficiente ao amorfizar o farmaco. J4 no NiAl:OLZ 20% é possivel observar a
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presenca de 6 picos referentes ao farmaco com valores de 26 entre 8,96 e 24,18. Mostrando que,

neste ponto, o HDL n&o se mostra téo eficaz na estabilizagdo da forma amorfa do farmaco.

O sistema com 30% de farmaco ndo mostrou diferencas significativas quando
comparado a mistura fisica de mesma propor¢do. Tal fato indica que o HDL-NiAl ndo foi tdo
eficiente quanto o HDL-CaAl que, com 30% de farmaco, ainda apresentou uma menor
quantidade de padrdes cristalinos pertencentes ao farmaco, e com menor intensidade, quando
comparado com a mistura fisica. No sistema contendo 20% de OLZ, o HDL-CaAl também
apresentou melhores resultados, onde foi evidenciado apenas um plano cristalino do farmaco,

enquanto o sistema com HDL-NiAl com a mesma concentragdo de OLZ apresentou 6 planos.

5.1.3 Espectroscopia Vibracional da Regido do Infravermelho

O espectro vibracional da regido do infravermelho de ambos os HDLs (Figura 14)
apresentaram bandas caracteristicas de compostos do tipo Hidrotalcita reportadas em literatura.
E possivel observar bandas largas entre 3700 a 3400 cm™, resultantes da deformacéo axial das
ligacbes O—H presentes nas hidroxilas das lamelas, e nas moléculas de dgua adsorvidas no
material. Na frequéncia entre 1650 a 1620 cm™, é possivel observar bandas caracteristicas de
deformacdo angular das ligacbes O—H das moléculas de &gua intercaladas no espaco
interlamelar. Entre 1410 e 1400 cm™, temos bandas caracteristicas da vibragdo dos anions
nitrato contidos no espago interlamelar, e, por fim, abaixo de 1000 cm-1 estdo presentes as
bandas referentes as ligacdes entre os metais que compdem as lamelas e o oxigénio das
hidroxilas. E possivel que as bandas entre 1340 e 1360 cm-1 correspondam & presenca de fons
carbonato. A presenca destes ions no espectro de vibracional pode se dar devido a contaminacao
do sistema pela absorcdo do CO, da atmosfera durante o processo de sintese (RAKI,
BEUDOIN, MITCHELL, 2004; VIEIRA, 2009; KIM, KIM, OH, 2012; SHAFIEI et al., 2012).

Para iniciar a analise do espectro vibracional da regido do infravermelho da OLZ (figura
15), partiremos das frequéncias de onda mais altas, onde a primeira banda caracteristica do
farmaco observada é o estiramento da Unica ligacdo N—H presente nesta molécula. Esta banda
alargada e sua transicdo para menores comprimentos de onda aponta seu envolvimento em
ligagdes de hidrogénio (AYALA et al, 2006; REUTZEL-EDENS et al., 2003;
WAWRZYCKA-GORCZYCA et al., 2004).
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Figura 14: Espectros vibracionais na regido do infravermelho dos HDL-CaAl e HDL-NiAl.
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Figura 15: Espectro vibracional na regido do infravermelho da Olanzapina isolada.
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As bandas seguintes estdo associadas com as ligagdes C—H da OLZ. Autores sugerem
que o primeiro grupo de bandas correspondem aos estiramentos C—H do anel tiofeno e
benzeno, considerando que as bandas restantes sdo os modos simétrico e assimétrico dos dois
grupos metila (figura 16 A). As principais diferencgas entre os polimorfos da Olanzapina estdo

na regido de 600 a 1600 (figura 16 B), onde foi possivel identificar picos caracteristicos da
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Forma | do farmaco, como a banda presente em 1517 cm™, estando de acordo com a literatura
(AYALA et al., 2006) e corroborando com os dados da difracdo de raios X apresentados

anteriormente.

Figura 16: Espectro vibracional na regido do infravermelho da Olanzapina aproximado para melhor visualizacéo
das bandas.
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Analisando esta faixa de baixa energia, a regido entre 1600 e 1500 cm™ esta preenchida
por bandas associadas com as liga¢6es duplas C=C e C=N, assim como deformagdes angulares
das ligagies C—H e N—H. Em 1583 cm™ temos o estiramento pertencente a ligagdo C=N,
enquanto a banda em 1557 cm™ representa o estiramento da ligagdo C=C. O fato da banda C=N
estar abaixo de 1600 cm™ evidencia a participagdo desta ligagdo no padrdo de formagdo das
ligacGes de hidrogénio da Forma | da OLZ (AYALA et al., 2006; REUTZEL-EDENS et al.,
2003; WAWZYCKA-GORCZYCA et al., 2004).

A proxima regido do espectro, 1500 a 1300 cm™, apresenta as deformacdes dos grupos
metil, metileno e C—H, contudo, tais bandas sdo facilmente sobrepostas, tornando dificil
realizar uma analise precisa. Na frequéncia de 1470 cm, temos a deformagéo do grupo metil
ligado ao anel piperazina e, logo em seguida, em 1410 cm™ temos a banda pertencente ao grupo
metil ligado ao anel tiofeno. Entre 1300 e 1100 cm™, as bandas dos estiramentos C—C e
C—N sé&o dominantes (AYALA et al., 2006).

Em comprimentos de onda mais baixos, os principais componentes do espectro
vibracional s&o as deformacdes e tor¢des dos anéis. Portanto, as vibragdes de baixa energia séo
originadas das deformacdes do esqueleto da molécula e de suas vibragdes em conjunto. Abaixo

de 1100 cm, algumas caracteristicas relevantes podem ser identificadas, como a deformagéo
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da respiracédo do anel benzeno no plano em 744 cm, associada com a deformacéo das ligacdes
C—H fora do plano do anel. As deformagdes do grupo piperazina, associada com o grupo metil
em 1009 cm™ e as contribuicBes do anel diazepina e tiofeno em 964 cm™ s3o bem identificados
no espectro (AYALA et al., 2006).

Figura 17: Sobreposigao dos espectros vibracionais dos sistemas binarios compostos por HDL-CaAl e OLZ, assim
como de suas misturas fisicas e componentes isolados.
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Na figura 17, podemos observar a sobreposicéo dos espectros vibracionais dos sistemas
binérios & base de HDL-CaAl e OLZ, em diferentes concentracdes, suas misturas fisicas e
componentes isolados para fins comparativos. Comparando o espectro vibracional da OLZ
isolada com o espectro do sistema CaAl:OLZ 05%, podemos notar que houve uma diminuicao
na intensidade das bandas referentes a deformacdo axial das ligagbes O—H presente nas
lamelas e nas moléculas de agua adsorvidas na superficie do material, além do deslocamento
da banda em 3444 cm™. Em 3215 cm, a banda pertencente a ligagio N—H do farmaco n&o
estd presente no sistema binario, porém pode ser notada na mistura fisica de mesma
concentracdo. Na regido seguinte, houve consideravel descolamento e supressdo de bandas
referentes a vibragéo das ligacbes C—H do anel benzeno e tiofeno, fato que néo foi observado

na mistura fisica.

Ainda na mesma imagem, no espectro referente ao HDL-CaAl, em 1648 cm™, banda
caracteristica da vibracdo das ligagdes O—H das moléculas de agua no espaco interlamelar,
nota-se uma consideravel diminuicdo da intensidade desta banda no espectro do sistema binario,
indicando a saida de moléculas de agua do espaco interlamelar. Logo em seguida, o sistema
CaAl:OLZ 05% ndo apresenta bandas na regido referente as vibracoes das ligagdes C=N e C=C,
destacada em cinza, porém é possivel nota-las na mistura fisica. Isto indica que o farmaco
interagiu de tal forma que impediu a livre vibracao de tais ligacdes presentes no anel tiofeno e
diazepina. Tal hipotese é sustentada, ainda, pela supressdo das bandas em regides abaixo de
1100 cm™. Tais bandas representam as deformagBes do esqueleto carbdnico da OLZ,
apresentando as principais alteracdes em 1009, 964 e 744 cm™, caracteristicas das deformacdes
da respiracdo do anel benzeno, associada a vibracdo das ligacbes C—H fora do seu plano,

deformacdes do anel piperazina, diazepina e tiofeno.

Tais variagdes indicam que as moléculas de dgua de hidratacdo podem ter dado lugar ao
farmaco, a medida que este, aos poucos, precipitou e se adsorveu na superficie do material,
promovendo interacBes fisicas. Isto justifica a supressdo, diminuicdo de intensidade ou
deslocamento de determinadas bandas do farmaco, que provam que houve, de fato, interacdo
entre farmaco e carreador. Além destas, as alteracdes nas regides de baixa intensidade sugerem

uma interagdo com o material que envolveu toda a molécula do fa&rmaco.



93

Figura 18: Sobreposi¢do dos espectros vibracionais dos sistemas binarios compostos por HDL-NiAl e OLZ, assim
como de suas misturas fisicas e componentes isolados.
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Os sistemas binarios com HDL-NiAl também foram eficientes ao promover interagdes
com a OLZ. Na figura 18, podemos observar que o sistema NiAl:OLZ 05% promoveu
interacdes semelhantes as mencionadas no sistema anterior, com o0 HDL-CaAl. Na regido de
maior frequéncia, observa-se a diminuicdo da intensidade da banda referente a deformacéo axial
das ligagbes O—H e a supressdo da banda resultante da ligagdo N—H do farmaco. Um
diferenga, em relacdo ao sistema com HDL-CaAl, foi observada na regido entre 3000 e 2750
cm?, destacada em cinza, que consiste de uma supressio das bandas referentes as ligagdes C-
H, que ainda foram notadas na mistura fisica de mesma concentragdo. Tal fato sugere que ouve
uma maior interacdo com o esqueleto carbdnico do farmaco neste sistema. As bandas nas
regides de frequéncia mais baixa também apresentaram padrdes semelhantes ao sistema
anterior, suprimindo as bandas resultantes das ligagdes C=N, C=C, C—N, C—C, assim como

a respiracdo do anel benzeno e as tor¢cdes dos aneis piperazina, diazepina e tiofeno.

