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RESUMO

A B-Lapachona (B-LAP) vem sendo exaustivamente estudada devido ao seu excelente
potencial antineoplasico in vitro, principalmente frente as linhagens de cancer refratarias aos
tratamentos convencionais. Entretanto, é classificada como classe Il pelo sistema de
classificacdo biofarmacéutica, apresentando absorgcdo limitada, devido a baixa taxa de
dissolucdo. Visando resolver esse entrave esse trabalho objetivou obter, caracterizar e avaliar
a liberagdo de sistemas de B-LAP com uma estrutura organometalica em escala nanométrica,
chamada Nano Zeolitic Imidazalate Framework (nZIF-8). Um método de quantificagdo da [3-
LAP por espectroscopia de absor¢do na regido do ultravioleta-visivel (Uv-vis) foi validado
para doseamento dos sistemas. Os sistemas foram obtidos por um método ex situ, mediante
agitacdo do farmaco junto a nZIF-8 e selecionados os de maior percentual de incorporacdo
para prosseguir. As caracterizacdes foram realizadas por Uv-vis, espectroscopia de absorcado
na regido do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), difratometria de raios-X
(DRX), termogravimetria (TG), calorimetria exploratéria diferencial (DSC), microscopia
eletrénica de varredura (MEV), para avaliar a formacdo dos sistemas. Foram realizados
estudo de docking molecular e ensaios de dissolugéo in vitro nas condigdes sink em diferentes
pHs e non-sink, que evidenciaram o perfil de liberagao da B-LAP da nZIF-8. Os perfis de
dissolugdo foram analisados por area sob a curva e eficiéncia de dissolu¢do. Os sistemas
obtidos em etanol apresetaram 22,5%, e em metanol, 15,8% de incorporacdo do farmaco a
nZIF. O DRX mostrou significativa reducdo na cristalinidade do farmaco confirmada pelo
MEYV e pelo DSC, junto com as demais analises corroboraram com a formacédo dos sistemas
B-LAP:nZIF-8. Nos estudos de dissolucdo, nas condigfes sink o sistema obtido em metanol
conseguiu um maior incremento de solubilidade e modulacdo na liberacdo do farmaco de
acordo com o pH utilizado, em pH 6,8, liberou em torno de 65% de B-LAP em 6 h, enquanto
que nos outros pHs, foram obtidos percentuais de liberagdo menores mas, ainda assim
superiores ao farmaco isolado. E sob condicdo non-sink em pH 6,8, o perfil de dissolucéo dos
sistemas revelou a capacidade que o carreador apresenta de manter o farmaco em solucao
supersaturada, sugerindo possivelmente maior biodisponibilidade. Dessa forma, obtiveram-se
sistemas capazes de superar as limitagcdes de solubilidade da B-LAP, sendo esse estudo um
dos pioneiros na demonstracdo da nZIF-8 como agente para incremento de solubilidade de
farmacos pouco soluveis com melhores taxas de dissolugdo e modulagéo de liberagao.

Palavras-chave: Neoplasias. Dissolugdo. Solubilidade. p-Lapachona. nZIF-8.



ABSTRACT

B-Lapachona (B-LAP) has been extensively studied due to its excellent antineoplastic
potential in vitro, especially in view of cancer lines resistant to conventional therapies.
However, it is classified as class Il by the biopharmaceutical classification system, leading to
limited absorption due to the low dissolution rate. Thus, to overcome this obstacle, this work
aimed to obtain, characterize and evaluate the release of B-LAP systems with an
organometallic structure on a nanometric scale, called Nano Zeolitic Imidazalate Framework
(nZIF-8). A method of quantifying B-LAP by absorption spectroscopy in the ultraviolet-
visible region (UV-vis) has been revalidated for the determination of systems. The systems
were obtained by anex situ method, by stirring the drug with nZIF-8 and the highest
percentages of incorporation were selected to proceed. The characterizations were carried out
through UV-vis, absorption spectroscopy in the infrared region with Fourier transform
(FTIR), X-ray diffraction (XRD), thermogravimetry (TG), differential scanning calorimetry
(DSC), scanning electron microscopy (SEM) to assess the formation of the systems.
Molecular docking studies and in vitro dissolution tests were carried out under sink conditions
at different pHs and non-sink, which showed the release profile of nZIF-8:B-LAP. The
dissolution profiles were analyzed through the area under the curve and dissolution efficiency.
The systems obtained in ethanol presented 22.5% of drug incorporation to nZIF and 15.8% in
methanol. The XRD showed a significant reduction in the crystallinity of the drug confirmed
by the SEM and the DSC, which along with the other analyzes corroborated with the
formation of the B-LAP:nZIF-8 systems. In the dissolution study, under sink conditions the -
LAP:nZIF-8 system obtained in methanol achieved a greater increase in solubility and
modulation in the release of the drug according to the pH tested, where at pH 6.8 released
around 65% of B-LAP in 6 h while in the other pHs values, slightly lower percentages of
release were obtained, but still higher than the drug alone. And under a non-sink condition at
pH 6.8, the dissolution profile of the systems revealed the carrier's ability to maintain the drug
in supersaturated solution, suggesting a greater bioavailability. Thus, systems capable of
overcoming the solubility limitations of B-LAP were obtained, this study being one of the
pioneers in demonstrating nZIF-8 as an agent for increasing solubility of poorly soluble drugs

with better dissolution rates and release modulation.

Keywords: Neoplasms. Dissolution. Solubility. B-Lapachona. nZIF-8.
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1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, o cancer ganhou uma grande magnitude, tornando-se um grave
problema de saude publica mundial. A incidéncia de novos casos da doenca vem aumentando
ao longo dos anos e estd relacionada diretamente ao desenvolvimento socioeconémico.
Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a cada ano, 8,8 milhdes de pessoas
morrem de cancer, a maioria em paises de baixa e média renda. A estimativa para o Brasil, no
biénio 2018-2019, aponta a ocorréncia de cerca de 600 mil casos novos de cancer. Diante
desse cenario, nota-se a necessidade de investimentos para desenvolvimento de acGes
abrangentes para o controle do cancer. Nesse sentido, pesquisas estdo sendo desenvolvidas,
visando estabelecer mecanismos de incentivo ao desenvolvimento de fitofarmacos para
combate ao cancer. Novas drogas provenientes de extratos vegetais estdo sendo isoladas e
descobertas a cada dia e, muitas vezes, servem de modelos para alteracbes moleculares que
resultam em compostos mais eficazes (FAVARO et al., 1990; BRASIL, 2015; INCA, 2017).

A pB-Lapachona, conhecida quimicamente como 3,4-dihidro-2,2-dimetil-2H-naftol[1,2-b]
pirano-5,6-diano, é uma ortonaftoquina com significado potencial terapéutico de ocorréncia
natural, isolada do ipé roxo, ou pau d’arco roxo (Tabebuia avellanedae Lor), da familia
Bignoneaceae. Trata-se de um fitofarmaco que vem sendo exaustivamente estudo, devido ao
seu excelente potencial antineoplasico in vitro, principalmente frente as linhagens de cancer
refratarias aos tratamentos convencionais, como 0 cancer de proOstata, mama, ovario,
leucemias, melanoma, pancreas e colon. Porém, a partir do sistema de classificacdo
biofarmacéutica (SCB), a B-Lapachona é classificada como classe 11 (baixa solubilidade e alta
permeabilidade). Dessa forma, apresenta-se como um farmaco fracamente soltvel em agua e
fluidos aquosos, levando a uma absorcdo limitada devido a baixa velocidade de dissolucéo
(CUNHA-FILHO et al., 2007; BEY, 2007; FREITAS-NETO, 2012; JANG et al., 2013).

E neste contexto do incremento da solubilidade e da modulag&o da liberacio de farmacos,
através de excipientes inteligentes, que diversos sistemas carreadores de farmacos vém sendo
desenvolvidos. As redes organometalicas de coordenacdo, Metal Organic Framework (MOF),
sdo materiais hibridos, organico-inorganicos, que apresentam propriedades promissoras para
serem utilizados como carreadores de farmacos. A Zeolitic Imidazolate Framework (ZIF) é
uma subclasse de MOF utilizada para diversos fins, tais como: constituintes de membranas,
troca e armazenagem de gases, biossensores, agentes de catalise e carreadores de farmacos
(KARAGIARIDI et al., 2012; LIEDANA et al., 2012).
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Entre as ZIF’s, destaca-se a ZIF-8 disponiveis em microescala, mais recentemente
produzidas e utilizada em nanoescala (nZIF-8) que apresentam vantagens indiscutiveis, tais
como: seu tamanho com mais ampla superficie externa, porosidade, alta estabilidade térmica,
maior permeabilidade, biocompatibilidade, grande aporte de substancias quimicas, reducdo de
citotoxicidade e em alguns casos entrega direcionada, caracteristicas interessantes para terapia
antineoplasica. Dessa forma despertando o interesse em obter sistemas nanoparticulados de
nZIF-8 com a B-Lapachona para o tratamento do cancer (CAl et al., 2015; WU; YANG, 2017;
ZHUANG et al., 2014).

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Obter, caracterizar e avaliar a liberacdo do sistema nanoparticulado B-Lapachona:MOF (nZIF-
8).

1.1.2 Objetivos Especificos

v’ Realizar a caracterizacéo fisico-quimica da -Lapachona e da MOF (nZIF-8);

<

Obter o sistemas nanopaticulados da B-Lapachona:nZIF-8;

v’ Caracterizar as amostras obtidas para a avaliagdo do processo de obtengdo f-
Lapachona:nZIF-8;

v' Realizar ensaios de dissolugio dos sistemas obtidos [B-Lapachona:nZIF-8, para

avaliacdo do perfil de liberag&o do fitofarmaco.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 CANCER: ASPECTOS GERAIS

As doencas cronicas ndo transmissiveis (DCNT) se referem a quatro grupos de
doencas: doencas cardiovasculares, cancer, diabetes mellitus e doengas respiratorias cronicas,
gue juntas sdo a principal causa de morbimortalidade em paises de baixa e média renda com
80% de 6bitos, enquanto que nos paises de alta renda corresponde a cerca de 13%, superando
as doencgas infectocontagiosas. Dessa forma as DCNT atuam de maneira limitante para o
crescimento econdmico das nagOes, visto que, ameacam o0 desempenho das metas de
desenvolvimento do milénio, comportando-se como um desafio para saude e para economia
global (ALWAN et al., 2010).

Segundo Malta e Colaboradores (2016) o aumento das DCNT reflete os efeitos
negativos da globalizagdo, das desigualdades no acesso aos servigos de salde e sociais, da
falta de politicas publicas que garantam equidade, da urbanizacdo rapida, da vida sedentéria e
da alimentacdo com alto teor caldrico e do marketing que estimula o uso do tabaco e do
alcool. Exigindo que essas doencgas sejam vistas com prioridade para que seja possivel trazer
melhoras a qualidade de vida da sociedade.

Apesar de as DCNT serem multifatoriais, possuirem causas externas e internas alguns
fatores de risco foram eleitos pela organizacdo mundial de saude (OMS), dentre os quais 0s
principais sdo: tabagismo, atividade fisica insuficiente, alimentacdo nao saudavel e uso nocivo
de &lcool, sendo necessério dessa forma criar medidas mais especificas e eficazes voltadas
para esses fatores que acontecem de maneira mais predominante como é possivel identificar
no estudo de Tassitano e Colaboradores (2014).

A partir disso, estratégias foram criadas no Brasil para vigilancia epidemioldgica de
DCNT, que possui como componentes 0 monitoramento dos fatores de risco, monitoramento
da morbidade e mortalidade e monitoramento e avaliagdo das acgdes de assisténcia e
promocao da saude. Que é norteada pelo Plano de Acdes Estratégicas para o Enfrentamento
das Doencas Cronicas Nao Transmissiveis (DCNT) no Brasil, 2011-2022, com o objetivo de
promover o desenvolvimento e a implementacdo de politicas publicas efetivas, integradas,
sustentaveis e baseadas em evidéncias para a prevengdo e o controle das DCNT e de seus
fatores de risco, e fortalecer os servicos de salde voltados para a atencdo aos portadores de
doencas cronicas (MALTA et al., 2011).
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Nos altimos anos o cancer tomou grande magnitude tornando-se um grave problema
de saude publica a nivel mundial, ocupando o segundo lugar dentre as DCNT que mais levam
a obito. A OMS informou que, no ano de 2018, houve em torno de 18,1 milhdes de novos
casos de cancer no mundo prevendo um aumento desse nimero para cerca de 29,5 milhGes
em 2040. Além disso, relatou que nesse mesmo ano foram contabilizados cerca de 9,6
milhGes de mortes por causa doenca, responsavel por cerca de 1 em cada 6 mortes no mundo.
70% das mortes por cancer ocorrem em paises de baixa e média renda (WHO A, 2018; WHO
B, 2018).

Entre todos os paises do mundo os que possuem maior incidéncia de cancer em geral
sdo China ocupando o primeiro lugar, sequido dos Estados Unidos da América, india, Japao,
Alemanha, Brasil e Russia de acordo com os dados do Global Cancer Observatory
(GLOBOCAN) da International Agency for Research on Cancer (IARC) (Figura 1A). Ja
dentre os canceres mais prevalentes no mundo estdo pulmdo, mama, colorretal, préstata,
estdmago, figado e es6fago dados obtidos também da base de dados do GLOBOCAN (Figura
1B) (GLOBOCAN, 2018).

Figura 1 - Dados epidemioldgicos de cancer a nivel mundial, A) Paises com maiores incidéncias de

cancer e B) Canceres mais prevalentes no mundo.

A B
China
23,7%
Mama
11,6%
Qutros
43,8% Qutros
46% Colorretal
EUA 10,2%
11,8%
india
Russia 6,4%
3% Japdo
Brasil 4,9%
3,1% |
Alemanha Es6fago
4% 3,2%
Total: 18 078 957 3.4% Total: 18 078 957 ’

Fonte: Adaptado de Globocan, 2018.

Esses estudos epidemiologicos sdo de extrema importancia, por exibir o impacto que

determinadas doencgas causam na sociedade. A partir dos dados obtidos sobre incidéncia,
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prevaléncia, morbidade e mortalidade das doencas no Brasil e no mundo é possivel avaliar
essas taxas e planejar estratégias de intervencdo. Dessa forma, o cancer foi colocado como
uma das doencas que precisam de acdes sanitarias prioritarias no Brasil através da portaria n°
399 de 2006, publicada pelo ministério da salde que divulgou pacto pela saude 2006
(BRASIL, 2006; BARATA, 2013). Reduzir a mortalidade por cancer é um dos principais
desafios que a sociedade, os governos, a comunidade médica e cientifica enfrentam
(GONZALEZ-FIERRO; DUENAS-GONZALEZ, 2019).

Segundo a estimativa do Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva
(INCA), no biénio 2018-2019, iriam ocorrer cerca de 600 mil novos casos de cancer no
Brasil. A distribuicdo da incidéncia varia entre as regides brasileiras, o sul e sudeste
concentram 70% dos casos novos, enquanto que as regides centro oeste, norte e nordeste
ficam com os outros 30%. Existe grande variagdo da magnitude e dos tipos de cancer entre as
diferentes regides do Brasil (INCA, 2017; SANTOS, 2018).

De acordo com os dados epidemioldgicos do INCA, nas Regifes Sul e Sudeste
predominam os canceres de prostata e de mama feminina, bem como os canceres de pulméo e
de intestino. Na Regido Centro-Oeste, apesar de bastante semelhante, incorpora em seu perfil
0 cancer do colo do Utero entre os mais incidentes. E nas Regifes Norte e Nordeste, embora
também apresentarem o0s canceres de prdstata e mama feminina entre os principais, a
incidéncia dos canceres do colo do Utero e estbmago tem forte impacto nessa populacéo
(INCA, 2017).

As neoplasias caracterizam-se pelo crescimento descontrolado de células formando os
tumores, elas podem ser benignas ou malignas dependendo do tipo de crescimento celular.
Benignas, quando as células sdo semelhantes as dos tecidos normais, geralmente crescem em
um ritmo lento, ndo possuem capacidade de se espalhar para outros tecidos e 6rgdos e quando
removidos ndo sdo reincidentes. Enquanto que as malignas caracterizam o cancer
propriamente dito, onde as células se multiplicam rapidamente, invadindo tecidos adjacentes
podendo se espalhar para outras partes do corpo através do sistema sanguineo e linfatico,
processo denominado de metastase e mesmo tratando ou removendo, as reincidéncias sdo
comuns (BRASIL, 2011).

Ainda ndo se conhece o fator de causa exato do cancer. Mas, sabe-se que ele ¢
proveniente de mutacGes genéticas que podem ser herdadas, pré-disposicdo hereditaria, ou
adquiridas, com ocorréncia em criancgas, jovens, adultos e idosos. Consiste em uma patologia

multifatorial, ou seja, diversos fatores genéticos, ambientais e de estilo de vida concorrem
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podendo se sobrepor e favorecer o seu desenvolvimento com diferentes graus de poténcia.
Dessa forma, o sequenciamento e o painel genético hoje se apresentam como novas
alternativas para diagndstico e até mesmo prevencao da doenca em casos de individuos que
apresentem pré-disposicao (WALSH et al., 2020).

O processo de carcinogénese ou de formagdo do cancer, ocorre quando um agente
carcinogénico entra em contato com o0s genes que codificam as proteinas reguladoras do ciclo
celular, responsaveis por perceber e reparar danos ao DNA, ocasionando mutacbes e
proliferacdo celular. Esses agentes carcinogénicos podem se dividir em genotéxicos (DNA
reativo) e ndo-genotdxicos (epigenético) (KLAUNING; WANG, 2018).

Os protooncogenes sdo encontrados nos ndcleos das células na forma inativa em
células normais e sdo denominados de reguladores positivos para proliferacdo celular. Quando
acontece o contato com o agente carcinogénico, o protooncogenes € ativado se transformando
no oncogenes responsavel pelo processo de malignidade, e a célula multada (pré-neoplasica)
se torna em uma célula tumoral (neoplasica). O processo de tumorogénse possui estagios de
iniciacdo, promocéo e progressao (KLAUNIG; WANG, 2018).

Os reguladores negativos sdo conhecidos como supressores de tumor, estes inibem a
formagdo da massa tumoral cancerosa quando estdo com funcionamento correto, porém
quando sofrem mutacdo eles s&o inativados param de funcionar. Dentre 0s supressores
tumorais, um dos mais importantes é a p53 que apresenta seu gene multado em pelo menos
50% dos canceres humanos (SAKANASHI et al., 2019).

A proteina p53 age na fase de transicdo de G1 para S do ciclo celular bloqueando a sua
progressdo quando existe danos ao DNA ou outras condi¢Bes desfavoraveis, essa pausa no
ciclo celular permite o reparo do DNA também pela p53 que ativa enzimas para a reparacao,
quando o reparo € realizado ela libera a célula para continuar o ciclo celular e quando é
impossivel a reparacdo ela induz a morte celular programada, apoptose, para que o0 DNA
danificado ndo seja repassado. Na célula tumoral geralmente a p53 encontra-se multada,
ausente, inativa ou pouco funcional, de maneira que, essa célula ira conseguir se dividir e as
células-filhas irdo herdar a mutacdo, uma vez que o DNA da célula-mée ndo conseguiu ser
corrigido pela p53 (SAKANASHI et al., 2019; BLANDINO et al., 2020).

A célula tumoral é geralmente menos especializada nas suas funcdes que as células
normais, dessa forma quando as células cancerosas vdo substituindo as normais os tecidos
invadidos véo perdendo suas funcdes, levando a disfuncéo orgéanica do 6rgéo que pode levar a

faléncia do mesmo e evoluir para a morte do paciente. E como parte do status seu oncogénico,
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as células cancerigenas produzem niveis aumentados de espécies reativas de oxigénio (EROs)
geradas por mitocondrias (ALMEIDA et al., 2005; MA et al., 2015).

As EROs sdo associadas ao processo de formagdo do cancer, pois podem ser
produzidas por agentes enddgenos (mitocondrias, peroxissomos, citocromo P450, células
inflamatorias) e exdgenos (radiacdo, metais, patdgenos, quimioterapicos e xenobidticos) que
podem interagir entre si e alterar os estagios do processo de carcinogénese. Uma vez que, 0
estresse oxidativo pode levar a mutagGes genética e/ou alteracBes no crescimento celular. A
exposicdo a esses agentes indutores de ERO resulta na regulacdo positiva dos genes de
resposta ao estresse, incluindo aqueles envolvidos nas enzimas de defesa antioxidante. Altos
niveis de ERO podem resultar em apoptose ou necrose, engquanto niveis mais baixos
produzem expresséo alterada de fatores de crescimento e protooncogenes, levando a aumentos
na proliferacédo celular (KLAUNING; WANG, 2018).

Durante os estagios de desenvolvimento dos tumores humano eles adquirem algumas
capacidades bioldgicas responsaveis pela complexidade da doenga, como a sustentacdo da
sinalizacdo proliferativa, evasdo dos supressores de crescimento, resisténcia a morte celular
devido ao bloqueio do mecanismo de apoptose, promocdo da imortalidade replicativa,
inducdo da angiogénese para fornecer nutrientes e oxigénio ao tumor, ativacao de invasoes e
metastases, instabilidade do genoma, favorecimento de inflamac&o, alteracdo do metabolismo
energético e escape do sistema imunoldgico, criando um microambiente para a progressao
tumoral (HANAHAN; WEINBERG, 2011).

O campo de tratamento oncologico é bastante dindmico e que necessita de crescente
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas. As formas de tratamento das neoplasias
malignas incluem cirurgias, transplante de medula &ssea, terapia alvo, medicina
personalizada, hormonioterapia, imunoterapia, radioterapia e quimioterapia antineoplasica de
maneira isolada ou em combinacdo (NIH, 2019).

A escolha do tipo de tratamento vai depender do tipo de cancer e do quéo avancado ele
estd. As cirurgias e radioterapias consistem em métodos fisicos de eliminacdo de focos
tumorais. Enguanto a quimioterapia € a mais antiga e convencional forma de tratamento, o
sucesso dela depende da precocidade do diagnostico junto com tratamento eficaz visando
aumentar a chance de cura e prolongar o tempo de vida do paciente. Ela se baseia na
administragdo por via sisttmica de um ou mais medicamentos, chamados de antineoplésicos,
para eliminar células tumorais espalhadas no organismo e que podem ser associados aos
demais tipos de tratamento (JESUS et al., 2016).
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Contudo a maioria dos antineoplasicos existentes na atualidade no mercado
apresentam impasses que vao desde entraves fisico-quimicos dos farmacos, dificuldade de
obtencdo até a alta toxicidade dos mesmos. Essa toxicidade estd relacionada a falta de
especificidade pelo alvo de acdo que sdo as células tumorais, ou seja, os farmacos além de
atuar nas células neoplésicas atuam também nas células de divisdo rapida como as
gastrointestinais, capilares e do sistema imunoldgico, isso explica a maioria dos efeitos
colaterais da quimioterapia como perda de cabelo, nauseas e suscetibilidade a infecces. Além
disso, o quadro de resisténcia primaria ou adquirida aos antitneoplasicos tem se tornado um
problema na quimioterapia, devido as falhas no tratamento, sendo um grande impedimento a
sobrevivéncia do paciente e a principal causa de ébito de pacientes com cancer em estagios
avancados (ALMEIDA et al., 2005; ZARGAR et al., 2020).

Diversos principios ativos e medicamentos antineoplasicos foram desenvolvidos ao
longo dos anos e a demanda € crescente e urgente para descoberta e pesquisa de outros novos
além de melhora dos ja existentes na tentativa de conseguir menores efeitos toxicos e
melhores efeitos terapéuticos frente as diversas linhagens de cancer existentes e refratarias aos
tratamentos ja disponiveis (ZARGAR et al., 2020; SHARPE et al., 2020).

Eles podem ser classificados dependo do local e da forma que agem, em ciclo celular
especifico e ciclo celular ndo especifico. O ciclo celular especifico atua diretamente sobre
células que estdo no ciclo celular interferindo na divisdo celular, enquanto que o ciclo celular
ndo especifico consegue eliminar a célula independente dela esta atravessando o ciclo celular
ou em repouso no compartimento Go (ALMEIDA et al., 2005).

