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RESUMO

O parasita Trypanosoma cruzi é o agente etiologico da doenga de Chagas, que figura como um
dos graves problemas de saiude publica de paises em desenvolvimento. Unico farmaco
disponivel para a terapéutica da doenga de Chagas, o benznidazol (BNZ) ¢ um derivado 2-
nitroimidazol com largo espectro de atividade farmacoldgica antiparasitaria. Entretanto, o BNZ
apresenta entraves biofarmacotécnicos: grandes doses administradas, tratamentos prolongados,
a alta incidéncia de reagdes adversas; tudo devido a sua baixa solubilidade aquosa, uma vez que
pertence a classificagdo biofarmacéutica de classe II. O papel da tecnologia farmacéutica é,
entdo, prover alternativas capazes de incrementar a solubilidade do BNZ e modular sua
liberagdo a fim de obter um tratamento alternativo de maior qualidade e com maior aceitagao
pelo paciente. Neste contexto, o presente trabalho objetivou desenvolver Drug Delivery Systems
(DDS) a base de BNZ e do excipiente inovador Zeolitic Imidazolate Framework (ZIF-8), a fim
de utiliza-lo nos estudos de pré-formulagao de forma farmacéutica de liberagao prolongada para
o tratamento alternativo da doenga de Chagas. Os sistemas foram obtidos em diferentes
proporc¢des molares apds otimizacao de um método ex situ de incorporagao do farmaco. A maior
eficiéncia de incorporacao foi o critério escolhido para a selecdo do melhor DDS. Em seguida,
foram realizadas diferentes caracterizagdes fisico-quimicas visando avaliar a formagdo do
sistema e a cinética de liberagdo in vitro do firmaco através de ensaios de dissolugdo e didlise
sob condi¢des sink e non-sink. Para fins comparativos, foram utilizadas misturas fisicas na
propor¢ao molar de 1:1. Os dados de liberagdo foram analisados através da area sob a curva
(AUC) e ajuste dos resultados quanto aos métodos modelo-dependente e -independente. O
sistema BNZ:ZIF-8 1:1 (mol:mol) obtido em acetona foi o selecionado por apresentar maior
eficiéncia de incorporacdo (em média 38%) apos 4 dias de agitacdo intermitente. As diferentes
técnicas de caracterizacdo utilizadas corroboraram a formagdo do sistema. Os estudos de
liberagdo in vitro do BNZ através de dissolucao e de dialise mostraram que houve modulagao
da liberacdo do farmaco de acordo com o pH utilizado em condi¢des sink e non-sink. A
modulagdo da liberagdo foi corroborada tanto pelo ajuste dos resultados a diferentes modelos
cinéticos e alteracdo do mecanismo de liberagdo do fairmaco, quanto pela diferenca entre os
perfis de liberagdo comprovada pelo fator de semelhanga. Assim, em pH 4,5 o sistema
apresentou uma liberagdo mais rapida, com efeito burst, enquanto que em pH 7,6 houve uma
liberagdo prolongada, mais lenta e sem efeito burst. Em vista dos argumentos apresentados, fica
evidente que foi obtido um DDS pH-dependente promissor a ser utilizado como inovador
carreador do BNZ em formas farmacéuticas destinadas ao tratamento alternativo da doenga de
Chagas.

Palavras-chave: Tripanossomiase. Trypanosoma cruzi. Sistemas de Liberacdo de

Medicamentos. MOF.



ABSTRACT

Trypanosoma cruzi is the etiologic agent of Chagas’ disease and consist in one of the major
public health problems in developing countries. Only drug available for the treatment of
Chagas’ disease, benznidazole (BNZ) is a 2-nitroimidazole derivative with broad-spectrum
antiparasitic activity. However, BNZ has biopharmaceutical barriers: large doses, prolonged
treatments, the high incidence of adverse reactions; all due to its low aqueous solubility, since
it belongs to the biopharmaceutical classification II. Therefore, pharmaceutical technology
provides alternatives capable of increasing the solubility of the BNZ and modulate its release
in order to obtain an alternative treatment with higher quality and greater patient acceptance. In
this context, this study aimed to develop a Drug Delivery Systems (DDS) based on BNZ and
the innovative excipient Zeolitic Imidazolate Framework (ZIF-8) aiming to use it in the pre-
formulation studies of extended release dosage forms to alternative treatment of Chagas’
disease. The systems were obtained at different molar ratios after optimization of an ex situ
method of drug incorporation. The largest uptake efficiency was the criterion used for selecting
the best DDS. Then, different characterizations were performed to evaluate the system
obtainment, including the kinetics of drug in vitro release through dissolution tests and dialysis
under sink and non-sink conditions. For comparison, physical mixtures (PM) were used in the
molar ratio 1:1. The release data were analyzed by the area under the curve (AUC) and setting
the kinetic results through methods model dependent and independent. The BNZ:ZIF-8 1:1
(mol:mol) system was selected because of its higher incorporation efficiency (38%) after 4 days
of intermittent agitation. The different characterization techniques corroborated the obtainment
of the system. /n vitro release studies of BNZ through dissolution and dialysis showed that there
was modulation of the drug release according to the pH used in sink and non-sink conditions.
Modulation of the release was corroborated by the adjustment of the results to different kinetic
models and alteration of the mechanism of drug release, as well as by the difference between
the release profiles evidenced by the similarity factor. Thus, at pH 4.5 the system showed a
faster release with burst effect, while at pH 7.6 there was a prolonged, slower release with a
reduce in the burst effect. Finally, it is evident that a promising DDS pH-sensitive was obtained
to be used as the novel carrier of BNZ in dosage forms intended for the alternative treatment of
Chagas' disease.

Keywords: Trypanosomiasis. Trypanosoma cruzi. Drug Delivery System. MOF.
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1 INTRODUCAO

A doenga de Chagas ¢ uma doenca negligenciada endémica da América Latina, causada
pelo protozoario Trypanosoma cruzi (T. cruzi). Atingindo cerca de oito milhdes de individuos,
constitui um dos grandes problemas de satde publica para as na¢des em desenvolvimento.
Entretanto, paises ndo-endémicos, tais como: Estados Unidos da América, Canada e Japao
também tém registrado novos casos devido ao movimento migratorio da populagdo infectada.
A prevaléncia e incidéncia destes casos revelam o impasse da manuten¢do da doencga, que nao

possui digandstico ou tratamento adequados (COURA; VINAS, 2010; COURA, 2015)

O benznidazol (BNZ) ¢ um derivado de 2-nitroimidazol com largo espectro de atividade
farmacolégica antiprotozoaria e antiparasitaria. E o unico farmaco disponivel para tratamento
da doenga de Chagas em paises como o Brasil, Argentina, Chile e Uruguai. Embora seja o
unico, 0 BNZ nao ¢ tido como o fArmaco ideal, visto que apresenta baixa solubilidade em 4gua
e alta toxicidade, podendo ocasionar algumas reacdes adversas graves, como: dermatite por
hipersensibilidade, depressdo da medula 6ssea e polineuropatia periférica. Entretanto, ¢
utilizado na fase aguda, com chances de cura, e na fase cronica, prevenindo a progressao da
doenca. A terapéutica especifica da doenga de Chagas reduz a quantidade de recursos médicos
utilizados pelo paciente durante a vida e economiza recursos do sistema de satde, quando
comparado com a nao utilizagdo do BNZ (CASTRO; DE MECCA; BARTEL, 2006; DONNICI
et al., 2009; SANTO, 2009; SANTOS et al., 2012; VILLELA, 2009).

Devido as dificuldades de solubilizacdo em meio aquoso, 0 BNZ possui baixa absor¢ao
no trato gastrointestinal e, consequentemente, pode apresentar reduzida biodisponibilidade.
Desta forma, ¢ papel da tecnologia farmacéutica obter novas alternativas para a terapia anti-
Chagas. Neste contexto, os excipientes farmacéuticos possibilitam, entre outras fungdes,
aumentar a estabilidade fisico-quimica e microbioldgica e melhorar a disponibilidade bioldgica
do mesmo. O tradicional conceito de excipiente, como sendo simples adjuvante e veiculo,
quimica e farmacologicamente inerte, vem se tornando obsoleto. Atualmente os excipientes sao
considerados constituintes essenciais da formulacdo, capazes de garantir o bom desempenho do
medicamento e otimizar o alcance e manutencdo do efeito terapéutico (HAMMAN;

STEENEKAMP, 2012; LIMA et al., 2011)

E neste contexto do incremento da solubilidade e da modulacéo da liberagio de farmacos

através de excipientes inteligentes que diversos sistemas carreadores de farmacos vém sendo
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desenvolvidos. Os também chamados Drug Delivery System (DDS) sdo constituidos dos mais
diversos materiais: ciclodextrinas, dispersdes solidas, lipossomas (ANWEKAR; PATEL;
SINGHALI 2011; GOMES et al., 2015; LIMA et al., 2011; SOARES-SOBRINHO et al., 2012).
Entre os mais recentes DDS, destacam-se as redes organometélicas de coordenacao, do inglés
Metal Organic Framework (MOF). As MOF’s sdo materiais hibridos, organico-inorganicos,
que apresentam propriedades promissoras para serem utilizados como carreadores de fArmacos,
tais como: boas biodisponibilidade e biocompatibilidade, grande area de superficie, alta
estabilidade térmica, alta capacidade de inser¢do de espécies i0nicas e pequenas moléculas e
promo¢do de uma liberagdo controlada das substincias (AGUILERA-SIGALAT;
BRADSHAW, 2016; HUXFORD; DELLA ROCCA; LIN, 2010; LIEDANA et al., 2012;
ZORNOZA et al., 2013).

Zeolitic Imidazolate Framework (ZIF) é uma subclasse de MOF constituida por metais
de coordenagdo tetraédricos, geralmente zinco ou cobalto, interconectados através de ligantes
organicos (linkers) imidazois ou imidazolatos. Embora sejam semelhantes aos zedlitos,
sobressaem-se por apresentar vantagens indiscutiveis, tais como: grande area superficial,
porosidade permanente, diferentes topologias, alta estabilidade térmica. Entre as ZIF’s, destaca-
se a ZIF-8 que vem recentemente sendo utilizada para diversos fins, tais como: constituintes de
membranas, troca e armazenagem de gases, biossensores, agentes de catalise e carreadores de
farmacos para a formagdo de DDS (FANG et al., 2015; HARA et al., 2014; KARAGIARIDI et
al., 2012; ROCCA; LIN, 2010; VASCONCELOS et al., 2012; XING et al., 2014).

Logo, fica evidente que o desenvolvimento de DDS utilizando a ZIF-8 como excipiente
inteligente possibilita o carreamento de farmacos, controlando a cinética de liberagdo do insumo
farmacéutico ativo (IFA) a partir de uma forma farmacéutica. Assim, ¢ possivel estabelecer
niveis plasmaticos terapéuticos constantes, dentro do indice terapéutico, com alta
biodisponibilidade e com menores efeitos toxicos, aspectos importantes para a obtencdo de

terapias alternativas para a doenca de Chagas.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

As bases que constituiram a fundamentacao teorica estdo sumarizadas a seguir na forma

de um levantamento bibliografico.

2.1 Doen¢a de Chagas

Descoberta em 1909 pelo médico sanitarista Carlos Chagas, a doenga de Chagas, também
conhecida como tripanossomiase americana, ¢ uma doenga negligenciada endémica em 27
paises do continente americano. Potencialmente fatal, a doenga ¢ causada pelo parasita
protozodrio Trypanosoma cruzi. Contudo, por consequéncia de viagens e imigragdo, tem-se
observado casos em paises ndo endémicos, como: Estados Unidos da América, Canad4, Japao,
Austrélia e alguns paises da Europa. Sua transmissdo exige a participagdo de um vetor, o
triatomineo, conhecido popularmente pelos nomes: barbeiro, fincdo, chupanga. O artrépode
pertence a classe Insecta, ordem Hemiptua, familia Reduviidae e subfamilia Triatomine
(KROPF; SA, 2009; PEREZ-MOLINA et al., 2013; SOARES SOBRINHO et al., 2007;
ZINGALES et al., 2014).

Existem 118 espécies documentadas do inseto vetor, destas, 105 pertencem ao ocidente.
Todas essas espécies sdo hospedeiras em potencial para o 7. cruzi. Porém, apenas seis tém
importancia epidemiologica na América do Sul: Triatoma infestans, T. brasiliensis, T.
dimidiata, T. sordida, P. megistus e Rhodinius prolixus. A transmissdo vetorial ¢, portanto, a
principal via de disseminag¢do da enfermidade, seguida da transfusional, placentaria, oral e
acidental (COURA, 2015; SANTOS et al., 2012; SOARES SOBRINHO et al., 2007).

A doenga de chagas possui uma incidéncia anual de 28.000 casos na regido das
Américas e afeta de 7 a 8 milhdes de pessoas em todo mundo, com uma taxa de mortalidade
de, aproximadamente, 12.000 mortes por ano. Além disso, estima-se que 65 milhdes de pessoas
vivem em areas de exposi¢do e estdo em risco de contrair a doenga no continente americano.
Dentre as doengas negligenciadas, a doenca de Chagas ¢ a infeccdo parasitaria com maior
impacto socioecondmico na América Latina, sendo responsavel por provocar um prejuizo anual
de cerca de US$ 1,2 bilhoes referente, principalmente, a perda de produtividade (SANTOS et
al., 2012; FUGI et al., 2014; ZINGALES et al., 2014; WHO, 2015).

A infec¢do chagasica possui aspectos clinicos bem caracteristicos e distintos,

apresentando-se como uma fase aguda que dura em média dois meses, sendo sucedida por uma
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fase cronica que tipicamente se prolonga por toda a vida do hospedeiro. Na maioria dos casos,
a fase aguda da doenga pode ser assintomatica ou sintomatica. Porém, a sintomatologia dessa
fase pode ser confundida com outras enfermidades, ndo sendo valorizada pelo paciente ou pelo
profissional de satde. Os aspectos clinicos de sua manifestacdo sdo difusos, como: quadro
febril, miocardite, alteragdes eletrocardiograficas, linfadenopatia e hepatoesplenomegalia. No
caso de infeccdo vetorial, esta demonstra manifestacdes clinicas de sinais de entrada do parasito
no organismo e podem persistir por dois meses, 0s sinais mais comuns sao: o sinal de Romafa
e o chagoma de inoculacdo, o que indica fortes evidéncias de infec¢do pelo 7. cruzi (CUNHA-
FILHO et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2008; PEREZ; LYMBERY; THOMPSON, 2014;
SOARES-SOBRINHO et al., 2007).

A fase cronica é classificada sob trés formas clinicas: indeterminada, cardiaca e
digestiva. Os dois a trés meses da fase aguda sao seguidos por um periodo longo inicialmente
assintomatico, sem alteracdes eletrocardiograficas e/ou radioldgicas significativas no coracao,
esofago ou colon, o que foi descrito por Carlos Chagas (1916) como forma cronica
indeterminada. A literatura tem mostrado que essa forma da doenca de chagas ¢ a mais
prevalente dentre os portadores, cerca de 60% (COURA; BORGES-PEREIRA, 2012; CUNHA-
FILHO et al., 2012; DIAS et al., 2009).

No entanto, muitos pacientes na forma indeterminada, embora raro, podem evoluir com
um mal progndstico e desenvolverem lesdes significativas no sistema cardiovascular e/ou
gastrointestinal ou em ambos, caracterizando as formas cardiaca e digestiva, respectivamente
da doenga de chagas. Dentre os sintomas mais comuns nessa fase, destacam-se: a miocardite
grave com cardiomegalia, megaesdfago e megacolon. De acordo com Coura (2012),
aproximadamente 40% dos casos da forma indeterminada ndo evoluem para cardiopatia e as
formas de megacdlon e megaesdfago. Entretanto, ndo ha nenhum marcador clinico que possa
indicar se tal evolucdo ocorrerd. A taxa de ocorréncia dessa evolugdo ¢ extremamente variavel,
de 10-60% de uma regido para outra (CUNHA-FILHO et al., 2012; DIAS et al., 2009;
SOARES-SOBRINHO et al., 2007).

Disfuncdo gastrointestinal, principalmente megaesdfago, megacdlon ou ambos,
evoluem em cerca de 10-15% de pacientes na fase cronica. Os casos graves de megaesofago
promovem disfagia com odinofagia, combinada a dor epigéstrica, regurgitacdo e desnutri¢do.
O megacolon afeta o segmento sigmoide, reto ou coélon descendente, ou todos esses
simultaneamente, produzindo constipagdo prolongada, distensdo abdominal, podendo,
ocasionalmente, causar obstrucao intestinal devido ao fecaloma ou volvulo sigmoide. Pacientes

com megaesdfago apresentam um aumento da prevaléncia de cancer de esdéfago (COURA;
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BORGES-PEREIRA, 2012; MACHADO et al., 2012; MURCIA et al., 2013; RASSI; RASSI;
MARIN-NETO, 2010).

A forma cardiaca ¢ a mais grave e frequente manifestacdo da doenga de Chagas cronica.
Desenvolve-se em 20-30% dos individuos e, normalmente, leva a anomalias do sistema de
condugdo, bradiarritmias e taquiarritmias, aneurismas apicais, falha cardiaca,
tromboembolismo e morte subita (COURA; BORGES-PEREIRA, 2012; MACHADO et al.,
2012; MURCIA et al., 2013; RASSI; RASSI; MARIN-NETO, 2010).

2.1.1 Agente etiologico: morfologia e ciclo evolutivo

O T. cruzi ¢ um flagelado da Ordem Kinetoplastida, Familia Trypanosomatidae,
caracterizado pela existéncia de um tnico flagelo e do cinetoplasto, uma espécie de organela
que encerra seu DNA, localizada na mitocondria. E justamente seu cinetoplasto, grande e
volumoso, que o diferencia de outro tripanossomo que infecta hospedeiros em paises como
Africas do Sul e Central, o Tripanossoma rangeli (COURA, 2015; DIAS; COURA, 1997;
DIAS et al., 2009; SOARES-SOBRINHO et al., 2007).

A importancia do cinetoplasto ainda reside na diferenciacdo das formas evolutivas do
parasita, baseado na posicdo da organela em relagao ao nucleo e ao flagelo. Na forma infectante,
a tripomastigota, o cinetopasto esta situado na parte posterior (posicao terminal ou subterminal),
de onde o flagelo emerge em uma regido denominada bolsa flagelar. Na forma de multiplicagao
em forma de vetor ou cultura, a epimastigota, o cinetoplasto e a bolsa flagelar estdo em uma
posi¢do anterior ao nucleo. J& na forma multiplicante no interior da célula-hospedeira, chamada
amastigota, possui formato arredondado, com flagelos quase inexistentes, portanto, bastante
diferente (COURA, 2015; CUNHA et al., 2011; DIAS; COURA, 1997; SOARES-SOBRINHO
et al., 2007).

Dependendo do tipo de 7. cruzi, € possivel verificar casos de polimorfismo o parasito.
Este pode ocorrer nas formas delgadas e largas, mostrando as diferentes cepas que podem
circular entre os vetores, meio e hospedeiro. Este fato explica diversas caracteristicas que
podem variar entre cepas, tais como: interagao célula-hospedeiro, curva de parasitemia e, como
evidenciado mais recentemente, resisténcia a farmacos (DIAS; COURA, 1997; ZINGALES,
2011).

O ciclo evolutivo do parasita, descrito a seguir, estd sumarizado na Figura 1. Os vetores
invertebrados do 7. cruzi sdo insetos hematdfago estritos, denominados triatomineos. Ao ser

ingerido pelo inseto, o parasito sofre mudancgas irreversiveis ao longo de todo o trato
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gastrointestinal. H4, entdo, a transformacdo em formas arredondadas (esferomastigoas) e
epimastigotas onde, no intestino médio, estas tltimas multiplicam-se por todo o trato até atingir
o reto, tornando-se tripomastigotas metaciclicos, a serem excretados com os dejetos do animal.
Este ciclo pode apresentar fatores influenciantes, tais como: espécie do inseto, cepa do parasita,
a quantidade de parasitas ingeridos e até mesmo fatores ambientais (CUNHA et al., 2011; DE

SOUZA; DE CARVALHO; BARRIAS, 2010; DIAS; COURA, 1997).

Figura 1 — Ciclo evolutivo do Trypanosoma cruzi
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Para o desenvolvimento final do parasita ¢ necessaria uma célula-hospedeira de um
vertebrado. O estagio infectante ocorre em uma grande variedade de células e tecidos, tais
como: musculatura lisa e estriada, macrofagos, células epiteliais, fibroblastos. Dentro da célula-
hospedeira, a forma tripomastigota se diferencia em amastigota, apds um periodo de laténcia
de 20 a 30 horas, inicia seu processo de divisdo bindria intracelular que acontece a cada 12
horas. O niimero desta ultima forma pode variar entre 50 a 500, dependendo do tamanho da
célula-hospedeira, das caracteristicas das cepas e da quantidade de tripomastigotas que
efetuaram a infeccdo inicialmente. Uma vez preenchida a célula, as formas agora comecam a
transformam-se em tripomastigotas (DE SOUZA; DE CARVALHO; BARRIAS, 2010; DIAS;
COURA, 1997; SOUZA; CARVALHO; M., 2013).

Esta célula, entdo, ¢ lisada para a liberagao dos tripomastigotas na circulagao sistémica,
a fim de alcancar diferentes orgaos e tecidos. Nestes novos ambientes o ciclo ¢ reiniciado,

perpetuando a sobrevivéncia e evolucao do parasita. E esse aumento exponencial da quantidade
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de parasitas e de células parasitadas que pode, ora levar o individuo a complicagdes/morte, ora
desencadear uma resposta imunolodgica capaz de reduzir a proliferacdo do 7. cruzi (DIAS;
COURA, 1997; SOUZA; CARVALHO; BARRIAS, 2010; SOUZA; CARVALHO; M., 2013).

A forma tripomastigota ¢ capaz de infectar células in vitro e in vivo. Um fato interessante
¢ que as formas epimastigotas sdo destruidas pelos macréfagos. No entanto, as tripomastigotas
interiorizam tais células e continuam com o seu ciclo evolutivo. Essas formas sdo destruidas
apenas quando estdo opsonizadas, identificadas por anticorpos especificos da membrana, e
assim o macrdofago ativado pode reconhece-las. Fica entdo claro que os macréfagos tém
dualidade comportamental, agindo ora como células-hospedeira, ora como agentes da resposta
imune. O processo de interiorizagdo nessas e nas demais células do organismo ocorre por meio
da formagdo de vacuolos provenientes da fagocitose ou pinocitose, onde os parasitas estdo
encerrados (SOUZA; CARVALHO; BARRIAS, 2010; SOUZA; CARVALHO; M., 2013).

O rompimento do vactiolo fagocitario marca a transformacao dos tripomastigotas em
amastigotas. Nessa fase 70% dos parasitas ficardo livres no citosol 2 horas apds a infec¢ao.
Sugere-se que isso ocorre devido a secrecdo de substancias acidas, tais como a hemolisina, que
possui atividade méxima em pH 5,5. Estudos mostraram que o rompimento do vacuolo ocorre
em torno de pH 6,0 e, com a adi¢do de substancias um pouco mais bésicas (pH 6,2) o escape
dos parasitas se apresenta inibido (DIAS; COURA, 1997; SOUZA; CARVALHO; BARRIAS,
2010; SOUZA; CARVALHO; M., 2013).

Contudo, publicacdes recentes mostram a complexidade da interacdo parasita-
hospedeiro. Outros mecanismos vém sendo elucidados para explicar o processo de
interiorizacdo celular, como ¢ o caso do acido sidlico. Sugere-se que o 4cido sialico ¢ um fator
bastante importante na infec¢do do parasita. Entretanto, essa substancia ndo ¢ produzida pelo
T. cruzi, ela parece ser captada de macromoléculas provenientes de processos de destrui¢dao
celular (DIAS; COURA, 1997; SOUZA; CARVALHO; BARRIAS, 2010; SOUZA;
CARVALHO; M., 2013).

2.1.2 Abordagem clinica do paciente chagasico

Segundo os grandes nomes da literatura cientifica quando o assunto ¢ doenga de Chagas,
a abordagem clinica de um paciente chagasico deve seguir um fluxo especifico (COURA et al.,
2014):
1. Confirmar diagndstico;

2. Definir a forma clinica da doenca;



28

3. Avaliar o grau do dano;
4. Considerar o progndstico;
5. Escolher tratamento especifico e sintomatico de acordo com a atividade do paciente.

O diagnostico da doenga ocorre quando o clinico recebe informagdes como: sorologia
positiva, eletrocardiograma anormal, dispneia ou outros sintomas de insuficiéncia cardiaca,
disfagia ou obstipagdo prolongada. Ao unir essas informag¢des com os resultados normais
advindos dos seguintes testes: eletrocardiograma convencional, telerradiografia do térax,
exame radioldgico do esofago e do intestino grosso; ¢ dado o diagndstico da forma
indeterminada da doencga. Esse fato ¢ importante visto o bom progndstico desta forma clinica
(DIAS; COURA, 1997; RIBEIRO et al., 2012).

Coura e Borges-Pereira (2010) publicaram que os determinantes da doenca de Chagas
vém da quantidade de parasitas na infec¢@o inicial; nimero de tripomastigota (Figura 2.a); as
formas que infectam inicialmente; a linhagem de 7. cruzi inoculadas (I, II, Z3 ou hibrido I/ Z3,
hoje reclassificado como TCI-Tc TVI); as reinfecgcdes; a qualidade das cepas e clones

(biodemas); os receptores especificos do hospedeiro; e resposta imunitéria inicial do paciente.

A doenga quando transmitida vetorialmente tem duas fases clinicas, aguda e cronica. A
fase inicial ou aguda (Figura 2.b) aparece depois de um periodo de incubacido de uma a quatro
semanas € os sintomas sdo evidentes em apenas 5% das pessoas infectadas, com a alta
parasitemia e auséncia de tratamento, os sintomas persistem durante dois a quatro meses
iniciando quando o parasita entra no mamifero hospedeiro. E caracterizada por auséncia de
anticorpos, geralmente ¢ assintomatica, possivelmente por causa da baixa do indculo e / ou
resposta imune humoral, ou também pode apresentar sintomas inespecificos ou menos
freqlientes, como miocardite ou encefalite, febre, dor de cabeca, anorexia, mal-estar, mialgia,
fraqueza, ndusea, vOmitos, diarréia, periférica hepatomegalia, esplenomegalia ou
linfadenopatia. Nesta fase os parasitas sdo encontrados no sangue (COURA & BORGES-
PEREIRA, 2010).

A forma cardiaca cronica ¢ a manifestagdo clinica mais significativa da doenga de
Chagas, por causa de sua frequéncia e gravidade. Ela geralmente aparece entre as segunda e
quarta décadas de vida, 5-15 anos ap6s a infec¢do inicial. Esta ¢ uma fase que possui duragao
variavel, comec¢ando com o declinio da parasitemia e podendo durar por toda a vida do paciente.
Pode evoluir para um problema cardiaco ou digestivo (megaesofago ou megacélon), ou até
mesmo uma associagdo das formas cardiacas (cardiomiopatia chagésica cronica) e digestivas,

os sinais e sintomas de cardiomiopatia chagasica cronica sdo a arritmia, insuficiéncia cardiaca,
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bloqueios de ramo e tromboembolismo. Cerca de 40% ou 50-90% dos individuos infectados
permanecem com os resultados dos exames radioldogicos normais completamente
assintomaticos e eletrocardiogramas sem anormalidades, 20-30% dos pacientes desenvolvem
alteracdes cardiacas (forma do coracdo), 10% demonstram queixas digestivas (forma digestiva)
ou ambos (forma mista) e menos de 5%, problemas neurologicos, os demais permanecem
assintomaticos, sem manifestagdes clinicas durante toda a sua vida (GASCON et al., 2007;
MANARIN et al., 2013; MANTILLA; SUAREZ; BARRAZA, 2011; SOARES-SOBRINHO
et al., 2006).

A cardiomiopatia (Figura 2.d) da-se da seguinte maneira, os parasitas depositados sobre
a pele ferida ou na mucosa estimulam uma reacdo inflamatéria local com uma resposta
linforeticular. Os tripomastigotas circulantes tomados por macrofagos sdo transportados para o
figado, bago, ganglios linfaticos e musculos esqueléticos e cardiacos, formando ninhos de
amastigotas. Com o desmembramento dos pseudocistos no miocéardio, ocorre a miocardite
aguda. Esta ¢ mediada por células e interleucinas TCD4 + e TCD8 +, em particular IL-2 e IL-
4. A reagdo inflamatdria conduz a destruicdo da célula, musculo e neurdnios, e ¢ mantida pela
presenga de 7. cruzi, seus fragmentos ou por DNA do parasita, com uma reagdo de
hipersensibilidade tardia, dilatagdo da microcirculagdo e fibrose (Figura 2.c), induzindo assim

cardiomiopatia, arritmias, megaesdfago e megacolon (COURA e BORGES-PEREIRA, 2010).

Figura 2 — a) Tripomastigotas circulantes; b) Ninhos de amastigotas de caso agudo da doenga de Chagas; c)
Sistemas de fibrose; d) Hipertrofia do miocardio e dilatagdo com trombos no apice ventricular na cardiopatia
chagasica cronica.

Fonte: COURA e BORGES-PEREIRA, 2010.
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Para a confirmacao do diagndstico uma completa anamnese deve ser realizada a fim de
verificar: dados epidemioldgicos, antecedentes pessoais, quadro clinico e exames
complementares. Na fase aguda, busca-se encontrar o parasita no sangue periférico. Essa fase
¢ marcada por uma grande quantidade de parasitas circulantes no sangue periférico do paciente,
durante 6 a 8 semanas pos-infeccdo, antes de estes migrarem para os 6rgaos que os albergam.
A infeccdo aguda é, portanto, detectada pelo exame a fresco direto ao microscopio, com a
visualizagdo dos parasitas nas formas tripomastigotas. Esfregagos hematologico corados
também sdo utilizados e permitem visualizar caracteristicas morfologicas do parasita, assim
como o teste de gota espessa (DIAS; COURA, 1997; MURCIA et al.,, 2013; PEREZ;
LYMBERY; THOMPSON, 2014).

Na cronica, isso € viavel em apenas uma parte dos individuos, sendo necessarios exames
complementares. Contudo, a fase cronica ¢ caracterizada pela baixa parasitemia, logo, os
métodos diagndsticos mais precisos baseiam-se na investigacdo de anticorpos IgG contra os
antigenos do 7. cruzi. Os exames sorologicos sdo os mais indicados para esse fim, entre eles:
imunofluorescéncias, hemaglutinagdo indireta, fixacdo de complemento, ELISA. A repeti¢ao
destes em diferentes laboratérios ¢ indicada visto a grande quantidade de resultados falso-
positivos e falso-negativos. A Reagdo em Cadeia Polimerase (PCR) possui alta sensibilidade
em comparacdo com outros métodos e, portanto, poderia ser util para confirmar o diagnostico
em casos de sorologia inconclusiva e como método auxiliar para monitorar o tratamento.
Entretando, a PCR ndo ¢ comum na rotina de diagnostico da doenga pois, além da necessidade
de instalagdes especificas de laboratdrio, existe uma pobre padronizacdo, risco potencial de
contaminagdo cruzada de DNA e a ocorréncia de diferentes resultados entre laboratorios €
comum (DIAS; COURA, 1997; MURCIA et al., 2013; PEREZ; LYMBERY; THOMPSON,
2014; RASSI; RASSI; MARIN-NETO, 2010).

Ha ainda métodos parasitologicos indiretos, mais utilizados na fase cronica, devida a
escassez de parasitas no sangue de pacientes sorologicamente positivos. O xenodiagnostico
baseia-se na exposicao do individuo a diversas espécies de triatomineos, os quais irdo fazer o
repasto sanguineo no individuo. Posteriormente, os insetos sdo levados ao laboratorio,
dessecados ou macerados, colocados em solucdo fisiologica e examinados ao microscopio em
médio aumento para a pesquisa de formas epimastigotas e tripomastigotas metaciclicas do
T.cruzi (DIAS; COURA, 1997; GOMES; LORENA; LUQUETTI, 2009; MURCIA et al., 2013;
RIBEIRO et al., 2012).

Para a forma congénita da doenga, o melhor método de diagndstico € o hematdcrito. O

método possui alta sensibilidade e necessita de uma pequena quantidade de sangue. O exame
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microscopico do sangue do cordao umbilical ou sangue periférico do recém-nascido por essa
técnica ¢ altamente recomendada durante o primeiro més de vida. Ainda pode ser feita a
investigagdo da presenca anticorpos IgG contra os antigenos do 7. cruzi entre 6 a 9 meses de
idade, de preferéncia no 9° més, quando a criang¢a nao mais possui anticorpos oriundos da mae
(DIAS; COURA, 1997; GOMES; LORENA; LUQUETTI, 2009; RASSI; RASSI; MARIN-
NETO, 2010).

Em seguida, ¢ necessario conhecer a fase da doenga e qual a sua forma clinica, partindo
do pressuposto que os sistemas mais comumente infectados sdo o cardiaco, o digestorio e o
nervoso. Com o advento dos programas de erradicagdo dos triatomineos, a ascensao do controle
de qualidade das transfusdes sanguineas e a melhoria na qualidade de vida dos pacientes, a fase
aguda estd sendo cada vez menos incidente. No entanto, ¢ comum o aparecimento de surtos e
areas endémicas. Contudo, algumas manifestacdes clinicas devem ser levadas em consideracao,
tais como: febre sem explicacdo, taquicardia, micropoliadenia, esplenomegalia e elevada
linfocitose. Cabe salientar que, nesta fase, grande parte dos portadores sdo assintomaticos ou
com manifestacdes ndo aparentes. O grande problema ¢, de fato, a fase cronica e a forma
indeterminada da doenga (COURA; BORGES-PEREIRA, 2012; DIAS; COURA, 1997).

Uma vez estabelecida a forma clinica da doenga, o clinico deve verificar o grau de dano
do portador baseado na seguinte ordem decrescente: cardiopatia, esofagopatia e colopatia. Em
seguida, o prognostico deve ser mensurado. Vale destacar que ndo ha cura espontanea da
doenga, mas sdo comuns quadros assintomaticos. Sao favoraveis os progndsticos da fase aguda
em mais de 90% dos casos, mesmo sem a terapéutica medicamentosa. Em menos de 10% dos
casos ocorre Obito devido meningo-encefalite (mais comum em pacientes de pouca idade) e
cardiopatia grave (como miocardite). Na forma indeterminada da doenca ocorre equilibrio
paciente-hospedeiro, onde ndo ha risco de limitagcdes graves ou oObitos pelos proximos 5 a 10
anos. E na fase inicial dessa forma que a cura parasitologica é mais bem observada com o
tratamento farmacologico. E aqui que reside a insisténcia no tratamento de jovens acometidos.
O aparecimento de complicagdes cardiacas em quaisquer fases da doenga piora bastante o
progndstico. Apds a ratificacdo de todas as informagdes supracitadas, deverdo ser definidos os
tratamentos sintomatico e especifico (DIAS; COURA, 1997; GOMES; LORENA; LUQUETTI,
2009; MURCIA et al., 2013).

Acdes ao longo desses cem anos tém sido tomadas no combate a enfermidade. O
combate existe, porém o conhecimento produzido, ainda, ndo se reverteu de forma efetiva em
avancos terapéuticos como novos farmacos, métodos de diagnosticos e/ou vacinas. Ao enfrentar

a escassez ou falta de um tratamento adequado para essas doengas, paises atingidos por essas
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endemias tém, em sua populag¢do um custo elevado em decorréncia das co-morbidades trazidas
por essas doencas (BESTETTI; MARTINS; CARDINALLI-NETO, 2009; MORAN et al.,
2009).

2.1.3 A terapéutica da doenga de Chagas: Benznidazol e o tratamento especifico

Os cuidados com o paciente chagésico abrangem desde o tratamento sintomatico até o
esclarecimento sobre a doenga, visando aumentar a adesdo ao tratamento. O conhecimento
sobre as atividades realizadas pelo portador ¢ imprescindivel. A redugdo das atividades fisicas
e areadaptacdo das atividades cotidianas sdo medidas que visam a diminui¢ao da incidéncia de
complicacdes cardiacas. Na insuficiéncia cardiaca congestiva, por exemplo, o individuo deve
ser aposentado. Em casos de insuficiéncia cardiaca, deve-se verificar a administragdo
concomitante de medicamentos, tais como: digitalicos, vasodilatadores (enalapril e captopril,
principalmente), anti-arritmicos (amiodarona); e algumas medidas adotadas como: implantacao
de dieta hipossoddica, de marcapasso, corre¢do de hipoxemia e manutengdo do equilibrio
hidroeletrolitico. Algumas medidas mais drasticas apresentam certa discussao da relacdo risco-
beneficio. No transplante de coracdo, por exemplo, ¢ comum a reativagao da doenga (COURA;
BORGES-PEREIRA, 2012; DIAS; COURA, 1997; MURCIA et al., 2013).