Sabe-se que eventos como a supressdo, diminuicdo de intensidade, deslocamento e
alargamento de bandas, observados em regides semelhantes em ambos os sistemas (CaAl:OLZ
e NiAIl:OLZ), em todas as concentracdes, podem estar relacionados com a formacao de ligacdes
de Hidrogénio. Porém, assim como foi observado nas analises de DR-X, a medida que
aumentou-se a concentracdo do farmaco, as interacGes deste com o respectivo HDL diminuiram
gradativamente, como pode ser observado com o0 aumento da intensidade e do nimero de
bandas presentes. Porém, comparando ambos os sistemas binarios com 30% de farmaco e suas
respectivas misturas fisicas de mesma concentracdo, é possivel notar grande diferenca na
intensidade destas bandas quando comparadas com o farmaco isolado, provando que, apesar de

saturado, o material ainda promove consideravel interacao.

5.1.4 Anélise Térmica

A partir das curvas DSC e TG obtidas pela calorimetria diferencial de varredura e pela
termogravimetria, respectivamente, foi possivel evidenciar o comportamento térmico da OLZ
isolada, que pode ser observado na figura 19. Seu ponto de fusdo consiste de um evento
endotérmico, bem definido, caracteristico de compostos cristalinos, tendo faixa de fusdo entre
193,59 (Tonset) € 196,73 °C (Tendset), cOM pico em 194,89 °C, estando de acordo com a literatura
(POLLA et al., 2005; PERES-FILHO et al., 2011; FREITAS et al., 2012). E possivel observar
que ndo ocorre perda de massa durante este evento e que, logo apds seu término, a fusédo &
seguida do inicio da degradacdo do farmaco (PERES-FILHO et al., 2011). De acordo com Polla

et al. (2005), o ponto de fusdo € o unico evento identificavel nas curvas de DSC para a Forma
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| da Olanzapina, resultado este que esta de acordo com os pontos discutidos nas analises de DR-
X e IV. A derivada da curva termogravimétrica mostra o evento de degradacdo ocorrendo

aproximadamente entre 280 a 350 °C, tendo seu pico em 325,26 °C.

Figura 19: Curvas TGA, DrTGA e DSC da Olanzapina isolada obtidas sob atmosfera de nitrogénio (50 mL/min)

e razdo de aquecimento de 10 °C/min.
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As figuras 20 e 21 representam as curvas de TGA, DrTGA e DSC do HDL-CaAl e NiAl,
respectivamente, onde nota-se que todos 0s eventos endotérmicos apresentados no DSC estdo
associados a perdas de massa nas curvas termogravimétricas, sendo este comportamento
caracteristico de compostos lamelares que apresentam moléculas de agua e hidroxilas
compondo sua estrutura (VIEIRA, 2009; RAKI, BEAUDOIN, MITCHELL, 2004). No geral,
dois principais eventos endotérmicos foram evidenciados durante a decomposi¢do do composto

e sua perda de massa.

O primeiro evento da curva TGA do HDL-CaAl, com Tonset em 66,21 °C e Tendset €M
139,46 °C, representa a perda de massa (-10,821%) resultante da remocao de moléculas de agua
fisicamente adsorvidas na superficie das lamelas e no espaco interlamelar. Este fendmeno
tambem foi observado na curva TGA do HDL-NiAl, com Tonset de 82,51 °C e Tengset de 144,96
°C, perdendo 3,834% de sua massa. Tais eventos podem ser identificados separadamente pelo
DSC de ambos os HDLs nesta mesma faixa de temperatura, onde o primeiro evento
endotérmico corresponde ao desprendimento da dgua adsorvida na superficie e, o segundo, da
agua contida no espaco interlamelar (RAKI, BEAUDOIN, MITCHELL, 2004).
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Figura 20: Curvas TGA, DrTGA e DSC do HDL-CaAl obtidas sob atmosfera de nitrogénio (50 mL/min) e razdo
de aquecimento de 10 °C/min.
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Figura 21: Curvas TGA, DrTGA e DSC do HDL-NiAl obtidas sob atmosfera de nitrogénio (50 mL/min) e razdo
de aquecimento de 10 °C/min.
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No segundo evento, a curva TGA do HDL-CaAl apresentou Tonset em 215,40 °C € Tendset
em 272,65 °C, com perda de massa de 11,210%, enquanto a curva 0 HDL-NIiAl teve Tonset €M
285,66 °C e Tendset em 319,37 °C, com perda de massa de 14,913%. Tal evento esta associado,
em ambos 0s casos, com a desidroxilacdo das lamelas que constituem os HDLs e a reducédo do
nitrato interlamelar para nitrito (SHAFIEI et al., 2012).

Ca2Al(OH)sNOs - Ca,AIO(OH), + 2H.0 + NO

Ni2AI(OH)sNOz = Ni2AIO(OH). + 2H.0 + NO
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A partir daqui, as analises irdo focar no ponto de fusdo do farmaco, que esté diretamente
relacionado com a cristalinidade do mesmo, tanto no sistema com HDL-CaAl (Tabela 04),
guanto no sistema com HDL-NiAl (Tabela 05). Na figura 22, temos representadas as curvas
DSC para os sistemas binarios a base de HDL-CaAl, em diferentes concentracfes de farmaco,
e também de seus componentes isolados, assim como das misturas fisicas para fins
comparativos. De inicio, logo percebe-se que o sistema bindrio CaAl:OLZ 05% apresenta
apenas 0s eventos de perda de &gua e desidroxilacdo referentes ao HDL-CaAl isolado, nédo
apresentando o ponto de fusdo caracteristico da OLZ, sendo, portanto, a sobreposi¢céo exata da
curva DSC do HDL isolado. Na mistura fisica de mesma proporcéo, ja foi possivel notar tal
evento endotérmico com pico em 194,67 °C, semelhante ao farmaco isolado, indicando que a
mistura fisica ndo apresentou nenhuma interacdo com o farmaco que viesse a alterar seu

comportamento térmico de forma significativa.

Tabela 05: Temperaturas e entalpia do evento endotérmico de fusdo da Olanzapina isolada, nos sistemas binarios
e misturas fisicas com HDL-CaAl.

AMOSTRA Tonset DSC (QC) Tpico DSC (OC) Tendgset DSC (OC)
oLz 193,59 194,89 196,73
CaAl:OLZ 05% = - =
CaAl:OLZ 20% 187,27 192,44 195,22
CaAl:OLZ 30% 191,64 194,41 196,50
MF CaAl:OLZ 05% 192,82 194,67 196,30
MF CaAl:OLZ 30% 193,70 195,05 196,64

Na proxima curva de DSC, correspondente ao sistema CaAl:OLZ 20% ja é possivel
notar o ponto de fusdo correspondente ao farmaco, porém, este apresenta-se com alteracdes
significativas. Seu processo de fusdo tem inicio em 187,27 °C, com pico em 192,44 °C,
diferente do farmaco isolado que apresentou Tonset €m 193,59 °C e Tpico em 194,89 °C. Este
sistema binario, entdo, diminuiu a temperatura de inicio da fusdo do farmaco em 6,32 °C, e seu
pico de fusdo em 2,45 °C. Também foi possivel notar um menor Tonset (191,64 °C) no sistema
CaAl:OLZ 30%, o que ndo foi observado na mistura fisica de mesma proporcao, porém, nao

houve alteragdo consideravel no Tpico.
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Figura 22: Sobreposigdo das curvas de DSC dos sistemas binarios entre HDL-CaAl e OLZ, assim como suas
misturas fisicas e componentes isolados, obtidas sob atmosfera de nitrogénio (50 mL/min) e razdo de aquecimento
de 10 °C/min.
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Na figura 23, temos a sobreposicdo das curvas de DSC dos sistemas binarios a base de
HDL-NiAl, seus componentes isolados e misturas fisicas para fins comparativos. Percebe-se
que, diferente dos sistemas com HDL-CaAl, ndo houve alteracdes significativas no Tonset OU NO
Tpico, € ja N0 sistema NiAl:OLZ 05% é possivel observar o evento endotérmico referente a fusdo
da OLZ. Isto indica que o HDL-NiAl ndo foi tdo eficiente quanto o HDL-CaAl na amorfizacédo

do farmaco.

Tabela 06: Temperaturas e entalpia do evento endotérmico de fusdo da Olanzapina isolada e nos sistemas binarios
e misturas fisicas com HDL-NiAl.