O ciclo celular consiste em um conjunto de fases que as células passam para se
duplicar e d& origem a duas novas células. Como o cancer é uma doenca causada por uma
divisdo celular descontrolada seu desenvolvimento e progressdo esta ligada a alteracdes do
ciclo celular (Figura 2). Ele se divide em interfase (1), fase inicial e mais longa onde ocorre a
preparacgdo da célula para divisdo com duplicacdo do material genético, envolve as etapas G1,
S, G2, GO. Mitose (M) onde se tem a separagdo dos cromossomos da célula mae e engloba a
profase, prometafase, metafase, anafase, e teldfase. E citocinese parte final onde ocorre a
divisdo do citoplasma (ALMEIDA et al., 2005).
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Figura 2 - Ciclo de replicacao celular esquematico para célula em mitose.

e S
Fonte: ALMEIDA et al., 2005.

Os produtos naturais se mostram como fontes ricas em principios ativos,
principalmente os derivados de plantas medicinais, cada vez mais procuradas por grupos de
pesquisa voltados para area oncoldgica, por apresentarem-se como alternativas promissoras
para o desenvolvimento de medicamentos oncoldgicos inovadores contra diversos tipos de
cancer, como o derivados da vinca, vincristina (Oncovin) e vimblastina (Velban), os taxanos,
taxol (Paclitaxel®) e docetaxol (Taxotere), as podofilotoxinas (etoposida e teniposida) todos

atuando nas fases do ciclo celular para atingirem sua acdo (BRANDAO et al., 2010).

2.2 CLASSIFICACAO BIOFARMACEUTICA

Os farmacos podem ser classificados em quatro categorias diferentes de acordo com
seus graus de solubilidade aquosa e permeabilidade intestinal, estes dois parametros podem se
apresentar em niveis alto ou baixo e controlam diretamente como ocorrerd a absorcdo dos
farmacos por via oral em condicdes fisioldgicas. Esta classificacdo € conhecida como Sistema
de Classificacdo Biofarmacéutica (SCB) e foi criada no ano de 1995, servindo como
ferramenta para auxiliar nas decisdes sobre estudos de bioequivaléncia e de
biodisponibilidade dos farmacos, porém seu conceito consegue ir muito além destas funges e
0 SCB pode ser utilizado em etapas de formulacdo dos medicamentos, antes mesmo destes
chegarem aos estudos clinicos, pois este pode indicar possiveis dificuldades que venham a
complicar o processo de desenvolvimento (BEDOR, 2011; KAWABATA et al., 2011;
CRISTOFOLETTI, 2013; GOMES et al., 2015; COSTA, 2016).
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Sendo os farmacos subdivididos nas classes: |- alta solubilidade e alta permeabilidade;
I1- baixa solubilidade e alta permeabilidade; Il1- alta solubilidade e baixa permeabilidade e
IV- baixa solubilidade e baixa permeabilidade. Entende-se que para os farmacos de classes |
ou 11, as formulaces podem ser desenvolvidas a partir de estratégias mais simples, porém,
para farmacos da classe Il ou IV é necessario que suas formulages estejam baseadas nas
propriedades fisico-quimicas e biofarmacéuticas, a fim de obter a biodisponibilidade
necessaria e reprodutivel ap6s sua administracdo oral. A alta solubilidade de um farmaco é
atingida quando a maior dose deste € soltvel em volume igual ou menor que 250 mL de meio
aquoso (volume geralmente utilizado para administracdo de medicamentos orais) dentro de
uma faixa de pH de 1,0 a 7,5, ja a alta permeabilidade de um farmaco ocorre quando sua
extensdo de absorcdo for maior ou igual a 90% da dose administrada comparada a uma dose
de referéncia por via intravenosa. (FDA, 2000; CHARKOFTAKI et al, 2009; KAWABATA
etal., 2011; DEZANI et al., 2013).

Os farmacos que se encontram na classe Il representam um nimero muito grande das
farmacos de origem sintética que constituem medicamentos importantes para o tratamento de
diversas doencas, em contrapartida, estes farmacos trilham um longo caminho até a obtencéo
de formulacdes devido aos seus problemas em torno da biodisponibilidade que € limitada pela
taxa de dissolucdo, esta por sua vez pode ser modificada por meio de estratégias de tecnologia
farmacéutica que busquem o aumento desta taxa, bem como o desempenho da dissolugédo de
farmacos classe 1l (GOMES et al, 2015).

2.3 B-LAPACHONA

2.3.1 Propriedades gerais

As quinonas sdo metabdlitos bem distribuidos na natureza, podem ser encontrados em
plantas, bactérias, fungos e no reino animal. A partir do sistema aromatico que sustenta o anel
quinonoidico podem ser classificadas em: benzoquinonas, naftoquinonas, antraquinonas e
fenantraquinonas. Dentre as quinonas, as naftoquinonas estdo sendo muito estudadas, por suas
propriedades farmacoldgicas e apresentam coloragdes que variam do amarelo ao vermelho.
Atuam por meio do ciclo redox, no qual o substrato quinonoidico é reduzido e catalisado por
enzimas, como a nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) ou nicotinamida

adenina dinucleotideos (NADH). S&o geradas EROs e depois os intermediarios bioalquilantes,
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que levam a peroxidacao lipidica, danos as proteinas e fragmentacdo do DNA (HUSSAIN et
al., 2007; FERREIRA et al., 2009; CUNHA-FILHO et al., 2009; SILVA et al., 2012; SOUSA
etal., 2016).

O lapachol conhecido como 2-hidroxi-3-(3-metil-2butenil)-1,4naftoquinona € um dos
compostos mais pesquisados, entre as varias naftoquinonas biologicamente ativas existentes.
Foi em 1982, quando Paterno isolou o composto pela primeira vez, a partir de uma arvore da
familia das Bignoniaceae, a Tabebuia avellanedae. No Brasil conhecida por “ipé-roxo”
(Figura 3A) ou “pau d’arco”, sua extra¢do ¢ realizada a partir da serragem da madeira das
arvores. O lapachol (Figura 3B) ja foi comercializado para utilizacdo como coadjuvante no
tratamento de certos tipos de céncer, sendo fabricado pelo laboratério farmacéutico do
Pernambuco (LAFEPE), ndo mais disponivel no mercado. Ele pode ser convertido em a e f3-
Lapachona (B-LAP) (Figura 3B), por meio da ciclizacéo acida, processo pelo qual a B-LAP é
obtida de forma mais abundante que o seu isdmero, a-Lapachona (Figura 3B). Para obtencdo
da B-LAP pura realiza-se o processo de separacdo do seu isomero (FERREIRA et al., 2009;
CUNHA-FILHO et al., 2009; SILVA et al., 2012).

A B-LAP, é uma molécula pequena com peso molecular de 242,27 g/mol, conhecida
quimicamente como  3,4-dihidro-2,2-dimetil-2H-naftol[1,2-b] pirano-5,6-diano. E uma
ortonaftoquinona com significado potencial terapéutico de ocorréncia natural. Trata-se de um
fitofarmaco que vem sendo exaustivamente estudada devido ao seu excelente potencial
antineoplasico in vitro, principalmente frente as linhagens de cancer refratarias aos
tratamentos convencionais, como o cancer de prostata, mama, leucemias, melanoma, pancreas
e colon. Porém, a partir do sistema de classificacdo biofarmacéutica, é classificada como
classe Il (baixa solubilidade e alta permeabilidade). Dessa forma, apresenta-se como um
farmaco fracamente solivel em agua e fluidos aquosos, levando a uma absor¢do limitada
devido a baixa velocidade de dissolucdo (CUNHA-FILHO et al., 2007; BEY et al., 2007;
FREITAS-NETO et al., 2012; JANG et al., 2013).
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Figura 3 — Arvore ipé-roxo (A) e estruturas quimicas do Lapachol, a-Lapachona e B-Lapachona (B).
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Fonte: Autoria propria.

2.3.2 Atividade biol6gica

Nos ultimos anos diversas atividades farmacologicas tém sido atribuidas a B-LAP
frente a diferentes doengas. Dentre essas atividades estdo: antifungica (MEDEIROS et al.,
2010), antibacteriana (MACEDO et al., 2013), anti-inflamatéria (HUSSAIN et al., 2007),
antileishimania (MORENO et al., 2015; OLIVEIRA et al.,, 2019); antiesquistossdmico
(AIRES et al., 2014) e antitripanossoma (SILVA-JUNIOR et al., 2010), com destaque para
seu potencial antitumoral (Quadro 1), em especial, diante de neoplasias resistentes aos
tratamentos convencionais. Por isso ha um forte interesse voltado ao uso comercial da 3-LAP
que pode ser demonstrado pelas diversas patentes concedidas nos Ultimos anos a essa quinona
(SILVA et al., 2003; CUNHA-FILHO et al., 2009).



Quadro 1 - Linhagens celulares sensiveis a atividade antitumoral da -LAP.
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Linhagem Celular

Referéncia

Carcinoma epidermdide oral (HSC3)

DIAS et al., 2018

Melanoma (SKCM)

LAMBERTI et al., 2018

Cancer de pancreas

Adenocarcinoma pancreatico

BEGetal., 2017
BEG et al., 2019

Carcinoma de proéstata (DU145)
Cancer de proéstata (DU145, PC-3, LNCaP)

LEE et al., 2005
DONG et al., 2009

Carcinoma gastrico (AGS) YU etal., 2014
Cancer de mama (MDA-MB-231, MCF-7) YANG et al., 2017
Céancer de mama (MDA-MB-231) KIM; CHO, 2018
Cancer de mama (MDA-MB-231) ZADA etal., 2019
Mieloma multiplo (ARH-77, HS Sultan) LI etal., 2000
Leucemia (U937, K562, HL60 e THP-1) MOON et al., 2010
Cancer de colén (HT29) LIU etal., 2015

Cancer de coldn (CT26)

KEE et al., 2017

Fonte: Autoria propria.

A atividade antitumoral da B-LAP estd relacionada a sua capacidade de conseguir
induzir a apoptose independente da p53 e status de capazes. Além de promover danos ao
DNA, devido a inibi¢cdo da atividade das enzimas DNA topoisomerase, 0 que resulta em
citotoxicidade. Atualmente alguns estudos in vitro e in vivo relatam um mecanismo inovador
de ativacdo celular direta dos checkpoints imunolégicos pela B-LAP levando a apoptose em
neoplasias de ciclo celular lento, como em canceres de prdstata, colon, ovario e mama (PARK
etal., 2014; XAVIER-JUNIOR et al., 2017).

A enzima nicotinamida adenina dinucleotideo (fosfato):quinona oxidorredutase 1
(NQO1) quando ativada pela BLAP, entra no ciclo redox, gerando radicais livres.
Comumente, a enzima NQO1 reduz quinonas para hidroquinonas estaveis que sdo excretadas
guando conjugadas com glucoronido ou sulfato. A NQOL se apresenta em elevados niveis em
alguns tipos especificos de canceres, como de mama, pulmdo de células ndo pequenas,
pancredatico, colon e préstata quando comparados a células normais. Apresentando maior
sensibilidade a acao da B-LAP (PINTO et al., 2009; PARK et al., 2014).
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A B-LAP é capaz de inibir o complexo das topoisomerases, responsaveis para que
ocorram normalmente as funcdes de transcricdo, reparacdo, replicacdo e estruturacdo dos
cromossomos. Quando ocorre a inibicdo do complexo topoisomerases-DNA, impedindo as
topoisomerases de se reconectarem ao DNA e desfazendo o complexo, impulsionam a
formacéo de pontos de checagem no processo da divisdo celular, causando bloqueio do ciclo
celular entre as fases G1 e S, levando a morte das células malignas. O DNA e a enzima ndo
continuam com suas funcbes normais. Por se multiplicarem rapidamente, as células
neoplésicas se tornam um alvo mais sensivel aos inibidores da topoisomerases (SILVA et al.,
2003; KLEINER et al., 2003).

As espécies de ERO sdo produtos secundarios da producdo de adenosina trifosfato
(ATP) na cadeia de transferéncias de elétrons das mitocondrias. As ERO vém sendo
amplamente estudadas, pois podem causar niveis de estresse oxidativo associado a danos
agudos aos componentes celulares. O acimulo de dano oxidativo pode resultar em desvios
funcionais do metabolismo celular e das vias de sinalizagdo assim como Varios distarbios
patolégicos. No entanto, as ERO também mediam uma gama diversificada de processos
celulares, como sinalizagdo em cascatas, controle do ciclo celular e autofagia. Sendo assim, a
liberacdo de ERO pode servir como um modulador da redox-homeostase e das vias de
sinalizacdo celular. A inflexdo controlada dos niveis de ERO pode oferecer tratamento para
um grande numero de doencas como cancer, diabetes, disturbios cardiovasculares e
neurodegenerativos (MA et al., 2015).

Além disso, a B-LAP combinada com outras substancias que atuam em diferentes
mecanismos celulares pode ser uma alternativa quimioterapica. Zhang e colaboradores (2015)
encapsularam B-LAP com Paclitaxel (PTX) em micelas poliméricas de poli (etileno glicol)-b-
micelas poli (D, acido L-lactico) (PEG-PLA), a fim de melhorar suas caracteristicas fisico-
quimicas e obter uma melhor entrega do farmaco, sendo possivel pois o PTX e a B-LAP
fazem interagbes moleculares que permitem essa unido. Ja& Li e colaboradores (2018)
utilizaram transportadores lipidicos nanoestruturados (NLCs) em uma associa¢ao de PLAP e
doxorrubimicina (DOX). Os NLCs sdo uma segunda geracdo de transportadores lipidicos
baseados em nanoparticulas lipidicas solidas, com objetivo de permitir maior estabilidade e
liberacdo controlada de medicamentos. Essa ligacdo permitiu uma acdo melhorada de ambos

os farmacos.
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2.3.3 Tecnologia farmacéutica: inovacéo aplicada a p-Lapachona

Embora a P-LAP apresente excelente potencial farmacologico, principalmente
antineoplasico, ela apresenta limitacbes fisico-quimicas que podem prejudicar sua
biodisponibilidade e eficacia terapéutica, devido a sua alta permeabilidade e baixa
solubilidade aquosa que a enquadra como classe Il pela classificacdo biofarmacéutica.
Diversas tecnologias tém sido aplicadas na tentativa de contornar sua deficiente solubilidade
aquosa.

Nesse sentido, Blanco e colaboradores (2007) desenvolveram micelas poliméricas de
poli(acido l4ctico) (PLA) contendo B-LAP, com densidade de alta carga de farmaco, 6timo
tamanho e cinética de liberacdo baseada em difusdo (75% em pH 7,4). Apresenta estrutura
nucleo-casca resultando na automontagem de copolimeros de blocos anfifilicos em ambientes
aquosos. O nucleo hidrofébico atua como um reservatério que solubiliza medicamentos
insoliveis em agua, como B-LAP fornecendo protecdo contra degradacdo enzimética e
inativacdo. O tamanho micelar junto com baixas concentracdes criticas de micelas (CMCs)
contribuem para a acumulacdo preferencial de micelas no tecido tumoral através o efeito
aprimorado de permeabilidade e retencdo (EPR). Apds a administragdo nas células NQO1 + e
NQOI1-, observou-se uma citotoxicidade dependente de NQO1, onde as células NQOL1 + sdo
efetivamente mortas e as células NQO1- sdo poupadas. Destacando o sistema como uma
potencial estratégia de tratamento contra tumores que superexpressam NQOL.

Estudo mais recente desenvolvido por Zhang e Colaboradores (2015) realizaram co-
encapsulamento de B-LAP com paclitaxel (PTX) em micelas de PEG-PLA obtendo um
eficiente encapsulamento dos medicamentos combinados (100%) e com significativa melhora
na solubilidade da B-LAP. Apresentando uma abordagem com potencial de superar a
administracdo de medicamentos, desafiando a entregar por via intravenosa de uma solucéo
pouco solivel com uma cristalizacdo rapida se tornasse estavel através de uma formulagéo
vidvel, onde o PXT além de ser farmacologicamente ativo atuou inibindo a répida
cristalizacdo da B-LAP favorecendo que a supersaturagdo alcancada por ela permanecesse por
mais tempo no meio.

A unido de B-LAP e DOX em um transportador lipidico nanoestruturado (NLC) com
PEG como uma nova alternativa para a terapia de cancer de mama resistente aos farmacos ja
disponiveis, com carregamento uniforme na matriz nanoestruturada e liberacdo sustentada

alcangando teor 80% de B-LAP em 24 h. A utilizacdo do PEG permite aumentar a estabilidade
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e o tempo de circulagdo do NLC que contribui para o aumento da acumulagdo no tecido
tumoral via permeabilidade e retencdo aprimoradas. Apo6s endocitose pelas células
cancerigenas, a liberacao de B-LAP exerceria forte influéncia na expressao da P-glicoproteina
(P-gp). O efluxo de farmacos mediado pela P-gp via catdlise NQO1, que pode reverter
drasticamente a resisténcia a farmacos em celulas cancerigenas e promover o transporte
nuclear de DOX (LI et al., 2018).

Varios trabalhos na literatura relatam a intera¢do de B-LAP com ciclodextrinas (CDs)
formando complexos de inclusdo como uma alternativa pra driblar a baixa solubilidade
aquosa da mesma. Xavier-Junior e colaboradores (2017), Seoane e Colaboradores (2013),
Mangas-Sanjuan e Colaboradores (2015) e Cunha-Filho e Colaboradores (2013) produziram
complexos de inclusdo estaveis de éter sulfobutil-p—ciclodextrina (SBE-B-CD) com BLAP
(BLAP: SBE-B-CD) e de randémica metilada- p-ciclodextrina (RM-B-CD) com BLAP (BLAP:
RM-B-CD). Enquanto que Cavalcanti e colaboradores (2011) obtiveram complexo de incluséo
de 2-Hidropropil-p-ciclodextrina (HP- B-CD) com B-LAP e encapsularam em lipossomas. E
todos evidenciaram melhora significativa de sua solubilidade.

Dispersdes sdlidas (DS) sdo um sistema de liberacdo no qual um insumo farmacéutico
ativo (IFA) esta disperso em uma matriz carreadora geralmente um polimero hidrofilico.
Santos e Colaboradores (2017) sintetizaram dispersdes s6lidas com B-LAP em dois diferentes
polimeros poli(etileno glicol) 6000 (PEG) e polivinilpirrolidona K30 (PVP) e observaram que
a proporcdo de farmaco:polimero utilizada influenciava a taxa de dissolucdo, pois as maiores
quantidades de polimero hidrofilico levaram a dissolu¢cdo melhorada do farmaco. E que as DS
com PVP ofereceram uma maneira mais eficaz de superar a fraca solubilidade da B-LAP.

Li e colaboradores (2017) projetaram um sistema de distribuicdo controlada de
medicamentos. Realizando o encapsulamento do farmaco com nanoparticulas visando impedir
gue o medicamento seja degradado no transporte, prolongar o tempo de circulagdo no sangue,
aumentar a biodisponibilidade de fA&rmacos pouco solUveis em &gua e melhorar a eficiéncia de
entrega do farmaco. Nesse estudo foram sintetizadas nanoparticulas poliméricas
fotossensiveis de B-LAP a partir de monémeros de 2-nitrofeniletileno glicol e 7-dietilamino-
4-hidroximetilcumarina reticulados com dimetacrilato de poli (etileno glicol), a fim de que
apos a irradiacdo UV, suas particulas se expandam e permitam a liberacdo do controlada do
farmaco. ApOs caracterizagdo por espectros de absorbancia por espalhamento dindmico de
luz (DLS), UV-vis observou-se que as nanoparticulas aumentaram ap0s irradiacéo,

permitindo uma liberacdo de medicamentos eficaz.
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Ma e colaboradores (2015) em suas investigacGes sobre 0 mecanismo de geragédo de
EROS aumentado em células tumorais, trazem que a estimulacdo excessiva de EROS em
mitocdndrias pode provocar a morte dessas células malignas. Analisando isso sintetizaram
uma verséo direcionada de p-LAP mitocondrial com base em uma plataforma para o projeto
de gerag6es EROS direcionadas a mitocondrias e conseguiram bons resultados com extensos

danos a células cancerigenas.

2.4 INCREMENTO DE SOLUBILIDADE

Com o enfoque no aumento da biodisponibilidade de farmacos classe Il, tem-se um
dos mais relevantes desafios da area farmacéutica, o desenvolvimento de formulacdes que
driblem esse entrave fisico quimico. A tecnologia farmacéutica aliada a ciéncia dos materiais
surgem com alternativas e excipientes que possam atuar no incrementadores de dissolucéo.
Possibilitando modificacGes fisicas focadas em reducdo do tamanho de particulas ou estados
de amorfizacdo. Nesse sentido algumas estratégias tém sido bastante utilizadas nos ultimos
anos.

As disperses solidas estdo entre ela, descritas com um produto solido constituido por
pelo menos dois componentes diferentes, um farmaco hidrofébico disperso em uma matriz
geralmente hidrofilica (polimeros sollveis). Que dependendo do grau de interagdo
proporcionam a este farmaco um melhor desempenho no meio de dissolucdo, devido a
amorfizacdo provocada na estrutura dele e na reducdo do tamanho de sua particula quase a
nivel molecular dispersa no carreador, aumentando a superficie de contato e favorecendo
maior molhabilidade pelo meio. Funcionam como sistemas estabilizadores (COSTA, 2016).

Os complexos de inclusdo por sua vez sdo formados pela complexacdo estavel de um
farmaco hidrofébico com uma ciclodextrina (CD). As ciclodextrinas s@o carboidratos ciclicos
de origem natural (a-CD, B-CD, y-CD) ou semissintética (2-Hidroxi-Propil-B-CD, Sulfobutil-
éter-B-CD, Randbmica metilada-B-CD, 2-Hidroxi-propil-y-CD) com estrutura cdnica com
cavidade hidrofobica e exterior hidrofilico, o que confere a elas capacidade de se
solubilizarem em meio aquoso e a0 mesmo tempo carregarem no interior de sua cavidade
moléculas hidrofébicas. Dessa maneira conseguem aumentar a solubilidade e dissolucdo de
farmacos pouco sollveis, sua biodisponibilidade e sua estabilidade (GUEDES et al., 2008).

E os sistemas particulados (micro/nano) uma vez que nos ultimos anos a

nanotecnologia vem ganhando espaco na obtencdo de sistemas carreadores para
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melhoramento de biodisponibilidade de farmacos com baixa solubilidade aquosa, isso gracas
ao tamanho manomeétrico desses sistemas veiculares que permite a passagem eficiente pelas
barreiras bioldgicas, melhorando tolerancia do tecido, a absor¢do e o transporte celular e
consequentemente a entrega eficaz de agentes terapéuticos em sitios alvos. Como
nanoparticulas lipidicas, lipossomas, micelas poliméricas, dendrimeros, nanoparticulas
poliméricas (DIMER et al., 2013).

2.5 NANOTECNOLOGIA

Nos ultimos anos, a nanotecnologia se desenvolveu rapidamente e mostrou enorme
potencial de aplicacdo no campo biomédico, sendo explorada para buscar dentre outros
objetivos, avancos principalmente para o diagnostico e tratamento do cancer, disturbios
infecciosos e imunoldgicos. Muitos materiais em nanoescala, ou seja, com didmetro inferior a
100 nm, como nanoparticulas, nanoemulsdes, micelas e lipossomas sdo desenvolvidos com o
objetivo de melhorar as propriedades e/ou funcdes dos compostos e podem atuar como
nanocarreadores para moléculas de farmacos, onde conseguem reduzir significativamente os
efeitos colaterais e facilitar a liberacdo dos mesmos, especialmente os pouco soluveis em agua
(MOHAMED et al., 2017; WANG et al, 2018; LI et al, 2019).