Até a publica¢do do "Manual de Doengas Tropicais e Infecciosas" por Carlos Chagas e
com coautoria de seu filho Evandro Chagas, em 1935, ndo existia nenhum tratamento especifico
para a tripanossomiase americana. O periodo que se seguiu entre 1936 e 1960, foi marcado pela
avaliacdo bioldgica de inimeros compostos quimicos, extratos e misturas. Essa etapa foi
marcada por resultados controversos e de significado clinico questionavel (DIAS et al., 2009).
A tltima fase, a partir de 1961, ¢ caracterizada por estudos mais contundentes utilizando
modelos experimentais de infec¢cdo com 7. cruzi em camundongos, o que demonstrou a eficacia
de alguns compostos como, por exemplo, a nitrofurazona (DIAS; COURA, 1997; DIAS et al.,
2009; OLIVEIRA et al., 2008; SANTOS et al., 2012; SOARES SOBRINHO et al., 2007).

Muitos ja foram farmacos que apresentaram atividade anti-parasitaria. Entre os agentes
quimioterapicos empregados até 1962, estdo os derivados de quinolina, outros antimalaricos,
os arsenobenzois e outros arsenicais, fenantridinas, os sais de ouro, bismuto, cobre e estanho,
iodeto de sodio, violeta de genciana, aminopterina, acido para-amino-salicilico, acido
nicotinico, anti-histaminicos, sulfonamidas, ACTH, cortisona, anfotericina B, além de mais de
30 antibidticos e algumas nitrofuranos (DIAS et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2008). No entanto,

Cancado (1968) realizou uma analise critica dos estudos e apontou falhas metodologicas na
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execucdo desses, uma vez que os resultados obtidos se demonstraram insatisfatorios, pois se
baseavam prioritariamente na redu¢do dos sintomas clinicos, sendo ineficazes para a avaliacao
do tratamento da doenga em sua cronicidade e, portanto, ndo obtiveram €xito quanto a extingao
do parasitismo.

O tratamento especifico da doenca de Chagas obteve melhores resultados com o
langamento de dois medicamentos, o Nifurtimox, langado em 1967 pela Bayer (Lampit™) e o
Benznidazol, langado em 1972 pela Roche e comercializado no Brasil e Argentina pelos nomes
de (Rochagan®) e (Radanil®), respectivamente (COURA; DE CASTRO, 2002; HONORATO
et al., 2014). Desde os anos 80, a comercializagdo do Nifurtimox foi suspensa, primeiro no
Brasil, em seguida, na Argentina, no Chile e Uruguai devido aos efeitos toxicos da substincia
(HONORATO et al., 2014).

O BNZ (N-benzil-2-nitroimidazole-1-acetamida) ¢ um derivado nitroimidazolico
(Figura 3) com amplo espectro de atividade farmacolégica antiprotozoéria e antibacteriana. E
uma molécula desprovida de cargas e grupos funcionais 4cidos ou basicos na faixa fisiologica
de pH (entre 1 a 8) e possui baixa solubilidade em dgua. Sintetizado em 1972, por Wineholt e
Liebman e produzido pelo laboratério Hoffman - La Roche, na Suica, ¢ efetivo principalmente
na fase aguda da doencga de chagas. Sua atividade foi observada contra Trichomonas vaginalis,
Entamoeba hystolitica, Trypanosoma rhodesiense, T. congolense e T. cruzi, porém, o interesse
clinico restringe-se ao tratamento da doenga de Chagas (CANCADO, 2002; DIAS; COURA,
1997; OLIVEIRA et al., 2008).

Figura 3 — Formula estrutural (tridimensional) do benznidazol

FONTE: Autoria propria.
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Apesar de ser uma droga conhecida desde a década de 70, seu mecanismo de agdo ainda
ndo esta totalmente esclarecido. Véarias observagdes na literatura convergem para um
mecanismo de agdo baseado na formagdao de metabolitos toxicos as moléculas do DNA,
proteinas e lipideos do parasita ap6s ativagdo do pré-farmaco pela nitroredutase tipo I, enzima
presente no 7. cruzi (CAMPOS et al., 2014; COURA; BORGES-PEREIRA, 2012; DIAS et al.,
2009; POLAK; RICHLE, 1978; TORANZO et al., 1988).

Eficaz contra as formas epimastigotas, tripomastigotas e amastigotas, tanto in vitro
quanto in vivo, estudos sugerem que o BNZ, assim como o nifurtimox, eleva a concentragao de
anions superoxidos — radicais livres como: O, e HO, — e metabdlitos nucleofilicos, a nivel
mitocondrial, através da redu¢do do grupo nitro do fArmaco mediada pelas nitroredutases do 7.
cruzi. Isso esta relacionado a reducdo do metabolismo do parasita, pois utiliza o NADH-
dependente mitocondrial para a sua ativagdo como um pro-farmaco. O processo se inicia com
a reacdo catalisada pelo NADPH-citocromo-P450-redutase, que atua sobre o grupo nitro da
molécula R-NO,, levando a produgdo de um radical 4nion nitro intermedirio (R-NO, ). Tais
radicais tém elevado potencial redox e reagem com o oxigénio molecular, que pode reduzir e
regenerar parcialmente o farmaco ou ser reduzido a anion superdxido (O;) pela transferéncia
de um elétron para o oxigénio no nivel do complexo da NADPH-desidrogenase. A produ¢ao de
perdxido de hidrogénio (H,O,) ocorre por dismutagdo do anion superoxido. O anion superoxido
e o H,0,, na presenca do ion férrico Fe*', formam o radical livre hidroxila (reagio Haber—
Weiss). Os radicais livres produzidos, principalmente o OHe, ligam-se a lipidios, proteinas e
DNA, lesionando as células. Dessa forma, o firmaco age inibindo a sintese proteica, de DNA
e de RNA; estimulam a degradacdo macromolecular e estimulam a formagdo de DNA
defeituoso no 7. cruzi. Os parasitas sdo bastante susceptiveis a esses metabolitos pois ha uma
reducdo ou auséncia de proteinas sequestradoras de radicais livres (CAMPOS et al., 2014;
COURA; BORGES-PEREIRA, 2012; DIAS; COURA, 1997; MAYA et al., 2007).

Ainda foi proposto que o BNZ ndo atua através do ciclo redox e ndo depende
diretamente de espécies reativas de oxigénio (ROS). Nesse caso, o radical nitro formado na
molécula do BNZ estaria envolvido com seu efeito tripanocida através da formacao de ligagdes
covalentes com macromoléculas do 7. cruzi. Ainda acerca de sua ac¢do farmacoldgica, €
proposto que o BNZ aumenta a fagocitose e a lise do 7. cruzi através de um mecanismo
dependente de interferon-gama (INF-y)e inibe o crescimento do parasita através da enzima
NADH-fumarato redutase (COURA; DE CASTRO, 2002; DIAS et al., 2009).

Em relagdo a farmacocinética, a absor¢do via trato gastrointestinal ¢ rapida, podendo o

farmaco atingir concentragdes plasmaticas maximas passadas 3 ou 4 horas ap6s administragao.
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Estudos mostram que, com a administra¢gdo de um comprimido contendo 100 mg de BNZ
possui rapida e completa absorgdo, atingindo a concentragio de 2,2-2,3 pg.mL". O farmaco é
eliminado, através da biotransformagao, na urina dentro de quatro dias. Apenas uma pequena
porcentagem ¢ excretada em sua forma inalterada. O fdrmaco possui meia-vida plasmatica
dentro de uma faixa de 10,5 a 23,6 horas, com valor médio de 12 horas (COURA; BORGES-
PEREIRA, 2012; MURCIA et al., 2013; SOARES SOBRINHO et al., 2007).

Um dos maiores problemas do BNZ s3o os regimes de dosagem que sdo muito
complexos tornando a resisténcia ao tratamento um problema crescente. Outra limitagdo
importante dessa droga ¢ a sua baixa atividade anti-parasitaria quando a doenga cronica ¢
diagnostivada. Outros problemas relevantes sdo as grandes doses administradas, tratamentos
prolongados, bem como a alta incidéncia de reacdes, o que, provavelmente, estdo relacionados
com a baixa solubilidade do farmaco. O BNZ ¢ classificado como classe II (reduzida
solubilidade e alta permeabilidade) de acordo com o sistema de classificagdo biofarmacéutica
(SCB), sendo fracamente soluvel em 4gua e nos fluidos aquosos, além de apresentar absor¢ao
limitada pela velocidade de dissolucdo e solubilidade. H4, portanto, um interesse consideravel
no desenvolvimento de estratégias para melhorar a taxa de dissolugdo do BNZ e,
eventualmente, aumento da sua biodisponibilidade (PALMEIRO-ROLDAN et al., 2014;
TROCHINE et al., 2014).

A dose indicada para criangas estd entre 5 a 10 mg.Kg™'.dia™, por até 60 dias, em 2 ou 3
tomadas (8 em 8 horas), antes das refei¢des. Para jovens na fase aguda ou na forma
indeterminada é de 5 mg.Kg™' de peso corporal, por dia, divididos em duas tomadas, por entre
30 a 60 dias. As criangas parecem ser mais tolerantes ao farmaco. Ja foi evidenciada a
negativagdo parasitologica e sorologica em mais de 60% de individuos tratados. O tratamento
melhora as manifestagdes clinicas e costuma curar a meningo-encefalite, considerada fatal sem
a administragio medicamentosa. Visando profilaxia, a dose de 7 a 8 mg.Kg™' de peso corporal,
por dia, durante 10 dias, evita a contaminag¢ao acidental pelo 7. cruzi. Na forma cronica nao hé
evidéncias da melhora das lesdes com a terapia farmacoldgica. Ha ainda a necessidade de se
avaliar a alternativa de tratar pacientes portadores da forma indeterminada com lesdes cardiaca
e digestiva, além de verificar a resisténcia das cepas ao BNZ. E contraindicada a administragao
de BNZ em gestantes no primeiro trimestre de gravidez (COURA; BORGES-PEREIRA, 2012;
DIAS; COURA, 1997; MURCIA et al., 2013).

Estudos clinicos mostram a eficicia do tratamento com BNZ tanto para forma aguda
(estimada em 70 a 100% dos casos), quanto para forma cronica da doenga (ndo ha consenso

para a eficacia do tratamento variando na faixa de 6,0 a 36,5% dos casos). A forma aguda
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apresenta cura satisfatoria na maior parte dos casos. Muitos dos fracassos terapéuticos da
utilizagdo do BNZ decorre da resisténcia das cepas. O tratamento da forma crdnica ¢, muitas
vezes, satisfatorio. Ocorre supressdo da parasitemia durante a terapéutica, seguida de reducao
significativa da carga parasitaria pos-tratamento. Vale salientar que, mesmo apds determinada
a cura do paciente portador da forma cronica, ¢ possivel evidenciar resultados soroldgicos
positivos, o que dificulta a disseminagdo de resultados mais exatos (COURA; BORGES-
PEREIRA, 2012; MURCIA et al., 2013; SOARES SOBRINHO et al., 2007).

O farmaco ¢ comercializado sob duas apresentagdes: comprimidos de 100 mg para
adultos e de 12,5 mg para recém-nascidos e criangas de até¢ 2 anos. Esta ultima apresentagao
teve seu registro concedido em 2011 pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA),
fruto de uma parceria entre 0 LAFEPE e o Drugs for Neglected Diseases initiative (DND1) e
foi marcada como um avango no tratamento de chagas para pacientes pediatricos. Antes desta
ultima apresentagdo ser introduzida na clinica, o tratamento de pacientes pediatricos era feito
fragmentando-se o comprimido de 100mg em até 12 pedagos para que fosse possivel a
administragao das doses recomendadas. Entretanto, este fato trazia muitas complica¢des para a
farmacoterapia, entre eles, erros de dosagens, riscos de efeitos adversos e interrup¢do do
tratamento (DNDi, 2011; SANTOS et al., 2012).

No entanto, apesar de ser o Ginico farmaco disponivel no Sistema Unico de Saade (SUS)
para terapia da doenga de Chagas no Brasil, o BNZ est4 longe de ser considerado ideal. O
farmaco pode causar reacdes de toxicidade e efeitos adversos indesejaveis semelhantes ao
metronidazol, tais como: nduseas, cefaleia, anorexia, dor abdominal, perda de peso, tontura,
astenia, vomitos, erupcao cutanea, ataxia. Entretanto, todos estes efeitos sdo mais leves que os
apresentados pelo nifurtimox. Na literatura foi relatado apenas um caso de eritema multiforme
e outro de epidermoélise toxica. O BNZ ainda provoca um efeito do tipo dissulfiram com etanol.
E comum o aparecimento dessas reagdes em 10 a 20% dos acometidos. E nesse contexto que
vale a pena destacar que o BNZ possui baixo indice terapéutico, o que consiste em dizer que a
dose terapéutica ¢ proxima da dose tdxica. Contudo, nestes casos o seu uso ainda ndo ¢
contraindicado. Entretanto, sdo trés as ocasides que requerem a descontinuidade do uso
(VILLAR et al., 2002)

1. Reacdo de hipersensibilidade grave: A hipersensibilidade ¢ comum entre os 5-
10 primeiros dias do tratamento, podendo ser acompanhada de febre, adrenomegalia, dores
articulares e musculares, onde o paciente deve interromper o BNZ e ser tratado com
corticoesteroides. Essa reagdo — bem semelhante a observada nos antimicrobianos — ¢ do tipo

doenga-do-soro: dermatite caracterizada por erupcdo cutdnea acompanhada com edemas
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generalizados e enfartamento ganglionar. Isso ocorre devido a combinagdo do BNZ com uma
proteina do tecido ou do soro do paciente. Isso da origem a um conjunto antigénico, o portador-
de-hapteno que, por conseguinte, servird de alvo para os anticorpos e para a resposta imune.
Este tipo de efeito adverso ¢ comprovadamente dose-dependente, sendo mais comum e intenso
em doses altas de BNZ. As manifestagdes clinicas podem levar ao diagnostico erroneo ao se
tratar das reagdes causadas devido os resquicios do parasita. No entanto, relatos ja evidenciaram
a presenca destes efeitos em individuos ndo-chagésicos, a supressdo destes com a parada da
tomada do fAirmaco e a reincidéncia com a retomada do BNZ. Contudo, a dose de 5 mg.Kg
'dia™, por durante 60 dias, reduz a incidéncia do aparecimento das reagdes de
hipersenssibilidade (ALTCHEH et al., 2011; CARRILERO et al., 2011; DIAS; COURA, 1997;
PINAZO et al., 2013; PONTES et al., 2010);

2. Depressdio da medula oOssea (neutropenia, agranulocitose e puarpura
trombocitopénica). Este efeito parece ser mediado devido ao nicleo farmacoférico da molécula,
uma vez que outro derivado, o metronidazol, demonstrou os mesmos efeitos. E importante
salientar ao paciente que, a qualquer sintoma de febre e dor de garganta, o tratamento deve ser
descontinuado e o médico devera ser consultado. A purpura citopéncia também pode ocorrer,
mas ¢ muito mais rara. Até hoje um unico caso foi evidenciado (mulher, 58 anos, posologia de
400 mg.Kg', interrompendo tratamento do 11° dia, quando foi constatada a presenga de
petéquias e bolhas hemorragicas na mucosa bucal. Isso parece acontecer devido destruigdo
plaquetéaria mediada por resposta imune) (ALTCHEH et al., 2011; CARRILERO et al., 2011;
DIAS; COURA, 1997; PINAZO et al., 2013; PONTES et al., 2010);

3. Polineuropatia perifética. A polineuropatia ¢ dose-dependente e costuma
aparecer no final do tratamento em pacientes que o armazenamento da droga a ponto de atingir
doses toxicas, muito proximas das doses terapéuticas (geralmente, a partir de 15g). Com o
acometimento, os pacientes relatam dores ao cortar as unhas e desconforto ao lavar as maos em
agua gelada. As doses cumulativas e/ou a reincidéncia do tratamento pode dar origem a sérios
danos, irreversiveis, como casos de parestesia. Entretanto, diferente dos ja mencionados efeitos
adversos, a polineurite ¢ previsivel e, portanto, pode ser evitada mais facilmente (ALTCHEH
etal., 2011; CARRILERO et al., 2011; DIAS; COURA, 1997; PINAZO et al., 2013; PONTES
etal., 2010);

Alguns dados relacionados ao uso do BNZ e seu potencial mutagénico, semelhante ao
metronidazol, j& foram relatados em células, ratos e coelhos. Em humanos, ha poucas pesquisas
sistematizadas e que, portanto, trazem resultados inconclusivos para qualquer presun¢do. Em

testes de aberragdes cromossomicas e inducdo de micronucleos em culturas de linfocitos
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periféricos de criangas com doenga de Chagas, foi observado um aumento de linfocitos
micronucleados interfasicos e de aberracdes cromossdmicas apos o tratamento com BNZ
(VILLAR et al., 2002). Dados, ainda ndo conclusivos, mostraram a possibilidade do efeito
clastogénico com a administragdo de BNZ. Isso foi relatado devido a alta produgdo de
micronicleos e a0 aumento da expressdo de sitios frageis e pontos de rotura especificas do
cancer (ALTCHEH et al., 2011; CARRILERO et al., 2011; DIAS; COURA, 1997; PINAZO et
al., 2013; PONTES et al., 2010).

O setor de Pesquisa, Desenvolvimento e Inovagdo (PD&I) de medicamentos para
combater a doenca de Chagas evolui a passos lentos. O atual tratamento com o BNZ possui
varios inconvenientes. Além de ser um fiarmaco rudimentar, o farmaco possui diversas
limitagdes que acabam por prejudicar o tratamento dos pacientes chagéasicos. Dentre as
limitagcdes mais comuns, encontra-se o fato do BNZ ser eficaz apenas na fase aguda da doenga
e praticamente ineficaz na fase cronica. Outro entrave pertence a etapa biofarmacéutica do
desenvolvimento de medicamentos, uma vez que o BNZ pertence a SCB de classe II. Isto
implica em problemas como a redu¢do da biodisponibilidade e a dificuldade no
desenvolvimento farmacotécnico de novas formas farmacéuticas. E justamente esta baixa
biodisponibilidade que promove o surgimento de varios efeitos adversos decorrentes das altas
doses administradas. Tem-se entdo a justificativa da necessidade de inovagdo no tratamento
alternativa de doencas negligenciadas (CUNHA et al., 2011; CUNHA-FILHO et al., 2012;
DIAS etal., 2009; MURCIA et al., 2013; DIAS; COURA; YASUDA, 2014; OLIVEIRA et al.,
2008; SOARES-SOBRINHO et al., 2007).

Contudo, os grandes centros mundiais de PD&I ndo se interessam em investir em
produtos que ndo oferecem lucro, como € o caso da obtencdo de medicamentos para doengas
consideradas ndo geradoras de receitas, as doencas negligenciadas. Exemplo bem caracteristico
deste fato foi o que ocorreu em 2003, quando o laboratério sui¢o Roche® anunciou a doagio ao
governo brasileiro do direito de patente e transferéncia da tecnologia do medicamento
Rochagan®, contendo como IFA, o BNZ. A Roche® alegou que a lucratividade com a sua
producdo ndo atendia as expectativas do laboratério. Dessa forma, o governo brasileiro
concedeu ao Laboratério Farmacéutico de Pernambuco (LAFEPE) o direito de produzir o
medicamento, que ocorre até entdo (FIOCRUZ, 2013; CUNHA-FILHO et al., 2012; SANTOS
et al., 2012; SOARES SOBRINHO et al., 2007).

Os anos que se seguiram apos a doag@o da patente e a transferéncia de tecnologia para
o LAFEPE foram marcados por varios impasses, tais como: o aumento da escala de produgao;

a dificuldade na aquisi¢do da matéria-prima que ndo estava mais sendo fornecida pelo ex-
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produtor (Roche ®), a exportagdo do produto para outros paises e os altos precos finais apds a
distribuicdo na América Latina, Estados Unidos da América e Europa (DIAS; COURA;
YASUDA, 2014).

2.2 Tecnologia Farmacéutica: Inovacio aplicada ao benznidazol

Apesar do BNZ ndo ser o farmaco ideal, devido a sua toxicidade e baixa solubilidade
em agua, o uso de alternativas tecnologicas tem sido particularmente interessante devido as
melhorias apresentadas, tais como: aumento da solubilidade, dissolu¢do dos farmacos pouco
soluveis e consequentemente melhora da sua biodisponibilidade, redugdo de efeitos colaterais,
melhor custo-beneficio. Neste tocante, a seguir sdo listados alguns estudos que comprovam que
algumas técnicas como dispersdes solidas, complexos de inclusdo e outros carreadores sao
alternativas viaveis para o BNZ (LYRA, 2009; LIMA et al., 2011; SOARES-SOBRINHO et
al., 2012).

As Dispersdes Solidas (DS) sdo sistemas no qual o farmaco encontra-se disperso em
uma matriz ou carreador, cujo objetivo e melhorar a biodisponibilidade oral e a solubilidade de
farmacos hidrofobicos (LIMA et al., 2011). Polimeros soluveis em agua tém sido bastante
utilizados como carreadores de farmacos. Entre os exemplos estdo o polivinilpirrolidona (PVP)
e o polietilenoglicol (PEG), que tém sido largamente empregados nestes sistemas devido aos
seus baixos custos e alta afinidade a 4gua (SOARES-SOBRINHO et al, 2012).

Nos estudos de Lima e colaboradores (2011) foi possivel observar que a taxa de
dissolugdo do BNZ isolado foi lenta, sendo menos de 10% dissolvido em 1h. Nas misturas
fisicas (MF) obtidas do BNZ com PVP e PEG, a taxa de dissolucao apresentou-se mais elevada,
quando comparada ao farmaco isolado. Isso demonstra o incremento na taxa de dissolugdo,
principalmente devido ao efeito hidrofilico dos carreadores, determinando assim um aumento
na taxa de dissolucdo. O trabalho evidenciou o aumento da solubilidade do BNZ em DS
utilizando os polimeros PVP K30 e PEG 6000, comprovando o aumento da taxa de solubilidade
e dissolugdo do BNZ. Os resultados do estudo demonstram que DS sdo bastante eficazes na
melhoria das propriedades do BNZ, como no aumento das solubilidade e dissolu¢do do BNZ,
e consequente melhoria na biodisponibilidade oral.

Fonseca-Berzal e colaboradores (2015) realizaram um estudo com DS de BNZ em
desoxicolato de sddio (NADC) visando a melhoria da solubilidade e biodisponibilidade deste
farmaco. A partir dos resultados dos perfis de dissolugdo o BNZ matéria-prima, mostrou uma

taxa rapida de 90,04 + 3,81% em 60 min. Para a DS produzida (R-BNZ), a taxa foi mais rapida
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no inicio dos testes e em 30 min foram observadas as diferencas significativas (P <0,05) entre
BNZ (70,82 + 2,88%) e R-BNZ (91,65 + 4,20%). Porém, apds 60 min ambos apresentaram
resultados semelhantes (90,04 + 3,81% em BNZ isolado e 92,94 £+ 5,05% para R-BNZ).

Os perfis de dissolu¢do do BNZ associado ao NADC, mostraram que a velocidade de
dissolucdo diminuiu com o aumento de NADC. Entretanto, nas DS as taxas foram mais rapidas
do que quando comparadas as misturas fisicas. O trabalho ainda destacou a importancia dos
processos de secagem. Devido a menor cristalinidade e tamanho de particula inferior apds o
processo de recristalizagdo, a taxa de dissolu¢do das dispersdes solidas foi mais rapida do que

das misturas fisicas (FONSECA-BERZAL et al., 2015)

As ciclodextrinas (CD) sdo oligossacarideos ciclicos obtidos a partir do amido com uma
cavidade hidrofébica e uma superficie exterior hidrofilica. Estes materiais sdo amplamente
utilizados para formar complexos de inclusdo dindmicos ndo-covalentes com drogas fracamente
soluveis em 4gua, aumentando assim a sua solubilidade em 4gua e biodisponibilidade oral
aparente, especialmente para a classe II (como ¢ o caso do BNZ) e classe IV do SCB (LYRA,
2010; PAPAY et al., 2016)

Leonardi e colaboradores (2013), avaliaram a influéncia de complexos de inclusao (CI)
a base de BNZ e betaciclodextrina (BCD), sobre a solubilidade, taxa de dissolugdo e
biodisponibilidade do BNZ. Apos vérias caracterizagdes, os pesquisadores observaram que a
solubilidade do BNZ aumentou linearmente com a concentragdo de fCD, sugerindo assim que
os complexos foram obtidos na proporcao estequiométrica de 1:1. A solubilidade do BNZ
aumentou de 0,71 mM a cerca de 2,87 mM devido o aumento da BCD, uma vez que foram
formado complexos soluveis em agua. O trabalho ainda evidenciou que a adi¢ao de um radical
metil na BCD reforgou a capacidade de complexa¢do com o BNZ, e assim a taxa de dissolugdo
ficou entre 72% e 90% BNZ dissolvido em 10 min, diferente do BNZ isolado que apresentou
21% no mesmo intervalo de tempo. Estes resultados demonstram que houve um aumento
consideravel na solubilidade do farmaco ¢ da taxa de dissolugao com a obtengao de CI.

Além destes sistemas, recentemente a tecnologia farmacéutica vem aplicando diferentes
formulagdes e carreadores a fim de atribuir melhorias aos impasses apresentados pelo BNZ e
desenvolver tratamentos alternativos a doenca de Chagas. Alguns exemplos sdo listados a
seguir.

Lamas e colaboradores (2006), elaboraram um estudo com lipossomas carreadores do
BNZ, visando o desenvolvimento de uma forma farmacéutica parenteral capaz de melhorar a

solubilidade do BNZ em agua, assim como reduzir a sua toxicidade. Porém a desvantagem do
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estudo foi a administragdo endovenosa e o incodmodo para o paciente em tratamentos
prolongados (LAMAS et al., 20006).

Dependendo de alguns fatores referentes a relagdo entre a molécula hdospede e a
hospedeira, tais como: forma, tamanho, interagdes; a preseng¢a de um terceiro componente a
sistemas triviais pode dar origem a um novo material com diferentes constantes de associagao.
Estes sdo geralmente obtidos a base de um farmaco, CD e a adi¢do de um polimero
hidrossoliivel, comumente utilizado como excipiente farmacéutico. A estes materiais, da-se o
nome de sistemas multicomponentes. Porém, apesar da inovagao da obtengdo destes materiais,
as situacdes devem ser estudadas caso-a-caso, uma vez que o sistema terndrio pode aumentar
ou diminuir as estabilidades fisico-quimica e microbioldgica sistemas. Alguns exemplos destes
sistemas estao descritos a seguir (ANDREAUS et al., 2010; RIBEIRO et al., 2005).

Soares-Sobrinho e colaboradores (2012) desenvolveram e caracterizaram sistemas
binarios e ternarios de BNZ. Para os CI foi utilizada a metil-betaciclodextrina randomizada
(RMBCD) e para o sistema multicomponente foi adicionado um polimero hidrossoluvel: PVP
ou HPMC. Os resultados mostraram um aumenta da taxa de dissolu¢cdo do BNZ em um sistema
bindrio com a RMBCD na proporg¢do de 1:0,17, o que se adequa ao desenvolvimento de uma
forma farmacéutica oral solida, devido a baixa concentracio da CD e a possibilidade da
obten¢do de escala industrial. Embora o melhor sistema multicomponente obtido utilizando
apenas 0,1% de HPMC tenha apresentado otima dissolu¢do em meio liquido, o mesmo
comportamento nao foi observado no estado sélido. O sistema ternario ndo apresentou diferenca
estatistica em relagdo ao CI obtido. Desta forma, os pesquisadores sugeriram a formacao de um
CI a base de BNZ:RMBCD obtido por malaxagem como o método mais adequado para a
producdo industrial de uma terapia alternativa para a doenga de Chagas com perfil de dissolucao
mais eficaz.

Melo e colaboradores (2013) promoveram a formagao de sistemas multicomponentes a
base de BNZ, BCD e polimeros formadores de DS. Os pesquisadores observaram que alguns
estudos utilizando CI a base de BNZ:CD nao traziam resultados significativos no tocante do
incremento da solubilidade aquosa do BNZ e que, quando formados, os mecanismos de
interagdo entre BNZ-CD nao eram claramente elucidados. Desta forma, o trabalho consistiu em
um estudo do mecanismo de interacdo entre sete diferentes polimeros hidrofilicos e a
trietanolamina (TEA) em solug@o aquosa contendo BCD. Dentre os polimeros utilizados: PEG
1500, 4000 e 10000; hidroxipropilmetilcelulose (HPMC); 4&lcool polivinilico (PVA);

polivinilpirrolidona (PVP) e o poloxamero 407.
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Os resultados evidenciaram um incremento na solubilidade aquosa do BNZ em
diferentes valores de pH na formac¢ao de CI, em que o meio 4cido mostrou-se mais favoravel.
Quando em proporg¢des estequiométricas de BNZ: BCD:TEA a solubilidade dos complexos ¢
limitada. Em concentra¢des de TEA mais baixas, foi observada a diminuicao da solubilidade
do BNZ devido ao deslocamento do equilibrio para a dissociagcdo do complexo BNZ:BCD.
Quando em concentracdes mais elevadas de TEA, observou-se um incremento de solubilidade
do BNZ. A associagdo de diferentes polimeros hidrofilicos contribuiu para a estabilizagcdo dos
complexos formados, em que POL 407 e PVA aumentaram a constante de estabilidade K,
levando ao aumento da interagdo BNZ: BCD. Além disso, os sistemas ternarios foram capazes
de aumentar a variagdo de entropia, aumentando a estabilidade do complexo.

Outro fator a ser explorado ¢ a aplicacdo de PD&I na obtengdo tecnologica de “novas”
formas farmacéuticas. Estas tém o intuito de oferecer alternativas de tratamento, atender as
necessidades especiais de pacientes especiais, principalmente criancas e idosos, que podem
apresentar dificuldades em aderir ao tratamento convencional. Isto ¢ de suma importancia
devido a dificuldade do tratamento, ainda incerto, da fase cronica da doenca de Chagas e seus
efeitos colaterais associados.

Neste contexto, Maximiliano (2011) realizou técnicas de recristalizacdo espontanea do
BNZ estabilizado por agentes hidrofilicos, em escala nanoparticular ou microparticular, como
alternativa promissora para a obtencdo de materiais com tamanho de particulas bastante
reduzido, homogéneo e de baixa coesividade, resultando em incrementos na velocidade de
dissolugdo de farmacos pouco soluveis em agua. Os resultados do teste de dissolugdo
demonstraram que as formulagdes obtidas de microcristais de BNZ, atingiram 85% de
dissolucdo em 10 minutos estando dentro dos critérios farmacopeicos para formas
farmacéuticas de liberacdo imediata (MAXIMIANO et al., 2010).

Manarin e colaboradores (2013), realizaram um estudo com o objetivo de avaliar a
eficacia terapéutica do BNZ em solugdo, visto que ndo existem formas de dosagem liquidas
comerciais disponiveis. Foram preparadas trés formulacdes liquidas de BNZ nas dosagens de
20, 40, 60 mg.Kg" de peso corporal em pH 2,5 em uma mistura PEG 400 e 4gua. A eficicia
destas solugdes foi avaliada em ratos. O tratamento oral de ratos com BNZ levou a uma
significativa reducdo da parasitemia ao fim do experimento de14 dias, em comparagdo com os
ratos ndo tratados. O sistema de co-solvente dgua e PEG 400 em pH 4cido demonstrou-se
bastante util em melhorar a solubilidade do BNZ. A eficacia das novas solugdes de BNZ foi a
mesma que a observada no fairmaco em suspensdo, a vantagem ¢ que minimiza os erros de

dosagem pois ndo necessita da etapa de fragmentacdo de uma forma farmacéutica solida.
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2.3 Metal Organic Frameworks e suas aplicacoes como excipientes inovadores

Em 1957, os excipientes foram definidos como “a substancia utilizada como um meio para
obter um medicamento”, isto ¢, um material com simples fungdes de um suporte inerte ao
principio ativo. O mesmo era intencionalmente adicionado a uma formula¢do somente para
melhorar o tratamento e uniformidade de dosagem, para proporcionar estabilidade ao farmaco
e melhorar o sabor ou aparéncia (GARCIA-ARIETA, 2014). Porém nos tiltimos anos tem se
percebido que os excipientes ndo sdo necessariamente um componente farmaceuticamente
inerte. Excipientes farmacéuticos t€ém desempenhado um papel importante nas preparagdes, nao
s6 fornecendo forma de dosagem de drogas, mas também impacto significativo sobre a sua
biodisponibilidade, toxicidade, estabilidade e eficacia (ZHENHAO et al., 2011).

Novas tecnologias de fabricagdo de excipientes vem sendo realizadas para melhorar a
liberagdo, dissolucdo e absorcao de drogas de baixa solubilidade. A tecnologia farmacéutica
moderna também requer a verificagdo do estado fisico do excipiente, importante tanto na fase
de fabrico como no controle da libertagdo do principio ativo, com o objetivo de melhorar a
biodisponibilidade e, por conseguinte, a eficacia e tolerabilidade do farmaco (GARCIA-

ARIETA, 2014).

A incorporagdo de farmacos em particulas poliméricas biodegradaveis ¢ um dos muitos
processos que aumentam significativa e controladamente a liberagdo de farmacos, bem como
os protegem de degradacdo precoce. A incorporacdo de multiplos fairmacos em micro e
nanoambientes tém atraido grande interesse para aplicagdes biomédicas, uma vez que pode
induzir efeitos terapéuticos sinérgicos. Um método utilizado ¢ o aprisionamento por difusdo
Fickniana, em que o principio ativo, inicialmente, ¢ dissolvido em solvente adequado, e,
posteriormente, o material hospedeiro ¢ adicionado ao sistema, de modo que o processo de
difusdo ocorra. Ap6s o tempo estabelecido por este processo, o sistema ¢ centrifugado, o
sobrenadante utilizado para a analise desejado, e, finalmente, o material ¢ submetido a secagem.
Recentemente, alguns autores, utilizando este método de incorporacdo, demonstraram a eficacia
de incorporacdo do farmaco ibuprofeno em materiais organicos metalicos MIL-100, MIL-110,

MIL-53 (Cr) e MIL-53 (Fe) (ALVES, 2013; GARCIA-ARIETA, 2014).

Atualmente a busca por tratamentos de antigas e novas doengas continua e tecnologias
tém sido desenvolvidas para melhorar o transporte e as propriedades de firmacos ndo s6 para o

tratamento destas enfermidades. Como exemplo destas tecnologias, destacam-se: pro-drogas,
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lipossomas, biopolimeros, nanoparticulas, ciclodextrinas e recentemente as Metal-Organic

Frameworks (MOEF’s).

Desde 2009, a International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) vem
desenvolvendo um projeto para a harmonizagdo das terminologias e nomenclaturas na area de
polimeros de coordenacdo. A razdo disto € o grande interesse nestes materiais, a diversidade
dos pesquisadores envolvidos em diversas areas e um numero exacerbado de abreviaturas, o
que causa muita confusdo e conflitos desnecessarios. O objetivo ¢ gerar um sistema regulado
para nomear e analisar determinados materiais que, posteriormente, devera receber a

colaboragdo da International Union of Crystallography (IUPAC, 2016).

Em dezembro de 2014, esta forca-tarefa multinacional de pesquisadores finalmente
harmonizaram o conceito de MOF’s. Desta forma, definiu-se este material como um polimero
de coordenag¢do formado por um arcabougo metal-organico, com potenciais poros e canais. Esta
rede, por sua vez, ¢ definida como uma entidade de coordenagdo formada por células unitérias
que se repetem em uma dimensdo e que forma ligagdes cruzadas entre duas ou mais cadeias
interindividuais estendendo-se em 1, 2 ou 3 dimensdes (IUPAC 2016; ALEXEEYV et al., 2010;
FERREIRA, 2014).

Segundo as proprias recomendagdes da ITUPAC acerca da nomenclatura na area da
quimica inorganica, uma entidade de coordenacdo corresponde a uma molécula idnica ou
neutra, composta por um atomo central, geralmente um metal, ao qual estd ligada uma matriz
em torno de 4tomos ou grupos de dtomos, cada um destes denominados /inkers (ligantes). A
estrutura da MOF torna-se estavel devido as interagdes coordenativas de acidos e bases de
Lewis, com base na doagdo de um par de elétrons livres e na recepg¢ao por um atomo com orbital
vazio (JENSEN, 1980; FERREIRA, 2014). Estas defini¢des encontram-se em consonancia com
o0 a Commission on Metal Organic Frameworks (IUPAC, 2005; FERREIRA, 2014; IUPAC,
2016).

A partir dos centros de coordenagdo, € possivel expandir esta estrutura adicionando ions
ou moléculas capazes de formar ligacdes entre dois ou mais metais, obtendo um polimero em
mais de uma dimensdo. Um exemplo bem caracteristico desta natureza ¢ o azul da Prussia, de
formula Fe’; [Fe*(CN)s)]x.H20, um dos primeiros pigmentos a ser sintetizado, onde cada ion
cianeto liga-se em ponte a dois ions de ferro de diferentes valéncias através dos atomos C e N

(COOK et al., 2013; FERREIRA, 2014).
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MOF ¢, portanto, uma subclasse dos polimeros de coordenagdo (Figura 4). Este material
¢ uma espécie de matriz polimérica, possui propriedade cristalina com uma grande area
superficial especifica, uniformidade de tamanho de poros e diferentes topologias, definidas a
depender dos tipos de metal e /inkers escolhidos. As MOF’s possuem as mais variadas
funcionalidades, possuindo aplica¢des em diversas areas, tais como: adsor¢ao de substancias,
membranas de troca de substancias (CACHO-BAILO et al., 2014), catalise (YU et al., 2015;
ZHU et al., 2013) , separagdo e armazenamento de gases e vapores (HARA et al., 2014) e
componentes DDS (DANTAS RAMOS; TANASE; ROTHENBERG, 2014; LIEDANA et al.,
2012; REN et al., 2014b; RODRIGUES et al., 2012; ZORNOZA et al., 2013)

Figura 4 — Representacdo esquematica que mostra a constru¢do da MOF, demonstrando a parte inorganica, a
parte organica e uma das topologias da MOF como produto.

e + | —

Metal Ligante organico Metal Organic Framework

(parte inorganica)  (parte orgédnica)

Fonte: SHAHID, 2015.

