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RESUMO

A terapia antirretroviral (TARV) foi instituida com o objetivo de diminuir a morbi/mortalidade
das pessoas vivendo com HIV. O efavirenz (EFZ) é o terceiro farmaco mais utilizado nessa
terapia, entretanto, é tido como um farmaco de classe Il (baixa solubilidade e permeabilidade
elevada) pelo Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica, atingindo uma biodisponibilidade oral
baixa. Por isto, este trabalho objetivou empregar excipientes inteligentes como a Zeolitic
Imidazolate Framework em escala nanométrica (nZIF-8) para desenvolver sistemas com o
intuito de melhorar as caracteristicas biofarmacéuticas do EFZ, como a modificacdo de sua
liberacdo. Os sistemas EFZ:nZIF-8 foram obtidos pelo método ex situ e selecionados os que
obtiveram o maior percentual de incorporacdo do farmaco na nanoestrutura. As caracterizacdes
realizadas com os sistemas escolhidos foram: Uv-vis, espectroscopia de absorcéo na regido do
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), Termogravimetria (TG), Calorimetria
Exploratoria Diferencial (DSC), Difratometria de Raios-X (DRX) e Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV). Além disso, foram realizados ensaios de dissolucgéo in vitro nas condicdes
sink, no pH 1,2; 4,5 e 6,8 simulando as condices fisioldgicas, para evidenciar o perfil de
liberacdo do EFZ a partir dos sistemas. Os sistemas obtidos demonstraram uma eficiéncia de
incorporacdo de 28% do EFZ a nZIF-8 tanto para os sistemas produzidos em etanol apds 6 h de
agitacdo, como para os sistemas obtidos em metanol apdés 12 h de agitacdo. Atraves da
caracterizacdo fisico-quimica e das andlises térmicas ficou comprovada a obtencdo dos
sistemas, por evidenciar bandas de absorcéo do EFZ e da nZIF-8 nos mesmos e por modificar
0 comportamento térmico do farmaco, inclusive influenciando positivamente na estabilidade
térmica deste. As eletromicrografias revelaram mudanca na morfologia do EFZ nas amostras
dos sistemas, sugerindo solvatacdo do farmaco, corroborando com os difratogramas dos
mesmos. Com o estudo de dissolucdo, foi possivel verificar que os sistemas foram capazes de
prolongar a liberacdo do EFZ, em comparacgdo com o perfil de liberagcdo do farmaco isolado e
com as MFs nas trés condicdes de pH (1,2; 4,5 2 6,8) que foram estudadas, sendo que em pH
6,8 foi a melhor condigédo para observar que o sistema obtido em etanol foi que o mais
prolongou a liberacdo do EFZ, liberando apenas 31,61% do farmaco apds as 48h de estudo.
Sendo assim, este presente trabalho sugere que a utilizacdo da ZIF-8 em escala nanométrica foi

util para formar sistemas que prolongaram de forma muito intensa a liberagdo do EFZ.

Palavras-chave: Terapia Antirretroviral. Nano Zeolitic Imidazolate Framework. Excipientes

inteligentes. Dissolugéo. Liberacdo prolongada.



ABSTRACT

Antiretroviral therapy (ART) was criated with the aim of decreasing the morbi/mortality of
people living with HIV. Efavirenz (EFZ) is the third most used drug in this therapy. However,
according to the Biopharmaceutical Classification System (BCS), EFZ is classified as class 11
(low solubility and high permeability), presenting a low gastrointestinal absorption due to its
poor solubility. For this reason, this work aimed to use smart excipients such as Zeolitic
Imidazolate Framework in nanometric scale (nZIF-8) to develop systems in order to improve
the biopharmaceutical characteristics of EFZ, such as modifying its release. The EFZ: nZIF-8
systems were obtained by the ex situ method and the samples that obtained the highest
percentage of incorporation of the drug in the nanostructure were selected. The method of
quantification of EFZ by absorption spectroscopy in the ultraviolet-visible (UV-vis) region has
been revalidated for systems measurement. The characterization techniques performed with the
chosen systems were: UV-vis, absorption spectroscopy in the infrared region with Fourier
transform (FTIR), thermogravimetry (TG) and differential scanning calorimetry (DSC). In
addition, in vitro dissolution tests were carried out under sink conditions in pH 1,2 to show the
modified EFZ release profile in the systems. The obtained systems demonstrated an
incorporation efficiency of 28% of EFZ to nZIF-8 both for systems produced in ethanol after 6
h of agitation, and for systems obtained in methanol after 12 h of agitation. Through the
physicochemical characterization and thermal analysis, it was proven that the systems were
obtained, by showing specific absorption bands of EFZ and nZIF-8, and by modifying the drug's
thermal behavior, positively influencing its thermal stability. Electromicrographs revealed a
change in the EFZ morphology in the samples of the systems, suggesting solvation of the drug,
corroborating their diffractograms. With the dissolution study, it was possible to verify that the
systems were able to prolong the release of EFZ, in comparison with the release profile of the
isolated drug and with the MFs in the three pH conditions (1,2; 4,5 e 6, 8) that were studied,
and at pH 6.8 it was the best condition to observe that the system obtained in ethanol was the
one that most prolonged the release of EFZ, releasing only 31.61% of the drug after 48 hours
of study. Therefore, this present work suggests that the use of ZIF-8 on a nanoscale was useful

to form systems that prolonged the release of EFZ very intensely.

Keywords: Antiretroviral therapy. Nano Zeolitic Imidazolate Framework. Smart excipients.
Dissolution. Prolonged release.
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1 INTRODUCAO

Os primeiros relatos da Sindrome de Imunodeficéncia Adquirida, do inglés AIDS, foram
publicados em 1981, nos Estados Unidos e alguns anos depois o Virus da Imunodeficiéncia
Humana (HIV), agente etioldgico da sindrome, foi identificado. Em 2020, o Programa Conjunto
das Nagdes Unidas sobre HIV/AIDS (UNAIDS) langou as estatisticas globais da doenga, onde
foi estimado que 38 milhdes de pessoas viviam com HIV no mundo até o final de 2019. Destas,
690.000 pessoas morreram por causas relacionadas a AIDS até o mesmo ano e 25,4 milhdes de
pessoas com HIV passaram a ter acesso a terapia antirretroviral, um aumento de 6,4 milhdes
em comparagdo com o0 ano de 2009 e representando um total de 67% de todas as pessoas
vivendo com HIV (RACHID et al., 2017; UNAIDS, 2020).

O Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas para Manejo da Infeccdo pelo HIV em
Adultos, do Ministério da Saude, aborda os diferentes esquemas terapéuticos adotados com o
objetivo de diminuir a morbidade e mortalidade das pessoas vivendo com HIV/AIDS no Brasil.
O Efavirenz (EFZ), estéa incluso como um dos antirretrovirais da primeira linha de tratamento,
entretanto, este € classificado como farmaco de classe 11, segundo o Sistema de Classificacao
Biofarmacéutica (SCB), por apresentar baixa solubilidade e alta permeabilidade, desta forma,
resulta em problemas de absorcdo no trato gastrointestinal e, consequentemente,
biodisponibilidade inadequada para sua acgao terapéutica. Assim sendo, o desenvolvimento de
formas farmacéuticas solidas contendo o EFZ como Insumo Farmacéutico Ativo (IFA)
representa um impasse para a tecnologia farmacéutica (NEVES et al., 2010; SHARMA et al.,
2011; AMIDON et al., 1995; BEDOR, 2011; GOMES et al., 2015; Brasil 2018).

Os excipientes farmacéuticos possibilitam, entre outras muitas funcgdes, dentro deste
contexto de modificacdo da solubilidade e liberacdo de farmacos, o aumento da estabilidade
quimica, fisica e microbiologica e a melhora da biodisponibilidade biol6gica dos mesmaos.
Atualmente, os excipientes sdo considerados constituintes essenciais de uma formulagéo,
capazes de garantir o bom desempenho do medicamento e a otimizacdo do alcance e
manutencéo do efeito terapéutico (TABOSA, 2020).

A tecnologia farmacéutica estd cada vez mais disposta a pesquisar por excipientes
inteligentes que sejam capazes de incrementar a solubilidade em agua de farmacos pouco
solUveis e protege-los fisico-quimicamente, para isto, esta lancando méo de técnicas e materiais

como: complexos de inclusdo, dispersbes solidas, sistemas multiparticulados, hidroxidos
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lamelares e, mais recentemente, as Redes Organometélicas, do inglés Metal Organic
Framework (MOF).

As MOFs sdo uma classe de materiais hibridos porosos construidos a partir de ions
metalicos, que tém atraido cada vez mais atengdo nos ultimos anos. Possuem grandes areas de
superficie, altamente ordenadas e estruturas bem definidas, com a capacidade de carregar e
liberar diferentes componentes, especialmente agentes terapéuticos (XUE WU et al., 2017).
Promovendo liberacBes lentas, incremento de solubilidade e menores repeticdes de doses,
estabelecendo niveis plasmaticos constantes, com menos efeitos toxicos e melhor eficacia
terapéutica (CUNHA, 2010; PESSANHA et al, 2012).

A zeolitic Imidazolate Framework (ZIF-8) € uma subclasse de MOF que por apresentar
diversidade estrutural e estabilidade excepcionais, além de baixa toxicidade, vem sendo
utilizada para diversos fins, tais como: armazenamento de produtos quimicos, encapsulacao e
entrega controlada, biossensores, dentre outras. Ainda mais, quando produzidas em nanoescala
(nZIF-8) apresentam vantagens indiscutiveis como: tamanho com mais ampla superficie
externa, porosidade, alta estabilidade térmica, maior permeabilidade e em alguns casos entrega
direcionada de medicamentos (ZHUANG et al., 2014; CAl et al., 2015; AMARANTE et al.,
2016; WU; YANG, 2017). Diante do exposto, esse projeto propde desenvolver sistemas
nanoparticulados a base de EFZ intercalado a nZIF-8 com o intuito de modular sua liberacéo,

como uma alternativa de melhora da eficacia terapéutica do EFZ.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Obter e caracterizar sistemas nanoparticulados de liberacdo prolongada a base de
Efavirenz:MOF (nZIF-8).
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1.1.2 Objetivos Especificos

e Realizar a caracterizacéo fisico-quimica do EFZ e da nZIF-8;

e Obter a partir de um planejamento os sistemas nanoparticulados de EFZ:nZIF-8 e
misturas fisicas (MFs) em diferentes proporgdes;

e Caracterizar as amostras obtidas (EFZ, nZIF-8, MFs e sistemas) através de diversas
técnicas analiticas;

e Revalidar metodologia por UV-visivel para doseamento do farmaco no sistema EFZ-
nZIF-8;

e Realizar ensaios de dissolucdo in vitro dos sistemas obtidos EFZ:nZIF-8 e de suas

respectivas MFs, para avaliacdo do perfil de liberacdo do farmaco.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 SINDROME DA IMUNODEFICIENCIA ADQUIRIDA: ASPECTOS GERAIS E
TERAPEUTICA

A Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA) ¢ a fase final da infegdo pelo Virus
da Imunodeficiéncia Humana (do inglés HIV), caracterizando-se pelo aparecimento de infecGes
e/ou tumores oportunistas e certos transtornos neuroldgicos, indicativos de défice de imunidade
celular, sem outras causas que ndo a infecdo pelo HIV. O caso de SIDA mais antigo
comprovado foi encontrado em um homem adulto da Republica Democratica do Congo, em
1959, mas a conhecida “Era SIDA” s6 comegou oficialmente em 5 de junho de 1981 quando os
Centers for Disease Control and Prevention (CDC) dos Estados Unidos descreveram cinco
casos de pneumonia por Pneumocystis carinii em contextos clinicos que sugeriam queda
abrupta na condicdo imunolégica de homens jovens homossexuais, sexualmente ativos com
prévias ou atuais infecdes pelo Virus Citomegalico (CMV) e por Candida sp (DURO, 2016;
MELHUISH, 2018).

Através da técnica de sequenciamento molecular foi possivel concluir que a sindrome
provavelmente se originou na Africa Central no inicio do século 20, onde o ser humano o travou
dos chipanzés, animais portadores originais do virus nomeado de SIV cpz (Virus de
Imunodeficiéncia Simio), que por ser bastante similar ao HIV, sofreu fendmenos de
recombinacdo e evolucdo dando origem ao HIV. A sua proliferagdo ao ser humano
possivelmente se deu no momento do contato com o sangue contaminado do chipanzé durante
sua caca. Inicialmente a propagacdo do virus foi lenta e focal, mudando seu perfil
posteriormente para uma rapida cadeia de propagacdo, possivelmente devido a rapida
urbanizacédo na era pés-colonial, conquistando uma posse mais profunda nas cidades africanas,
e rapidamente se espalhando pelo mundo atraves de individuos em risco na maioria das regides
em meados dos anos 70 (MINISTERIO DA SAUDE, 2018; DURO, 2016; MELHUISH, 2018).

Existem 2 subtipos de HIV: O HIV-1 e o HIV-2, onde seus reservatorios sdo 0
Chimpanze e os macacos Mangabey respectivamente. O HIV-1 é o responsavel por quase todos
0s casos de SIDA no mundo e se divide geneticamente em grupos, onde o grupo M é o mais
importante por possuir uma grande distribuicdo mundial. Este grupo se divide em subtipos que

estdo associados com a area geografica especifica em que se encontram, ja o HIV-2 por sua
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vez, causa uma doenca semelhante a SIDA s6 que menos agressiva, e se restringe a Africa
Ocidental (DURO, 2016; MELHUISH, 2018).

O HIV-1 s0 foi identificado em 1983 e pertence a subfamilia lentivirus dos retrovirus
humanos. Geneticamente trata-se de um virus RNA que se caracteriza pela presenca da enzima
Transcriptase Reversa (TR), que permite a transcricdo do RNA viral em DNA. A sua relagéo
com a queda da imunidade dos pacientes se explica devido ao fato de que as principais células
infectadas sdo as células de defesa do sistema imunologico, os linfécitos T e os macréfagos,
por possuirem receptores (CD4), que funcionam recebendo os virus e mediando a invasdo
celular. Com este importante comprometimento na imunidade celular, h& uma suscetibilidade
aumentada a infe¢es por virus e bactérias intracelulares, tumores e rejeicdo de aloenxertos
(NEVES, 2010; LIMA; CECILIO; BONAFE, 2013; DURO, 2016; RACHID, 2017;
SANTANA, 2019).

O ciclo de infecgdo e multiplicacdo do virus HIV se inicia quando este alcanca a corrente
sanguinea e é encontrado pelas células de defesa do organismo ja citadas acima, as proteinas
do envelope do virus (glicoproteinas 120 e 41) se prendem aos receptores CD4" presentes na
superficie destas células. A interacdo entre eles promove a fusdo da membrana do virus com a
célula hospedeira, entdo o material genético do HIV deixa a membrana viral e dentro da célula
é liberado o acido ribonucleico (ARN, do inglés RNA) viral e enzimas virais (transcriptase
reversa, integrase e proteases) para o citoplasma. Em seguida, ocorre a transcri¢ao reversa do
RNA em acido desoxirribonucleico (ADN, do inglés DNA) e este DNA formado se liga ao
DNA da célula hospedeira. A etapa posterior ocorre se a célula infectada for ativada, onde
havera a traducdo em precursores de proteinas virais que irdo unir-se ao RNA viral na
membrana da célula podendo entdo desenvolver virus maduros de RNA que serdo liberados da
célula entrando na corrente sanguinea novamente, podendo infectar outras células e levando a
multiplicacdo exponencial do HIV por todo o organismo. A figura 1 descreve por completo o
ciclo de infeccdo (COSTA, 2015; ORSEGA, 2015; YOUNG, 2016).
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Figura 1 — Ciclo de infeccdo do HIV
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Fonte: YOUNG, 2016.

A infeccdo pelo HIV pode ser sentida em trés fases clinicas diferentes no organismo: a
fase aguda, também chamada de soroconversdo, a fase assintomatica e a fase sintomaética e em
cada individuo o curso da infeccdo pode ocorrer de forma diferente.

A infeccdo aguda é definida como as primeiras semanas da infeccdo pelo HIV, até o
aparecimento dos anticorpos anti-HIV (soroconversao), que costuma ocorrer em torno da quarta
semana apo6s a infeccdo. Nessa fase, bilhdes de particulas virais sdo produzidas diariamente, a
viremia plasmatica alcanca niveis elevados e o individuo torna-se altamente infectante. A
maioria das pessoas apresenta sinais/sintomas relacionados a infeccdo que podem variar de
cinco dias até trés meses para ocorrerem, os mais frequentes sdo gripe, mononucleose-simile,
adenomegalias e manifestacGes clinicas de comprometimento do sistema nervoso central que
podem ser reversiveis (MINISTERIO DA SAUDE, 2018; RACHID, 2017).

Na fase assintomatica, encontram-se os individuos infectados com estado clinico basico
minimo ou inexistente, caracterizada por um esgotamento lento e gradual dos linfocitos T CD4,
para isto, os exames laboratoriais sdo de extrema importancia para o prognostico, pois uma
ampla variedade de alteragdes pode estar presente. A historia familiar, habitos de vida, como
também uma avaliagdo do perfil emocional e psicossocial do paciente, seu nivel de
entendimento e orientacdo sobre a doenca sdo tambeém importantes, por se tratar da fase mais
duradoura da doenga. Por fim, a fase sintomética refere-se a um conjunto de sinais e infeces
ou neoplasias definidoras da doenca, ou seja a SIDA propriamente dita, onde as principais
ocorréncias sdo as infec¢Ges oportunistas (pneumocistose, neurotoxoplasmose, tuberculose
pulmonar atipica ou disseminada, meningite criptocécica e retinite por citomegalovirus) e as

neoplasias (sarcoma de Kaposi, linfoma ndo Hodgkin e cancer de colo uterino, em mulheres
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jovens), além dos danos direto a certos 6rgdos ou processos inflamatorios, tais como
miocardiopatia, nefropatia e neuropatias que podem estar presentes durante toda a evolucéo da
infeccdo pelo HIV-1. Nessas situagdes, a contagem de LT-CD4+ estd abaixo de 200
células/mms, na maioria das vezes e na auséncia de qualquer intervencao terapéutica, a média
da progressao da doenca é de aproximadamente 10 anos (TOULOUMI e HATZAKIS, 2000;
MINISTERIO DA SAUDE, 2018; RACHID, 2017).