As abordagens da nanotecnologia oferecem oportunidades para superar desafios na
terapéutica das doencas, incluindo a capacidade de circular farmacos por longos periodos e
permitir o seu direcionamento promovendo o transporte através das membranas celulares. E
considerada uma ferramenta potente para superar outros desafios clinicos, como engenharia
de tecidos, através da reconstrugdo de 0ssos e nervos, geracao de imagens e diagnostico (CAl
et al, 2015; WANG et al, 2018)

Na terapéutica do cancer é necessario que os farmacos se acumulem nas regides tumorais
com uma concentragdo alta o suficiente para o tratamento das células anormais, no entanto, a
distribuicdo dos farmacos ndo ocorre facilmente e a eficicia terapéutica dos mesmos € baixa
devido a dificuldade de solubilidade, metabolizacdo e excrecdo rapidas, além da falta de
seletividade em relacdo a células cancerigenas especificas. Para resolver essas limitaches, a
nanomedicina vem buscando o desenvolvimento de sistemas de liberagdo de farmacos com alta
capacidade de carga e liberagdo controlavel. As Gltimas duas décadas testemunharam um grande
progresso na nanomedicina anticAncer com desenvolvimento de sistemas de liberagdo farmacos

onde varios materiais, incluindo micelas poliméricas, lipossomas, particulas de silica porosa,
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nanotubos de carbono, nanoparticulas de éxido de ferro e nanoparticulas de ouro, vem sendo
aplicados como carreadores de farmacos. Porém, embora varias destas formulactes tenham sido
aprovadas para uso em clinica, ainda € desejavel desenvolver nanocarreadores simples e eficazes
(WANG et al, 2018).

O uso da nanoescala em ensaios clinicos estd em constante aumento desde a aprovagao
do Doxil pela Food and Drug Administration (FDA) dos EUA, que foi o primeiro
nanocarreador aprovado por esta organizacdo para pratica clinica. Apos este marco, em
janeiro de 2012, dos 789 ensaios clinicos em andamento, 25 envolveram nanodispositivos e
122 envolveram nanoterapéuticos. Em 2014, Weissig e colaboradores concluiram que existem
43 medicamentos nanofarmacéuticos aprovados pelo FDA (ou agéncias estrangeiras
equivalentes) e foi constatada uma alta porcentagem de ensaios clinicos (~ 72% de 6242
entradas) envolvendo nanofarmacos, relacionados a tratamentos contra o cancer
(MALLAPRAGADA et al, 2015).

2.6 METAL ORGANIC FRAMEWORKS (MOFs)

Nas duas Ultimas décadas uma classe importante de materiais tem sido bastante
estudada na quimica, farmacéutica, engenharia quimica e inclusive na nanomedicina devido a
enorme variedade de funcbes que podem desempenhar, dentre elas o carreamento de
farmacos. Sdo as estruturas metal-organicas (MOFs), também chamadas de polimeros de
coordenacdo ou redes de coordenacdo porosa. As MOFs sdo estruturas cristalinas hibridas
criadas a partir de pontos de ligacdo de metais ou 6xidos de metais e ligantes organicos como
os fosfonatos, imidazolatos e carbonatos, ou seja, possui natureza organica e inorgéanica ao
mesmo tempo, que lhe confere algumas caracteristicas importantes como, alta porosidade, uma
estrutura geometricamente bem definida, alta area superficial e baixa densidade, 0 que as tornam
extensivamente interessantes para aplicacdo potencial em catalise, adsorcdo e separacdo
seletiva, armazenamento de gas e para possiveis aplicacfes biomédicas em diversas areas,
incluindo o carreamento de farmacos, imagens moleculares e deteccdo bioldgica
(HORCAJADA et al., 2006; WALTON et al., 2007; HORCAJADA et al., 2008; SHEKHAH
et al., 2009; FERNANDEZ et al., 2010; HURXFORD et al., 2010; SUN et al, 2012A;
ZHUANG et al., 2014; CAl, 2015; YAOQO et al., 2016; TAHERZADE et al., 2017).

Sabe-se que as diferentes combinagdes de metais e ligantes organicos compostos

levam a MOFs com topologias, tamanhos de poros e funcionalidades variadas e, além disso,
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os diversos métodos usados para sua sintese oferecem a oportunidade de projetar e controlar
as propriedades quimicas e fisicas dessas estruturas que podem inclusive serem responsivos a
estimulos externos, o que torna possivel sua aplicacdo no desenvolvimento de materiais
inteligentes. Dentre os metais, ferro, zinco, calcio, magnésio e manganés sdo 0s mais
adequados para a construgdo de MOFs e o ferro por exemplo, ja mostrou a capacidade de
formar MOFs seguras e ndo toxicas como o tipo MIL-100, onde muitos estudos sugerem a
nano-MIL-100 (Fe) como um carreador seguro e estavel para varios farmacos de moléculas
pequenas (WALTON et al., 2007; FERNANDEZ, 2010; TAHERZADE et al., 2017)

Existem varias vias de preparacdo utilizadas para obtencdo destas estruturas (Figura
4), dentre elas a solvatacdo ou técnica hidrotérmica, a microemulsdo de fase reversa, a
irradiacdo ultrassénica ou sonoquimica, mecanicoquimica e a sintese assistida por micro-
ondas, onde ao final, os produtos das reacOes podem ser facilmente cristalizados e
caracterizados (CAl et al., 2015; KOTZABASAKI et al, 2017).

As moléculas de farmacos podem ser carregadas nas MOFs por rotas de
encapsulamento in situ e ex situ. Na primeira rota os farmacos sdo encapsulados nas MOFs
quando estas ainda estdo sendo sintetizadas e a estas se adicionam a solu¢do de medicamento,
enguanto na segunda rota a MOF ¢ obtida separadamente e posteriormente embebida em uma
solucdo de medicamento para obter carga. Geralmente, quando o tamanho das moléculas do
medicamento é menor que o tamanho dos poros de MOF as moléculas do farmaco sédo
encapsuladas com sucesso por meio de ligagdes de hidrogénio entre as estruturas e, quando o
tamanho das moléculas do farmaco é maior que o dos poros da MOF estas sdo absorvidas
pelas MOFs por meio de interacdes eletrostaticas (CAIl et al., 2015; KOTZABASAKI et al.,
2017).
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Figura 4 — Métodos de sintese e aplica¢cdes das MOFs.
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Fonte: Adaptado de WU; YANG et al, 2017.

Muitos estudos na &rea da tecnologia farmacéutica vém tentando demonstrar a
capacidade das MOFs como sistemas de carreamento de farmacos por que ja se tem
conhecimento sobre as vantagens que estas estruturas apresentam como, a opgdo de serem
preparadas em tamanhos pequenos (nanoparticulas); serem biocompativeis, ndo toxicas
devido aos compostos organicos que os formam; serem biodegradaveis devido aos seus fracos
vinculos de coordenacdo; possuirem grande area de superficie interna e altas porosidades que
proporcionam a alta capacidade de carga de diferentes farmacos; possuirem estabilidade
térmica e mecanica razoavel, possuirem grande variedade de composi¢cBes quimicas
opcionais e proporcionarem um longo periodo de liberacdo de farmacos com a capacidade de
incorporar diferentes grupos funcionais (MOHAMED et al., 2017; WU; YANG, 2017,
GOMAR; YEGANEGI, 2019).

O primeiro estudo em que as MOFs foram propostas com o intuito de carreamento de
farmacos objetivou a adsor¢do da molécula modelo de ibuprofeno em MOFs sélidas dos tipos
MIL-100 e MIL-101 (MIL = Material Institut Lavoisier) sintetizadas a partir do metal cromo
(Cr) e de acidos di ou tricarboxilicos com poros muito grandes. Eles exibiram uma capacidade
de armazenamento do farmaco muito alta, de até 1,4 g por grama de MOF e uma liberacéo
completa controlada em condicdes fisioldgicas de 3 dias para a MIL- 100 e de 6 dias para a
MIL-101, notavelmente abrindo acesso para uma gama de trabalhos que buscam desenvolver
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a entrega direcionada de farmacos baseados em MOFs. Nos ultimos anos, as MOFs tém
recebido atencdo extensiva no desenvolvimento de plataformas terandsticas para resolugédo de
doengas como o cancer, empregando em sua maioria as MOFs no regime de nanoescala
(nMOFs) pois estes sdo potenciais nanocarreadores para a entrega de agentes terapéuticos
para areas especificas do corpo com maior eficiéncia (HORCAJADA et al, 2008;
HURXFORD et al, 2010; WU; YANG, 2017).

2.6.1 Nano Metal Organic Frameworks (nMOF)

As nMOFs surgiram recentemente como uma alternativa promissora para entrega de
farmacos, apresentando caracteristicas vantajosas como grande area superficial, porosidade
permanente, diferentes topologias, alta estabilidade térmica, alta capacidade de insercdo de
espécies idnicas e pequenas moléculas. Estudos realizados conjugando nMOFs com alguns
antineoplasicos, dentre eles com o Paclitaxel, a Cisplatina e a Camptotesina obtiveram Drug
Delivery System (DDS), com carreamento de elevada quantidade do farmaco, melhora de
solubilidade, reducdo de citotoxicidade e em alguns casos entrega direcionada das
substancias. Resultados que sdo animadores, uma vez que a entrega orientada desses farmacos
permitiria melhor qualidade de vida aos pacientes oncoldgicos com minimizacéo dos efeitos
toxicos provocados pelos medicamentos antineoplasicos, um dos grandes problemas na
terapia oncoldgica (HE et al., 2014; ZHUANG et al., 2014; CHOWDHURI et al., 2017).

2.6.2 Zeolitic Imidazolate Framework (ZIF-8)

Zeolitic Imidazolate Framework (ZIF) é uma subfamilia nova e interessante de MOFs,
que apresenta uma estrutura constituida por unidades tetraédricas formadas por um ion
bivalente de metais como (M= Co, Cu, Zn, etc.) ligados a unidades de anions imidazolatos
(Im7), semelhante ao tetraedro de SiO,em zedlitos. Essa mistura dos componentes pode
resultar em varios tipos de ZIFs com diferentes tamanhos de poros (Figura 5). Esses materiais
porosos geralmente exibem excepcional estabilidade térmica e quimica, pois englobam as
caracteristicas das MOFs convencionais (poros e cavidades facilmente ajustaveis) e dos
zeolitos (alta estabilidade aquosa), que sugerem uma potencial aplicabilidade para

armazenamento de produtos quimicos, encapsulamento e entrega controlada de
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farmacos, detecgdo e separagBes quimicas (KARAGIARIDI, 2012; WU; YANG, 2017,
NASSIR et al., 2018; GOMAR; YEGANEGI, 2019).

Figura 5 — Estrutura das ZIFs.

Fonte: PARK et al., 2006.

As ZIFs possuem varias caracteristicas atraentes em relagdo aos zeolitos, como maior
area superficial e maior capacidade de adaptacdo estrutural. No entanto, o potencial destas
estruturas ainda precisa ser mais explorado pois, apenas um pouco mais de 100 estruturas de
ZIFs distintas foram relatadas até 2010, enquanto mais de 190 zedlitos ja eram conhecidos,
além disso, muitas ZIFs s6 foram obtidas na escala de alguns cristais o que dificultou o acesso
a dados sobre propriedades e desempenho em massa das mesmas, sendo coletadas
informacdes para apenas um subconjunto muito pequeno de todos os ZIFs conhecidos e uma
fracdo infinitesimal de possiveis compostos ZIFs (KARAGIARIDI, 2012).

A ZIF-8 é um composto formado pela ligagdo do fon bivalente de zinco (Zn*?) ao
ligante 2-metilimidazolato na estequiometria 1: 2 e possui uma estrutura do tipo ze6lito com
grandes cavidades esféricas bem definidas (11,6 A de diametro) acessiveis por pequenas
aberturas de poros (3,4 A de diametro). Trata-se do tipo de ZIF mais amplamente estudado,
talvez devido ao fato de sua estabilidade hidrotérmica ser Unica quando comparada a outros
MOFs interligados por carboxilatos, onde um estudo relatou que a ZIF-8 se manteve sem
danos mesmo exposta ao vapor de 300 °C, o que permite sua aplicacdo em processos que
envolvem alta temperatura. Amarante e colaboradores em 2016, relataram trabalhos em que a
ZIF-8 foi suspensa em agua fervente e varios solventes organicos durante 7 dias e ainda
manteve a sua cristalinidade total e que ela também pode suportar a temperatura de 550 °C em
N, (PARK et al., 2006; LIEDANA et al., 2012; KARAGIARIDI, 2012; COOKNEY et al.,
2014; AMARANTE, 2016; WU; YANG, 2017).

Alguns estudos ja foram desenvolvidos buscando verificar o potencial da ZIF-8 na
entrega de farmacos, Cai e colaboradores (2015), por exemplo, relatam a liberacdo do 5-

Fluorouracil, um farmaco anticancer, através da ZIF-8 em duas abordagens diferentes, em pH
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=7,4 e em pH =5, onde a liberacdo do farmaco ocorreu de forma lenta no primeiro pH e com
maior velocidade no pH = 5, devido a caracteristica desta estrutura se decompor em meio
acido. As pesquisas continuam nesta perspectiva, mas também vem em ascensao o nimero de

pesquisas que agora buscam desenvolver estas aplica¢des utilizando a escala nano da ZIF-8.

2.6.3 Nano Zeolitic Imidazolate Framework (nZIF-8)

Quando as estruturas MOFs séo reduzidas a nanoescala (nMOFs) estas prometem ser
uma via ainda mais poderosa para a entrega e liberacdo controlada de moléculas de farmacos
e de agentes de contraste de imagem em virtude de seus tamanhos mais semelhantes as
estruturas bioldgicas, sua alta porosidade e funcionalidades de superficie controlaveis. Nos
altimos anos, alguns estudos pioneiros demonstraram o grande potencial dos nMOFs como
nanocarreadores de fA&rmacos. No entanto, ainda existem desafios no design desses materiais
para que atendam aos requisitos rigorosos dos sistemas biologicos, como a
biocompatibilidade do metal e do ligante organico, a estabilidade das nMOFs no ambiente
bioldgico e a liberacdo controlada de farmacos nos locais de destino (HE et al., 2014; REN et
al., 2014; ZHENG et al., 2015).

As nMOFs a base de zinco ou zeolitic imidazolate frameworks- 8 em nanoescala
(nZIF-8), mostram excelente biocompatibilidade devido a baixa toxicidade dos ions de zinco
e possuem comportamento sensivel ao pH, por isso, tém sido um tdpico de pesquisa popular
no campo da administragdo de medicamentos nos Gltimos anos, e estas ja foram amplamente
utilizadas na terapia do cancer como portadoras de sistemas multifuncionais quimio-
fototérmicos. Cai e colaboradores (2015), por exemplo, utiliza as nZIF-8 para carrear o
farmaco anticancer doxirrubicina, estes conseguiram adicionar uma grande carga de
farmaco a estas e a liberagdo da mesma ocorreu de forma progressiva. Zheng e
colaboradores (2015), sintetizaram nZIF-8 para carrear a curcumina e estas apresentaram
alta eficiéncia de encapsulamento do ativo (88,2%), boa estabilidade quimica e rapida
liberacdo em microambientes &cidos de tumores (SOLTANI et al., 2017; SILVA et al.,
2018).

A quimica dos materiais MOF a base de carboxilato em nanoescala comecou a ser
desenvolvida apenas recentemente. O primeiro trabalho que descreveu como ocorria a sintese
e caracterizacdo de um material ZIF em nanoescala, s6 foi publicado 2009, e demonstrou que

0 método para sua obtencdo era simples e ndo necessitava de nenhum agente estabilizador
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para produzir nanocristais bem modelados na forma solida ou em dispersdes coloidais
estaveis. O método se baseava na mistura, a temperatura ambiente, de uma solucdo de Zn
(NO 3); .6H > O em metanol, a uma solucdo do derivado de imidazol, 2-metilimidazol em
excesso também em metanol, a proporcdo molar dessa mistura deveria ser de
aproximadamente 1:8. Um didmetro médio de particula de 46 nm foi estimado a partir do
DRX e confirmado por micrografias eletronicas. Nune e colaboradores (2010), relataram a
primeira sintese seletiva de nZIF-8 com a utilizacdo de um estabilizador, o poli (cloreto de
dialildimetilam®nio), onde as mesmas foram obtidas com um didmetro médio de 57 + 7 nm e uma
espessura de 42 nm. E Tsai e colaboradores (2016), explicaram em seu trabalho, que a sintese das
nZIF-8 pode ocorrer empregando diversos solventes e aditivos, que contribuem de forma
individual para obter estruturas com diferentes dimensfes (CRAVILLON et al., 2009).

2.7 CARACTERIZACAO DE MATERIAIS FARMACEUTICOS

2.7.1 Espectroscopia de absorc¢ao na regido do UV-Visivel (UV-Vis)

A espectroscopia na regido ultravioleta-visivel (UV-Vis) é uma das técnicas analiticas
mais utilizadas para a identificacdo e determinacdo quantitativa de muitas espécies
moleculares inorganicas, organicas e bioquimicas em diferentes tipos de materiais. Entre as
vantagens dela esta facilidade de manuseio, boa sensibilidade, boa exatiddo, seletividade
moderada e ampla aplicabilidade (ALVES, 2010). Na analise por esse método, a relacdo
fotometria-luz tem relagdo direta com a energia, ou seja, na faixa espectral do UV-Vis, a
interacdo entre a matéria e a energia provoca transi¢cdes eletrbnicas com a consequente
emissdo de fotons. O grau de absor¢do da energia luminosa, em especificos comprimentos de
onda, estd diretamente ligado com as possiveis transicdes eletrbnicas que ocorrem nos
compostos analisados, com o caminho dptico e com a concentracdo da substancia, ou seja, a
espectroscopia UV-Vis é considerada uma técnica qualitativa e quantitativa. (NASCIMENTO
etal., 2010; ALVES, 2016).
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2.7.2 Espectroscopia de absorc¢do na regido do Infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR)

A espectroscopia de absorcdo na regido do infravermelho (1V) trata-se de uma técnica
rapida que pode dar evidéncias sobre a presenca de grupos funcionais. Essa técnica depende
da interacdo das moléculas ou &tomos com a radiacdo eletromagnética. Os grupos de atomos
de cada molécula irdo absorver a radiacdo do IV induzindo uma alteracdo do estado
vibracional da molécula com o aumento da amplitude em torno das ligacfes quimicas. A
absorcdo da radiacdo IV ocorrerd com uma frequéncia caracteristica de cada tipo de ligacdo
entre esses atomos presentes em grupos funcionais. Cada composto absorve energia do IV em
regides especificas na parte 1V do espectro, consequentemente, cada grupo funcional vai ter
ums banda especifica no espectro de infravermelho, eventos como desaparecimento,
surgimento ou deslocamento de bandas caracteristicas fornece indicativos de interagdes entre
o farmaco e outras substancias (CALVO et al, 2018; ALVES et al., 2008).

O espectrébmetro de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), otimiza a
técnica de caracterizacdo do 1V, devido transformada de Fourier, uma funcdo matematica, que
converte o dominio do tempo para o dominio de frequéncia. Elimina-se a necessidade de uma
varredura lenta de uma faixa de frequéncias, ou seja, por esse metodo os espectros sdo obtidos
muito rapidamente e com uma maior taxa de transferéncia de energia, fornecendo picos mais
fortes nos espectros em relagdo aos métodos antigos (BANNACH; PERPETUO, 2011;
LOPEZ-LORENTE; MIZAIKOF, 2016).

2.7.3 Difracao de Raios-X (DRX)

A difracdo de raios-X é a técnica mais indicada na determinacdo de particularidades na
forma soOlida de materiais, sendo utilizada para estudos morfolégicos em materiais,
determinando sua estrutura cristalina, identificando solidos amorfos, co-cristais, solvatos e
polimorfismos. O principio da técnica esta baseado em incidir um feixe de raios-X em um
solido, originando o fendmeno da difracdo quando o feixe interage com os &atomos,
caracterizando como esses atomos estdo dispostos no plano cristalino do soélido. Quando o
feixe é aplicado na amostra, bandas de interferéncia podem ser detectadas, o angulo dessas
bandas depende do comprimento de onda aplicado e da geometria da amostra com respeito a

periodicidades na estrutura, permitindo identificar um composto pelo seu padrdo de difracéo.
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A técnica de difracdo de raios-X identifica simultaneamente os varios ingredientes ativos
presentes em diferentes formulacdes farmacéuticas (ALBERS et al., 2002; ALVES, 2016;
CALVO etal., 2018).

2.7.4 Termogravimetria (TG)

As andlises térmicas também sdo usadas para caracterizar propriedades fisico-
quimicas de uma substancia em funcdo da temperatura e do tempo. Os instrumentos de anélise
térmica tém caracteristicas em comum, diferenciando apenas no tipo de transdutor
responsavel por converter as propriedades analisadas das substancias em sinais e dados para a
obtencédo das 30 informacgfes necessarias. As técnicas termoanaliticas sdo plenamente usadas
para avaliar a estabilidade térmica de materiais, na identificacdo, caracterizacdo, e
determinacéo do grau de pureza de novos materiais (OLIVEIRA et al, 2011).

Na termogravimetria (TG), a variacdo da massa da amostra é determinada em funcao
da temperatura e do tempo, enquanto a amostra € submetida a uma temperatura com uma
razdo de aquecimento controlada. Conhecer a faixa de temperatura em que o material perde
massa, permite estabelecer a temperatura de degradacdo da amostra e em que faixa de
temperatura a sua composicdo quimica € constante. Fendbmenos quimicos (degradacdo
oxidacdo, sublimacéo, absorcdo, decomposicdo térmica) podem ser avaliados, auxiliando na
avaliacdo da estabilidade da amostra e identificacdo de seus produtos intermediarios. Os
eventos térmicos no equipamento sdo avaliados pelos degraus correspondentes a variacGes de
massas, que podem ser utilizados ainda para fins quantitativos. Nesse contexto, a derivada das
curvas TG (DTG) apresentam, para cada degrau, picos agudos, tornando a informacéo,

visualmente, mais acessivel e com melhor resolucdo (MATOS et al, 2011).

2.7.5 Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

A calorimetria exploratéria diferencial (Differential Scanning Calorimetry - DSC)
permite a medicdo qualitativa e quantitativa de todos os processos que requer uma diferenca
de energia em funcdo da temperatura. Essas variacbes de entalpia exotérmicas (perda de
energia) ou endotérmicas (ganho de energia), ocorrem numa substancia durante o processo de

aquecimento ou resfriamento. A DSC possibilita acompanhar e obter dados que reflitam as
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alterac@es fisico-quimicas das amostras (mudangas de estado fisico, reacbes de desidratacdo),
tendo como referéncia, um material termodinamicamente estavel. No método usual, a amostra
de uma substancia e o produto de referéncia sdo aquecidas separadamente de maneira
isotérmica. Se a amostra sofrer uma alteracdo em funcdo da temperatura devido a algum
evento exotérmico ou endotérmico em funcdo da temperatura que é submetida, calor é
aplicado na amostra para anular a diferenga de calor devido ao evento térmico. A poténcia do
calor € registrada para quantificar a energia do evento térmico (MATOS et al., 2011; ALVES,
2016).

2.7.6 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A técnica de microscopia eletronica de varredura (MEV) é utilizada em diversas areas
do conhecimento para a elucidagdo de aspectos estruturais de matérias. Na ciéncia de
materiais, a MEV nos fornece uma visualizacdo mais detalhada da estrutura das particulas,
nos auxiliando na caracterizacdo da estrutura cristalina do composto, nos fornecendo um
embasamento para distinguir diversos materiais. Diferente da microscopia optica, um MEV
incide um feixe de elétrons sobre a amostra. A interacdo entre os elétrons e a amostra induz a
producdo de mais elétrons que sdo coletados por detectores e convertidos em sinais para a
formacdo de imagens de alta resolucdo, fornecendo informagdes sobre a morfologia da
amostra (SUGA et al., 2014). Nas misturas fisicas é possivel distinguir as particulas de
farmaco das particulas do material héspede, utilizado como carreador para incremento das
propriedades fisico-quimicas do insumo ativo. Porém, quando um complexo entre o farmaco e
o carreador é formado, o estado cristalino resultante geralmente é diferente do obtido pela
simples mistura fisica desses componentes. Apesar dos estudos de MEV serem inadequados
para confirmar a formag&o de complexos de inclusdo, as alteracBes drasticas na forma das
particulas, bem como no seu aspecto e tamanho apontam para a existéncia de um novo
material (ALVES, 2013).

2.7.7 Estudos insilico

Os estudos realizados por meio do uso de computadores, utilizando modelos teéricos

que descrevem interagdes fisicas sdo denominados in silico. Eles sdo amplamente relatados na
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literatura para estudos de modelagem molecular, principalmente voltados para sistemas de
interesse bioldgico ou farmacoldgico. Onde a modelagem molecular é uma ferramenta de
notavel importancia na descoberta de farmacos, assim como também no aprimoramento de
farmacos ja existentes. A partir da evolucdo tecnoldgica na area da computacdo, que em
termos de hardware, possibilita a execucdo de calculos mais robustos, e de software, com
programas e metodologias capazes de reproduzir resultados mais préximos dos obtidos
experimentalmente. (RABELO, 2016).