Assim, esses ligantes permitem um grande nimero de possiveis estruturas, com
diferentes funcionalidades quimicas. Os materiais organicos (tais como carboxilatos,
imidazolatos ou fosfonatos) na estrutura hibrida da MOF proporcionam biocompatibilidade e
uma grande quantidade de aporte de firmacos, enquanto que os grupos inorganicos podem ser
controladores de liberagdo modulada. Essas estruturas adsorventes de baixa densidade (entre
0,2-1 g.(cm®)™) tém sido submetidas a investigagio intensa sobre a sua utilizagio em processos
de catalise, magnetismo, luminescéncia, sensores, como material de armazenamento e liberagao
de farmacos e no armazenamento de gés. Estas propriedades e utilidades da MOF dependem da
sua forma e tamanho de poro, das superficies internas e externas, € dos grupos funcionais
(KANG et al., 2014; KESKIN; SEDA; KIZILEL, 2010; LEE; LI; JAGIELLO, 2005; LEI et al.,
2014).

Além da proposta de melhorar a biodisponibilidade de moléculas utilizadas nos

tratamentos de diversas doengas, esses sistemas tém como principal objetivo o de diminuir
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efeitos toxicos de farmacos ja utilizados, principalmente por reduzir o efeito burst de liberagao
e, com isso, melhorar a qualidade de vida das pessoas que necessitam desses tratamentos. Vale
salientar, que essas novas tecnologias sdo esforcos de anos de pesquisas em diversas areas tais
como biologia, quimica, engenharia de materiais e fisica, sendo o fruto de trabalhos
interdisciplinares originando os sistemas supracitados conhecidos como carreadores de

farmacos (CUNHA, 2009).

Embora seja dificil determinar a pioneira sintese destes materiais, um recente interesse
surgiu no final de 1999, quando MOF’s foram sintetizadas com base no conceito de desenho
reticular. A combinagdo de varias caracteristicas e nimero infinito de possiveis estruturas de
MOF’s despertou o interesse em materiais nanoporosos tradicionais em muitos campos
cientificos e industriais. Ao longo dos tltimos oito anos, varias MOF’s vem sendo investigadas
para aplicacdes na incorporacdo e liberagdo de varios farmacos, visando obter transportadores
que apresentem pouca toxicidade no organismo e biocompatibilidade tanto do metal de
transicdo como do /inker. A conectividade de rede com as unidades de constru¢do ¢ o que
determina em grande parte as propriedades de uma MOF, caracteristicas vantajosas como
cristalinidade bem definida, areas de superficie excepcionalmente elevadas (500-4500 m>.g™")
e grandes dimensdes dos poros, elevada estabilidade térmica e quimica, biodegradabilidade
intrinseca como resultado de ligagdes de metais relativamente labeis e versateis sdo desejaveis
quando o intuito ¢ o transporte de moléculas (FANG et al., 2015; RODRIGUES et al., 2012;
ROWSELL; YAGHI, 2004; VASCONCELOS et al., 2012).

Essas estruturas organicas metalicas também podem ser classificadas como flexivel ou
rigida. As rigidas possuem porosidade permanente e estruturas porosas robustas semelhantes
aos materiais porosos inorganicos. Ja as flexiveis possuem porosidade dindmica e respondem
aos fatores externos, como moléculas hospedes, temperatura e pressdo. Flexibilidade estrutural,
também conhecida como a "respiragdo", permite que essas MOF’s possam modular
reversivelmente o seu tamanho de poro de acordo com as moléculas hdspedes adsorvidas nestes.
Outro tipo de classificacdo quanto a sua estrutura ¢ onde sdo chamadas de concatenada,
interpenetrante ou entrelacadas. Em concatenacdo, duas ou mais estruturas sdo idénticas,
intercrescidas em detrimento do volume do poro. Nas MOF’s interpenetradas, as redes sao
deslocadas exageradamente uma da outra, enquanto que na MOF entrelacada sdo minimamente
deslocadas e mostram um contato estreito, o que pode resultar no refor¢o mutuo (KESKIN e

KIZILEL, 2010).
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Tais materiais geralmente sdo sintetizados por meio de técnicas hidrotermais ou
solvotérmica em que cristais crescem lentamente a partir de uma solugdo quente com metais
precursores. No entanto, o uso de micro-ondas, ultrassons, radia¢do eletromagnética, além do
uso de métodos eletroquimicos e mecanoquimicos, também ja foram mencionados (STOCK &
BISWAS, 2012)). Uma questao importante ¢ a ativagdo da MOF ap0s a sintese, pois solventes
utilizados durante a mesma geralmente permanecem nos poros dos materiais (ROSSEINSKY,
2004). A ativagao por aquecimento € necessaria para remover as moléculas de solvente, porém,
a ativagdo a temperaturas elevadas pode causar decomposi¢cdo, enquanto que a ativacio a
temperaturas mais baixas reduz grandemente o perigo de reduzir os ions metalicos. Autores
costumam realizar a ativacio da MOF na faixa de 100-160 °C overnight (LIEDANA et al.,
2012).

Pioneiros em investigar o uso de MOF’s como um sistema carreador de farmacos ou
DDS, o grupo de Férey e seus colaboradores usaram os Materiais do Instituto Lavoisier (MIL),
desenvolvidos a partir de centros de metal trivalente e acidos carboxilicos como linkers e foi
uma grande promessa devido as suas caracteristicas atraentes: poros grandes (25-34 A), grandes
areas de superficie (3100-5900 m”.g"), e a capacidade de incorporar grupos funcionais na
estrutura, por meio de interagdes ndo covalentes (HORCAJADA et al., 2006; HUXFORD;
ROCCA; LIN, 2010).

Horcajada e colaboradores (2006) utilizaram MOF’s a base Ferro (III) poroso e ndo-
toxico e o anti-inflamatorio nao-esteroidal ibuprofeno (HORCAJADA et al., 2006). Mais tarde,
Lin e colaboradores (2009) relataram um farmaco a base de platina em nanoescala enxertando-
0 cOmo um precursor para a criacao da estrutura de um polimero. Nestes trabalhos foi observado
que houve diferenga na adsor¢ao dos referidos farmacos, devido a diferenca nos tamanhos dos
poros, resultado da presenca de ligantes diferentes nas redes (LIN; RIETER; TAYLOR, 2009).
Nos trabalhos seguintes, foram utilizadas mais duas MOF’s: MIL-53:(Cr) e MIL-53:(Fe) para
adsorcdo e liberacdo controlada in vitro do ibuprofeno. Os resultados obtidos indicaram que a
quantidade de droga inserida na rede foi a mesma, indicando que o metal utilizado em cada rede
hibrida ndo influenciou a adsor¢do do farmaco, ja que as duas MOFs sdo formadas pelo mesmo
ligante, variando apenas o metal (HORCAJADA et al., 2007; HUXFORD; DELLA ROCCA;
LIN, 2010; ROCCA; LIN, 2010).

Mais tarde, Horcajada e colaboradores (2010) evidenciaram que determinadas nano-
MOF’s sdo capazes de adsorver e, posteriormente, liberar farmacos, tornando-se carreadores

ndo-toxicos. Até agora, viu-se que apenas uma parcela de MOF’s permite a carga de uma grande
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quantidade de fAirmacos, com tempo de modulacao de liberagdo entre 6 a 23 dias (HUXFORD;
DELLA ROCCA; LIN, 2010).

Zhao e colaboradores (2011) desenvolveram um coloide através da funcionalizagdo de
superficie com polimeros hidrofilicos. Nesta short communication, os pesquisadores relataram
uma MOF coberta com grupos alcinos e com sua superficie acrescida, por enxertia, de
polietilenoglicol (PEG) azido-terminais, um polimero hidrofilico. O objetivo da técnica foi
superar os limites de materiais porosos no que tange sua hidrofobicidade que acaba por
dificultar suas aplicacdes em solucdes aquosas. Apos a PEGlagdo, os pesquisadores
desenvolveram um DDS carreando o fairmaco anticancer 5-fluoracil (5-FU). A formacao deste
sistema ainda possibilitou uma nova aplicacdo da MOF na imagiologia de ressonancia
magnética devido ao paramagnetismo exibido pelo Cu®" adotado como porgdo inorganica da
MOF.

Neste estudo os pesquisadores realizaram o estudo de liberagdo do 5-FU através de
dialise em meio tampao-fosfato (pH 7,4) a 25 °C. Em 2 horas foi possivel observar a liberagao
de 20% do farmaco em efeito burst, onde grande parcela deste estava, de fato, ligado a MOF
(4,38%), com subsequente liberagdo lenta até 24 horas. Em contraste, quando o farmaco isolado
foi avaliado, 90% do 5-FU foi liberado em apenas 7 horas. Em relacdo a liberagdo do f&rmaco
a partir da MOF, a rapida liberagdo até duas horas se deu, provavelmente, devido a ligagdao do
farmaco ao PEG. Ja em relagdo a liberacdo controlada até 24 horas, os pesquisadores suregiram
que a lenta difusdo ocorre devido a forte interagdo entre os sitios de acidos de Lewis entre o
atomo de cobre ¢ 0 5-FU (ZHAO et al., 2011).

Li e colaboradores (2015) realizaram o estudo de liberagdo do 5-FU associado a uma
MOF como uma topografia inédita, a partir de didlise em meio tampao fosfato salino (pH 7,4)
a 37 °C. Foi observada a liberagao de 92% do farmaco no fim de 120 horas, exibindo uma
liberagdo lenta. Os autores sugerem que essa lenta liberacdo esta ligada ao grande potencial de
formacao de ligagdes de hidrogénio entre o 5-FU e a MOF. Os testes mostraram uma liberagao
de 50% em etapas iniciais (30 horas), com o aparecimento de uma acentuada e mais rapida
liberagdo do farmaco a partir de 72 horas, caracterizada pela degradagdo da rede, o que foi
posteriormente corroborado pelo difratograma da amostra.

Por se tratar de um material hibrido, composto por material inorganico, uma propriedade
das MOF que deve ser levada em consideracdo ¢ a toxicologia. A toxicologia de materiais ¢ de
suma importancia, especificamente quando esses materiais sao utilizados na satde, no setor
biomédico, ou em aplicagdes biologicas. Alguns metais sdo conhecidos por serem altamente

toxicos ainda que existam em quantidades apreciaveis no corpo. Por exemplo, a hemoglobina
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contém ferro, que corresponde a 22 pug do sangue, ao passo que outros, tais como cobre (68 pg),
manganés (180 ug), zinco (180 ug), e niquel (2 pg) sdo encontrados nos tecidos. Uma vez que
esta ¢ uma classe emergente de carreadores de farmacos, hd poucos dados sobre o destino
biologico destes sistemas. E importante notar que os estudos de toxicologia de MOF’s
comegaram recentemente ¢ os realizados até agora, especificamente em materiais carboxilato

sdo animadores (KESKIN e KIZILEL, 2010).

A geometria e o tamanho de poros das MOF’s faz com quem elas sejam materiais
promissores para o desenvolvimento de DDS. Entretanto, a por¢@o inorganica dessas moléculas
hibridas — metais como Cr’*, Mn"?, Fe™, Cu®" - trazem certo risco toxico, o que dificulta as
aplicagdes in vivo destes materiais (ZHAO et al., 2011). Desta forma, ¢ de suma importancia
que se conheca a seguranga destes novos materiais a ser utilizados como sistemas carreadores
de farmacos (PEIKERT et al., 2015).

Muitos autores utilizam o conceito de ingestdo toleravel para metais ndo-toxicos ou para
aqueles que ja sdao encontrados em quantidades significantes no organismo, tais como: ferro,
zinco, cobalto, manganés, célcio (MA; MOULTON, 2011; PEIKERT et al., 2015). Logo, os
sistemas devem ser formulados com concentragdes abaixo deste limite visando reduzir os riscos
do acometimento de efeitos adversos a saude do individuo. A seguir serdo listadas algumas
investigagdes sobre o potencial toxico de determinadas MOF’s.

Os efeitos toxicologicos in vitro e in vivo de MOF’s com carboxilato de ferro (Fe-MIL-
88A), por exemplo, foram investigados e os resultados foram animadores. No teste da analise
da toxidade a exposi¢do aguda ou subaguda, com doses muito elevadas (até 220 mg.kg™), de
trés diferentes MOF’s com carboxilato de ferro administrados por via intravenosa em ratos,
nenhum efeito toxico foi observado (HINKS et al., 2010; HORCAJADA et al., 2007)

Mais adiante os pesquisadores foram capazes de detectar o metabolismo destes
materiais. Eles verificaram que o ferro ¢ rapidamente captado pelo figado e baco, sendo
biodegradado e posteriormente excretado pela via renal e/ou fecal, também sem efeitos nocivos
ao corpo. Corroborando estes resultados favoraveis, vale mencionar o exemplo da aprovacgao
do suplemento de ferro por via oral, fumarato de ferro, que tem composi¢ao quimica semelhante
a MOF Fe-MIL-88A. Logo, a aprovagao deste produto também indica que a composi¢do MOF
¢ susceptivel a eliminagdo segura pelo organismo. Os estudos de toxicologia das MOF’s: Fe-
MIL-101 e Fe-MIL-88, injetadas em ratos, indicam resultados semelhantes, ndo sendo
observados efeitos deletérios mesmo apos varios meses de exposi¢cdo cronica (HINKS et al.,

2010; HORCAJADA et al., 2007).



50

As MOF’s que possuem o zinco em sua composi¢ao também tém os seus efeitos toxicos
bastante estudados. O zinco ¢ um dos principais metais de transi¢do que controlam a
homeostase do sistema nervoso central, perdendo apenas para o ferro. Entretanto, possui efeito
dose-dependente, sendo um importante neuromodulador em baixas dosagens ou um agente
causador de morte neuronal em concentragdes elevadas (CAPASSO et al., 2005; CHERNY et
al., 2001; REN et al., 2014a). Em contraste, Brewer e colaboradores (2010) mostraram que
baixas dosagens de zinco em humanos e roedores estdo relacionadas a doencgas
neurodegenerativas, como a doenga de Parkinson e a doenca de Alzheimer. Logo, fica evidente
o fino ajuste que deve ser realizado visando o controle da concentragdo plasmatica de zinco

(BREWER et al., 2010).

Além disso, uma possivel rota de influxo Zn*> em células PC12 foi relatada. Estudos
recentes mostraram a endocitose de moléculas de 6xido de zinco, capaz de adentrar os
neurdnios e se dissociar em baixo pH liberando ions zinco no citosol, contribuindo ainda mais
para a toxicologia destes materiais (KAO et al., 2012). Assim, pode-se esperar que estes novos
materiais possam sofrer endocitose, em seguida liberem no interior da célula os ions zinco e
que isso promova um acréscimo deletério as concentragdes de zinco. Este fato levou Ren e
colaboradores (2014) a avaliarem o potencial citotoxico de materiais que contém zinco em sua
composicao (CORNIOLA et al., 2008; PAVLICA; GEBHARDT, 2010; REN et al., 2014a).

Os pesquisadores analisaram o efeito da toxicidade da MOF isoreticular (IRMOF) em
nanoescala composta por ions de zinco (IRMOF-3), utilizando a linhagem PC12 — de células
de feocromocitomas de rato —, as quais se comportam como células neuronais quando expostas
ao fator de crescimento nervoso (NGF). O estudo foi realizado com concentragdes de 25, 100
e 400 pg.mL™"' de IRMOF-3 ¢ a citotoxicidade foi avaliada pro meio de teste de viabilidade
celular através do método MTT. Os ensaios verificaram que a concentragio de 25 ug.mL™' ndo
afetou a viabilidade celular, enquanto que a concentragdo de 400 ug.mL™ promoveu um forte
efeito toxico nas células, reduzindo a vialibidade a 33,79% apds 48 horas de ensaio. Os
pesquisadores ainda observaram danos a parede celular, mesmo a 100 pg.mL™, além da
internalizacdo de uma pequena parcela da IRMOF-3 administrada (REN et al., 2014a).

Neste mesmo estudo foi realizada a analise comparativa da toxicidade entre os ions de
zinco — produto téoxico da IRMOF-3 apds a sua degradagdo — e a propria MOF. Os
pesquisadores verificaram que os efeitos toxicos da IRMOF-3 foram mais brandos que os
provocados pelo metal isolado. A 25 pg.mL™ a MOF apresentou diferenciagio normal das

células PC12. Ja a 400 pg.mL’' foram observadas alteragdes drasticas na indugio da
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diferenciag¢do destas células. Os ions zinco demonstraram significativa toxicidade as células
PC12, inibindo consideravelmente o potencial indutivo das células, ainda em maior propor¢ao
do que a IRMOF-3 correspondente. As concentragdes de 100 ¢ 400 pg.mL™" ainda apresentaram
a redugdo dos filamentos de actina e tubulina, responséaveis pela manuten¢do da estrutura do
citoesqueleto celular, o que pode acarretar a reducao da superficie de contato destas células
(REN et al., 2014a).

O zinco exerce um importante efeito modulador na homeostase neuronal quando em
baixas concentragdes, no entanto, acima de 6,5 ug.mL'1 produz efeitos toxicos no organismo,
tais como: alteracdes morfoldgicas das células, infra-regulagdo de proteinas como a GAP-43 —
proteina de crescimento relacionada a germinagao axonal e fun¢do neuronal —, parada do ciclo
celular e indugdo a apoptose. Diante disto, os pesquisadores avaliaram a expressao da GAP-43
a fim de identificar alterag¢des fenotipicas nas células PC12. Como esperado, a concentragdo de
25 ug.mL™", nenhuma alteragéo foi verificada. Entretanto, a partir de 100 pg.mL™ percebeu-se
uma drastica redugio da expressdo da GAP-43 sendo, a 400 pg.mL™", praticamente impossivel
de detectar a expressao da proteina (REN et al., 2014a). Diante de todos os fatos supracitados,
os pesquisadores fazem a sugestdo que o uso deste material ndo deva ultrapassar a concentragao
de 25 pg.mL™" e que esta é o bastante para promover o carreamento de farmacos.

O trabalho ainda demonstra que o uso de células PC12 ¢ o melhor modelo de avaliagdo
da citotoxicidade e neurotoxicidade de novos materiais. A linhagem ¢ muito sensivel a variagao
de funcionalidade das células em diversos aspectos e, portanto, vem sendo amplamente
utilizadas em nanoparticulas de silica, nanotubos de carbono, quantum-dots, 6xido de ferro e
nanoparticulas de ouro (JEONG et al., 2011; REN et al., 2014a; ZHANG et al., 2011).

Por fim, fica notorio que MOF’s que contenham ferro e zinco como metais de transi¢ao
sdo mais biocompativeis que as demais pois apresentam baixa toxicidade e, portanto, sdo as
prediletas quando se espera deste material um potencial terapéutico. Logo, sdo as MOF’s que

mais apresentam investigagdes relacionadas aos efeitos toxicos no organismo.

2.3.1 Zeolitic Imidazolate Frameworks

O grande interesse cientifico nos materiais porosos se deve a ampla aplicabilidade nos
setores da saude e tecnologia tais como: separagdes quimicas, troca iOnica, sensores,

carreadores de farmaco, entre outros. Esses materiais sdo divididos em trés classes, sendo eles
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denominados materiais porosos inorganicos, materiais a base de carbono e polimeros de

coordenagao (CUNHA, 2009).

Materiais porosos sdo classificados, segundo a [IUPAC, baseados em seus tamanhos de
poros, d: microporosos para d < 20 A, mesoporosos para A <d < 500 A, e macroporosos para
d> 500 A. Recentemente h4 referéncias de materiais nanoporosos para estruturas que tem poros

entre 10 — 100 A de didmetro (YAGHI; O’KEEFFE; KANATZIDIS, 2000).

Até metade dos anos 90, havia basicamente dois tipos de materiais porosos, chamados,
inorganicos e materiais baseados em carbono. No caso dos sélidos inorganicos ¢ possivel citar
as zeolitas, as quais pertencem a classe dos aluminosilicatos microporosos, estruturalmente bem
definidos, sendo usados essencialmente como catalisadores acidos na isomerizagdo, alquilagao
e quebra de hidrocarbonetos na industria de petrdleo, na fabricagdo de detergentes e mais

recentemente foram propostos como carreadores de farmacos (CUNHA, 2009).

As zeolitas consistem em estruturas 3D cristalinas (Figura 5). Suas redes, construidas a
partir de tetrahedros com os atomos silicio ou aluminio nos centros e os de oxigénio em cada

vértice, TO4 (T=Al, Si) define tineis interconectados ou cavidades (TAO et al., 2006).

Figura 5 — Trés exemplos de redes zeolitas: a) Contendo um sistema de canais bidimensionais; b) Contendo
cavidades; ¢) Contendo um sistema de canais unidimensionais.

Fonte: CUNHA, 2009.

Estes materiais sdo geralmente sintetizados por via hidrotermal sob meio alcalino, a
temperatura entre cerca de 80° e 200 °C e sdo termicamente estaveis. Entretanto, o grande
incoveniente das zeo6litas € que a pequena dimensao dos canais (inferior a 0,8 nm) e as cavidades
(geralmente <1,5 nm) que impde limitagcdes de tamanho e forma das moléculas hdospedes

(CUNDY; COX, 2003).
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Alguns esfor¢os foram dedicados ao desenvolvimento de zedlitas com poros grandes
(>1,5 nm), mas o sucesso foi modesto. Além disso, estes novos materiais ndo sdo muito eficazes
na incorporagdo de moléculas grandes impossibilitanto, desta maneira, o design e a sintese de
novas zedlitas que possam ser utilizadas como carreadores de uma grande variedade de
farmacos. Em contrapartida, as redes de coordena¢do podem ser idealizadas e sintetizadas com
diferentes tamanhos de poros objetivando incorporar diferentes farmacos obtendo-se assim um

carreador multifuncional (CUNHA, 2009).

O grande ntimero de publicagdes acerca das Zeolitic Imidazolate Framework (ZIF)
deve-se aos estudos pioneiros de Yagui e colaboradores (LI et al., 1998; O’KEEFFE et al.,
2000; PARK et al., 2006; PHAN et al., 2010). As ZIF’s sdo formadas por ions metalicos
tetraédricos (como zinco, cobalto) conectados através dos linkers imidazolatos (IM). E
justamente essa ligacdo (Metal-IM-Metal) que faz com que as ZIF’s sejam semelhantes aos
zeolitos comuns pois estes possuem uma ligagdo Si-O-Si, 145°, similar as ZIF’s (PHAN et al.,
2010). Entretanto, devido as vastas possibilidades de permuta entre diferentes metais e linkers,
as ZIF's apresentam diferentes estruturas e tamanhos de poros devido a sua topologia
denominada tipo sodalita (SOD). As ZIF’s se apresentam como material lamelar classificado,

quanto ao seu modelo de coordenacdo, em uma, duas ou trés dimensdes (Figura 6).

Figura 6 — Classificag@o das ZIF's quanto ao seu modelo de coordenagdo. A) Unidimensional. B) Bidimensional
e C) Tridimensional.
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FONTE: (RODRIGUES et al., 2012)

A sintese dessas moléculas € relativamente simples. Basicamente, consiste em combinar
o sal do metal com o /inker desejado, geralmente em DMF (N,N-dimetilformamida), aquecendo
a solugdo a temperaturas entre 85-150 °C. Atualmente, sinteses utilizando 4gua como solvente
e técnicas com apenas uma etapa vem sendo descritas (FAN et al., 2014; SCHEJN et al., 2014;

XING et al., 2014). Tais condigdes sdo capazes de promover a desprotonacdo do linker para
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posterior ligagdo ao metal. Com o resfriamento, ¢ possivel obter os cristais com bons
rendimentos (geralmente entre 50-90%). Alguns fatores sdo criticos para a obten¢ao de cristais
regulares em micro ou nanoescala, como: propor¢do molar metal:/inker. Inclusive, a escolha do
linker ¢ a etapa limitante para a escolha da topografia a ser evidenciada pela ZIF formada.
Sugere-se que o tipo de IM ¢ essencial para a manutencdo da ponte de angulo de 145° e,
portanto, para a manutencao da estrutura tridimensional (KIDA et al., 2013; PARK et al., 2006;
PHAN et al., 2010; HU et al., 2016).

As ZIF’s s3ao uma subclasse das MOF's e, portanto, possuem caracteristicas
interessantes desta entidade quimica. Entre estas caracteristicas: microporosidade, elevada area
superficial e estabilidade cinética, além de apresentarem alta estabilidade térmica (FANG et al.,
2015; PAPPORELLO; MIRO; ZAMARO, 2015). Entretanto, recentes inovagdes no campo de
ciéncias de materiais fizeram as ZIF’s possuirem ainda mais vantagens em relagdo as outras
MOF's. Neste contexto, pode-se destaca-se a ZIF utilizada no presente trabalho: a ZIF-8 (figura
7). Esta estrutura ¢ estabilizada devido as pontes realizadas entre o 2-metilimidazol (2-MIM) e
o zinco tetraédrico. Como ja foi visto, o zinco ¢ o segundo metal mais abundante no organismo
humano e o grupo imidazol ¢ encontrado no aminoacido histidina o que, provavelmente, esta
relacionado com a boa biocompatibiliade da ZIF-8 (HU et al., 2016; KIDA et al., 2013;
ZHUANG et al., 2014).

Diferente das MOF's convencionais, a ZIF-8 possui altas estabilidades quimica e
térmica, mantendo-se integra até, pelo menos 400 °C. Ela pode, por exemplo, manter sua
cristalinidade e tamanho de poros mesmo depois de fervida em dgua, em solugdes alcalinas ou
em solventes organicos sob refluxo (BANERIJEE et al., 2009; LIEDANA et al., 2012; PARK
et al., 2006; PHAN et al., 2010; ZHANG et al., 2015).

Figura 7 — Representagdes tridimensionais da ZIF-8. a) Unico poro com conformacio em sodalita (esferas: atomo
de zinco; tragos: grupos 1,4-Benzenodicarboxilato); b) Rede de coordenacdo representando sodalita central
circundada por outras oito; c) Representagdo tridimensional da ZIF-8
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A ZIF-8 utilizada no presente estudo possui forma unidimensional, no formato de
lamelas (filamentos). Esta estrutura lamelar ¢ mantida por meio de compensagdo entre
interagdes m-m stacking e ligagdes de hidrogénio, resultando em uma cadeia polimérica de
lamelas unidimensionais interconectadas (RODRIGUES et al., 2012). Diferente dos zeolitos
convencionais, a ZIF-8 apresenta poros mais acessiveis, com cavidades médias de 11,6 A.
Entretanto, o acesso a esses poros ¢ uma espécie de “janela”, espagos inter-reticulares, de
tamanho médio 3,4 A, o que pode dificultar a entrada de moléculas de grande porte (PHAN et
al., 2010).

Em relagdo a sua estrutura cristalina, a ZIF-8 apresenta o &tomo de zinco em uma rede
de coordenagdo ligeiramente distorcida devido a ligagdo N-Zn-N com angulo de 145°
aproximadamente. Assim, a rede de coordenacdo assume uma topologia caracteristica das
sodalitas, assumindo um padrdo octaédrico central partilhado por faces tetragonais e
hexagonais. A conformagdo central oferece um volume de, aproximadamente, 0,4 nm’ para o
aporte de moléculas-hospedeiras. Esse volume, por exemplo, pode ser preenchido por dez
moléculas de agua. E justamente esse fato que incentiva a aplicagdo da ZIF-8 como um
adjuvante farmacéutico (HUANG; ZHANG; CHEN, 2003; PHAN et al., 2010).

Dentre as caracteristicas que fazem a ZIF-8 lamelar funcionar como excipiente
inteligente de formulagdes farmacéuticas ¢ a possibilidade da associagdo/intercalagao de IFA’s
no espago existente entre lamelas adjacentes ou por toda a extensdo de uma mesma lamela
(Figura 8), denominado cavidade ou espago interlamelar, facilmente mensurado através do
espacamento basal. Além disto, as ZIF’s apresentam boa biocompatibilidade e pode haver
mudan¢a nos componentes organico-inorganico a fim de aumentar a interacdo fairmaco-ZIF

(EDGAR et al., 2001; HUXFORD; DELLA ROCCA; LIN, 2010; RODRIGUES et al., 2012).

Figura 8 — Encapsulamento de pequenas moléculas a rede da ZIF-8 evidenciando o zinco tetraédrico, o 2-
metilimidazolato e uma pequena molécula de farmaco a ser complexada.

FONTE: ZHUANG et al., 2014
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Outro ponto interessante ¢ a coexisténcia entre areas hidrofilicas e hidrofobicas nos
poros da ZIF-8, tal como ciclodextrinas. Este fator ¢ decisivo para a adsor¢do de substancias e
posterior liberagao. Além disto, MOF’s em geral possuem fenomeno de breathing (respiragdo)
gerando verdadeiros portdes de saida para as substincias adsorvidas. Isso ocorre devido a
flexibilidade dessas moléculas, principalmente em meio acido. A ZIF-8, por exemplo, apresenta
dissociacdo da rede de coordenacdo na faixa de pH entre 5,0-6,0 o que pode promover a
“respira¢cdo” da rede e liberacdo vetorizada do fArmaco em ambientes que contenham esse pH

(Figura 9) (ZHUANG et al., 2014; PAPPORELLO; MIRO; ZAMARO, 2015).

Figura 9 — Ilustracdo esquematica mostrando a liberagdo do S-fluoracil em pH 5,0 (topo), devido dissociacdo da
ZIF-8, e em pH 7,4 (abaixo). C = cinza, N = blue, O = vermelho, F = azul claro, Zn = verde.

FONTE: Sun et al., 2012

Devido muitas evidéncias tedricas sobre o sucesso da formagao de DDS utilizando ZIF-

8 como carreador, ¢ possivel citar trabalhos recentes que comprovam esta teoria.

2.3.1.1 Aplicagdes como drug delivery systems

A formagao de sistemas carreadores de farmacos ou DDS se dé4 devido a interagdo entre
o farmaco e o carreador. Essas interagdes controlam o aporte e a liberagdo do farmaco através
das MOF’s. Sdo exemplos dessas ligagdes: Forcas de van der Waals, ligacdes de hidrogénio,

ligacdes m-m stacking, ligacdes iOnicas e até mesmo covalentes. Dentre estas, a liga¢do
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eletrostatica entre fArmacos ionizados e a MOF também ionizada € de interesse particular, pois
a liberagdo do fairmaco pode ser modulada através de troca idnica. Uma série de exemplos de
aplicacdo da ZIF-8 como carreador esta descrita a seguir.

Ap0s atestarem a propriedade da ZIF-8 em se manter integra em pH 7,6 e se dissociar
em meio 4acido, Sun e colaboradores (2012) incorporaram o farmaco antitumoral 5-fluoracil (5-
FU) arede de coordenagao através do método de adsor¢do. Com uma efici€éncia de incorporacao
de 45,4%, o sistema apresentou, em pH 7,6, rapida liberacdo inicial de 50% do 5-FU
incorporado, seguido de um platd de liberacdo lenta por durante uma semana. Ja em pH 5,0, o
sistema liberou mais de 45% do fArmaco em menos de uma hora (em contraste com apenas 17%
em pH 7,6 neste mesmo intervalo de tempo), atingindo um platé em 12 horas, com mais de
85% de 5-FU liberado.

Vasconselos e colaboradores (2012) promoveram a incorporacdo do agente antitumoral
cloridrato de doxorrubimicina (DOXO). Com eficiéncia de incorporacdo de 16,3%, o sistema
apresentou liberagao de ordem 0 do fArmaco cujo, apds 30 dias, apresentou liberacdo de apenas
66% do ativo.

Liédana e colaboradores (2012) inovaram ao promover o encapsulamento in situ da
cafeina a rede da ZIF-8. Através de um método rapido, de uma Unica etapa, os pesquisadores
obtiveram o sistema com eficiéncia de incorporacdo de 28,1 + 2,6%. O sistema CAF@ZIF-8
liberou toda a quantidade de cafeina em apenas 27 dias, com 78% sendo liberado apenas nos 8
primeiros dias. Este controle da liberagdo se deu devido as interagdes de van der Waals entre a
cafeina e os grupos 2MIM da ZIF-8, além da ligagao CH-O entre os grupos imidazois e a ligagao
C=0 das moléculas de cafeina.

Zhuang e colaboradores (2014) promoveram o encapsulamento de fluorosceina e
camptotecina em ZIF-8 de escala nanomérica (70nm), ideal para captagdo celular. No trabalho
os pesquisadores compararam dois métodos de formacdo de sistemas: a adsorcdo das
substancias durante (também chamado in sifu) e apds a sintese da ZIF-8. Vale salientar que a
fluoresceina € maior que as janelas da ZIF-8 e que pode ser visualizada por fluorescéncia.

O estudo demonstrou boa eficiéncia de encapsulacdo para a fluorescina (10%) e para a
camptotecina (30%) semelhante a outros trabalhos com diferentes MOF’s (DELLA ROCCA;
LIU; LIN, 2011; HORCAJADA et al., 2010; IMAZ et al., 2010). Ainda foi avaliada a
manuten¢do da morfologia da ZIF-8 e a liberacdo da fluoresceina em pH 7,4 ¢ 6,0 (tempao-
fosfato). Apdés um dia de imersdo, ndo foram observadas mudangas na forma da ZIF-§,

apresentando menos de 10% da fluoresceina liberada em pH 7.,4. J4 em pH 6,0, foi evidente a



58

dissociacdo da rede uma vez que, em menos de uma hora, mais de 50% da substancia foi
encontrada no sobrenadante (ZHUANG et al., 2014).

Zhuang e colaboradores (2014) ainda adicionaram nanoparticulas de 6xido de ferro a
sintese das nanoesferas de ZIF-8:fluorosceina. O resultado foi a formagao de um nucleo de
nanoparticulas de 6xido de ferro envolto pelas nanoesferas de ZIF-8:fluorosceina onde foi
possivel observar que, quando aplicado um campo magnético, as nanoesferas fluorescente
migraram, sugerindo uma possivel vetorizacdo destas para determinados tecidos.

Ren e colaboradores (2014b) inovaram ao sintetizar polimeros de coordenagdo em
escala nanomérica, associando acido poliacrilico a ZIF-8 (PAA@ZIF-8). Os pesquisadores
incorporaram DOXO ao sistema e obtiveram alta eficiéncia de incorporagdo (795%),
provavelmente devido a interacdo eletrostatica entre os grupos de &cido carboxilico
negativamente carregados e DOXO carregada positivamente, além da ligagdo a coordenagdo
entre Zn”-DOXO. Quanto 4 avaliagdo da liberagio do sistema, em pH 7,6 a foi liberada apenas
35,6% de DOXO em 60 horas de experimento. Em contraste, o sistema apresentou liberagao de
75,9% do farmaco neste mesmo intervalo de tempo quando em pH 5,0.

He e colaboradores (2014) desenvolveram um complexo entre a ZIF-8 e nanodots de
carbono fluorescente (C-dots). Os pesquisadores sintetizaram nanoparticulas encapsulando o
farmaco antitumoral 5-FU (C-dots@ZIF-8:5-FU) e avaliaram a liberacao farmaco em tampao-
fosfato em diferentes pH’s, 7,4 ¢ 5,5. Em pH 7,4 eles verificaram a liberagdo controlada de
cerca de 40% nos primeiros estidgios seguida de um controle de liberacdo de baixas
concentragdes. J4 em pH mais acido, 92% do farmaco ja ¢ liberado em menos de 48 horas, em

contraste com apenas 67% no mesmo intervalo de tempo em pH neutro.

2.3.1.2 Toxicidade da ZIF-8

Vasconselos e colaboradores (2012) avaliaram a citotoxicidade comparativa entre a
ZIF-8, a DOXO e o sistema DOXO:ZIF-8 através do método do corante 3- (4,5-dimetil-2-
tiazolo)-2,5-difenil-2-tetrazolio (MTT). Os pesquisadores utilizaram concentragdes entre 0,01
a 7,9 pg.mL"' para a DOXO ¢ 0,79 a 14,96 ug.mL™ para o sistema; e as seguintes linhagens
celulares: CNI-H292 (carcinoma mucoepidermoide de pulmdo humano), HL-60 (células de
leucemia promielociticas humanas) e HT-29 (adenocarcinoma colorrectal humano). A
linhagem CNI-H292 demonstrou maior sensibilidade as menores concentracdes testadas (ICso=

0,01 ¢ 0,79ug.mL"' para a DOXO e para o sistema, respectivamente). Para a linhagem HL-60,
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foram observados os valores de ICso= 0,03 e 5,1 pg.mL" para a DOXO e para o sistema,
respectivamente. Ja para a HT-29, os valores foram de 7,9 e 14,96 ug.mL™'. A ZIF-8 nio foi
citotoxica nas concentragdes testadas (25 pg.mL™), corroborando os resultados reportados

anteriormente no presente trabalho. O sistema DOXO:ZIF-8 apresentou menor toxicidade

devido a lenta liberag¢do do farmaco.