Com Relacéo a epidemiologia, em 1994 a SIDA constituia a principal causa de morte
nos EUA entre a populacdo masculina com idade desde os 25 aos 44 anos. Estima-se que 20
anos depois, em 2014 havia 35 milhdes de pessoas vivendo com HIV em todo mundo. No Brasil
de 1980 a 2016, foram notificados 842.710 casos da doenca e 0s numeros de infecgdes ndo tém
se alterado muito ao longo do tempo, pois segundo o Programa Conjunto das Nacdes Unidas
sobre HIV/AIDS (UNAIDS) no ano de 2019 ainda existem cerca de 37,9 milhdes de pessoas
infectadas no mundo. (MINISTERIO DA SAUDE, 2018; UNAIDS, 2019). O HIV
independente de seu subtipo pode ser transmitido por via sexual, sanguinea, transmissdo
vertical, aleitamento materno, perfurocortantes, transfusdo sanguinea, agulhas e todo material
injetavel contaminado pelo virus e devido as suas formas de contagio serem muito simples e
ocorrem de diversas formas o controle das taxas virais nos individuos contaminados é de grande
importancia (LIMA; CECILIO; BONAFE, 2013).

Segundo a UNAIDS até o fim de junho de 2019, 24,5 milhdes de pessoas vivendo com
HIV tinham acesso a terapia antirretroviral. Os dados mais estratificados sdo de 2018, que
mostram resultados onde 62% dos adultos com 15 ou mais anos portadores do virus tinham
acesso a terapia, 54% das criancas de 0 a 14 anos, e 82% das mulheres gravidas vivendo com
HIV tiveram acesso a medicamentos antirretrovirais para prevenir a transmissao do HIV para
seus bebés. A terapia antirretroviral (TARV) foi instituida com o objetivo de diminuir a
morbidade e mortalidade das pessoas vivendo com HIV, melhorando a qualidade e a
expectativa de vida, através da reconstituicdo imune, ou seja, as pessoas em uso de TARV,
mantém contagens de LT-CD4+ acima de 500 células/mm3 e carga viral indetectavel e estas
mesmas pessoas atingem expectativa de vida semelhante a da populagéo geral. Essa terapia teve
inicio em 1987 com a aprovacao da zidovudina (AZT) pela vigilancia sanitaria americana (Food
and Drug Administration- FDA) e depois outros farmacos foram sendo liberados para uso e
classificados de acordo com o tipo de enzima que eles podem inibir durante a replicacédo do
virus, atualmente existem mais de 20 medicamentos liberados e sendo usados na TARV
(MARDSEN, 2013; MINISTERIO DA SAUDE, 2018; COSTA, 2015; FORESTO, 2017;
UNAIDS, 2019).
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Os farmacos que compdem a TARV sdo divididos em classes. Os que funcionam
através da inibicdo da enzima transcriptase reversa podem ser dos tipos nucleosideo-
nucleotideo (ITRNSs), por serem analogos dos &cidos nucléicos que formam a enzima, ou nao-
nucleosideos (ITRNNS), por ndo serem analogos aos nucleotideos, esses farmacos se parecendo
ou ndo com os nucleotideos se ligam a enzima inibindo seu funcionamento. Os inibidores da
TR juntamente aos Inibidores de Protease (IP), sdo classificados como inibidores classicos.
Posteriormente novos inibidores foram descobertos e estes sdo capazes de bloquear diferentes
estagios da replicacdo viral, alguns exemplos sdo os Inibidores de fuséo (IF), que impede a
fusdo das proteinas virais com os receptores das células hospedeiras, os Inibidores de Entrada
e os Inibidores de Integrase (1) que por sua vez impede a integracdo do DNA viral ao DNA
humano. A figura 2 demonstra os mecanismos de acdo dos antirretrovirais que compdem a
TARV (DE SOUZA, 2005; SANTOS, 2014).

Desde entdo, a TARV pode ser feita através da monoterapia ou empregando
combinacdes de inibidores de diferentes classes, visando bloquear a replicacdo do virus em
mais de um estagio do ciclo viral e estas combinacdes podem ser feitas a atraves dos coquetéis,
em que os medicamentos sdo tomados simultaneamente ou através das formula¢es em dose
fixa combinada (DFC). Os coquetéis de primeira escolha, segundo recomenda o ministério de
salde, consiste na combinacao de dois farmacos ITRNs e de um farmaco ITRNN, onde para 0s
ITRNs a zidovudina e a lamivudina sdo os farmacos de preferéncia, enquanto o efavirenz
representa a classe ITRNN, exceto para gestantes. A disponibilidade da potente combinacéo
da Terapia Antirretroviral (TARV) resultou em grandes beneficios as pessoas que vivem com
HIV, como a reducdo da incidéncia de doencas oportunistas, diminui¢do da necessidade e da
complexidade das internac6es hospitalares, estabilizacdo da epidemia e aumento na expectativa
de vida (BEDOR, 2010; COSTA, 2015; FORESTO, 2017).
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Figura 2 — Mecanismos de acdo das classes dos antirretrovirais.
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Fonte: ORSEGA, 2015.

2.2 EFAVIRENZ

Um importante componente da Terapia Antirretroviral (TARV) é o Efavirenz (EFZ),
farmaco que atua como Inibidor da Transcriptase Reversa Ndo-Nucleosideo (ITRNN) contra
uma variedade de cepas mutantes do HIV-1, sendo o terceiro mais utilizado na terapia, devido
a sua alta eficacia para este tipo de virus. E ha muito tempo considerado o farmaco mais
importante de sua classe e faz parte de muitos esquemas terapéuticos internacionais de primeira
linha em combinacdo com outros farmacos que atuam em outras etapas do ciclo da infec¢éo
pelo HIV. Até o final de 2013, todas as recomendacfes emitidas por agéncias nacionais e
internacionais indicavam a preferéncia pela TARV contendo o EFZ e este continua sendo o
antirretroviral de escolha para o tratamento de pacientes co-infectados com tuberculose
(COSTA, 2015; APOSTOLOVA, 2017; GESIDA, 2017).

Apesar de ser considerado uma das drogas mais Uteis e potentes contra o HIV-1,
acontece com 0 EFZ o mesmo que acontece com muitos outros farmacos antirretrovirais, a
dificuldade na adeséo terapéutica dos pacientes a TARV, onde a descontinuacdo do tratamento
pelos pacientes portadores de HIV, que utilizam o EFZ como terapia diaria corresponde até
20% do numero total, devido principalmente aos efeitos colaterais do farmaco no sistema
Nervoso Central (SNC) que se desdobram em sintomas neuro-psiquiatricos como, tonturas,
confusdo, dores de cabeca, depressédo, efeitos secundarios psiquiatricos e sonhos anormais. O

uso do EFZ por mulheres durante primeiro trimestre da gravidez inclusive pode ocasionar
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defeitos congénitos do tubo neural do feto e isto fez com que o uso deste farmaco seja limitado
em mulheres em idade fértil e comumente substituido pela nevirapina no tratamento de criangas
(COSTA, 2015; TABOSA, 2020).

O EFZ foi desenvolvido através de bioisoterismo tendo como base a estrutura da
molécula quinazolina L-608,788 onde se desejavam obter otimizacdes da mesma. Foi
descoberto pelos pesquisadores da Merk em parceria com a DuPont e tornou-se comercialmente
disponivel em setembro de 1998, sendo atendida pelo nome de referéncia “Sustiva” ou
“Stocrin” e patenteada pela Bristol-Myers, tendo a sua licenca expirada em 2012, mas a partir
de maio de 2007, o governo brasileiro decretou a licenca compulséria, permitindo a producéao
local do medicamento, com o intuito de manter a viabilidade do tratamento contra infeccéo do
HIV pelo Sistema Unico de Saude (SUS) (COSTA, 2015; COSTA, 2016; APOSTOLOVA,
2017; GESIDA, 2017; TABOSA, 2020).

Com relacéo as propriedades quimicas, o EFZ possui a nomenclatura quimica: (4S)-6-
cloro-4-(2-ciclopropiletinil)-4-(trifluorometil)-2,4-dihidro-1H-3,1- benzoxan-2-ona, devido a
sua estrutura ser formada por um ndcleo benzoxazinona com grupamentos trifluorometila e
ciclopropilacetinila ligados ao carbono C-4 da molécula, como mostra a figura 3. Se apresenta
como um po cristalino branco de natureza lipofilica (Log P de 5,4 e pka de 10,2), com massa
molecular de 356,68 g/mol, faixa de fusdo de 136,0 °C a 141,0 °C e solubilidade em metanol,
etanol, diclorometano, acetona e outros solventes, porém, apresenta baixa solubilidade aquosa,
em torno de 9 pg/mL, o que acarreta numa baixa taxa de dissolucdo intrinseca de 0,037
mg/cm/min, sugerindo problemas de absorcdo, com limitada taxa de dissolucdo, ja que
farmacos com velocidade de dissolucdo intrinseca inferior a 0,1 mg/cm/min podem ter um fator
limitante para a velocidade de absorcdo oral. De acordo com o Sistema de Classificacdo
Biofarmacéutica (SCB), o EFZ € um farmaco classe Il (baixa solubilidade e permeabilidade
elevada) que apresenta uma baixa absorcdo gastrointestinal, devido a sua solubilidade
inadequada nos fluidos gastrointestinais, e uma alta permeabilidade, atingindo uma
biodisponibilidade oral baixa, de 40 e 45% (ALVES, 2010; COSTA, 2016; HARI, 2016;
FREITAS NETO, 2018; XU, 2018).
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Figura 3 — Estrutura quimica do (4S) -6-cloro-4-(2-ciclopropiletinil) -4-(trifluorometil) -2,4-dihidro-1H-3,1-
benzoxan-2-ona (efavirenz).

_',,N o 0

Fonte: PUBCHEM, 2020

A dose diéria recomendada de EFZ é de 600 mg para adultos, porém em pacientes com
idade entre trés e dezessete anos, a dose dependera do peso corporal. A dosagem de 600 mg
pode ser encontrada na forma de um comprimido dose Unica e este resulta em um nivel
plasmaético de 1 a 4 mg/L de farmaco que excede largamente o IC50 plasmatico (0,51 pg/L). O
pico de concentracdo do EFZ no plasma é atingido 5 horas ap6s a primeira dose do farmaco e
sua meia-vida é de 52 horas quando administrado em dose Unica e 40-55 horas quando usado
em doses multiplas. Quando coadministrado com outras drogas como antirretrovirais e
antibidticos a meia-vida do EFZ pode variar, porém, apesar disto, 0 EFZ ndo pode ser
administrado em monoterapia devido ao aparecimento relativamente rapido de cepas
resistentes. Aproximadamente 99% do EFZ no sangue € ligado as proteinas, o que limita sua
diferenca extravascular e resulta em uma alta taxa de concentracao intracelular/plasmatica, uma
caracteristica que distingue 0 EFZ dos outros antirretrovirais da mesma classe (BASTOS, 2016;
APOSTOLOVA, 2017).

Embora o regime da TARV de primeira linha sugira o0 EFZ na dose de 600 mg uma vez
ao dia, a dose mais baixa recomendada do farmaco é de 400 mg também em dose Unica, uma
vez que essa reducédo de dose foi estudada em um teste de otimizacdo de dose e constatou que
essa alternativa pode resultar em beneficios para individuos infectados pelo HIV permitindo
gue os programas de acesso alcancem mais pacientes investindo 0s mesmos gastos em salde
publica que sdo destinados a fabricacdo do EFZ 600 mg. O estudo ENCOREL, que testou a

eficacia de 400 mg de EFZ versus a dose padrdo de 600 mg em adultos infectados pelo HIV
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gue ndo usavam nenhum antirretroviral, ndo detectou nenhuma diferenca negativa significativa
nos resultados viroldgicos dos pacientes, indicando que 400 mg ndo é menos eficaz que a dose
padrdo, além de observarem significativamente menos casos de efeitos secundarios
relacionados ao EFZ 400 mg, principalmente relacionados ao SNC (MOHAMED, 2017).
Apesar deste estudo, as formas de apresentagdes do farmaco disponiveis no mundo e no Brasil,
registrados pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), sdo uma unica
formulaco de solucdo oral de 30 mg/mL™, as capsulas gelatinosas duras de 50 e 200 mg e
comprimidos revestidos de 300 e 600 mg (FREITAS, 2018, BRASIL, 2018; DRUGBANK,
2020).

Com relagdo ao metabolismo do EFZ sabe-se que depois de absorvido este sofre um
efeito de primeira passagem pelo figado onde é metabolizado em maior propor¢do (90%)
através do sistema do citocromo P450 gerando metabdlitos inativos. A isoforma CYP450 2B6
(CYP2B6) é responsavel pela hidroxilagdo do mesmo, produzindo 8-hidroxi-efavirenz (8-OH-
EFZ), o mais importante de seus metabdlitos, que pode ter associacdo com 0s eventos adversos
no SNC dos pacientes, além de outros metabolitos como 8,14-OH-EFZ e 7,8-OH-EFZ. Outras
vias secundarias, como a 7-hidroxilacdo (e parcialmente a 8-hidroxilacdo) mediada pelo
CYP2A6, canalizam apenas 8% do EFZ, mas podem ser cruciais no caso de pacientes
portadores de polimorfismos do CYP2B6. Os metabdlitos do EFZ oxidado sdo entdo
conjugados (fase 11 de biotransformacao hepética de xenobidticos) através da atividade da UDP-
glucuronosiltransferase (UGT), ou entdo, o EFZ pode ser conjugado diretamente para gerar
EFZ-N-glicuronideo (N-gIn-EFZ) em uma reacdo mediada por UGT2B7 e estes metabdlitos
conjugados, ou seja, produtos do metabolismo hepatico de fase Il como: 8-OH-EFZ-
glucuronideo, 8-OH-EFZ-sulfato, 7-OH-EFZglucuronideo e sulfato de 7-OH-EFZ, estdo em
concentracdes plasmaticas mais altas que o préprio EFZ, sendo os principais produtos do
metabolismo do farmaco. O EFZ inalterado excretado pelo corpo representa apenas 1% do total
ingerido (DOOLEY, 2015; BASTOS, 2016; APOSTOLOVA, 2017).

Devido a grande importancia que a utilizagdo do EFZ expressa na TARV contraposta a
as dificuldades de propriedades fisico-quimicas que possui, muitos estudos ja foram realizados
com o intuito de otimizar as caracteristicas do farmaco para que ele possa ser ainda mais
utilizado no esquema terapéutico da AIDS. O EFZ ja foi estudado por varios métodos capazes
de melhorar a solubilidade dos farmacos, como a formacéo de complexos de inclusdo com
ciclodextrinas, dispersdes solidas, uso de surfactante, co-micronizacdo, formacdo de mistura

eutética e de nanoparticulas na tentativa de que a melhora da taxa de solubilidade e dissolugéo
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deste afete positivamente o processo de absor¢do e biodisponibilidade do EFZ no corpo
(FITRIANE, 2016).

2.3 SISTEMA DE CLASSIFICACAO BIOFARMACEUTICA

O Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica (SCB) foi criado no ano de 1995, por
Amidon e colaboradores, com o objetivo de classificar os farmacos quanto aos seus niveis de
solubilidade aquosa e permeabilidade intestinal, dois pardmetros que controlam diretamente a
absorcéo dos farmacos por via oral em condicdes fisioldgicas. Sendo assim, os farmacos sdo
classificados em quatro categorias diferentes: classe |- farmacos que apresentam alta
solubilidade e alta permeabilidade; classe 11- baixa solubilidade e alta permeabilidade; classe
I1l- alta solubilidade e baixa permeabilidade e classe IV- baixa solubilidade e baixa
permeabilidade. A figura 4 demonstra de forma explicativa as classes que compdem o SCB. A
alta solubilidade de um farmaco € atingida quando a maior dose deste é 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 absorcao for maior ou igual a 90% da dose administrada
comparada a uma dose de referéncia por via intravenosa (FDA, 2000; CHARKOFTAKI, 2009;
BEDOR, 2010; KAWABATA, 2011; DEZANI, 2013; CRISTOFOLETTI, 2013; GOMES,
2015; COSTA, 2016).
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Figura 4 — Classificacdo dos farmacos de acordo com o Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica (SCB).
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Fonte: Adaptado de COSTA, 2016.

Ao definir a classe dos farmacos, esse sistema serve como ferramenta para auxiliar nas
decisdes sobre estudos de bioequivaléncia e de biodisponibilidade dos farmacos e em etapas de
formulagdo dos medicamentos, antes mesmo destes chegarem aos estudos clinicos. Portanto,
ao avaliar o SCB, sabe-se que, para farmacos de classes | ou Ill, as formulacGes podem ser
desenvolvidas a partir de estratégias mais simples por que seus niveis de solubilidade
proporcionam boa biodisponibilidade ao farmaco, porém, para drogas classe Il ou IV é
necessario que suas formulagdes busquem melhorar as propriedades fisico-quimicas do
farmaco a fim de obter uma biodisponibilidade necessaria e reprodutivel apds sua administracdo
oral. Os farmacos de classe Il representam um nimero muito grande das drogas de origem
sintética e constituem medicamentos importantes para o tratamento de diversas doencas, em
contrapartida, estes farmacos trilham um longo caminho até a obtencdo de formulagdes devido
aos seus problemas em torno da biodisponibilidade que é limitada pela taxa de dissolucao, esta
por sua vez pode ser modificada através de estratégias de tecnologia farmacéutica que busquem
0 aumento desta taxa, bem como o desempenho da dissolucao de farmacos classe 11 (BEDOR,
2010; KAWABATA, 2011; CRISTOFOLETTI, 2013; GOMES, 2015; COSTA, 2016).
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2.4 EXCIPIENTES

A palavra excipientes deriva do latim “excipiens” que significa receber, reunir, tirar,
fazendo alusdo a uma das fungdes basicas de um excipiente, que consiste em assegurar que um
medicamento tenha o peso, consisténcia e volume necessarios para a correta administracao do
principio ativo ao doente. Em 1957, criou-se a primeira defini¢do para estes materiais como "a
substancia utilizada como meio para dar um medicamento”, tratando o excipiente como apenas
um suporte inerte para o(s) principio(s) ativo(s), corroborando com a legislacao farmacéutica,
em tempos passados, que definia os excipientes como “todas as substancias contidas numa
forma de dosagem diferente da substancia ativa” (ROBERTSON, 1999; PIFFERI e RESTANI,
2003; TABOSA, 2020).