Dentre as metodologias disponiveis para estudos in silico o docking molecular
(categoria de metodologia utilizada para analise de interacGes quimicas), esta entre as mais
empregadas. Contudo, para tal abordagem ser executada, faz-se necessario que se tenha a
estrutura tridimensional do receptor (host). O desempenho positivo de um programa de
docking esta associado a dois fatores: o algoritmo de procura conformacional e a funcdo de
pontuacdo — ou score, que € uma pontuacdo atribuida ao ordenamento das solucdes de
docking. O score pode vir, muitas vezes, a representar a energia de interagcdo de uma solucéo
(ou pose) de docking para o complexo host-guest (RABELO, 2016; RODRIGUES et al.,
2012).

As simulagdes computacionais podem oferecer uma visdo Unica sobre a natureza das
interacdes host-guest (receptor:ligante) no nivel atbmico. Dessa forma o docking molecular
vem sendo bastante utilizado para estudos com MOFs, sendo importante aliado em
abordagens rapidas de triagem para distinguir entre os farmacos que apresentam alta ou baixa
afinidade para incorporacao e para identificar os tipos de interagdes quimicas que ocorrem em

sistemas (MOF:Farmaco) ja desenvolvidos experimentalmente (RODRIGUES et al., 2012).

2.7.8 Estudo de dissolugao

O processo para que um farmaco possa exercer sua acdo € dependente de alguns
fatores, inicialmente pela desintegracdo, dissolucdo, solubilizacdo do ativo veiculado em uma
forma farmacéutica qualquer nos fluidos biologicos e da concentracdo depende da dose
administrada que sera atingida. E posteriormente, pelo seu transporte pelos liquidos corporais
através das barreiras das membranas bioldgicas, ou seja, da quantidade absorvida, da
distribuicdo no local, da velocidade e quantidade eliminada do corpo, fuga a distribuicédo

generalizada para éareas indesejaveis, resisténcia ao ataque metabdlico, penetracdo em
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concentracdo adequada nos locais de agdo e interacdo de modo especifico, provocando uma
alteracdo da funcéo celular (ALVES, 2016).

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 é
um teste oficial analitico, que envolve varios passos de amostragem, sob interface da
temperatura e composicao do solvente padronizado, onde a quantidade cumulativa de farmaco
que é dissolvido num meio de dissolugdo é medida em funcdo do tempo com base no
ultravioleta permitindo quantificar a velocidade e extensdo da liberacdo de farmacos
(FERRAZ, 2017).

Esse ensaio pode ser realizado em dois tipos de condicbes, a condi¢do sink e a non-
sink. As condicdes sink sdo aquelas onde se utiliza um volume de meio de trés a dez vezes
superior ao necessario para criar uma solucdo saturada do farmaco (evita a saturacdo), dando
condicBes favoraveis para que o farmaco solubilize com o objetivo de atingir a taxa de
dissolucdo da maneira mais rapida. Contudo tal situacdo de saturacdo ndo ocorre tdo
frequentemente in vivo devido a proximidade dos tecidos e/ou rapida absor¢do para a corrente
sanguinea (MARCOLONGO, 2003; BRONW et al., 2014).

Nesse contexto, Sun e Colaboradores (2012B) sugerem a utilizagdo das condigdes
non-sink a fim de analisar a supersaturacdo do meio, nucleacgdo e recristalizacdo do farmaco
analisado, processos que comumente ocorrem in vivo no TGI. Para obtengdo das condicdes
non-sink eles indicam o uso do Sink Index (SI), que pode ser definido pela Equacdo 1, que

reflete o quéo distante essa condigdo estara da condicao sink.

§f = CsxV 1)

Dose

Onde: Cs — solubilidade do farmaco no meio, V - volume do meio de dissolucdo e

Dose — corresponde a quantidade de farmaco na amostra utilizada.

Para obtencdo de uma condicéo sink o valor de Sl sera entre 3 e 10, significando que o
volume utilizado é de 3 a 10 vezes o necessario para solubilizar todo o fa&rmaco contido no
sistema ou seja 3 a 10 vezes abaixo da Cs. Enquanto que para a condi¢gdo non-sink se usa um
volume de meio menor para que se tenha uma concentracdo bem acima da Cs, a partir de

baixos valores de SlI.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL

O insumo farmacéutico ativo -Lapachona, lote 103, foi semi-sintetizado, purificado e
doado pelo Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco, com teor
de 99,8%. Enquanto que a nZIF-8 foi sintetizada e doada pelo Laboratdrio de Terras Raras da
UFPE.

O Tabela 1 apresenta os reagentes e solventes utilizados para a obtencéo dos sistemas,
revalidacdo do método de doseamento e preparo dos meios para 0s ensaios de solubilidade e
dissolucdo, bem como suas respectivas férmulas quimicas, procedéncia e grau de pureza dos

reagentes.

Tabela 1 - Reagentes utilizados para a obtencdo dos sistemas, revalidacdo do método de doseamento e

preparo dos meios para os ensaios de solubilidade e dissolucéo.

REAGENTES FORMULA PROCEDENCIA PUREZA

Acetato de sodio trihidratado ®

CH3;COONa-3H,O Neon 99,20%
PA
Acido cloridrico PA HCI Quimica moderna®  37%
Acido acético glacial PA CH;COOH Quimica moderna® 99,7%
Alcool etilico absoluto PA CH;CH,0OH Quimica moderna® 99,3%
Alcool metilico PA CH;0OH Quimica moderna® 99,8%
Cloreto de potassio PA KCI Quimica moderna®.  99%
Hidréxido de sédio em PA NaOH Quimica moderna®  97%
Fosfato de potassio ®

KH,PO, Alphatec 98%

monobasico anidro PA
Fosfato de sodio bibasico PA NaHPO,-7H,0 Dinamica® 98%

Fonte: Autoria propria.
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3.2 METODOS

3.2.1 Espectrofotometria de absorc¢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 espectrofotdmetro ultravioleta da marca SHIMADZU® UVMini-1240 PC e
cubetas de quartzo de 10 mm com volume de 1 mL. Para determinar o comprimento de onda
de leitura a ser utilizado na quantificacdo da p-Lapachona, verificar em qual comprimento de
onda a nZIF-8 apresenta maxima absorcdo e se ela interfere na seletividade de leitura da p-

Lapachona.

3.2.2 Obtencao dos sistemas p-Lapachona:nZIF-8

O método de obtencdo dos sistemas B-Lapachona:nZIF-8 foi baseado no trabalho de
Soltani e Colaboradores (2017), que promove a incorporagdo/adsorcdo de farmacos a nZIF-8
ja sintetizada; metodo este denominado ex situ. O procedimento utilizado para produgéo dos
sistemas em diferentes proporcGes molares estabelecidas (1:1, 1:3 e 3:1) teve como base 0s
pesos moleculares da B-Lapachona e da nZIF-8, que correspondem a 242,27 g/mol e 229,61
g/mol respectivamente (FERRAZ, 2017).

Inicialmente, 75 mg de farmaco foram solubilizados em solventes adequados: etanol
ou metanol, em baldes com capacidade para 25 mL, obtendo concentra¢des iniciais de 3
mg/mL. A solucéo de B-Lapachona foi sonicada por 15 minutos em sonicador Limp Sonic®
para garantir a completa solubilizacdo da mesma. Dessa solugdo, 10 mL foram transferidos
para baldes de 10 mL, ainda com mesma concentracdo inicial de 3 mg/mL. Em seguida, a
nZIF-8 foi adicionada ao baldo contendo os 10 mL da solucdo de B-Lapachona, de acordo
com cada proporc¢do 1:1, 1:3, 3:1 que utilizou respectivamente 28,5 mg , 85,5 mg, 9,5 mg. A
mistura foi submetida a agitacdo intermitente com auxilio de barra magnética e agitador
magnético M752A/6 Fisatom® por tempos determinados de 6 h, 12 h, 24 h e 48 h. Ao fim do
processo, 0 material foi transferido a placas de Petri e procedeu-se a secagem do material por
meio de estufa de circulacdo Ethiktechnology M420/5D com temperatura de 40°C até
completa evaporagdo do solvente (com duracdo em torno de 30 min). Apés a raspagem das

placas, foram obtidos os sistemas ndo lavados.
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Os sistemas seguiram para o processo de lavagem para retirada do excesso de farmaco
livre que pudesse existir. Em tubo falcon de 10 mL foi adicionado o pé do sistema e uma
quantidade do solvente utilizado na sua sintese etanol ou metanol, que foi agitado e levado
para centrifugacdo a 3000 rpm por 20 min. O sobrenadante foi descartado e o precipitado
levado para secagem em estufa de circulagdo Ethiktechnology M420/5D por 2 h, para
obtencgéo do sistema lavado que daria continuidade aos experimentos.

Por fim, esses sistemas foram doseados, onde em balGes de 100 mL colocaram-se 20
mg de cada sistema lavado, junto a 0,2 mL de HCI 1M, para quebrar a nZIF-8 e liberar o
farmaco, e completou-se com o solvente no qual o sistema foi sintetizado, e procedeu-se com
a sonicagdo por 10 min. Uma aliquota correspondente ao ponto médio da curva de calibracao
(4 ng/mL) de 0,4 mL foi diluida para um baldo de 10 mL com etanol:agua (60:40 v/v), para
posterior quantificacdo em espectroscopia por absor¢do na regido do Ultravioleta-Visivel
(UV-Vis). Utilizou-se uma curva de calibracdo previamente realizada (Equacao da reta para o
sistema etanol: y= 0,1212x — 0,0246; R°= 0,9999; e Equacio da reta para o sistema metanol:
y= 0,1212x + 0,0022; R?= 0,9999), obtida a partir da construcdo de uma curva de
incorporagdo da -Lapachona a rede de nZIF-8. A Figura 6 sumariza o processo de producéo
dos sistemas B-Lapachona:nZIF-8.

A utilizacdo de diferentes solventes em diferentes proporc¢des de farmaco e ZIF-8 e
variacdo de tempo de obtencdo visou a otimizagdo da méxima eficiéncia de incorporacao

(E1%) do farmaco nos sistemas.
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Figura 6 — Fluxograma geral para obtencdo dos sistemas p-Lapachona:nZIF-8.
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Fonte: Autoria Propria.

Todo esse procedimento foi realizado em triplicata, com as vidrarias vedadas, a fim de
reduzir a volatilizacdo do solvente e protegidas da luz, uma vez que o farmaco utilizado
apresenta fotossensibilidade (CUNHA-FILHO et al., 2005).

Para fins comparativos, foram obtidas Misturas Fisicas (MF) na propor¢do molar (1:1
ou 1:3 ou 3:1) dos sistemas selecionados com melhor percentual de incorporacdo mediante
simples agitacdo dos po6s do farmaco com o da nZIF-8 durante 5 minutos em frascos

hermeticamente fechado.

3.2.3 Revalidacdo do método analitico para quantificacio da B-Lapachona presente
nas Misturas Fisicas e Sistemas por espectrofotometria no UV-Vis

O método foi desenvolvido e validado por Presmich e colaboradores (2010A) e a revalidagao
foi procedida de acordo com a RDC 166 de 24 de julho de 2017, uma em etanol e em
metanol, onde foram contempladas as avaliacdes dos seguintes parametros: seletividade,

linearidade, efeito matriz, precisao (repetibilidade), robustez e exatiddo (BRASIL, 2017).
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3.2.3.1 Equipamentos

Foram utilizados no processo de revalidacdo: Balanca analitica (Bioprecisa®-
FA2104N), Ultrassom (Limp Sonic®), e Espectrofotémetro UV-Visivel (Shimadzu® UVMini
1240 PC).

3.2.3.2 Revalidacao do método analitico

O proposito da revalidagdo do método foi devido a uma pequena alteracdo na
preparacdo da amostra. O método desenvolvido por Presmich e colaboradores (2010A) requer
apenas dilui¢do da [B-Lapachona em alcool etilico absoluto ou metanol, ja o método
desenvolvido para o sistema f-Lapachona:nZIF-8, requer a adicdo de acido cloridrico (HCI
1M) para evitar a turbidez deixada pela nZIF-8 em suspensao, fazendo com que a mesma se

dissolva.

3.2.3.3 Seletividade

A seletividade do metodo analitico deve ser demonstrada por meio da sua capacidade
de identificar ou quantificar o analito de interesse, inequivocamente, na presenca de
componentes que podem estar presentes na amostra, como impurezas, diluentes e
componentes da matriz (BRASIL, 2017).

Esse parametro foi analisado, a partir de uma leitura comparativa por varredura no
espectrofotometro UV-Vis (190 nm — 1000 nm), entre solu¢Bes formadas pela nZIF (9,5 mg)
em 100 mL de etanol e metanol (com e sem 0,2 mL HCI 1M) e solugdo mae, contendo apenas
B-Lapachona em etanol e metanol (concentragdo de 100 pg/mL), também com (método
ajustado) e sem (método de Presmich) adicdo de 0,2 mL HCI 1M (o volume de HCI foi o

necessario para eliminar a turvagdo causada pela nZIF-8 presente nos sistemas selecionados).

3.2.3.4 Linearidade

A linearidade de um método deve ser demonstrada por meio da sua capacidade de

obter respostas analiticas diretamente proporcionais a concentracdo de um analito em uma
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amostra. Foi realizada regressao linear de duas curvas, uma obtendo etanol e outra metanol,
utilizando ajuste dos dados pelo método dos minimos quadrados dos pontos médios
(BRASIL, 2017).

Preparo das solugdes mée:

Método de Presmich e colaboradores (2010A)

Foram preparadas trés solu¢cdes mée para cada solvente, etanol e metanol, com 10 mg
de B-Lapachona para baldo volumétrico de 100 mL, onde o farmaco foi solubilizado em
etanol ou metanol (concentragdo de 100 pg/mL de B-Lapachona). Em seguida as solugoes

foram sonicadas por 10 minutos.

Método de Presmich e colaboradores (2010A) com adicdo de &cido cloridrico (método

ajustado)

Foram preparadas trés solu¢des mae para cada solvente, etanol e metanol, com 10 mg
de B-Lapachona para baldo volumétrico de 100 mL, onde o farmaco foi solubilizado em
etanol ou metanol (concentragdo de 100 pg/mL de P-Lapachona). Posteriormente, foi
adicionado nas solucgdes contendo etanol e nas solugdes contendo metanol 0,2 mL de HCI 1M,
completando o baldo com o respectivo solvente e sonicando por 10 minutos.

Os ensaios foram realizados, em triplicata, obtidas em sete niveis de concentracGes
diferentes: 0,5; 1; 2; 4; 8; 10 ¢ 12 ug/mL.

3.2.3.5 Efeito Matriz

O efeito matriz tem como finalidade investigar possiveis interferéncias causadas pelas

substancias que compdem a matriz da amostra (BRASIL, 2017).
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Preparo das solugdes mée:

Meétodo de Presmich e colaboradores (2010A)

Foram realizadas curvas da mesma forma que no método de linearidade, utilizando os

mesmos niveis de concentragdo 0,5; 1; 2; 4; 8; 10 e 12 pg/mL, em triplicata.

Método de Presmich e colaboradores (2010A) com adicdo de &cido cloridrico (método
ajustado)

Foram preparadas trés solucGes mae para cada solvente, etanol e metanol, com 10 mg
de B-Lapachona para baldo volumétrico de 100 mL, solubilizando em etanol e em metanol
respectivamente (concentragdo de 100 ug/mL de B-Lapachona). Posteriormente, foram
adicionados 9,5 mg de nZIF-8, seguido de adicdo de 0,2 mL de HCI 1M no baldo contendo
etanol e no baldo contendo metanol, completando o baldo com o respectivo solvente e

sonicando por 10 minutos.

3.2.3.6 Robustez

A robustez é um pardmetro tipicamente realizado no desenvolvimento do método
analitico que indica a sua capacidade em resistir a pequenas e deliberadas variacdes das
condigdes analiticas. Na espectrofotometria, o parametro robustez pode ser averiguado pela
variacdo de pH da solucdo, diferentes lotes ou fabricantes (BRASIL, 2017). A robustez do

método proposto foi verificada através da variacao de pH devido a adi¢do de HCI 1M.

Método de Presmich e colaboradores (2010A)

Foram preparadas trés solu¢cdes mée para cada solvente, etanol e metanol, com 10 mg
de B-Lapachona para baldo volumétrico de 100 mL, onde o farmaco foi solubilizado em
etanol ou metanol (concentra¢ao de 100 ug/mL de B-Lapachona). E em seguida, sonicadas por

10 minutos. Apo6s a sonicacgdo foi realizada a afericdo do pH das solucdes e os valores de pH
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apresentados para as solugdes em etanol foram de 5,59 e para as soluges de metanol foram
de 7,23.

Método de Presmich e colaboradores (2010A) com adicdo de &cido cloridrico (método

ajustado)

Realizou-se 0 mesmo método de Presmich e colaboradores (2010) e foram
adicionados nas solucdes contendo etanol e nas solu¢bes contendo metanol 0,2 mL de HCI
1M, completando o baldo com o respectivo solvente e sonicando por 10 minutos. Apés a
sonicacéo foi realizada a aferigédo do pH das solucdes e os valores de pH apresentados para as
solugcbes em etanol foram de 1,13 e para as solucdes de metanol foram de 0,77.

Os ensaios foram realizados em triplicata, utilizando as concentracfes de -Lapachona
de 0,5; 4, e 12 pg/mL, representando um ponto baixo, médio e alto da curva.

Os resultados da robustez foram expressos através da relacdo entre a concentragao
média, determinada experimentalmente e pela concentracao tedrica correspondente, dada pela

Equacéo 2:

Concentragio média experimental

Recuperacao = x100 @)

Concentragdo tedrica

3.2.3.7 Preciséo (Repetibilidade)

A precisdo é um parametro que avalia a proximidade dos resultados obtidos, através de
ensaios com amostras preparadas, de acordo com o método analitico a ser validado. O teste de
precisdo pode ser expresso através da avaliacdo dos critérios de repetibilidade (BRASIL,
2017).

Método de Presmich e colaboradores (2010A) com adicdo de &cido cloridrico (método

ajustado)

A precisdo do método foi avaliada por repetibilidade, visando avaliar a concordancia
entre os resultados sob as mesmas condi¢fes de operacdo, mesmo analista e mesma
instrumentagdo, em uma Unica corrida analitica. O método foi verificado a partir da

preparacdo de duas solugdes mae com 10 mg de B-Lapachona para baldo volumétrico de 100
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mL, uma das solugdes utilizou como solvente o etanol e outra metanol (concentracéo de 100
png/mL de B-Lapachona). Posteriormente foi adicionado na solugdo contendo etanol e na
solucdo contendo metanol 0,2 mL de HCI 1M, completando o baldo com o respectivo
solvente e sonicando por 10 minutos, a partir das quais seis réplicas de concentracdo
correspondente ao ponto médio da curva de calibracdo (4 pg/mL) de cada solugdo no
intervalo linear foram preparadas individualmente.

A repetibilidade foi alcancada através da analise do desvio-padrdo relativo (DPR)

entre as determinagdes quantitativas realizadas seguindo a Equagéo 3:

DPR bp X100 ©)
~ CMD

Onde: DP - corresponde ao desvio-padrdo e CMD - a concentracdo média determinada.

3.2.3.8 Exatidao

A exatiddo de um método analitico deve ser obtida por meio do grau de concordancia
entre os resultados individuais do método em estudo em relacdo a um valor aceito como
verdadeiro. Devendo ser verificada a partir de, no minimo, nove determinacoes,
contemplando o intervalo linear do método analitico, ou seja, trés concentragdes: baixa, média

e alta, com trés réplicas em cada nivel (BRASIL, 2017).

Preparo das solu¢Ges mée:

Meétodo de Presmich e colaboradores (2010)

Foram preparadas trés solu¢des mae para cada solvente, etanol e metanol, com 10 mg
de B-Lapachona para baldo volumétrico de 100 mL, onde o farmaco foi solubilizado em

etanol ou metanol, seguidas de sonicacao por 10 minutos.
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Método de Presmich e colaboradores (2010) com adicdo de acido cloridrico (método

ajustado)

Realizou-se 0 mesmo método de Presmich e colaboradores (2010A) adicionando-se
nas solugdes contendo etanol e nas solugdes contendo metanol 0,2 mL de HCI 1M,
completando o baldo com o respectivo solvente e sonicando por 10 minutos.

Os ensaios foram realizados em triplicata utilizando as concentracGes de B-Lapachona
de 0,5; 4 ¢ 12 ug/mL, representando um ponto baixo, médio e alto da curva.

Os resultados da exatiddo foram expressos através da equacdo de recuperacao
(Equacdo 2), cuja mesma se dar por meio da relagdo entre a concentracdo média, determinada

experimentalmente e pela concentracdo tedrica correspondente.

3.2.4 Doseamento da B-Lapachona nos Sistemas e Misturas Fisicas

Para quantificagdo da B-Lapachona contida nas misturas fisicas e nos sistemas, foram
produzidas solucdes de sistemas e misturas fisicas de concentragao teorica final 24 pg/mL em
solucéo de etanol e metanol com HCI 1M, respectivamente, onde a concentracdo tedrica de -
Lapachona sistemas e misturas fisicas foi 12 pg/mL.

A presenca do acido se faz necessaria para que a turbidez gerada pela insolubilidade
da nZIF-8 em solvente organico (necessario para a solubilizacdo do farmaco a ser
quantificado) fosse cessada e para que o farmaco contido no interior da nZIF-8 seja liberado
pela desintegragdo da mesma e assim se torne possivel a leitura da [B-Lapachona no
espectrofotdbmetro. Uma curva de calibracdo do farmaco foi utilizada no intervalo de 0,5; 1; 2;
4; 8; 10 e 12 pg/mL para quantificacdo da mesma, partindo de uma solucdo-mée de 100
ug/mL contendo etanol ou metanol e HCI 1M (método revalidado), tendo as aliquotas seus
volumes completados com uma solucdo etanol:agua (60:40 v/v). Para a quantificacdo da p-
Lapachona, foi empregada a espectrofotometria por UV-VIS (PRESMICH et al., 2010A).
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3.2.5 Caracterizagdo da p-Lapachona, nZIF-8, Misturas Fisicas e Sistemas

As técnicas descritas a seguir foram utilizadas para avaliar as propriedades fisico-quimicas
dos materiais obtidos, a fim de corroborar a formagdo dos sistemas. Para fins comparativos,
foram realizadas também as caracteriza¢des das Misturas Fisicas.

3.2.5.1 Espectroscopia de absorgéo na regido do Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR)

Os espectros de infravermelho da B-Lapachona, nZIF-8, MFs e sistemas foram obtidos
utilizando o equipamento PerkinElmer® (Spectrum 400), com dispositivo de reflectancia total
atenuada (ATR), com cristal de selénio. As amostras a serem analisadas foram transferidas
diretamente para o compartimento do dispositivo de ATR. Os resultados foram obtidos por

meio de varreduras de 4000 a 550 cm™,

3.2.5.2 Difratometria de raios-X (DRX)

A anélise de DRX foi realizada em difratdmetro SmartLab da Rigaku®, equipado com
anodo de cobre utilizando step de 0,01 grau com tempo de aquisi¢do por step de 1 segundo, na
faixa do angulo 26 de 5° - 50°.

Por se tratar de um material lamelar, o calculo do espacamento basal é uma 6tima
ferramenta para comprovar a formacao dos sistemas. O espaco entre as lamelas pode mudar
com o aporte do farmaco, tanto devido a forma fisica, como a presenca de cargas elétricas
(XIONG et al., 2015).

O célculo do espacamento basal foi realizado através da equacdo de Bragg (Equacéo
4):

2.d.senf =n.A 4)

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

de onda do cobre.
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3.2.5.3 Termogravimetria (TG)

As curvas TG foram realizadas por meio de termobalanca Shimadzu®, modelo DTG
60-H, em atmosfera de nitrogénio em fluxo de 100 mL/min, sendo a massa da amostra cerca
de 5 mg (x 0,05) para todas as amostras, as amostras foram acondicionadas em porta amostra
de platina na faixa de temperatura de 20 a 800°C, na razdo de aquecimento de 10°C/min.