Os pesquisadores ainda avaliaram a captagdo celular dos materiais através de
microscopia confocal. As células tratadas com o sistema apresentaram fluorescéncia mais forte
do que as células tratadas com DOXO isolada, sugerindo que a ZIF-8 favorece a captacdo do
farmaco. A ZIF-8 isolada apresentou pequenos pontos de fluorescéncia, enquanto as células-
controle (sem tratamento) ndo apresentaram fluorescéncia. A linhagem HL-60 apresentou
mudangas estruturais tempo- e dose-dependentes para ambos os tratamentos (DOXO e sistema),
caracterizadas devido presenca de bolhas e de corpos apoptdticos (VASCONCELOS et al.,
2012).

Zhuang e colaboradores (2014) avaliaram a citotoxicidade da ZIF-8 em linhagens de
células de cancer de mama MCF-7 através do método de corante MTT apos incubacdo por 12
horas. Os pesquisadores definiram a concentragdo de 45 pg.mL"' como ECsp, semelhante ao
encontrado para outros nanomateriais inorganicos e classificados, pelos proprios, como
toxicidade moderada. Ainda foi possivel avaliar a captagdo celular das nanoesferas de ZIF-8
contendo fluoresceina, através de microscopia confocal por varredura a laser, sugerindo que as
células promovem endocitose de materiais em nanoescala em maior nimero comparado a

endocitose de materiais microparticulados.

Neste mesmo trabalho os pesquisadores analisaram a citotoxicidade da camptotecina
encapsulada a ZIF-8, observando uma redugio da ECsopara 22 pg.mL™ o que sugere o sucesso
na liberacdo do farmaco. Isolado, o farmaco apresenta atividade em apenas 48 horas. Logo,
sugere-se que a ZIF-8 aumentou a captagdo celular do farmaco, visto que o complexo teve
indicio da eficdcia em apenas 24 horas de incubacdo. Eles corroboraram este fato a partir do
aumento dos niveis de p53 quando comparado as células que ndo foram tratadas com o

complexo, um indicativo de morte celular (ZHUANG et al., 2014).

Ren e colaboradores (2014b) avaliaram a citotoxicidade do sistema PAA@ZIF-8
associado ao farmaco antitumoral DOXO através do método MTT em células MCF-7 (células
de cancer de mama humano). Nao foi evidenciada toxicidade significativa para o sistema.

Mesmo apds 24 horas de incubagdo, usando concentragdes altas, como 50 pg.mL’, a
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viabilidade celular foi de 90,8%. O sistema ainda foi menos toxico que a DOXO isolada, pois
liberou o farmaco mais lentamente. Através de microscopia confocal os pesquisadores ainda
avaliaram a maior captagdo celular por endocitose da DOXO proveniente do sistema
PAA@ZIF-8 em 3 horas ap6s administragdo, em comparagdo com a DOXO isolada. Em 12
horas foi possivel observar a passagem pela membrana nuclear e consequente agdo

farmacoldgica sobre a morte nuclear, sendo mais pronunciado o efeito em 24 horas.

Mais tarde, He e colaboradores (2014) verificaram a seguranca de nanoparticulas de C-
dots@ZIF-8 em células normais e outras linhagens celulares, tais como: HeLLa, DU145 (cancer
prostatico), e L929 (fibroblastos); em diferentes concentragdes através do método do corante
MTT. Mais de 90% das células permaneceram viaveis apos 24 horas de incubagdo nas
concentragdes entre 1,56 e 25 ug.mL’, indicando boa biocompatibilidade. Através de
microscopia confocal foi possivel observar o influxo dos materiais nas células HeLa, do
contrario do que se pensava, que estes permaneciam aderidos a superficie celular. O trabalho
ainda mostrou que o complexo C-dots@ZIF-8 mostrou-se mais seguro que o 5-FU isolado, uma

vez que este ultimo ¢ liberado mais lentamente a partir do complexo.

A toxicidade da ZIF-8 ainda foi recentemente avaliada por Aguilera-Sigalat &
Bradshaw (2016). Os pesquisadores avaliaram a citotoxicidade in vitro através do ensaio do
corante MTT, utilizando células humanas de cancer cervical (HeLa), de prostata (DU145) e
fibroblasto (L929). No trabalho, ZIF-8 encontrava-se complexada a nanoparticulas de carbono

fluorescente ou quantum dots (QD).

O trabalho evidenciou que as concentragdes 1,56 e 25 pg.mL'apresentaram boa
biocompatibilidade, visto que mais de 90% das células se apresentaram viaveis apos 24 horas.
Em adigdo aos fatos, os pesquisadores, através de imagens de fluorescéncia, ainda verificaram
a presenca destes compositos associados ao farmaco 5-fluoracil (5-FU) no citoplasma das
células HeLa, provavelmente interiorizadas por endocitose, diferente do esperado que era a
adsorcdo destes materiais a membrana citoplasmatica. Outro fato interessante foi a avaliagao
da toxicidade comparativa entre o composito associado ao 5-FU e o farmaco isolado,
demonstrando que os efeitos citotoxicos foram menos impactantes quando o novo material foi
avaliado. Sugere-se que isto se deu por conta da modulagdo da libera¢ao do fArmaco que se deu

mais lenta (AGUILERA-SIGALAT; BRADSHAW, 2016).

Assim, fica evidente a concordancia entre os resultados de Vasconselos ¢ colaboradores

(2012), Ren e colaboradores (2014) e de Aguilera-Sigalat & Bradshaw (2016) no tocante da
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biocompatibilidade dos materiais supracitados pois todos indicam a concentragdo de 25 pg.mL’
' como nio citotoxica para as linhagens de células utilizadas. Os trabalhos ainda evidenciaram
a reducdo dos efeitos toxicos quando se compara os sistemas farmaco:MOF com os metais de

transicdo ou com os farmacos isolados.

Diante destes fatos, considera-se seguro o uso da ZIF-8 — MOF selecionada para o
desenvolvimento do trabalho —, nas células estudadas, respeitando o limite de concentragao
observado. Portanto, no presente trabalho, a ZIF-8 foi utilizada como excipiente inovador a fim
de atuar como carreador de farmacos, modificando sua liberacdo, aumentando a taxa de

dissolu¢do do fArmaco e promovendo a formag¢ao de um DDS.

2.4 Liberacao controlada

Os medicamentos sdo utilizados com finalidade profilatica, terapéutica ou diagnostica.
Contém uma (ou mais) substancia(s) ativa(s) que deve(m) ser administrada(s) ao paciente
através de uma das vias possiveis, veiculadas em uma forma farmacéutica (FF) solida,
semissolida ou liquida. As FF solidas de uso oral (FFSO) sdo as mais usadas onde, apds sua
administracdo, o farmaco deve ser liberado e se dissolver nos fluidos gastrintestinais para que
seja absorvido e exerca a agdo farmacoldgica esperada (HENRIQUE; FALCARE; LOPES,
2006; AULTON, 2007).

As FFSO podem ser classificadas, de acordo com o tipo de liberacdo do farmaco, em
produtos com liberacdo convencional ou modificada. As FFSO de liberagdo convencional (ou
pronta liberacdo ou liberagao imediata) sdo desenvolvidas para liberar o farmaco rapidamente
apos a administragdo, sendo empregados nesses sistemas diluentes soliiveis, desintegrantes e/ou
outros recursos que favorecem os processos de liberagao e dissolug@o do farmaco. Porém, desde
as ultimas décadas, uma aten¢do consideravel esteve voltada para o desenvolvimento de novos
sistemas de transporte de insumos ativos, principalmente, porque a utilizacdo da maioria dos
compostos terapéuticos ¢ sempre limitada pela impossibilidade de aumento de dosagem. As
FFSO de liberagdo modificada sdo concebidas a fim de modular a liberagdo do farmaco,
retardando ou prolongando a sua dissolug@o. Dentre os principais objetivos, destacam-se: tornar

a FF gastrorresistente, prolongar o efeito farmacologico, liberar o firmaco em um sitio
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especifico do trato gastrintestinal (TGI) ou apds um periodo definido de tempo (AULTON,
2007; HENRIQUE; FALCARE; LOPES, 2006; PEZZINI; SILVA; FERRAZ, 2007).

Os primeiros estudos, que datam do inicio do século XX, realizados para a obtengao de
sistemas carreadores eficazes tiveram como base o encapsulamento de moléculas quando Paul
Ehrlich propds o seu modelo, que ficou conhecido por “Bala Magica de Ehrlich” (Ehrlich’s
Magic Bullet). Hoje, seguindo o mesmo conceito, existem sistemas carreadores, como
lipossomas, niossomas, aquassomas, transferssomas, nanocdspulas, microcapsulas,
ciclodextrinas, microesponjas, entre outros. (AULTON, 2007; HENRIQUE; FALCARE;
LOPES, 2006).

A liberagdo modificada de farmacos proporciona algumas vantagens sobre as formas de
dosagem convencionais, devido ao fato de tais sistemas de fornecimento apresentarem uma
maior seguranca, eficdcia, toxicidade reduzida no sentido de menor incidéncia de efeitos
indesejaveis e o aumento da adesdo e conveniéncia ao paciente, por manter a concentragdo do
farmaco constante na faixa terapéutica por um periodo prolongado, utilizando-se de uma tnica
dosagem. Nestes sistemas, o fAirmaco estd ligado a um transportador (carreador), que ¢ o
responsavel por contornar as propriedades fisico-quimicas limitantes dos farmacos
encapsulados, melhorando, desta forma, a farmacodindmica (potencializagdo do efeito
terapéutico), farmacocinética (controle da absor¢do e distribui¢do tecidual) e os efeitos
toxicologicos (reducdo da toxicidade local e sistémica) dos mesmos. Isto ¢ particularmente
interessante para farmacos de Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica (SCB) classe II, como
¢ o caso do BNZ utilizado no presente trabalho (ADIBKIA; ALAEI-BEIRAMI; BARZEGAR-
JALALIL 2012; PETITTI; VANNI; BARRESI, 2008).

Uma ampla variedade de sistemas carreadores de farmacos tem sido objeto de
investigacdo na area da industria farmacéutica, designados para controlar a exposi¢do do
farmaco, ao longo do tempo; diminuir ou até mesmo acabar com os picos plasmaticos; auxiliar
a passagem do farmaco pelas barreiras fisiologicas; proteger o farmaco da sua rapida
eliminagdo; destinar o fArmaco para o local de agdo, evitando que o mesmo atinja outras partes
do corpo; e aumentar a adesdo do paciente, por reduzir a frequéncia de administracdo. Entre
estes, destacam-se os sistemas poliméricos, que podem atuar através de trés mecanismos
primdrios: difusdo, erosdo e sistemas ativados por solventes. Vale salientar que estes eventos
podem ocorrer associadamente. Na difusdo, o farmaco encapsulado por uma membrana
polimérica ou matriciado em uma malha polimérica, se dissolve e se difunde para fora do

polimero. Na erosdo, como no método de difusdo, o firmaco ¢ contido na membrana ou matriz
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polimérica, o polimero ¢ degradado naturalmente, liberando entdo o farmaco. Nos sistemas
ativados por solvente sdo utilizadas membranas semipermedaveis, contendo um pequeno orificio
e uma alta concentracdo de um farmaco, causando a entrada da 4gua (fluidos biolégicos) pela
membrana, dessa maneira for¢ando a saida do farmaco pelo orificio por causa do aumento de

pressdo interna (AULTON, 2007; ALVES, 2013; MANADAS; PINA; VEIGA, 2002).

A ZIF-8 foi utilizada no presente trabalho ¢ um exemplo de sistema polimérico. Sabendo
disto, ¢ possivel controlar a taxa de dissolu¢do do farmaco através de diferentes dispositivos.

Alguns deles serdo descritos a seguir:
1. Sistemas matriciais:

As matrizes sdo dispersdes ou solugdes de um farmaco em uma ou mais substancias capazes
de modular a sua liberagdo, geralmente sdo polimeros de natureza hidrofilica ou inerte. Essas
matrizes podem ser elaboradas sob as formas de comprimidos, capsulas gelatinosas, granulos,
pellets ou minicomprimidos. Nos sistemas matriciais, a liberacdo do farmaco pode envolver
processos de intumescimento do polimero, difusdo do farmaco e erosdo da matriz. Em alguns
casos, o farmaco pode estar ligado quimicamente ligado a cadeia polimérica e ser liberado pela
quebra hidrolitica ou enzimatica dessa ligagdo. Um ou mais desses processos podem regular a
liberagdo em uma mesma FFSO, dependendo do tipo de polimero empregado e das
propriedades fisico-quimicas do farmaco (AULTON, 2007; LOPES; LOBO; COSTA, 2005;
STEINGRABER; SCHTOLTZ; RODRIGUES, 2008; VILLANOVA, OREFICE, CUNHA,
2010).

Nas matrizes insoluveis, constituidas por ceras (nesse caso, também denominadas matrizes
hidrofébicas) ou polimeros insoliveis em agua (nesse caso, também denominadas matrizes
inertes), o farmaco ¢ liberado essencialmente por difusdo (para matrizes hidrofobicas, pode
haver um mecanismo de erosao associado). Em decorréncia de sua insolubilidade, a matriz ou
parte dela pode ser eliminada nas fezes, mas isso ndo significa que ndo houve liberagao total do
farmaco no TGI. Nas matrizes hidrofilicas, a solubilidade do firmaco pode ser um fator
essencial, capaz de influenciar o comportamento do sistema e os processos de liberagdo do
mesmo. Farmacos com elevada solubilidade tendem a ser liberados por difusdo, enquanto
farmacos pouco soluveis sdo liberados, predominantemente, através do fendomeno de erosao.
Portanto, a baixa solubilidade do fAirmaco favorece a presenca de particulas sélidas na camada
de gel, diminuindo a motilidade e a resisténcia da mesma, tornando-a mais susceptivel ao

processo de desestruturacdo. Quando a FF entra em contato com os fluidos gastrintestinais, o
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polimero na sua superficie ¢ hidratado e intumesce, formando uma camada gelificada, a camada
gelificada ¢ posteriormente dissolvida, promovendo a erosdao do comprimido. Outras camadas
de gel sdo formadas e dissolvidas sucessivamente na superficie da FF e o farmaco ¢ liberado
por difusdo através dessas camadas gelificadas e/ou erosdo da matriz (AULTON, 2007,
LOPES; LOBO; COSTA, 2005; STEINGRABER; SCHTOLTZ; RODRIGUES, 2008;
VILLANOVA, OREFICE, CUNHA, 2010).

2. Sistemas reservatorios

Nestes sistemas, um reservatorio (nucleo) contendo o farmaco ¢ revestido por uma
membrana polimérica. O farmaco ¢ liberado por difusdo através da membrana de revestimento,
que pode ser microporosa ou ndo apresentar poros. Quando uma membrana ndo-porosa ¢
utilizada, a liberacdo ¢ realizada mediante difusdo da substancia ativa através do polimero e,
assim, pode ser modulada pela selecdo de um polimero no qual ela apresente a difusividade
adequada (VILLANOVA; OREFICE; CUNHA, 2010). No caso de membranas microporosas,
a difusdo do farmaco no meio que estiver preenchendo os poros (em FFSO, fluidos
gastrintestinais) determinard o processo de liberacdo. Outra forma de se obter liberagao
prolongada mediante o uso de um sistema de reservatorio € preparar uma FFSO que contenha
camadas alternadas de ativo e de um polimero hidrossoliivel. O farmaco sera liberado
gradualmente a medida que cada camada de polimero dissolver, sendo que a velocidade do
processo estara condicionada pela velocidade de dissolucdo do filme polimérico e dependera
da sua espessura e do tipo de polimero empregado (AULTON, 2007; PEZZINI; SILVA;
FERRAZ, 2007; VILLANOVA, OREFICE, CUNHA, 2010).

3. Bombas osmoticas

Bombas osmodticas sao sistemas que utilizam pressdo osmotica para modular a liberagao do
farmaco. A FF ¢ constituida por um nticleo (comprimido, capsula gelatinosa dura ou mole)
revestido com uma membrana semipermeavel, que possui um orificio feito a laser. O nucleo
contém um agente osmotico, que pode ser a substancia ativa ou outro material. Apds a
administracdo da FF, o solvente penetra no nucleo (atraido pelo agente osmotico), aumentando
a pressdo interna, o que resulta na liberacdo do farmaco dissolvido ou disperso, através do
orificio na membrana. Alguns sistemas osmoticos possuem dois compartimentos: um contém a
substancia ativa e outro um polimero hidrofilico (agente osmético). Quando o solvente penetra

na FF, o polimero ¢ hidratado e intumesce, impulsionando o farmaco junto com o solvente para
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fora, através do orificio no revestimento, esses sistemas sdo chamados de push-pull (AULTON,

2007; PEZZINI; SILVA; FERRAZ, 2007; VILLANOVA, OREFICE, CUNHA, 2010).

Essas formas farmacéuticas de liberacdo controlada apesar de possuir inimeras
vantagens possuem algumas limitagdes como: restricdes para farmacos muito potentes com
baixo tempo de meia-vida, com dificuldade de absorcdo no trato gastrointestinal;
impossibilidade de interrup¢do do efeito terapéutico imediato em caso de intoxicagdo ou
intolerancia; risco de acumulagdo do farmaco com velocidade de eliminagado lenta e dificuldade
de adaptagdo da posologia as diferentes farmacocinéticas interindividuais. Em termos gerais,
os farmacos que mais se adaptam a estes sistemas possuem as seguintes caracteristicas:
velocidades médias de absor¢do e excrecdo; absor¢do uniforme no trato gastrointestinal;
absor¢do em doses relativamente pequenas; margem de seguranga relativamente larga;

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

2.4.1 Mecanismo de liberagdo de farmacos

A liberagdo de farmacos a partir de uma matriz envolve determinados parametros. Entre
eles, pode-se destacar: penetracdo de dgua na matriz polimérica, difusdo do fArmaco por entre
os poros da rede, erosdo do polimero e até mesmo uma associagdo entre estes processos.
Portanto, a liberagdo dos farmacos ocorrem por intumescimento do polimero, difusdo, erosao

ou por mais de um destes processos (LYRA et al., 2007).

Em matrizes insoliveis ou inertes ¢ comum que ocorra a penetragdo de liquido na
matriz, seguido de dissolu¢do do fairmaco e consequente difusdo pelos poros deixados pelo
solvente. Neste caso, a matriz permanece inalterada ao longo de toda a dissolugdo, sendo
eliminada quase que intacta. Sdo exemplos desta matriz: etilcelulose, polietileno. Entretanto,
nas matrizes insoluveis em agua, a libera¢do do farmaco acontece devido difusdo e erosdo da
matriz, sendo um mecanismo mais significante que o outro a depender das caracteristicas fisico-

quimicas do farmaco e polimero (LYRA et al., 2007; RECIFE, 2013).

Nas matrizes hidrofilicas ¢ comum que ocorram todos esses processos. Inicialmente, o
contato com a dgua faz com que o polimero faca a transi¢do do seu estado vitreo, denominado
glassy, para o estado maledvel, também chamado rubbery. Isto ocorre devido ao processo de

intumescimento ou relaxamento do polimero e ¢ caracteristico de alguns derivados da celulose,
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tais como: metil- e hidroxipropilmetilcelulose. Nos fluidos gastrointestinais esse sistema
intumesce, forma uma camada gel e, ao longo do tempo, pode se dissolver ou erodir (LYRA et

al., 2007; PEZZINI; SILVA; FERRAZ, 2007; RECIFE, 2013).

A difusdo das substancias a partir de um polimero ¢ regida pela lei de Fick. Entretanto,
quando o farmaco ¢ matriciado ou quando a matriz entra em contato com o solvente, isto pode
promover alguma alteragdo na estrutura do polimero e, portanto, desencadear um
comportamento ndo-Fickiano ou andmalo. Desta forma, modelos matematicos podem ser
utilizados a fim de classificar a velocidade de difusdo do solvente e de relaxamento do polimero,
classificando estes mecanismos de transporte em: difusdo Fickiana (caso I), difusdo nao-
Fickiana (caso II, controlado pelo relaxamento da cadeia polimérica) e transporte andmalo, uma
combinag¢do dos dois primeiros (LOPES; LOBO; COSTA, 2005; MANADAS; PINA; VEIGA,
2002; PEZZINI; SILVA; FERRAZ, 2007; FERRAZ, 2013).

A difusdo Fickiana (caso I) ocorre quando hd um gradiente de concentragdo entre a
matriz € o meio de dissolucdo, caracteristica de uma difusdo normal, tendendo a atingir um
equilibrio. J& o transporte nao-Fickiano (caso II) ocorre quando ha intumescimento ou
relaxamento do polimero, que forma uma camada gel que impossibilita a entrada imediata de
solvente no nucleo vitreo da matriz. A partir dai, os tipos de transporte subdividem-se em:
transporte andomalo (uma jun¢do, de mesma magnitude, dos dois mecanismo ja vistos, difusao
e relaxamento), transporte caso II (onde a velocidade de difusdo do solvente ¢ maior que a a
velocidade de relaxamento do polimero) e transporte super caso II (onde a velocidade de difusao
do solvente ¢ muito maior e, portanto, ¢ o fator determinante do mecanismo de liberagao)

(ARORA etal., 2011; DASH et al., 2010; KHALID et al., 2014; RECIFE, 2013).

Em muitos casos, a difusdo e a erosdo podem ser fatores determinantes da liberagdo do
farmaco. Nestas situagdes, hd difusdo do solvente para a matriz com consequente
intumescimento, formagdo da camada gel e posterior erosdo que finda quando toda a matriz
polimérica ¢ consumida, o que acaba por liberar o farmaco quase que completamente

(PEZZINI; SILVA; FERRAZ, 2007; RECIFE, 2013).

No presente trabalho, foi selecionado o método modelo-dependente para verificar a
aplicabilidade de um modelo cinético de liberacdo e posterior definigdo do mecanismo de
liberagdo. Entre os modelos, estdo: ordem zero, primeira ordem, Higuchi, Korsmeyer-Peppas e
Peppas Sahlin. O modelo de ordem zero baseia-se na liberagdo imediata, também chamada de

efeito burst, causada pela liberacdo do fairmaco aderido a superficie da matriz, seguido de
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liberagdo lenta, especificamente em matrizes que ndo sofrem erosdo. Nesses casos, verifica-se
que a velocidade de difusdo do farmaco ¢ inferior a velocidade de dissolucdo, estabelecendo
um equilibrio entre o interior eo exterior da matriz, o que permite essa liberagdo lenta.
Entretanto, a falta de ajuste faz com que o modelo seja considerado, em partes, obsoleto (LYRA

et al., 2007; LOPES; LOBO; COSTA, 2005).

No modelo de primeira ordem, a velocidade de dissolucdo das particulas s6lidas em um
meio liquido depende da relacdo quantidade dissolvida de farmaco e quantidade remanescente
deste no carreador, de modo que a quantidade de farmaco liberada vai diminuindo ao longo
tempo. Esse ¢ um modelo que pode ocorrer em liberagdes prolongadas, mas esta principalmente

relacionado as liberagdes convencionais (LYRA et al., 2007).

O modelo de Higuchi tem como base a lei de Fick, esta dependendo da raiz quadrada
do tempo. E utilizado para descrever a velocidade de liberagdo controlada do farmaco a partir
de um sistema matricial. Entretanto, o método leva em consideracdo o processo de
intumescimento/relaxamento da cadeia polimérica. Logo, apresenta alguns problemas de ajuste,
sendo mais indicado para matrizes unidimensionais pouco soluveis, que ndo apresentem
capacidade de intumescimento, como por exemplo o acetato de celulose (LOPES; LOBO;

COSTA, 2005; MANADAS; PINA; VEIGA, 2002).

O modelo de Korsmeyer-Peppas tem como base o modelo de Higuchi, mas leva em
consideragdo outros mecanismos de liberacdo ndo-Fikianos, como os transportes anomalo, caso
II e super caso II. Ele deve ser utilizado para descrever a libera¢do do farmaco através de um
mecanismo duplo, que associa dois mecanismos de liberagado: transportes casos I e II. Este deve
ser utilizado para interpretar casos em que o mecanismo nao ¢ Unico e ocorre, tanto por
transporte Fickiano, quanto por intumescimento/relaxamento e formacdo de uma camada gel,
ou seja, a transi¢ao de um estado vitreo para o maledvel (KHALID et al., 2014; LOPES; LOBO;
COSTA, 2005; STEINGRABER; SCHTOLTZ; RODRIGUES, 2008).

A determinagao do tipo de transporte ¢ feita mediante célculo do expoente difusional ou
coeficiente de liberagdo (7). A Tabela 1 mostra os valores de n agrupadas para cada geometria
de forma farmacéutica utilizada no estudo de dissolu¢do in vitro. No presente trabalho, foram

utilizadas cépsulas de geometria cilindrica.



68

Tabela 1 — Modelizag@o dos mecanismos de liberag@o de farmacos a partir de sistemas poliméricos de liberagdo controlada
considerando as diferentes geometrias.

Coeficiente de liberacao (n) Mecanismo de liberacao do farmaco
Filme Cilindro Esfera
0,5 0,45 0,43 Difusdo Fickiana
0,5<n<1,0 0,45<n<0,89 0,43<n<0,85 Transporte andmalo
1,0 0,89 0,85 Transporte caso I
>1,0 <0,89 >0,85 Transporte super caso Il

FONTE: Adaptado de LOPES; LOBO; COSTA, 2005; KHALID et al., 2014

O modelo de Peppas-Sahlin foi desenvolvido a fim de complementar as ideias trazidas
por Korsmeyer (1983). Ele ¢ utilizado para identificar a magnitude da influéncia da difusdo e
do relaxamento neste mecanismo de liberacdo que associa mais de um tipo de transporte. Isto
¢ possivel devido a insercdo de dois termos (K1 e K2), referentes as constantes de liberacao.
Vale salientar que, diferente dos modelos de ordem zero e Higuchi — que sdo mutualmente
exclusivos —, os modelos de Korsmeyer-Peppas e Peppas-Sahlin tendem a ser utilizados
concomitantemente, a fim de corroborar os resultados obtidos (LOPES; LOBO; COSTA, 2005;
DASH et al., 2010).

2.5 Caracterizacao de materiais farmacéuticos

O conhecimento das caracteristicas fisico-quimicas de uma matéria-prima farmacéutica
cumpre papel significativo na antecipagdo de problemas de formulacdo, além de auxiliar na
identificagdo de rotas viaveis na tecnologia de obten¢io de medicamentos (ARAUJO, 2003;

LACHMAN; LIEBERMAN; KANIG, 2001; RODRIGUES et al., 2005).

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

forma racional e assim garantir a sua qualidade.

Os métodos que tém sido utilizados para caracterizagdo de solidos sdo: Difragdo de
Raios-X (DRX), espectroscopia de absor¢do na regido do infravermelho (FTIR), microscopia
eletronica de varredura (MEV), andlise de area superficial especifica (método BET),

calorimetria exploratoria diferencial (DSC), termogravimetria (TG), estudos de cinética de
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degradagdo, espectroscopia de absorcao da regido do Ultravioleta-Vis (UV-Vis), Microscopia

de Luz Polarizada (MPL) e ensaios de dissolugdo in vitro.

2.5.1 Difragado de Raios-X (DRX)

Entre as vdrias técnicas experimentais disponiveis para a identificagdo de formas
solidas, incluindo polimorfos, solvatos, sais, co-cristais e formas amorfas, a DRX se destaca no
estudo destas formas farmacéuticas. DRX ¢ baseada na lei de Bragg, em que o padrio de
difracdo apresenta uma série de reflexdes, as quais sdo identificadas no difratograma pelo
angulo (20) ou pela distancia interplanar (d) contra a sua intensidade. Estando este padrao
relacionado com a composi¢do quimica e com o ordenamento cristalino das moléculas no cristal

(CUFFINI et al., 2007; SYKULA-ZAJAC et al., 2011).

Macromoléculas e polimeros podem formar cristais da mesma forma que compostos
inorganicos e minerais. No principio da DRX, muitas fun¢des nas andlises farmacéuticas sao
assumidas, sendo esta uma poderosa ferramenta que permite alta precisdo nos resultados
quantitativos e qualitativos de misturas sélidas. Essa técnica utiliza o espalhamento coerente da
radia¢do X, por estruturas organizadas (cristais), permitindo realizar estudos morfolégicos em
materiais, determinando sua estrutura cristalina e sua fra¢do (percentual) cristalina. O feixe ¢
aplicado na amostra, e bandas de interferéncia podem ser detectadas, o angulo cujas bandas de
interferéncias podem ser detectadas depende do comprimento de onda aplicado e da geometria

da amostra com respeito a periodicidades na estrutura (MANSUR, 2007).

A cristalinidade na amostra ¢ refletida por uma regido caracteristica denominada
fingerprint (impressao digital) na difracdo do padrdo, devido a especificidade do fingerprint, a
cristalinidade no fdrmaco pode ser identificada separadamente pela cristalinidade do carreador.
Além disso, essa técnica combina especificidade com um alto nivel de exatiddo para a
caracterizagdo dos fArmacos so6lidos e ¢ um método especialmente util para descrever o possivel
comportamento polimorfico de farmacos. Igualmente permite a identificagdo simultanea de

ingredientes ativos multiplos em formulagdes farmacéuticas diferentes (MANSUR, 2007).

Através da equacdo de Bragg (Equacdo 1) € possivel calcular o espacamento basal.

Estudos tém mostrado a utilizagdo do espagamento basal como um parametro determinante na
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liberagdo sustentada de farmacos e no tratamento de agua e outros materiais adsorvidos. O

espacamento basal (d) pode ser definido pelas equagdes 1 e 2 (XIONG et al., 2015):

2.d senf =nl (1)

onde: d - espacamento basal; sen 8 - seno do angulo theta; n — constante; e 4 - comprimento de

onda do cobre.

despagamento = dlamela + dinter (2)

onde djamera representa a estrutura do material e diyer corresponde ao comprimento de espécies

intercaladas e de absorcao de 4gua no espaco entre lamelas.

2.5.2 Espectroscopia de absor¢do na regido do Infravermelho com Transformada de Fourier

(FTIR)

Espectroscopia ¢ o estudo da interacdo da radiacdo eletromagnética com a matéria. A
radiagdo eletromagnética ¢ composta de um vetor campo elétrico e um vetor campo magnético,
mutuamente ortogonal, que se propagam em uma dada dire¢@o, apresentando a dualidade onda-
particula, onde a natureza ondulatéria manifesta-se por meio da interferéncia, dispersao,
polarizagdo e coeréncia da radiagdo eletromagnética. A natureza corpuscular manifesta-se por

meio do efeito Compton e do efeito fotoelétrico (ALVES, 2013).

Define-se FTIR como a medida da absor¢do, por parte de compostos quimicos
analisados, de uma radiagdo eletromagnética em que o comprimento de onda se situa na faixa
de 10 a 10 cm, sendo este espectro tnico para cada substdncia com excegdo aos isdmeros

opticos que em solucdo apresentam espectros idénticos (KOROLKOVAS, 1984).

A regido espectro magnética correspondente ao infravermelho causam alteragdes no
estado de energia vibracional da molécula. As transicdes vibracionais sdo associadas a
mudangas na rotagdo dos atomos sobre ligagdes quimicas, que por sua vez, podem ser formadas
por diferentes combinagdes entre dtomos ou nimeros de elétrons compartilhados. Mudangas

estruturais e auséncia de estrutura cristalina podem levar a mudangas nas ligagdes entre grupos
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funcionais que podem ser detectados por espectroscopia de infravermelho. Consequentemente,
cada pico num espectro de infravermelho corresponde a um grupo funcional particular, eventos
como desaparecimento, surgimento ou deslocamento de bandas caracteristicas fornece

indicativos de interagdes entre o farmaco e outras substancias (GIL et al., 2007).

No setor farmacéutico, a espectroscopia de infravermelho ¢ usada em intimeras
aplicagdes, como identificagdo de farmacos, caracterizagdo de grupos funcionais tipicos de
determinado material, avaliagdo da pureza, estudos de compatibilidade, cristalinidade e
discriminacao de polimorfos e para avaliar se as condi¢des experimentais foram adequadamente
estabelecidas, uma vez que o polimorfismo pode ser a causa de diferencas no desempenho de

formulagdes farmacéuticas.

2.5.3 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

O MEV ¢ utilizado em varias areas do conhecimento, principalmente para estudar os
aspectos estruturais dos materiais. O uso desta técnica vem se tornando mais frequente por
fornecer informagdes detalhadas, com aumentos de até 300.000 vezes ou mais do estado de
cristalizacdo de produtos obtidos por diferentes técnicas de complexacdo e dispersdo. O
conhecimento da microestrutura dos materiais permite o entendimento e, em muitos casos, até
a previsdo das propriedades e do comportamento dos mesmos. A partir da técnica avalia-se a
contribuicdo com relacdo a diminuicdo da cristalinidade das particulas obtidas através dos

diversos métodos (MANSUR, 2007).

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

(ALVES, 2013).

Diferentemente do microscopio Optico, que usa luz para formacdo de imagem, os
microscopios eletronicos utilizam elétrons. Varias sdo as vantagens em se utilizar um
microscopio eletronico em relacdo a um Optico, a principal delas ¢ a resolucdo, definida como

a menor distancia entre dois pontos da amostra que podem ser visualizados como dois pontos
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distintos na imagem. O MEV ¢, sem duvida, o microscopio eletronico mais versatil, devido as
suas varias caracteristicas. E utilizado geralmente para o estudo de estruturas superficiais ou
subsuperficiais de amostras com dimensdes relativamente grandes, e suas imagens tém alta
profundidade de foco, o que significa obter diferentes relevos da superficie da amostra
simultaneamente, sdo imagens tridimensionais e, portanto, mais ficeis de interpretar que as
imagens de projecao de microscopia de transmissdo. A preparagdo de amostras e a obtenc¢ao de
imagens sdo relativamente simples. A combinacdo destas caracteristicas justifica o fato do
microscopio eletronico de varredura ser hoje um dos equipamentos mais utilizados na pesquisa

de materiais (SOARES-SOBRINHO, 2009).

Nesse tipo de microscopia a imagem ¢ formada coletando-se um sinal particular em
funcdo da posi¢do do feixe sobre a amostra. No caso da detec¢do de elétrons secundarios, que
sdo os formadores mais comuns de imagem, ¢ produzido um sinal elétrico a cada ponto varrido
na superficie da amostra. Ao mesmo tempo, este sinal ¢ varrido através da tela de um tubo de
raios catddicos (CRT), enquanto o brilho deste sinal ¢ modulado por um amplificador de
corrente do detector. A varredura do feixe de elétrons sobre a amostra ¢, portanto, sincronizada
com a varredura do sinal intensificado no CRT, preservando assim a correspondéncia espacial
entre a amostra e a imagem. A determinac¢ao da ampliagdo da imagem ¢ extremamente simples,
uma vez que esta ndo envolve lentes, sendo a ampliacdo linear obtida pela razdo entre o
comprimento da varredura do sinal gerado na CRT e o comprimento da varredura do feixe sobre
a amostra. Assim, uma 4rea varrida na amostra de 100pm de comprimento e apresentada em
uma imagem com 10 cm de comprimento na tela de um monitor, corresponde a uma ampliacao

de 1.000 vezes (MANSUR, 2007).

2.5.4 Método BET (Brunauer-Emmet-Teller) e Tamanho de Poro

A sigla BET tem origem em Brunaer, Emmett e Teller, os nomes dos pesquisadores que,
em 1938, propuseram este método. Esta andlise (também conhecida como ASA — anélise de
area superficial) mede a area superficial especifica por unidade de massa e ¢ um dos modos
mais antigos de caracterizacdo, consistindo na medida da fisissor¢do (adsorcao fisica) de um
gas inerte, como o N, que pode ser feita por um unico ponto ou por varios pontos da amostra

(FERREIRA, 2009).
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Existem varias teorias para a medida da area superficial e porosidade utilizando a sor¢ao
de gas. Para determinar a area superficial, amostras de solidos sdo pré-tratadas aplicando-se
combina¢do de calor e vacuo ou fluxo de gas para remover contaminagdes adquiridas da
exposicdo a atmosfera. O sélido € entdo resfriado, sob vacuo, um adsorbato (material que foi
retido pelo processo de adsor¢do) normalmente utilizado ¢ o gas nitrogénio que ¢ admitido ao
solido em aumentos controlados. Apds cada dosagem de adsorbato, a pressdo ¢ equilibrada e a
quantidade de gas adsorvido a cada pressdo, a uma temperatura constante, define uma isoterma
de adsor¢do, da qual a quantidade de géas exigida para formar uma Unica camada sobre a
superficie externa do sdlido e seus poros ¢ determinada (TEIXEIRA; COUTINHO; GOMES,
2001).

Com a érea coberta por cada molécula de gas adsorvido conhecida, a area da superficie pode
também ser calculada. A medida que a adsor¢do continua a espessura da camada adsorvida

aumenta (TEIXEIRA; COUTINHO; GOMES, 2001).