AMOSTRA Tonset DSC (OC) Tpico DSC (OC) Tendgset DSC (OC)
oLz 193,59 194,89 196,73
NiAl:OLZ 05% 193,45 194,97 197,98
NiAl:OLZ 20% 193,66 194,90 196,47
NiAl:OLZ 30% 193,52 194,92 196,79
MF NiAl:OLZ 05% 193,83 194,93 199,23

MF NiAl:OLZ 30% 193,95 196,13 199,37
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Figura 23: Sobreposicdo das curvas DSC dos sistemas binarios entre HDL-NiAl e OLZ, assim como suas misturas
fisicas e componentes isolados, obtidas sob atmosfera de nitrogénio (50 mL/min) e razdo de aquecimento de 10
°C/min.
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A reducdo do ponto de fusdo do farmaco para temperaturas mais baixas pode ser
explicada pela interacdo entre os carreadores e a OLZ durante o processo de aquecimento de
cada analise. A curva do sistema CaAl:OLZ 05% constatam completo desaparecimento do pico
endotérmico correspondente a transicdo sélido-liquido da OLZ. Tal desaparecimento, as
reducdes dos tamanhos dos picos, ou até os alargamentos dos mesmos, indicam que houve uma
reducdo da cristalinidade, corroborando com os resultados da difracdo de raios X apresentados
previamente (KRISHNAMOORTHY et al., 2011; SERAFINI et al., 2012).

5.1.5 Perfil de Dissolugdo in vitro dos Sistemas Binarios Obtidos e Seus Componentes
Isolados

Na figura 24, podemos comparar os perfis de dissolu¢do da OLZ livre, com os sistemas
CaAl:OLZ nas concentracdes de 05, 20 e 30% de farmaco, e nas misturas fisicas. Na tabela 06,
temos expressos os valor exatos da porcentagem de OLZ solubilizada de cada tempo de analise.
Inicialmente, até os 30 minutos de experimento, percebe-se que a OLZ ndo apresentou-se no

meio de dissolugdo numa concentracdo passivel de quantificacdo por espectrofotémetro. Ja o
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sistema CaAl:OLZ 05%, em 5 minutos, apresenta 18,00 % de farmaco solubilizado e, em 30

minutos, 62,05%. Consideravel diferenga quando comparado ao farmaco isolado.

Tabela 07: Percentual de Olanzapina solubilizada proveniente dos sistemas binarios com HDL-CaAl, assim como
as misturas fisicas em intervalo de tempo de 0 a 180 minutos.

CaAl:OLZ CaAl:OLZ CaAl:OLZ

T oLz i o o MF 05% MF 30%
(mn) —@)  sD (%) SD (%) SD (%) SD (%) SD (%)  SD
0 - - - - - - - - - - - -
05 - - 1800 019 - - : : : : : :
10 - . 3952 141 1097 065 247 046 - i i :
15 ; . 4653 170 1646 019 430 158 - : i i
20 - - 5115 045 2612 165 821 116 - i i :
30 - - 6205 150 2781 060 1695 063 - : i i

45 3,49 0,78 63,25 2,02 31,96 1,55 32,61 0,80 1,32 1,27 12,65 0,86

60 12,45 0,57 72,28 0,52 39,19 1,28 37,74 1,38 16,46 0,76 13,50 0,91

80 19,16 1,76 78,60 0,74 47,19 1,25 38,09 1,24 16,65 1,73 15,32 1,50

100 2421 0,96 79,55 0,76 54,66 0,45 50,08 0,62 32,17 0,69 16,60 1,17

120 31,02 1,30 85,76 0,44 62,46 0,70 59,21 0,78 35,00 1,56 34,67 1,47

180 50,56 1,29 89,08 0,87 76,94 1,23 58,53 1,53 39,53 0,18 42,58 0,75
(%): Porcentagem de OLZ solubilizada. SD: desvio padrdao da média.

Em 45 minutos de dissolucdo, temos 3,49 % de Olanzapina solubilizada, enquanto o
sistema binario mencionado anteriormente ja apresenta 63,65% de farmaco dissolvido no meio.
Este valor representa um incremento de solubilidade de 1823,78%, em 45 minutos de
experimento. Os sistemas com 20 e 30% de farmaco promoveram a solubilizacéo a partir de 10
minutos de experimento, enquanto as misturas fisicas com 05 e 30% de farmaco apenas em 30
minutos, assim como a OLZ isolada. Ao final da dissolucdo, os sistemas binarios CaAl:OLZ
05%, 20% e 30% promoveram uma solubilizacdo total de 89,08, 76,94 e 58,53% do farmaco,
respectivamente. J& as misturas fisicas com 05 e 30% de OLZ apresentaram solubilizacdo

méaxima de 39,53 e 42,58%, respectivamente.

Na figura 25, podemos analisar os perfis de dissolucdo da OLZ livre, dos sistemas
NiAl:OLZ nas concentracdes de 05, 20 e 30% de farmaco, e das misturas fisicas. Os valores
exatos da porcentagem de Olanzapina solivel em cada tempo de anélise estdo representados na
tabela 07. Da mesma forma que no caso anterior, o sistema binario NiAl:OLZ 05% também
iniciou a solubilizacdo do farmaco ja com 05 minutos de dissolucéo, apresentando 19,11 % do
farmaco dissolvido, enquanto a mistura fisica de mesma propor¢do apenas iniciou a

solubilizagdo em 45 minutos de experimento, com 11,06 % de OLZ dissolvida. Neste mesmo
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ponto, enquanto o farmaco isolado apresentava 3,49 % de sua quantidade total dissolvida, o
sistema NiAl:OLZ 05% ja promovia a solubilizacéo de 37,35% de farmaco, que representa um
incremento de solubilidade de 1070,02%.

Figura 24: Perfis de dissolucdo da OLZ isolada, dos sistemas binarios com HDL-CaAl e das misturas fisicas em
900 mL de meio de dissolucdo tampédo fosfato pH 6,8, temperatura 37 °C e 50 rpm.

100
—n—OLZ (%)
1 CaAl:OLZ 05%
90 — —e— CaAl:OLZ 20%
1 —a— CaAl:OLZ 30%
—v— MF CaAl:OLZ 05%
80 —— MF CaAl:0LZ 30%
70 —
60 —
) 1
S 50
H ]
O 40+
30
20 —
10
0 T T T I T I T I T T I T I T I T

T
80 100 120

Tempo (min.)

|
140

160

180

|
200

Tabela 08: Porcentagem de Olanzapina solubilizada proveniente dos sistemas binarios com HDL-NiAl, assim

como as misturas fisicas em intervalo de tempo de 0 a 180 minutos.

NiAl:OLZ NiAl:OLZ NiAl:OLZ

(mTiﬁ.) oLz 05% 20%% 2006 MF 05% MF 30%
%) SD (%) SD (%) SD (%) SD (%) SD _ (%)  SD

0 - - - - - - - - - - - -

05 - - 1911 0,87 - - - - - - - -

10 - - 2296 1,38 - - 343 065 - - = -

15 = - 2878 0,98 - - 396 127 - - - -

20 - - 2950 130 224 008 695 054 - - - -
30 - - 3274 094 764 137 1562 079 - - 273 387
45 349 078 3735 102 895 1,28 1856 062 1106 057 629 098
60 1245 057 3865 141 1009 045 19,83 122 1215 1,05 1255 1,50
80 1916 176 4627 118 1855 044 2800 128 2285 098 21,89 142
100 2421 09 4683 132 2022 059 3038 1,11 27,83 1,08 2372 127
120 31,02 1,30 4668 107 3035 077 3102 114 3227 105 3271 1,07
180 5056 129 6166 104 5546 062 5534 046 3987 052 3720 0,83

(%): Porcentagem de OLZ solubilizada. SD: desvio padrao da média.
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Figura 25: Perfis de dissolu¢éo da OLZ isolada, dos sistemas binarios com HDL-NiAl e das misturas fisicas em
900 mL de meio de dissolugdo tampé&o fosfato pH 6,8, temperatura 37 °C e 50 rpm.
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O sistema NiAl:OLZ 20% iniciou a solubilizacdo do farmaco em 20 min, diferente do
sistema com 30% (10 min), porém, em 180 min de experimento, ambos solubilizaram cerca de
55% do farmaco, ndo apresentando diferencas significativas. Ao final do experimento, os
sistemas binarios NiAl:OLZ 05, 20 e 30% apresentaram solubilizacdo total de 61,66, 55,46 e
55,34% da OLZ, enquanto a misturas fisicas com 05 e 30% de farmaco solubilizaram 39,87 e

37,20% de farmaco, respectivamente, semelhante as misturas fisicas com HDL-CaAl.

Como a OLZ é uma base fraca (pKa = 7,5 £ 0,5), sua dissolucdo é favorecida em
condicGes &cidas (FREITAS et al., 2012). Porém, mesmo com a dissolucdo sendo realizada em
pH 7,4, o sistema CaAl:OLZ 05% em 180 minutos, conseguiu solubilizar quase 90% do
farmaco. Ja em outro estudo de dissolucdo, em pH 7,0, realizado por Freitas et al. (2012), os
autores conseguiram uma solubilizagdo méxima, em 30 minutos, de cerca de 35% do total de
OLZ complexada em ciclodextrinas. Este valor ndo aumentou até o final do experimento em
60 minutos. Numa breve comparacdo, o sistema CaAl:OLZ 05% em 30 minutos j& apresentava
62,05% de farmaco dissolvido, concentracdo, esta, que aumentou para 72,28 % em 60 minutos,

mostrando-se, entdo, mais eficiente que o sistema proposto pelos autores mencionados.
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J& em outro estudo realizado por Krishnamoorthy et al. (2011), dispers@es sélidas entre
Olanzapina e dois diferentes carreadores, amido pré-gelatinizado e amido glicolato de sédio,
também conseguiram aumentar a taxa de dissolucdo do farmaco quando comparado a0 mesmo
isolado. Em 60 minutos de experimento, 0s autores conseguiram solubilizacdo méaxima de cerca
de 70% do farmaco na proporcdo mais eficiente dos componentes da formulagdo. Tal resultado
esta equiparado ao apresentado nesta dissertacdo, mencionado no paragrafo anterior.