Entretanto, com o passar do tempo, as definicdes do que na verdade séo excipientes
foram ficando mais elaboradas, possibilitando observar que os excipientes desempenham outras
fungdes em uma formulagdo, e ndo se tratando simplesmente de uma substancia inerte. Uma
definicdo mais elaborada cita "substancias, diferentes da substancia ativa ou da forma
farmacéutica acabada, que foram adequadamente avaliadas quanto a seguranca e estao incluidas
num sistema de administracdo de farmaco para auxiliar o processamento do sistema de
administracdo durante o seu fabrico, para proteger, apoiar, aumentar a estabilidade,
biodisponibilidade ou aceitabilidade do doente, auxiliar na identificacdo do produto ou
melhorar quaisquer outros atributos da seguranca e eficacia globais do sistema de administracdo
de farmaco durante a armazenagem ou utilizagdo (THE INTERNATIONAL
PHARMACEUTICAL EXCIPIENTS COUNCIL, 1995).

Hoje sabe-se que o comportamento da forma farmacéutica € dependente de variaveis do
processo produtivo, da interacdo entre os excipientes, e do impacto dos mesmos sobre o
principio ativo e a forma farmacéutica. Excipientes, anteriormente vistos como simples
substancias facilitadoras da administracdo e estabilizadoras da preparacéo, sdo considerados,
hoje, constituintes essenciais que garantem o desempenho, a seguranga do medicamento e a
obtencdo do efeito terapéutico. Além disso, o interesse constante nas formas de liberacdo
modificada e nos novos sistemas terapéuticos, bem como nas novas tecnologias de producéo,
contribuiu para a investigacdo de novos materiais dotados de propriedades tecnologicas
especificas e do seu desenvolvimento como excipientes funcionais e inteligentes, ou seja,
excipientes como agentes funcionais que podem cumprir vérias funcdes dentro da formulacéo
(PESSANHA, 2012; GARCIA-ARIETA; 2014; TABOSA, 2020).
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Os excipientes podem ter vérias origens: animal (lactose, gelatina, &cido esteérico),
vegetal (amidos, acucares, celulose, arginatos), mineral (fosfato de calcio, silica) e sintético
(PEGs, polissorbatos, povidona, etc.), onde considera-se que mais de mil materiais diferentes
sdo utilizados na industria farmacéutica para cumprir as suas diversas funcgdes, tais como
diluentes, agentes de volume, desintegrantes, lubrificantes, corantes, edulcorantes, etc. Sdo
compostos quimicamente heterogéneos que vao de moléculas simples a misturas complexas
naturais, semi-sintéticas ou sintéticas (PIFFERI e RESTANI, 2003; ELDER; KUENTZ;
HOLM, 2016; TABOSA, 2020).

2.4.1 Tecnologias aplicadas ao EFZ

Dentre todas essas fungdes que 0s excipientes possuem, o incremento da solubilidade e
a liberacdo modificada dos farmacos sdo campos em que mais se tem aplicado excipientes
funcionais na tentativa de que estes novos materiais possam acarretar em melhoras na
biodisponibilidade dos farmacos a partir do melhoramento dessas duas propriedades. Para o
efavirenz, muitas tentativas ja foram realizadas ao se estudar a combinacao dele com alguns
excipientes, como os polimeros para obtencdo de dispersbes sélidas (DS), utilizacdo de
ciclodextrinas (CDs) e MOFs.

O trabalho de Costa (2016) obteve DS utilizando os polimeros PVP-K30, o PVPVA 64
SOLUPLUS e HPMCAS e mostrou que os polimeros empregados foram capazes de manter o
EFZ em sua forma amorfa até uma concentracdo de 80% farmaco, estas DS quando
caracterizadas se mostraram estaveis e adequadas para superar as limitagdes de solubilidade do
EFZ. Kolhe e colaboradores (2013), obtiveram DS de EFZ utilizando Copovidona e
polietilenoglicol (PEG) como polimeros e observaram melhora das taxas de liberacdo do
farmaco. Chowdary e Enturi, no mesmo ano, avaliaram o desempenho in vivo e a
farmacocinética das DS de EFZ utilizando citrato e fosfato de amido, como polimeros e estas
exibiram taxas significativamente superiores de absor¢éo e biodisponibilidade do EFZ, quando
comparado ao EFZ sozinho na avalia¢do in vivo. Koh e colaboradores, em 2013, também
aumentaram a taxa de dissolucdo do EFZ utilizando DS com PEG 8000 e/ou PVP K30, as
formulages com apenas PVP K-30 obtiveram melhor perfil de dissolugdo e uma proporgéo
farmaco:polimero 1:10 foi considerada como uma relacéo ideal (KOLHE, 2013; CHOWDARY
& ENTURI, 2013; KOH, 2013; COSTA, 2016).
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As CDs séo carboidratos ciclicos de origem natural capazes de solubilizar-se em meio
aquoso e ao mesmo tempo encapsular moléculas hidrofdbicas no interior da sua cavidade, por
isso vem sendo amplamente usadas na industria farmacéutica, com o intuito de aumentar a
solubilidade e dissolucdo dos farmacos pouco solluveis, dentre outras funcOes desejadas.
(BARRETO; CUNHA-FILHO, 2008; SOARES-SOBRINHO et al, 2012). Em 2009, Sathigari
e colaboradores estudaram a formagéo de complexo de inclusdo do EFZ com alguns tipos de
ciclodextrina que foram capazes de aumentar as taxas de dissolu¢do do EFZ. As CDs foram
ainda unidas a outros polimeros em diversos trabalhos, formando sistemas multicomponentes
que também entregaram ao EFZ uma solubilidade muito mais aumentada (SATHIGARI, 2009;
VIEIRA, 2011; COSTA, 2016).

Outros trabalhos mais recentes tém empregado as redes metal-organicas, material que
também possui a capacidade de complexar farmacos em seu interior ou na sua superficie e
melhorar sua solubilidade e sua taxa de liberagdo. Tabosa e colaboradores (2020), avaliou a
formagéo de sistemas de EFZ com a ZIF-8 e observou que essa estrutura conseguia modular a
sua liberacdo. O trabalho de Silva, em 2020 formou sistemas da MOF nano ZIF-8 com a B-
lapachona e conseguiu observar uma melhora na taxa de dissolu¢do do farmaco, dando um
indicativo de melhora de sua solubilidade. S&o escassos os trabalhos que unem as MOFs com
o efavirenz, mas devido a sua capacidade de agir como um carreador, é necessario estudar se
esse tipo de excipiente inteligente pode melhorar as propriedades de dissolucao desse farmaco
(TABOSA, 2020; SILVA, 2020).

2.5 METAL ORGANIC FRAMEWORKS (MOFS)

As Redes metal-organicas, do inglés Metal Organic Frameworks, conhecidas por MOFs,
representam uma classe de materiais hibridos cristalinos formados por estruturas inorganicas-
organicas em arranjos uni, bi ou tridimensionais. Também chamadas polimeros de coordenacao
ou de redes de coordenacéo, sdo formadas pela automontagem de ions metalicos ou 0xidos de
metais e ligantes organicos como fosfonatos, imidazolatos e carbonatos, com os metais
formando os “nds” e a molécula organica formando as “hastes”, cedendo os elétrons na ligagéo
coordenada com o centro metélico. Essa conformacgdo metal-orgénica se repete, formando uma
rede polimeérica de complexos metélicos, onde é possivel a presenca de moléculas “visitantes”
em seu interior. A figura 5 demonstra a formagdo de uma MOF em seus diferentes arranjos
(WALTON, 2007; KESKIN, 2011; CAl, 2015; AMARANTE, 2016; GOMAR, 2019).
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Figura 5 — Esquema de montagem das MOFs e sua conformacdes.
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Fonte: KAUR, 2017.

Conhecidas desde 1965 as MOFs combinam boas propriedades como, alta porosidade,
areas de superficie grandes, baixa densidade, ampla variedade e grande volume de poros com
diferentes tamanhos e topologias, cristalinidade fortemente ordenada determinada por difracdes
de raios-X, forte interacdo metal-organica e nimero infinito de estruturas possiveis, que as
tornaram atraentes alternativas aos materiais porosos tradicionais em muitos campos cientificos
e industriais e propicia para suas elucidacbes de estrutura-atividade. As publicacbes sobre
MOFs se tornaram mais comuns a partir dos anos 2000, mas o trabalho de Hailian e
colaboradores em 1999, pode ser considerado um marco no estudo das MOFs e 0 primeiro caso
de sucesso de sintese de um polimero de coordenacdo de altissima porosidade e estabilidade.
Até a ultima década a maioria dessas pesquisas era de natureza experimental e direcionada a
sintese de novas estruturas, 0 que nao se alterou muito até entdo, sendo assim, existem varias
revisdes de sintese experimental e caracterizacdo de MOFs, com um grande nimero de estudos
de modelagem molecular especificamente na area de armazenamento, separacao de gas, catalise
e separacdo cromatografica que séo as areas de aplicacdo mais antigas das MOFs (WALTON,
2007; KESKIN, 2011; SUN, 2012; AMARANTE, 2016; YAO, 2016; KOTZABASAKI, 2017;
GOMAR, 2019).

Porém, também na ultima década as MOFs comegaram a ser exploradas numa area mais
recente que as aplicagdes de quimica e ciéncias dos materiais. As suas propriedades fisicas e
quimicas também as tornaram candidatas promissoras em aplicagdes biomédicas, atuando por
exemplo como sensores e materiais luminescentes Uteis para diagnostico e principalmente no
armazenamento e entrega de medicamentos, isto, por que estes materiais podem ser preparados

em tamanhos pequenos, capazes de se tornarem nanoparticulas; por serem biocompativeis e
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biodegradaveis; por terem natureza altamente sintonizavel; por possuirem uma grande area de
superficie interna com alta capacidade de carga de droga; por possuirem também estabilidade
térmica e mecanica razoavel; e por serem capazes de promover um longo periodo de liberacéo
de drogas com a capacidade de incorporar diferentes grupos funcionais (KESKIN, 2011;
ZHUANG, 2014; MOHAMED, 2017; GOMAR, 2019).

Na sintese das MOFs, ao escolher cuidadosamente o ligante organico para a construgao
das redes e o método de sintese, pode-se modular tanto a estrutura porosa quanto as
propriedades eletrénicas do complexo, modificando assim suas propriedades fisicas e
funcionalidade quimica. Seré essa capacidade de promover uma natureza altamente porosa e de
ajuste do tamanho e a forma dos poros, que permitira as MOFs excelentes capacidades de
carregamento de drogas. Entre os metais adequados para a constru¢do de MOFs o ferro, zinco,
calcio, magnésio e manganés sao 0s mais utilizados e a sintese pode ocorrer através de varias
metodologias, listadas na Figura 6, como a solvatacdo ou técnica hidrotérmica, a microemulsdo
de fase reversa, a irradiacdo ultrassénica ou sonoquimica, mecanicogquimica e a sintese assistida
por micro-ondas, onde ao final, os produtos das reacdes podem ser facilmente cristalizados e
caracterizados e permitir as MOFs a possibilidade de abranger todas as escalas de dimenséo
possiveis (CAIl, 2015; AMARANTE, 2016; TAHERZADE, 2017; WU, 2017,
KOTZABASAKI 2017; HOOP, 2018).
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Figura 6 — Diferentes métodos empregados na sintese das MOFs e suas aplicagdes.
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Em 2006, Férey e colaboradores propuseram o primeiro estudo em que sugeriram o
potencial das MOFs no carreamento de farmacos, pois ja haviam observado as suas capacidades
de carga consideraveis e o comportamento de liberacdo controlada. O trabalho resultou na
criacdo de dois tipos de MOFs solidas, baseadas no metal cromo (Cr) como parte inorgénica da
molécula e de é&cidos di ou tricarboxilicos como parte organica. Essas MOFs foram
denominadas de MIL - 100 e MIL - 101 (MIL = Material Institut Lavoisier) e foram carregadas
com o farmaco ibuprofeno (IBU), onde exibiram uma adsorcao notavel de 0,35 g do farmaco
na MIL - 100 e 1,4 g na MIL - 101 e uma cinética de liberacdo do farmaco de 3 dias para a
primeira MOF e de 6 dias para a segunda, a partir de condi¢des de estudo que simulavam o
fluido corporal a 37 °C, representando bons resultados em matéria de liberagdo controlada de
medicamentos e dando inicio a uma série de estudos que buscaram obter essa capacidade das
MOFs para tantas outras drogas (HORCAJADA, 2007; HURXFOR, 2010; WU, 2017).

Notavelmente este trabalho pioneiro desenvolveu um método de administracdo de
farmacos baseados em MOFs e uma metodologia de encapsulamento da droga dentro dessas
estruturas. No sentido de carregar as MOFs com moléculas de farmacos, duas grandes
estratégias sintéticas sdo exploradas, uma em que 0 procedimento visa a impregnacdo do
farmaco nos poros das MOFs por forcas capilares, interacdes eletrostaticas e reacbes de

coordenacgdo ao mergulhar a MOF j4 sintetizada em uma solucéo contendo o farmaco e outra
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que visa o encapsulamento in situ do farmaco pela introdu¢do do mesmo durante a sintese da
MOF, estas rotas podem ser chamadas de ex situ e in situ respectivamente. Geralmente, quando
o tamanho das moléculas do farmaco € menor que o dos poros da MOF, estas sdo encapsuladas
por meio das ligacbes de hidrogénio e quando o tamanho das moléculas do medicamento é
maior que o dos poros ocorrem interagdes eletrostaticas. Sendo assim, a tecnologia farmacéutica
tem desenvolvido cada vez mais trabalhos com diferentes tipos de MOFs numa tentativa de
melhorar a entrega e caracteristicas de farmacos se baseando nas boas propriedades destes
materiais, resumidamente expostas acima (CAl, 2015; WU, 2017; KOTZABASAKI 2017
CHEN, 2018).

2.6 ZEOLITIC IMIDAZOLATE FRAMEWORKS (ZIFs)

Um subgrupo de MOFs sao as estruturas de imidazolato de zeolita, do inglés Zeolitic
Imidazolate Framework (ZIFs), que se caracterizam por possuirem topologia semelhante aos
zedlitos. Sdo formados a partir de unidades de um ion bivalente de um metal de transicdo
(geralmente Co, Cu, Fe e principalmente Zn) ligadas a unidades de &nions imidazolatos (Im’),
Sendo assim, essa classe tem adquirido interesse na pesquisa por demostram caracteristicas de
MOFs convencionais como, poros e cavidades facilmente ajustaveis, baixa densidade, grande
area superficial e ligantes adaptaveis, e a0 mesmo tempo caracteristicas de zedlitos, como alta
estabilidade aquosa, térmica e quimica (KESKIN, 2011; LEE, 2015; AMARANTE, 2016; WU,
2017; CHEN, 2018; GOMAR, 2019; SILVA, 2019).

Porém, mesmo as ZIFs possuindo varias caracteristicas atraentes em relacdo aos
zedlitos, o potencial delas ainda precisa ser melhor descoberto, pois até 2010 s6 havia
um pouco mais de 100 estruturas ZIF distintas em comparacdo com mais de 190 zedlitos
conhecidos, além de que muitas dessas estruturas foram obtidas apenas na escala de alguns
cristais, onde os dados experimentais sobre propriedades e potenciais aplicagdes industriais
foram coletados para apenas um subconjunto muito pequeno de todos as ZIFs conhecidos e
uma fragéo infinitesimal de possiveis compostos de ZIF. As ZIFs demostraram alta estabilidade
térmica e resisténcia quimica notavel a solventes organicos, por exemplo, no estudo de Park e
colaboradores, onde observaram uma estabilidade de até 550°C na atmosfera de N2 se
mostrando muito superior a outras estruturas porosas sugerindo uma potencial aplicabilidade
para 0 armazenamento de gases, separacdo de solventes e administracdo direcionada de
medicamentos (PARK, 2006; KARAGIARIDI, 2012).
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Algumas subfamilias das ZIFs possuem maior atratividade, a ZIF-8 € um dos materiais
mais representativos do subgrupo ZIF, por se tratar de um material com elevada estabilidade,
elevada area de superficie de 1400 m?/g, alta estabilidade térmica de até 420°C e didmetros de
poros relativamente elevados e bem definidos, de cerca de 11,6 A que sdo acessiveis por
pequenas aberturas de poros de 3,4 A de diametro . E um composto formado pela ligacio do
fon bivalente de zinco (Zn*?) ao ligante 2-metilimidazolato na estequiometria 1:2, como mostra
a Figura 7, e 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
(PARK, 2006; LIEDANA, 2012; KARAGIARIDI, 2012; COOKNEY, 2014; AMARANTE,
2016; WU, 2017).

Figura 7 — Formacao da ZIF-8 e carreamento de pequenas moléculas em seu interior pelo método in situ.
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Fonte: ZHENG, 2014.

Além disso, a ZIF-8 pode ser preparada com alta pureza através de varias rotas de
sintese, sob condicdes faceis, onde se pode dar uma énfase a sintese de ZIF-8 controlada para
obtencéo de diferentes tamanhos que variam de nano a submicron. Os materiais de partida séo
baratos e facilmente disponiveis, como o metanol, onde Wiebcke e colaboradores foram os
primeiros a relatarem um protocolo de sintese utilizando esse solvente. A ZIF-8 é estavel em
condicBes fisioldgicas e decompde-se em condi¢bes &cidas, que podem ser usadas para
construir carreadores sensiveis ao pH que funcionem como sistemas de administracdo de
farmacos (LEE, 2015; ZHENG, 2015; LAI, 2018; CHEN, 2018; CHENG, 2019).