Os fundamentos da técnica analitica s3o: uma amostra acondicionada em um tubo sob
vacuo ¢ resfriada a temperatura criogénica e exposta a um gas de analise sob uma série de
pressdes controladas com precisdo. A cada aumento de pressdo, o nimero de moléculas
adsorvidas na superficie aumenta. A pressdo na qual o equilibrio da adsor¢@o ocorre ¢ medida
e a lei universal dos gases ¢ aplicada para determinar a quantidade de gés adsorvido. Qualquer
microporo na superficie ¢ rapidamente preenchido, fazendo com que a superficie livre se torne
completamente coberta e finalmente os poros grandes sdo cheios. O processo deve continuar

até o ponto de condensagdo volumétrica do gas de anélise (OLIVEIRA, 2008; WEBER, 2008).

Em seguida o processo de dessorcdo deve comegar ao passo que a pressdo ¢
sistematicamente reduzida resultando na liberacdo das moléculas adsorvidas. Assim como no
processo de adsorcdo, a variacdo na quantidade de gas na superficie do solido ¢ quantificada.
Estes dois conjuntos de dados descrevem as isotermas de adsor¢do e dessorcao. As andlises das
formas das isotermas revelam informacdes sobre as caracteristicas da superficie e dos poros do

material (FERREIRA, 2009).
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2.5.5 Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

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

(termicamente estavel) (STORPIRTIS et al., 2011).

E uma técnica bastante utilizada na prética farmacéutica, devido a sua habilidade de
fornecer informacdes detalhadas sobre as propriedades fisicas e energéticas de uma substancia,
mostrando-se como um instrumento analitico importante na caracterizacdo de interagdes no
estado solido entre farmacos e materiais transportadores. A formacao de complexos pode ser
identificada nos perfis de DSC, pelo desaparecimento de picos endotérmicos ou exotérmicos e

variagOes relevantes na entalpia do farmaco puro e complexado.

O DSC permite a deteccdo quantitativa e qualitativa de todos os processos em que a
entalpia ¢ absorvida ou produzida (transformagdes de fase endotérmica ou exotérmica). O
método usual de medida é o aquecimento de amostras teste e referéncia de tal maneira que a
temperatura das duas ¢ mantida. Se uma transicdo de fase ocorre na amostra teste, o calor ¢
aplicado a esta amostra de modo que sua temperatura fique na mesma faixa que na amostra
referéncia, o calor adicional exigido gravado ¢ usado para quantificar a energia da fase de
transicdo. Transi¢des exotérmicas, tais como, a conversdo de um polimorfo em um polimorfo
mais estavel, pode também ser detectada. Desde que o método seja quantitativo, o grau de
cristalinidade também pode ser calculado para sistemas em que o farmaco seja em parte amorfo
e em parte cristalino, entretanto, cristalinidade abaixo de 2% geralmente ndo pode ser detectada

por DSC (SOARES-SOBRINHO, 2009).

Quando a substancia sofre um evento térmico, a diferenca entre o fluxo de calor na
amostra e na substincia referéncia ¢ contabilizada frente ao tempo ou a temperatura em que

ocorreu, sob uma atmosfera especifica. Como resultado, tem-se as temperaturas e energias
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envolvidas nos varios eventos térmicos ocorridos, tais como fusdo, temperatura de transi¢ao

vitrea e cristalizagdo, entre outros (MOYANO; BROUSSALIS; SEGALL, 2010).

Os principais fenomenos quimicos observados nas curvas DSC sdo: quimiossorcao,
dessolvatagdo, desidratacdo, decomposicdo, degradacdo oxidativa, oxidacdo em atmosfera
gasosa, reacdes de oxirreducdo, reagdes de estado solido, polimerizagdo, reagdes cataliticas,
entre outras. Contudo, deve-se ressaltar que, nesta técnica, a temperatura de operacdo da célula

ndo excede 725°C (STORPIRTIS et al., 2011).

2.5.6 Termogravimetria (TG)

A termogravimetria (TG) ¢ uma técnica de analise térmica em que a variagdo da massa da
amostra, perda ou ganho, ¢ determinada como uma fung¢do da temperatura e/ou tempo enquanto
a amostra ¢ submetida a uma programacao controlada de temperatura. Esta técnica possibilita
conhecer detalhadamente as alteragdes que o aquecimento pode provocar na massa das
substancias. Permite estabelecer a faixa de temperatura em que as mesmas adquirem
composi¢ao quimica definida ou as temperaturas em que comecam a se decompor, bem como
para acompanhar o andamento de reagdes de desidratagcdo, oxidacdo e decomposicao

(MANSUR, 2007).

Os experimentos sdo executados por meio de uma termobalanga, a qual apresenta
elevada sensibilidade, reprodutibilidade e insensibilidade a variagdes externas, bem como
rapida resposta as variagdes de massa. Os pardmetros experimentais incluem taxa de
aquecimento, atmosfera (N, ou O;), vazao de gas, quantidade de amostra, granulometria, forma

cristalina, composicao do cadinho e o calor de reacdo envolvido (IONASHIRO, 2004).

Por meio da TG podem-se avaliar fendmenos quimicos (quimiossorc¢ao, dessolvatagdo,
decomposic¢do, degradagdo oxidativa, degradagdo redutiva e reacdes de estado so6lido) e fisicos
(desidratacdo, vaporizacdo, sublimagdo, adsor¢do, dessor¢do e absorcdo). Pelas curvas TG
podem-se obter informagdes quanto a estabilidade e composicdo da amostra e seus produtos
intermediarios de reacdo, nessas curvas, os degraus correspondem a variacdes de massas, que
podem ser utilizados ainda para fins quantitativos. Nesse contexto, a derivada das curvas TG
(DTG) apresentam, para cada degrau, picos agudos, tornando a informacao, visualmente, mais

acessivel e com melhor resolu¢ao (PEREIRA et al., 2009).
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Trés modelos de TG sdo comumente usados: TG isotérmica, em que a massa da amostra
¢ registrada em funcdo do tempo a temperatura constante; TG quase isotérmica, em que a
amostra ¢ aquecida a uma razio linear enquanto ndo ocorre variagdo de massa. A partir do
momento em que a balanca detecta a variacdo de massa a temperatura ¢ mantida constante até
se obter um novo patamar, caracteristico de massa constante, e assim sucessivamente; TG
dindmica ou convencional, em que a temperatura da amostra varia de maneira predeterminada
preferencialmente, a uma razdo de aquecimento ou resfriamento linear (STORPIRTIS et al.,

2011).

2.5.7 Espectroscopia de absorg¢do na regido do UV-Visivel (UV-Vis)

O UV-Vis talvez seja uma das técnicas mais utilizadas em todo o mundo, em especial em
analises quantitativas em laboratorios quimicos, clinicos e farmacéuticos. Entre as vantagens
dela estd facilidade de manuseio ou operagdo, boa sensibilidade, boa exatidao, seletividade

moderada e ampla aplicabilidade (ROCHA e TEIXEIRA, 2004).

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

também, convenientemente, denominada de espectrometria de absorcao eletronica.

O grau com que ocorre absor¢do da energia luminosa depende das transi¢des eletronicas
possiveis para a molécula (matéria) e da intensidade de energia. Essa absor¢do, em cada
comprimento de onda, depende da natureza da substancia, da concentracdo e do caminho 6tico

(ROCHA e TEIXEIRA, 2004).

O ponto de interseccdo de um grupo de espectros sobrepostos expressos em funcao da
concentragdo, evidéncia a presenca de uma mistura de dois estados e ¢ denominado ponto
isosbéstico. Em relag@o a espectroscopia de UV-Vis, a presenga de um ponto isosbéstico pode
ser considerada uma forte evidéncia para a formacao de complexo de inclusao. Por outro lado,

a inexisténcia desse ponto nao significa a auséncia de complexos de inclusdo, uma vez que este
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constitui somente uma parte da evidéncia em estudos de sistemas envolvendo complexos, a

qual ¢ importante juntamente com outras provas consistentes (SOARES-SOBRINHO, 2009).

A principal aplicagdo do UV-visivel ¢ o doseamento de farmacos, e pode ser obtido
segundo as seguintes configuragdes metodoldgicas: amostra vs. padrdo, amostra vs. equagdo da

reta, amostra x extin¢ao especifica e titulacdo fotométrica (GIL et al., 2007).

2.5.8 Microscopia de luz polarizada

A luz polarizada ¢ uma técnica de aumento de contraste que eleva a qualidade da imagem
obtida com materiais birrefringentes quando comparada com outras técnicas, tais como a
iluminagdo de campo escuro e de campo claro, contraste de interferéncia diferencial, contraste
de fase, Hoffman contraste de modulagao, e fluorescéncia. Microscopios de luz polarizada tém
um elevado grau de sensibilidade e pode ser utilizado para ambos os estudos quantitativos e

qualitativos orientados para uma vasta gama de amostras anisotropicas (SHAH et al., 2013).

A fim de realizar esta tarefa, o microscopio deve ser equipado com um polarizador,
posicionado no caminho da luz em algum lugar antes da amostra, e um analisador (um segundo
polarizador), colocado no caminho Optico entre a abertura traseira da objetiva e os tubos de
observacdo ou porta da cdmera. O contraste de imagem resulta da intera¢do da luz plano-
polarizada com um espécime birrefringente para produzir dois componentes individuais que
sdo ondas polarizadas em planos mutuamente perpendiculares. As velocidades destes
componentes sdo diferentes e variam com a dire¢ao de propagacdo através do espécime. Depois
de sair do espécime, os componentes de luz tornam para fora da fase, mas sdo recombinados
com interferéncia construtiva e destrutiva quando eles passam através do analisador

(MURPHY; SPRING; DAVIDSON, 2015).

Além disso, a técnica de aumento de contraste explora as propriedades Opticas
especificas, a anisotropia e revela informagdo detalhada sobre a estrutura e composi¢do de
materiais que sdo de valor inestimavel para fins de diagndstico e de identificagdo (ROBINSON

e DAVIDSON, 2015).

Os materiais isotropicos, que incluem uma variedade de gases, liquidos, vidros, cristais
cubicos, demonstram as mesmas propriedades Opticas, quando sondado em todas as diregdes.

Estes materiais tém apenas um indice de refracdo e nenhuma restri¢do na direcao da luz que
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passa através deles. Em contraste, os materiais anisotrépicos, que incluem 90% de todas as
substancias solidas, tém propriedades Opticas que variam de acordo com a orientacdo da luz
incidente com os eixos cristalograficos. Eles demonstram uma gama de indices de refracao,
dependendo tanto da direcdo de propagacao da luz através da substancia como das coordenadas
do plano de vibragdo. Mais importante ainda, os materiais anisotropicos agem como
separadores de feixe e dividem os raios de luz em dois componentes ortogonais

(BIRREFRINGENCIA, 2014).

2.5.9 Estudo de dissolucdo in vitro

O sucesso no desenvolvimento de novos farmacos requer ndo apenas estudos de
otimizagdo das interagdes ligante-receptor, como também ¢ preciso que o farmaco atinja seu
alvo. Para que a absor¢do do farmaco ocorra € necessario que as suas moléculas estejam em
solugdo no local de absor¢ao. Logo, as etapas de desintegracdo, desagregacao e dissolucao da
forma farmacéutica solida nos fluidos gastrointestinais sdo imprescindiveis para que ocorra a
absor¢ao seguida da distribuicao do farmaco para a circulagdo sistémica, dependente em parte,

da solubilidade do fairmaco no meio que o rodeia (SOARES-SOBRINHO, 2009).

Durante muitos anos o teste realizado para verificar a liberagdo do farmaco da sua forma
farmacéutica foi o de desintegracdo, o primeiro in vitro utilizado amplamente pela industria
farmacéutica, devido a seu baixo custo, rapidez e facilidade de execug¢do. Com o passar do
tempo, entretanto, ficou claro que apenas esse teste ndo era completamente adequado, uma vez
que um comprimido pode ser rapidamente fragmentado em particulas menores que, por sua vez,
podem ndo liberar o fairmaco totalmente ou na velocidade adequada para estar disponivel e
exercer seu efeito. O teste de dissolugdo mostrou ser mais importante na indicagdo da
efetividade clinica da formulagdo que o teste de desintegracdo, embora se acreditasse
inicialmente que o tempo de desintegracdo estivesse diretamente relacionado com a

disponibilidade biologica do firmaco (MARCOLONGO, 2003).

Os ensaios de dissolucdo de farmacos sdo parte fundamental no desenvolvimento de
medicamentos, sendo também empregados como uma ferramenta de controle de qualidade para
monitorar a liberacdo do farmaco comparando lote a lote a partir de um produto. Esse ¢ um
teste oficial analitico, que envolve varios passos de amostragem, utilizado para avaliar a

liberagdo do farmaco de formas farmacéuticas solidas e semissolidas, sob interface da
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temperatura e composi¢ao do solvente padronizado, onde a quantidade cumulativa de farmaco
que ¢ dissolvido num meio de dissolugdo ¢ medida em funcdo do tempo com base no
ultravioleta. Os ensaios de dissolug@o foram desenvolvidos em primeiro lugar para quantificar
a velocidade e extensdo da liberacdo de farmacos a partir de comprimidos de libertagao
imediata/prolongada e capsulas e, mais recentemente, de pds, comprimidos mastigaveis,
sublinguais, as gomas de mascar, cdpsulas de gelatina mole, supositorios, emplastros
transdérmicos, aerossois (AZARMI; ROA; LOBENBERG, 2007; PAAKKUNAINEN et al.,
2009; QURESHI; MCGILVERAY, 1999; QURESHI; SHABNAM, 2003; QURESHI, 2004).

Para substancias que facilmente atravessam a mucosa intestinal o aparecimento de
niveis de dissolucdo vai ser controlada pelo tempo requerido para a forma farmacéutica liberar
o seu contetido de farmaco e entdo, entdo, se dissolver. Em contrapartida, o crescente interesse
na dissolu¢do pode ser atribuida, principalmente, para substancias que tendem a ser hidrofobica,
devido ao fato de que a etapa limitante da taxa no processo de absor¢ao do farmaco a partir do
trato gastrointestinal ¢ frequentemente a dissolu¢do do farmaco a partir da forma farmacéutica

(JAMBHEKAR e BREEN, 2013).

Além da baixa solubilidade de farmacos, outras propriedades fisico-quimicas
influenciam a biodisponibilidade oral destas substincias, como a permeabilidade intestinal e o
metabolismo pré-sistémico. Varios modelos de dissolu¢do dos farmacos mostram que a
difusividade da droga, a solubilidade no trato gastrointestinal, a area de superficie do sélido
umedecido pelo fluido luminal e a hidrodinamica de fluidos gastrointestinais todos tém um
papel crucial na determinag¢do da taxa de dissolug¢do in vivo. Os agentes terapéuticos com
solubilidades aquosas inferior a 100 mg.mL™, frequentemente apresentam limitagdes de
dissolugdo para absor¢ao, portanto, todos os fatores que influenciam a dissolu¢do do fairmaco
provavelmente influenciam a absor¢do do mesmo e, por conseguinte, a biodisponibilidade

(MARCOLONGO, 2003).

E evidente que o tamanho de particula do po, mais especificamente, a area de superficie
do po, € um dos fatores importantes no processo de dissolucao do farmaco. A area de superficie
da particula do po, por sua vez, estd inversamente relacionada com o tamanho de particula e a
taxa de dissolucdo ¢ diretamente proporcional a area de superficie disponivel para a dissolugdo.
Para farmacos pouco soliveis e muitos farmacos hidrofobicos, a redugdo dos tamanhos de
particulas de cerca de 3-5 mm ¢ frequentemente utilizada como uma estratégia de sucesso para
aumentar a taxa de dissolucio de farmacos. E importante notar que, para alguns farmacos uma

grande redu¢do do tamanho das particulas pode levar a exposi¢do das cargas de superficie, o
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que pode retardar a velocidade de dissolug¢do. Se o meio de dissolugdo exibe propriedades de
molhagem pobres, micronizagdo pode produzir aglomeragao das particulas de po, o que pode
causar uma diminuicdo na taxa de dissolu¢do, devido a um aumento da area de superficie

(JAMBHEKAR e BREEN, 2013).

Além destes fatores, a permeabilidade da parede do trato gastrointestinal (TGI) ao
farmaco desempenha papel importante na manutenc¢ao das condigdes sink. O termo: condi¢des
sink ¢ definido como sendo o volume do meio trés a dez vezes superior ao necessario para criar
uma solucdo saturada do farmaco (MARCOLONGO, 2003; BROWN et al.,, 2014). Na
dissolucdo, essas condi¢des sdo requeridas a fim de atingir a taxa de dissolugdo mais rapida
possivel. Para farmacos altamente permedveis, as condigdes sink sdo provavelmente mantidas,
caso no qual a taxa de dissolug@o por unidade de superficie serd constante e proxima da taxa de
dissolugdo inicial. Para farmacos menos permedveis, a taxa de dissolu¢do por unidade de
superficie diminuird com o tempo, devido ao aumento gradual do farmaco em solucdo no

IGmen.

As condigdes sink sdo mantidas a fim de evitar a saturagdo do fairmaco no meio de
dissolu¢do, melhorando a velocidade de dissolugdo das particulas de farmaco. Contudo, tal
situacdo de saturacdo ndo ocorre tdo frequentemente in vivo, devido a proximidade dos tecidos
e/ou a rapida absor¢do para a corrente sanguinea (BROWN et al., 2004; KLOSE; DELPLACE;
SIEPMANN, 2011). Baseado nesta premissa, Sun e colaboradores (2012) sugerem a utilizagao
das condi¢des non-sink a fim de analisar etapas da dissolu¢do de farmacos, como: a
supersaturagdo do meio e saturagdo e recristalizagdo do analito em questdo. Para obtencdo das

condicdes non-sink, os autores sugerem o uso do System index (SI), definido pela equacdo 3:

Ce.V

dose

SI= (3)

Onde C; ¢ a solubilidade do farmaco em agua, V ¢ o volume do meio de dissolucdo e a
dose corresponde a quantidade de fArmaco na amostra utilizada no ensaio. Conforme Sun e

colaboradores (2012), para obter uma condi¢do sink o valor de SI deve ser entre 3 a 10.

Quando um farmaco hidrofébico ndo ¢ bem molhado pela 4dgua, isto ¢, quando o angulo
de contato ¢ elevado, a superficie do TGI pode facilitar a molhagem de uma substancia por

fluido luminal, aumentando assim a capacidade do fluido gastrointestinal penetrar entre as
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particulas do p6 e os poros. Além disso, as condi¢des do limen do TGI variam largamente quer
intra- quer inter-individualmente. Variabilidade interindividual ¢ devida a variagdes genéticas
normais nas populagdes bem como de estados de doencga. A variabilidade intra-individual pode
ser resultado do ritmo circadiano, ingestdo de alimentos, nivel de atividade fisica e nivel de

estresse, entre outros (MANADAS; PINA; VEIGA, 2002).

A escolha da aparelhagem para realizagdo do teste de dissolug@o ¢ determinada pelas
caracteristicas fisico-quimicas da forma farmacéutica. A pa agitadora (Figura 10) ¢ um modelo
simples, robusto, adequadamente definido, padronizado e utilizado em todo o mundo, sendo
consequentemente fundamentado numa vasta experimentagdo, razao pela qual ¢ recomendado
nos compéndios oficiais como primeira escolha para os ensaios de dissolucdo in vitro de

formulagdes de liberagdo imediata ou modificada.

O aparelho ¢ constituido por um recipiente cilindrico de fundo arredondado, de vidro ou
outro material transparente apropriado ndo reagente e que nado interfira no teste de nenhuma
maneira, munido de uma tampa, que evita a evaporacao e que tem um orificio central destinado
a passagem da haste do agitador, e varios outros, que permitem a introdu¢do de um termometro
e dispositivos para coleta de amostras; um agitador constituido por uma haste vertical, que na
extremidade inferior tem fixada uma p4, cuja forma corresponde a uma por¢do de circulo
delimitada por dois planos paralelos. A haste deve ser montada de tal modo que o eixo ndo se
afaste mais de 2 mm do recipiente e a parte inferior da pa se situe a uma distancia de 25 mm
(2 mm) do fundo do recipiente. A parte superior da haste do agitador liga-se a um motor
munido de um regulador de velocidade. A rotacdo do agitador deve ser uniforme, sem
oscilagdes aprecidveis; um banho termostatizado, que permite manter a temperatura do liquido
de dissolugdo a 37 °C (£0,5 °C) durante todo o ensaio (MARCOLONGO, 2003; BRASIL,
2010).

Sao estabelecidas também algumas recomendacdes, como: utilizagdo de meio aquoso,
meios de dissolucdo tipicos listados na farmacopeia americana (USP), a exemplos de acido
cloridrico diluido e tampdes na gama de pH fisioldgico. Os valores de pH recomendados variam
entre as diversas farmacopeias, devendo situar-se entre 1 e 7,8. Valores mais elevados de pH
devem ser justificados caso a caso e, em geral, ndo deverdo ser superiores a 8. A temperatura
deve estabelecer-se a 37 = 0,5 °C), as velocidades de rotacdo sdo variadas, podendo ser

usualmente entre 50 e 100 rpm (AZARMI; ROA; LOBENBERG, 2007; BRASIL, 2010).
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Figura 10 — Modelo de agitador de dissolutor no modelo de pas (aparato 2)
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Fonte: BRASIL, 2010.

A velocidade intrinseca de dissolu¢do (VID) é uma caracteristica inerente a cada
substancia solida e, diferentemente das medidas de solubilidade, que se baseia em equilibrio,
esta constitui um parametro cinético dependente da molhabilidade e da difusibilidade do
composto. A determina¢do da VID fornece indicios se determinado farmaco apresentard
problemas de biodisponibilidade em funcao de suas caracteristicas de dissolugdo. Neste tocante,
o farmaco ¢ considerado "pouco soluvel", quando a sua VID ¢ mais lenta que o tempo que leva
para atravessar seus sitios de absor¢do, acarretando uma biodisponibilidade incompleta

(MARCOLONGO, 2003; JAMBHEKAR e BREEN, 2013).

As formas farmacéuticas solidas orais de liberagdo modificada sdo aquelas em que a
formulagdo propicia uma modifica¢do na taxa ou no local onde o fdrmaco ¢ liberado. Estas
estdo adquirindo importancia cada vez maior, quer pelas suas vantagens ao nivel da aceitagao
por parte do paciente, quer pelas vantagens terapéuticas que apresentam face as correspondentes
formas farmacéuticas sélidas de liberacdo convencional. Por este fato, e no seguimento da

evolucdo relativa as formas farmacéuticas de liberacdo modificada, € necessario desenvolver



83

estudos de dissolugdo, com elevado grau de confianca, que traduzam, in vitro, resultados

obtidos in vivo (MANADAS; PINA; VEIGA, 2002; MARCOLONGO, 2003).

Virios sdo os fatores que devem ser levados em consideracdo no desenvolvimento de
um teste de dissolugdo para essas formas: mecanismo de liberagdo do farmaco, propriedades
fisico-quimicas e farmacocinéticas, variabilidade nas condi¢des in vivo como presenca de
alimentos no TGI e horario de administragdo. Nas formulagdes de liberacao prolongada, devido
aos diferentes mecanismos envolvidos na liberagdo do farmaco a partir deste tipo de
formulagcdo, ndo ¢ possivel estabelecer especificacdes padronizadas. Genericamente, as

especificagdes a estabelecer para estes casos consistem em pelo menos trés pontos:

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

e 2° ponto — deve definir o padrdo de dissolu¢do, devendo por isso corresponder a
liberagdo de cerca de 50% do teor rotulado;

e 3°ponto — deve garantir a quase totalidade da liberagao da dose (a partir de 80% do teor
rotulado). Os ensaios de dissolucdo efetuados como controle de qualidade prolongam-
se até o tempo em que pelo menos 80% do farmaco esta dissolvido. Periodos de ensaio
mais curtos podem ser aceitos em casos especiais, mas requerem justificacdo baseada
em estudos comparativos in vitro e in vivo que deverao cobrir um periodo minimo de

24 horas (MANADAS; PINA; VEIGA, 2002; MARCOLONGQO, 2003).

Portanto, a dissolugdo in vitro tem sido reconhecida como um elemento importante no
desenvolvimento de medicamentos. O desenvolvimento de novas formulagdes com perfis de
liberagdo modificada justifica a necessidade de definir especificagdes e critérios de aceitagdo
alternativos, com o objetivo de se manter a credibilidade e validade dos resultados. Aumentar
a taxa de dissolu¢do de drogas fracamente soluveis e a sua biodisponibilidade vem sendo um

desafio importante para os cientistas farmacéuticos (KHADKA et al., 2014).

2.5.10 Avaliacdo da viabilidade celular através do método MTT

Técnicas laboratoriais podem ser utilizadas a fim de avaliar a viabilidade através do
dano a membrana celular de diferentes linhagens que podem ser testadas. Talvez o mais trivial
seja o método por brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazélio (MTT). O método

¢ capaz de mensurar a fungdo mitocondrial da célula e avaliar o nivel de funcionalidade e ndo
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somente a estrutura da célula. O referido ensaio pode ser utilizados para medir os resultados da
proliferacdo de células, determinagdo de células viaveis e verificar efeitos citotoxicos de
compostos (STODDART, 2011; BOCHNIE; GREGORIO & MACIEL, 2016).

O ensaio de MTT baseia-se na comprovacao da citotoxicidade induzida por uma
substancia sob metabolismo celular mitocondrial, através da avaliacdo da atividade de de
enzimas como a mitocondrial redutase e do seu respectivo potencial redox. A viabilidade ¢
quantificada pela reducdo do MTT (um sal de coloragdo amarela e soluvel em agua), pela
atividade metabolica celular ligada ao NADH e NADHP, a formazan (um sal de coloragdo roxa

e insoliivel em 4gua) (MOSMANN, 1983; BOCHNIE; GREGORIO & MACIEL, 2016).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Obter e avaliar liberagdo in vitro de Drug Delivery System pH-dependente a base de
benznidazol e ZIF-8 como etapa inicial de um estudo de pré-formulacdo de formas

farmacéuticas destinadas ao tratamento alternativo da doenga de Chagas.

3.2 Objetivos Especificos

v Desenvolver método de obtengdo e otimizagdo dos sistemas BNZ:ZIF-8 obtidos em
diferentes solventes;

v’ Caracterizar sistemas obtidos através de diferentes técnicas analiticas, tais como: FTIR,
DRX, MEV, MLP, DSC, TG, UV-Vis, analise de tamanho de particula e de volume de
poros; a fim de corroborar a formacao do sistema;

v' Avaliar a modulagdo da liberagdo do BNZ a partir da rede da ZIF-8 em diferentes pH’s
através de ensaios de liberacao in vitro,

v’ Avaliar a viabilidade celular e a citotoxicidade do sistema desenvolvido através de

método MTT.
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4 MATERIAL E METODOS

A relagao de material e métodos utilizados durante o curso do trabalho foi descrita a

seguir.

4.1 Material

O BNZ foi doado pelo LAFEPE" - lote 301045, enquanto a ZIF-8 — lote S45328-308
foi doada pelo Laboratério de Terras Raras da UFPE. Também foi utilizada acetona (Quimica
Moderna® - lote 03196) e 4gua ultra-pura (Mili-Q®).

Para o preparo dos meios do ensaio de dissolugdo utilizou-se fosfato de potéassio (Vetec”

- lote 1007140) e hidroxido de sédio (Sigma Aldrich® - lote SLBM7637).

4.2 Obtencao dos sistemas BNZ:ZIF-8

O método de obten¢do utilizado no presente trabalho teve como base os trabalhos de
Horcajada e colaboradores (2010), que promovem a incorporagdo/adsor¢do do farmaco depois
da ZIF-8 ja pronta. Este método ¢ denominado ex situ. O procedimento utilizado para a
producdo de sistemas em diferentes propor¢des molares de BNZ:ZIF-8 (1:3, 1:1, 3:1 e 6:1),
teve como base os pesos moleculares do BNZ e da ZIF-8 — 260,25 e 229,61 g.mol'l,
respectivamente.

Inicialmente o farmaco foi solubilizado em solvente adequado: 4gua ultra-pura (Mili-
Q") ou acetona, em erlenmeyers com capacidade para 250 mL, obtendo contragdes iniciais de
15 e 20 pg.mL”, respectivamente. Os solventes foram determinados devido a relativa
solubilidade do fA&rmaco. Em contraste com os métodos de quantificagdo do BNZ que utilizam
metanol como solvente organico, a escolha da acetona baseou-se na menor toxicidade inerente
ao solvente organico, menor custo € consequente maior transposicao para a escala industrial,
além da alta volatilidade em baixas temperaturas.

A solugio de BNZ foi sonicada por 10 minutos em sonicador Limp Sonic”, a fim de
garantir a completa solubilizagdo do mesmo. Em seguida, a ZIF-8 foi suspensa no mesmo
solvente e adicionada a solu¢ao de BNZ. Em seguida, completou-se o volume com respectivo
solvente, submetendo a mistura a agitagdo intermitente em Agitador Magnético MAO89
Marconi® com auxilio de barra magnética por até sete dias. Diariamente, o sobrenadante foi

coletado (0,33 mL, seguido de reposicao do solvente) e filtrado em filtro de seringa (hidrofébico
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ou hidrofilico, com 0,22 pum de abertura de poro) para posterior quantificagdo em
espectroscopia por absor¢do na regido do Ultravioleta-Visivel (UV-Vis) — com auxilio de uma
curva de calibragdo previamente realizada (Equacdo da reta: y=0,0316x — 0,0003; r’= 0,9994)
— para a constru¢do de uma curva de incorporacdo do BNZ a rede da ZIF-8.

A utilizacdo de dois diferentes solventes visou a otimiza¢do da méaxima eficiéncia de

incorporacao (E1%) de farmaco nos sistemas, calculada através da equacao 4.

BNZteérica] [BNZreal]

%EI = L e
tedrica

x 100 (4)

A acetona foi utilizada a fim de otimizar o método no que tange a redu¢do da quantidade
de moléculas de agua incorporadas a ZIF-8 (quando a dgua ¢ utilizada como solvente); e de
reduzir do custo do processo no que tange o uso de solvente organico e o gasto de energia
elétrica devido ao longo tempo de agitagao.

Ao final do processo o sistema foi centrifugado a 2000 rpm por 20 minutos a fim de
retirar a quantidade residual de BNZ. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado
com respectivo solvente de obtengdo. O mesmo procedimento foi repetido mais duas vezes. Em
seguida, procedeu-se a secagem do material através de liofilizagdo (Liofilizador L101 LioTop®)
ou de estufa de secagem com fluxo de ar a 35 °C (Shel Lab") até completa secagem (em torno
de 1 dia para liofilizagdo e de 4 horas para secagem em estufa), para os sistemas obtidos com
agua e acetona, respectivamente. A estufa foi o método de secagem escolhido para a acetona
pois outros métodos, como a rotaevaporagdo, reduziram a quantidade de residuo coletado uma
vez que o material fica aderido ao baldo de fundo redondo. Uma vez seco, o material foi
utilizado para quantificacdo da EI% do farmaco a rede da ZIF-8. A figura 11 sumariza o

processo de produgdo dos sistemas BNZ:ZIF-8.

Figura 11 — Fluxograma geral para obtengdo dos sistemas BNZ:ZIF-8
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Todo esse procedimento se deu em triplicata e foi realizado protegido da luz, devido
fotossensibilidade inerente a molécula do BNZ, como foi observado por trabalhos anteriores do
grupo (SANTOS et al., 2015).

No caso da obtengdo em acetona, as vidrarias foram vedadas, a fim de reduzir a
volatiliza¢do do solvente. Contudo, o conteudo volatilizado foi constantemente reposto apos
verificagdo de perda de massa, tomando como base o valor de 0,79 g.mL™" para a densidade da

acetona.

4.3 Caracterizacio dos materiais

As técnicas descritas a seguir foram elencadas para avaliar as propriedades fisico-quimicas
dos materiais obtidos a fim de corroborar a formagdo dos sistemas. Para fins comparativos
foram obtidas Misturas Fisicas (MF) na propor¢do molar 1:1 (mol/mol) mediante simples

agitacao (5 minutos) em frascos de penicilina.

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

Para a obtencdo da varredura de 190 a 1000 nm por espectrofotometria na regido UV
utilizou-se espectrofotometro ultravioleta da marca SHIMADZU® UV-2401 PC e cubetas de

quartzo de se¢do transversal de 1 cm.

4.3.2 Difragdo de Raios-X (DRX)

A andlise de DRX foi realizada em difratdmetro XRD-7000 da SHIMADZU®, equipado
com anodo de cobre a uma velocidade de varredura de 1,2°.min™', na faixa do angulo 20 de 5°
- 45°. O calculo do espacamento basal foi realizado através da equagdo de Bragg (equagdo 1).

Para o preparo das solu¢des/suspensdes, foram utilizados os solventes do item 4.1.

4.3.3 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A amostra foi preparada sobre dupla fita de carbono contida em suporte (stub) de cobre e
metalizada sob vacuo com a deposi¢do de uma fina camada de ouro em equipamento BAL-

TEC® modelo SCD 050. As analises de MEV foram obtidas por microscopio eletronico de
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varredura da SHIMADZU®, modelo SS-550, com filamento de tungsténio e com acoplamento

para dispersdo de energia (EDS), utilizando aumento 300 e 750 vezes.

4.3.4 Microscopia de Luz Polarizada (MLP)

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

cm.

4.3.5 Analise térmica

Dentre as técnicas de analise térmica foram realizadas a Termogravimetria (TG) e
Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC). As curvas TG foram realizadas por meio de
termobalanca Shimadzu®, modelo TGA Q60, em atmosfera de nitrogénio em fluxo de 50
mL.min"', sendo a massa da amostra cerca de 3 mg (+ 0,05) para o BNZ ¢ a ZIF-8 isolados ¢ 6
mg (£ 0,05) para as MF e para os sistemas obtidos em 4gua e em acetona; acondicionadas em
cadinho de platina na faixa de temperatura de 25 a 1000 °C na razdo de aquecimento (f3) de 10
°C.min"". Antes dos ensaios, a termobalanca foi verificada com oxalato de zinco.

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

de entalpia.
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4.3.6 Espectroscopia de absor¢do na regido do infravermelho com transformada de Fourier

(FTIR)

Os espectros de infravermelho do BNZ, MF e associagdes foram obtidos utilizando o
equipamento PerkinElmer” (Spectrum 400) com dispositivo de reflectdncia total atenuada
(ATR) com cristal de selénio. As amostras a serem analisadas foram transferidas diretamente
para o compartimento do dispositivo de ATR. Os resultados foram obtidos por meio de

varreduras de 4500 a 600 cm™.

4.3.7 Tamanho de particula por granulometria a laser e andlise de drea superficial e de

tamanho e volume de poros

As amostras foram dispersas em uma solucdo de tensoativo Triton X 100 a 0,02% e,
posteriormente, foi submetido a sonicagdo durante 3 minutos. Para a andlise da distribuicao
granulométrica, um analisador da distribuigdo da particula Microtac® $3500 foi utilizado, com
o tempo de medigdo de 10 segundos, e um fluxo de 70%. Foi utilizado o método Fraunhofer.

A area de superficie especifica (Sggr) foi calculada com base no método Brunauer-
Emmett-Teller (BET) e a distribui¢ao dos tamanho e volume do poro foi derivada do método
de Barrett-Joyner-Halenda (BJH). Foi utilizado analisador de area superficial ASAP2440
Micrometrics”, e software para determinagio da Sggr. Aproximadamente 200 mg das amostras
de BNZ e ZIF-8 foram degaiseficadas por 48 horas a 110 °C para remog¢ao de qualquer material
adsorvido na superficie do material. As andlises foram decorridas na temperatura de atomizagao
160 °C com fluxo de ar de 350 mL/h. A adsorcao fisica progressiva de nitrogénio no material
foi feita a 77K, com posterior dessor¢do, dando origem as isotermas de adsor¢ao/dessor¢ao
aplicando modelos adequados para o ajuste dos pontos experimentais. Foi feita a aplicagdo do
modelo BET na por¢do adequada da curva desde que o valor da area superficial (BET e

Langmuir).

4.3.8 Ensaio quantitativo de solubilidade

O ensaio quantitativo de solubilidade foi realizado a fim de definir as condi¢des sink,
dado importante para a realiza¢do do Ensaio de Dissolugdo in vitro, a ser descrito no item 4.3.9.
Excesso de BNZ (aproximadamente 200 mg) foi previamente pesado e adicionado a

tubos de ensaio contendo 10 mL de 4gua ultra-pura Mili-Q® (pH 5,1) sendo posteriormente
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submetidos a agitagdo constante (aproximadamente 75 rpm) em Banho-Maria DUBNOFF 304-
D", por durante 7 dias a 25 °C. Aliquotas foram retiradas nos dias 1, 4 e 7, a fim de quantificar
a concentra¢ao maxima dissolvida, visando evidenciar a concentracao de saturagdo do BNZ em

agua a temperatura ambiente.