Tais fatos apresentados corroboram com os resultados da caracterizacéo por DR-X, que
demonstraram uma relacdo diretamente proporcional entre a concentracdo do farmaco no
sistema e sua precipitacdo na forma cristalina, menos sollvel em &gua. Assim como 0s
resultados apresentados na espectroscopia vibracional da regido do infravermelho, onde os
sistemas de menor concentracdao apresentaram uma maior interagdo com os carreadores. Esta
relagdo também foi observada na analise térmica, demonstrando picos endotérmicos de fusdo
do farmaco mais intensos nos sistemas de maior concentracdo. Ou seja, € esperado que 0S
sistemas contendo 30% de OLZ promovam uma menor solubilizacdo desta, quando
comparados aos sistemas com 05%, ja que o farmaco nos sistemas mais concentrados apresenta
maior grau de cristalinidade e menor interacdo com o carreador (ZENG et al., 2011; FREITAS
et al., 2012). O fato das misturas fisicas de ambos os HDLs ndo terem apresentado incremento
de solubilidade também corrobora com os resultados apresentados pelos padrées de difracdo de
Raios-X e pela andlise térmica, ja que estas formulacdes apresentaram sobreposicao dos picos
referentes aos padrdes cristalinos e ao ponto de fusdo do farmaco isolado. O mesmo se aplica
aos espectros do infravermelho, onde as misturas fisicas apresentaram sobreposi¢édo das bandas

referentes ao farmaco isolado.

5.2 PARTE Il: Estudos de Toxicidade in vitro dos Sistemas Binarios Obtidos e Seus

Componentes Isolados

Para os testes a sequir, elegeram-se os sistemas binarios CaAl:OLZ 05% e NiAl:OLZ
05%, por terem apresentado resultados mais promissores na caracterizacdo fisico-quimica.
Além disso, estes sistemas apresentam uma maior concentragdo de HDL (90%), quando
comparados aos demais. Dessa forma, seria mais interessante para obter mais informacdes sobre

a toxicidade dos HDLs, além da OLZ, e contribuir de forma relevante com a literatura.
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5.2.1. Potencial Antioxidante in vitro dos Sistemas CaAl:OLZ 05% e NiAl:OLZ 05% e Seus
Componentes Isolados Contra a Producéo de Radical DPPH*

Os resultados correspondentes a inibicdo do radical DPPH" pelos sistemas binarios
formados por HDL e OLZ, e seus componentes isolados (HDL-CaAl, HDL-NiAl e OLZ), estéo
representados na figura 26. Para distribuigdo das diferentes amostras, foram selecionadas trés
diferentes concentragdes para os sistemas CaAl:OLZ 05%, NiAl:OLZ 05%, e para seus
componentes isolados utilizou-se a concentracdo equivalente a presente em cada uma das trés
diferentes amostras do sistema binario. Esta Idgica foi seguida em todos os testes in vitro

seguintes realizados neste trabalho.

As concentracgdes dos sistemas CaAl:OLZ 05% e NiAl:OLZ 05% foram distribuidas em
1000, 2000 e 4000 pg/mL, HDL-CaAl e HDL-NiAl isolados em 950, 1900 e 3800 pg/mL, e
OLZ isolada em 50, 100 e 200 pg/mL (concentragcdes equivalentes aquelas presentes nos
sistemas binarios), onde cada respectivo sistema teve percentual maximo de 71.15 +0.76, 62.91
+ 0.62, 15.04 + 0.59, 14.79 = 0.94 e 52.67 £ 0.89 % dos radicais DPPH" inibidos, quando
comparados ao controle negativo (100% de producdo de radical DPPH"). O antioxidante padrédo
Trolox, nas concentragdes de 50, 100 e 200 pg/mL, teve reducdo méaxima da producdo deste
radical em 66.40 £ 0.85 %.

De acordo com os resultados da capacidade antioxidante frente ao radical DPPH", os
valores da ECso para o sistema CaAl:OLZ 5%, NiAl:OLZ 5% e OLZ isolada foram de 8,541,
11,63 e 13,65 pg/mL, com intervalo de confianga de 95% variando de 2,666 a 27,36, 4,862 a
27,28 € 6,797 a 27,40, respectivamente. Os HDLs isolados apresentaram ECso de 57,54 e 17,00
pg/mL para o CaAl-HDL e NiAIl-HDL, com intervalo de confianca de 95% variando de 51,65
a 64,09 e 7,138 a 40,49, respectivamente.

Este método possui rapida e facil execucdo, tornando-o um dos mais utilizados para
determinacéo da capacidade antioxidante de diversos compostos (MACHADO et al., 2015). O
teste descrimina a capacidade antioxidante através do decréscimo nos valores de absorbancia
(A =517 nm) da solugdo do radical DPPH" (cor roxa) em espectrofotdometro, onde o DPPH" ¢é
reduzido a DPPH> (cor amarela) (MISHRA, OJHA, CHAUDHURY, 2012). Como observado
acima, os resultados obtidos neste teste demonstram a grande capacidade antioxidante da OLZ

tanto isolada quanto no sistema com os diferentes HDLSs.
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Figura 26: Capacidade antioxidante dos sistemas CaAl:OLZ 05%, NiAl:OLZ 05% (1000, 2000 e 4000 pg/mL) e
seus componentes isolados em diferentes concentragdes, equivalentes as presentes no sistema, contra o radical
DPPHe. Os resultados representam a média = SD dos valores da inibi¢do in vitro, n = 3. Trolox (50, 100 e 200
pg/mL) foi utilizado como antioxidante padrdo. *p < 0.05 vs. Controle (100% de producdo de radical DPPH®)
(ANOVA e Student-Neuman-Keuls como teste post hoc).
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Observando os resultados do padrdo Trolox (50, 100 e 200 pug/mL), nota-se que, em
todas as concentracOes, o padrdo apresentou capacidade antioxidante superior a OLZ isolada
com diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05). Porém, ao associar a OLZ com 0 HDL-
CaAl, formado o sistema binario CaAl:OLZ 05%, foi possivel notar um acréscimo significativo
de 40,83, 36,10 e 35,08 % na sua capacidade antioxidante nas concentracdes equivalentes de
50, 100 e 200 pg/mL de OLZ, respectivamente, mostrando uma atividade significativamente
maior que o padrdo Trolox nas trés diferentes concentracfes, num intervalo de confianga
estatistica de 95%. Tal ganho na sua capacidade antioxidante deu-se, provavelmente, devido a

interacdo com o excipiente funcional proposto neste trabalho.

Da mesma forma, porém com menor expressao, houve aumento da capacidade
antioxidante da OLZ quando associada ao HDL-NiAl, no sistema binario NiAl:OLZ 05%, de
20,82 %, 18,65% e 19,43% nas concentracdes equivalentes de 50, 100 e 200 pug/mL de farmaco,
respectivamente, diferenca que mostrou-se estatisticamente significativa (p < 0.05) quando
comparamos tal sistema com a OLZ isolada. A Clozapina, antipsicGtico com estrutura quimica
extremamente semelhante a Olanzapina, também apresenta capacidade antioxidante frente ao
radical DPPH' (KRACMAROVA, POHANKA, 2014), mostrando concordancia com 0s

resultados apresentados pela OLZ e seus sistemas binarios.

Num estudo publicado por Deepu et al., (2015), novos compostos sintéticos, com
estrutura quimica semelhante a farmacos como Olanzapina e Quetiapina, também mostram
potencial antioxidante frente ao radical DPPH" com ECsp variando entre 136,36 a 661,03

pg/mL. Numa breve comparacao, o sistema CaAl:OLZ 5% apresentou ECso de 8,541 pg/mL,
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valor 15 vezes menor que 0s novos compostos sintéticos. O mesmo estudo ainda utilizou o
Hidroxitolueno Butilado (BHT), como antioxidante padrédo, que apresentou ECso de 10,87
pg/mL, valor este, ainda, maior que a ECso do sistema CaAl:OLZ 5%. Os excipientes isolados
ndo apresentaram diferencas significativas entre si na inibicdo do radical DPPH", porém,
quando comparados com o controle negativo (100% de radical DPPH"), o HDL-CaAl e o HDL-
NiAl apresentaram contribui¢des na reducédo do radical DPPH".

5.2.2 Potencial Antioxidante in vitro dos Sistemas CaAl:OLZ 05% e NiAl:OLZ 05% e Seus
Componentes Isolados Contra a Producéo de Radical ABTS**

Os resultados correspondentes a inibicdo do radical ABTS™" pelos sistemas binarios
HLD:OLZ 5%, e seus componentes isolados, todos em trés diferentes concentracgdes, estdo
representados na figura 27. As concentracgdes dos sistemas CaAl:OLZ 05% e NiAl:OLZ 05% e
dos componentes isolados HDL-CaAl, HDL-NiAl e OLZ foram distribuidas da mesma forma
descrita no teste anterior, onde cada respectiva amostra apresentou percentual maximo de 98,74
+0,08, 97,82 £ 0,05, 15,78 + 0,33, 6,47 + 0,49 e 98,44 + 0,05 % dos radicais ABTS"" reduzidos,
quando comparados ao controle negativo (100% de producédo do radical ABTS™). O padrédo
antioxidante Trolox, nas concentracdes de 50, 100 e 200 pg/mL, teve sua reducdo maxima na
producdo deste radical livre de 98,72 + 0.02 %.