Antes dos ensaios, a termobalanca foi calibrada com oxalato de zinco.

3.2.5.4 Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

A curvas de DSC foram obtidas utilizando Calorimetro Shimadzu® DSC-60
interligado ao software Shimadzu® TA-60WS com atmosfera de nitrogénio de 100 mL/min e
razao de aquecimento de 10°C/min, na faixa de temperatura de 25-400°C. As amostras foram
colocadas em porta-amostra de alumina hermeticamente fechada, com massa de 2 mg (x 0,2)
para todas as amostras. As determinacdes foram realizadas em triplicata. indio e zinco foram
utilizados para calibrar a escala de temperatura e a resposta de entalpia. Para determinacédo da
pureza da B-Lapachona foram realizadas 3 analises utilizando as mesmas condigdes descritas
acima e o calculo foi realizado pelo software Shimadzu® TA-60WS a partir da equacéo de
van 't Hoff (Equacédo 5) (RODRIGUES et al., 2005):

AHQ(I) AS*® )

R \7)t R

Onde: P — pureza; AH° — variacdo de entalpia; R — constante universal dos gases perfeitos;
AS® — variacgdo de entropia; e T — Temperatura.

3.2.5.5 Determinacéo de Pureza por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Foi preparada solucdo metanolica (200 pg/mL) e foi submetida a analise por CLAE-
DAD, utilizando uma coluna octadecilsilano (250 x 4,6 mm, 5 um, C-18, Agilente®), como

fase estacionaria e fase movel composta de 2 solventes: solvente A — 0,25% de &cido acético
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em &gua ultrapura e solvente B — acetonitrila em eluicdo isocratica 50/50, com fluxo de 1
mL/min. A fase estacionaria foi mantida a 25°C e o volume injetado foi de 10 uL e as
analises monitoradas de 190 a 800 nm.

Para as analises, foi utilizado um cromatégrafo Shimadzu® LC-20 equipado com um
sistema quaternario de bombas modelo LC - 20A DVP, degaseificador modelo DGU - 20A,
detector PDA modelo SPD - 20AVP, forno modelo CTO - 20ASVP, injetor
automatico modelo SIL - 20ADVP e controlador modelo SCL - 20AVP e acoplado a um
detector de arranjo de diodos (DAD). Os dados obtidos foram tratados pelo software
Shimadzu® LC solution 1.0 (Jap&o).

O teor relativo de B-Lapachona foi calculado com base na area do cromatograma, onde
a area total do cromatograma representava 100%, enquanto a area do pico da B-Lapachona

representa seu teor relativo.

3.2.5.6 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As amostras foram preparada sobre dupla fita de carbono contida em suporte (stub) de
cobre e metalizada, sob vacuo, com a deposicdo de uma fina camada de ouro. As analises de
MEYV foram obtidas por microscépio eletronico de varredura da TESCAN®, modelo Mira 3,
com filamento de tungsténio e com acoplamento para disperséo de energia (EDS).

3.2.6 Estudos de Modelagem Molecular

As coordenadas atbmicas da estrutura cristalografica da nZIF-8 foram obtidas a partir
do Banco de Dados Estrutural de Cambridge (CSD) (GROOM et al., 2016), com nimero de
identificacdo 602542 (PARK et al., 2006). As cargas parciais foram atribuidas aos &tomos da
nZIF-8 através de célculos de teoria funcional de densidade, obtidas por Rana (RANA et al.,
2011). As coordenadas do modelo da p-Lapachona, assim como as cargas parciais, foram
obtidas a partir da aplicacdo do método semiempirico de quimica quantica PM6 (STEWART,
2007), que faz parte do software MOPAC (STEWART, 2016).

Para a realizacdo do estudo de docking molecular, foi utilizado o programa
AutoDock4 (MORRIS et al., 1998), com o objetivo de avaliar a afinidade entre a -

Lapachona e a superficie da nZIF-8. O modelo molecular utilizado para representar a
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superficie da ZIF-8 foi tratado como rigido, uma vez que estas estruturas cristalinas
apresentam flexibilidade limitada (ROWSELL; YAGHI, 2005). Por outro lado, o modelo da
B-Lapachona foi tratado como flexivel.

O algoritmo genético lamarckiano foi utilizado para realizar a busca conformacional.
Cada conformagéo amostrada foi avaliada e ranqueada de acordo com uma funcéo de energia
empirica (HUEY et al., 2007). Os grid maps foram definidos como uma caixa reticulada com
126 x 126 x 126 pontos de dimenséo e espacamento de 0,14 A. Foram criados dois diferentes
mapas com as caixas centradas em dois pontos distintos, (25,5; 42,478; 40,725) e (33,982;
33,982; 43,519), a fim de amostrar toda a estrutura da nZIF-8 e aumentar a precisdo das
estimativas das energias de interacao.

Os parametros utilizados durante a busca conformacional foram: populacédo inicial
com 150 individuos aleatérios (conformacdes), um niimero maximo de 2,5 x 10° avaliages
de energia, um nimero méaximo de 27.000 geracdes e taxas de mutacdo e crossover de 0,02 e
0,8, respectivamente. O nimero de individuos superiores a sobreviver até a proxima geracao
ajustado no valor 1 (GA_ELITISM = 1). Um maximo de 300 interagdes por busca local foram

permitidas, sendo 0,06 a probabilidade de realizar a busca local.

3.2.7 Estudos de liberacéo in vitro das Misturas Fisicas e Sistemas B-Lapachona:nZIF-
8

3.2.7.1 Ensaio de Solubilidade de Equilibrio da p-Lapachona

O ensaio de solubilidade é importante para a realizacdo dos ensaios de dissolugédo in
vitro a fim de definir as condic6es sink e non-sink, esta ultima necessitando dos dados da
solubilidade de equilibrio para determinar o Sink Index (SI).

Solugdes tampdes foram preparadas seguindo a USP 41, para a realizacdo da
solubilidade da B-Lapachona: tampdes de &cido cloridrico pH de 1,2; tampdes fosfato de
potassio monobasico pH de 6,8; tampdes acetato de sodio pH de 4,5 e 4gua (USP, 2018).

Para cada tampdo, foram preparadas amostras em triplicata. Em tubos ensaio, foram
adicionados 5 mg de B-Lapachona e 10 mL dos tampdes citados, logo sonicados por 15
minutos obtendo uma concentragdo de 500 pg/mL. Foi utilizado banho-maria

(Ethiktechnology®) munido de aparato de agitacio, com temperatura de 37°C + 0,5°C
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(temperatura fisiolégica do organismo vivo), onde solugdes saturadas do farmaco, nos
tampdes citados, permaneceram por um periodo de 72 horas sob uma frequéncia de agitacdo
(simulando o peristaltismo) de 75 rpm, coletas de 1 mL foram realizadas nos tempos 24, 48,
72 h e submetidas & leitura em UV-Vis (Shimadzu® UVMini 1240 PC). Foi utilizada uma
curva de calibracdo do farmaco, nos mesmos tampdes utilizados no teste, nas concentracdes
de 0,5 a 12 pg/mL (Adaptado de PRESMICH et al., 2010B).

3.2.7.2 Ensaio de dissolugao in vitro nas condigdes sink

Os ensaios de dissolucdo foram realizados a fim de analisar a eficiéncia dos sistemas e
misturas fisicas em relagdo a liberagdo da B-Lapachona nos meios de dissolu¢do com
diferentes pHs (1,2, 4,5 e 6,8). Os ensaios foram feitos sob temperatura de 37 + 0,5°C,
utilizando 250 mL de tampéo acido cloridrico (pH 1,2), tampdo acetato (pH 4,5) e tampao
fosfato (pH 6,8) e agua como meios de dissolucdo, aparato 2 (pa) e velocidade de rotacao 75
rpm, utilizando dissolutor Varian® (Modelo VK 7010).

Foram pesadas em balanca Shimadzu® (Modelo ATY224) quantidades de amostras
determinadas para manter a condi¢do sink do ensaio. Em intervalos de tempo predefinidos de
5, 15, 30, 45 min 1; 1,5; 2; 2,5; 3; 3,5; 4; 4,5, 5, 6 h, 3 mL das amostras foram coletadas,
filtradas em filtro de membrana 0,20 um e, quando preciso diluidas, para quantificagdo do
teor de B-Lapachona por espectroscopia no UV-Vis (Shimadzu® UVMini 1240 PC) a 257 nm.
Foi efetuada a reposicdo do meio de dissolugdo com o mesmo volume de cada aliquota
retirada. Todos os ensaios foram efetuados em triplicata.

Os perfis de dissolucdo foram avaliados e comparados utilizando o parametro de area
sob a curva (AUC), percentagem de farmaco dissolvido por tempo de coleta e eficiéncia de
dissolucdo. A eficiéncia da dissolu¢do (ED%) foi calculada nos tempos correspondentes a
pontos iniciais, medianos e finais do ensaio de dissolugdo. A ED% é a area sobre a curva no
tempo t da curva de dissolucédo expressa como porcentagem da area do retangulo em y 100%
no mesmo tempo t (KHAN; RHODES, 1972; KHAN, 1975;). O célculo de area sob a curva
(AUC) e ED% foi realizado com auxilio do software Origin® 8 da Origin Lab Solutions e
Microsoft Excel® 2007.
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3.2.7.3 Ensaio de dissolugdo in vitro nas condigdes non-sink

Para avaliacdo da capacidade da nZIF-8 de manter a B-Lapachona sollvel em
condicBes de supersaturacdo, fez-se uso da técnica de dissolu¢do non-sink. Foi adotado um
valor de sink index de 0,2 e fez-se uso da férmula proposta por Sun e colaboradores (2012B)
(Equacdo 1), utilizando os valores experimentais obtidos para no ensaio de solubilidade de
equilibrio da B-Lapachona em tampdo fosfato pH 6,8. Esse calculo refletiu em uma dose de
1,8 mg e volume de meio de 20 mL. A concentrag@o teorica maxima de B-Lapachona pode
ser calculada como sendo de 90 pg/mL. Essa condicdo numerica de Sl significa que se
trabalhou com volume de meio em torno de cinco vezes menos do gque seria necessario para
solubilizar toda a B-Lapachona inserida no meio.

Os ensaios foram feitos sob temperatura de 37 + 0,5°C, velocidade de rotagdo 100
rpm, utilizando dissolutor Erweka® (Modelo DT-60) com pas adaptadas para uma cuba de
dissolucao reduzida. Em intervalos pré-definidos de 5, 10, 15, 20, 25,45 min 1; 2; 3; 4;5; e 6
h foram coletadas aliquotas de 300 pL que em seguida foram centrifugadas (Eppendorf®
Modelo 5417R) a 14000 RCF por 5 min, 200 pL sobrenadante (70% do sobrenadante) foram
cuidadosamente coletados e diluidos com o respectivo tampdo, para quantificagdo do teor de
B-Lapachona por espectroscopia no UV-Vis (Shimadzu® UVMini 1240 PC) a 257 nm. N&o
foi realizada reposicdo do meio de dissolugdo com o0 mesmo volume de cada aliquota retirada
(nota: a soma do volume de todas as aliquotas coletadas totalizou em torno de 20% do meio
de dissolucdo). Todos os ensaios foram efetuados em triplicata.

Para obtencdo das condi¢des non-sink, utilizou-se o Sink index (SI), definido pela

Equacdo 1:

_ CsxV (1)

SI
Dose

Onde: Cs — solubilidade do farmaco no meio, V - volume do meio de dissolucdo e Dose —

corresponde a quantidade de farmaco na amostra utilizada.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A sequir, estdo descritos os resultados e discussdo a respeito dos dados obtidos durante o

desenvolvimento dos sistemas nanoparticulados de -Lapachona:nZIF-8.

4.1 ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCAO NA REGIAO DO ULTRAVIOLETA
VISIVEL (UV-Vis)

Atraveés da espectroscopia por absorcdo na regido do UV-Vis, foi possivel determinar
0 comprimento de onda de leitura a ser utilizado para a quantificacdo da incorporac¢do da f3-
LAP. A partir da varredura (190-1000 nm) (Figura 7), a solucdo de B-LAP (4 pg/mL) obteve
méaxima absor¢cdo em 257 nm conforme o que foi visto no trabalho de Cunha-Filho e
colaboradores (2009), enquanto que a nZIF-8 apresentou maxima absorcdo em 199 nm em
etanol e 200 nm em metanol.

Com a finalidade de provar que a nZIF-8 ndo iria interferir na seletividade do método
de quantificacdo da B-LAP, uma quantidade de 9,5 mg (quantidade de nZIF-8 utilizada na
producéo dos sistemas selecionados conforme o apresentado item 4.2.2) foi suspensa em 100
mL dos solventes etanol e metanol utilizados para obtencéo dos sistemas, seguido de filtragdo
em filtro de membrana (poro de 0,22 um) e varredura em UV-Vis (190-1000 nm).

Embora a nZIF-8 também apresente pico de absor¢édo na regido do UV-Vis, 0 método
ndo apresentou problemas na seletividade, uma vez que, a mesma ndo absorve no mesmo
comprimento de onda da B-LAP, em 257 nm apresenta uma absorcdo de apenas 0,076 e 0,054

nos solventes etanol e metanol respectivamente.
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Figura 7 — Varredura do espectro de absor¢do na regido do UV-Vis da B-LAP e da nZIF-8 em etanol
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4.2 OBTENCAO DOS SISTEMAS B-LAP:nZIF-8

4.2.1 Aspecto macroscopico

A B-LAP é um po cristalino de cor intensamente laranja (Figura 8A). Ja a nZIF-8
possui cor branca (Figura 8B). Nos sistemas obtidos observou-se uma colora¢do amarelada,
mais caracteristica da B-LAP. Em relacdo ao aspecto macroscépico do po, os sistemas
apresentam caracteristicas bem diferentes das amostras isoladas e das MFs (Figura 8C e D),
adquirindo uma estrutura de p6 com aspecto grumoso (Figura 8E e F).

Figura 8 - Aspecto macroscopico: A) B-LAP; B) nZIF-8; C) Mistura fisica do sistema etanol 3:1; D)

Mistura fisica do sistema metanol 3:1; E) Sistema obtido em etanol 3:1; F) Sistema obtido em metanol

Fonte: Autoria propria.
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4.2.2 Avaliagdo da incorporacio do firmaco nos sistemas -LAP:nZIF-8

Foi possivel construir curvas de calibracdo, baseadas no método desenvolvido por
Presmich e colaboradores (2010A), possibilitando o calculo de incorporagdo da B-LAP a rede
da nZIF-8. O experimento visou a maxima eficiéncia de incorporagdo através do doseamento
utilizando HCI 10%, dos sistemas lavados obtidos em intervalos de tempo de 6, 12, 24 e 48 h.
Onde o percentual de B-LAP incorporado foi mensurado a partir concentracao real de sistema
utilizada para o doseamento e da concentracdo dissolvida encontrada de B-LAP, representada
em termo de porcentagem (EI%). As curvas de eficiéncia de incorporagéo estdo demonstradas
nas Figuras 9 e 10.

Figura 9 — Curvas de eficiéncia de incorporagdo (EI1%) dos Sistemas B-LAP:nZIF-8 obtidos em etanol

nas propor¢des molares 1:1, 1:3 e 3:1 (mol/mol).
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Figura 10 — Curvas de eficiéncia de incorporacdo (EI%) dos Sistemas B-LAP:nZIF-8 obtidos em

metanol nas proporc¢des molares 1:1, 1:3 e 3:1 (mol/mol).
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A partir das curvas de eficiéncia de incorporagdo, foi possivel observar que, dentre os
sistema obtidos em etanol, o que apresentou maxima EI% da B-LAP & nZIF-8 foi o de
propor¢do molar 3:1 com 24 h de agitacdo com 22,55% de B-LAP no sistema. Com relagao
aos sistemas obtidos em metanol o de proporcdo molar 3:1 com 6 h de agitagdo foi o que
obteve maior EI% apresentando 15,88% de B-LAP no sistema. Em ambos os solventes a
proporcdo 3:1 apresentou a melhor EI1% isso pode ser explicado pela alta concentragdo de
farmaco no meio, forcando o mesmo a entrar na rede da nZIF-8. Resultados de incorporacéo a
nZIF-8 semelhantes foram relatados por Soltani e colaboradores (2017), que conseguiram
carregamento de 19% de gentamicina e Nabippur e colaboradores (2017) que apresentaram
eficiéncia de incorporacdo de 21% de ciprofloxacino.

A fim de identificar os sistemas que apresentassem maior eficiéncia de incorporacéo
foram feitas variacGes nas proporcGes molares (1:1, 1:3, 3:1 mol/mol), solventes (etanol e
metanol) e tempos de agitacdo (6, 12, 24, 48 h). Contudo os valores de EI% foram todos

abaixo dos apresentados nos sistemas 3:1 obtido em etanol por 24 h e 3:1 obtido em metanol
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por 6 h. Os experimentos foram realizados em triplicata demonstrando baixo desvio padréo
garantindo a confiabilidade dos resultados.

Dessa forma, foram selecionados para dar continuidade ao trabalho os sistemas que
conseguiram maiores E1%, eles foram: o sistema 3:1 obtido em etanol por 24 h e sistema 3:1
obtido em metanol por 6 h. Esses sistemas foram denominados respectivamente de SIS f-
LAP:nZIF-8 3:1 ET e SIS B-LAP:nZIF-8 3:1 MET, sendo eles o objetivo das técnicas de
caracterizacdo. E a partir disso as misturas fisicas (MFs) correspondentes a esses sistemas de
proporcao 3:1 foram feitas, de acordo com os percentuais de incorporacdo e utilizadas para
fins comparativos, elas foram denominadas para serem diferenciadas dos sistemas de MF [3-
LAP:nZIF-8 ET correspondente ao sistema obtido em etanol selecionado ¢ MF B-LAP:nZIF-8

MET correspondente ao sistema obtido em metanol selecionado.

4.3 REVALIDACAO DOS METODOS ANALITICOS PARA QUANTIFICACAO DA B-
LAP PRESENTE NAS MISTURAS FIiSICAS E SISTEMAS POR MEIO DE
ESPECTROFOTOMETRIA NO UV-Vis

Abaixo séo encontrados os dados referentes a revalidacdo dos métodos analiticos em
dois solventes etanol e metanol visto que foram os utilizados na solubilizacdo do farmaco
durante a obtencdo dos sistemas e dessa forma também os utilizados para os doseamentos das

misturas fisicas e sistemas.

4.3.1 Revalidacdo do Método Analitico com Etanol

4.3.1.1 Seletividade

Segundo a RDC 166 de 2017 da ANVISA, a seletividade do método analitico deve ser
demonstrada por meio da sua capacidade de identificar ou quantificar o analito de interesse,
inequivocamente, na presenca de componentes que podem estar presentes na amostra, Como
componentes da matriz (BRASIL, 2017). Diante disso com o objetivo de avaliar se 0 método
é seletivo para a substancia quimica de referéncia caracterizada, foram obtidos os espectros de
absorcdo na regido do UV-Vis, por varredura das solu¢cdes mae da B-LAP e da nZIF-8, sem

HCI (Método Presmich e colaboradores) e como HCI (Método Ajustado em etanol).



73

A seletividade para revalidacdo de um método analitico espectrofotométrico verifica
comparativamente se a utilizacdo de um método ajustado interfere no comprimento de onda
de leitura do analito e se o método continua sendo seletivo apenas para o farmaco, nao
havendo interferéncia da matriz (nZIF-8).

A Figura 11 apresenta os espectros UV-Vis demonstrando que o uso do HCI no
método ajustado (Figura 11B) quando comparado ao método de Presmich e colaboradores
(2010A) (sem HCI) (Figura 11A) ndo interferem no comprimento de leitura do farmaco (257
nm). Nao foram também observadas sobreposicdes dos picos correspondentes a B-LAP e a
nZIF-8, isso significa que a leitura da matriz ndo ocorre no mesmo ponto em que ha maxima
absor¢ao de B-LAP. Sendo justificado o uso do HCI para a desorganizagdo da estrutura da

matriz. N&o interferindo, portanto na leitura para quantificacdo do farmaco.
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Figura 11 — Espectro de absorcao na regido do UV-Vis do parametro seletividade referente ao método

com etanol: A) Presmich e colaboradores (2010A) e B) Método Ajustado.
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Segundo RDC n° 166 de 2017 da ANVISA, a linearidade de um método deve ser

demonstrada por meio da sua capacidade de obter respostas analiticas diretamente

proporcionais a concentracdo de um analito em uma amostra (BRASIL, 2017). A partir disso,

as linearidades das curvas obtidas pelo método de Presmich e colaboradores (2010A) e pelo

método ajustado devido a adicdo de HCI foram comprovadas nas concentracdes propostas por

meio da analise de regressdo linear usando 0 método dos minimos quadrados.
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No ensaio sem HCI (Método de Presmich e colaboradores), foi possivel determinar o
valor do coeficiente de correlacdo R= 0,9999 e o coeficiente de determinacdo R?*= 0,9999,
como mostra a Figura 12. O valor de R?indica que 99,99% da variagdo total relacionado &
média sdo explicadas pela regressdo. A obtencdo desses resultados confirma que ha uma
correlagdo linear entre a absorbancia e a concentragdo das amostras, uma vez que 0S

parametros encontram-se dentro dos limites preconizados pela ANVISA, superiores a 0,990.

Figura 12 — Grafico de regressdo linear do parametro linearidade referente ao método Presmich e

colaboradores (2010A) com etanol.
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Fonte: Autoria propria.

O célculo dos residuos da linearidade do método Presmich e colaboradores (2010A)
foi obtido por meio de regressdo linear, onde demonstra os valores estimados e os dados
observados. Os residuos distribuiram-se em torno do zero, mostrado que a dispersdo é

aleatdria e sem tendéncia, indicativo de um bom resultado como o exposto na Figura 13.
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Figura 13 — Gréfico dos residuos da linearidade através do célculo de regressdo linear referente ao
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método Presmich e colaboradores (2010A) com etanol.
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No método ajustado, contendo HCI 1M, determinou-se o coeficiente de correlacdo R=

0,9999 e o coeficiente de determinacdo R’*= 0,9999, confirmando que ha uma correlacéo

linear entre as absorbéncias e as concentragdes das amostras, como pode ser visto na Figura

14.

Figura 14 - Grafico de regressao linear do parametro linearidade referente ao método ajustado (com
HCI 1M) com etanol.

Fonte: Autoria propria.
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O célculo de residuos da linearidade do método ajustado também apresentou
resultados satisfatorios, visto que, os residuos foram distribuidos em torno do zero,
representando uma dispersdo aleatdria e sem tendéncia como pode ser observado na Figura
15.

Figura 15 — Grafico dos residuos da linearidade por meio do célculo de regressao linear referente

método ajustado (com HCI 1M) com etanol.
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Fonte: Autoria propria.

4.3.1.3 Efeito Matriz

Através dos resultados das inclinagdes dos métodos de Presmich (2010A) e do
ajustado contendo HCI 1M e nZIF-8 p6de-se obter o resultado do efeito matriz, onde o valor
obtido foi proximo a 1 (1,1484), esse resultado foi considerado satisfatorio em relagdo ao
paralelismo das retas das duas curvas, indicando auséncia de interferéncias dos constituintes
da matriz. Os dados também foram analisados estatisticamente por ANOVA fator unico tendo
0 Featcutado<Ftabelado, 0,07 € 4,74. Confirmando dessa forma a linearidade do analito em matriz.

O paralelismo entre as retas das duas curvas encontra-se na Figura 16.
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Figura 16 — Paralelismo entre retas das curvas com etanol no efeito matriz.
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Fonte: Autoria propria.

4.3.1.4 Robustez

Desse modo a robustez foi dada através de analise em diferentes concentragdes do
farmaco (concentracdo baixa, média e alta da curva) sem (Método de Presmich e
colaboradores) e com adicdo de HCI (Método Ajustado). Os resultados foram expressos pela

Equacdo 2 e podem ser verificados na Tabela 2.

Tabela 2 — Método com etanol através da variacéo intencional de pH HCI 1M.