4.3.9 Ensaio de dissolucdo in vitro nas condigoes sink

Os ensaios de dissolugdo foram realizados a fim de definir as associa¢cdes que melhor
apresentasse perfil de liberacdo modificada. Diferentes meios de dissolug¢do foram utilizados
para mensurar a dissolu¢do do sistema em diferentes pH’s. Os ensaios foram feitos sob
temperatura de 37 = 0,5 °C, utilizando 500 mL de tampdes fosfato (pH 4,5 e 7,6) como meios
de dissolugdo, aparato 2 (p4) e velocidade de rotagdo 75 rpm, utilizando dissolutor Varian® VK
7010. Os meios de dissolucdo foram escolhidos com base em estudos recentes que mostram a
modulagdo da liberagdo pH-dependente do farmaco a partir da rede da ZIF-8 (LIEDANA et al.,
2012; VASCONSELOS et al., 2012; HE et al., 2014). Um pH mais 4cido ndo foi utilizado
devido a rapida dissociacdo estrutural da ZIF-8, o que resultaria em uma liberagdo
extremamente rapida do farmaco (PARK et al., 2006).

Foram pesadas em balanga Shimadzu® do modelo AUX 220 quantidades equivalentes a
36,66 mg de BNZ onde, se completamente dissolvida em um volume de 500 mL, apresentaria
uma concentragdo igual a 73,32 pg.mL"', estabelecendo, desta forma, a condi¢do sink. Em
intervalos de tempo predefinidos (cinética inicial de 0,083, 0,25, 0,5, 0,75, 1, 2 horas, seguida
de uma coleta exploratoria até que houvesse uma liberagdo do farmaco de até 80%), 5 mL das
amostras foram coletadas, filtradas em filtro de membrana 0,20 um e, posteriormente diluidas
para a quantifica¢do do teor de BNZ por espectroscopia no UV-Vis mini a 323 nm (Modelo
1240, Shimadzu®), utilizando a metodologia previamente validada (DA SILVA et al., 2007).
Foi efetuada a reposicao do meio de dissolugdo com o mesmo volume de cada aliquota retirada.
Todos os ensaios foram efetuados em triplicata.

Os perfis de dissolugdo foram avaliados e comparados utilizando o pardmetro de area
sob a curva (AUC) e percentagem de farmaco dissolvido por tempo de coleta. Os calculos de
AUC foram realizados com auxilio do software Origin® 8 da Origin Lab Solutions ¢ Microsoft
Excel® 2007 e estes resultados foram comparados com base na andlise estatistica realizada
através dos softwares Excel® e PAST® 3.14, mediante aplicacio de ANOVA one-way e Teste

de Tukey, respectivamente.
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Em relagdo ao tratamento de dados, estes foram corrigidos quanto a perda de volume e
de farmaco durante as coletas, de acordo com calculo similar ao encontrado na literatura
(ARONSON, 1993; SINGH; KAUR; SINGH, 1997). A equagdo 5 representa a correcao da

concentragdo (Ceorr) em teste de dissolugdo em que ha reposicao.
VS en_1 p:
Ccorr: Cn + %Z? 1 Cl (5)

onde C, ¢ a concentracdo no ponto de coleta n, Vi€ o volume total inicial, Vs € o
volume das coletas e C; ¢ a concentragcdo das amostras nos pontos anteriores a 7.

Visando analisar se houve ou ndo a modulagdo da liberagdo do farmaco, foi realizada a
comparagdo entre os perfis de liberagdo através dos métodos: modelo-dependentes e modelo-
independente. Para método modelo-dependente foi analisado o ajuste aos modelos de: ordem
zero, primeira ordem, Higuchi, Korsmeyer-Peppas e Peppas-Sahlin. A equacao de regressao da
reta foi determinada para linhas de tendéncia dos graficos correspondentes, seguindo as

formulas gerais apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2 — Modelos matematicos de estudo cinético usados na avaliagdo do perfil de dissolugdo.

Modelo Equacio* Graficos plotados
Ordem zero Qo =0+ Kyt Qo versus t
Primeira ordem InQ;=1InQy+ K.t log O, versus t
Higuchi 0 =Knu 2 O, versust”

Peppas-Sahlin ~ M/M_=K,.{" + K,.t'  M/M_versus t"

Korsmeyer-Peppas M/M_ =K1 M/M_versus t
* Qq - quantidade de farmaco liberado no tempo t; Qo — quantidade inicial de firmaco em solucdo; Q -
quantidade de farmaco dissolvida no tempo total; M; — quantidade de farmaco dissolvido no tempo t; M _-
quantidade total de farmaco dissolvido quando a forma farmacéutica se desintegra por completo; Ky, K, K;, Ky,

constantes caracteristicas de cada modelo; t — tempo.
FONTE: Adaptado de SANTOS, 2011.

A escolha do modelo matematico mais pertinente foi realizada a partir do coeficiente de
. ~ . . ~ . 2 , . I3
determinagdo (r*) e do coeficiente de determinagdo ajustado (r ajustado), O Ultimo € calculado
r ~ . Ja o 2
através da equacdo 6 e, quanto mais proximo de 1 o valor numérico de R”justado, melhor a

amostra se ajusta ao modelo (ZHANG et al., 2010).

Rjusado= 1 7= x (1 1) (6)
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Onde n ¢ o nimero de pontos da amostra, p ¢ o niimero de pardmetros do modelo e r* é
o coeficiente de determinacgao.

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

Para o método modelo-independente foi utilizado o fator de semelhanga (f2), também
chamado de fator de similaridade. O f2 ¢ uma transformac¢do logaritmica reciproca a raiz
quadrada da soma do erro quadratico e ¢ uma medida de semelhanga da porcentagem de
dissolugdo entre duas curvas. O f2 pode ser obtido através da equacdo 7 (DASH et al., 2010;
BRASIL, 2010).

£2 =50.log {J[1 + () Ty (Rt - Tt)? x100} (7)

onde: n ¢ nimero de tempos de coleta considerados para fins de calculo; Rt ¢ valor de
porcentagem dissolvida no tempo t, obtido com a curva de referéncia ou comparador e Tt ¢

valor de porcentagem dissolvida da curva teste ou da formulagdo alterada, no tempo t.
4.3.10 Ensaio de dissolucdo in vitro nas condi¢oes non-sink

Os ensaios de dissolugdo in vitro em condigdes non-sink foram realizados utilizando os
mesmos equipamentos e tratamentos de dados descritos no item 4.3.9. Entretanto, para a
manuten¢do da condicdo non-sink foi utilizado uma menor quantidade equivalente de farmaco
e de meio.

No estudo, amostras de 27,5 mg de BNZ foram utilizadas onde, se completamente
dissolvida em um volume de 250 mL, apresentaria uma concentragdo igual a 110 pg.mL™",
estabelecendo, desta forma, a condi¢do non-sink. Para a MF e para o sistema foram utilizadas
amostras na propor¢ao molar 1:1 em relagdo ao farmaco. Esta concentragdo foi estabelecida
com referéncia ao ensaio de solubilidade quantitativa (descrito no item 4.3.8) e ao SI (equagdo

3) que, no presente ensaio, teve valor igual a 2, caracterizando a condicao non-sink.
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4.3.11 Ensaio de liberacado in vitro — Dialise sob condicoes sink

O ensaio da liberagdo in vitro do BNZ ainda foi realizado através do método de dilise.
Amostras de 18,33 mg de BNZ foram utilizadas nos estudos de diélise, onde, se completamente
dissolvida em um volume de 250 mL, apresentaria uma concentragdo igual a 73,32 pg.mL™",
estabelecendo, desta forma, a condi¢do sink. Como o sistema apresentou perfil de liberagao
mais eficiente nos ensaios de dissolu¢do, a MF nao foi utilizada. Para o sistema foram utilizadas

amostras na propor¢ao molar 1:1 em rela¢do ao fArmaco.

No experimento 2 (dois) mL da formulagdo do sistema BNZ@ZIF-8 e o mesmo volume
de farmaco isolado foram colocados em sacos de dialise (10.000-12.000 Da) (Sartorius®,
Alemanha). As membranas de didlise foram imersas em 250 mL de meio de liberacao
constituido de tampao-fosfato, pH 4,5 ¢ 7,6, a 37 £ 0,5 °C, com agitacdo continua de 75 RPM.
Aliquotas (2 mL) do meio externo foram coletadas nos intervalos de tempo de 0,083, 0,25, 0,5,
0,75, 1, 2, seguido de uma coleta exploratéria até que houvesse uma liberagao do farmaco de,
pelo menos, 80%. O meio de liberacdo foi reposto a cada coleta a fim de manter as condigdes

sink. A quantidade de BNZ liberada foi avaliada através de UV-Vis.

4.3.12 Avaliacdo da viabilidade celular e da citotoxicidade in vitro atraves do método MTT

Para o ensaio de citotoxicidade celular in vitro foi utilizado o sangue total (5 mL) de
voluntarios saudaveis e ndo-tabagistas, obtido por pun¢do venosa apos assinatura do termo de
consentimento livre e esclarecido pelos doadores (niimero de referéncia do Comité de Etica
Nacional: 30667014.5.0000.5208). As células mononucleares do sangue periférico (do inglés:
peripheral blood mononuclear cells) (PBMC) foram obtidas a partir do sangue total através do
método Ficoll-quantum (Ficoll-Paque™ PLUS) (POHLA, 2007; ITN, 2008). As células
humanas PBMC foram semeadas a uma densidade de 5.10° células/pogo, em uma placa de 96
pogos contendo meio de cultura Dulbecco MEM (DMEM) suplementado com tampao-fosfato
a 10%.

As culturas foram estimuladas com BNZ e ZIF-8 em 3 diferentes condi¢des: 1) ZIF-8 a
uma concentragio de 150 pg.mL™, ii) BNZ nas concentragdes de 1, 10 e 100 pg.mL™" ¢ iii)
Sistema BNZ:ZIF-8 1:1 (mol/mol) obtido em acetona nas mesmas condi¢des do farmaco

isolado. Este sistema foi o Unico utilizado pois apresentou melhores perfis de eficiéncia de
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incorporacao e de dissolucdo. As células foram incubadas durante 24 e 48 horas, a 37 °C, em
atmosfera umidificada de CO, a 5%. Em seguida, o meio de cultura foi substituido por 100 uL.
de DMEM fresco juntamente com 10 pL. de solugdo de brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5-difeniltetrazélio (MTT) (5 mg.mL"' em tampao-fosfato) por pogo, prosseguindo com a
incubagao, no escuro, durante 4 horas a 37 °C na mesma atmosfera mencionada anteriormente.
Como controle negativo foi utilizado: células ndo-tratadas, MTT e tampao-fosfato. Ja para o
controle positivo, utilizou-se o meio sem células, MTT e tampao-fosfato. Para o branco, foram
utilizadas células mortas (Triton-X 0,1-1%), MTT e tampao-fosfato. Finalmente, foi registrada
a absorbancia (a 570 nm) através de leitor de microplacas ELISA.

Em relagdo ao tratamento estatistico dos resultados, cada ensaio foi realizado em
duplicatas bioldgicas e triplicatas técnicas, e os resultados foram apresentados como médias +
desvio padrdo. A analise estatistica foi realizada através do software GraphPad Prism® versio
5.0 considerando como significante valores com p<0,05 e intervalo de confianca de 95%. Os
resultados foram, entdo, comparados por andlise de varidncia (ANOVA), seguido de teste de
comparac¢do multipla de Dunn e do teste ¢ de Student. A concentragdo necessaria para a inibigao
de 50% (IC50) foi estimada graficamente através de andlise de regressdo linear e os indices de

correlagao foram calculados utilizando o coeficiente de Pearson (r).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A seguir foram descritos os resultados e discussdo acerca dos dados obtidos para o

desenvolvimento de Drug Delivery Systems pH-dependentes a base de BNZ e ZIF-8.

5.1 Desenvolvimento do método de obtenc¢ao dos sistemas BNZ:ZIF-8

Para a obtenc¢do dos sistemas BNZ:ZIF-8 em meio aquoso € em acetona objetivou-se
caracterizd-los a fim de confirmar a incorporacao e/ou adsor¢do superficial do farmaco a rede

de coordenagdo da ZIF-8.

5.1.1 Aspecto Macroscopico

O BNZ ¢ um p0 cristalino, levemente amarelado. J& a ZIF-8 tem coloragdo branca. Nos
sistemas obtidos foi observada a coloragdo branca, mais caracteristicas da ZIF-8 (Figura 12).
Em relacdo as caracteristicas reologicas do po, os sistemas apresentam caracteristicas bem
diferentes das amostras isoladas e da MF, principalmente com base na reduzida

higroscopicidade, caracteristica relevante do BNZ.

Figura 12 — Aspecto macroscopico dos materiais: BNZ, MF e sistemas obtidos em agua e acetona.

FONTE: Autoria propria
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5.1.2 Avaliagdo da incorporagdo do farmaco nos sistemas BNZ:ZIF-8

Através da espectroscopia por absor¢do na regido do UV-Vis foi possivel determinar o
comprimento de onda de leitura ser utilizado para a quantificagdo da incorporagdo do BNZ.
Com base na varredura (200-1000 nm) (Figura 13), a solugdo aquosa de BNZ (15 pg.mL™") teve
maxima absor¢do em 323 nm, enquanto a ZIF-§, em 243 nm.

A fim de provar que a ZIF-8 ndo seria um contaminante capaz de interferir na
seletividade do método de quantificagdo do BNZ, uma quantidade de 10 mg de ZIF-8 foi
suspensa em 100 mL de agua ultra-pura, seguido de filtragdo (poro do filtro: 0,22 pum) e
quantificacdo através de UV-Vis.

Embora a ZIF-8 também apresente pico de absor¢@o na regido do UV-Vis, o método
ndo apresentou problemas de seletividade pois o material ndo absorve no mesmo comprimento
de onda do BNZ — em 323 nm, a ZIF-8 apresenta um valor de 0,004 de absorbancia. Em adicao,
a ZIF-8 ¢ insoluvel em agua e em solventes apolares, sendo excluida da amostra no momento

que a amostra ¢ filtrada, como evidenciado por Alves (2013).

Figura 13 — Varredura do espectro de absor¢éo na regido do UV-Vis do BNZ e da ZIF-8
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FONTE: Autoria propria

Assim, foi possivel construir curvas de calibracdo diarias, tomando como base o método

desenvolvido por Soares-Sobrinho e colaboradores (2007), possibilitando o célculo da
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incorporacdo aparente do BNZ a rede da ZIF-8. O experimento visou o decaimento da
concentragdo do farmaco, justificada pela sua incorpora¢do a malha da ZIF-8. Tal decaimento
foi avaliado diariamente e a porcentagem de BNZ incorporado foi mensurada subtraindo o valor
da concentracdo real utilizada no experimento pela concentragdo dissolvida encontrada,
representadas em termo de porcentagem, conforme descrito pela equacio 4 de EI%. As curvas

de incorporacdo estdo demonstradas na Figura 14 (ZHUANG et al., 2014).

Figura 14 — Curvas de incorporagdo do BNZ a rede da ZIF-8 em agua (preto, linha continua) e em acetona (vermelho, linha
tracejada).
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FONTE: Autoria propria

A partir das curvas de incorporacdo foi possivel observar que, passados quatro dias de
agitacdo, o valor de EI% do BNZ a ZIF-8 foi 0 (zero) para o sistema em meio aquoso. Sugere-
se que este valor tenha sido obtido devido a baixa afinidade do BNZ pelo solvente,
impossibilitando a sua entrada na ZIF-8, ja que a agua deveria atuar como o veiculo carreador.
Em contrapartida, o sistema obtido em acetona apresentou menor ponto de concentragao no dia
4, totalizando, aproximadamente, 38% de incorporacdo. Resultados de eficiéncia de
incorporagao semelhantes foram evidenciados por Zhuang e colaboradores (2014). Os valores

das concentragdes inicial e final estdo dispostos na tabela 3.
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Tabela 3 — Concentragdo inicial e concentra¢do analisada no momento da coleta (dia 4) e respectivos desvios-

padrdo.
Sistema Concentraciio teérica (ug.mL™") Concentracio real (ug.mL™)
Obtido em meio aquoso 15,00 15,23 £0,29
Obtido em meio acetona 20,00 12,83 £ 0,98

FONTE: Autoria propria.

Entretanto, este valor pode compreender ndo somente ao farmaco complexado a
cavidade da ZIF-8, mas também apenas adsorvido a superficie da mesma. Desta forma, visando
corroborar o resultado obtido, foi realizada a redispersdo do sistema em respectivo solvente — a
fim de solubilizar o BNZ residual — seguido de centrifugagdo a 2000 rpm por 20 min. O objetivo
deste passo foi identificar o valor real de incorporacdo do fAirmaco a rede da ZIF-8, visto que se
acredita que todo o BNZ apenas adsorvido fisicamente a superficie da ZIF-8 seja liberado
devido a intensa forca centrifuga aplicada. De fato, foi possivel comprovar que, mesmo apds
20 minutos de centrifugacdo, o valor de eficiéncia de incorporacao foi de 34%.

Os experimentos — realizados em triplicata — demonstraram baixo desvio padrdo dos
pontos isolados (tabela 3), evidenciando a confiabilidade dos resultados. Em adi¢do a este fato,
tanto o sistema obtido em acetona demonstrou a melhor condi¢ao de agitacdo em 4 dias. Dessa
forma, foi padronizada a obtenc¢do do sistema BNZ:ZIF-8 em acetona mediante agitagdo por 4
dias.

Com isso, a obtencao de novos sistemas foi realizada ao final do quarto dia de agitacdo
intermitente, seguido de caracterizacdo através de FTIR, DRX e MEV, a fim de corroborar a
reprodutibilidade dos resultados, obtendo sistemas com as mesmas propriedades fisico-
quimicas, garantindo assim a producdo continuada dos materiais.

Visando otimizar ainda mais o método de obtencdo dos sistemas utilizando acetona,
foram avaliadas diferentes propor¢des molares (1:3, 3:1 e 6:1 mol/mol) a fim de identificar a
propor¢do que apresentasse maior eficiéncia de incorporagdo. Contudo, os valores de EI%
foram todos abaixo do apresentado pela propor¢cdo molar de 1:1 (0; 21,07 e 23,57,

respectivamente), conforme observado na Figura 15.
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Figura 15 — Curvas de incorporagio e valor de eficiéncia de incorporagio (EI%) dos sistemas BNZ:ZIF-8 nas
proporgdes molares 1:3; 3:1 e 6:1 mol/mol.
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FONTE: Autoria propria.

Desta forma, o sistema obtido em acetona na propor¢ao molar 1:1 foi o selecionado para
dar continuidade ao trabalho, uma vez que apresentou maior EI% que as demais proporg¢des.
Este sistema foi, entdo, denominado BNZ@ZIF-8. Tal sistema foi o objetivo de estudo das
técnicas de caracterizagdo. Em alguns casos, o sistema obtido em 4gua BNZ:ZIF-8 1:1

(mol/mol) com EI1%=0% e a MF foram utilizados para fins comparativos.

5.1.3 Espectroscopia por absor¢do na regido do infravermelho com transformada de Fourier

(FTIR)

O espectro do BNZ (Figura 16) apresenta picos caracteristicos, principalmente quando
se leva em consideragdo as bandas tipicas das amidas (vibracdo de estiramento N-H),
estiramento de carbonila (banda amida I) e deformagdo N-H (banda amida II), além das
vibragdes decorrentes dos grupos benzilico e imidazolico, e em particular, ao grupo nitro. A
banda oriunda das vibragdes de estiramento N-H, encontra-se em 3266 cm™, ja a banda de
estiramento da carbonila encontra-se em 1664 cm™ e a deformagédo de N-H (amida IT) em 1552

-1 . . , . , . 1., L
cm’, caracterizando a amida secundaria. Além disso, a banda em 1292 cm™ ¢ atribuida ao
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estiramento C-N. O conjunto de bandas em 3033, 3068, 3112 e 3269 cm™ surgem das vibragdes
de estiramento simétrico e assimétrico de metileno do grupo benzila e o estiramento dos C-H
aromatico, conforme demonstrado na figura 16. A regido dos harmodnicos e bandas de
combinagio (2000 a 1667 cm™), frequentemente (til na determinagio do niimero e posigio de
substituintes em anéis aromaticos, parece pouco informativa no espectro, nao sendo observadas
as quatro bandas de pequena intensidade que caracterizariam o benzeno monossubstituido
presente na molécula. A banda em 1355 cm™ é referente a vibragio do estiramento simétrico

do grupo nitro (ROLIM, 2010).

Analisando a Figura 16 referente a ZIF-8, foram observados, em 3132, 2962 ¢ 2936 cm’
' a presenga de estiramento C-H de compostos aromaticos, deformagdo axial assimétrica e
estiramento de C-H de alifatico referente ao anel imidazol, respectivamente. Em 1670 cm™ foi
observada a banda do estiramento de C=C. Enquanto que as bandas de absor¢do C-N sdo
observadas na regido de 1100 a 1400 cm™ (PARK et al., 2006).. Finalizando, ndo foi possivel
observar o modo de estiramento Zn-N pois 0 mesmo ocorre no comprimento de onda entre 450

- ’e. , . . , -1
e 400 cm™' e as analises s6 foram realizadas em equipamentos que operavam até 600 cm™.

O espectro da MF (Figura 16) corresponde a sobreposi¢cdo das mesmas bandas do BNZ
e da ZIF-8 quando estes sdo analisados em isolado, onde é possivel notar a presenga dos picos
caracteristicos dos mesmos. Este resultado sugere uma intera¢do apenas fisica entre o fArmaco

e a ZIF-8, devido ao somatoério dos perfis dos materiais isolados.

Analisando o sistema BNZ@ZIF-8 (Figura 16), os picos do BNZ e da ZIF-8 isolados
ndo sdo bem evidenciados, devido a sobreposi¢cdo dos mesmos. Entretanto, foi possivel sugerir
a presenga do firmaco em questdo, em virtude da presenga, em 3266 cm™ e em 1292 cm™, da
deformagio axial da ligagdo N-H e C-N, respectivamente. Em 1664 cm™ ha uma diminuigdo na
intensidade na banda da carbonila, em 1355 cm™ referente ao grupo nitro e 1552 cm™ que
corresponde a amida secundaria. A redu¢do da intensidade dos picos também foi observada.
Adicionalmente, houve diminuicdo da intensidade da banda de absor¢do referente ao
grupamento C-N da ZIF-8 (1400 e 1302 cm™), isto pode indicar algum tipo de interagdo com
BNZ que deve ser melhor evidenciada através de estudos complementares (VASCONCELOS
etal., 2012).

Assim, ao comparar os espectros de infravermelho do sistema, da MF e das substancias

isoladas, observou-se que o sistema apresentou os principais picos em menor intensidade,
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indicando, desta forma, a formacao do sistema devido os indicios de interagdao entre o BNZ e a

ZIF-8 (VASCONCELOS et al., 2012; GOMES et al, 2015).

Figura 16 — Espectros de infravermelho do BNZ, da ZIF-8, da MF e do sistema BNZ:ZIF-8 (1:1) obtido em
acetona (os espectrogramas estdo na mesma escala).
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5.1.4 Anadlise Térmica (DSC, TG/DTG)

O uso da andlise termogravimétrica foi indispensavel na elucidagdo da degradagdo do
BNZ frente a temperatura e na corroboracdo da formagdo do sistema. A comparagdo dos
resultados de TG e DSC, obtidos em condigdes semelhantes, pode ser de grande valia para a
interpretacdo dos processos térmicos. As curvas TG obtidas para todos os materiais citados até

entdo estdo demonstradas na figura 17.

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

Na curva TG do ZIF-8, a por¢do organica demonstrou a boa estabilidade térmica da
molécula. Primeiramente, foi possivel evidenciar a perda de massa de até 2,16% na faixa de

temperatura entre 30 e 105 °C. Este valor pode estar relacionado a perda de moléculas de agua
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presentes nas cavidades ou na superficie da ZIF-8 (AN; GEIB; ROSI, 2009). At¢ 460,40 °C, ha
perda de apenas 7% da massa inicial, o que evidencia a alta estabilidade térmica da ZIF-8, este
valor também pode indicar a saida de moléculas de dgua ligadas coordenadamente a rede da
ZIF-8. No intervalo de 535,69-578,16 °C foi possivel observar uma perda de massa significativa
— melhor evidenciada pela curva DTG — de 24,32%, relativa a degradacdo da porc¢ao organica
da molécula, o imidazolato. A partir de entdo, a amostra apresenta decaimento lento, de baixa
resolugdo, sem picos aparentes, sendo dificil identifica-los até mesmo pela curva DTG,
provavelmente referentes a decomposi¢do térmica da por¢do inorganica da ZIF-8, até a
formacao de 6xido de zinco (620,35-720,11 °C —41,91% de perda de massa). Estes resultados
estdo em consonancia com trabalhos anteriores de pesquisadores importantes na area (FANG
etal., 2015; LIU et al., 2011; ORDONEZ et al., 2010; VASCONCELOS et al., 2012).

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

A curva TG do sistema BNZ:ZIF-8 obtido em meio aquoso evidenciou uma perda de
massa de 4,17% entre 38,18-136,32 °C, referente a perda de 4gua adsorvida e presente no
interior da ZIF-8. E importante salientar que esse valor é, aproximadamente, o dobro do valor
obtido para a ZIF-8 isolado, sugerindo que hd mais moléculas de dgua neste sistema, o que pode
acarretar no impedimento da entrada do BNZ. Também foi possivel observar uma antecipagao
bastante pronunciada do evento relacionado a degrada¢do do farmaco, demonstrando uma
sobreposi¢do ao pico relacionado a fusdo do mesmo (214,65-234,64), acarretando uma perda
de massa de 27,15%. Em relacdo a degradacdo da por¢ao organica da ZIF-8, foi observado o
mesmo valor de perda de massa (24,23%) no intervalo entre 392,28-438,55 °C, isso sugere que
ha pouca ou nenhuma interacdo entre o BNZ e o carreador. Posteriormente foi analisada a perda
de massa de 32,68% referente a decomposi¢do térmica da ZIF-8 a 6xido de zinco. Pode-se

observar que a formagao do sistema antecipa os principais eventos de degradacdo da molécula,



107

porém, reduz a porcentagem de massa decomposta exceto ao se tratar da por¢ao imidazolato
(FANG et al., 2015; LIEDANA et al., 2012; PARK et al., 2006; RODRIGUES et al., 2012;
VASCONCELOS et al., 2012).

Na andlise do sistema BNZ(@ZIF-8, foi evidenciado um novo evento de perda de massa,
entre 50,13-87,94 °C, com uma perda de massa de 1,97%. Provavelmente, este evento esta
relacionado a volatilizagdo da acetona que ainda permanece no interior da rede da ZIF-8, uma
vez que o decaimento pode ser observado desde a temperatura ambiente, tendo a acetona baixos
pressdo de vapor e ponto de ebulicdo. Este valor, ainda menor que o encontrado para a ZIF-8
isolado, ainda evidencia que h4d uma menor quantidade de 4gua (umidade) presente na cavidade
da ZIF-8, e que esta, portanto, cede espaco para a ligagdo com as moléculas do farmaco. O
restante da curva TG mostrou certa consonancia com os resultados anteriores, provenientes da
obtencdo do sistema em meio aquoso. Foi também observada uma antecipa¢do da degradagao
térmica do farmaco em relacdo ao BNZ isolado (223,39-245,34 °C) (FANG et al., 2015;
RODRIGUES et al., 2012; VASCONCELOS et al., 2012).

Entretanto, houve uma reducgdo ainda mais significativa da perda de massa (26,49%). A
degradagdo da porg¢ao inorganica da ZIF-8 ocorreu no intervalo entre 321,02-434,88 °C, com
uma perda de massa de 16,15%; seguida da decomposicdo térmica até 6xido de zinco (568,51-
613,31 °C e 32,78% de perda de massa). Apesar de ter sido evidenciado que os valores de
degradagao da ZIF-8 foram antecipados, ambos mostraram uma redug¢ao significativa do teor
decomposto. Entretanto, novas investigagdes acerca deste fato devem ser feitas a fim de analisar
0 que promoveu este comportamento andmalo. Os resultados supracitados estdo sumarizados

na tabela 4.

Tabela 4 — Resultados comparativos do perfil térmico obtido através das curvas TG dos materiais: BNZ, ZIF-8,
mistura fisica e sistema.

Material Perda de agua Degradacio do BNZ Degradaciao ZIF-8
. Perda de Faixa de Faixa de Perda de
Faixa de Perda de
Temperatura massa Temperatura massa (%) Temperatura massa
°C) (%) S ®) (%)
BNZ 30-105 1,62 257,15-297,13 45,66 - -
Z1F-8 30-105 2.16 i i 535,69-578,16 24 32

620,35-720,11 4191
410-89-448 54 11,55

MF 30-105 1,62 229,89-24723 2449 620.32-975.07 36.78
BNZ:ZIF-8 392,28-438.,55 2423
(Agua) 30-105 4,17 214,65-234.,64 27,15 62342754 21 32.68
BNZ@ZIF-8 30-105 1,97 223,39-245 34 26.,49% 321,02-434,88 16,15

568,51-613,31 32,78

FONTE: Autoria prépria
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Figura 17 — Curvas TG do BNZ, da ZIF, da MF e dos sistemas BNZ:ZIF-8 (1:1) obtidos em solugdo aquosa ¢ em
acetona (f=10 °C.min-1).
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FONTE: Autoria propria.

A curva DSC do BNZ (Figura 18) apresentou pico endotérmico referente a fusdo do
farmaco bastante intenso e definido, na faixa de temperatura entre 190,04-194,36 °C
(Tpico=191,44 °C) (AH=195,52 mJ). Em seguida, foi observado o pico exotérmico relacionado
a degradagdo do farmaco no intervalo entre 272,57-292,79 °C (Tpico=286,90 °C), o qual
apresentou grande desprendimento de energia (AH=1,8 J). Resultados semelhantes foram
descritos por Santos e colaboradores (2015).

A curva DSC da ZIF-8 (Figura 18) demonstra a auséncia de picos na faixa de
temperatura utilizada, caracteristica inerente a natureza da molécula. Por se tratar de uma
molécula hibrida organica-inorgéanica, os eventos de degradacdo da ZIF-8 foram analisados
através da curva DTA (Apéndice A), que possibilitou o aquecimento da amostra até¢ 900 °C.
Nesta, foi possivel observar dois eventos endotérmicos referentes a transi¢cao de fase: o primeiro
entre 535,69-578,16 °C; e o segundo, entre 620,35-720,11 °C. Estes valores e respectivas perdas
de massa estdo descritas na discussdo da curva TG da ZIF-8. Tal comportamento pode ser
observado em materiais contendo zinco. Resultados semelhantes foram discutidos por Blachnik

& Siethoff (1996). Tais transi¢des de fase s6lido-s6lido sugerem mudangas conformacionais
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das cadeias alquilicas, onde o nimero e a dimensdo das transformagdes ocorrem em fun¢ao do
comprimento e do nimero das cadeias alquilicas (BLACHNIK; SIETHOFF, 1996).

A partir da curva DSC da MF BNZ:ZIF-8 1:1 (Figura 18) foi possivel evidenciar a
antecipacdo do evento de fusdo do farmaco (187,82-194,28 °C). Embora este fato pode
identificar interagdes entre os componentes de uma formulagdo, a curva também evidenciou a
reducdo da energia de entalpia referente ao evento (AH=195,52 mlJ). Este fendomeno ¢
caracteristico de materiais poliméricos, tais como: PEG, PVP, HPMC; que possibilitam o
incremento da solubilidade do material, uma vez que ha necessidade de uma menor quantidade
de energia para solubilizar o fairmaco. Tal comportamento ja foi amplamente discutido por
trabalhos anteriores do grupo (COSTA et al., 2013; LIMA et al., 2011). Dessa forma, fica claro
que a simples mistura fisica promove a formacao de uma interacdo farmaco-excipiente, mesmo
sem ocasionar a formagao propriamente dita do sistema. Por outro lado, houve uma intensa
antecipacdo do evento relacionado a degrada¢do do farmaco (Tpico=231,08 °C), quase
ocorrendo subsequente a fusdo do mesmo. Entretanto, houve menor desprendimento de energia
(AH=1.090 mJ). Estes valores estdo em consonancia aos evidenciados pela curva DTA.

A curva DSC do sistema BNZ:ZIF-8 1:1 (Figura 18) obtido em meio aquoso demonstrou
a antecipacdo do evento de fusdo (178,52-188,76 °C) (Tpico=184,38 °C), além da intensa
reducdo da varia¢do de entalpia (AH=472,73 mJ), o que pode identificar o incremento da
solubilidade do farmaco. Assim como na MF, o comportamento da grande antecipagdo da
degrada¢do do fadrmaco se repetiu, agora ocorrendo na faixa entre 212,57-231,28 °C
(Tpico=223,16 °C), além de um aumento significativo da variacdo de energia despreendida
(AH=2.140)).

Na curva DSC do sistema BNZ@ZIF-8 (Figura 18), foi possivel observar um evento
endotérmico entre 54,17-62,85 °C, referente a volatilizacdo da acetona. Esse comportamento,
diferente do apresentado na MF e no sistema obtido com 4gua, pode caracterizar a formacao do
sistema. Na fusdo do fAirmaco componente do sistema foi observado uma discreta antecipagao
(184,44-192,91 °C) (Tpico=189,97 °C). Esta variacdo — de aproximadamente 2 °C — ¢ descrita
por muitos autores como uma faixa aceitavel da compatibilidade entre componentes de uma
mesma formulagdo (COSTA et al., 2013; DE MELO et al., 2014). Logo, este comportamento
pode identificar que o sistema obtido em acetona ¢, de fato, mais eficiente no que tange a

incorporagao do farmaco. Os resultados supracitados estdo sumarizados na tabela 5.
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Tabela 5 — Resultados comparativos do perfil térmico obtido através das curvas DSC dos materiais: BNZ, ZIF-8,
mistura fisica e sistema.

Material Fusiao do BNZ Degradacio do BNZ
Faixa de Temperatura (°C) AH (mJ) Faixa de Temperatura (°C) AH (mlJ)
BNZ 190,04-194 36 195,52 272,57-292,79 1.800,00
ZIF-8 - - - -
MF 187,82-194,28 195,52 221,89-24723 1.090,00
BNZ:ZIF-8 (Agua) 178,52-188,76 472,73 212,57-231,28 2.140,00
BNZ@ZIF-8 184,44-192 91 261,25 216,72-244 86 1.800,00

Fonte: Autoria prépria

O deslocamento do méximo pico de temperatura de fusdo para temperaturas inferiores
e o alargamento do pico de fusdo pode indicar a reducdo no tamanho dos cristalitos e,
consequentemente, uma melhor solvatacdo dos mesmos pelo solvente. Neste caso, esperava-se
um menor valor de entalpia para o processo. No entanto, o valor para a varia¢do de entalpia foi
maior em comparagdo ao farmaco isolado (AH= 261,25 mlJ). Isto pode ocorrer devido a
tendéncia da distribui¢do heterogénea do tamanho dos cristalitos, que se recristalizam sob a
superficie da ZIF-8 (JANIGOVA; LACIK & CHODAK, 2002). No entanto, este novo perfil
térmico ¢ mais um indicativo de que o sistema foi formado.

Em relacdo a degradag¢do do farmaco, o evento exotérmico foi antecipado (216,72-
244,86 °C) (Tpico=234,14 °C), liberando uma energia de 1.800 J, semelhante ao apresentado
pelo farmaco isolado. A antecipagdo da degradagdo do farmaco e o alargamento deste pico
(visto na MF e nos sistemas) pode ser atribuido a uma interagdo quimica entre a molécula do
BNZ e a ZIF-8, devendo esta ser considerada em futuros estudos.

Todos as informagdes supracitadas mostram a importancia da analise térmica como
técnica de caracterizagdo de DDS. Através das curvas TG/DTG, DTA e DSC foi possivel
corroborar o fato de que o sistema obtido em acetona possibilitou a incorpora¢ao mais eficiente
do fArmaco, ora pela mudanga do perfil térmico, ora pela compatibilidade entre os componentes

utilizados.
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Figura 18 — Curvas DSC do BNZ, da ZIF, da MF e dos sistemas BNZ:ZIF-8 (1:1) obtidos em soluc¢do aquosa e
em acetona (B=10 °C.min-1) (as linhas mais claras correspondem ao evento de fusdo e de degradagao térmica do
farmaco isolado).
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FONTE: Autoria propria.

5.1.5 Difragdo de Raios-X (DRX)

O perfil difratométrico do BNZ confirmou a natureza cristalina da amostra. Foi possivel
evidenciar numerosos picos de difracdo de alta intensidade, sendo os mais caracteristicos: 7,36;
16,28 e 21,86° (20), além da presenca de picos secundarios. Estes dados estdo em conformidade
com estudos recentes do grupo (SOARES-SOBRINHO et al., 2012; SANTOS et al., 2015)

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

A MF entre BNZ e ZIF-8 na propor¢ado 1:1 (p/p) evidenciou um somatorio dos perfis de

ambos os componentes isolados, apresentando alguns dos seus picos caracteristicos. Entretanto,
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o comportamento cristalino do ZIF-8 demonstrou-se mais evidente devido ao intenso pico em
7,44°, seguido de outros, relevantes no BNZ, porém apresentando-se com menor intensidade
em relacao ao farmaco isolado (16,76 e 21,84°).

O sistema BNZ:ZIF-8 na propor¢do de 1:1 (mol/mol) obtido em solvente aquoso
apresentou perfil muito semelhante ao da MF. Entretanto, os picos caracteristicos do BNZ sao
bem mais intensos que os da ZIF-8. Isto sugere que boa parte do BNZ estd livre ou levemente
adsorvido a ZIF-8, o que confirma a nulidade da formacdo do sistema, uma vez que para este
sistema o valor de %EI foi 0 (zero).