De acordo com os resultados da capacidade antioxidante frente ao radical ABTS™, os
valores da ECsp para o sistema CaAl:OLZ 05%, NiAl:OLZ 05% e OLZ isolada foram de
0,6814, 1,117 e 1,691 pg/mL, respectivamente, com intervalo de confianca de 95% variando
de 0,0415 a 11,17, 0,0004 a 25,87 e 0,1624 a 17,60, respectivamente. Os HDLs isolados
apresentaram ECso de 73,19 e 107,7 pg/mL para o HDL-CaAl e HDL-NiAl, respectivamente,

com intervalo de confianca de 95% variando de 59,18 a 90,52 e 86,11 a 134,6, respectivamente.

A producdo do radical ABTS™ (coloracéo azul/verde) da-se através da oxidagéo do 2,2'
- azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTS), em solucdo, pela reagdo com o
persulfato de potassio. A capacidade antioxidante pelo decréscimo na producdo do radical
ABTS'" ¢ avaliada por espectrofotometria (A = 734 nm). Quando comparados aos resultados
apresentados pela inibicdo do radical DPPH®, a inibicdo do radical ABTS™" mostrou um maior
potencial antioxidante. Isto sugere que o mecanismo de acdo antioxidante das amostras pode
ocorrer pela transferéncia de elétrons (MACHADO et al., 2015).
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Figura 27: Capacidade antioxidante dos sistemas CaAl:OLZ 05%, NiAl:OLZ 05% (1000, 2000 e 4000 pg/mL) e
seus componentes isolados em diferentes concentragdes, equivalentes as presentes no sistema, contra o radical
ABTS™". Os resultados representam a média £ SD dos valores da inibi¢do in vitro, n = 3. Trolox (50, 100 e 200
pg/mL) foi utilizado como antioxidante padrdo. *p < 0.05 vs. Controle (100% de producdo de radical ABTS™)
(ANOVA e Student-Neuman-Keuls como teste post hoc).
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Observando a figura 27, nota-se que os sistemas CaAl:OLZ 05%, NiAl:OLZ 05% e a
OLZ isolada apresentaram grande capacidade antioxidante, sem diferencas estatisticamente
significativas (p < 0.05) entre si, mostrando que a associag¢do do farmaco com ambos os HDLs
ndo prejudicou seu potencial. Os resultados obtidos pelo sistema CaAl:OLZ 05% e pela OLZ
isolada, em todas as concentragdes, ndo apresentaram diferenca estatisticamente significativa
(p < 0.05) quando comparados ao padrdo antioxidante Trolox. Tal equivaléncia estatistica ndo
foi observada na comparacdo com o sistema NiAl:OLZ 05%, que apresentou porcentagem de

inibicdo ligeiramente menor que o Trolox, porém de forma significativa.

A manutencdo do potencial antioxidante deste farmaco é de grande importancia. Em
2014, Gilca et al. publicaram um trabalho com pacientes esquizofrénicos divididos em dois
grupos, um deles tratado com Clozapina, que apresenta estrutura quimica extremamente
semelhante a Olanzapina, e outro grupo tratado com Risperidona. Neste estudo, através de um
ensaio com o radical ABTS™", foi possivel determinar que os pacientes tratados com Clozapina
tiveram suas capacidades antioxidantes prejudicadas, devido ao aumento na concentracdo deste
radical, sugerindo que este farmaco tem impacto negativo na concentracdo de antioxidantes
plasméaticos em humanos, resultando num aumento da concentracdo de derivados do &cido
tiobarbitdrico. O fato de, nos resultados apresentados nessa dissertacdo, a OLZ isolada e
associada aos diferentes HDLs ter apresentado grande potencial de inibicdo in vitro, mostra
uma vantagem deste antipsicotico atipico e de sua associacdo em 0s excipientes funcionais

propostos quando comparamos com os tratamentos convencionais.
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Por outro lado, em 2010, Tirkez e Togar, através do radical ABTS™", reportaram uma
diminuicédo da capacidade antioxidante total e um aumento do estresse oxidativo total de células
de sangue humano in vitro expostas a Olanzapina a medida que aumentava-se a concentragdo
do farmaco. Outro estudo realizado com humanos diagnosticados com transtorno bipolar
divididos em dois grupos, um tratado com Litio e outro tratado com Litio associado a
Olanzapina, revelou que o tratamento combinado prejudicou a capacidade antioxidante total
dos individuos, quando comparados aos valores antes do inicio do tratamento. Isto acaba
dificultando o combate aos radicais livres e, possivelmente, facilitando a peroxidacdo lipidica
no cérebro (ALIYAZICIOGLU, et al., 2007).

Nos resultados expostos neste trabalho, os sistemas binarios entre ambos os HDLS e a
OLZ foram extremamente eficazes ao inibir a producdo deste radical in vitro, criando boas
expectativas para futuros testes in vivo. O HDL-NIAI isolado ndo apresentou diferenca
significativa quando comparado ao controle negativo (100% de radical ABTS™), indicando que
a inibicdo apresentada pelo sistema NiAl:OLZ 5% é de derivada da acao exclusiva do farmaco.
Ja 0 HDL-CaAl isolado apresentou uma pequena, porém significativa (p > 0.05), reducdo na

producdo deste radical.

5.2.3 Potencial Antioxidante in vitro dos Sistemas CaAl:OLZ 05% e NiAl:OLZ 05% e Seus
Componentes Isolados Contra a Produgéo do fon Nitrito (NO2’)

Os resultados correspondentes a inibicdo do ion nitrito pelos sistemas binarios entre
ambos 0s HDLs e a OLZ, e seus componentes isolados, todos em trés diferentes concentracdes
estdo representados na figura 28. As concentracGes dos sistemas CaAl:OLZ 05% e NiAl:OLZ
05%, seus componentes isolados HDL-CaAl, HDL-NiAl e OLZ, foram distribuidas em
guantidades equivalentes, como descrito nos resultados anteriores, onde as respectivas amostras
apresentaram inibicdo méxima de 54,29 + 0,75, 61,61 + 0,84, 59,68 £ 0,64, 53,92 £ 1,17 e 53,89
+ 0,90 % da producéo dos ions nitrito, quando comparados com o controle negativo (100% de
producéo de radicais nitrito). O padrdo antioxidante Trolox, nas concentra¢cdes de 50, 100 e 200

pg/mL, teve reducdo maxima de 55,32 + 0.87 % na producéo deste ion.

De acordo com os resultados da capacidade antioxidante frente ao radical nitrito, os
valores da ECsg para o sistema CaAl:OLZ 05%, NiAl:OLZ 05% e a OLZ isolada foram de
8,574, 22,97 e 12,08 ug/mL, respectivamente, com intervalo de confianca de 95% variando de
1,758 a41,81, 12,25 a 43,08 e 4,908 a 29,71, respectivamente. Os HDLs isolados apresentaram
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ECso de 62,34 e 52,55 pg/mL para o HDL-CaAl e HDL-NiAl, respectivamente, com intervalo
de confianga de 95% variando de 60,96 a 63,76 e 50,73 a 54,43, respectivamente.

Figura 28: Capacidade antioxidante dos sistemas CaAl:OLZ 05%, NiAl:OLZ 05% (1000, 2000 e 4000 pg/mL) e
seus componentes isolados em diferentes concentragdes, equivalentes as presentes no sistema, contra o ion nitrito.
Os resultados representam a média + SD dos valores da inibi¢éo in vitro, n = 3. Trolox (50, 100 e 200 pg/mL) foi
utilizado como antioxidante padréo. *p < 0.05 vs. Controle (100% de produgéo de radical nitrito) (ANOVA e
Student-Neuman-Keuls como teste post hoc).
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O oOxido nitrico apresenta importante papel no sistema imunolégico, combatendo
agentes infecciosos, no sistema neurolégico, tendo alta influéncia na acdo de
neurotransmissores, no sistema circulatorio, como vasodilatador, etc. Este radical pode ser
produzido através de enzimas presentes em macrofagos, hepatocitos e células renais. Porém,
sua producdo em excesso por ser prejudicial aos tecidos saudaveis, causando estresse oxidativo
(MONCADA, PALMER, HIGGS, 1991). Pacientes com transtorno bipolar, por exemplo,
apresentam niveis plasmaticos elevados de NO® quando comparados a pessoas saudaveis,
mostrando a relacdo entre este radical e a psicopatologia (GENGERLIOGLU et al., 2007).
Radicais NO® também s@o encontrados em concentracbes elevadas em pacientes
esquizofrénicos (CHITTIPROL et al., 2010).

A avaliacdo da capacidade antioxidante através da inibicdo do NO" foi baseada no
principio de que o nitroprussiato de sodio, em solugdo aquosa, espontaneamente gera NO°, 0
qual interage com o oxigénio e produz ions nitrito (NO2), que podem ser identificados pelo
reagente de Griess (BASU, HAZRA, 2006). O principio desta avaliacdo consiste na interacdo
entre a amostra em analise e 0 NO", inibindo a producéo do ion NO2". A figura 28 mostra que 0
padréo antioxidante Trolox foi eficaz ao diminuir a producédo destes ions. N&o houve diferenca

estatisticamente significativa (p < 0.05) entre os resultados apresentados pelo Trolox, quando
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comparados ao sistema CaAl:OLZ 05% e a OLZ isolada, mostrando-se também eficazes ao
inibir os radicais NO*, quando comparados ao controle negativo (100% de producdo de ions
NO2). J& no caso do sistema NiAl:OLZ 05%, houve um acréscimo estatisticamente
significativo (p < 0,05) de 10,70, 15,84 e 14,33 % na inibicdo da producdo de ions NO2™ nas
concentragdes equivalentes de 50, 100 e 200 pug/mL de OLZ, respectivamente, mostrando que
a interacdo com o excipiente funcional lhe conferiu um melhor desempenho na inibi¢do da

producao deste ion.