Robustez
[] Teorica de p- [] Calculada de DPR % de
Método
LAP (ug/mL)  B-LAP (Média) (Média) Recuperacéo

Método Presmich (2010A) 0,5 0,50 + 0,00 3,38 100,18
Método Presmich (2010A) 4,0 4,01 +0,01 2,52 100,34
Método Presmich (2010A) 12,0 12,01 £ 0,01 0,62 100,08
Método Ajustado 0,5 0,53 + 0,00 4,83 106,29
Método Ajustado 4,0 3,97+ 0,01 1,48 99,17
Método Ajustado 12,0 11,99 + 0,02 1,83 99,88

Fonte: Autoria propria.
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De acordo com o artigo 61 da RDC 166 de 2017 da ANVISA o pardmetro de robustez
observa a capacidade do método analitico resistir a pequenas e deliberadas variacbes das
condigdes analiticas. O método avaliado se mostrou robusto, o0 DPR das amostras do método
ajustado contendo HCI, foram baixos, ou seja, todas possuem baixa variabilidade intrinseca.
Os dados também foram avaliados estatisticamente pelo ANOVA fator Gnico e os valores do
Feaicutado (0,00) foram inferiores a0 Fipelado (4,49) ndo existindo variagdo estatisticamente
significativa. E apresentou um % de recuperacao proximo de 100% nas amostras, permitindo
a revalidacdo do método.

4.3.1.5 Precisao (Repetibilidade)

A repetibilidade foi realizada apenas com o método ajustado contendo HCI, em
sextuplicata, os resultados estdo dispostos na Tabela 3.

Tabela 3 — Repetibilidade do método com etanol.

Repetibilidade

Amostras 1 2 3 4 5 6 Média DP DPR
(%)
Absorbancia

(UA) 0,516 0,527 0520 0,530 0,530 0,524 0,525 0,006 1,077

Fonte: Autoria prépria. Legenda: DP — Desvio-padrédo; DPR — Desvio-padrao relativo.

De acordo com os resultados expostos na Tabela 3, pode-se concluir que o método

apresenta boa repetibilidade ja que produz resultados com baixo DPR.

4.3.1.6 Exatidao

Esse parametro foi realizado a partir da analise que contemplou o intervalo linear do
método analitico utilizando diferentes concentragdes do farmaco (concentracdo baixa, média e
alta da curva) sem e com adi¢do de HCI. Os resultados da exatiddo foram obtidos pela
Equacdo 2 e podem ser vistos na Tabela 4.
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Tabela 4 — Exatiddo do método com etanol.

Exatidao
Meétodo [] Teérica de p- [] Calculada de DPR % de
LAP (ug/mL)  B-LAP (Média) (Média) Recuperacéo

Método Presmich (2010A) 0,5 0,51 +0,00 2,89 101,97
Método Presmich (2010A) 4,0 4,08 £0,02 4,23 102,05
Método Presmich (2010A) 12,0 11,81 £0,03 2,58 98,39
Método Ajustado 0,5 0,56 £ 0,00 2,32 111,20
Método Ajustado 4,0 4,69 + 0,00 0,39 117,26
Método Ajustado 12,0 11,83 £ 0,01 1,19 98,59

Fonte: Autoria propria.

O método demonstrou-se exato, pois quando comparado com a concentragdo tedrica
os resultados obtidos ficaram proximos do valor de concentracdo conhecido, estando de
acordo com a RDC n° 166 de 2017, da ANVISA. Os DPR obtidos foram baixos, e por analise
estatistica pelo ANOVA fator Gnico os valores do Feajcuiado (0,01) foram inferiores ao Frapelado
(4,49) ndo existindo variacdo estatisticamente significativa. O percentual de recuperacao
demonstrou um pequeno aumento nas concentracdes das amostras de concentracdo mais
baixas (0,5 e 4,0 ug/mL), porque estas se tornam mais susceptiveis a variacdes devido a
sensibilidade do método. No entanto, 0 método apresenta um % de recuperagdo em torno de
100% nas amostras em geral, ndo inviabilizando a revalidagdo do método, uma vez que a
RDC 166 de 2017, ndo determina valores para os resultados, mas pede uma justificativa para
0s mesmos. Vale ressaltar que o método mostrou-se linear e preciso como demonstrado

anteriormente.

4.3.2 Revalidagdo do Método Analitico com Metanol

4.3.2.1 Seletividade

Segundo a RDC 166 de 2017 da ANVISA a seletividade do método analitico deve ser
demonstrada por meio da sua capacidade de identificar ou quantificar o analito de interesse,
inequivocamente, na presenga de componentes que podem estar presentes na amostra, COmo

componentes da matriz. Diante disso com o objetivo de avaliar se 0 método € seletivo para a
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substancia quimica de referéncia caracterizada, foram obtidos os espectros de absor¢do na
regido do UV-Vis, por varredura das solu¢des mae da B-LAP e da nZIF-8, sem HCI (Método
Presmich e colaboradores) e como HCI (Método Ajustado em metanol).

A seletividade para revalidacdo de um método analitico espectrofotométrico verifica
comparativamente se a utilizacdo de um método ajustado interfere no comprimento de onda
de leitura do analito e se 0 método continua sendo seletivo apenas para o farmaco, nao
havendo interferéncia da matriz (nZIF-8).

A Figura 17 apresenta os espectros UV-Vis demonstrando que o uso do HCI no
método ajustado (Figura 17B) quando comparado ao método de Presmich e colaboradores
(2010A) (sem HCI) (Figura 17A) ndo interferem no comprimento de leitura do farmaco (257
nm). Nao foram também observadas sobreposi¢cdes dos picos correspondentes a B-LAP e a
nZIF-8, isso significa que a leitura da matriz ndo ocorre no mesmo ponto em que ha maxima
absor¢ao de B-LAP. Sendo justificado o uso do HCI para a desorganizagdo da estrutura da

matriz. N&o interferindo, portanto na leitura para quantificacdo do farmaco.
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Figura 17 — Espectro de absorcao na regido do UV-Vis do parametro seletividade referente ao método
com metanol: A) Presmich e colaboradores (2010A) e B) Método Ajustado.
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4.3.2.2 Linearidade

As linearidades das curvas obtidas pelo método de Presmich e colaboradores (2010A)
e pelo método ajustado devido a adicdo de HCI foram comprovadas nas concentragdes
propostas por meio da analise de regressao linear usando o método dos minimos quadrados.

No ensaio sem HCI (Método de Presmich e colaboradores), foi possivel determinar o
valor do coeficiente de correlagdo R= 0,9999 e o coeficiente de determinacdo R?*= 0,9999,
como mostra a Figura 18. O valor de R?indica que 99,99% da variagdo total relacionado &
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média sdo explicadas pela regressdao. A obtencdo desses resultados confirma que hd uma
correlacdo linear entre a absorbancia e a concentracdo das amostras, uma vez que 0S

parametros encontram-se dentro dos limites preconizados pela ANVISA, superiores a 0,990.

Figura 18 - Gréfico de regressdo linear do parametro linearidade referente ao método Presmich e

colaboradores (2010A) com metanol.
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Fonte: Autoria propria.

O célculo dos residuos da linearidade do método Presmich e colaboradores (2010A)
foi obtido por meio de regressdo linear, onde demonstra os valores estimados e os dados
observado. Os residuos distribuiram-se em torno do zero, mostrado que a dispersao é aleatoria

e sem tendéncia, indicativo de um bom resultado como o exposto na Figura 19.
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Figura 19 — Gréfico dos residuos da linearidade por meio do calculo de regressao linear referente ao

método Presmich e colaboradores (2010A) com metanol.
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No método ajustado, contendo HCI 1M, determinou-se o coeficiente de correlacdo R=

0,9999 e o coeficiente de determinacdo R%= 0,9997, confirmando que ha uma correlacio

linear entre as absorbancias e as concentragdes das amostras, como pode ser visto na Figura

20.

Figura 20 - Gréfico de regressdo linear do parametro linearidade referente ao método ajustado (com
HCI 1M) com metanol.
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O célculo de residuos da linearidade do método ajustado também apresentou
resultados satisfatorios, visto que, os residuos foram distribuidos em torno do zero,
representando uma dispersdo aleatoria e sem tendéncia como pode ser observado na Figura
21.

Figura 21 — Grafico dos residuos da linearidade através do calculo de regressao linear referente

método ajustado (com HCI 1M) com metanol.
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Fonte: Autoria propria.

4.3.2.3 Efeito Matriz

Por meio dos resultados das inclinagdes dos métodos de Presmich (2010A) e do
ajustado contendo HCI 1M e nZIF-8 p6de-se obter o resultado do efeito matriz, onde o valor
obtido foi proximo a 1 (0,9437), esse resultado foi considerado satisfatorio em relacdo ao
paralelismo das retas das duas curvas, indicando auséncia de interferéncias dos constituintes
da matriz. Os dados também foram analisados estatisticamente por ANOVA fator unico tendo
0 Fealcutado<Ftabelado, 0,02 € 4,74. Confirmando dessa forma a linearidade do analito em matriz.

O paralelismo entre as retas das duas curvas encontra-se na Figura 22.
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Figura 22 — Paralelismo entre retas das curvas com metanol no efeito matriz.
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4.3.2.4 Robustez

Desse modo a robustez foi dada por meio da analise em diferentes concentracGes do
farmaco (concentracao baixa, média e alta da curva) sem (Método de Presmich) e com adicdo
de HCI (Método Ajustado). Os resultados foram expressos pela Equacdo 2 e podem ser

verificados na Tabela 5.

Tabela 5 — Método com metanol através da variacdo intencional de pH HCI 1M.

Robustez
[] Teorica de p- [] Calculada de DPR % de
Método
LAP (ug/mL)  B-LAP (Média) (Média) Recuperacado

Método Presmich (2010A) 0,5 0,52 £ 0,00 3,95 104,56
Método Presmich (2010A) 4,0 4,34 £ 0,01 1,10 108,42
Método Presmich (2010A) 12,0 13,11 £0,01 0,67 109,21
Método Ajustado 0,5 0,57 £ 0,00 4,90 113,37
Método Ajustado 4,0 4,28 £ 0,00 0,32 107,01
Método Ajustado 12,0 12,62 £ 0,01 0,69 105,19

Fonte: Autoria propria.



87

De acordo com o artigo 61 da RDC 166 de 2017 da ANVISA o pardmetro de robustez
observa a capacidade do método analitico resistir a pequenas e deliberadas variacdes das
condicgdes analiticas. O DPR das amostras do método ajustado contendo HCI, foram baixos,
ou seja, todas possuem baixa variabilidade intrinseca. Os dados também foram avaliados
estatisticamente pelo ANOVA fator Unico e os valores do Feacuiado (0,00) foram inferiores ao
Fuabelado (4,49) ndo existindo variacdo estatisticamente significativa. O percentual de
recuperacdo demonstrou um pequeno aumento nas concentragdes das amostras de
concentracdo mais baixas (0,5 pg/mL), porque estas se tornam mais susceptiveis a variaces
devido a sensibilidade do método. Dessa forma, o método apresenta um % de recuperacdo em
torno de 100% nas amostras em geral, ndo inviabilizando a revalidagdo do método, uma vez
que a RDC 166 de 2017 ndo determina valores para os resultados, mas pede uma justificativa
para 0S mesmos. Ressaltando que o0 método mostrou-se linear como demonstrado

anteriormente.

4.3.2.5 Precisao (Repetibilidade)

A repetibilidade foi realizada apenas com o método ajustado contendo HCI, em

sextuplicata, os resultados estdo dispostos na Tabela 6.

Tabela 6 — Repetibilidade do método com metanol.

Repetibilidade

Amostras 1 2 3 4 5 6 Media DP DPR
(%)
Absorbéancia
(UA)

0,484 0,497 0,504 0,501 0,509 0,506 0,500 0,009 1,786

Fonte: Autoria propria. Legenda: DP — Desvio-padrdo; DPR — Desvio-padrao relativo

De acordo com os resultados expostos na Tabela 6, pode-se concluir que o método

apresenta boa repetibilidade ja que produz resultados com baixo DPR.
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4.3.2.6 Exatidao

Esse parametro foi realizado a partir da analise que contemplou o intervalo linear do
método analitico utilizando diferentes concentra¢des do farmaco (concentracdo baixa, média e
alta da curva) sem e com adicdo de HCI. Os resultados da exatiddo foram obtidos pela

Equacdo 2 e podem ser vistos na Tabela 7.

Tabela 7 — Exatiddao do método com metanol.

Exatidéo
Método [] Teorica de p- [] Calculada de DPR % de
LAP (ug/mL)  B-LAP (Média) (Média) Recuperacéo

Método Presmich (2010A) 0,5 0,47 = 0,00 3,95 94,00
Método Presmich (2010A) 4,0 3,95+ 0,01 2,03 98,78
Método Presmich (2010A) 12,0 11,95+ 0,03 2,39 99,61
Método Ajustado 0,5 0,57 0,00 4,90 113,37
Método Ajustado 4,0 4,16+ 0,02 4,76 103,89
Método Ajustado 12,0 12,06 + 0,05 3,35 100,51

Fonte: Autoria propria.

O método demonstrou-se exato, pois quando comparado com a concentracdo tedrica
os resultados obtidos ficaram proximos do valor de concentragdo conhecido estando de
acordo RDC 166 de 2017 da ANVISA. Os DPR obtidos foram baixos, e por analise
estatistica pelo ANOVA fator Gnico os valores do Feajcuiado (0,00) foram inferiores ao Frapelado
(4,49) nédo existindo variacdo estatisticamente significativa. O percentual de recuperacao
demonstrou um pequeno aumento nas concentragbes das amostras de concentragdo mais
baixas (0,5 upg/mL), porque estas se tornam mais susceptiveis a variacbes devido a
sensibilidade do método. Dessa forma, o método apresenta um % de recuperacdo em torno de
100% nas amostras em geral, ndo inviabilizando a revalidagdo do método, uma vez que a
RDC 166 de 2017 ndo determina valores para os resultados, mas pede uma justificativa para
0os mesmos. Vale ressaltar que o método mostrou-se linear e preciso como demonstrado

anteriormente.
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4.4 DOSEAMENTO DA B-LAP NAS MISTURAS FISICAS E SISTEMAS

A partir dos dados de concentracdes obtidos por meio da curva analitica proposta, foi
possivel dosear o percentual de B-LAP que de fato estava contido nos sistemas e misturas

fisicas, os resultados adquiridos estdo elencados na Tabela 8.

Tabela 8 — Doseamento do B-LAP por espectrofotometria.

[] Teorica de [] Calculadade % de p-LAP
Amostra ) ]
sistema (ug/mL) B-LAP (ug/mL)  nos sistema
MF B-LAP:nZIF-8 ET 25,2 6,15 24,42
MF B-LAP:nZIF-8 MET 24 4,30 17,94
SIS B-LAP:nZIF-8 3:1ET 24 6,58 27,81
SIS B-LAP:nZIF-8 3:1 MET 24 2,99 12,48

Fonte: Autoria propria.

O doseamento é de grande importancia para quantificacdo do teor do farmaco nos
sistemas, visando sua inser¢do em formas farmacéuticas, e para prosseguir com os ensaios de

dissolucdo in vitro.

4.5 CARACTERIZACAO DA B-LAPACHONA, nZIF-8, MISTURAS FISICAS E
SISTEMAS

45.1 Espectroscopia de absorcdo na regido do infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR)

A andlise de FTIR é dtil para avaliar interacdes e formagéo de sistemas entre farmacos
e carreadores no estado sélido. A partir de mudancas em bandas caracteristicas ou nas

intensidades dessas bandas da substancia pura considera-se a existéncia de um sistema. Os
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espectros infravermelho da B-LAP bem como da nZIF-8 apresentam excelente concordancia
com os relatados na literatura, confirmando a identidade quimica das amostras (ALVES et al.,
2008; SILVA et al., 2018).

O espectro de absorgdo no infravermelho da B-LAP evidenciou bandas de absorcéo de
média intensidade em 2973,72 e 2938,22 cm™ (Figura 23 - B-LAP 1 e 2 — pagina 92)
caracteristicas de deformag@es axiais assimétricas e simétricas, respectivamente, da ligagdo C-
H da metila. Verificou-se a presenca de bandas fracas de combinacdo e de harmdnicas entre
2000 e 1800 cm™ (Figura 23 - B-LAP 3 — pagina 92). O sinal de forte intensidade na regi&o de
1690,87 cm™ (Figura 23 - B-LAP 4 — pagina 92) é atribuido & banda de deformacéo axial de
C=0 caracteristica das quinonas. As bandas 1589,21 e 1566,62 cm™ (Figura 23 - B-LAP 5 e 6
— pagina 92) sdo referentes a deformacéo axial C=C do anel. Podem ainda ser destacadas duas
bandas na regido de 1116,41 e 1093,82 cm™ (Figura 23 - B-LAP 7 e 8 — pagina 92)
correspondentes as respectivas deformac@es axial assimétrica e simétrica de C-O-C (ALVES
etal., 2008; FREITAS-NETO et al., 2012; DELARMELINA et al., 2016).

No espectro de absorcdo da nZIF-8 em 3139,92 e 2938,22 cm™ (Figura 23 - nZIF-8 9 e
10 — pagina 92) sdo exibidas duas bandas bem discretas relacionadas ao estiramento de C-H
de compostos alifaticos e de aromaticos referentes ao anel imidazol, respectivamente. A
vibracdo de alongamento C=N do anel imidazol apareceu em 1584,37 cm™ (Figura 23 - nZIF-
8 11 — pagina 92). As bandas de forte intensidade em 1418,16 cm™, 1147,07 e 992,16 cm™
(Figura 23 - nZIF-8 12, 13 e 14 — pagina 92) foram atribuidas ao alongamento C-N. E por fim
nédo foi possivel observar a banda de estiramento Zn-N, uma vez que, ela acontece entre 450 e
400 cm™ e a analise s6 foi possivel em equipamentos que trabalhavam até 550 cm™
(FERRAZ, 2017; SOLTANI et al., 2017; SILVA et al., 2018).

Os espectros das MFs (Figura 23 - MF B-LAP:nZIF-8 ET e MF B-LAP:nZIF-8 MET —
pagina 92) correspondem a uma sobreposi¢do de bandas da nZIF-8 sobre os da B-LAP, onde é
possivel notar que as bandas caracteristicas da nZIF-8 foram todos mantidos sem
praticamente nenhuma alteragdo de intensidade enquanto que as bandas da B-LAP se
apresentaram de maneira bastante sutil. Diante disso, pressupde-se um determinado grau de
interacOes entre o farmaco e a nZIF-8 quando estes sdo unidos apenas por uma mistura fisica.

Na analise dos sistemas B-LAP:nZIF-8 obtidos em etanol e metanol (Figura 23- SIS

B-LAP:nZIF-8 3:1 ET e SIS B-LAP:nZIF-8 3:1 MET — péagina 92) alteracdes foram
observadas, uma vez que, algumas bandas dos materiais isolados ndo foram bem evidenciadas

devido a sobreposicao das mesmas (B-LAP e nZIF-8). Entretanto é possivel sugerir a presenca
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do farmaco, que teve suas bandas caracteristicas com intensidades significativamente
diminuidas principalmente no sistema B-LAP:nZIF-8 3:1 obtido em metanol, demonstradas
em 2973,72 e 2938,22 cm™ (1 e 2) referentes a deformagdes axiais assimétricas e simétricas,
respectivamente, da ligacdo C-H da metila, em 1690,87 cm™ (4) atribuida a deformacéo axial
de C=0 e em 1589,21 e 1566,62 cm™ (5 e 6) associadas a deformacéo axial C=C do anel,
essas 2 (ltimas responsaveis por sobrepor a vibracdo em 1584,37 cm™ (11) do alongamento
C=N do anel imidazol da nZIF-8 e que ndo foram sobrepostas nas misturas fisicas.

Dessa forma a nZIF-8 se mostrou presente nos sistemas a partir das bandas em
3139,92 cm™ (9) que teve intensidade reduzida relacionada ao estiramento de C-H de
compostos alifaticos, e em 1418,16 cm™, 1147,07 e 992,16 cm™ (12, 13 e 14) atribuidas ao
alongamento C-N, onde a Gltima (14) também apresentou redu¢do na sua intensidade.

Assim ao comparar o0s espectros das misturas fisicas e dos sistemas com as substancias
isoladas, observou-se que tanto as misturas fisicas como os sistemas apresentaram picos em
menor intensidade e que nos sistemas ainda a -LAP sobrep0s picos da nZIF-8. Sugerindo a
partir disso tudo a formagao do sistema devido aos indicios de interagdo entre a -LAP e a
nZIF-8 (CUNHA-FILHO et al., 2007).
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Figura 23 — Espectros de infravermelho da B-LAP, nZIF, Misturas Fisicas e Sistemas f-LAP:nZIF 3:1

obtidos em metanol e etanol.
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4.5.2 Difratometria de Raios-X (DRX)

O estudo de difracdo de raios X foi realizado para verificar a cristalinidade ou a
amorfizacdo dos diferentes sistemas e misturas fisicas em relacdo aos compostos isolados.
Além de fornecer informacoes, que permitem identificar a partir do célculo do espacamento
basal, qual possivel interacdo ocorreu entre o farmaco e o carreador, se foi uma adsor¢éo ou
uma incorporacao, pois trata-se de um material lamelar, esse célculo é realizado utilizando a
equacdo de Bragg (ZHU et al., 2016). Os difratogramas das amostras isoladas de p-LAP e
nZIF-8, das misturas fisicas e dos sistemas obtidos estdo representados na Figura 24 (pagina
94).

O perfil difratografico da p-LAP apresenta uma série de picos bem definidos de alta e
média intensidade, demonstrando um padrao tipico de produto policristalino, com um pico
agudo principal em 9,45° (20) e picos secundarios em 12,93°, 15,22°, 18,98°, 19,52°, 27,01°,
33,57° e 39,19° (20) picos semelhantes foram relatados por Santos e colaboradores (2017) e
por Freitas-Neto e colaboradores (2012), revelando a autenticidade do insumo farmacéutico
ativo utilizado.

O difratograma da nZIF-8 revelou sua natureza cristalina com picos de alta (7,29° e
média intensidade (10,34°, 12,66°, 18,01°, 26,67°) que estdo de acordo com os apresentados
por Nune e colaboradores (2010) confirmando que a amostra possui fase pura de nZIF-8. Os
picos 7,29° 10,34° e 12,66° se referem ao cubo de corpo centrado e correspondem as
reflexdes 011, 002 e 112, respectivamente. Esses dados foram utilizados para os calculos de
espacamento basal, visando estabelecer um valor de referéncia para caracterizar a inser¢do da
B-LAP na rede da nZIF-8. Tais resultados estdo de acordo com trabalhos recentes
(NABIPPOUR et al., 2017; SOLTANI et al., 2017; BUI et al., 2018).

Nas misturas fisicas correspondentes aos sistemas obtidos em metanol e etanol foi
observado um somatorio dos perfis difratograficos dos materiais isolados (B-LAP e nZIF-8),
exibindo uma sobreposicao de seus picos caracteristicos sem praticamente nenhuma alteracao
de intensidade no pico principal da B-LAP, sugerindo que ndo h& alteracdo no estado
cristalino do farmaco.

Os sistemas B-LAP:nZIF-8 3:1 (mol/mol) obtidos em etanol e metanol demonstram
significativa redugdo na intensidade de todos os picos referentes ao fArmaco, apenas um pico
correspondente a B-LAP € visto de maneira bastante sutil em 9,45° principalmente nos sistema

metanol, confirmando a presenca do fArmaco nos sistemas, enquanto que os demais picos que
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predominaram com alta e média intensidade sdo semelhantes aos da nZIF-8 em 7,35°, 10,37°,
12,75°, 18,01° e 18,06°. Isso é sugestivo de que interacdes quimicas entre o farmaco e o
carreador foram suficientes para gerar uma desorganizagdo na estrutura cristalina da -LAP
quando incorporada a nZIF-8, provocando uma amorfizagdo da B-LAP que vem a contribuir
com a taxa de dissolugdo do IFA (COSTA, 2016). Esses resultados corroboram com a

formagéo dos sistemas.

Figura 24 — Difratogramas de raios-X da f-LAP, nZIF-8, Misturas Fisicas e Sistemas B-LAP:nZIF-8

3:1 obtidos em metanol e etanol.
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Fonte: Autoria propria.