Quando reduzidas ao nivel da nanoescala, a ZIF-8 é considerado um veiculo ideal para
0 carregamento e liberacdo controlada de pequenas moléculas, como gases, sondas

fluorescentes e agentes terapéuticos, onde muitos trabalhos ja vem estudando a capacidade das
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ZIF-8 como nanocarreadores de medicamentos hidrodifilicos e hidrofobicos, incluindo
quimioterapicos como 5-fluorouracil, doxorrubicina e antibioticos como ciprofloxacino e acido
nalidixixo. O nanocarreador de farmacos adequado pode ndo melhora sé apenas o processo de
liberacdo, absorcéo, metabolismo e excrecdo de drogas, mas também pode aumentar a taxa de
utilizacdo dos mesmos por diminuir os efeitos colaterais dos farmacos quem antes eram
utilizados em alta concentracéo (HE, 2014; SOLTANI, 2017; NABIPOUR, 2017; CHEN, 2018;
CHENG, 2019).

O primeiro relatorio sobre a sintese e caracterizacdo de um material ZIF em nanoescala
foi de o Cravillon e colaboradores em 2009, que comparou a nano ZIF-8 obtida com as nano
MOFs a base de carboxilato obtidas sinteses anteriores. O método simples ndo precisou de
nenhum agente estabilizador auxiliar ou ativacdo e produziu nanocristais de ZIF-8 bem
modelados na forma de pds ou dispersdes coloidais estaveis. O método se baseou em verter, a
temperatura ambiente, uma solucdo de Zn (NOz)2.6H2> em metanol em uma solugdo de 2-
metilimidazol também em metanol. O imidazol foi adicionado em excesso a fonte de zinco, na
proporcao molar de <1: 2, ao contrério dos protocolos anteriores que buscam obter microcristais
grandes. Um diametro médio de particula de 46 nm foi estimado a partir do alargamento dos
picos de DRX e micrografias eletronicas secundérias revelaram que o produto consistiu em
nanoparticulas isométricas com bordas afiadas e uma distribuicdo de tamanho estreita, Na
sequéncia, outros trabalhos foram sendo realizados baseados na utilizacdo de estabilizadores,
como o poli (cloreto de dialildimetilam6nio) e empregando diversos solventes e aditivos, na
tentativa de obterem nanoparticulas otimizadas e cada vez mais estruturas com diferentes
dimens6es (CRAVILLON, 2009; NUNE, 2010; TSAI, 2016).

2.7 LIBERACAO DOS FARMACOS

Sabe-se que a inovagdo na inddstria farmacéutica é frenética e que a pesquisa e 0
desenvolvimento fazem surgir novos farmacos, novas tecnologias e novos processos. No
entanto, o custo aplicado no desenvolvimento de novas entidades quimicas é muito superior ao
desenvolvimento de novas formas farmacéuticas, além disso, o tempo necessario para a
descoberta de moléculas candidatas a farmacos é muito elevado, geralmente em torno de uma
década. Por tanto, as novas formas farmacéuticas e os sistemas de liberacdo de farmacos vém
tomando cada vez mais espaco, pela possibilidade de trazer inovagdes a farmacos ja existentes

que apresentam complicacBes fisico-quimicas como, baixa absor¢do e baixa adesdo dos
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pacientes, chegando a obter produtos diferenciados com melhores caracteristicas (ZERBINI,
2011; ISSA, 2017).

As formas farmacéuticas podem ser sélidas, semissélidas e liquidas, sendo as solidas o
tipo mais utilizado. As formas farmacéuticas solidas orais (FFSO), sdo formulacGes solidas
administradas por via oral, normalmente comprimidos e capsulas, que devem conter o farmaco
que apds a administragdo sera liberado e ira se dissolver nos fluidos gastrintestinais para que
quando absorvido, exerca a acdo farmacoldgica esperada. Essa liberacdo do farmaco pode
ocorrer de diversas formas e denominam o tipo de FFSO, sendo assim, estas podem ser de
liberacdo convencional ou modificada. As FFSO de liberagdo convencional ou liberacéo
imediata sdo desenvolvidas para liberar o farmaco rapidamente apds a administracao, enquanto
as FFSO de liberacdo modificada, modulam a liberacdo do farmaco retardando, prolongando
ou sustentando a sua dissolucdo para que seu efeito possa ser conseguido com o passar do
tempo, através da manutencgdo dos seus niveis por um periodo prolongado. Para que as FFSO
se comportem a partir de um tipo ou outro de liberacdo, é necessario que a composicdo da
formulacdo lance mao de excipientes e tecnologias de producdo propicios, que irdo ajudar a
desintegrar e dissolver a forma rapidamente ou ndo. As diferencas entre os dois perfis de
liberagdo sdo mostradas na figura 8 (PEZZINI, 2007; ALLEN; POPOVICH; ANSEL, 2009;
NART, 2015).

2.7.1 Liberacdo convencional

As FFSO de liberagdo convencional ou imediata liberam o farmaco rapidamente no
organismo, formando um pico plasmatico, onde a absor¢éo ocorre rapidamente, sem o controle
da velocidade de dissolucdo. Esse tipo de formulacdo apresenta limitacbes, como a
impossibilidade de manter constante a concentracdo do farmaco nos locais de a¢do, ocorrendo
flutuacGes inevitaveis das concentracdes do farmaco no plasma, ou seja, para farmacos com
tempo de meia-vida bioldgica curta ha a necessidade de doses frequentes para manter as
concentracdes plasmaticas no estado de equilibrio e dentro da faixa terapéutica (AULTON,
2005; ALLEN; POPOVICH; ANSEL, 2009; NART, 2015).
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2.7.2 Liberagéo Prolongada

A liberagdo modificada possibilita a modulacéo da liberacdo do farmaco de modo que ele
ocorra diferentemente da liberacdo convencional e a liberacdo prolongada é um tipo de
liberacdo modificada que possibilita pelo menos uma reducéo na frequéncia de administracéo
da dose, quando comparada com a liberagdo convencional para farmacos com meia-vida
bioldgica insatisfatoria. Sendo assim, na liberacdo prolongada a concentragdo do farmaco se
manter4 mais prolongadamente. Os beneficios dos efeitos terapéuticos de uma FFSO de
liberacdo prolongada planejada corretamente sdo: melhora da eficacia, reducdo dos efeitos
adversos, melhor desempenho, maior comodidade e aumento da adesdo do paciente ao
tratamento. O desenvolvimento de produtos farmacéuticos de liberacéo prolongada tem sido de
grande interesse, tanto para formulagdes de novos farmacos, como para o desenvolvimento de
produtos contendo farmacos ja utilizados na terapéutica. Essa liberacdo sera dependente do
sistema utilizado na formulacdo e dos polimeros selecionados para o seu desenvolvimento.
Quanto ao tipo de FFSO usadas para conseguir um perfil de liberacdo prolongada, estas podem
ser formulagdes monoliticas ou multiparticuladas. (LYONS et al., 2007; QUI, 2009; GRUND
etal., 2014; WILSON, 2011; NATARAJAN et al., 2014; NART; 2015).

Figura 8 — Demonstracdo do perfil de dissolucdo de formulagdes de liberagdo convencional e prolongada.
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2.8 CARACTERIZACAO DE MATERIAIS FARMACEUTICOS

Devido as rigorosas regulamentacfes dos 6rgdos sanitarios oficiais e a conscientizagao
do mercado acerca da qualidade dos produtos farmacéuticos, grandes esforgos séo feitos para
comprovar sua garantia. A importante correlacéo entre as caracteristicas fisico-quimicas de um
medicamento com o desempenho deste no organismo humano, tornam o conhecimento da
identidade dos ingredientes farmacéuticos e possiveis impurezas que compde o medicamento,
fundamental para garantia da qualidade e seguranca do mesmo. Mas além disso, a
caracterizacdo das matérias-primas que irdo constitui-lo podera prever possiveis problemas na
formulacdo farmacéutica e por isso, a caracterizacao destes materiais auxilia pesquisadores na
escolha das melhores alternativas tecnolégicas para o desenvolvimento do medicamento
(ALVES, 2016; FERRAZ, 2017; CALVO, 2018).

A caracterizacdo de soélidos farmacéuticos resulta de conjunto de diferentes
metodologias adequadas, isso porque o material € heterogéneo, consistindo de particulas de
tamanhos e composi¢des variados, que necessitam ser caracterizadas a partir de diversas
analises e também por que a quantidade e natureza das informacfes fornecidas por essas
técnicas podem diferir entre si 0 que torna necessario o uso de uma ampla variedade de técnicas,
para melhor caracterizar um material. As metodologias analiticas usadas para caracterizacao de
materiais em estado soélido podem ser amplamente agrupadas em duas classes: a granel e
molecular. Técnicas a granel, incluindo termogravimetria (TG), calorimetria exploratéria
diferencial (DSC), dentre outros e depende de propriedades globais como, termodinamica e
morfologia de particulas que compde o sistema, fornecendo informacgdes sobre seus estados.
Por outro lado, técnicas moleculares, como as espectroscopicas (Raman, infravermelho,
ressonancia magnética nuclear) e métodos de difracdo de raios-X, precisam de interagdes em
nivel molecular do sistema para fornecer informac6es (CALVO, 2018).

2.8.1 Espectroscopia de absorc¢éo na regido do Infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR)

A espectroscopia estuda a interacdo da radiag@o eletromagneética com as moléculas ou
atomos que compdem a matéria. Assim, a espectroscopia de absor¢cdo na regido do
infravermelho (IV) é uma tecnica rapida que pode dar evidéncias sobre a presenca de grupos

funcionais, se baseando na utilizacdo da radiacao eletromagnética de comprimento de onda na
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regido do infravermelho para avaliar a absorcao da radiacdo pela amostra em analise. Os grupos
de &tomos de cada molécula irdo absorver a radiacéo do infravermelho induzindo uma alteragéo
do estado vibracional da molécula com o aumento da amplitude em torno das ligac6es quimicas,
associada a mudancas na rotacdo dos atomos sobre as ligacGes quimicas, alterando o momento
dipolar e promovendo deformacdes axiais ou angulares. 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 e, consequentemente, cada grupo funcional vai ter um pico especifico num espectro
de infravermelho, eventos como desaparecimento, surgimento ou deslocamento de bandas
caracteristicas fornece indicativos de interagdes entre o farmaco e outras substancias (ALVES,
2013; PAULINO, 2013; MATOS, 2014; CALVO, 2018).

O espectrémetro de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), € um método
que otimiza a técnica de caracterizacdo do IV, pois elimina a necessidade de uma varredura
lenta de uma faixa de frequéncias, ou seja, por esse método o0s espectros sdo obtidos muito
rapidamente e com uma maior taxa de transferéncia de energia, fornecendo picos mais fortes
nos espectros em relacdo aos metodos antigos. No campo farmacéutico, a espectroscopia de
infravermelho é utilizada para identificacdo de farmacos, caracterizagdo de grupos funcionais
tipicos de determinado material, avaliacdo da pureza, estudos de compatibilidade farmaco-
excipiente, cristalinidade e discriminacéo de polimorfos, sendo utilizado também para avaliar
se as condicdes experimentais foram estabelecidas de forma adequada, uma vez que o
polimorfismo exerce influéncia no desempenho das formulagdes farmacéuticas (PAULINO,
2013; GOMES, 2014; LOPEZLORENTE & MIZAIKOF, 2016).

2.8.2 Espectroscopia de absorcdo na regido do UV-Visivel (UV-Vis)

A espectroscopia na regido UV-Vis do espectro eletromagnético é uma das técnicas
mais utilizadas em todo o mundo, em especial em laboratérios quimicos, clinicos e
farmacéuticos para a identificacdo e determinacdo quantitativa de muitas espécies moleculares
inorganicas, organicas e bioguimicas em diferentes tipos de materiais. Dentre suas principais
vantagens pode se destacar a facilidade de manuseio ou operacdo, o relativo baixo custo, a
producdo de resultados de interpretacdo bastante simples, além de sua boa sensibilidade,
exatidao, seletividade moderada e ampla aplicabilidade. O equipamento que faz passar o feixe

de luz através de uma solucdo em estudo é chamado de espectrofotdmetro UV-Vis, este mede
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de forma muito simples a intensidade de luz que foi absorvida por essa solugdo usando uma
rede de difracdo, conseguindo analisar a amostra de forma qualitativa e quantitativa (ROCHA
e TEIXEIRA, 2004; ALVES 2013; MACHADO, 2013).

A espectrofotometria é uma técnica que envolve a quantificacdo da energia absorvida
de uma fonte de radiagéo incidente capaz de provocar transi¢coes eletronicas com a consequente
emissdo de fotons. O comprimento de onda e a absor¢do podem ser monitorados e registrados
na forma de um espectro. Em analises quimicas de rotina uma substéncia é determinada usando-
se luz monocromatica dirigida através da amostra. A quantidade de luz absorvida quando um
feixe de radiacdo monocromatica atravessa 0 meio absorvente depende da concentracdo, do
coeficiente de absor¢do molar da espécie absorvente e do percurso Optico da radiacdo. O
comprimento de onda é selecionado para que somente um dos solutos componentes das
solucdes seja fortemente absorvido e a concentracdo do soluto é calculada pela luz absorvida e
comparada com a absorbancia de uma solucgdo-padréo. O grau de absor¢éo da energia luminosa,
em especificos comprimentos de onda, estd diretamente ligado com as possiveis transi¢cGes
eletrbnicas que ocorrem nos compostos analisados, com o caminho éptico e com a concentracdo
da substancia, por isso, a espectroscopia UV-Vis € considerada uma técnica qualitativa e
quantitativa. (NASCIMENTO, 2010; CHAGAS; CORREA; ALMEIDA, 2014; ALVES,
2016).

A lei de Lambert-Beer, serve de base matematica pra quantificar a absorcao da radiacao,
nas regides ultravioleta e visivel, pelas amostras, através da equagdo A= log(lo/I) = € bc, onde
A ¢ a absorvancia, lo é a intensidade da radiacdo monocromatica incidente na amostrae | € a
intensidade da radiagcdo emergente da amostra. Portanto, a lei de Lambert-Beer estabelece que
a absorvancia possui relacao de propor¢ao direta com a absortividade molar (¢), o caminho que
a luz percorre na amostra (b) e a concentracdo da espécie absorvente (c), ou seja, depende da
natureza da substancia, do caminho ético e da concentracdo. A principal aplicacdo do UV-
visivel é o doseamento de farmacos sendo muito Util nos testes de dissolugcdo. O doseamento
pode ser obtido através das seguintes configuracbes metodoldgicas: amostra x padrdo, amostra
X equacdo da reta, amostra x extingdo especifica e a titulacdo fotométrica (NASCIMENTO,
2017).
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2.8.3 Termogravimetria (TG)

A TG é utilizada para medir a variacao de massa da amostra (perda e/ou ganho da massa)
em fungéo da temperatura e do tempo em uma atmosfera controlada sob um programa de
aquecimento. Os métodos termogravimétricos podem ser classificados como: dindmico (ou
ndo-isotérmico) em que a perda de massa € registrada continuamente a medida que a
temperatura aumenta a uma razéo constante ou linear; o método isotérmico, quando a variagdo
de massa da amostra é registrada em funcdo do tempo mantendo-se a temperatura constante; e
guase-isotérmico, no momento em que a amostra comeca a perder massa e a temperatura é
mantida constante até que a massa se estabilize, quando isso ocorre, 0 aquecimento é retomado,
este procedimento pode se repetir em cada etapa da decomposicdo térmica (OLIVEIRA, 2011,
DENARI E CAVALHEIRO, 2012).

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 composicao quimica
¢ constante. Fendmenos quimicos como degradacdo, oxidacdo, sublimacdo, absorcdo e
decomposic¢do térmica podem ser avaliados, auxiliando na avaliagdo da estabilidade da amostra
e identificacdo de seus produtos intermediarios. Os eventos térmicos no equipamento Sao
avaliados pelos degraus e correspondem a variac@es de massas, que podem ser utilizados ainda
para fins quantitativos. Outo dado importante obtido através da curva TG é a curva
termogravimétrica derivada (DTG) que apresenta para cada degrau, picos agudos cujas areas
sdo proporcionais a variagdo de massa da amostra, tornando a informacéo, visualmente, mais
acessivel e com melhor resolucdo. A DTG expressa a derivada primeira da variacdo de massa
(m) em relacdo ao tempo, sendo registrada em funcdo do tempo ou temperatura. Para fins
farmacéuticos, o uso da termogravimetria € descrito na caracterizacdo, onde utiliza-se para
determinacédo de pureza e de umidade, identificacdo de pseudopolimorfismo, na avaliagcdo da
estabilidade de farmacos e medicamentos e em estudos de cinética de degradacdo. Os dados do
TG sobre estes aspectos supracitados quando analisados juntos com os dados do DSC podem
oferecer informacGes bastante completas sobre o perfil térmico de farmacos, excipientes e
formulagbes (MATOS, 2011; WAGNER, 2017).
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2.8.4 Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

A anélise térmica de materiais € realizada a partir de técnicas como a termogravimetria
(TG), a calorimetria exploratéria diferencial (DSC) e a analise térmica diferencial (DTA).
Varios estudos demostram a importancia destas analises na area farmacéutica como, na
caracterizacdo, avaliacdo de pureza, compatibilidade de formulacdo farmacéutica, identificacdo
de polimorfismo, estabilidade e decomposicdo térmica de farmacos e medicamentos. A DSC é
utilizada para medir a diferenca de fluxo de calor ou variagdes de entalpia entre uma amostra e
um material de referéncia termicamente inerte em funcdo de um programa controlado de
temperatura baseado em aquecimento ou resfriamento. Essa técnica é uma derivada da anéalise
térmica diferencial (DTA), por isso, sdo consideradas técnicas de fundamento semelhantes e
complementares. A palavra “diferencial” enfatiza as medidas que envolvem tanto a propria
substancia como o material de referéncia (OLIVEIRA, 2011; DENARI E CAVALHEIRO,
2012; FERRAZ, 2017).