Um estudo realizado com pacientes diagnosticados com transtorno bipolar tratados com
olanzapina, risperidona, quetiapina, clorpromazina e outros antipsic6ticos, mostrou que néo
houve alteracdes significativas nos niveis de NO® ap6s 30 dias de tratamento
(GERGERLIOGLU et al., 2007). Tal resultado também observado por Zhang et al., (2012) em
pacientes tratados com Risperidona e Haloperidol, que ndo apresentaram diferenca significativa
nos niveis de NO" antes e depois de um tratamento durante 12 dias. Em contrapartida, 0s
antipsicoticos atipicos perospirona, quetiapina e zisperidona se mostraram eficientes ao inibir
significativamente a producdo de NO" através do interferon-y de células da microglia (BIAN et
al., 2008).

Novas moléculas sintéticas tém mostrado resultados promissores na inibicdo deste
radical. Moléculas com estrutura quimica semelhante a antipsicoticos como Olanzapina e
Quetiapina, apresentaram ECso variando entre 16,55 a 35,01 pg/mL (DEEPU et al., 2015).
Porém, o resultado apresentado pelo sistema CaAl:OLZ 5% (8,574 pg/mL) mostra-se mais

eficaz e promissor.

5.2.4 Potencial Antioxidante in vitro dos Sistemas CaAl:OLZ 05% e NiAl:OLZ 05% e Seus
Componentes Isolados Contra a Produgdo de Espécies Reativas do Acido Tiobarbitdrico
(TBARS)

Os resultados correspondentes a inibi¢do da peroxidagdo lipidica pelos sistemas binarios
entre HDL e OLZ, e seus componentes isolados, todos em trés diferentes concentracfes estao
representados na figura 29. As concentragdes das amostras foram distribuidas assim como
descrita nos ensaios anteriores. Os sistemas CaAl:OLZ 05% e NiAl:OLZ 05%, e seus
componentes isolados HDL-CaAl, HDL-NiAl e OLZ apresentaram valores maximos de
inibicdo de 90,17 + 0,35, 66,93 + 1,06, 66,73 + 0,51, 78,60 + 1,59 e 79,47 £+ 0,65 % da

peroxidacdo lipidica, respectivamente, quando comparada ao controle negativo (100% de
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producdo de TBARS). O padréo Trolox, nas concentragdes de 50, 100 e 200 pg/mL, apresentou
reducdo maxima da peroxidacdo de 94,06 + 0,46 %.

De acordo com os resultados da capacidade antioxidante frente a producdo de TBARS,
os valores da ECsp para o sistema CaAl:OLZ 5%, NiAl:OLZ 5% e OLZ isolada foram de 20,24,
12,35 e 22,80 pg/mL, com intervalo de confianca de 95% variando de 13,01 a 31,47, 5,190 a
29,41 e 15,51 a 33,51, respectivamente. Os HDLs isolados apresentaram ECso de 83,87 pug/mL
para 0 HDL-CaAl e 85,68 pug/mL para o HDL-NiAl, com intervalo de confianca de 95%
variando de 78,04 a 90,14 e 77,02 a 95,31, respectivamente.

E possivel observar, na figura 29, que todas as amostras testadas apresentaram inibicdo
da peroxidacao lipidica proporcional a sua concentracdo, onde o padrdo Trolox apresentou o
melhor desempenho. A OLZ isolada apresentou 38,09 + 1,08, 29,71 + 0,29 e 20,52 + 0,65 %
de TBARS produzidos, comparados ao controle negativo (100% de producdo de TBARS), nas
concentracdes de 50, 100 e 200 pg/mL, respectivamente. Porém, associada ao HDL-CaAl, no
sistema binario CaAl:OLZ 05%, este percentual caiu para 27,73 = 0,55, 19,51 + 0,36 € 9,82
0,35 % nas mesmas concentracdes equivalentes ao farmaco isolado, o que representa um ganho
respectivo de 16,73, 14,50 e 13,45 % na capacidade de inibicdo da peroxidacdo lipidica. O
incremento desta capacidade antioxidante € de grande importancia, pois ha relatos frisando a
importante correlacdo entre peroxidacao lipidica e a psicopatologia da esquizofrenia, onde altos
niveis de produtos desta peroxidacdo foram encontrados no plasma, células vermelhas do
sangue, fluido cérebro-espinhal (ZHANG et al., 2006) e plaquetas, devido menor atividade das
enzimas antioxidantes (DIETRICH-MUSZALSKA et al., 2005).

Um estudo realizado com amostras de sangue humano incubadas com Quetiapina,
Haloperidol e Olanzapina revelou que, ap6s 1h de incubacdo, a OLZ ndo causou mudancas
significantes nos niveis de TBARS. Porém, apds 24h de incubacdo, em concentragdes mais
elevadas, este farmaco aumentou os niveis de peroxidacdo lipidica no plasma. A Quetiapina
apresentou inibicdo maxima de 15 % da producdo de TBARS, enquanto o Haloperidol teve
14% de inibigdo maxima (DIETRICH-MUSZALSKA et al., 2011). Em contrapartida, o sistema
bindrio CaAl:OLZ 5%, proposto por este trabalho, apresentou porcentagem de inibicdo de
72,26, 80,48 e 90,17 % in vitro nas concentragdes equivalentes de 50, 100 e 200 pg/mL de
OLZ. Tal resultado se mostra promissor, tendo em visa que, aléem de ter promovido uma
inibicdo significativamente (p > 0.05) maior que o farmaco isolado, ndo promoveu 0 aumento
da peroxidagao, como foi observado nos resultados in vivo reportados anteriormente, indicando

diminuicéo da toxicidade do farmaco.
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Figura 29: Capacidade antioxidante dos sistemas CaAl:OLZ 05%, NiAl:OLZ 05% (1000, 2000 e 4000 pg/mL) e
seus componentes isolados em diferentes concentracfes, equivalentes as presentes no sistema, contra a
peroxidacdo lipidica. Os resultados representam a média = SD dos valores da inibicdo in vitro, n = 3. Trolox (50,
100 e 200 pg/mL) foi utilizado como antioxidante padrdo. *p < 0.05 vs. Controle (100% de producdo de TBARS)
(ANOVA e Student-Neuman-Keuls como teste post hoc).
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Numa comparagdo com cérebro de ratos apos tratamento com Haloperidol, Clozapina,
Olanzapina e Aripiprazol, foi revelado que houve aumento nos niveis de TBARS na regido do
estriado apds administracdo do Haloperidol. Porém, ap6s administracdo das outras drogas, tais
niveis ndo apresentaram diferenca significativa ao comparar com o grupo controle. J& no cértex
pré-frontal, o tratamento com OLZ e o Aripiprazol diminuiu os niveis de TBARS quando

comparados, também, ao grupo controle (MARTINS et al., 2008).

Em outra comparacdo realizada numa pesquisa com individuos diagnosticados com
transtorno bipolar tradados com OLZ associada ao Litio, notou-se uma diminuicdo significativa
nos niveis de TBARS, além dos niveis de triglicerideos e total de colesterol, quando
comparados aos resultados com o Litio sozinho ou com os niveis de peroxidacao anteriores ao
tratamento (ALIYAZICIOGLU et al.,, 2007). Em estudo realizado com pacientes
diagnosticados com esquizofrenia, Singh et al. (2008) afirmaram que pacientes esquizofrénicos
tratados com Haloperidol apresentaram aumento da peroxidacéo lipidica quando comparados

com pacientes tratados com novos antipsicoticos, como a OLZ.

E de conhecimento da comunidade cientifica que, apesar das diversas vantagens, a OLZ
pode causar efeitos citotoxicos no sistema nervoso e imune, promover ganho excessivo de peso,
adiposidade, complicagfes metabdlicas (SHERTZER et al., 2010), entre outras questdes
também relacionadas com o metabolismo e peroxidacéao lipidica em diversos tipos celulares

comentados anteriormente. A proposta de novas formulagdes que promovam melhorias na
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atividade de farmacos, incremento de solubilidade, entre outras vantagens, mostra-se como
alternativa para diminuicéo da dose efetiva minima diminuindo, também, efeitos colaterais que

podem comprometer a saude de determinados pacientes.

5.2.5 Potencial Antioxidante in vitro dos Sistemas CaAl:OLZ 05% e NiAl:OLZ 05% e Seus
Componentes Isolados Pelo Potencial Redutor

Os resultados correspondentes ao potencial redutor dos sistemas binarios entre ambos
os HDLs e OLZ, assim como seus componentes isolados, todos em trés diferentes
concentracdes, estdo representados na figura 30. As concentracBes dos sistemas CaAl:OLZ
05% e NiAIl:OLZ 05% foram distribuidas em 1000, 2000 e 4000 pg/mL, e OLZ isolada em 50,
100 e 200 pg/mL, quantidades equivalentes aquelas presentes nos sistemas, onde os valores
maximos das absorbancias (A = 700 nm) para cada foi de 1,458 + 0,039, 1,291 + 0,015 ¢ 1,380
+ 0,007 nm, respectivamente, representando o potencial redutor dos compostos, que foram
significativamente (p < 0.05) maiores que o controle negativo. O HDL-CaAl e HDL-NiAl
isolados apresentaram absorbancias iguais a zero nas trés diferentes concentracoes, ja o padréo
Trolox, utilizado nas concentracfes de 50, 100 e 200 pg/mL, apresentou valor maximo de
absorbancia de 1,592 + 0,020 nm. De acordo com os resultados do potencial redutor, os valores
da ECsp para o sistema CaAl:OLZ 5%, NiAl:OLZ 5% e OLZ isolada foram de 14,37, 5,612 e
11,27 pg/mL, com intervalo de confianga de 95 % variando de 5,405 a 38,21, 0,4573 a 68,88 e
5,525 a 23,00, respectivamente.