O sistema BNZ@ZIF-8 também apresentou comportamento cristalino, resultando em
somatorio dos perfis difratométricos das substancias isoladas. Porém, diferente da MF, o
sistema apresentou os picos mais caracteristicos do BNZ (7,36; 10,88; 16,82 e 21,88°), embora
com menor intensidade, em comparagdo com os perfis de DRX isolado. Apesar de ndo se
demonstrar amorfo, o DRX ¢ diferente do visto para a MF, o que sugere a formacgao do sistema,
mesmo que este seja apenas caracterizado pela adsorc¢ao fisica do BNZ a superficie da ZIF-8.

Neste material foi observada a redu¢@o da intensidade do pico caracteristico da ZIF-8
(7,44°) indica a atragdo entre o BNZ e a rede da ZIF-8. Resultados semelhantes foram
evidenciados por Liédana e colaboradores (2012). Outro fato importante deve ser levado em
consideracdo: a reducdo da intensidade dos picos caracteristicos do fArmaco, comparada & MF
sugere uma redu¢do da quantidade de BNZ livre, evidenciando que boa parte do farmaco esta
molecularmente disperso na rede de coordenagdo da ZIF-8. Liédana e colaboradores (2012)
também utilizaram desta técnica para afirmar tal consideragao,

E importante destacar que os DRX obtidos demonstram que a integridade estrutural de
ZIF-8 permanece inalterada depois da adsor¢do do BNZ. Isto ¢ de suma importancia pois
evidencia que, mesmo que a formacdo dos sistemas promova certa reducdo dos picos da
molécula, a integridade estrutural cristalina da ZIF-8 ¢ mantida (VASCONSELOS et al., 2014;

HU et al., 2015). Os resultados do DRX de todos os materiais estdo sumarizados na figura 19.
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Figura 19 — DRX do BNZ, da ZIF-8, MF e dos sistemas obtidos em agua e em acetona.
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FONTE: Autoria propria.

Por se tratar de um material lamelar, o calculo do espagamento basal pode ser uma 6tima
ferramenta para comprovar a formacao dos sistemas. O espaco entre as lamelas pode mudar
com o aporte do farmaco, ora de forma fisica, ora com presenga de cargas elétricas e esta
intimamente ligado a liberacdo sustentada de fAirmacos, tratamento de 4gua e outros matérias
adsorvidos (XIONG et al., 2015). O espagamento basal (d) pode ser definido pela equacao de
Bragg (Equagdo 1).

Os valores do espacamento basal foram utilizados como parametro de confirmacao da
inser¢ao do fairmaco a molécula da ZIF-8. Os valores maiores que o basal indicam que o
farmaco foi inserido a molécula e, por isso, dilatam os espaco entre as lamelas. Entretanto, foi
verificado o discreto aumento do tamanho do espagamento basal quando se compara a ZIF-8
isolada @ MF e aos sistemas obtidos (Tabela 6), principalmente no pico de reflexdo 110, o qual
caracteriza a estrutura cristalina da ZIF-8 e o formato dodecaédrico rombico de seus cristais
(HE et al., 2014). O fato corrobora a formacdo do sistema, mas sugere que este ¢ produto de
uma adsor¢ao do farmaco a superficie da ZIF-8, caracterizando uma interagdo fisica, uma vez
que o aumento do espagamento basal ¢ bem pequeno. Embora o sistema obtido em dgua também

apresente acentuado aumento do espacamento basal em todas as reflexdes, como nao foi
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observada a incorporag¢do do farmaco, isto pode ser proveniente da inser¢do de moléculas de

agua entre as lamelas e ndo de farmaco, o que acaba por dilatar o espaco.

Tabela 6 — Calculo do espagamento basal dos picos de reflexdo 110, 002 e 112 da ZIF-8, Mistura Fisica ¢
Sistemas obtidos em agua e em acetona.

Amostra Pico (°20) Reflexdo Espacamento Basal (A)

7,44 110 11,87

ZIF-8 10,46 002 8,71

12,78 112 6,94
7,32 110 12,04

MF BNZ:ZIF-8 1:1 (mol/mol) 10,4 002 8,51
12,70 112 6,97

7,34 110 12,16

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

7,3 110 12,11

BNZ@ZIF-8 10,32 002 8,10

12,7 112 6,97

FONTE: Autoria propria.

5.1.6 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

O MEV do farmaco demonstrou o aspecto cristalino regular do BNZ (Figura 20.a-b)
corroborando com o resultado do DRX do farmaco. A maior parte dos cristais apresenta
tamanhos irregulares de, aproximadamente, 100 pm. Os resultados estdo em consonancia com
trabalhos prévios do grupo (SOARES-SOBRINHO et al., 2012).

A ZIF-8, também cristalina, demonstrou um aspecto rdmbico dodecaédrico uniforme
(quase esférico) (Figura 20.c-d), bastante diminuto, acompanhada de agrupamentos de
nanocristais de, aproximadamente, 100 nm — estando em consonancia com outras nanoZIF-8
estudadas (FANG et al., 2015; HU et al., 2016).

A MF BNZ:ZIF-8 (1:1 mol/mol) confirmou a informacao sugerida pelo DRX acerca da
adsorgdo fisica entre o firmaco e o excipiente. E possivel observar a deposi¢do dos cristais
esféricos da ZIF-8 sobre a superficie dos regulares cristais de BNZ (Figura 20.e-f).

Em contrapartida, os sistemas oriundos do método de obtencdo com solvente aquoso
(BNZ:ZIF-8 mol/mol) — e com acetona (BNZ@ZIF-8), evidenciaram a reducdo do tamanho e
alteracdo da morfologia dos regulares cristais de BNZ (Figura 20.g-j). Embora ainda

demonstrem a cristalinidade e a interag¢do fisica de adsor¢do entre o farmaco e a ZIF-§, a
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reduc¢do do tamanho do cristal corrobora os resultados do DRX no que tange a formacao do
DDS

Isto pode indicar um aumento na taxa de dissolu¢do do BNZ, devido ao aumento da area
de superficie e do consequente maior grau de solvatacdo do cristal do firmaco. Este da
velocidade de dissolucdo pode ser confirmado através da elucidagdo da curva de DSC — reducao

da Ea necessaria para a fusdo do farmaco — e do teste in vitro de dissolugdo (WANG &

SHMEIS, 2006).
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Figura 20 — Microscopia Eletronica de Varredura do a) e b) BNZ; c) e d) ZIF-8; e) e f) MF BNZ:ZIF-8 (1:1
mol/mol); g) e h) BNZ:ZIF-8 (1:1 mol/mol) obtido em meio aquoso; i) ¢ j) BNZ@ZIF-8.
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5.1.7 Microscopia de Luz Polarizada (MLP)

O BNZ foi observado em luz natural polarizada sob sistema de luz transmitida e mostrou
transparéncia e forma de cristais prismaticos (Figura 21.a). Quando observada no sistema de
iluminagdo ortoscopica com nicois cruzados em luz transmitida polarizada foi colocada em um
meio isotropico (vidro) e os cristalitos de aspecto prismatico a circular apresentaram um carater
anisotropico, revelando a presenca de posicdes de maximo aclaramento (cores de interferéncia)
e posi¢do de extingdo (Figura 21.b). Este comportamento ¢ tipico de materiais cristalinos

anisotropicos (WEAVER, 2003; BIRREFRINGENCIA, 2014).

O presente trabalho foi pioneiro em caracterizar a ZIF-8 e derivados através da técnica
de MLP. A amostra de ZIF-8 observada no sistema de iluminagdo de luz natural polarizada com
luz transmitida, mostrou-se em pequenos graos que se aglomeram e ndo transmitem
perfeitamente a luz. Para a analise sobre luz polarizada e transmitida em ortoscdpica com nicois
cruzados, a amostra também foi submetida a meios diferentes: isotropico e anisotrdpico,
representados por vidro e quartzo, respectivamente. Em ambos os meios, os cristais
apresentaram um carater isotropico € um aspecto de aglomeracdo, além de certa opacidade
fazendo com que a luz ndo seja transmitida em sua totalidade (Figura 21.c e 21.d). Nao
apresenta maximo aclaramento e nem posi¢cdes de extingdo, de modo que, embora seja de
natureza cristalina, assemelha-se ao comportamento de materiais isotropicos e amorfos.

A MF, como ja esperado, apresentou os perfis anisotrépico e isotropico do BNZ e da
ZIF-8, respectivamente, corroborando com os resultados obtidos pelo MEV e evidenciando
apenas a aderéncia fisica da ZIF-8 a superficie dos cristais do fArmaco.

Os sistemas obtidos BNZ:ZIF-8 1:1 em agua e em acetona demonstraram as mesmas
caracteristicas iniciais das amostras analisadas em isolado. Entretanto, no sistema BNZ@ZIF-
8, o comportamento anisotropico do BNZ foi pouco observado (BNZ quase em extingdo), o que
sugere a redu¢do do tamanho do cristal e consequente alteragdo do seu comportamento
cristalino, embora ndo o leve ao estado amorfo. O fato é corroborado pelas analises de MEV e
indica que pode haver um aumento da taxa de dissolug¢do do farmaco, devido a redugdo do
tamanho dos scus cristalitos. Isto, além de corroborar com as técnicas elucidadas até entdo,
prova que a obtencdo através de acetona possibilita a formagado de sistemas mais homogéneos

(Figura 21).



Figura 21 — Microscopia de Luz Polarizada do a) e b) BNZ; ¢) e d) ZIF-8; e) e f) MF; g) e h) BNZ:ZIF-8 (1:1
mol/mol) obtido em meio aquoso; BNZ@ZIF-8.
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FONTE: Autoria propria.
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5.1.8 Tamanho de Particula por Granulometria a Laser e Andlise de Area Superficial e

Tamanho e Volume de Poros

Os graficos da distribuicdo granulométrica das amostras de BNZ e ZIF-8 estdo
representados pelas figuras 22.a) e b). Os cristais de BNZ apresentaram tamanho de particula
entre 10 a 320 pm, com tamanho médio de particula de 81 um representado por mais de 80%
da fracdo da amostra utilizada na anélise. Ainda foi elucidada um valor de area superficial de
56,18 m”.g”". Estes valores corroboram com sua lenta velocidade intrinseca de dissolugdo e
justificam as deficientes propriedades de fluxo do mesmo (RHODES, 2008; SHEKUNOV et
al., 2007).

A ZIF-8 apresentou cristais de tamanho variando entre 0,1 ¢ 1069 pm, com tamanho
médio de particula de 379 um (equivalente a mais de 80% da fracdo analisada), com valor de
1386,69 m’.g"" Estes valores demonstram a capacidade da ZIF-8 em ser utilizada como
carreador de DDS e apresentam-se em consonancia com trabalhos importantes da area (HU et

al., 2016; PARK et al., 2006; SUN; JU; LEE, 2012).

Figura 22 — a) Grafico de tamanho de particula por granulometria a laser do BNZ e b) da ZIF-8.
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FONTE: Autoria propria.

As curvas de adsor¢ao e dessor¢ao indicam o tipo de porosidade do insumo farmacéutico
ativo. O BNZ apresentou didmetro médio de poro 35,42 A, sendo um indicativo da presenca de
mesoporos (poros de uma largura interior de 20 e 500 A) A ZIF-8 também demonstrou a
presenca de mesoporos (62,18 A) (WEBB; ORR, 1997). Trabalhos recentes mostram a
consonancia destes resultados (PARK et al. 2006; HU et al., 2016). Contudo, Fang e
Colaboradores (2015) evidenciaram, através de isotermas de adsor¢cdo/dessor¢do de Ny, a
presenca de microporos na ZIF-8, devido ao rapido aumento do volume de adsor¢do em baixa

pressdo relativa, sendo os mesoporos mais predominantes.
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A MF e o sistema BNZ@ZIF-8 apresentaram, respectivamente, didmetros de poro
42,46A e 43,82A, mantendo a natureza de mesoporos, com volume de poros aumentado 1,065
cm’.g”! e 0,602 cm’.g”. Esses resultados evidenciam o éxito na obtengdo do sistema, pois a
reducdo no tamanho de poro da associa¢do em relacdo a ZIF-8 isolada sugere a presenca das
molécula de BNZ dispostas na rede de coordenagdo, interagindo com a ZIF-8 e diminuindo
assim o seu tamanho de poro que, de 62,18 A passou a ser 43,82 A (BIDONE et al., 2009;
CARMIGNAN; BIDONE; LEMOS-SENNA, 2008). Os dados acima mencionados estao

sumarizados na tabela 7.

Tabela 7 — Resultados da analise granulométrica e da area superficial, tamanho e volume de poros do BNZ e da
ZIF-8.

Area de Area de Volume de Tamanho do
Amostra Superficie Superficie Poro (método  Poro (método
Especifica (Sger)  (método BET) BJH) (cm’.g”) BJH) (A)
(m”>.mL™") (m”.g"h) £
BNZ 0,30 56,18 0,050 35,42
ZIF-8 0,15 1386,69 0,73 62,18
MF 1,065 42,46
Sistema
BNZ:ZIF-8 0,602 43,82
(acetona)

FONTE: Autoria Propria

5.1.9 Ensaio quantitativo de solubilidade

No presente trabalho, o ensaio quantitativo de solubilidade foi realizado a fim de
identificar a condig@o sink para satisfazer as normas preconizadas pela Farmacopeia Brasileira

para execucao do ensaio de dissolugdo in vitro.

Notam-se algumas diferencas dos resultados deste ensaio (Tabela 8) com respeito aos
valores de solubilidade descritos na literatura. A solubilidade aquosa do BNZ ¢ citada em
algumas publicagdes como 0,4 mg.mL"' (LAMAS et al., 2006), afastando-se consideravelmente
do valor experimental encontrado de 0,2 mg.mL™' em 4gua. Porém, os resultados encontrados
no presente trabalho assemelham-se aos ensaios semi-quantitativos preconizados pela
Farmacopeia Brasileira 5* edi¢do, confirmando a caracteristica muito pouco soliivel do BNZ
em relagdo a 4gua. Este dado demonstra que o farmaco ndo se ioniza nas condi¢des avaliadas,
0 que ja era esperado, uma vez que a molécula de BNZ ndo apresenta grupos facilmente

ionizaveis.
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Tabela 8 — Média e desvio padrdo da concentragcdo de BNZ soluvel em agua.

Dias Concentracio (p.g.mL'l)

1 210,57 £0,77
4 213,98 £2,30
7 225,78 £ 0,83

FONTE: Autoria propria

5.2 Testes de liberacao in vitro

No ciclo de reprodugdo, o parasita estabelece mecanismos de acdo capazes de favorecer a
sua entrada no citosol da célula-hospedeira. Um destes mecanismos ¢ a produgdo de substancias
acidas, como a hemolisina, que possui maior atividade em pH mais 4cido (5,5). Dados historicos
evidenciaram que, durante o estagio evolutivo do 7. cruzi o pH das células-hospedeiras ¢
sempre abaixo de 6,0. Para comprovar tal fato, os pesquisadores inocularam solugdes um pouco
mais bdasicas (pH 6,2) e evidenciaram certo retardo no processo evolutivo do parasita
(CESTARI et al., 2012; DIAS; COURA; YASUDA, 2014; SOUZA; CARVALHO; M., 2013).

Tais valores de pH sdo extremamente interessantes do ponto de vista farmacéutico para
o desenvolvimento de DDS pH-dependetes pois, modulando a liberacdo do farmaco para que
esta ocorra apenas em pH mais 4cido, ¢ possivel evitar que haja intensa liberagdo do fairmaco
em pH sanguineo e, com isso, evitar/reduzir a incidéncia de efeitos adversos e aumentar a
seletividade do tratamento. As seguintes técnicas foram, entdo, realizadas para avaliar a
liberagdo do BNZ da rede de coordenagdo da ZIF-8.

Como todas as técnicas realizadas demonstraram que o sistema BNZ@ZIF-8 foi o tinico

a apresentar favoravel resultado de E1%, este foi o inico material utilizados nos testes a seguir.

5.2.1 Ensaio de dissolucdo in vitro nas condigoes sink

Os perfis de dissolucdo do BNZ isolado, da MF e do sistema BNZ@ZIF-8, sob condi¢des
sink estao exibidos na Figura 23 (pH 4,5) e 24 (pH 7,6). A Figura 25 exibe a comparagdo entre
os perfis de dissolu¢do do sistema nos diferentes pH’s.

A Figura 23 demonstra que, em pH 4,5, o BNZ isolado finaliza o teste com uma
porcentagem de farmaco liberado inferior quando comparado ao sistema, sendo uma boa parte
jé dissolvida no inicio da dissolu¢do, um fendmeno conhecido como efeito burst (KESKIN;

SEDA & KIZILEL, 2010) J4 a MF consegue alcangar uma porcentagem de liberacao de 80%
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em 45 minutos, adequando-se a uma liberagao convencional. O sistema BNZ@ZIF-8 mostrou
certa modulacdo da liberagdo do farmaco, que ocorre mais lenta ao longo do tempo, em
compara¢do a MF e ao BNZ isolado. Em 30 min, por exemplo, 0 BNZ e a MF j4 apresentam
aproximadamente 50 e 68% de farmaco liberado, respectivamente, enquanto o sistema tem
liberado apenas 27%. Entretanto, a liberagdo do farmaco atingiu 83% de BNZ liberado em 2
horas. Segundo Zhuang e colaboradores (2014), este resultado € proveniente da dissocia¢do das
redes de coordenagdes da ZIF-8 em pH 4cido, fazendo com que a rede se desintegre e o farmaco

seja liberado mais rapidamente.

Figura 23 — Perfil de dissolucdo nas condi¢des sink do BNZ, MF e do sistema BNZ@ZIF-8 em pH 4,5.
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FONTE: Autoria propria.

Em paralelo, nos resultados expressos na Figura 24, verificou-se que em meio de pH 7,6
o0 sistema obteve porcentagens de liberag¢ao superior ao BNZ isolado. Nos primeiros 30 minutos
de dissolucdo ¢ possivel identificar que o BNZ isolado comeca a obter uma alta taxa de
liberacdo, enquanto a MF e o sistema BNZ@ZIF-8 retém o farmaco. Dai em diante ocorre uma
rapida liberacdo do BNZ. Nestes resultados também foi visto que a MF se comportou com uma

liberacdo gradual a medida que o tempo aumentava. Entretanto, o sistema modulou a liberagao
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do fArmaco de uma maneira mais equilibrada, sem oscilagdes de concentragdo onde, em 7 horas
atingiu o ponto maximo de liberacdo de cerca de 80% do farmaco, muito maior que a MF (61%)
e 0 BNZ (56%) isolado. Isto mostra que o sistema ¢ capaz de ndo s6 modular a liberacdo do
mesmo, mantendo-o em concentragdes constantes — sugerindo a seguranga do tratamento no
que tange uma menor oscilacdo da concentracdo dentro da janela terapéutica —, mas também de

incrementar a solubilidade do farmaco.

Figura 24 — Perfil de dissolugdo na condicdo sink do BNZ, MF e do sistema BNZ@ZIF-8 em pH 7,6.
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FONTE: Autoria propria.

Estes resultados mostram o éxito da obten¢do de um DDS capaz de ndo apenas modular
a liberagdo do farmaco, mas também aumentar a porcentagem dissolvida do mesmo em pH

propicio para sua absorcao.

Comparando os dados supracitados, os resultados da Figura 25 demonstram que, em pH
4,5, a estrutura da ZIF-8 se dissocia rapidamente, liberando uma grande quantidade de farmaco
em um curto intervalo de tempo. J4 em meio com pH 7,6, a liberacdo de BNZ através do sistema

se da de forma controlada, aumentando gradualmente de acordo com os intervalos de tempo.
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Resultados semelhantes, porém, com diferentes fArmacos carreados, foram evidenciados por

Vasconselos e colaboradores (2012) e Sun e colaboradores (2012).

Figura 25 — Perfil de dissolugdo comparativo na condi¢do sink do sistema BNZ@ZIF-8 em pH’s 4,5 ¢ 7,6.

100 +

90

_ 80 —

S 704

= |

g 60-

g |

5 40

80

o |

s 304

8 J
E 20 - —=— BNZ@ZIF-8 em pH 4,5
10_' —e— BNZ@ZIF-8 em pH 7,6

04

I ! I ! I ! I ! I

0 1 2 3 4 5 6 7

Tempo (horas)

FONTE: Autoria propria.

Estes resultados revelam a grande inovagdo do trabalho pois, enquanto permanece na
corrente sanguinea — onde o pH varia entre 7,35-7,45 — o sistema BNZ@ZIF-8 seria capaz de
liberar controladamente o farmaco. Entretanto, quando em contato com as células infectadas
pelo T. cruzi — cujo pH ¢ mais acido (proximo a 5) — ha uma liberagdo mais rapida do BNZ.
No ciclo reprodutivo do parasita, a fase proliferativa ocorre devido ao rompimento do vacuolo
fagocitario e liberagdo de 70% dos parasitas no citosol. Isto provavelmente ocorre devido a
hemolisina, que possui atividade maxima em pH em torno de 5,5. Logo, espera-se que, nesta
fase, o pH das células infectadas esteja em torno de 5,0-6,0 (SOUZA; CARVALHO; TECIA,
2013). Além disto, estudos recentes demonstram que o pH do interior de endossomas e
lisossomas encontram-se na faixa de pH entre 5,0-6,0 e entre 4,5-5,0, respectivamente (REN et
al., 2014b) Entdo, fica notério que teve-se o desenvolvimento de um DDS contendo o BNZ

como agente antiparasitario para o tratamento alternativo da doenca de Chagas.
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Os resultados dos perfis de dissolugdo sdo confirmados quando analisados em relagdo a
AUC e suas respectivas médias e desvio padrdo (Tabelas 9 e 10). Estes valores representam a
manuten¢do da supersaturacdo, que ¢ alcangada através das interagdes fisicas e/ou quimicas
entre o carreador e as moléculas do firmaco que, assim, inibem a sua precipitagdo e
proporcionam aumento dos seus niveis em solucdo, garantindo melhora da sua

biodisponibilidade (DINUNZIO et al., 2008; SUN; JU; LEE, 2012).

Os resultados contidos na Tabela 9 demonstram que a AUC da maioria do intervalo de
tempo das MF em pH 4,5 foi superior quando comparada ao BNZ isolado. Além disso,
comparando as AUC’s das MF e BNZ com o sistema BNZ@ZIF-8, mantendo a mesma
proporcao de BNZ, observa-se que os valores no sistema sdo sempre mais baixos, o que sugere
a modulagdo da liberacdo do fiarmaco. No entanto, os valores foram considerados

estatisticamente semelhantes através de teste ANOVA one-way e de desvio padrio.

Tabela 9 — Valores médios de AUC do BNZ, da MF e do sistema BNZ@ZIF-8 nas condi¢des sink ¢ em pH 4,5.

AUC (min.uL).mL'1 em pH 4,5

Tempo (horas) BNZ MF BNZ@ZIF-8
0,083 0,16 0,02 0,02
0,25 2,29+ 0,55 1,44 £ 0,72 0,87 0,29
0,5 11,23 +£1,57 11,96+3,39 5,51 £0,96
0,75 2422+243 30,51+532 14,29+2,18
1 3839+2,71 51,19+5,96 27,10+ 3,37
2 105,63 £1,90 139,18 £7,22 98,62 + 3,83

FONTE: Autoria propria.

Paralelamente, verificou-se que em pH 7,6 (Tabela 10), até as trés primeiras horas, o
sistema obteve valores de AUC inferiores ao BNZ isolado, mostrando a modulacao da liberagao
do farmaco que ocorre de maneira prolongada e, apds esse tempo, foram observados valores
superiores aos apresentados pelo farmaco isolado. No entanto, os valores obtidos foram
considerados estatisticamente semelhantes. Fica evidente que em pH 7,6 o prolongamento da
liberagdao do BNZ ¢ mais acentuado visto que, em pH acido a ZIF-8 perde sua estrutura muito

rapidamente.
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Tabela 10 — Valores médios de AUC do BNZ, MF e sistema BNZ@ZIF-8 em pH 7,6 sob condigdes sink.

AUC (min.pL).mL" em pH 7,6

Tempo (horas) BNZ MF BNZ@ZIF-8
0,083 0,03 0,03 0,03

0,25 1,02 £ 0,38 0,15 0,31 +£1,12
0,5 5,64+ 1,19 0,41 £0,02 3,04 +2,04
0,75 13,46 + 1,81 2,71 + 1,86 9,77 £ 6,75

1 21,68 +£2,59 7,52 +£4,92 17,12+ 11,20

2 64,93 +7,18 3296+17,58 56,90 + 28,35

3 110,80+ 11,76 70,25 +23,68 110,50 +44,15

4 156,12 £ 14,09 124,17 +20,91 172,73 +57,86

5 205,41 £ 14,45 182,08 +17,56 239,10+ 70,87

6 258,36 £ 16,68 240,53 +15,98 305,84 + 79,55

7 313,90+ 17,30 301,42+ 14,35 378,40 + 86,57

FONTE: Autoria propria.

Embora nio tenham sido obtidos resultados significativos no tocante de incremento de
solubilidade do farmaco, ¢ possivel observar uma mudanga no perfil de liberagdo de acordo
com o pH utilizado. A fim de garantir que houve, de fato, uma modulacao da liberagdo do BNZ
em diferentes pH, foi realizado um estudo da cinética de liberacdo do farmaco através de

diferentes métodos: modelo-dependente e modelo-independentes.

Como método modelo-dependente, foram testados diferentes modelos cinéticos de
liberagdo. Estes tiveram numeros de pardmetros diferentes, o que pode aumentar o valor de R*
devido a sobreajustes que podem ocorrer. Neste contexto, o R ajustado tende a reduzir esse
sobreajuste sendo, portanto, o coeficiente utilizado para a escolha do melhor modelo (ZHANG

etal., 2010).

Conforme observado pelos valores do Rzajustado foi possivel evidenciar a modulacio da
liberagdo do farmaco comparando o BNZ isolado e o sistema BNZ@ZIF-8, uma vez que os
materiais demonstraram ajustes a diferentes modelos cinéticos (Tabela 11). Em pH 4,5, o BNZ
demonstrou aplicabilidade ao método Korsmeyer-Peppas e o sistema ao de Primeira Ordem. J&
em pH 7,6, o BNZ continuou se ajustando ao mesmo modelo, enquanto o sistema se adequou

ao modelo de Peppas-Sahlin, comprovando a modulagado da liberagao.

Desta forma, o passo seguinte foi comparar os diferentes pH’s a fim de verificar se
houve a liberagdo pH-dependente do farmaco a partir do sistema BNZ@ZIF-8. Em pH 4,5
(Tabela 11) os melhores modelos cinéticos para o sistema foram, em ordem decrescente:

Primeira Ordem > Peppas-Sahlin > Korsmeyer-Peppas > Ordem zero > Higuchi. J4 em pH 7,6,
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o sistema obedeceu aos modelos cinéticos na seguinte ordem: Peppas-Sahlin > Primeira Ordem

> Korsmeyer-Peppas > Higuchi > Ordem zero.

Os modelos de primeira ordem e Peppas-Sahlin foram, entdo, os determinados para o
sistema, conforme o R’yjustado. NO modelo de primeira ordem, a velocidade de dissolugdo das
particulas s6lidas em um meio liquido depende da relagdo quantidade dissolvida de farmaco e
quantidade remanescente deste no carreador, de modo que a quantidade de farmaco liberada
vai diminuindo ao longo tempo. Esse ¢ um modelo que pode ocorrer em liberagdes prolongadas,
mas estd principalmente relacionado as liberagdes convencionais, o que ¢ confirmado pela a
rapida desintegracdo da rede organometalica em pH 4,5, liberando grande parte do BNZ em

pouco tempo de ensaio.

Tabela 11 — Coeficientes de determinagao (RZ) e Rzajustad(, obtidos a partir do ajuste a modelos cinéticos utilizando
0 BNZ ¢ sistema BNZ@ZIF-8 em diferentes pH’s (4,5 ¢ 7,6) nas condigdes sink do ensaio de dissolugdo in vitro.

BNZ BNZ@ZIF-8 BNZ BNZ@ZIF-8
Modelos pH 4,5 pH 7,6
R2 Rzaj ustado R2 RZ ajustado R2 RZ ajustado R2 RZ ajustado

Ordem zero 0,7649 0,7178 0,9334 0,9200 0,6816 0,6462 0,8544 0,8382
Primeira ordem 0,9097 0,8917 0,9953 10,9944 0,7675 0,7417 0,9307 0,9230
Higuchi 0,7119 0,6543 0,9248 09098 0,7489 0,7210 0,8721 0,8578
Korsmeyer-Peppas 0,9614 £ 0,9518 0,9647 0,9559 0,9394  0,9243 0,9081 0,8851
Peppas-Sahlin 09125 0,8542 0,9930 09883 0,7489 0,5816 0,9810 | 0,9683
FONTE: Autoria propria.

Em relacdo ao modelo Peppas-Sahlin, as constantes K; e K, (Tabela 12) representam,
respectivamente, a influéncia da difusdo e do relaxamento do carreador na liberacdao da droga.
O maior valor encontrado foi o de K;, significando que a influéncia que a difusdo exerce sobre
a liberagdo do farmaco ¢ maior que o proprio relaxamento da rede organometélica. Assim, a
liberagdo do BNZ ocorre por difusdo, onde o farmaco € transportado de um local para outro
situado no interior do carreador, resultando em um conjunto de movimentos moleculares

aleatdrios que ocorrem em pequenas distancias (PEPPAS; SAHLIN, 1989)

Em seguida, foi calculado o coeficiente de liberacdo (n) através da equagdo de
Korsmeyer. Esta geralmente ¢ utilizada para interpretar e descrever a liberagdo do farmaco
quando o mecanismo que prevalece ndo ¢ bem conhecido ou resulta da combinagao de dois
processos aparentemente independentes: um devido ao transporte de firmaco que obedece a lei

de Fick ou transporte Fickiano, e outro em consequéncia dos fendmenos de
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intumescimento/relaxamento. Nas condi¢gdes de dissolucao estudadas, o n (obtido da equagao
de regressdo linear) encontrado teve valor acima de 1 (Tabela 12), classificando-se como
transporte super caso I, onde a taxa de difusdo € superior a de relaxamento, sendo controlados
pela velocidade de migragao da fronteira entre o carreador e o niicleo, corroborando com os
resultados encontrados pelo modelo Peppas-Sahlin (KORSMEYER et al., 1983; PEPPAS;
SAHLIN, 1989).

Tabela 12 — Constantes e coeficientes de liberagdo obtidos a partir do ajuste a modelos cinéticos utilizando
sistema BNZ@ZIF-8 em diferentes pH’s nas condi¢des sink.

Modelos pH 4,5 pH 7,6
K, K; Ki K
Peppas-Sahlin 1,78 -1,14 141 1,14
n n

Korsmeyer-Peppas 1,86 1,25
FONTE: Autoria propria.

Observando os resultados obtidos até entdo pode-se evidenciar que o farmaco ¢
rapidamente liberado em ambiente acidificado (devido a dissociag¢do da rede de coordenagao).
Em contrapartida, em pH mais elevado (pH 7,6) ¢ possivel observar uma liberacdo mais lenta
e gradual, onde o farmaco ¢ liberado por difusdo. Ainda pode ocorrer relaxamento da rede
organometalica, caracterizada pelo seu fenomeno de “respiracdo”. Consequentemente, a
incorporacdo do BNZ a ZIF-8 pode, de fato, aumentar a biodisponibilidade do fA&rmaco, reduzir
a incidéncia de efeitos colaterais sistémicos do mesmo e funcionar como DDS vetorizador as

células infectadas pelo parasita na doenga de Chagas.

Outro método aplicado para comparar a semelhanca entre os perfis de dissolugao foi o
modelo-independente simples. Neste modelo sdo avaliados os fatores de diferenca (f1) e de
semelhanca (f2). O f1 calcula a porcentagem de diferenca entre os dois perfis avaliados em
tempos de coletas iguais e corresponde a uma medida de erro relativo entre os mesmos. Ja o f2
¢ um indicativo da semelhanca entre as porcentagens dissolvidas de ambos os perfis. Devido
sua facil interpretacdo, a RDC 31/2010 — que dispde sobre a realizacdo dos estudos de
equivaléncia farmacéutica e de perfil de dissolu¢do comparativo — indica a utilizagdo apenas do
f2 para considerar a semelhanca entre perfis de dissolu¢do que, neste caso, ¢ atestada quando

o valor estd compreendido entre 50 e 100 (BRASIL, 2010; DE BRUM et al., 2012).
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O f2 foi utilizado com o intuito de corroborar os dados obtidos no tocante da obtencdo
de perfis de dissolucdo diferentes (BRASIL, 2010). Como mostrado na tabela 13, os valores
resultantes da comparacdo dos perfis de dissolugdo entre BNZ ¢ MF e entre BNZ e sistema,
tanto em pH 4,5 quanto em 7,6; foram maiores do que 100, caracterizando que, de fato, teve-se

uma modulag¢do da liberagdo do fArmaco.

Tabela 13 — Valores dos fatores de semelhanga f2 comparando os perfis de dissolugdo in vitro nas condigdes
sink BNZ-MF e BNZ-BNZ@ZIF-8 em pH’s 4,5 ¢ 7,6.

Perfil de dissolucio comparativo f2
pH4,5 pH7,6
BNZ-MF 196,11 187,35
BNZ-BNZ@ZIF-8 182,02 190,22

FONTE: Autoria propria

5.2.2 Ensaio de dissolucdo in vitro sob condi¢coes non-sink

A correlagdo in vitro-in vivo sob condigdo sink pode ser considerada um problema, ja
que a capacidade de supersaturacio das substancias estudadas, que também pode acontecer in
vivo, pode ndo ser visualizada sob estas condi¢des. Assim, trabalhos recentes vém usando a
condicdo non-sink para visualizar etapas de supersaturacdo, além de nucleacdo e cristalizagao
de farmacos, processos que ocorrem comumente no TGI (COSTA, 2016; DINUNZIO et al.,
2008; DINUNZIO et al., 2010; SUN; JU; LEE, 2012).

Em pH 4,5, o BNZ mostra rapida liberacdo em efeito burst na primeira hora de
dissolu¢do, chegando a aproximadamente 64% de fairmaco liberado. A partir de entdo o firmaco
¢ liberado gradualmente, atingindo 80% em 3h. Essa concentragdo se mantém praticamente em

equilibrio até o fim do experimento, sugerindo o alcance da concentragao de saturagcao do meio.

Em paralelo, a MF e o sistema BNZ@ZIF-8 apresentam perfis semelhantes entre si.
Estes demonstram a reducao do efeito burst, liberando o farmaco mais lentamente. Entretanto,
na primeira hora de dissolu¢do, a porcentagem liberada ¢ praticamente a mesma para o BNZ
isolado, a MF e o sistema. A partir dai os materiais apresentam comportamentos diferentes. A
MF libera o fadrmaco rapidamente, chegando a 96% de farmaco liberado no final do
experimento, o que corresponde a uma solubilidade 8,31% maior quando comparado ao BNZ

isolado, ainda que ndo seja considerado significativo do ponto de vista estatistico.
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J& o sistema alcanga 80% de farmaco liberado em apenas 6h de dissolucdo, ocorrendo
de maneira bem mais lenta, caracterizando uma liberagdo prolongada. Vale salientar que o
experimento termina com uma curva ascendente, sugerindo que uma porcentagem maior de
farmaco seria alcancado se o experimento fosse prosseguido. Esses resultados sdo interessantes
pois, como visto nos estudos de dissolucao realizados na condi¢do sink (subitem 5.2.1), em pH
mais acido, a ZIF-8 se expande e sofre erosdo, o que poderia promover uma liberagdo bem mais

rapida do farmaco. Os resultados supracitados estdo sumarizados na figura 26.

Figura 26 — Perfil de dissolugédo nas condi¢des non-sink do BNZ, MF e sistema BNZ@ZIF-8 em pH 4,5.
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FONTE: Autoria propria.

Em pH 7,6, o BNZ apresenta intenso efeito burst, alcangando 63% de liberagdo ja na
primeira hora de dissolugdo. A partir deste ponto a liberagao se da de maneira rapida, chegando
a 80% ja na segunda hora, atingindo um patamar que corresponde a satura¢do do meio, onde

permanece em equilibrio até o final do experimento.

A MF apresenta uma reducao do efeito burst e a liberagdo ocorre de maneira mais lenta.

Na primeira hora de dissolug¢do apresenta apenas 47% de farmaco liberado e, a partir dai,
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apresenta liberagcdo lenta e gradual, mostrando menores valores até o ponto 3h, onde atinge
porcentagem liberada semelhante ao BNZ isolado, permanecendo nesse patamar por também

corresponder a saturagdo do meio.

Jé& o sistema reduziu drasticamente o efeito burst evidenciado pelos outros materiais. A
liberacdo ocorre de maneira bem mais prolongada tendo, na primeira hora de dissolugdo,
liberado apenas 38% de farmaco (quase metade do que foi observado para o farmaco isolado).
A liberagao prolongada do farmaco ¢ observada durante todo o curso de dissolugdo, lenta, mas
crescente, atingindo 80% de liberagdo do farmaco apenas ap6s 12 horas de experimento. Vale
salientar ainda que o grafico mostra o término do experimento ainda em uma curva ascendente,
sugerindo a continuidade da libera¢do do ativo ao longo do tempo. Estes resultados mostram,
de fato, o promissor efeito pH-dependente deste DDS, principalmente ao analisar que a
condicdo non-sink estd presente no TGI e que isto afeta diretamente a absor¢do de formas

farmacéuticas solidas orais. A figura 27 sumariza os resultados acima citados.