A DSC possibilita acompanhar e obter dados que reflitam as alteracdes fisico-quimicas
das amostras. Os principais fendmenos quimicos observados nas curvas DSC sdo:
quimiossorc¢éo, dessolvatacao, desidratacdo, decomposicédo, degradacao oxidativa, oxidacdo em
atmosfera gasosa, reacfes de oxirreducdo, reacdes de estado sélido, polimerizacdo, reacdes
cataliticas, entre outras. Contudo, deve-se ressaltar que, nesta técnica, a temperatura de
operacdo da célula ndo excede 725 °C. Se a amostra sofrer uma alteracdo em funcdo da
temperatura em que é submetida passando por uma transicao de fase, um calor € aplicado na
amostra para que sua temperatura permaneca na mesma faixa do material de referéncia. O
registro dessas transformaces que se relacionam com uma troca de calor e mostram fendmenos
endo e exotérmicos sdo chamados de termograma. As curvas DSC sdo usualmente obtidas sob
atmosfera dinamica de nitrogénio com vazdo de 50 mL/min, razdo de aquecimento de 10 °C
min-1, com aquecimento desde a temperatura ambiente até 400 °C, cadinho de aluminio
parcialmente fechado e massa de amostra em torno de 0,5 mg. O equipamento deve ser
previamente calibrado com indio (PF 156,6 °C; AH fusdo = 28,54 J g1) e chumbo (PF 327,0
°C), ou outros padrdes recomendados pelo fabricante. A avaliacdo de pureza por DSC é
realizada aplicando-se a Equacdo de van’t Hoff ao pico de fusdo do farmaco (MARQUES,
2008; GALVAO, 2009; OLIVEIRA, 2011; MATOS, 2011; STORPIRTIS, 2011; ALVES,
2016).
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Na prética farmacéutica é vastamente utilizada por fornecer informagdes detalhadas
sobre as propriedades fisicas e energéticas de um material, sobre a determinacdo da pureza de
farmacos, sobre estudos de compatibilidade entre os constituintes da formulagdo, sobre a
solubilizacdo de farmacos em polimeros e identificacdo de polimorfismo com determinacgéo das
entalpias de cada forma cristalina. Além de permitir verificar a formacéo de complexos que sdo
identificados pelo desaparecimento de picos endotérmicos ou exotérmicos e variagdes
importantes de entalpia entre o farmaco puro e ele complexado. Desde que 0 método seja
quantitativo, o grau de cristalinidade também pode ser calculado para sistemas em que o
farmaco seja em parte amorfo e em parte cristalino, entretanto, cristalinidade abaixo de 2%
geralmente ndo pode ser detectada por DSC (OLIVEIRA, 2011; PAULINO, 2013; GOMES,
2014).

2.8.5 Difratometria de Raios- X (DRX)

Trata-se de uma técnica utilizada para estudos morfoldgicos de materiais sélidos, afim
de determinar suas estruturas cristalinas e microestruturas, para identificacdo de sélidos
amorfos, co-cristais, solvatos e polimorfismos. A estrutura cristalina envolve o arranjo dos
atomos que compde a matéria, enquanto que o termo microestrutura engloba desde os
constituintes estruturais tais como composicdo presente, fases, quantidades, inclusbes até
contornos de grdos, trincas, vazios e maclas. O principio da técnica esta baseado na lei de
Bragg, em que o padrdo de difracdo apresenta uma série de reflexdes, as quais sdo identificadas
no difratograma pelo angulo (20) ou pela distincia interplanar (d) contra a sua intensidade.
Ocorre que ao incidir um feixe de raios X em um sélido, originando o fenbmeno da difracéo, o
feixe interage com os atomos, caracterizando como esses atomos estdo dispostos no plano
cristalino do solido (TEIXEIRA, 2014; FERRAZ, 2017).

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 padréo
de difracdo. A cristalinidade na amostra é refletida por uma regido caracteristica denominada
fingerprint (impressao digital) na difracdo do padrdo, devido a especificidade do fingerprint, a
cristalinidade no farmaco pode ser identificada separadamente pela cristalinidade do carreador.
Além disso, essa técnica combina especificidade com um alto nivel de exatiddo para a

caracterizacgdo dos farmacos sélidos e € um método especialmente Gtil para descrever o possivel
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comportamento polimorfico de farmacos. Igualmente permite a identificagdo simultanea de
ingredientes ativos multiplos em formulagdes farmacéuticas diferentes (ALBERS, 2002;
MANSUR 2007; ALVES, 2016; CALVO, 2018).

2.8.6 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A microscopia eletrénica de varredura pode fornecer rapidamente informacdes sobre a
morfologia e identificacdo de elementos quimicos de uma amostra sélida, além de possiveis
polimorfos que apresentem formas cristalinas distintas. Sua utilizagdo é comum em biologia,
odontologia, farmacia, engenharia, quimica, metalurgia, fisica, medicina e geologia, sendo um
dos mais versateis instrumentos disponiveis para a observacdo e andlise de caracteristicas
microestruturais de objetos sélidos. Como um microscopio, 0 MEV permite a visualizacdo de
particulas muito pequenas, porém, com um aumento de até 300.000 vezes, em alta resolucao,
pois valores da ordem de 2 a 5 nm s&o geralmente apresentados por instrumentos comerciais,
porém o MEV e outras técnicas de pesquisa avangada sdo capazes de alcancar uma resolugédo
melhor que 1 nm. A alta resolucdo e aparéncia tridimensional das imagens geradas, sdo
resultado direto da grande profundidade de campo que sua engenharia proporciona. O exame
em pequenos aumentos e com grande profundidade de foco, é extremamente Util, pois a imagem
eletrdnica complementa a informacéao dada pela imagem éptica (ALVES, 2013; MATOS, 2014;
GOMES; TIRONI; MARTINEZ, 2017; NASCIMENTO, 2017, TABOSA, 2020).

O microscépio Optico usa luz para formacdo de imagem, os microscopios eletronicos
por sua vez utilizam elétrons. Esses elétrons na maioria dos equipamentos eletrénicos de
microscopia sdo gerados a partir de um filamento de tungsténio aquecido, operando numa faixa
de tensdes de aceleracdo de 1 a 50 kV. O principio do MEV consiste em utilizar um feixe de
elétrons de pequeno diametro para explorar a superficie da amostra, ponto a ponto, por linhas
sucessivas e transmitir o sinal do detector a uma tela catodica cuja varredura esta perfeitamente
sincronizada com aquela do feixe incidente. O feixe é acelerado pela alta tenséo criada entre o
filamento e 0 anodo, em seguida, € focalizado sobre a amostra por uma série de trés lentes
eletromagnéticas com um spot menor que 4 nm. O feixe interagindo com a amostra produz
elétrons e fotons que podem ser coletados por detectores adequados e convertidos em um sinal
de video. Por um sistema de bobinas de deflexdo, o feixe pode ser guiado de modo a varrer a
superficie da amostra segundo uma malha retangular. Outra diferenca, com relacdo aos

microscopicos opticos é na determinagdo da ampliagdo da imagem, pois no MEV a ampliacéo
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é linear sendo o resultado da razdo entre o comprimento da varredura do sinal gerado e o
comprimento da varredura do feixe sobre a amostra. Logo, uma &rea varrida na amostra de 100
um de comprimento e apresentada em uma imagem com 10 cm de comprimento na tela de um
monitor, corresponde a uma ampliacdo de 1.000 vezes (CANEVAROLO-JUNIOR, 2003;
SUGA, 2014; GOMES; TIRONI; MARTINEZ, 2017).

O MEV exerce grande importancia na area farmacéutica, pois através desta técnica é
possivel obter o conhecimento detalhado de microestruturas de produtos isolados e de seus
binarios, logo, permite a correlacao entre a estrutura morfoldgica e o tamanho de particulas com
os resultados obtidos das demais caracterizaces. Nas misturas fisicas, por exemplo, é possivel
distinguir as particulas de farmacos das dos excipientes, além de permitir a visualizacdo da
possivel formacédo de um complexo, pois, este possui um resultado cristalino diferente do obtido
na mistura fisica. As vantagens na utilizacdo do MEV associado a facilidade na preparagéo e
obtencdo das imagens justifica o fato do microscopio eletrénico de varredura ser hoje um dos
equipamentos mais utilizados na pesquisa de materiais (SOARES-SOBRINHO, 2009; ALVES,
2013; GOMES, 2014).

2.9 ESTUDOS IN SILICO

Os estudos in silico sdo ensaios realizados por meio de computadores a partir da
utilizacdo de modelos teodricos para descrever interacdes fisicas entre moléculas. O docking
molecular é um método computacional usado exatamente com esta finalidade e que, com sua
analise é capaz de gerar o modelo de ligacdo existente entre as moléculas. Sendo assim, é um
estudo de grande importancia na descoberta de farmacos e no aprimoramento dos ja existentes
(RABELO, 2016; MARTINEZ et al., 2018).

As técnicas de docking molecular sdo capazes de fornecer estimativas da energia livre
de ligacdo entre um farmaco e um ligante, antes mesmo que esses sejam sintetizados, por isso,
0s custos com esses estudos sdo bem menores quando comparados aos gastos laboratoriais de
sintetizar e testar farmacologicamente varias substancias. A partir da obten¢do da conformacéo
espacial entre um farmaco e um ligante, sdo obtidas as energias livres de ligacdo, e a menor
energia é considerada a interacdo mais provavel (RODRIGUES et al., 2012).

O algoritmo de procura conformacional e a funcéo da pontuacdo, ou score (pontuacéo
atribuida ao ordenamento das probabilidades das interacdes) sdo os fatores associados ao

desempenho positivo do programa de docking e as simulac¢Ges obtidas pelo programa podem
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oferecer uma visdo Unica sobre a natureza das interacOes receptor:ligante no nivel atbmico. Os
receptores envolvidos nas interaces com os farmacos ndo sdo as proteinas somente, mas
também os carreadores que sdo estudados para o aprimoramento das caracteristicas dos
farmacos, sendo assim, o docking molecular vem sendo utilizado para estudo com MOFs, afim
de obter abordagens rapidas de triagem que predizem se os farmacos e estes carreadores
possuem alta ou baixa afinidade entre si e 0s tipos de interages quimicas que ocorrem nos
sistemas obtidos experimentalmente (RODRIGUES et al., 2012; RABELO, 2016)

2.10 ESTUDO DE DISSOLUCAO

A dissolucdo pode ser definida como o processo pelo qual uma substancia sélida,
especialmente na area farmacéutica esta substancia serd o farmaco, é liberada de sua forma
farmacéutica e se torna disponivel para ser absorvido pelo organismo a partir do momento em
que entra no solvente e forma uma solucdo. No entanto, € mais do que simplesmente a medida
da taxa de solubilidade, € um ensaio fisico que prevé a liberacdo do farmaco em uma
determinada area, numa determinada quantidade e no tempo correto, mimetizando a liberacao
gue ocorre no organismo humano. Sendo assim, este processo € controlado pela afinidade entre
o farmaco e o solvente e pelo modo como o sistema farmacéutico em que ele esta contido o
libera. Esta definicdo é mais utilizada quando o ensaio é aplicado aos estudos biofarmacéuticos
e farmacocinéticos (TOMASI, 2013; SILVA, 2016; TABOSA, 2020).

Anteriormente a dissolucdo do farmaco no organismo e para que ele possa atuar quando
administrado por via oral, ou seja, estar disponivel para exercer sua acao, este precisara ser
administrado através de uma forma farmacéutica sélida oral que passara pelo primeiro processo
de liberacdo que é a desintegracdo, onde o farmaco é liberado da sua FF e passa a se apresentar
em particulas menores, seguido por uma etapa de desagregacdo, onde ocorre a reducdo das
particulas e, por fim, a dissolucdo, que é a solubilizacdo do farmaco no meio. A taxa de
dissolucdo pode ser o fator de limitac&o de sua absorcdo, principalmente se o farmaco tiver uma
baixa solubilidade em &gua. O ensaio de dissolugéo in vitro mede a velocidade e a extenséo de
liberacdo do ativo no meio avaliado (TOMASI, 2013).

Para que possa ser quantificado, o farmaco deve estar disponivel, assim esse ensaio esta
diretamente relacionado com a disponibilidade do farmaco no meio. A RDC 31 de 11 de agosto
de 2010 da ANVISA que dispde sobre a realizacdo dos Estudos de Equivaléncia Farmacéutica

e de Perfil de Dissolugdo Comparativo recomenda que o estudo seja feito com meios dentro do
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pH fisioldgico (1,2 a 6,8), considerando a temperatura de 37°C £ 1 °C, para que haja maior
fidedignidade com o modelo in vivo. Os ensaios de dissolucdo de farmacos sdo parte
fundamental no desenvolvimento de medicamentos, sendo também empregados como uma
ferramenta de controle de qualidade. Esse é um teste oficial analitico, que envolve varios passos
de amostragem, sob interface da temperatura e composicdo do solvente padronizado, onde a
quantidade cumulativa de farmaco que é dissolvido num meio de dissolu¢do € medida em
funcdo do tempo com base no ultravioleta (FERRAZ, 2017; CABRAL, 2019).

As condicOes de realizacdo do teste de dissolucdo in vitro com relacdo ao volume e a
capacidade de saturacdo foi bastante investigada para ndo afetar a correlacdo bioldgica. Logo,
a técnica para eliminar o efeito de saturagdo do solvente dividiu 0 método de dissolucdo em
sink ou ndo-sink. As condi¢es sink sdo aquelas onde se utiliza um volume de meio de trés a
dez vezes superior ao necessario para criar uma solucao saturada do farmaco, ou seja, ela visa
evitar a saturacdo, dando condicdes favoraveis para que o farmaco solubilize com o objetivo de
atingir a taxa de dissolucdo da maneira mais rapida. Em quanto que, as condi¢des non-sink a
fim de analisar a supersaturacdo do meio, nucleacdo e recristalizacdo do farmaco analisado,
processos que comumente ocorrem in vivo no TGI, utilizam um volume de 3 a 10 vezes o
necessario para solubilizar todo o farmaco contido no sistema ou seja 3 a 10 vezes abaixo da
solubilidade do farmaco no meio (MARCOLONGO, 2003; BRONW, 2004; SUN, 2012;
NASCIMENTO, 2017; FERREIRA, 2020).

Para obtencdo das condi¢Ges non-sink eles indicam o uso do Sink Index (SI), que pode ser

definido pela Equacdo 1, que reflete o qudo distante essa condigdo estard da condicao sink.

_CsxV

— (Equacéol)
Dose

SI

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

corresponde a quantidade de farmaco na amostra utilizada.

Para o desenvolvimento de uma metodologia de dissolugdo deve-se atentar para alguns
pardmetros como a caracteristica e volume do meio de dissolucdo, pH, velocidade de agitacdo
e utilizacdo de equipamento especifico, e tanto 0 método, quanto os aparelhos utilizados devem
ser validados para se obter uma quantificagdo confiavel. As caracteristicas fisico-quimicas da

forma farmacéutica € o que determina a aparelhagem a ser utilizada no ensaio de dissolugéo. O
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aparelho com a pé agitadora é utilizado em todo 0 mundo, pois é simples, robusto e padronizado.
Logo, é fundamentado em uma vasta experimentacdo sendo recomendado nos compéndios
oficiais como a primeira escolha para as formulacdes com sistema de liberacdo imediata e
modificada. E quanto aos outros parametros que devem ser admitidos no ensaio como, cilindros
oscilantes, a velocidade ou o tempo de cada ensaio sdo especificados nas monografias de cada
farmaco. A grande atencédo dispensada a cinética de dissolugdo de formas farmacéuticas sélidas
deve-se, principalmente, a relacdo deste fenémeno com a biodisponibilidade de farmacos no
organismo, principalmente para aqueles pertencentes a classe Il do sistema de classificacdo
biofarmacéutica, ou seja, 0s que possuem baixa solubilidade em &gua e alta permeabilidade, de
modo que a absorcdo é limitada pela velocidade de dissolucdo (SKRIPNIK, 2015;
NASCIMENTO, 2017).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL

O insumo farmacéutico ativo efavirenz (EFZ) (MM: 315,67 g/mol, lote 0482/14, teor
de 100,00%) foi doado pela industria brasileira Cristalia® Produtos Quimicos Farmacéuticos
Ltda, enquanto a nZIF-8 foi doada pelo laboratorio de Terras Raras da UFPE.

Os solventes e reagentes utilizados na obtencdo dos sistemas EFZ:nZIF-8, na
revalidacdo do método de doseamento e no preparo dos meios do ensaio de solubilidade e
dissolugdo, bem como suas respectivas procedéncias, formulas quimicas e grau de pureza foram

estdo listados na tabela 1.

Tabela 1 - Solventes e reagentes utilizados obten¢do dos sistemas EFZ:nZIF-8, na revalidacdo do método de
doseamento e no preparo dos meios do ensaio de solubilidade e dissolucéo.

REAGENTES FORMULAS PROCEDENCIA PUREZA
Acetato de sddio trihidratado PA  CH3COONa.3H20 Neon® 99,20%
Acido citrico PA C6H807 Quimica moderna® 99,5%
Acido cloridrico PA HCI Quimica moderna® 37%

Alcool etilico absoluto PA CH3CH20H Quimica moderna® 99,3%
Alcool metilico PA CH30H Quimica moderna® 99,8%
Cloreto de potéssio PA KCI Quimica moderna® 99%
Fosfato de sodio dibasico Na2HPO4.7H20 VETEC® 98%
heptahidratado PA

Lauril sulfato de sodio C12H25Na045 Dindmica® 90%

Fonte: Autoria prépria.

3.2 METODOS

3.2.1 Espectrofotometria de absorcéo na regido do Ultravioleta Visivel (UV-Vis)

Para a obtencéo da varredura do EFZ e da nZIF-8, nos comprimentos de onda 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.
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3.2.2 Obtencao dos sistemas EFZ:nZIF-8

Os sistemas EFZ:nZIF-8 foram obtidos atraves da metodologia ex situ, em que o
farmaco é adicionado a nZIF-8 ja sintetizada para que entdo ocorram as ligacdes através
incorporacgdo/adsorcao entre esses componentes. A nZIF-8 e o EFZ tiveram suas proporgdes
variadas afim de verificar exatamente qual variacao era responsavel pela obtencdo do sistema
com maior teor de farmaco. Estas proporcdes foram de (1:3, 1:1 e 3:1) de EFZ e nZIF-8 e foram
calculadas de acordo com os pesos moleculares que sé&o 315,60 e 229,61 g.mol-1,
respectivamente.