O potencial redutor de ambos os sistemas, CaAl:OLZ 5% e NiAl:OLZ 5%, foi avaliado
pela reducdo do Fe®** (amarelo) em Fe?* (verde). Esta mudanga de coloragdo ocorre devido a
capacidade de transferéncia de elétrons das amostras, processo este que ocorre nas reacdes de
busca por radicais livres e inibicdo de peroxidacdo lipidica (MACHADO et al., 2015). O ferro
é conhecido por gerar radicais livres através das reagdes de Fenton e Harber-Weiss, desta forma,
agentes quelantes sdo efetivos como antioxidantes secundarios devido ao seu potencial de

reduzir e estabilizar o ion metalico, como ja citado por Deepu et al. (2015).

A reducdo promovida pelas amostras testadas, estatisticamente significativas (p < 0,05)
qguando comparadas ao controle negativo, representada na figura 30, mostra que a capacidade
antioxidante € proporcional a concentracdo das amostras, corroborando com o0s testes
antioxidantes anteriores. Comparando os dois sistemas binarios, 0 CaAl:OLZ 05% apresentou

maior potencial redutor com diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05) quando
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comparado ao sistema NiAl:OLZ 05%, o que justifica este sistema ter apresentado maior
porcentagem de inibicdo na maioria dos testes antioxidantes anteriores. Ja comparando 0s
sistemas binarios com o farmaco isolado, nas concentracdes equivalentes de 50 e 100 pg/mL
ndo houve diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05), porém na concentracao
equivalente de 200 pg/mL o sistema CaAl:OLZ 05% apresentou absorbancia de 1,458 + 0,039
nm e a OLZ isolada 1,380 + 0,007, mostrando um aumento significativo no desempenho do

farmaco num intervalo de confianca estatistica de 95%.

Figura 30: Potencial redutor (Fe®*/Fe?*) dos sistemas CaAl:OLZ 05%, NiAl:OLZ 05% (1000, 2000 e 4000 pg/mL)
e seus componentes isolados em diferentes concentragdes, equivalentes as presentes no sistema. Os resultados
representam a média + SD dos valores da inibi¢&o in vitro, n = 3. Trolox (50, 100 e 200 pg/mL) foi utilizado como
antioxidante padrdo. *p < 0.05 vs. Controle (sem as amostras de HDL:OLZ e seus componentes isolados)
(ANOVA e Student-Neuman-Keuls como teste post hoc).
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Num estudo mencionado em testes anteriores por Deepu et al., (2015), novas moléculas
apresentaram ECso variando entre 39,59 a 105,60 pug/mL. Em contrapartida, os sistemas com
OLZ se mostraram mais eficientes, chegando a apresentar ECso de 5,612 pg/mL no sistema
NiAl:OLZ 05%, mais eficiente até que o proprio farmaco isolado (11,27 pg/mL). O fato dos
HDLs isolados ndo terem apresentado nenhum potencial redutor neste teste, mas ter
apresentado certos valores de inibicdo da producéo de radicais livres em outros testes, sugere
que, quando ha inibicdo por parte dos HDLs isolados, este processo ocorre por um mecanismo

diferente da troca de elétrons.
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5.2.6 Inibi¢do da Hemdlise Induzida por AAPH em Eritrdcitos de Ratos:

A inibicdo da hemolise dos eritrdcitos € um 6timo ensaio para investigar os danos da
oxidacdo das membranas induzida por radicais livres (CHWALEK et al., 2006). Neste teste, 0
AAPH provoca a hemolise pela oxidacdo dos lipideos que compde a membrana celular,
mecanismo este responsavel pela perda da integridade de sua membrana, levando & morte
celular (SICINSKA et al., 2006). Na figura 31, observa-se a porcentagem de inibicdo de
hemolise induzida por AAPH em eritrécitos incubados com os sistemas CaAl:OLZ 05% e
NiAl:OLZ 05%, seus componentes isolados HDL-CaAl, HDL-NiAl e OLZ, todos distribuidos
em concentragdes equivalentes mencionadas nos testes anteriores, foi de 77,48 £ 1,08, 64,04 +
1,04, 77,24 £ 0,51, 66,92 £+ 0,88 e 74,21 £ 0,65 %, respectivamente, quando comparada ao
controle negativo (100% de hemdlise). O padréo Trolox, nas concentracdes de 50, 100 e 200

pg/mL, obteve reducdo maxima de 82,46 = 0,74 % da hemolise.

De acordo com os resultados da inibicdo da hemolise, os valores da ECso para o sistema
CaAl:OLZ 05%, NiAl:OLZ 05% e OLZ isolada foram de 36,55, 21,04 e 23,32 pg/mL,
respectivamente, com intervalo de confianca de 95% variando de 30,71 a 43,51, 10,67 a 41,51
e 19,05 a 28,54. Os HDLs isolados apresentaram ECso de 19,31 para o HDL-CaAl e 18,67
pg/mL para o HDL-NiAl com intervalos de confianca de 95% variando de 13,74 a 27,24 e
19,05 a 28,54, respectivamente.

Figura 31: Capacidade de inibigdo da hemdlise de eritrdcitos pelos sistemas CaAl:OLZ 05%, NiAl:OLZ 05%
(1000, 2000 e 4000 pg/mL) e seus componentes isolados em diferentes concentragdes, equivalentes aquelas
presentes no sistema. Os resultados representam a média £ SD dos valores da inibicdo in vitro, n = 3. Trolox (50,
100 e 200 pg) foi utilizado como antioxidante padrdo. *p < 0.05 vs. Controle (100% de hemdlise induzida por
AAPH) (ANOVA e Student-Neuman-Keuls como teste post hoc).
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Nota-se, na figura 31, que ambos 0s sistemas e seus componentes isolados apresentaram
consideravel capacidade de inibicdo da hemdlise. Comparando os resultados com o padrdo
Trolox (50, 100 e 200 pg/mL), é possivel observar que o farmaco isolado apresentou maior
inibicdo da hemolise nas concentracdes de 50 e 100 pg/mL. Néo foi observado acréscimo na
capacidade do farmaco inibir a hemolise quando associada tanto ao HDL-CaAl ou HDL-NiAl.
Contudo, ambos os sistemas, CaAl:OLZ 05% e NiAl:OLZ 05%, e os HDLs isolados
apresentaram capacidade de inibicdo da hemdlise estatisticamente significativa (p < 0.05)

qguando comparadas com o controle negativo.

Eritrocitos tém-se mostrado como uma boa escolha no estudo de pacientes com
transtornos psiquiatricos. Numa pesquisa pioneira com um grande ndmero de pacientes
diagnosticados com esquizofrenia, Khan et al. (2002) notaram que sob condigdes estaveis de
alimentacdo ou condi¢des peroxidativas no cérebro, a distribuicdo dos acidos graxos poli-
insaturados essenciais nas membranas das células vermelhas do sangue reflete na distribuicéo
no sistema nervoso central. Este estudo revela que tais acidos graxos estdo presentes em menor
concentracdo em pacientes tratados com Haloperidol, Clozapina, Olanzapina ou Risperidona,
qguando comparados ao grupo controle. Isto acontece, principalmente, devido ao aumento da
peroxidacdo lipidica na membrana dos eritrdcitos, evidenciada pelo aumento dos niveis de
TBARS, promovendo a hemolise. Evitar rea¢fes hemoliticas é de grande importancia, tendo
em vista que outros antipsicéticos, como a Quetiapina, também estdo associados com doencas

do sangue, como a trombocitopenia trombdtica pdrpura (HUYNH, 2005).