Os valores do espacamento basal foram obtidos a partir da equacdo de Bragg como
parametro para identificar a inser¢do da B-LAP a molécula de nZIF-8 (ZHU et al., 2016). Os
espacos interlamelares podem ser alterados com o aporte do farmaco, dessa maneira quando

os valores encontrados nos sistemas e misturas fisicas sdo maiores que o basal, ou seja, que 0
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do carreador, indicam que o farmaco foi inserido na molécula e por isso 0s espagos entre as
lamelas sofrem dilatacdo. Quando se comparou os resultados dos picos de reflexdo
caracteristicos da cristalinidade nZIF-8 isolada (011, 002 e 112) com as demais amostras
(Tabela 9), foi possivel verificar que os valores obtidos foram bem semelhantes (XIONG et
al., 2015). Esse fato ndo exclui a formacdo do sistema, mas € sugestivo de uma adsor¢do do

farmaco a superficie da nZIF-8, caracterizando uma interag&o fisica.

Tabela 9 — Célculo do espagamento basal dos picos de reflexdo 011, 002 e 112 da nZIF-8, Misturas

Fisicas e Sistemas obtidos em etanol e em metanol.

. Espacamento
Amostra Pico (°20) Reflexdo (%0)
Basal (A)

7,29 011 12,14
nZIF-8 10,34 002 8,56
12,66 112 7,00
7,41 011 11,93

MF B-LAP:nZIF-8
10,45 002 8,46

ET

12,78 112 6,93
7,41 011 11,93

MF B-LAP:nZIF-8
10,42 002 8,49

MET

12,78 112 6,93
7,35 011 12,05

SIS B-LAP:nZIF-8
10,42 002 8,49

ET

12,75 112 6,95
7,35 011 12,05

SIS B-LAP:nZIF-8
10,37 002 8,54

MET

12.65 112 7,00

Fonte: Autoria propria.

45.3 Termogravimetria (TG)

A andlise termogravimétrica foi de suma importancia para investigacao da estabilidade
térmica das matérias-primas isoladas, misturas fisicas e sistemas obtidos, fornecendo dados

sobre a degradacdo do farmaco frente a temperatura e para corroborar com a formacéo dos
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sistemas (CAVALCANTI et al., 2011; CHOWDHURI et al., 2017). Dessa forma todas as
curvas TG dos materiais estdo representadas na Figura 25 (pagina 98).

A curva termogravimétrica da B-LAP indica que o farmaco é termicamente estavel até
186,5°C. O seu evento de decomposicao térmica aconteceu em apenas uma etapa, entre 186,5
e 328,1°C (DTGyico=265,2°C) com uma perda de massa de 67%. Resultados similares foram
encontrados por Pontes (2016) e Xavier-Junior e colaboradores (2017) onde também sé foi
identificado um Unico evento com pico em 270°C.

Ja a curva TG da nZIF-8 demonstra que a molécula apresenta alta estabilidade térmica,
sendo estavel até 411,6°C (ZHENG et al., 2015). Exibindo uma perda de massa sutil de 0,6%
entre 24,0 e 124,9°C (DTGyico=25,29°C) onde segundo Chowdhuri e colaboradores (2017) em
alguns casos sdo observados perda de massa até 100°C associadas a perda de umidade ou
metanol que sdo absorvidos pelos poros das nMOFs. O evento térmico de decomposicao
aconteceu em uma Unica etapa, na faixa de temperatura de 411,6 até 652,97
(DTGpico=529,1°C) e perda de massa de 55% que pode ser interpretada como a perda do
ligante organico, imidazolato. Esses resultados estdo de acordo com trabalhos recentes da
literatura (SCHEJN et al., 2014; GADIPELLI; GUO, 2015; SILVA et al., 2018).

Analisando a MF B-LAP:nZIF-8 ET nota-se a presenca de trés eventos térmicos. O
primeiro evento ocorrendo no intervalo entre 175,2 e 272,1°C (DTGyico=229,5°C) com perda
de massa de 13,0% parece esta relacionado com uma antecipacdo da degradacdo térmica do
farmaco quando comparado com sua curva TG isolada. O segundo evento entre 412,4 e
635,4°C (DTGpico=542,5°C), com de perda de massa de 21,4%, e semelhante ao de
decomposicdo térmica da nZIF-8, uma vez que, aconteceu praticamente na mesma faixa da
nZIF-8 isolada. E o ultimo evento, que ndo foi tdo bem evidenciado na curva da nZIF-8
isolada, mas foi exibido na mistura fisica ocorreu entre 635,40 e 800°C (DTGy;,=662,35°C -
perda de massa de 13,9%), segundo Schejn e colaboradores (2014) pode esta relacionado a
decomposic¢do térmica da porcédo inorganica da nZIF-8 até formacdo de oxido de zinco.

A da MF B-LAP:nZIF-8 MET apresentou um termograma misto dos materiais
isolados. Iniciando nessa MF com um evento entre 174,06 e 246,97°C (DTGyi0=215,4°C) e
perda de massa de 5,2%, também sugerindo uma antecipacdo da degradacdo do farmaco
quando comparado com sua curva TG isolada. Seguido de um evento entre 419,9 e 640,4°C
(DTGpico=530,7°C) com perda de massa 17,2% que pode ser relacionado com a decomposi¢ao
da porgéo organica da nZIF-8. E na faixa de 640,4 até 800°C (DTGyi,=752,8°C — perda de

massa de 36,8%) observa-se outro evento que talvez esteja associado a degradacao da porcéo
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inorganica da nZIF-8 com formag&o de oxido de zinco residual. Sendo possivel observar que
as simples interacdes fisicas produziram curvas TG com um somatério dos eventos térmicos
do farmaco e da nMOF isolados.

Com relagdo a analise da curva TG do SIS B-LAP:nZIF-8 3:1 ET os eventos térmicos
se mostraram similares aos das misturas fisicas. De 157,8 até 261,0°C (DTGyi,=228,8°C)
houve uma perda de massa de 14,9%, esse evento é indicativo de degradagao da B-LAP e foi
antecipado. Porém, diferente da nZIF-8 isolada e das MFs o evento que se assemelha ao de
decomposicdo do imidazolato se apresentou em um intervalo diferente (311,3-573,8;
DTGyico=485,4°C), foi antecipado, com perda de massa de 16,8%, sugerindo que a interagéo
entre o farmaco e a nZIF-8 ocorrida na formagdo desse sistema pode ser capaz de
desestabilizar a porcdo organica dessa Ultima (FERRAZ, 2017). Quanto ao evento que
provavelmente é de degradacéo da porcéo inorganica da nZIF-8 ocorreu de 573,8 até 800,0°C
(DTGpico=708,4°C; perda de massa de 24,2%).

No termograma do SIS B-LAP:nZIF-8 3:1 MET o0 evento que pode ser de
decomposicdo do farmaco também foi antecipado, aconteceu no intervalo de 155,6 - 257,6°C
(DTGpic=211,0°C), a perda de massa foi de 6,2%. A degradacdo que acontece em faixa
proxima a de degradacdo do imidazolato na nZIF-8 isolada aconteceu entre 321,5 e 592,7°C
(DTGpico=526,3°C) e sua perda de massa foi de 20,3%. E a decomposi¢éo que ocorre intervalo
similar ao de decomposicdo da porgdo inorgénica da nZIF-8 foi vista entre 592,7 e 800,0°C
(DTGpico=592,8°C; perda de massa de 31,5%). Dados semelhantes a sua mistura fisica
correspondente.

Foi possivel observar que tanto as misturas fisicas como os sistemas exibiram
antecipagédo do evento que provavelmente se refere a decomposicdo da B-LAP. E que as MFs
e sistemas apresentaram caracteristicas parecidas, esse comportamento pode estar relacionado
com o calor utilizado na técnica, que pode provocar uma reacdo entre o farmaco e o carreador,
pois a temperatura pode fornecer uma energia extra para que a barreira energética (energia de
ativacdo) para formacdo dos produtos seja superada durante a analise permitindo que as MFs
apresentassem curvas semelhantes com os sistemas (TIMOTEO, 2018). Apenas no sistema
etanol houve antecipacdo do intervalo térmico de degradacdo da porcdo organica da nZIF-8.

Nesse sentido outras analises sdo necessarias para verificar esses comportamentos.



Figura 25 — Curvas TG da B-LAP, nZIF, Misturas Fisicas e Sistemas 3-LAP:nZIF 3:1 obtidos em

metanol e etanol.
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4.5.4 Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

Nesse estudo, a DSC foi utilizada para caracterizacdo térmica da B-LAP, nZIF,
Misturas Fisicas e Sistemas obtidos, verificando a pureza do farmaco e identificacdo da sua
forma (cristalina ou amorfa) a partir das entalpias obtidas, uma vez que, cada forma cristalina
vai gerar uma energia de entalpia caracteristica (OLIVEIRA et al, 2011). As curvas DSC dos
materiais estdo dispostas na Figura 26 (pagina 102).

A curva DSC da B-LAP € caracterizada por um pico endotérmico intenso na faixa de
temperatura de 154,7 a 159°C (T pico= 156,78°C; AH= -71,1 J/g) referente ao processo de fuséo
da sua estrutura cristalina, esse evento é comum de materiais cristalinos, ou seja, que tem
arranjo organizado. Seguido de mais um evento endotérmico (241,0-262,5°C; Tpico= 250,5°C;
AH= -152,2 J/g) relacionado com a degradacdo do farmaco com perda de massa de 67,1%
conforme foi detectado na curva termogravimétrica. E com pureza de 99,8% calculada pela
equacdo de Van’t Hoff do evento de fusdo. Esses dados estdo em conformidade com outros
encontrados na literatura (CUNHA-FILHO et al, 2007; CUNHA-FILHO et al, 2008;
FREITAS-NETO et al., 2012; MANGAS-SANJUAN et al., 2015).

Em adicdo a analise de pureza foi obtido o cromatograma da B-LAP em 257 nm de
acordo com a absor¢do maxima de UV demonstrado no espectro obtido pelo DAD (Figura
27A). O pico cromatografico Unico caracteristico da B-LAP, ndo demonstrou impureza
(Figura 27B). Sendo o teor relativo da B-LAP na matéria-prima calculado de 99,8%,
confirmando o resultado encontrado no DSC, evidenciando desta forma o elevado grau de
pureza do farmaco e a boa qualidade do processo de purificagdo do mesmo.

Na curva DSC da nZIF-8 houveram eventos com pouca definicdo, que podem ser
devido a sua natureza organica e inorganica desse carreador e que demonstra sua boa
estabilidade térmica (CRAVILLON et al., 2009). Apresentando eventos exotérmicos (T pico1=
29,17°C; Tpic2= 139,26°C; AH1= 0,86 J/g; AH2= 164,29 J/g) e endotérmico (Tyice= 370,55°C;
AH=-79,90 J/g) discretos que é sugerido segundo Kaur e colaboradores (2017) a remocao de
moléculas nao reagidas (metil-imidazol) resultantes do processo da sua sintese que ficam nos
poros do nanomaterial. Em auxilio a isso foi feita a analise da curva DTA (Apéndice A), uma
vez que a nZlIF-8 ndo apresenta processos de degradacdo consideraveis até em torno de
400,0°C de acordo com a curva TG corroborando com sua alta estabilidade térmica e por isso
a falta de eventos definidos na curva DSC, ja que essa analise é realizada até 400°C. Ainda na

curva DTA um alto fluxo de calor foi observado na faixa de temperatura entre 400,0 e
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676,0°C (Tpico= 532,7°C) com AH= 6,5k J/g, indicando liberacdo de energia sugestiva de
clivagem das ligacbes quimicas, pois é nessa faixa que a nZIF-8 exibe o processo de
decomposicdo da sua porcao organica, de acordo com o que foi evidenciado na curva TG
(NUNE et al., 2010).

Na MF B-LAP:nZIF ET um evento endotérmico intenso referente a fusdo da f-LAP
surgiu entre 154,5 e 158,0°C, que quando comparado com o farmaco isolado ndo apresenta
deslocamento do pico (Tpicoe= 156,0°C; AH= -25,41 J/g). Enquanto que no intervalo entre
228,87 e 269,83 onde existia um pico endotérmico de degradagdo da B-LAP, apds a simples
mistura fisica entre a B-LAP e a nZIF-8 surge um pico exotérmico também de decomposicao,
que provavelmente se deve a uma sobreposicdo do evento exibido pela B-LAP pelo
exotérmico que a nZIF-8 isolada apresentou provavelmente resultado de substancias da sua
sintese que ficaram no interior de seus poros e no processo energético devido a ser um
processo que envolve mais energia ele foi capaz de se sobrepor ao evento de decomposicao da
B-LAP (Tpico=250,07°C; AH= 85,4 J/g).

E a MF B-LAP:nZIF-8 MET apresentou-se com curva DSC parecida com a da MF ET.
O pico endotérmico de fusdo da B-LAP ocorreu de 154,12 - 157,89 (Tpico= 155,8°C; AH= -
18,40 J/g), quase que no mesmo intervalo que a B-LAP sozinha. Também apresentando
sobreposi¢do do processo exotérmico da nZIF-8 sobre o endotérmico de decomposi¢ao da -
LAP (Tpico= 247,24°C; AH= 36,12 J/g). Com intensidade do processo de fusdo do farmaco e
exotérmico que é indicativo que seja da nZIF-8 um pouco menores que 0s observados na
mistura discutida anteriormente.

Enquanto que no SIS B-LAP:nZIF-8 3:1 ET o pico de fusdo da B-LAP (Tpico=
155,04°C; AH= -6,3 J/g) ainda foi observado porém teve sua intensidade bastante reduzida
guando comparado com o exibido na curva DSC do farmaco isolado e da sua mistura fisica
correspondente (MF B-LAP:nZIF-8 ET). E quanto ao pico que talvez esteja relacionado com
uma sobreposi¢do do processo endotérmico de degradagdo da B-LAP pelo exotérmico da
nZIF-8 também foi evidenciado entre 224,68 e 265,47 (T pico= 251,56°C; AH= 43,28 J/g).

Ja o SIS B-LAP:nZIF-8 3:1 MET apresentou curva DSC bem similar a da nZIF-8 o
pico de fusdo da B-LAP apareceu discretamente (Tpico= 151,18°C; AH= -2,99 J/g), pouco
visivel, diferente do observado na sua mistura fisica correspondente (MF B-LAP:nZIF-8
MET) e no farmaco isolado, isso é sugestivo de uma amorfizacdo da estrutura, corroborando
com os dados do DRX onde praticamente todos os planos cristalinos do farmaco

desapareceram no sistema e apenas um foi visto sutilmente (COSTA, 2016; XAVIER-
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JUNIOR et al., 2017). O pico de fusio foi levemente antecipado, geralmente o deslocamento
do méximo pico de temperatura de fusdo para temperaturas inferiores e o alargamento do pico
de fusdo pode indicar a redugdo no tamanho dos cristalitos e, consequentemente, uma melhor
solvatacdo dos mesmos pelo solvente, além de menor de entalpia quando se compara com 0
farmaco isolado e com sua mistura fisica correspondente, 0 que pode ocasionar um
incremento de solubilidade por necessitar de menos energia para solubilizar (FERRAZ, 2017).
E o evento de degradacdo ndo € mais bem definido como nas curvas discutidas anteriormente,
sendo observados agora discretos eventos, um exotérmico (Tpico= 205,71°C; AH= 6,97 J/g) e
outro endotérmico (Tpico= 327,65°C; AH= -123,17 J/g) largos, assim como os observados na
curva da nZIF-8 isolada. Esses dados corroboram com a formagdo do sistema e permite
identificar que o sistema obtido em metanol € mais eficiente no que tange a incorporacéo do
farmaco.

Dessa forma, foi possivel verificar que nas MFs os picos de fusdo estiveram presentes
de maneira intensa e ocorreram praticamente na mesma faixa da f-LAP sozinha. Enquanto
gue nos sistemas o pico de fusdo foi bastante reduzido, sendo praticamente néo visualizado e
levemente antecipado no sistema obtido em metanol. Corroborando com os resultados da
DRX que exibem a alta natureza cristalina das misturas fisicas, conforme observado nos
planos de difracdo semelhantes aos da f-LAP, mostrando a incapacidade que o processo de
obtencdo destes compostos (processo fisico) tem de alterar a cristalinidade do farmaco. E
onde os sistemas praticamente ndo apresentaram planos cristalinos do farmaco, confirmando
que o método de obtencéo é capaz de alterar a cristalinidade do farmaco, uma vez que envolve
a solubilizacdo dos componentes, ou seja, desorganizagéo cristalina e consequente solvatagéo
pelas moléculas do solvente, favorecendo interagdes que apos retirado o solvente mantenham

o material com cristalinidade reduzida ou amorfo (DANDA, 2018).
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Figura 26 — Curvas DSC da B-LAP, nZIF-8, Misturas Fisicas e Sistemas 3-LAP:nZIF-8 3:1 obtidos em

metanol e etanol.

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450

0,0
-2,5
-3,0
-71,5

0,0
-2,5
-5,0
-7,5

0,0
-2,5
-5,0
-7,5

0,0
-2,5
-5,0
-7,5

0,0
-2,5
-5.,0
-7,5

0,0
-2,5

B

= SIS B-LAP:nZIF-8 3:1 MET
7S5k 5 0 0 e e L

50 100 150 200 250 300 350 400 450

nZIF-8

—— MF B-LAP:nZIF-8 ET
) | L | 1 | L | 1

DSC (mW)

—— MF B-LAP:nZIF-8 MET
'l I L l 'l I L i 'l I L l 'l I L ‘ 'l

— SIS B-LAP:nZIF-8 3:1 ET

T 1T YT YT Y[ rrrrrrrygrrrrrrrrrrrrryygqrrrrrrryrrrrrrz—rs
| NI Y [NV N TN [N T (N N IO Y NI S O Y R TN TN O N YN ST SR B NI N

]

Temperatura (°C)

Fonte: Autoria propria.



103

Figura 27 - Cromatograma da B-LAP obtido em 257 nm (A) conforme a absor¢cdo méxima de UV
demonstrada no espectro obtido pelo DAD (B).
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Fonte: Autoria propria.

45,5 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A andlise por MEV é amplamente utilizada para investigacdo da estrutura morfolégica
dos materiais isolados e de suas misturas, proporcionando imagens de alta resolu¢cdo com
riqueza de detalhes, permitindo identificar alteragfes sofridas ap6s um processo e o tamanho
das particulas dos compostos, dados importantes para compreensdo e previsdo das
propriedades e do comportamento dos farmacos (KWIECINSKA et al., 2019). As
eletromicrografias da B-LAP, nZIF-8, Misturas Fisicas e Sistemas -LAP:nZIF-8 3:1 obtidos
em metanol e etanol foram exibidas na Figura 28 (pagina 105).

O MEV da B-LAP (Figura 28A) demonstra que ela exibe uma estrutura cristalina bem
definida, com cristais acirculares de tamanhos irregulares variando entre 200 ¢ 500 um
visiveis até mesmo macroscopicamente, corroborando com os resultados do DRX e do DSC.
A partir da observacao do aspecto cristalino do farmaco é possivel compreender os estudos de

dissolucdo, uma vez que, a cristalinidade e o tamanho de particulas estdo diretamente ligados
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ao perfil de dissolugédo e solubilizacdo do mesmo (CUNHA-FILHO et al., 2007; FREITAS
NETO et al., 2012; SANTOS et al., 2017).

A eletromicrografia da nZIF-8 (Figura 28B) demonstrou cristais aglomerados de
formato hexagonal (quase esférico) caracteristicos da nZIF-8, com tamanhos regulares em
torno de 100 nm, evidenciando dessa forma a natureza manométrica do material, confirmando
0s dados obtidos no DRX da mesma no que tange a cristalinidade, esses dados estdo em
consonancia com os achados de Schjen e colaboradores (2014) para nZIF-8 obtida utilizando
como sua fonte de zinco o Zn(NOs), que foi o precursor da nZIF-8 utilizada nesse trabalho,
eles trazem que a mudanca na fonte de zinco (ZnSO,, Zn(ClO,), ZnCl,,) altera o formato e o
tamanho das particulas (CRAVILLON et al., 2009; ZHENG et al., 2015; ZHENG et al.,
2016).

Nas imagens das misturas fisicas correspondente aos sistemas obtidos em etanol
(Figura 28C e D) ¢ obtidos em metanol sdo vistos os cristais da B-LAP e da nZIF-8, esta
ultima aparece isolada e adsorvida na superficie do farmaco, sem nenhuma modificacdo na
estrutura dos dois, comprovando que a simples MF ndo produziu interacbes aparentes entre 0s
dois componentes. Dessa forma os resultados de DRX e DSC estdo em consonancia ja que em
ambos, percebeu-se que as MFs ainda apresentavam caracteristicas bastante cristalinas e
verificou-se um somatorio dos eventos encontrados nos matérias isolados.

Em contrapartida, nas fotomicrografias dos sistemas B-LAP:nZIF-8 3:1 obtidos em
etanol e metanol (Figura 28E e F) foram notadas alteracdes significativas, os cristais do
farmaco ndo sdo mais visualizados levando a acreditar que ele foi disperso nos poros da nZIF-
8, 0 sistema ficou com o aspecto semelhante ao da nZIF-8, porém as particulas ficaram um
pouco mais coesas, ndo sendo mais possivel distinguir os dois componentes, evidenciando
gue o método de obtencdo foi capaz de proporcionar interacdes quimicas entre a -LAP e a
nZIF-8, diferente das misturas fisicas. O tamanho das particulas dos sistemas ficaram em
torno de 100 nm assim como na nZIF-8 isolada caracterizando-os como nanoparticulados.

Esses resultados também estdo de acordo com o DRX, o0s picos caracteristicos do
farmaco foram praticamente ausentes e os da nZIF-8 foram vistos com alta e média
intensidade e com o DSC, pico de fusdo do farmaco foi discretamente visivel principalmente
para o sistema obtido em metanol, confirmado que estrutura cristalina do farmaco foi
desorganizada e a formacao dos sistemas. Isso pode indicar um incremento de solubilidade da
B-LAP, devido ao aumento da &rea de superficie e consequentemente do maior grau de

solvatacao do farmaco que podera ser confirmado no teste de dissolucdo (LIU et al., 2018).
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Figura 28 — Microscopia Eletronica de Varredura A) B-LAP; B) nZIF-8; C) MF B-LAP:nZIF-8 ET; D)
MF B-LAP:nZIF-8 MET; E) SIS B-LAP:nZIF-8 3:1 ET F) SIS B-LAP:nZIF-8 3:1 MET.
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4.6 ESTUDOS DE MODELAGEM MOLECULAR

Os resultados de docking (300 solugdes) foram agrupados em clusters com variagdo de
RMS menor que 0,5 A entre as estruturas. A solucio de docking mais favoréavel foi definida
como sendo a melhor solucdo dentro do cluster de menor energia (-2,86 kcal.mol™) e maior
representatividade (87 solucdes). A topologia reduzida da molécula B-Lapachona permite sua
acomodacéo dentro da cavidade da nZIF-8, sugerindo assim, a sua incorporagdo como pode
ser visto na solucdo de docking apresentada na Figura 29. Esta incorporacdo é caracterizada
por interacBes hidrofébicas e por uma interagéo do tipo cétion-r entre o cation Zn?* da nZIF-8
e os elétrons © do anel benzénico da fB-Lapachona, ambos destacados em laranja na referida
figura. Estes achados corroboram com os resultados de DSC, DRX e MEV, que também

indicam a incorporacéao da 3-Lapachona a nZIF-8.

Figura 29 - Solucéo de docking molecular mais favoravel entre a nZIF-8 e a p-Lapachona. Destaque

para a interacdo entre o cation Zn** da nZIF-8 e o anel benzénico da p-Lapachona, ambos em laranja.

Fonte: Autoria propria.



107

4.7 ESTUDOS DE LIBERACAO IN VITRO DAS MISTURAS FISICAS E SISTEMAS p-
LAPACHONA:NZIF-8

4.7.1 Ensaio de Solubilidade de Equilibrio da p-LAP

A solubilidade dos farmacos € a propriedade que possui grande influéncia no processo
de absorcdo, uma vez que, o farmaco ingerido por via oral sé consegue ser absorvido se
apresentar solubilidade aquosa sob condi¢fes fisiologicas e permeabilidade intestinal, além
disso, ela esta relacionada com a taxa de dissolu¢do do farmaco (GOMES et al., 2015). Nesse
sentido o ensaio de solubilidade foi utilizado a fim de identificar as condicdes sink e non-sink
para execucdo dos ensaios de dissolucgéo in vitro.