Inicialmente 250 mg do farmaco foram solubilizados em solventes adequados: etanol e
metanol, em balGes com capacidade para 25 mL, e o volume foi completado pelos mesmos
solventes, obtendo concentracfes iniciais de 10000 pg/mL, entdo essas solugbes de estoque
foram sonicadas por 15 minutos em sonicador Limp Sonic®, a fim de garantir a completa
solubilizacdo do mesmo. Em seguida, as solu¢des de estoque de EFZ foram distribuidas em
baldes de 10 mL e a nZIF-8 foi adicionada nestes mesmos baldes com solucéo estoque de EFZ
de acordo com a proporcéo 1:1, 1:3 e 3:1 que utilizava respectivamente 72 mg, 216 mg e 26
mg. As misturas contendo estes dois componentes foram submetidas a agitacdo intermitente
com auxilio de barra magnética e agitador magnético M752A/6® por periodos previamente
determinados de 6 h, 12 h e 24 h. Ao final desses tempos, as misturas eram vertidas em formas
de silicone e seguiam para secagem por meio estufa de circulagdo Ethiktechnology M420/5D
em temperatura constante de 40 °C durante um periodo de aproximadamente 2h para completa
evaporacdo dos solventes. Apos a raspagem do material das formas de silicone foram obtidos
os sistemas EFZ:nZIF-8 em sua forma néo lavada.

Estes sistemas que foram obtidos passaram ainda por um processo de lavagem para
retirada do excesso de farmaco livre que pudesse ndo ter reagido com a nZIF-8. Para isso, 0s
pos referentes aos sistemas sintetizados eram transferidos para tubos Falcon de 10 mL e uma
quantidade de solvente (solvente correspondente ao utilizado na obtengdo do sistema) era
adicionado sobre cada sistema, onde ocorria a agitacdo dos tubos para homogeneizacgéo e a
centrifugagdo dos mesmos a 3000 RPM por um periodo de 20 min. O sobrenadante era
descartado e o precipitado levado para secagem em estufa de circulagdo Ethiktechnology
M420/5D pelas mesmas 2h para obtencdo dos sistemas lavados que sdo o produto final dessas

obtengdes.
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Para doseamento das quantidades de farmaco presentes em cada um dos sistemas, era
pesado o referente a 5 mg de cada sistema lavado e transferido para baldes de 10 mL, onde
adicionava-se 0,6 mL de HCI 1M, para quebrar a nZIF-8 e liberar o EFZ do sistema, e 0 volume
era completado com o respectivo solvente em que o sistema foi sintetizado. Os balGes eram
levados para sonicagdo durante 10 minutos e posteriormente uma aliquota de 0,2 mL referente
ao ponto médio da curva de calibracdo era retirada e transferida para outro baldo de 10 mL que
era completado com a solucgéo diluente etanol:agua (60:40 V/V) e levada para quantificacdo em
espectroscopia por absorcao na regido do Ultravioleta-Visivel (UV-Vis) . As absorbancias eram
plotadas em equacfes da reta obtidas através de curvas de calibracdo previamente realizadas
(Equacéo da reta para o sistema etanol: y= 0,0563x - 0,0476; R? = 0,9999; Equagc&o da reta para
0 sistema metanol: y= 0,0544x + 0,003; R? = 0,9999) — para a constru¢io de uma curva de
incorporacdo do EFZ a rede de nZIF-8. O Conteldo de Carga de Droga (DLC) ainda foi
calculado conforme metodologia de Silva e colaboradores (2018), onde se correlacionou a
massa de fArmaco nos sistemas e a massa de sistema obtido. A Figura 9 demonstra o processo
de producéo e doseamento dos sistemas.

A utilizacdo de diferentes solventes em diferentes proporcdes de farmaco e ZIF-8 e
variacdo de tempo de obtengdo visou a otimizag¢do da maxima eficiéncia de incorporagao (El%)
do farmaco nos sistemas. E todo o procedimento se deu em triplicata com vidrarias vedadas, a

fim de reduzir a volatilizagdo dos solventes.

Figura 9 — Processo de producédo e doseamento dos sistemas EFZ:nZIF-8.
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Fonte: Autoria prépria.
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3.2.3 Obtencao das Misturas Fisicas (MFs)

Através do doseamento dos sistemas, para aqueles que obtiveram uma maior quantidade
de EFZ incorporado a nZIF-8, estes foram escolhidos para serem comparados as Misturas
Fisicas (MFs) de mesma proporcdo, com a finalidade de observar as diferencas entre 0 método
de obtenc¢do das MFs, que é uma simples agitacdo mecanica dos dois componentes e 0 método
de obtencgdo dos sistemas, que é mais complexo. As MFs foram obtidas na proporgdo molar
1:1 e 3:1 (mol/mol) mediante simples agitacdo de uma quantidade previamente calculada de
EFZ e de nZIF-8, durante 5 minutos, em frascos de penicilina fechados, como pode ser

observado na Figura 10.

Figura 10 — Processo de obten¢do das Misturas Fisicas EFZ:nZIF-8.
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Fonte: Autoria propria.

3.2.4 Revalidacao do método analitico para quantificacdo do EFZ presente nas misturas

fisicas e sistemas por espectrofotometria no UV-Vis.

O metodo foi desenvolvido e validado por Alves e colaboradores (2010) e a revalidacao
foi procedida de acordo com a RDC 166 de 24 de julho de 2017, onde foram contempladas as
avaliacbes dos seguintes pardmetros: linearidade, efeito matriz, precisdo (repetibilidade),

robustez, exatiddo e seletividade.
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3.2.4.1 Equipamentos

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

3.2.4.2 Revalidagdo do método analitico

O proposito da revalidacdo do método se da devido a uma pequena alteracdo na
preparacdo da amostra. O método desenvolvido por Alves e colaboradores (2010) requer apenas
diluicdo do efavirenz em alcool etilico absoluto ou metanol, ja o método desenvolvido para o
sistema EFZ:nZIF-8 requer a adicdo de &cido cloridrico (HCI 1M) para evitar a turbidez deixada

pela nZIF-8 em suspenséo, fazendo com que a mesma se dissolva.

3.2.4.3 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 amostra.
Foi realizada a regressdo linear de duas curvas, uma obtendo etanol e outra metanol, utilizando

ajuste dos dados pelo método dos minimos quadrados dos pontos médios.

Preparo das solugfes mée:

Método de Alves (2010)

Foi preparada uma triplicata de solugdes mae com 50 mg de EFZ para baldo volumétrico
de 100 mL (concentrag¢ao de 500 ug/mL de EFZ), onde o farmaco foi solubilizado em alcool
etilico e feita outra triplicata na mesma concentracdo onde o farmaco foi solubilizado em

metanol. Estes foram os dois solventes empregados em todo o estudo.
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Método de Alves (2010) com adicao de &cido cloridrico (método ajustado)

Foi preparada uma triplicata de solu¢cdes méde com 50 mg de EFZ para baldo volumétrico
de 100 mL (concentragao de 500 ug/mL de EFZ), onde o farmaco foi solubilizado em alcool
etilico e feita outra triplicata na mesma concentracdo onde o farmaco foi solubilizado em
metanol, posteriormente foi adicionado em todas as solugfes (tanto solubilizadas em &lcool
etilico quanto metanol) 0,6 mL de HCI 1M completando o baldo com o respectivo solvente e
sonicando por 10 minutos. Em seguida, de cada triplicata foram obtidos seis niveis de

concentrag0es diferentes: 8,9, 10, 11 e 12 pg/mL.

3.2.4.4 Efeito Matriz

O efeito matriz tem como finalidade investigar possiveis interferéncias causadas pelas

substancias que compdem a matriz da amostra.

Preparo das solugdes mée:

Método de Alves (2010)

Foram realizadas curvas da mesma forma que no método de linearidade, utilizando os
mesmos niveis de concentragdo 8, 9, 10, 11 e 12 pg/mL, obtidos através das triplicatas das

solugdes mae com o farmaco solubilizado nos dois solventes de trabalho.

Método de Alves (2010) com adicao de acido cloridrico (método ajustado)

Foi preparada uma triplicata de solugdes mée com 50 mg de EFZ para bal&o volumétrico
de 100 mL (concentragdo de 500 ng/mL de EFZ), onde o farmaco foi solubilizado em alcool
etilico e feita outra triplicata na mesma concentracdo onde o farmaco foi solubilizado em
metanol. Posteriormente foi adicionado em todas as solugdes (tanto solubilizadas em alcool
etilico quanto metanol) 0,6 mL de HCI 1M e o referente a 75 mg de nZIF-8 nos balGes contendo
alcool etilico e 36 mg de nZIF-8 nos balGes contendo metanol. Os balGes foram completados
com os respectivos solventes e sonicados por 10 minutos. Posteriormente, de cada triplicata

foram obtidos seis niveis de concentragdes diferentes: 8,9, 10, 11 e 12 pg/mL.
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3.2.4.5 Robustez

A robustez € um pardmetro tipicamente realizado no desenvolvimento do método
analitico que indica a sua capacidade em resistir a pequenas e deliberadas variagcdes das
condicdes analiticas. Na espectrofotometria, 0 parametro robustez pode ser averiguado pela
variagdo de pH da solucéo, diferentes lotes ou fabricantes (BRASIL, 2017). A robustez do
método proposto foi verificada através da variacdo de pH devido a adi¢do de HCI 1M.

Preparo das solu¢bes mée:

Método de Alves (2010)

Foram preparadas duas solu¢6es mae com 50 mg de EFZ para baldo volumétrico de 100
mL (concentragdo de 500 pg/mL de EFZ), uma solubilizada em etanol e outra em metanol,

apresentando um valor de pH de 6,6 e 7,6 respectivamente.

Método de Alves (2010) com adi¢ao de acido cloridrico (método ajustado)

Foi realizado o mesmo método de Alves (2010), sonicado por 10 minutos e com adicéo
de 2 mL HCI 1M na solucdo contendo etanol e 1,25 mL na solugdo com metanol, apresentando
valor de pH de 1,2 € 0,72.

As concentragdes de EFZ utilizadas para as solugdes filhas foram: 8, 10 e 12 pg.mL,
representando um ponto baixo, médio e alto da curva. Todas as analises foram realizadas em
triplicata.

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

Equacao 2:

. Concentracao média experimental .
Recuperacao = - — x 100 (Equacao 2)
Concentragao tedrica
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3.2.4.6 Precisdo (Repetibilidade)

A precisdo é um parametro que avalia a proximidade dos resultados obtidos através de
ensaios com amostras preparadas de acordo com 0 método analitico a ser validado. O teste de
precisdo pode ser expresso atraves da avaliacdo dos critérios de repetibilidade, da precisao
intermediéria ou da reprodutibilidade (BRASIL, 2017).

Método de Alves (2010) com adic&o de &cido cloridrico (método ajustado)

A precisao do método foi avaliada através da repetibilidade, visando avaliar a
concordéncia entre os resultados sob as mesmas condicGes de operagdo, mesmo analista e
mesma instrumentacdo, em uma Unica corrida analitica. O método foi verificado a partir da
preparacdo de triplicatas das solu¢fes mée com concentragdo de 500ug/mL de EFZ, onde em
uma das triplicatas o EFZ era solubilizado em alcool etilico e na outra em metanol, sendo
adicionado 0,6 mL de HCI 1M em todas as solucBes. Posteriormente seis réplicas da
concentragdo correspondente a concentragdo de trabalho (10 pg/mL) de cada solugdo no

intervalo linear foram preparadas individualmente.

A repetibilidade foi alcangada através da anélise do desvio padrdo relativo (DPR) entre
as determinacgdes quantitativas realizadas seguindo a Equacéo 3:

DP ~
DPR = v X 100 (Equacéo 3)

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

3.2.4.7 Exatidao

A exatiddo de um metodo 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 determinacdes, contemplando
o intervalo linear do método analitico, ou seja, trés concentragdes: baixa, média e alta, com trés
réplicas em cada nivel (ALVES, 2010).
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Preparo das solugdes mée:

Método de Alves (2010)

Foi preparada uma triplicata de solu¢des mée com 50 mg de EFZ para baldo volumétrico
de 100 mL (concentragdo de 500 ug/mL de EFZ), onde o farmaco foi solubilizado em alcool
etilico e feita outra triplicata na mesma concentragdo onde o farmaco foi solubilizado em

metanol.

Método de Alves (2010) com adi¢ao de acido cloridrico (método ajustado)

Foi realizado o mesmo método de Alves (2010), sonicado por 10 minutos e com adicéo
de 0,6 mL de HCI 1 M em todas as solucdes. As concentracBes de EFZ utilizadas para as
solugdes filhas foram: 8, 10 e 12 pg/mL, onde de cada triplicata se retirou esses trés pontos que
representaram um ponto baixo, médio e alto da curva. Os resultados da exatiddo foram
expressos através da equacdo de recuperacdo (equacao 2), cuja mesma se dar por meio da
relacdo entre a concentracdo média, determinada experimentalmente e pela concentracdo

tedrica correspondente.

3.2.4.8 Seletividade

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 impurezas, diluentes e componentes
da matriz (BRASIL, 2017). Esse parametro foi analisado a partir de uma leitura comparativa
por varredura no espectrofotémetro UV-Vis (190 nm — 1000 nm), entre solucdes formadas pela
nZIF (72 e 36mg) em etanol e metanol respectivamente, com e sem a adi¢do de HCI 1M e
solucdo estoque, contendo apenas 0 EFZ em etanol e metanol, também com a adi¢&o de HCI

1M (método ajustado) e sem (método de Alves).
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3.2.5 Caracterizacdo do Efavirenz, 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 formagao dos sistemas.

3.2.5.1 Espectroscopia de absorcéo na regido do infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR)

Os espectros de infravermelho do EFZ, nZIF-8, MFs e sistemas foram obtidos utilizando
0 equipamento PerkinElmer® (Spectrum 400) com dispositivo de reflectancia total atenuada
(ATR) com cristal de selénio. As amostras a serem analisadas foram transferidas diretamente
para 0 compartimento do dispositivo de ATR. Os resultados foram obtidos por meio de

varreduras de 4000 a 550 cm™.

3.2.5.2 Termogravimetria (TG)

As curvas TG foram realizadas por meio de termobalanga Shimadzu®, modelo DTG
60-H, em atmosfera de nitrogénio em fluxo de 100 mL.min* , sendo a massa da amostra cerca
de 5 mg (+ 0,05) para todas as amostras, as amostras foram acondicionadas em cadinho de
platina na faixa de temperatura de 30 a 600°C na razdo de aquecimento de 10°C.mint. Antes

dos ensaios, a termobalanca foi verificada com oxalato de zinco.

3.2.5.3 Calorimetria Exploratdria 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 m/min? e razdo de
aquecimento de 10 °C/min’, na faixa de temperatura de 25-250 °C. As amostras foram

colocadas em porta-amostra de alumina hermeticamente fechada com massa de 2 mg ( 0,2)
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para todas as amostras. As determinagdes foram realizadas em triplicata. indio e zinco foram

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

3.2.5.4 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 3° - 45°.

Por se tratar de um material lamelar, o célculo do espacamento basal € uma étima
ferramenta para comprovar a formacdo 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 equacao de Bragg (Equacéo 4):
2.d.sen 6 = n.A (Equacédo 4)

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

comprimento de onda do cobre.

3.2.5.5 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

As amostras foram preparadas 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
MEV foram obtidas por microscépio eletrénico de varredura da TESCAN®, modelo Mira 3,

com filamento de tungsténio e com acoplamento para dispersdo de energia (EDS).

3.2.6 Estudos de Modelagem Molecular

As coordenadas atdmicas da estrutura cristalografica da nZIF-8 foram obtidas a partir do
Banco de Dados Estrutural de Cambridge (CSD) (GROOM et al., 2016), com numero de
identificacdo 602542 (PARK et al., 2006). As cargas parciais foram atribuidas aos &tomos da

nZIF-8 através de calculos de teoria funcional de densidade, obtidas por Rana (RANA et al.,
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2011). Para representar a molécula Efavirenz foram criados diferentes modelos, com o objetivo
de avaliar a influéncia do pH no processo de adsorcdo a superficie da nZIF-8. O software
MarvinSketch (“MarvinSketch”, 2017) foi utilizado para identificar as microespécies
majoritarias em funcdo do pH, ou seja, o estado de protonagdo em maior quantidade nas
diferentes faixas de pH. As coordenadas dos modelos do Efavirenz, 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 o Efavirenz e a ZIF-8. O
modelo molecular utilizado para representar a superficie da ZIF-8 foi tratado como rigido, uma
vez que estas estruturas cristalinas apresentam flexibilidade limitada (ROWSELL; YAGHI,
2005). Por outro lado, os modelos para tratar os diferentes estados de protonacao do Efavirenz
foram tratados como flexiveis.

O algoritmo genético lamarckiano foi utilizado para realizar a busca conformacional.
Cada conformacdo 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 dimensdo 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 precisao das
estimativas das energias de interacao.

Os parametros utilizados durante a busca conformacional foram: popula¢éo inicial com
150 individuos aleatorios (conformagdes), um nimero maximo de 2,5 x 10° avaliagBes de
energia, um nimero maximo de 27.000 geracdes e taxas de mutacgdo e crossover de 0,02 e 0,8,
respectivamente. O namero de individuos superiores a sobreviver até a proxima geracao
ajustado no valor 1 (GA_ELITISM = 1). Um méaximo de 300 interacdes por busca local foram

permitidas, sendo 0,06 a probabilidade de realizar a busca local.
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3.2.7 Estudos de liberagéo in vitro dos Sistemas EFZ:nZIF-8 e Misturas Fisicas

3.2.7.1 Ensaio de Solubilidade do EFZ

O ensaio de solubilidade do farmaco é um teste importante para definir as condigdes sink,
dados importantes para a realizacdo do ensaio de dissolucdo in vitro. Para isso, foram
previamente pesadas amostras em triplicata de uma quantidade excessiva de EFZ
(aproximadamente 30 mg) e adicionadas a béqueres com 10 mL de solucBes tampdes
preparadas conforme a USP 41, ideais para a realizacdo da solubilidade do EFZ: tampéo de
acido cloridrico 0,2M (pH 1,2), tampéo acetato de sodio 2N (pH 4,5), tampéo fosfato 0,05M
(pH 6,8) e agua, todos estes adicionados de lauril sulfato de sddio (LSS) a 1,0%, com excecéo
da agua onde o teste também foi realizado sem o LSS.