5.2.7 Teste de Toxicidade in vitro em Artemia salina

Antes de serem realizados testes in vivo de um determinado produto, sdo necessarios
ensaios preliminares para guiar futuros experimentos. A toxicidade in vitro dos sistemas e seus
componentes individuais foi avaliada pelo teste da A. salina, que é considerado Gtil para uma
avaliagéo preliminar geral da toxicidade de um determinado composto, e ha boa correlagdo com
alguns ensaios citotoxicos com células humanas (MEYER et al., 1982). Dessa forma, foram
avaliados os sistemas CaAl:OLZ 05% e NiAl:OLZ 05%, e a OLZ isolada em concentragoes
equivalentes de 50, 100 e 200 pg/mL de farmaco. A concentracdo do HDL-CaAl e HDL-NiAl
isolados foi distribuida em 950, 1900 e 3800 pg/mL, equivalente a quantidade presente nos
sistemas com OLZ.
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Figura 32: Toxicidade em Artemia salina dos sistemas CaAl:OLZ 05%, NiAl:OLZ 05% (1000, 2000 e 4000
pg/mL) e seus componentes isolados em diferentes concentragdes, equivalentes as presentes nos sistemas. Os
resultados representam a média + SD dos valores da taxa de mortalidade in vitro, n = 10. Dicromato de Potassio
(50, 100 e 200 pg/mL) foi utilizado como agente téxico padrdo. *p < 0.05 vs. Controle (tampédo PBS) (ANOVA e
Student-Neuman-Keuls como teste post hoc).
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Com 24h de experimento, foi realizada a primeira contagem das A. salina e foi possivel
observar que ndo houve morte no controle negativo, assim como nos tubos contendo o sistema
CaAl:OLZ 05% e com HDLs isolados, como representado na figura 32. O sistema NiAl:OLZ
05% apresentou taxa de mortalidade de 1,11 + 1,92 % na concentracdo equivalente de 100
pg/mL de farmaco, porém néo foi estatisticamente significativa (p < 0,05) quando comparada
ao controle negativo que apresentou taxa de mortalidade de 0 %. Ja na concentragdo equivalente
de 200 pg/mL de farmaco, o sistema apresentou taxa de mortalizada de 3,33 £ 0,0 %. No caso
da OLZ isolada, houve uma taxa de mortalidade de 38,88 + 12,61, 62,22 + 1,92 e 84,44 + 7,69
% nas concentracdes de 50, 100 e 200 pg/mL de farmaco, respectivamente. O controle positivo,
realizado com dicromato de potéssio, apresentou taxa de mortalidade de 55,55 + 8,38, 90,0 +
5,77 98,8 + 1,92 % nas concentra¢des de 50, 100 e 200 pg/mL, respectivamente. O sistema
NiAl:OLZ 05% apresentou valor de e ECso de 128,1 com intervalo de confianca de 95%
variando de 17,55 a 934,9 pg/mL, enquanto a OLZ isolada mostrou ECsg = 89,16 com intervalo
de confianca de 95% variando de 29,47 a 269,8.

Observa-se que houve uma diminuicéo estatisticamente significativa (p < 0,05) de 100%
na toxicidade da OLZ quando associada ao HDL-CaAl, reduzindo sua taxa de mortalidade a
0%, mesmo apresentando a mesma concentracdo de farmaco que foi utilizada na amostra de
OLZ isolada. Quanto ao sistema NiAl:OLZ 05% houve uma pequena taxa de mortalidade,

porém apenas significativa (p < 0,05) na amostra mais concentrada (200 pg/mL equivalentes
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de OLZ) quando comparada ao controle negativo. O HDL-CaAl e o HDL-NiAl néo
apresentaram taxa de mortalidade frente aos espécimes de A. salina no primeiro dia de

contagem.

Figura 33: Toxicidade em Artemia salina dos sistemas CaAl:OLZ 05%, NiAl:OLZ 05% (1000, 2000 e 4000
png/mL) e seus componentes isolados em diferentes concentracdes, equivalentes as presentes nos sistemas. Os
resultados representam a média + SD dos valores da taxa de mortalidade in vitro, n = 10. Dicromato de Potassio
(50, 100 e 200 pg/mL) foi utilizado como agente téxico padrdo. *p < 0.05 vs. Controle (tampédo PBS) (ANOVA e
Student-Neuman-Keuls como teste post hoc).
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Com 48 horas de experimento foi realizada mais uma contagem dos crustaceos e foi
possivel observar um aumento na taxa de mortalidade nas amostras de ambos os sistemas
binarios entre HDL e OLZ, da OLZ isolada e do controle positivo com dicromato de potéssio,
representado na figura 33. Nas respectivas concentracdes de 50, 100 e 200 pg/mL, o sistema
CaAl:OLZ 05% apresentou uma taxa de mortalidade de 2,22 + 3,84, 2,22 + 1,92 ¢ 6,66 + 0,0
% e ECso de 190,0, ja o sistema NiAl:OLZ 05% apresentou 24,44 + 8,38, 26,66 + 6,66 e 55,55
+ 11,70 % de taxa de mortalidade e ECso de 169,1.

A andlise estatistica, num intervalo de confianca de 95%, demonstra que ndo houve
diferenca significativa entre as taxas de mortalidade apresentadas pelo controle negativo e pelo
sistema CaAl:OLZ 05% em 48 horas de experimento, enquanto o farmaco isolado apresenta
alta taxa de mortalidade, ndo apresentando diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05)
quando comparado ao controle positivo (K2Cr207) nas concentracdes de 100 e 200 pg/mL. Ja
na comparacdo entre controle negativo e sistema NiAl:OLZ 05% ha uma taxa de mortalidade
estatisticamente significativa, porém, ainda consideravelmente inferior as taxas apresentadas

pela Olanzapina isolada, apresentando diminuicdo de 30,13, 30,37 e 56,81 % da mortalidade
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do farmaco nas concentracdes equivalentes de 50, 100 e 200 pg/mL. E importante apontar que
tanto na contagem de 24h quanto na de 48h as amostras com HDL-CaAl e HDL-NiAl isolados
ndo apresentaram toxicidade, mantendo vivas todos as A. salinas assim como no controle

negativo.

5.2.8 Correlacdes Entre os Testes Antioxidantes in vitro

O coeficiente da correlacdo (r) entre os diferentes valores de capacidade antioxidante
das amostras testadas foi determinado e pode ser observado na tabela 07. As correlagdes entre
0s testes in vitro para o sistema de CaAl:OLZ 05% mostraram-se altamente positivas com
valores de r acima de 0,936, assim como a OLZ isolada, que apresentou valores de r acima de
0,961. No caso do sistema NiAl:OLZ 05%, foi possivel observar duas correlagdes, DPPH" vs.
NO2 e NO2 vs. TBARS, com valores de r = 0,768 e 0,886, respectivamente. Na correlacdo
ABTS™ vs. NO2 para o HDL-CaAl e HDL-NiAl isolados foram observados valores de r =
0,811 e 0,792, respectivamente. Para as correlacbes restantes ambos os HDLs isolados

apresentaram valores de r acima de 0,907.

Tabela 09: Correlacdo do coeficiente de Pearson (r) entre os diferentes métodos de avaliacdo da capacidade
antioxidante das amostras testadas.

CaAl:OLZ NiAl:OLZ
Correlacéo 05% 05%
R p r p r p r p r p
DPPH'vs. ABTS* 0,978 0,134 0960 0,180 0,982 0,121 0,936 0,230 0,961 0,179
DPPH* vs. NO2 0,998 0,036 0,768 0,443 0,907 0,276 0,956 0,189 0,933 0,235
DPPH'vs. TBARS 0,936 0,095 0,977 0,136 0,998 0,036 0,999 0,035 0,973 0,147
Nitritovs. TBARS 0,954 0,193 0,886 0,307 0,930 0,240 0,939 0,223 0,990 0,088
ABTS*vs. TBARS 0,989 0,095 0,988 0,044 0970 0,157 0,954 0,195 0,999 0,032
ABTS™* vs. NO2 0,988 0,098 0916 0,263 0,811 0,398 0,792 0,418 0,996 0,056

HDL-CaAl HDL-NiAl oLz
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6 CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

A caracterizacdo fisico-quimica das amostras indicaram reducdo da cristalinidade da
Olanzapina em todas as formulagdes, para ambos os HDLs, com destaque para 0s sistemas
bindrios CaAl:OLZ 05% e NiAl:OLZ 05%, que apresentaram maior capacidade de

estabilizacdo da forma amorfa do farmaco.

Todos os sistemas binarios obtidos, com ambos os HDLs, promoveram incremento na
taxa de dissolucdo da Olanzapina, que ndo foi observado em nenhuma das misturas fisicas. Os
sistemas binarios CaAl:OLZ 05% e NiAl:OLZ 05%, com destaque para O primeiro,
apresentaram uma maior capacidade de solubilizacdo da OLZ, corroborando com os resultados

da caracterizacéo fisico-quimica.

A OLZ isolada e nos sistemas binarios, com ambos os tipos de HDL, apresentaram
capacidade antioxidante in vitro em todos os testes realizados. Em alguns casos, como na
inibicdo do radical DPPH’, do NO* e da peroxidacéo lipidica, o sistema binario entre HDL e
OLZ apresentou resultados mais eficazes quando comparados ao farmaco isolado, indicando

que a interacao entre HDL e OLZ promoveu um aumento do seu potencial antioxidante.

O teste toxicolégico preliminar com A. salina apresentou resultado promissor
diminuindo drasticamente a taxa de mortalidade dos crustaceos e ndo apresentando toxicidade
para as amostras contendo os HDLs isolados, o que favorece, juntamente com os resultados dos
testes antioxidantes e a caracterizacao fisico-quimica, a proposta de utilizacdo dos HDLs como

um excipiente funcional na indUstria farmacéutica.

Este trabalho gerou um pedido de patente registrado no INPI sob o cédigo: BR 10 2015
016882 9.

Como perspectivas tem-se:

e Realizar caracterizagdes complementares, como analise de tamanho de particulas,
analise elementar, isotermas de adsorcao, volume de poros, entre outras, para melhor
embasar os resultados ja obtidos;

e Publicacao destes resultados na forma de dois artigos.

e Realizar futuros testes de toxicidade in vivo dos sistemas binarios e seus componentes

isolados;
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Avaliar o incremento de solubilidade promovido pelos HDLs em farmacos de diferentes
classes terapéuticas;

Obter microesferas de nanocompositos formados por polimeros gastrorresistentes
recobrindo sistemas binarios entre HDL e farmacos de diferentes classes terapéuticas;

Avaliar a biodisponibilidade dos nanocompdsitos gastrorresistentes obtidos.
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