A Tabela 10 mostra a solubilidade da B-LAP nos diferentes meios avaliados, agua,
tampdo acido cloridrico pH 1,2, tampéao acetato de sddio pH 4,5 e tampao fosfato de sédio pH
6,8. Os resultados encontrados foram similares aos obtidos por Presmich e colaboradores

(2010B) ¢ exibe a baixissima solubilidade da B-LAP em &gua e nos meios utilizados.

Tabela 10 — Solubilidade da B-LAP (mg/mL) em diferentes meios.

Meios Solubilidade (mg/mL)

Agua 0,023 + 0,000
Tamp&o Acido Cloridrico pH 1,2 0,031 + 0,001
Tampao Acetato de Sodio pH 4,5 0,030 + 0,002
Tampao Fosfato de Sodio pH 6,8 0,018 + 0,000

Fonte: Autoria propria.

4.7.2 Estudo dos perfis de dissolugdo in vitro

Os ensaios de dissolucdo sdo muito utilizados durantes as etapas de desenvolvimento
de medicamentos e controle de qualidade dos mesmos, com o intuito de avaliar a taxa de
dissolucdo dos farmacos visto que o processo de absorcao sé é possivel quando o farmaco esta
solivel no meio (GRADY et al., 2018). Estes podem ser realizados em condic¢des sink ou
non-sink. A condicdo sink preconiza a utilizagdo de um volume de meio de dissolugdo com no

minimo trés vezes o necessario para formar uma solucédo saturada do farmaco, com o objetivo
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de atingir uma taxa de dissolucdo mais répida. Enquanto que a condi¢do non-sink € realizada
em condic¢des de supersaturacdo do meio.

Nesse estudo, amostras que apresentavam quantidades equivalentes a 0,97 mg (pH
1,2), 0,94 mg (pH 4,5), 0,56 mg (pH 6,8) e 0,72 mg (pH agua 6,1) de B-LAP foram utilizadas
nos ensaios de dissolucdo, significando que se completamente dissolvida em um volume de
250 mL, apresentariam concentracdes abaixo do ponto de saturagédo, estabelecendo dessa
maneira a condicdo sink, com 8x menos farmaco do que seria necessario para saturar 0S meios
de acordo com o estudo de solubilidade (item 4.7.1). As amostras foram avaliadas em
diferentes pHs visando identificar o comportamento de liberagdao da B-LAP pela nZIF-8,
devido a caracteristica da nZIF-8 ser rompida em pHs acidos.

Os perfis de dissolucdo sob condicdo sink da B-LAP, das misturas fisicas e dos
sistemas B-LAP:nZIF-8 3:1 obtidos em etanol e metanol estdo dispostos a seguir nas Figuras
30 (pH 1,2), 31 (pH 4,5), 32 (pH 6,8) e 33 (pH &gua 6,1).

Em meio acido (pH 1,2) simulando o fluido géstrico (Figura 30) a B-LAP atingiu um
teor maximo de apenas 29,70% do total de massa inserida no meio, somente em 6 h. As
misturas fisicas inicialmente demonstraram um comportamento similar ao farmaco porém,
apos 2,5 h exibiram um aumento de teor gradativo até 6 h que resultou em uma liberagéo
méaxima de 59,19% e 66,99% para a MF B-LAP:nZIF-8 ET ¢ MF B-LAP:nZIF-8 MET,
respectivamente. No entanto os sistemas iniciaram sua liberagdo a partir dos primeiros 5 min
alcancando ja 10% de B-LAP diferente do farmaco isolado e das misturas fisicas que nesse
mesmo tempo estavam em 0%, isso pode ser justificado pelo fato de em pH &cido a nZIF-8
ser desintegrada consequentemente, liberando o fArmaco de maneira mais rapida (SUN et al.,
2012A). O SIS B-LAP:nZIF-8 3:1 ET se apresentou superior a liberacdo do farmaco isolado e
das MFs até 3,5 h com 52,77% mas sua maxima liberacdo ocorreu em 6 h (55,07%) enquanto
que no SIS B-LAP:nZIF-8 3:1 MET a liberacdo foi superior ao farmaco isolado e as MFs até
2,5 h com 39,12% e seu maximo foi em 4,5 h (41,86%). Um destaque é dado para os sistemas
e MFs visto que em pH &cido é geralmente onde farmacos classe Il menos solubilizam
(COSTA, 2016). A partir disso, observa-se que o farmaco e as MFs apresentaram um perfil
mais linear, enquanto que os sistemas demonstram um perfil modulado de liberacéo da p-LAP
e que esses dois ultimos sugerem melhora da taxa de dissolucdo do farmaco.

Embora em pH &cido a nZIF-8 seja desintegrada liberando o farmaco, ndo se
alcancaram taxas elevadas de liberacdo pelos sistemas, mas estas foram melhores que a do

farmaco, provavelmente devido a tensdo superficial entre o farmaco e 0 meio como relatado
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nos estudo de Presmich e colaboradores (2010B), que obtiveram formas farmacéuticas finais
capsulas gelatinosas de B-LAP visando melhorar sua solubilidade e avaliaram sua liberacéo
em diversos pHs, inclusive no pH 1,2 e ainda assim para formulacdes conseguiram liberacdes
de apenas 15,33% em 1 h nesse meio. Os resultados obtidos neste trabalho para um produto
intermedirio, que s&o os sistemas, demonstraram maiores taxas e consequentemente indicam
maior incremento de solubilidade em 1 h, 32% para o sistema obtido em metanol e 40% para

0 obtido em etanol.

Figura 30 — Perfis de dissolugdo sink da p-Lapachona, misturas fisicas e sistemas 3-LAP: nZIF-8 3:1

obtidos em etanol e metanol em pH 1,2.
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Fonte: Autoria propria.

Em pH intermediario 4,5 h (Figura 31) a B-LAP obteve concentracdo maxima
dissolvida de 25,41% em 6 h. As misturas fisicas acompanharam o perfil do farmaco isolado,
principalmente a MF B-LAP:nZIF-8 MET que foi praticamente igual até as 6 h (Cmax
26,38%), ja a MF B-LAP:nZIF-8 ET se sobressaiu um pouco a partir de 3,5 h e em 6 h atingiu
teor de 36,75% de B-LAP. Nos sistemas fica notério um maior percentual de liberacdo de B-

LAP que o farmaco isolado e as MFs, em 1 h os sistemas B-LAP:nZIF-8 3:1 ET e B-
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LAP:nZIF-8 3:1 MET ja apresentavam respectivamente 37,71% e 23,88% de liberacdo de B-
LAP, enquanto o farmaco e as MFs ndo ultrapassaram 4%. Ambos os sistemas exibiram Cpax
em torno de 3 h 43,37% para o0 obtido em etanol e 30,41% para o obtido em metanol e nesse
mesmo horario o farmaco sozinho tinha teor de 14,85%. Sugerindo que 0s sistemas

manifestaram um discreto incremento de solubilidade.

Figura 31 — Perfis de dissolucéo sink da B-Lapachona, misturas fisicas e sistemas B-LAP:nZIF-8 3:1

obtidos em etanol e metanol em pH 4,5.
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Fonte: Autoria propria.

Avaliando o perfil de dissolucdo da B-LAP em agua (Figura 32) nota-se que ela
demonstrou percentual de liberacao superior as MFs, ja a partir de 1 h onde apresentava cerca
de 5% de teor dissolvido achado que corrobora com o encontrado por Freitas Neto e
Colaboradores (2012) e com Cpax de 34,69% em 6 h. Em paralelo a MF B-LAP:nZIF-8 ET
obteve 25,16% e a B-LAP:nZIF-8 MET 8,37%. Mas ainda assim 0s sistemas superaram e em
5 h alcangaram uma liberacdo maxima de 42,96% de B-LAP do SIS B-LAP:nZIF-8 3:1 ET e
de 35,44% de B-LAP do SIS B-LAP:nZIF-8 3:1 MET. Sugerindo melhora da taxa de

dissolugdo do farmaco a partir dos sistemas de maneira mais acentuada nas primeiras 2,5 hs.
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Trabalhos relatam sobre a baixa solubilidade da B-LAP em agua e nos fluidos
bioldgicos e da necessidade de estratégias para superar essa limitacdo, como sua veiculacdo
em complexos de inclusdo com ciclodextrinas (MANGAS-SANJUAN et al., 2015),
dispersBes sdlidas com polimeros soltveis (SANTOS et al., 2017), microparticulas (CUNHA-
FILHO et al., 2008) entre outros e conseguiram valores de liberagdo variando entre 80%-
100% em &gua, s6 que devido a dificuldade de solubilizagdo da B-LAP nos meios de
dissolucao utilizaram como alternativa adicdo de lauril sulfato de sédio (0,5% - 1%) nos
meios, visando reduzir da tensdo superficial entre o fArmaco e 0 meio conseguindo dessa
forma melhores taxas de dissolugdo, devido ao incremento da solubilidade intrinseca do
farmaco pelo surfactante. Enquanto que, neste trabalho os resultados foram obtidos sem uso

de lauril de maneira que os teores alcancados pelos sistemas variaram em torno de 35-45%.

Figura 32 — Perfis de dissolugdo sink da p-Lapachona, misturas fisicas e sistemas B-LAP:nZIF-8 3:1

obtidos em etanol e metanol em &gua (pH 6,1).
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Fonte: Autoria propria.

A fim de reproduzir o pH intestinal (duodeno e jejuno) realizou-se a dissolucdo em pH

6,8 (Figura 33) e a partir da comparacdo dos perfis obtido os resultados mais relevantes sdo
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alcancados pelos sistemas, em particular pelo sistema obtido em metanol que foi capaz de
proporcionar concentragdes de B-LAP de 52,34% dentro de 2 h (Crsx 63,31% em 6 h). JA o
sistema obtido em etanol chegou em 33,02% (Crax 49,19% em 6 h). Porém, o farmaco
sozinho e as MFs ndo ultrapassaram 5% de teor em 2 h (Chaxs €m torno 30%) e exibiram
comportamentos bem parecidos. Observa-se que o0s sistemas proporcionaram uma liberagédo
modulada, mantendo concentragcdes gradualmente constantes, interessantes para garantir a
segurancga durante um tratamento no que tange a menores oscilagdes de concentracao e sugere
uma acentuada melhora da taxa de dissolugdo do farmaco desde os primeiros 5 min, indicando
possivel incremento de solubilidade, resultados que podem ser relacionados com reducgdo da
cristalinidade do farmaco evidenciadas nas anélises DRX e DSC dos sistemas.

Para atingir condi¢cdes de dissolucdo ideais é preconizado pela USP 41 para formas
farmacéuticas finais uma liberacao igual ou superior a 85%. Em nenhum dos pHs avaliados
houve liberacdes igual a esse teor no periodo de tempo avaliado, porém esse parametro de
liberacdo € utilizado para formas farmacéuticas enquanto que o trabalho em questdo
desenvolveu sistemas para futura veiculagdo nelas. Os sistemas desenvolvidos se mostraram
capazes de modular a liberacdo do farmaco e proporcionar maiores percentuais dissolvidos
consequente de um incremento de solubilidade principalmente em pH 6,8, onde foi
encontrado o maior percentual alcangado, em torno 50-65% com destaque para o obtido em
metanol e isso € interessante segundo Barmejo e colaboradores (2016) pois esse pH simula o
intestinal que é o mais propicio para absor¢do da B-LAP devido a sua alta permeabilidade
intestinal. Visto isso, a futura forma farmacéutica onde o sistema sera incorporado utilizara de
tecnologias para melhorar ainda mais essa taxa de dissolugéo e revestimentos para protecao
visando uma liberacdo entérica (USP, 2018).

Além disso, como a B-LAP pela classificacdo biofarmacéutica apresenta-se como
classe Il (baixa solubilidade e alta permeabilidade) a USP 41 sugere a utilizagdo de
sufarctantes (exemplo lauril sulfato de sddio, polissorbato) nos estudos de dissolugdo in vitro
de formas farmacéuticas contendo farmacos dessa classe para melhorar a solubilidade dos
mesmos nos meios. Como o objetivo do trabalho foi verificar a contribuicdo da nZIF-8 como
carreador da B-LAP, ndo foram utilizados surfactantes assim como relatado por Nascimento
(2017), mas eles poderiam colaborar com significativos aumentos nos teores encontrados
(USP, 2018).

A maioria dos trabalhos realizados com ZIF-8 e nZIF-8 apresentam apenas liberagédo

prolongada, onde em pH é&cido sdo atingidos teores elevados em poucas horas devido a
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desintegracdo da ZIF nesse pH e em pH préximo da neutralidade s&o evidenciadas aumento
de teor lento e alcance de concentracGes elevadas ap6s longo periodo de tempo de ensaio.
Como em Soltani e Colaboradores (2017) desenvolveram um sistema de nZIF-8
carregados gentamicina, taxas de 84% em pH 5,0 e de 61% de gentamicina foram atingidas
pelos sistemas ap6s 120 h. J& Kaur e Colaboradores (2017) sintetizaram um sistema com
nZIF-8 e Mercaptopurina obtendo teores dissolvidos de 90% do farmaco apds 10 h no pH 5,0
e s6 depois de 7 dias em pH 7,4. E em Nabipour e Colaboradores (2017) que obtiveram
sistemas de nZIF-8 com Ciprofloxacino com liberagédo de 97% em pH 5,0 e 83% em pH 7,4.
Um trabalho anterior (FERRAZ, 2017) além de prolongamento de liberacdo conseguiu
discreto incremento de solubilidade em sistema de ZIF-8 com Benznidazol, uma vez que, em
7 h de dissolucdo, enquanto o farmaco tinha teor em torno de 60%, o sistema tinha 80% do
farmaco liberado. Por isso esse estudo é um dos pioneiros na demonstracéo da acéo da nZIF-8
como agente para incremento de solubilidade de farmacos associado melhores taxas de

dissolugédo e modulacéo de liberacdo de fArmacos pouco sollveis como a B-LAP.

Figura 33 — Perfis de dissoluc¢do sink da f-Lapachona, misturas fisicas e sistemas B-LAP:nZIF-8 3:1

obtidos em etanol e metanol em pH 6,8.
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Fonte: Autoria propria.
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Os resultados dos perfis de dissolugcdo podem ser confirmados por meio da analise da
area sob a curva (AUC) e eficiéncia de dissolucdo (ED%), sendo possivel verificar ao final da
dissolucdo que os sistemas apresentaram valores mais elevados de AUC e ED% que o
farmaco isolado e as misturas fisicas. Os dados exibidos na Tabela 11 constatam a eficécia
dos sistemas desenvolvidos no tocante a modulac¢do da liberagdo da B-LAP e a obtencdo do

incremento de solubilidade dos mesmos, com melhora de sua taxa de dissolucéo.

Tabela 11 — Valores de AUC [B-LAP (%) x h] e ED (%) obtidos a partir dos perfis de dissolugéo da f3-

Lapachona, misturas fisicas e sistemas B-LAP:nZIF-8 3:1 obtidos em etanol e metanol.

MF - MF - SIS B- SIS B-
., Tempo B-LAP  LAP:nZIF-8 LAP:nZIF-8 LAP:nZIF-8 LAP:nZIF-8
P (h) ET MET 3:1ET 3:1 MET

AUC ED AUC ED AUC ED AUC ED AUC ED

0,25 0 0 0 0 0 0 044 0,05 038 0,05
1,2 3 2589 0,09 5443 018 46,15 0,15 127,86 0,43 9438 0,31
6 99,80 0,17 230,43 0,38 203,54 0,34 282,47 0,47 215,83 0,36

0,25 0 0 0 0 0 0 1,75 0,07 0 0
4,5 3 1743 0,06 2337 008 17,04 0,06 10817 036 68,35 0,23
6 79,60 0,13 10562 0,18 78,78 0,13 228,93 0,38 151,60 0,25

0,25 0 0 0 0 0 0 0,87 0,03 223 0,09
6,8 3 3,79 001 1008 0,03 19 001 7922 0,26 12921 0,43
6 4853 0,08 7342 012 24,27 0,04 212,69 0,35 312,81 0,52

0,25 0 0 0 0 0 0 101 004 097 0,04
3 28,68 010 1434 005 158 0,01 8682 0,29 73,15 0,24
6 119,84 0,20 75,36 0,13 22,05 0,04 21399 0,36 176,64 0,29

H.0
(6,1)

Fonte: Autoria prépria.

A dissolucdo realizada em condigdo non-sink levou em consideracédo a solubilidade de
equilibrio encontrada para a B-LAP experimentalmente para tampdo fosfato pH 6,8 (18
ug/mL) e foi realizada apenas nele porque foi onde se apresentou o maior perfil de liberacdo
da B-LAP. E de forma a obedecer a condi¢do non-sink foi utilizado um Sl de 0,2. A figura 34

ilustra o perfil de dissolugdo non-sink da B-Lapachona e sistemas -LAP:nZIF-8 3:1 obtidos
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em etanol e metanol, as misturas fisicas ndo foram avaliadas visto que durante as
caracterizacdes e dissolucdes sink elas ndo modularam a liberagcdo do farmaco.

A partir da analise da Figura 34, se pode observar que B-LAP sO consegue se
solubilizar até atingir sua solubilidade de equilibrio (Cmax 18,73 ug/mL em 5 h). Isso acontece
devido as condicGes desfavoraveis que o farmaco encontra para sua solubilizacdo, ja que o
volume de meio utilizado é insuficiente para produzir uma solugdo saturada dele em sua
forma cristalina. Além disso, nota-se que ele apresenta uma taxa de dissolu¢do mais lenta que
os sistemas. Mas 0s sistemas apresentaram significativa influéncia sobre a -LAP conforme ja
observado nas condicdes sink, permitindo sua répida liberacdo no meio e ainda conseguindo
formar solugdes supersaturadas ao atingir concentragcdes superiores a sua Cs mantendo o
farmaco em solucdo por algumas horas. Esse resultado pode impactar diretamente sobre a
biodisponibilidade da B-LAP, pois como a supersaturacdo do farmaco aumenta a for¢a motriz
de absorcao oral, a manutencdo de um nivel elevado e sustentado dessa supersaturacdo é
fundamental para melhorar a biodisponibilidade de farmacos pouco sollveis em agua (SUN;
LEE, 2013).

Com destaque para o SIS B-LAP:nZIF-8 3:1 MET que alcangou a Cs de B-LAP nos
primeiros 10 min e Cpax de 32,78 ug/mL em 1 h se mantendo com lento decaimento, ndo
muito aparente. Em paralelo o SIS B-LAP:nZIF-8 3:1 ET que chegou na Cs em 45 min e
atingiu Crmax apés 5 h iniciando seu decaimento. Sabendo-se que a nZIF-8 é um polimero de
coordenacdo insoluvel no meio utilizado, é possivel fazer uma correlacdo com um trabalho
desenvolvido por Sun & Lee (2015) desenvolvedores de diversos estudos sobre dispersoes
solidas amorfas (DSA) a partir de polimeros solUveis e insollveis em &gua, onde explicam
que esse comportamento mais sustentado de supersaturacdo sdo caracteristicos de polimeros
insollveis uma vez que esses apresentam um mecanismo de liberacdo difusional gradual, em
que apo6s o nivel de supersaturacdo no meio de dissolucdo se aproximar da concentragdo do

farmaco supersaturado no veiculo DSA o farmaco amorfo aprisionado ndo sera mais liberado.
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Figura 34 — Perfis de dissolugdo non-sink da p-Lapachona e sistemas -LAP:nZIF-8 3:1 obtidos em

etanol e metanol em pH 6,8 de 0-6 h (A) e uma ampliacao dos perfis de 0-1 h (B). A linha tracejada

indica a concentracao de sat

uracédo (Cs).
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5 CONCLUSAO

Em virtude de todos os argumentos demonstrados no presente trabalho, foi possivel inferir
que, através de um método de obtencdo ex situ, variando propor¢Ges molares, tempos de
agitacdo e solventes de solubilizacdo, foi possivel selecionar e obter sistemas B-LAP:nZIF-8
com bons percentuais de incorporac¢ao, sendo ambos na proporc¢do 3:1 onde obtido em etanol
teve E1%=22,55% e o obtido em metanol E1%=15,88%.

O método de quantificacdo da B-LAP, revalidado de acordo com a RDC 166 de 2017 da
ANVISA demonstrou-se linear, preciso, exato e seletivo para os parametros avaliados. Além
disso, comprovado pelo efeito matriz, a metodologia se mostrou adequada para substituir o
método ja validado, pois ndo houveram diferencas significativas entre os resultados obtidos
com a adi¢éo do acido.

As técnicas de caracterizacdo utilizadas no presente trabalho evidenciaram a formacéo dos
sistemas, principalmente devido as comparacdes realizadas com os materiais isolados e suas
misturas fisicas correspondentes.

Por meio da técnica de DRX observou-se que 0s sistemas tiveram significativa reducéo de
cristalinidade, devido a intensa reducdo do pico principal e auséncia dos demais picos
relacionados ao farmaco, principalmente no sistema obtido em metanol. Diferentemente das
misturas fisicas que evidenciaram um somatério de perfis da B-LAP com nZIF-8 sem
alteracdes na de cristalinidade do farmaco.

Na analise de MEV dos sistemas, foram notadas alteracGes significativas, os cristais do
farmaco ndo sdo mais visualizados levando a acreditar que ele foi disperso nos poros da nZIF-
8 ficando com aspecto semelhante ela, porém as particulas ficaram um pouco mais coesas e
exibindo tamanhos em torno de 100 nm. Contudo nas misturas fisicas sdo vistos os cristais da
B-LAP e da nZIF-8, sem nenhuma modificacdo na estrutura dos dois.

Ainda foi possivel pelas analises de TG e DSC avaliar a influéncia que a nZIF-8 exerce
sobre a B-LAP, caracterizadas pelo seu comportamento térmico, embora tenha sido notada
uma leve antecipacdo dos picos de degradacdo, os sistemas apresentaram picos de fusdo
bastante reduzidos quando comparados com suas misturas fisicas, onde os picos de fusao
estiveram presentes de maneira intensa e ocorreram praticamente na mesma faixa da -LAP
sozinha. Sendo praticamente n&do visualizado e levemente antecipado no sistema obtido em

metanol.
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Os ensaios de dissolucgdo in vitro sob condi¢do sink demonstraram que em pH 6,8 foi
obtido o maior perfil de liberagdo da B-LAP pelos sistemas, com teores dissolvidos em 6 h de
49,3% pelo sistema obtido em etanol e de 63,4% pelo sistema obtido em metanol, com
destaque para esse ultimo, enquanto que o farmaco fica em torno de 21,26% no mesmo
tempo. E nos demais pHs os percentuais de liberacdo obtidos foram um pouco menores,
porém ainda assim superiores aos exibidos pelo farmaco isolado. Os sistemas apresentaram
valores mais elevados de AUC e ED% que o farmaco isolado e as misturas fisicas,
constatando a eficacia dos sistemas desenvolvidos no tocante a modulagdo da liberagdo da 3-
LAP e a obtencdo do incremento de solubilidade dos mesmos, com melhora de sua taxa de
dissolugéo.

E sob condicédo non-sink em pH 6,8, o perfil de dissolucdo dos sistemas revelou a
capacidade que o carreador apresenta de manter o farmaco em solucdo supersaturada,
retardando seus eventos de nucleacdo e recristalizacdo, permitindo sugerir maior
biodisponibilidade.

Dessa forma, obtiveram-se sistemas nanoparticulados adequados, capazes de superar as
limitagdes de solubilidade da B-LAP sendo esse estudo um dos pioneiros na demonstracdo da
acdo da nZIF-8 como agente para incremento de solubilidade de farmacos associado a

melhores taxas de dissolu¢do e modulagéo de liberacdo de fArmacos pouco sollveis.

5.1 PERSPECTIVAS

e Realizar anélise de particula (&rea superficial e tamanho), volume e tamanho de poro
das amostras, para melhor elucidar a formacgéo dos sistemas B-LAP:nZIF-8, analises ja
agendadas no Centro de Tecnologias Estratégicas do Nordeste (CETENE).

e Avaliar a viabilidade celular do melhor sistema, através do método de reducdo do
metiltetrazolio (MTT). Experimentos estdo em curso, faltando analisar/tratar os
resultados.

e Realizar deposito de pedido de patente no Instituto Nacional da Propriedade Industrial
(INPI) dos sistemas B-LAP:nZIF-8 obtidos.

e Estudo comparativo da eficiéncia da ZIF-8 em escala micrométrica e nanometrica

frente a diferente IFA’s.
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