Posteriormente cada amostra foram submetidas a agitacdo constante (aproximadamente
50 rpm) em Banho-Maria DUBNOFF 304-D®, por 24h a 25°C. Ao final do tempo as amostras
foram retiradas e centrifugadas a 3500 rpm por 30 minutos, onde o sobrenadante foi filtrado
utilizando membranas de 0,45 um e submetido a leitura por espectroscopia UV-Vis
(Espectrofotbmetro Shimadzu® UV 1240 PC) a fim de quantificar a concentracdo méaxima
dissolvida, visando evidenciar a concentracdo de saturacdo do EFZ nos respectivos meios. Para
cada tampdo utilizado no teste, foi obtida uma curva de calibracdo do farmaco, nas
concentracdes de 8 a 12 ug/mL (PINTO; CABRAL; SOUSA, 2014).

3.2.7.2 Ensaio de dissolucdo in vitro nas condi¢des sink

Os ensaios de dissolugéo foram realizados a fim de analisar a eficiéncia dos sistemas e
misturas fisicas em relagdo a liberacdo do EFZ em 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
tampdo &cido cloridrico (pH 1,2), tampéo acetato (pH 4,5) e tampdo fosfato (pH 6,8) como
meios de dissolucdo, aparato 2 (pd) e velocidade de rotagdo 50 rpm, utilizando dissolutor
Varian® (Modelo VK 7010).

Foram pesadas em balanca Bioprecisa® modelo FA2104N, quantidades de amostras
determinadas para manter a condicdo 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; 7; 8; 24 e 48h ou até que houvesse uma
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liberagdo do farmaco superior a 80%, 3 mL das amostras foram coletadas, filtradas em filtro de
membrana 0,20 pm e, quando preciso diluidas, para quantificagdo do teor de EFZ por
espectroscopia no UV-Vis (Modelo 1240, Shimadzu® UVmini 1240 PC) a 247 nm. Foi
efetuada a reposicdo do meio de dissolucdo 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 &rea sob
a curva (AUC), percentagem de farmaco dissolvido por tempo de coleta e eficiéncia de
dissolucdo. A eficiéncia da dissolucdo (ED%) foi calculada nos tempos correspondentes a
pontos iniciais, medianos e finais do ensaio de dissolugdo. A ED% ¢ a &rea sobre a curva no
tempo t da curva de dissolucdo expressa como porcentagem da area do retangulo em y%%% no
mesmo tempo t (KHAN, 1975; KHAN e RHODES 1972). O célculo de area sob a curva (AUC)
e ED% foi realizado com auxilio do software Origin® 9 da Origin Lab Solutions e Microsoft
Excel® 2010.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

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 o
comprimento de onda de leitura a ser utilizado para a quantificacdo da incorporacdo do EFZ
nos sistemas EFZ:nZIF-8 e Misturas fisicas obtidas. Com base na varredura (190-1000 nm),
pode-se observar na Figura 11, que a solugdo de EFZ (10 pg/mL) primeiro apresenta um pico
de absorcdo referente aos solventes (alcool etilico e metilicos) utilizados para o preparo da
mesma e posteriormente apresenta seu pico caracteristico de absor¢do maxima do EFZ em 247
nm conforme visto no trabalho de Alves e colaboradores (2010), enquanto a nZIF-8 a presentou
méaxima absorcdo em 208 nm e alcool etilico e em metanol.

A fim de provar que a nZIF-8 ndo iria interferir na seletividade do método de
quantificacdo do EFZ, uma quantidade de 3,6 mg de nZIF-8 foi suspensa em 10 mL dos
solventes (etanol e metanol) utilizados para obtencdo dos sistemas, seguido de filtracdo (poro
do filtro: 0,22 um) e quantificacdo através de UV-Vis.

Embora a nZIF-8 também apresente pico de absorcdo na regido do UV-Vis, o0 método
ndo apresentou problemas na seletividade, pois a mesma ndo absorve no mesmo comprimento
de onda do EFZ, em 247 nm a nZIF-8 apresenta um valor de apenas 0,006 de absorbancia nos

solventes etanol e metanol.
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Figura 11 — Varredura do espectro de absorcdo na regido do UV-Vis do EFZ e da nZIF-8 em élcool etilico (A) e

metanol (B).
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4.2 OBTENCAO DOS SISTEMAS EFZ:nZIF-8

4.2.1 Aspecto macroscopico

Os aspectos macroscospicos das amostras estudadas neste trabalho podem ser
visualizadas na Figura 12 a seguir. O EFZ se apresenta como um po fino, de coloracao branca,
textura pegajosa e com capacidade de formar grumos (Figura 12A). A nZIF-8 por sua vez,
embora possua coloragdo branca e seja um pd fino, possui um aspecto mais cristalino e textura
bem solta que o farmaco em questdo (Figura 12B). Nos sistemas e MFs obtidos, ndo foram
observadas mudanca de coloracdo e ambos se apresentam quase que como iguais. Entretanto,
os sistemas (Figuras 12C e 12D) perderam a caracteristica cristalina a olho nu e as MFs (Figuras
12E e 12F) ainda preservaram alguma cristalinidade. Em relagdo & morfologia macroscdpica
do po, os sistemas apresentaram caracteristicas mais semelhantes a nZIF-8, adquirindo uma
estrutura de p6é mais fino e solto, enquanto que nas MFs é possivel se observar as particulas

provenientes da nZIF-8 e do EFZ bem definidos.
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Figura 12- Aspecto Macroscdpico: A) EFZ; B) ZIF-8; C) Sistema obtido em etanol 1.1; D) Sistema obtido em
metanol 3.1; E) Mistura fisica do sistema etanol 1.1; F) Mistura fisica dos sistemas metanol 3.1.

Fonte: Autoria prépria
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4.2.2 Avaliacdo da incorporac¢do do farmaco nos sistemas EFZ:nZIF-8

Foi possivel construir curvas de calibracao, baseadas no método desenvolvido por Alves
e colaboradores (2010), possibilitando o calculo de incorporacéo aparente do EFZ a rede da
nZIF-8. O experimento visou a maxima eficiéncia de incorporacdo através do doseamento
utilizando HCI 1M, dos sistemas lavados obtidos em intervalos de tempo de 6, 12 e 24h. Onde
o percentual de EFZ incorporado foi mensurado a partir concentracédo real de sistema utilizado
para o doseamento e da concentracdo dissolvida encontrada de EFZ, representada em termo de
porcentagem (EI%). As curvas de eficiéncia de incorporagdo estdo demonstradas nas Figuras
13 e 14.

Figura 13 - Curvas de eficiéncia de incorporagdo (EI1%) dos sistemas EFZ-nZIF-8 obtidos em etanol nas
proporgdes molares 1:1, 1:3 e 3:1 (mol/mol) nos intervalos de 6, 12 e 24 horas.
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Figura 14 - Curvas de eficiéncia de incorporacdo (EI%) dos sistemas EFZ-nZIF-8 obtidos em metanol nas
propor¢des molares 1:1, 1:3 e 3:1 (mol/mol) nos intervalos de 6, 12 e 24 horas.
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Fonte: Autoria propria.

A partir das curvas de eficiéncia de incorporacdo foi possivel observar que dentre os
sistemas obtidos em etanol o que apresentou maxima EI1% do EFZ a nZIF-8 foi o de proporcao
molar 1:1 apds 6 h de agitacdo, com 28,34% de EFZ no sistema. Com rela¢do aos sistemas
obtidos em metanol o de proporcdo molar 3:1 ap6s 12 h de agitacdo foi o que obteve maior E1%
apresentando 28,67% de EFZ no sistema. Ainda foram calculados os Contetidos de Carga de
Droga (DLC) para os sistemas que obtiveram os maiores percentuais de E1%. Esses resultados
por sua vez mostraram uma carga de 5,66 mg e 5,73 mg de EFZ por 100 mg de nZIF-8, para 0s
sistemas em etanol e metanol respectivamente. Apesar de se esperar cargas muito maiores de
EFZ no sistema de proporcdo 3:1, pode-se observar que os valores de E1% e de DLC mostraram-
se praticamente iguais ao sistema de propor¢cdo 1:1, e tais resultados podem ter sido
equivalentes devido ao processo de lavagem pelo qual os sistemas passaram, de modo que a
quantidade de farmaco arrastado no sistema de proporcéo 3:1 foi maior. Tal conclusdo péde ser
sugerida pois os sistemas ndo lavados também foram doseados e tanto para o sistema etanol
quanto para o sistema em metanol, inicialmente, a proporcéo que mais continha farmaco era a
3:1, porém o processo de lavagem pode ter igualado tais cargas de droga e coincidentemente 0s
mesmos percentuais de farmaco foram obtidos.

Estas mesmas proporcdes molares (1:1 no solvente etanol e 3:1 em metanol) também

foram identificadas no trabalho de Tabosa (2020) como as que apresentaram uma maior
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incorporacdo do EFZ nos sistemas obtidos utilizando a ZIF-8 na escala micrométrica,
corroborando com os resultados obtidos neste trabalho presente.

Entretanto, ao se estabelecer uma comparacdo entre os percentuais de EFZ que foram
incorporados nos sistemas obtidos neste presente trabalho com os percentuais de EFZ
incorporados nos sistemas EFZ:ZIF-8 obtidos por Tabosa (2020), é possivel observar uma
discreta otimizacéo da eficiéncia de incorporagdo do farmaco nos respectivos carreadores, visto
que para o sistema de Tabosa (2020) obtido em etanol e na mesma proporcdo molar (1:1), o
percentual de incorporacgéo foi de apenas 15% e para o sistema obtido em metanol do mesmo
trabalho e na mesma proporcao molar (3:1) a incorporacao foi de 27%, sendo esta mais proxima
ao resultado aqui obtido. Vale salientar que, na metodologia de obtencdo dos sistemas de
Tabosa (2020), a lavagem néo era realizada.

Além disso, outros resultados de incorporacdo a nZIF-8 se demonstraram semelhantes
aos dos sistemas com EFZ incorporado, e foram relatados por Soltani e colaboradores (2017),
com um carregamento de 19% de gentamicina na nanoestrutura, por Nabippur e colaboradores
(2017), com um carregamento de 21% de ciprofloxacino e Ferreira (2020), com uma eficiéncia
de incorporagdo de 15,88% de B-lapachona. Concluindo a real capacidade da nZIF-8 em
incorporar diferentes farmacos e em percentuais significativos.

A fim de identificar os sistemas que apresentassem maior eficiéncia de incorporagéo
foram feitas variagdes nas proporgdes molares (1:1, 1:3, 3:1 mol/mol), solventes (etanol e
metanol) e tempos de agitacdo (6, 12, 24h). Contudo os valores de E1% foram todos abaixo dos
apresentados nos sistemas 1:1 obtido em etanol por 6 h e 3:1 obtido em metanol por 12 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 1:1 obtido em etanol
por 6 h e sistema 3:1 obtido em metanol por 12 h. Esses sistemas foram denominados
respectivamente de SIS EFZ:nZIF-8 1:1 ET e SIS EFZ:nZIF-8 3:1 MET, sendo eles o objetivo
das tecnicas de caracterizagdo. A partir deste pressuposto as misturas fisicas (MFs),
correspondentes a esses sistemas foram obtidas com massa de EFZ calculada a partir dos
mesmos percentuais de incorporacdo dos sistemas e foram utilizadas para fins comparativos.
Foram denominadas de MF EFZ:nZIF-8 ET correspondente ao sistema obtido em etanol
selecionado e MF EFZ:nZIF-8 MET correspondente ao sistema obtido em metanol selecionado.
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4.3 REVALIDACAO DOS METODOS ANALITICOS PARA QUANTIFICAGAO DO EFZ
PRESENTE NAS MISTURAS FIiSICAS E SISTEMAS POR MEIO DE
ESPECTROFOTOMETRIA NO UV-Vis

A seguir serdo demonstrados os resultados obtidos através da revalidacdo dos métodos
analiticos que ocorreram nos solventes etanol e metanol visto que foram os utilizados na
solubilizacdo do farmaco durante a obtencéo dos sistemas e dessa forma também os utilizados

para os doseamentos das misturas fisicas e sistemas.

4.3.1 Revalidacio do Método Analitico com Alcool Etilico

4.3.1.1 Linearidade

As linearidades das curvas dos métodos sem e com HCI foram comprovadas nas
concentragdes propostas por meio da anélise de regressao linear através do método dos minimos
quadrados.

No ensaio sem HCI (Método de Alves), foi possivel determinar o valor do coeficiente
de correlagdo R=0,9998 e o coeficiente de determinacdo R? = 0,9997, como mostra a Figura
15. O valor de R? indica que 99,97% da variagdo total relacionado a média sdo explicadas pela
regressdo. 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.
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Figura 15 - Grafico de regressdo linear do parametro linearidade referente ao método de Alves (2010) em alcool
etilico.

0,750
0,700
0,650

0,600

0,550

Absorbancia

y =0,0571x - 0,0063

0,500 R2=0,9997
0,450

0,400
7 8 9 10 11 12 13

EFZ (ug/mL)

Fonte: Autoria propria.

O célculo dos residuos da linearidade do método Alves (2010) foi obtido por meio da
regressdo linear, onde demonstra os valores estimados e os dados observados. Os residuos
distribuiram-se em torno do zero, mostrando que a dispersdo é aleatoria e sem tendéncia,

indicativo de um bom resultado, como mostrado na Figura 16.

Figura 16 - Grafico dos residuos da linearidade através do calculo de regressdo linear referente ao método Alves
(2010) em alcool etilico.
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No método ajustado, contendo HCI 1M, foi possivel determinar o coeficiente de correlacéo
R=0,9995 e o coeficiente de determinagdo R? = 0,9990, confirmando que ha uma correlacio

linear entre a absorbancia e a concentracdo das amostras, como mostrado na Figura 17.

Figura 17 - Grafico de regresséao linear do parametro linearidade referente ao método ajustado (com HCI 1M) em
alcool etilico.
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Fonte: Autoria propria.
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 mostrado na Figura 18.

Figura 18 - Gréafico dos residuos da linearidade através do célculo de regressao linear referente ao método Ajustado
(com HCI 1M) em alcool etilico.
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4.3.1.2 Efeito Matriz

Atraveés do resultado das inclina¢fes do método de Alves (2010) e do método ajustado
(com HCI 1M e nZIF-8) pode-se obter o resultado do efeito matriz, onde foi obtido um valor
préximo de 1 (1,178138), resultado este, considerado satisfatorio em relacdo ao paralelismo das
restas das duas curvas, indicando auséncia de interferéncia dos constituintes da matriz. Ou seja,
satisfeita as premissas e confirmada a linearidade do analito em matriz. Os dados também foram
analisados estatisticamente por ANOVA fator Gnico tendo 0 Fcaiculado<Ftabelado, 2,40 € 5,31. Na

Figura 19 pode-se observar o paralelismo entre as retas das duas curvas.

Figura 19- Paralelismo entre retas das curvas com alcool etilico no efeito matriz.
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Fonte: Autoria propria.

4.3.1.3 Robustez

A robustez foi realizada através da analise do farmaco em diferentes concentracdes
(concentracéo baixa, média e alta da curva) sem e com adi¢do de HCI. Os resultados foram

expressos pela Equacéo 2 e estdo dispostos na Tabela 2.
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Tabela 2 — Resultados da robustez do método com etanol através da variacdo intencional de pH com HCI 1M.

Robustez
Meétodo [] Teéricade  [] Calculada de DPR % de
EFZ (ng/mL?)  EFZ (Média) (Média) Recuperacao
Método Alves 8 8,377 0,706 104,712
(2010)
Método Alves 10 10,435 3,520 102,3490
(2010)
Método Alves 12 12,438 2,940 103,6556
(2010)
Método Ajustado 8 8,173 1,290 102,1701
Método Ajustado 10 10,294 1,028 102,9482
Método Ajustado 12 12,365 0,918 102,0461

Onde: [] = concentracdo e DPR = Desvio Padrdo Relativo. Fonte: Autoria propria.

De acordo com o artigo 61 da RDC 166/17 da ANVISA, os resultados da robustez devem
apresentar capacidade em resistir a pequenas e deliberadas varia¢fes das condi¢des analiticas.
Como visto nos DPR das amostras contendo HCI, todas possuem baixa variabilidade intrinseca,
onde o0 método encontra-se com um % de recuperacdo proximo de 100% nas amostras em geral,
ndo inviabilizando a revalidacdo do método, visto que a RDC 166 ndo determina valores para
os resultados, mas sim uma justificativa para os mesmos. Sendo assim, esse método mostra-se

como robusto.

4.3.1.4 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 ajustado em etanol.

Repetibilidade
Amostras 1 2 3 4 5 6 Média DP DPR
(%)
Absorbancia 0,530 0,544 0,532 0544 0,545 0,556 0,541 0,0095 1,76
Onde: DP = Desvio Padréo e DPR = Desvio Padrdo Relativo. Fonte: Autoria propria.

Sendo assim, pode-se concluir que o método apresenta uma boa repetibilidade ja que 0s

resultados apresentam um valor de DPR abaixo do especificado que é de 5%.
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4.3.1.5 Exatidao

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

2 e podem ser vistos na Tabela 4.

Tabela 4 - Exatiddo do método ajustado com etanol.

Exatidédo
Método [] Teérica [] Calculadade DPR (Média) % de
de EFZ EFZ (Média) Recuperagéo
(Mg/mL)
Método Alves 8 7,90+ 0,03 0,4307 98,57
(2010)
Método Alves 10 9,80 £ 0,03 0,3340 97,95
(2010)
Método Alves 12 11,77 £ 0,02 0,1878 98,11
(2010)
Método Ajustado 8 7,77 £ 0,02 0,2785 97,08
Método Ajustado 10 10,04 £ 0,0 0,9656 100,36
Método Ajustado 12 12,31+ 0,01 1,5842 102,55

Onde: [] = concentracdo e DPR = Desvio Padrdo Relativo. Fonte: Autoria prépria.