Figura 27 — Perfil de dissolucédo nas condi¢des non-sink do BNZ, MF e sistema BNZ@ZIF-8 em pH 7,6.
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Assim, fica evidente que houve uma liberagdo pH-dependente do farmaco, bem como
foi evidenciado para a dissolu¢do na condi¢do sink. Em pH 4,5 a liberagdo ocorre de maneira
rapida, devido dissocia¢do da rede da ZIF-8 e difusdo do farmaco. Entretanto, ocorre de maneira
mais prolongada que em condicdo sink, pois o farmaco s6 atinge 80% de liberacdo em apenas
6 horas enquanto, neste mesmo intervalo de tempo, o complexo tem liberado menos de 70%.
Ja em pH 7,6, a liberagdo de 80% de BNZ s6 ocorre apds 12 horas. Isto implica dizer que a
eficiéncia do DDS em modular a liberagdo do farmaco conforme muda o pH ¢ mantida mesmo
nas condi¢des non-sink, mais comumente encontradas no TGI para farmaco de SCB classse 11.
Neste caso, o delineamento de formas farmacéuticas orais terd de ser feito a fim de se evitar o
pH géstrico (1,2), visando proteger o sistema das intempéries desta condi¢ao. Isto pode ser feito

através do revestimento peliculado dos comprimidos, por exemplo.

A figura 28 esquematiza uma comparacdo entre a liberacdo do BNZ a partir do

BNZ@ZIF-8 em pH’s 4,5 e 7,6 sob estas condigdes.

Figura 28 — Perfil de dissolugéo comparativo na condi¢do non-sink do sistema BNZ@ZIF-8 em pH’s 4,5 ¢ 7,6.
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FONTE: Autoria propria.
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Estes resultados sdo corroborados através da analise da AUC. E possivel observar que,
em pH 4,5 (tabela 14), os valores da AUC da MF e do sistema sdo sempre menores do que os
valores observados para o fArmaco isolado, porém, estatisticamente semelhantes. Entretanto, a
partir do ponto 3h, o sistema apresenta valores menores que o BNZ e a MF, sugerindo que o
material, de fato, ¢ capaz de modular discretamente a liberacdo do farmaco, enquanto a MF
permanece com valores semelhantes ao fArmaco isolado. Estes resultados ja eram esperados

devido a dissociagdo da estrutura da rede da ZIF-8.

Tabela 14 — Valores médios de AUC do BNZ, MF e BNZ@ZIF-8 em pH 4,5 sob condig¢des non-sink.

AUC (min.pL).mL"' em pH 4,5 (condi¢iio non-sink)

Tempo (horas) BNZ MF BNZ@ZIF-8
0,083 0 0 0
0,25 1,70 £ 0,84 0,44 £0,61 0,82 + 1,81
0,5 9,16 +2,77 4,16 + 3,23 4,96 + 4,69

0,75 21,20 £4,15 12,81 £ 6,91 13,68 + 6,36
1 36,25+541 26,145+10,91 2697+7,16
2 105,94 £7,96 94,43 +£2556 91,91+15,56
3 183,18 £7,50 177,57 £33,56 160,82 + 25,03
4 265,74 £ 5,64 263,96 +40,75 230,66+ 31,10
5 347,76 4,65 352,56 +48,31 302,24 + 33,97
6 433,83 £4,63 446,21 +52,08 383,42 + 39,50

FONTE: Autoria propria

Em pH 7,6 (Tabela 15) a MF apresenta menores valores de AUC, tanto em relagdo ao
BNZ, quanto ao sistema, até o ponto 1h. A partir de entdo a MF se assemelha ao farmaco isolado
na condicdo de saturagdo do meio. J4 o sistema, a partir do ponto 2h, apresenta valores menores
até o fim do experimento. Além disso, mesmo enquanto o BNZ e a MF atingem a saturag¢do do
meio, o sistema continua liberando o firmaco por até 12h (onde atinge 80%). Assim, fica
evidente que o sistema ¢ capaz de prolongar a liberagdo do BNZ, em condig¢des non-sink, como

as situagdes observadas durante a absor¢do de farmacos por via oral.

Os mesmos modelos de cinética de liberagdo aplicados no item 5.2.1 também foram
utilizados visando a corroboragdo da obten¢ao de perfis modulados de liberagdo nas condigdes
non-sink. O R? usado foi também adotado a fim de reduzir o sobreajuste da aplicagdo dos
métodos. Conforme verificado pelos valores de R?,justado, 05 modelos que mais se aplicaram as

dissolucdes em pH 4,5 e 7,6 foram, respectivamente, Korsmeyer-Peppas e Peppas-Sahlin.
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Tabela 15 — Valores médios de AUC do BNZ, MF e BNZ@ZIF-8 em pH 7,6 sob condi¢des non-sink.

AUC (min.pL).mL" em pH 7,6 (condi¢iio non-sink)

Tempo (horas) BNZ MF BNZ@ZIF-8
0,08333 0 0 0

0,25 1,25+ 1,10 0,09 + 0,03 0,82 +0,76
0,5 8,04 + 3,99 1,50 + 1,64 4,81 +2,47
0,75 20,25 + 5,58 7,16 + 3,84 11,70 + 3,67
1 3527+5,64 17,30+3,49 20,44 £ 5,30

2 106,96 £ 16,55 72,30+0,78 64,87 £13,53

3 187,47+ 36,70 142,27 +3,49 119,15+ 26,00

4 267,83 +£40,67 219,82 +5,95 178,76 + 38,62

5 348,25 +4594 299,94 + 8,07 241,68 £48,05

6 307,23 £ 58,26

7 374,64 £ 69,22

8 444,40 + 77,23

12 747,77 £ 94,31

FONTE: Autora propria

Os valores do R2ajustad0 evidenciaram a modulagdo da libera¢ao do fArmaco comparando
o0 BNZ isolado e o sistema BNZ@ZIF-8, uma vez que apresentam ajustes a modelos diferentes
(Tabela 16, em cinza). Em pH 4,5, o BNZ demonstrou aplicabilidade ao método Peppas-Sahlin
e o sistema BNZ@ZIF-8, ao Korsmeyer-Peppas. J4 em pH 7,6, o BNZ ajustou-se a outro
modelo, o de Korsmeyer-Peppas — exibindo um comportamento diferente do observado em

condigdo sink —, enquanto o sistema se adequou ao modelo de Peppas-Sahlin.

Em seguida, procedeu-se a avaliacdo da liberacdo pH-dependente do farmaco a partir
do sistema BNZ@ZIF-8 comparando os modelos cinéticos entre os diferentes pH’s. Para a
dissolucdo em pH 4,5 os modelos cinéticos mais aplicaveis para o sistema foram, em ordem
decrescente: Korsmeyer-Peppas > Peppas-Sahlin >Higuchi > Primeira ordem > Ordem zero. Ja
em pH 7,6, o sistema obedeceu aos modelos cinéticos na seguinte ordem decrescente: Peppas-
Sahlin > Primeira Ordem > Korsmeyer-Peppas > Higuchi > Ordem zero. Enquanto houve uma
mudanga quanto ao ajuste ao modelo cinético em pH 4,5 quando comparado com as condigdes
sink, em pH 7,6 a ordem supracitada foi exatamente a mesma. E, entdo, notdrio que, em
condi¢des non-sink, ambos os pH’s analisados demonstram modelos cinéticos que se adequam
auma liberacdo caracterizada como prolongada. Os resultados obtidos estdo expressos na tabela

16.
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Korsmeyer e colaboradores (1983) desenvolveram o método capaz de verificar a
liberacdo de um farmaco a partir de uma matriz polimérica. No método, para determinar o
mecanismo de liberagdo, deve-se levar em consideragdo os primeiros 60% de liberagdo do
farmaco. Para o caso de comprimidos cilindricos, o valor de n > 0,45 corresponde a um
mecanismo de difusdo Fickiana, entre 0,45 <n <0,89, uma difusdo nao-Fickiana, para n = 0,89
tem-se o relaxamento do polimero, e para n> 0,89 um transporte super caso II (tabela 1) (DASH
et al., 2010).

Tabela 16 — Coeficientes de determinagao (R2) e Rzajusmdo obtidos a partir do ajuste a modelos cinéticos utilizando

0 BNZ e sistema BNZ@ZIF-8 em diferentes pH’s (4,5 e 7,6) nas condigdes non-sink do ensaio de dissolugdo in
vitro.

BNZ BNZ@ZIF-8 BNZ BNZ@ZIF-8

Modelos pH 4,5 pH 7,6
R Ry R Rl R Rlueno R R
Ordem zero 0,6641 0,6221 0,6249 0,5780 0,5049 0,4599 0,7447 0,7214
Primeira ordem  0,8748 0,8592 0,7601 0,7301 0,7089 0,6824 0,9004 0,8913
Higuchi 0,6463 0,6021 0,7992 0,7741 0,7119 0,6857 0,8491 0,8354
Korsmeyer-Peppas 00,8626 0,8454 0,9915 0,9904 09614 0,9579 0,8956 0,8862
Peppas-Sahlin 0,9997 10,9996 09842 09797 09125 0,9045 0,9896 ' 0,9875

FONTE: Autoria propria.

O método de Korsmeyer-Peppas demonstrou boa aplicabilidade, uma vez que a ZIF-8 ¢
um polimero de coordenacao e, por se tratar de uma matriz polimérica, satisfaz o método. Além
disso, o valor de n = 1,64 corresponde a um transporte super caso II, sugerindo que mais do que
um mecanismo pode estar envolvido na cinética de liberagdo do BNZ, referindo-se a
combinac¢do de relaxamento e erosdo, seguido de difusdo do fArmaco a partir da rede da ZIF-8,
sendo a difusdio o mecanismo mais significativo (STEINGRABER; SCHTOLTZ;
RODRIGUES, 2008; ARORA et al., 2011; DASH et al., 2010; KHALID et al., 2014).

Vale salientar que, ao analisar o modelo de Peppas-Sahlin — que também apresentou boa
aplicabilidade —, os valores de de k1 sd@o menores que kO, o que indica que a liberag¢do da droga
foi controlada principalmente por difusdo Fickiana, juntamente com a contribuicdo do
relaxamento da cadeia polimérico, caracteristico do mecanismo de transporte caso II. Um
estudo recente de Khalid e colaboradores (2014) mostrou comportamento semelhante ao avaliar

o mecanismo de liberagdo de comprimidos mucoadesivos a base de flurbiprofeno.

Estes resultados sdo mais expressivos do que aqueles que foram obtidos nas condigdes
sink, uma vez que, em pH acido, a ZIF-8 de dissocia mais rapidamente. Enquanto isso ocorre,

o meio de dissolu¢do entra na matriz, dissolve o farmaco e o difunde para o exterior. Desta
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forma, fica claro que o transporte do tipo super caso II ¢ o mais pertinente, ja que ele ¢
caracteristico de materiais que apresentam todos os tipos de mecanismo de liberacao:

intumescimento/relaxamento e difusio.

J& em pH 7,6 o mecanismo de liberagdo nas condi¢cdes non-sink foi o mesmo
evidenciado nas condic¢des sink. O método mais pertinente foi o Peppas-Sahlin, com valor de
K1 > K2, caracterizando um papel mais evidente da difusdo como mecanismo de liberagdo do
farmaco. Além disso, quando calculado o coeficiente de liberagdo (n) através da equagdo de
Korsmeyer (tabela 17), é possivel constatar que o mecanismo de liberagdo segue também o tipo
de transporte super caso II (n>0,89), similar ao que ocorreu no mesmo pH em condi¢do sink e
em pH 4,5 nas condic¢des non-sink. Isto mostra que uma associag¢ao de todos os mecanismos de

liberacao esta envolvida no ensaio de dissolucao in vitro do BNZ sob condi¢des non-sink.

Fica entdo notdrio que ambos os modelos conseguiram modular de maneira prolongada
a liberacdo do farmaco, visto que os modelos Korsmeyer-Peppas e Peppas-Sahlin sdo
caracteristicos de formulacdo prolongada. Estes resultados ja eram esperados devido o uso das

condigdes non-sink.

Tabela 17 — Constantes e coeficientes de liberagdo obtidos a partir do ajuste a modelos cinéticos utilizando
sistema BNZ@ZIF-8 em diferentes pH’s nas condi¢des non-sink.

Modelos pH 4,5 pH 7,6
Ki K K K
Peppas-Sahlin 1,89 -1,92 0,72 -2,59
n n
Korsmeyer-Peppas 1,64 0,91

FONTE: Autoria propria

Em relagdo ao método modelo-independente, como analisado nas condic¢des sink, os
valores de f2 nas condi¢des non-sink também demonstraram a obten¢do de perfis modulados
de liberagdo do farmaco em ambos os pH’s 4,5 e 7,6 (Tabela 18), uma vez que todos os
resultados obtidos foram maiores que 100, logo, os perfis comparativos entre BNZ ¢ a MF e

entre 0 BNZ e o BNZ@ZIF-8, foram diferentes.
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Tabela 18 — Valores dos fatores de semelhanga f2 comparando BNZ-MF ¢ BNZ-BNZ@ZIF-8 em pH’s 4,5 ¢
7,6.

Perfil de dissolu¢cio comparativo 12
pH4,5 pH7,6
BNZ-MF 157,45 200,85
BNZ-BNZ@ZIF-8 196,17 217,34

FONTE: Autoria propria

5.2.3 Liberagdo in vitro por didlise

O ensaio de liberagdo in vitro através de uma membrana de dialise foi realizado a fim de
comparar estes resultados com os ensaios de dissolucdo in vitro e de estimar a permeacao do
BNZ a partir da rede da ZIF-8. A passagem do firmaco ¢ permitida devido o tamanho da
molécula (cerca de 260,25 Da) ser menor que o tamanho da abertura dos poros da membrana
(1000 Da). J4 a permeagdo da ZIF-8 ¢ dificultada pois trata-se de um polimero e as moléculas
permeiam ao passo que a rede da ZIF-8 ¢ dissociada. Por ndo apresentar a modulacido da
liberagdo esperada, a MF foi excluida deste ensaio pois ndo apresentou perfil de dissolugao

considerado significativo.

Em pH 4,5 (Figura 29), o BNZ atingiu a porcentagem de liberacdo de 80% em cerca de
48 horas em uma cinética de liberagdo quase linear. Ja o sistema BNZ@ZIF-8, no mesmo
intervalo de tempo, apresentou uma liberagao de apenas 34%, mais lenta e sem oscilagdes. Até
aproximadamente 25 horas o fdrmaco e o sistema exibem uma liberacdo semelhante,
aproximadamente 39 e 35%, respectivamente. No entanto, a partir deste ponto o sistema
apresenta a formacdo de um platd, estabilizando a liberagdo do farmaco nesta mesma faixa até
o fim do experimento, enquanto o farmaco isolado continua sendo liberado de maneira linear,

atingindo rapidamente a porcentagem esperada para o término do ensaio.

Visando comparar os perfis de dissolugdo entre o0 BNZ e o sistema, foi utilizado o
método modelo-independente que calcula do valor de f2. O valor de 190,87 evidencia que o

perfil de liberacao ¢ diferente (f2>100).
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Figura 29 — Ensaio de liberagdo in vitro a partir de membrana de dialise (1 kDa) nas condigdes sink em pH 4,5
do BNZ e do sistema BNZ@ZIF-8
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FONTE: Autoria propria.

Em pH 7,6 (Figura 30), o BNZ isolado atingiu a porcentagem de 80% ap6s 120 horas
de ensaio, justificado pela sua baixa solubilidade aquosa. J& o sistema BNZ@ZIF-8 apresentou
uma liberagdo mais lenta, excluindo o efeito burst apresentado pelo BNZ isolado. No ponto 7h,
o BNZ isolado ja apresenta quase 40% de farmaco liberado, enquanto o BNZ@ZIF-8 libera
apenas 23%. Essa diferenca de porcentagem — de aproximadamente 20% —, se mantém

constante até as 120 horas, onde o sistema atinge apenas 57% de liberagdo do farmaco.

Foi possivel observar que houve, de fato, a modulacdo da liberacdo do farmaco, visto
que os perfis de liberacdo nao foram semelhantes, uma vez que o valor de f2 encontrado foi de

213,06 (>100).
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Figura 30 — Ensaio de liberagdo in vitro a partir de membrana de dialise (1 kDa) nas condigdes sink em pH 7,6
do BNZ e do sistema BNZ@ZIF-8.
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FONTE: Autoria propria.

A figura 31 traz uma comparagao entre os resultados obtidos da didlise em diferentes
pH’s em condi¢do sink. Foi possivel evidenciar que em pH 4,5 a liberacdo ¢ rapida, com efeito
burst pronunciado quase linear, liberando cerca de 34% em 14 horas. Em seguida, ¢ observada
uma manuten¢do da concentragdo em plato, atingindo aproximadamente 38% de liberacdo até
o final do experimento (48h). Em pH 7,6, observa-se uma atenuacdo do efeito burst, visto que
apenas 17% ¢ liberado no mesmo intervalo de tempo de 14 horas. A liberacdo segue de maneira
lenta, modulada, com cerca de 53% liberado em 48 horas, onde se estabelece um equilibrio,
visto que até 120 horas a liberagdo ¢ de cerca de 56%. Mais uma vez teve-se a corroboragdo de
que foi desenvolvido um DDS capaz de vetorizar a liberagdo do BNZ de acordo com o pH,

como foi mostrado nos estudos de dissolugao.
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Figura 31 — Perfil comparativo da didlise na condigdo non-sink do sistema BNZ@ZIF-8 em pH’s 4,5 ¢ 7,6.
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FONTE: Autoria propria

Fica evidente que uma menor porcentagem de farmaco ¢ liberada do sistema e em um
intervalo de tempo muito maior quando comparado aos ensaios de dissolugdo. Esse
comportamento deve ser explicado pelas interacdes entre o fAirmaco que esta intimamente
ligado a rede de coordenagdo da ZIF-8 ainda que apenas fisicamente adsorvido. Ainda cabe
salientar que, ao passo que o farmaco se dissocia e se difunde, um novo equilibrio de sor¢do e

dessor¢do do fArmaco pode ser atingido.

Assim, ¢ comum que haja uma liberagdo mais rapida, proveniente do farmaco que nao
estava ligado a ZIF-8 — ou que estava ligado de forma fraca —, seguido de um prolongamento
de liberacdo do BNZ devido equilibrio de sor¢ao/dessor¢ao. Outro fator a ser considerado ¢
que, na dissolugdo, os compostos ficam expostos a uma maior quantidade de meio de dissolugao
e, na didlise, ficam encerrados pela membrana, esta ultima servindo de barreira limitante a
difusdo do farmaco, ZIF-8 e até mesmo da dgua. Desta forma, para ser quantificado no meio
externo, o farmaco precisa se difundir ndo somente pela rede da ZIF-8, mas também pela

membrana de dialise.
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5.3 Avaliacao in vitro da viabilidade celular através do método MTT

Foi verificada a baixa atividade citotoxica dos materiais. Mesmo com as maiores
concentragdes testadas (100 pg.mL™), todas as amostras induziram baixos niveis de morte
celular (viabilidade > 80%) por um periodo de 24 horas (figura 32.A). Isoladamente, apds 24
horas, a ZIF-8 (150 pg.mL™") mostrou baixo potencial citotoxico (viabilidade de 98,2%) em
relacdo ao controle (99,6%). O BNZ mostrou viabilidade variando entre 83,9 a 87,6%. Para os
sistemas BNZ@ZIF-8, os valores de viabilidade celular foram de 88,6%, 87,7% e 84%; para as
doses de 1, 10 e 100 pg.mL"™", respectivamente. Foram observadas diferencas significativas
entre os grupos testado e controle ( p <0,05, * p <0,001), e uma diferenca significativa entre
a atividade citotoxica da ZIF-8 isolada e quando combinada nos sistemas (“p <0,05). Além
disso, houve diferenca entre o sistema a 10 pg.mL™" quando comparado com o farmaco isolado
na mesma dose (°p <0,05).

Apo6s 48 horas de tratamento (Figura 32.B), a viabilidade das células tratadas apenas
com ZIF-8 manteve-se elevada (97,3%) e a atividade do BNZ variou de 80 a 87%. No sistema,
os valores foram de 88,5%, 87,7% e 82,4%, para 1, 10 e 100 ug.mL'l, respectivamente. Foram
observadas diferengas significativas entre os grupos testado e controle ( p <0,05, " p <0,001),
e uma diferenga significativa entre a atividade da ZIF-8 isolada quando comparada ao sistema
(*p <0,05). Além disso, observou-se diferenca entre o sistema BNZ@ZIF-8 a 10 pg.mL’
quando comparado com o BNZ isolado na mesma concentra¢do, bem como na atividade do

sistema a 100 pg.mL™" quando comparado com o BNZ isolado nesta mesma concentragio (° °

p <0,05).

Figura 32 — Efeitos do BNZ, ZIF-8 e BNZ@ZIF-8 em diferentes concentragdes na viabilidade de células humanas
(PBMC) de acordo com o ensaio MTT em tempo de exposi¢do: A) 24 horas e B) 48 horas.
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FONTE: Autoria Prépria
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Desta forma, fica evidente a baixa atividade citotoxica dos materiais. Mesmo apos 48
horas de tratamento, todas as concentracdes testadas ndo apresentaram efeito toxico
significativo (Tabela 19), nem efeito significativo sobre a viabilidade celular. O fato do sistema

ser menos toxico que o farmaco isolado pode ser explicado pela liberagao lenta do mesmo.

Tabela 19 — Valores (em porcentagem) da viabilidade celular obtida pelo método MTT.

Tempo
Controle

BNZ (1 ygmr-1)
BNZ (10 ygmL-1)
BNZ (100 ugmL-1)
ZIF-8 (150 pg.mL-1)
BNZ@ZIF-8 (1 pg.mi-1)
BNZ@ZIF-8 (10 yg.mL-1)
BNZ@ZIF-8 (100 pg.mL-1)

24 horas 99,6 87,6 85,0 83,9 98,2 88,6 87,7 84,0

48 horas 99,6 87,0 81,0 80,0 97,3 88,5 87,7 82,4
FONTE: Autoria propria

A ZIF-8 e o BNZ@ZIF-8 ndo apresentaram citotoxicidade significativa nas células
testadas através do método do MTT. A ZIF-8, inclusive, demonstrou-se praticamente inerte,
evidenciando o fato de que ela pode ser um adjuvante farmacéutico como carreador. Estes
resultados encontram-se em conformidade com os dados apresentados por Alves (2013) e Ren
e colaboradores (2014). Segundo estes ultimos pesquisadores, a 100 pg.mL™" a MOF’s a base
de zinco apresentam boa viabilidade, no entanto, exibem algumas alteracdes morfoldgicas
celulares e, por vezes, desregulagdo de sintese proteica. Neste sentido, novos estudos através
de microscopia confocal e citometria de fluxo utilizando BNZ@ZIF-8 deverao ser requeridos.
Jaa 400 png.mL™" os pesquisadores evidenciaram a baixa viabilidade celular.

Por fim, as andlises realizadas indicam que o sistema BNZ@ZIF-8 pode ser utilizado
como IFA antichagésico em formas farmacéuticas, uma vez que, nas concentracdes testadas,
demonstrou-se seguro devido baixo potencial citotdxico nos tempos e concentragdes testadas.
No entanto, mais testes serao necessarios a fim de avaliar a citotoxicidade in vitro (de maneira

subcronica e cronica) e in vivo destes materiais.
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CONSIDERACOES FINAIS
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Em virtude de todos os argumentos demonstrados no presente trabalho, foi possivel

inferir que:

v Foi obtido um DDS com EI%=38% através da otimiza¢do de um método de obteng¢io
ex situ, variando propor¢des molares, dias de agitagdo e solventes de solubilizagdo.
Desta forma, o sistema BNZ:ZIF-8 em propor¢do molar 1:1 obtido em acetona
(denominado BNZ@ZIF-8) foi selecionado como melhor DDS desenvolvido;

v' As técnicas de caracterizagdo utilizadas no presente trabalho possibilitaram a
corroboragdo da formagao do sistema, principalmente devido as comparagdes realizadas
com os materiais isolados, a MF e o sistema obtido em agua. Este estudo serve como
uma etapa inicial para os estudos de pré-formulacdo, visto que todas as metodologias
evidenciaram a formacdo de um DDS capaz de reduzir o tamanho do cristalito do
farmaco;

v" Os ensaios de dissolugéo in vitro, sob condigdes sink e non-sink, demonstraram que em
pH 4,5 a estrutura da ZIF-8 se dissocia rapidamente, liberando uma grande quantidade
de farmaco em um curto intervalo de tempo. J4 em pH 7,6, a liberagdo de BNZ a partir
do BNZ@ZIF-8 se da de forma prolongada. Estes resultados sdo melhor evidenciados
na condi¢do non-sink, pois apresenta lenta liberacao e reducdo do efeito burst;

v Houve, de fato, a modulagéo da liberagdo do fAirmaco que pdde ser comprovada através
de métodos modelo-dependente e modelo—independente. Mediante o ajuste dos perfis
de dissolugdo foi possivel sugerir o0 mecanismo de liberagdo do fairmaco a partir do
sistema BNZ@ZIF-8, o qual ocorre de maneira diferente a depender do pH testado,
corroborando a ideia de modulagao da liberagao;

v" O ensaio de dialise proporcionou uma estimativa da liberagdo seguida de permeagio do
BNZ. Resultados semelhantes aos da dissolugdo foram evidenciados no tocante da
modula¢do pH-dependente. Em pH 4,5 foi observada uma liberagdo mais rapida do BNZ
a partir do sistema em comparacdo ao pH 7,6. Além disso, a concentragdo de BNZ de
ambas as situacdes foi menor que a do BNZ isolado e que a liberagdo se deu de forma
prolongada, apresentando-se sem oscilagdes de concentracdes e sem efeito burst

demonstrados pelo farmaco;
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O sistema BNZ:ZIF-8 em propor¢dao molar 1:1 obtido em acetona apresentou baixa
toxicidade até a concentragdo de 100 pg.mL™, demonstrando menor efeito sobre a
viabilidade celular que o proprio farmaco isolado;

Teve-se, entdo, éxito na obtencdo de um DDS pH-dependente. Enquanto permanece na
corrente sanguinea — onde o pH varia entre 7,35-7,45 — o0 BNZ@ZIF-8 pode liberar
controladamente o farmaco, por difusdo seguido de erosdo/intumescimento da rede
polimérica da ZIF-8. Quando em contato com as células infectadas pelo 7. cruzi — cujo
pH ¢ proximo a 5 — o sistema pode libera 0 BNZ mais rapidamente. Fica evidente que
se teve o desenvolvimento de um sistema carreador do BNZ capaz de vetoriza-lo as
células infectadas pelo parasita, promovendo uma melhora da sua biodisponibilidade,
aumentando a adesdo de um tratamento mais seguro e alternativo para a doenga de

Chagas;

Diante dos resultados obtidos e da premissa da obtengdo de um produto farmacéutico

destinado ao tratamento alternativo da doenca de Chagas, tem-se como perspectivas do presente

trabalho:

v

Realizar o estudo de dialise em condi¢des non-sink a fim de correlacionar os resultados
obtidos no estudo de dissolugao in vitro,

Investigar, in vitro, a dindmica de absor¢ao e interagdo do sistema BNZ@ZIF-8 através
de microscopia confocal e citometria de fluxo;

Realizar estudo de docking a nivel molecular para caracterizar a interagao entre 0 BNZ
e a ZIF-8, o que pode contribuir para a andlise do fato da alteracdo do perfil térmico
evidenciado pela TG do BNZ@ZIF-S;

Avaliar a farmacocinética in vivo do sistema BNZ@ZIF-8 em parceria com a Prof*. Dr?.
Rosangela Perccinini da UNESP — Araraquara.

Realizar a obtencdo tecnoldgica de uma forma farmacéutica & base do DDS para o
tratamento alternativo da doenca de Chagas, seguido dos controles de qualidade

pertinentes;
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ANEXOS

ANEXO A - Certificado de andlise do controle de qualidade do Benznidazol

ANEXO B — Prémio de melhor trabalho, intitulado: “DESENVOLVIMENTO DE METODO
DE OBTENCAO DE DRUG DELIVERY SYSTEM A BASE DE BNZ E ZIF-8 PARA O
TRATAMENTO ALTERNATIVO DA DOENCA DE CHAGAS”, apresentado no I Congresso

Nacional de Farmacia e Biomedicina (Recife — PE)

ANEXO C - Prémio de melhor resumo (modalidade oral), intitulado: “CARACTERIZACAO
POR MICROCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA DE DRUG DELIVERY SYSTEM
DRUG DELIVERY SYSTEM A BASE DE BNZ E ZIF-8”, apresentado no XV Jornada de
Iniciagdo Cientifica (JONIC 2016) (Recife — PE)

ANEXO D — Comprovante de submissdo de artigo original submetido & PLOS One”® Journal,
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ANEXO A - Certificado de analise do controle de qualidade do Benznidazol

i CERTIFICADO DE ANALISE : T cédigo:
Controle de Qualidade |~—o0 80 302400001
! ! | Rev.: 00 |pag1/1
H BENZNIDAZOL Lote n2: 301045 Referéncia: Hoffmann La Roche
] 1| Data de Fabricag8o: Data de Validade:
| JANEIRO/2014 JANEIRO/2016
TESTES RESULTADOS ESPECIFICAGOES
. Aparéncia . De acordo . Pé fino
- Cor - Levemente amarelado . Branco, amarelo esbranquigado
) ou levemente amarelo.
. Identificagdo
Infravermelho . De acordo . De acordo com o padrio.
. Opalescéncia da solu¢io a 1% . Limpide - 1,0 NTU . Limpida (Maximo 3,0 NTU)
(p/v) em acetona.
- Cor da solucdo a 1% (p/v) em . <BY6 . Méximo (EP): GYs, BYs ou Be.
acetona
- PH da solugdo 1% {p/v} .51 .50-7,0
suspensdo em dgua

. Absorbéncia no UV em metanol

A méximo .31S nm .313-317 nm

A(1%, 1 cm) .286,2 .286-304

A minimo . 265 nm .262-266 nm

. Ponto de fusdo .192°C .189°C-192°C

. Perda por secagem .0,1% . Méximo 0,5%

. Cinzas sulfatadas .0,0% . Maximo 0,1%

. Metais pesados . <20 ppm . Maximo 20 ppm

. Substéncias relacionadas
2-nitroimidazol .<0,1% . Méximo 0,1%
N-benzii-2-cloroacetamida <0,1% . Méximo 0,1%
Impureza desconhecida <2 . Méximo 2 impurezas
Total de imp. Desconhecida <0,1% . Maximo 0,1 %
Soma total de impurezas <0,1% . Maximo 0,2%

. Teor (base seca) .100,8% .98,5-101,5%

. Granulometria
Através da peneira n?120 USP .93% . Minimo 85%
Particulas estranhas -Ausente -Ausente |

Embalagem: Manter o recipiente hermeticamente fechado e evitar temperatura superior §i(£'g. )

Aprovado pelo Gerente do Controle de Qualidade‘_cénférme ESD‘ECi‘ﬁ;’.dCﬁO acima e reconciliagao de
todos os documentos do lote na datal8/01/2014 sob n® de analise 01/13-0125

Rua Dezessete, n® 200 - Distrito Industrial de Dugue de Caxias ~ Xerém -- D. Caxias R /2 e
Cep: 25250-612 Tel.: + 55 21 3651-7300 T Ao,
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ANEXO B — Prémio de melhor trabalho, intitulado: “DESENVOLVIMENTO DE METODO
DE OBTENCAO DE DRUG DELIVERY SYSTEM A BASE DE BNZ E ZIF-8 PARA O
TRATAMENTO ALTERNATIVO DA DOENCA DE CHAGAS?”, apresentado no I Congresso

Nacional de Farmécia e Biomedicina (Recife — PE)

Q®s 3 Congresso
Y %Multi isciplinar

> de s
7.5 “Saude

| Congresso Nacional de Biomedicina e Farmacia

Perspectivas de Mercado e Atualidades no Cuidado em Saude

Outubro | Centro de Convencaes
20 a 222016 de Pernambuco

Certificado

Certificamos que o trabalho intitulado: “DESENVOLVIMENTO DE METODO DE

OBTENCAO DE DRUG DELIVERY SYSTEM A BASE DE BNZ E ZIF-8 PARA TRATAMENTO 4
ALTERNATIVO DA DOENGA DE CHAGAS”, apresentado por Aline Silva Ferreira; Leslie \Jl
Raphael de Moura Ferraz; Débora Dolores Souza Silva; Alinne Elida Gongalves Alves; p
Larissa Aratjo Rolim; Pedro José Rolim Neto, foi premiado no / Congresso Nacional de

Biomedicina e Farmdcia, tendo como tema central: “Atuagio da Equipe Interdisciplinar

e o Cuidar da Saude na Atualidade: Perspectivas de Mercado e Atualidades no Cuidado

em Satde”, realizado no Centro de Convengdes de Pernambuco, no periodo de 20 a 22

de outubro de 2016.
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e o vo o
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ANEXO C - Prémio de melhor resumo (modalidade oral), intitulado: “CARACTERIZACAO

A

POR MICROCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA DE DRUG DELIVERY SYSTEM

N

DRUG DELIVERY SYSTEM A BASE DE BNZ E ZIF-8”, apresentado no XV Jornada de

Iniciagdo Cientifica (JONIC 2016) (Recife — PE)

opesy ¢

9)109y 010B)S]
0BSU3)XJ B eSINbsad ap cedeuapioo))
ei1hq Alebepy

'91.0Z 9P 0JQWIAAOU 8P ZZ ‘aj10ay

'91.0Z 3P 0JQUIBAOU 8p ZZ SEIP SOU BPEZI[eal |0) EPRUIOL i OWNS3Y JOY|3W OWO)) OpEeIWaid
o} [enb O ‘|es0 OB3ea1UNWOd 3pepiiepow eu |, g-41Z 3 ZNG 3P 3seq e W3ILSAS AYIAINIA ONYa P
einpaiiep ap e31u0433|3 eidodsosdiw Jod oeSezid)dRIED), OPEINIUI OWNSS) Op OBdEJUSSaIdE B WOoD
‘OINOI - 033N WI|0Y SO 04pad ‘Wijoy ofnesy essiie] ‘San|y sane3uoD epij3 auully ‘cjuawidsen
BA|IS Bp BzZnOS s3i0|0Q BI0Q3Q ‘zelsdj einOW dp |deydey IS ‘elIAIO BAIS 0SLIpOY

‘e4131134 BAJIS 3UIY S3I0INE SOB OPEOYILIAD 219JU0D 8)103Y OP OIBIST SPEP|NOE v

0aV2I31L43D

i
i
|
i




176

ANEXO D — Artigo cientifico submetido 4 PLOS One” Journal, intitulado: “Kinetics analysis

of thermally stimulated processes of the antichagasic agent Benznidazole”

PLOS ONE

Kinetics analysis of thermally stimulated processes of the antichagasic agent

Manuscript Number:
Article Type:
Full Title:

Short Title:

Corresponding Author:

Keywords:

Abstract:

Order of Authors:

Opposed Reviewers:
Additional Information:
Question

Financial Disclosure

benznidazole
--Manuscript Draft--

Research Article

Kinetics analysis of thermally stimulated processes of the antichagasic agent
benznidazole

Kinetic Analysis of benznidazole

Paulo Cesar Dantas Silva, Ph.D.
Universidade Federal de Pernambuco
Recife, Pernambuco BRAZIL

Kinetic model; Non-isothermal model; Isothermal model; Isoconversional model;
Benznidazole

Aiming to become a pharmaceutical product, it is necessary for a drug to evaluate the
safety and quality requirements established by the regulatory agency. A robust pre-
formulation study is essential to the dosage forms development. Thermal analysis is
one of the methods used in the characterization study, which incorporates several
analytical techniques, including thermogravimetry, a widely used technique that is
useful to analyze the thermal behavior of a drug. This technique is capable of to
determine the kinetic parameters of the degradation reactions and thereby estimate the
shelf-life of drugs based on the obtained data. The present work aimed to evaluate the
kinetic parameters of the degradation Benznidazole (BNZ), and the kinetic studies of
thermally stimulated processes through non-isothermal and isothermal methods. The
non-isothermal parameter was performed by Flynn-Wall-Ozawa method. For the
isothermal model was applied the Arrhenius equation in order to determine the kinetic
parameters and to predict the estimated shelf-life. The results showed that the kinetics
degradation of BNZ, when under isothermal conditions, follows reaction order 1 (R2 =
0,9740). By Arrhenius equation it was possible toestimate the shelf-life of the BNZ in
about 1.691,854 days (56,395 months). The values obtained for the kinetic parameter
activation energy of BNZ showed excellent correlation between the isothermal and
non-isothermal studies, indicating that the thermal decomposition of the active
pharmaceutical ingredient is not influenced by concurrent processes and corroborating
the applicability of kinetic methods.
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