O método demonstrou-se exato, pois quando se comparou a concentracdo obtida de EFZ
com a concentracdo teorica os resultados ficaram préximos como recomendado pela RDC 166
de 2017 da ANVISA. Os DPR obtidos foram baixos, e por analise estatistica pelo ANOVA
fator Unico tendo 0 Fcaiculado<Ftabelado, 0,02 € 4,49 ndo existindo variacdo estatisticamente
significativa. O método também apresentou percentuais de recuperacdo proximos de 100% nas
amostras em geral. Vale ressaltar que 0 método mostrou-se linear e preciso como demonstrado

anteriormente.



82

4.3.1.6 Seletividade

O objetivo da seletividade na revalidagéo é observar, comparativamente, se a utilizagdo
do método ajustado interfere no comprimento de onda para leitura do analito e se 0 método
continua sendo seletivo apenas para o farmaco, ndo havendo interferéncia da matriz.

Sendo assim, foi avaliado se 0 método ajustado é seletivo para a substancia quimica de
referéncia caracterizada, sendo obtidos os espectros de absorcdo na regido do ultravioleta
visivel (UV-Vis), por varredura, do EFZ e da nZIF-8, tanto para o método de Alves (2010)
(Figura 20A), quanto para o método ajustado em etanol (Figura 20B).

A Figura 20 apresenta os espectros UV-Vis demonstrando que o uso do HCI no método
ajustado (Figura 20B) quando comparado ao método de Alves (2010A) (sem HCI) (Figura 20A)
ndo interferem no comprimento de leitura do farmaco (247 nm). N&o foram também observadas
sobreposicBes dos picos correspondentes a EFZ e a nZIF-8, isso significa que a leitura da matriz
ndo ocorre no mesmo ponto em que had méxima absor¢do do EFZ. Sendo justificado o uso do
HCI para a desorganizacdo da estrutura da matriz. N&o interferindo, portanto, na leitura para

quantificacdo do farmaco.
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Figura 20- Espectro de absorcdo na regido do UV-Vis do parametro seletividade referente ao método com etanol:
A) Alves (2010) e B) Método Ajustado.
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4.3.2 Revalidagdo do Método Analitico com Metanol

4.3.2.1 Linearidade

As linearidades das curvas obtidas pelo método de Alves (2010) e pelo método ajustado
com a adicdo de HCI foram comprovadas nas concentra¢es propostas por meio da andlise de
regresséo linear através do método dos minimos quadrados.

No ensaio sem HCI (Método de Alves), foi possivel determinar o valor de coeficiente
de correlacdo R= 0,9996 e o coeficiente de determinacdo R? = 0,9991, como mostra a Figura
21. O valor de R? indica que 99,91% da variac3o total relacionado & média s&o explicadas pela
regressdo. A obtencdo desses resultados confirma que h&d uma correlagdo linear entre a
absorbéncia e a concentracdo das amostras, uma vez que 0s parametros encontram-se dentro

dos limites preconizados pela ANVISA, superiores as 0,99.

Figura 21 - Gréfico de regressdo linear do pardmetro linearidade referente ao método de Alves (2010) com metanol.
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Fonte: Autoria prépria.

O caélculo dos residuos da linearidade do método Alves (2010) 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 dispersdo € aleatoria e sem tendéncia,

indicativo de um bom resultado como o exposto na Figura 22.
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Figura 22 - Grafico dos residuos da linearidade por meio do célculo de regressao linear referente ao método de
Alves (2010) com metanol.
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No método ajustado, contendo HCI 1M, determinou-se o coeficiente de correlacdo R=
0,9997 e o coeficiente de determinagdo R? = 0,9994, confirmando que ha uma correcio linear

entre as absorbancias e as concentragdes das amostras, como pode ser visto na Figura 23.

Figura 23 - Grafico de regresséo linear do parametro linearidade referente ao método ajustado (com HCI 1M)
com metanol.
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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 24.

Figura 24 - Grafico dos residuos da linearidade por meio do calculo de regressao linear referente ao método de
Alves (2010) com metanol.
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Fonte: Autoria propria.

4.3.2.2 Efeito Matriz

Através do resultado das inclinagdes do método de Alves (2010) e do método ajustado
(com HCI 1M e nZIF-8) pode-se obter o resultado do efeito matriz, onde foi obtido um valor
préximo de 1 (1,067717), resultado este, considerado satisfatorio em relacéo ao paralelismo das
restas das duas curvas, indicando auséncia de interferéncia dos constituintes da matriz. Ou seja,
satisfeita as premissas e confirmada a linearidade do analito em matriz. Além disso, os dados
também foram analisados estatisticamente por ANOVA fator Unico tendo 0 Fcaiculado<Ftabelado,

0,12 e 5,31. Na Figura 25, pode-se observar o paralelismo entre as retas das duas curvas.
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Figura 25 - Paralelismo entre retas das curvas com metanol no efeito matriz.
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4.3.2.3 Robustez

A robustez foi dada através da analise em diferentes concentracbes do farmaco
(concentracdo baixa, média e alta da curva) sem e com adi¢do de HCI. Os resultados da robustez

foram expressos pela Equacéo 2 e podem ser verificados na Tabela 5.

Tabela 5 — Resultados da robustez do método com metanol através da variagdo intencional de pH com HCI 1M.

Robustez
Meétodo [] Teéricade [] Calculada de DPR % de
EFZ (ng/mL?) EFZ(Média) (Média) Recuperacéo
Método Alves (2010) 8 8,077 1,893 100,9656
Método Alves (2010) 10 10,236 1,741 102,3662
Método Alves (2010) 12 12,365 0,900 103,0464
Método Ajustado 8 8,084 0,519 101,0576
Método Ajustado 10 10,209 0,881 102,0929
Método Ajustado 12 12,302 1,290 102,518

Onde: [] = concentracdo e DPR = Desvio Padrdo Relativo. Fonte: Autoria propria.
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De acordo com o artigo 61 da RDC 166/17 da ANVISA, os resultados da robustez devem
apresentar capacidade em resistir a pequenas e deliberadas variacfes das condicfes analiticas.
Como visto nos DPR das amostras contendo HCI, estas possuem baixa variabilidade intrinseca.
Em ambos os métodos encontra-se um % de recuperacdo proximo de 100% nas amostras em
geral, viabilizando a revalidacdo do método, visto que a RDC 166 ndo determina valores para

os resultados. Sendo assim, 0 método demonstrou-se robusto.

4.3.2.4 Precisdo (Repetibilidade)

A repetibilidade foi realizada apenas com o método ajustado contendo HCI, em
sextuplicata, os resultados estdo dispostos na Tabela 6 e demonstram que 0 método apresenta
uma boa repetibilidade visto que produz um resultado com baixo valor de DPR.

Tabela 6 — Precisdo do método ajustado em metanol.

Repetibilidade
Amostras 1 2 3 4 5 6 Média DP DPR
(%)
Absorbancia 0,635 0,631 0,633 0,638 0,640 0,625 0,633 0,0053 0,84494
Onde: DP = Desvio Padrédo e DPR = Desvio Padrdo Relativo. Fonte: Autoria prépria.

4.3.2.5 Exatidao

Esse parametro foi realizado através da analise que contemplou o intervalo linear do
método analitico utilizando diferentes concentracdes do farmaco (concentracdo baixa, média e
alta da curva) sem e com adi¢do de HCI. Os resultados da exatiddo foram expressos pela
Equacdo 3, podendo ser analisados na Tabela 7.
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Tabela 7 — Exatiddo do método ajustado em metanol.

Exatidao
Metodo [] Tedérica [] Calculadade DPR (Meédia) % de
de EFZ EFZ (Média) Recuperagéo
(Mg/mL)
Método de Alves 8 7,82 £ 0,06 0,7803 97,78
(2010)
Método de Alves 10 10,22 + 0,07 0,7133 102,27
(2010)
Método de Alves 12 12,56 + 0,09 0,7730 104,70
(2010)
Método Ajustado 8 8,05 £ 0,06 0,7489 100,63
Método Ajustado 10 9,91 +0,05 0,5305 99,13
Método Ajustado 12 102,88 + 0,04 0,3835 102,88

Onde: [] = concentracéo e DPR = Desvio Padréo Relativo. Fonte: Autoria propria.

Quando comparada a concentracdo obtida de EFZ com a concentragdo teorica 0s
resultados obtidos se mostraram proximos, assim como valores de DPR baixos e percentuais de
recuperacdo proximos a 100%. Sendo assim, de acordo com a RDC 166/17 da ANVISA o
método define-se como exato, corroborando com todos os parametros realizados anteriormente.
Por anélise estatistica pelo ANOVA fator tnico os valores do Fcaiculado (0,006) foram inferiores

a0 Frabelado (4,49) ndo existindo variacdo estatisticamente significativa.

4.3.2.6 Seletividade

Com o objetivo de avaliar se 0 método € seletivo para a substancia quimica de referéncia
caracterizada, foram obtidos os espectros de absorc¢ao na regido do UV-Vis, por varredura das
solucdes mée do EFZ e da nZIF-8, sem HCI (Método Alves) e como HCI (Método Ajustado
em etanol).

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, ndo havendo
interferéncia da matriz (nZIF-8).

A Figura 26 apresenta os espectros UV-Vis demonstrando que o uso do HCI no método
ajustado (Figura 26B) quando comparado ao método de Alves (2010) (sem HCI) (Figura 26A)

ndo interferem no comprimento de leitura do farmaco (247 nm). N&o foram também observadas
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sobreposic¢des dos picos correspondentes ao EFZ e a nZIF-8, isso significa que a leitura da
matriz ndo ocorre no mesmo ponto em que hd méxima absorcéo do EFZ. Sendo justificado o
uso do HCI para a desorganizacgéo da estrutura da matriz. N&o interferindo, portanto na leitura
para quantificacdo do farmaco.

Figura 26 - Espectro de absorcdo na regido do UV-Vis do parametro seletividade referente ao método com metanol:
A) Alves (2010) e B) Método Ajustado.
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4.4 DOSEAMENTO DO EFZ NOS SISTEMAS E MISTURAS FISICAS

A partir dos dados de concentragdes obtidos através da curva analitica proposta, foi
possivel dosear o percentual de EFZ que de fato estava contido nos sistemas e misturas fisicas
nas proporc¢des que apresentaram maior EI% do EFZ a rede nZIF-8. Os resultados adquiridos

estdo elencados na Tabela 8.

Tabela 8 - Doseamento do EFZ nos sistemas e MFs por espectrofotometria

Amostra [] Tedrica de [] Calculada de % Percentual de
EFZ (ug/mL) EFZ (ug/mL) EFZ nos sistemas
SISEFZ:nZIF-8 1.1 ET 10 3,53 35,3%
SISEFZ:nZIF-8 3.1 MET 10 3,21 32,1%
MF EFZ:nZIF-8 1.1 ET 10 4,50 45%
MF EFZ:nZIF-8 3.1 MET 10 4,37 43,7%

Fonte: autoria propria

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

dissolucdo in vitro.

4.5 CARACTERIZACAO DO EFZ, nZIF-8, SISTEMAS E MISTURAS FISICAS

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

A analise de FTIR é utilizada para avaliar interacdes e formacdo de sistemas entre
farmacos e carreadores no estado solido. A partir de mudangas em bandas caracteristicas ou nas
intensidades dessas bandas da substancia pura considera-se a existéncia de um sistema. Além
disso, a técnica é capaz de detectar diferencas sutis na energia vibracional entre estado amorfo
e cristalino. No estudo das interagdes entre farmaco e carreadores, principalmente as ligacoes

de hidrogénio sdo de extrema importancia, uma vez que estdo relacionadas com a estabilidade
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dos sistemas e com a compatibilidade entre o farmaco e o material utilizado (SHAH et al., 2013;
TEJA etal., 2013; COSTA, 2016; TABOSA, 2020).

Os espectros infravermelho do EFZ bem como da nZIF-8 apresentam excelente
concordancia com os relatados na literatura, confirmando a identidade quimica das amostras e
podem ser visualizados na Figura 27, juntamente com os espectros das MFs e dos sistemas
obtidos.

O espectro de absorcdo do EFZ (Figura 27 - EFZ 1-5) as bandas referentes aos possiveis
grupos doadores e aceptores de hidrogénio do EFZ podem ser observadas: deformacéo axial de
N-H em 3313,99 cm™ (Figura 27 - EFZ 1), além das bandas em 1743,34 cm™ (Figura 27 - EFZ
3) 1240,69 cm™ (Figura 27 - EFZ 5), caracteristicos da funcao carbamato presente na estrutura
do farmaco e que seriam referentes a deformacdo axial da ligacdo C=0 e C(C=0)-0O,
respectivamente. Adicionalmente, as seguintes bandas tipicas também foram visualizadas:
estiramento C=C (2249,72 cm™) (Figura 27 - EFZ 2), estiramento C-F (1183,54 cm™) e
deformacdo angular de C-H em grupamentos ciclicos tensionados (1494,72 cm™) (Figura 27 -
EFZ 4), evidenciando a presenca do radical ciclopropil na molécula do EFZ (GOMES, 2014;
FREITAS-NETO, 2018; TABOSA, 2020).

No espectro de absor¢do da nZIF-8 em 3139,92 e 2938,22 cm™ (Figura 27 - nZIF-8 6 e
7) séo exibidas duas bandas discretas relacionadas ao estiramento de C-H de compostos
aromaticos e alifaticos referentes ao anel imidazol, respectivamente. A vibragdo de estiramento
de C=N do anel imidazol apareceu em 1584,37 cm™ (Figura 27 - nZIF-8 8). As bandas de forte
intensidade em 1418,16 cm™, 1147,07 e 992,16 cm™ (Figura 27 - nZIF-8 9, 10 e 11) foram
atribuidas ao estiramento C-N. E por fim ndo 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).

Analisando os espectros das MFs e dos sistemas (Figura 27 - MF EFZ:nZIF-8 ET; MF
EFZ:nZIF-8 MET; SIS EFZ:nZIF-8 ET e SIS EFZ:nZIF-8 MET) foi possivel observar que
correspondem a sobreposicdo das bandas do EFZ e da nZIF-8. A presenca do farmaco em
questdo ¢ evidenciada nos espectros dessas amostras, em 3313 cm™(1), 2249 cm™ (2) e 1743
cm}(3), a deformacéo axial da ligagdo N-H, C=0 e o estiramento C=C respectivamente. Essas
bandas caracteristicas do EFZ foram mantidas sem praticamente nenhuma alteragdo de
intensidade. Com relacdo a presenca da nZIF-8, foi possivel notar a diminui¢éo da intensidade
da banda de absorcéo referente ao grupamento C-N 1418,16 cm™ (Figura 27 - MF EFZ:nZIF-8
ET; MF EFZ:nZIF-8 MET; SIS EFZ:nZIF-8 ET e SIS EFZ:nZIF-8 MET — 9), em maior
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intensidade na MF EFZ:nZIF-8 ET e no sistema EFZ:nZIF-8 MET, confirmando que a mesma
interage de maneira efetiva com o EFZ.

Assim, ao comparar os espectros de infravermelho dos sistemas, das MFs e das
substancias isoladas, é notavel que algumas bandas do EFZ e da nZIF-8 isolados ndo sédo bem
evidenciados, devido a sobreposi¢do das mesmas. Entretanto, observou-se que tanto os sistemas
como as MFs apresentaram as principais bandas em menor intensidade, indicando, desta forma,
indicios de interacdo entre o EFZ e a nZIF-8. Além disso, os espectros infravermelho do EFZ
e da nZIF-8 isolados foram sobrepostos em um grafico (Figura 28), a partir do comprimento de
onda 2000 cm, enfatizando que nas MFs e nos sistemas ndo houveram o aparecimento de
novas bandas que ndo as caracteristicas do EFZ e da nZIF-8, indicando que as possiveis
interacdes entre esses dois componentes nos sistemas se deu a partir da adsor¢do ou interacao

fisica e ndo por reacdes quimicas.
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Figura 27 — Espectros de infravermelho do EFZ, nZIF-8, Misturas Fisicas e Sistemas EFZ:nZIF-8 obtidos em

etanol e metanol.
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Figura 28 — Espectros de infravermelho do EFZ e nZIF-8 sobrepostos.
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45.2 Termogravimetria (TG)

Parte da caracterizacdo térmica do EFZ, nZIF-8, Misturas fisicas e Sistemas realizada
nesse estudo foi baseada na analise termogravimétrica. Uma vez que, esta fornece dados
importantes sobre a estabilidade térmica das amostras, evidenciando eventos de degradacédo
frente a temperatura, informag6es que podem corroborar a formacao dos sistemas (Figura 29).

A curva termogravimétrica do EFZ apresentou que ele é termicamente estavel até
173,71°C, com uma decomposicdo téermica em apenas uma etapa entre 173,71 e 290,29 °C
(DTGpico= 242,66°C) com uma perda de massa de 87,86%. Resultados similares foram
encontrados nos trabalhos de Freitas-Neto (2018) e Costa (2016) onde também so foi observado

um Unico evento de decomposicao entre 180 e 300 °C com perda de massa de 86,16% e 84,9%

respectivamente.
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J& a curva TG da nZIF-8 demonstra que ela possui elevada estabilidade térmica, até
390,47°C que pode ser corroborada pela baixa perda de massa até essa temperatura, 4%.
Iniciando com uma discreta perda de massa de 0,2% entre 27,79 e 89,66°C (DT Gpico= 51,21°C)
onde geralmente as perdas de massa até 100°C séo associadas a perda de umidade ou resquicios
de metanol presentes nos poros da MOF de acordo com Chowdhuri e Colaboradores (2017). E
0 evento de decomposi¢do térmica da nZIF-8 ocorreu em Unica etapa, entre 390,47 e 793,4°C
(DTGpico= 661,84°C), com significativa perda de massa de 58,6%, relacionada de acordo com
Silva e Colaboradores (2018), com a perda da parte organica da nZIF-8, o imidazolato. Esses
achados estéo de acordo com os descritos por Ferreira (2020) e Silva e Colaboradores (2018).

A partir da analise das MFs sdo observados dois eventos térmicos bem definidos. Na
curva TG da MF EFZ:nZIF-8 ET o primeiro evento acontece entre 190,89 e 286,75°C
(DTGpico= 241,66°C) com perda de massa de 29,39%, que se assemelha ao evento de
degradacdo térmica do farmaco quando comparada com a curva TG do farmaco isolado,
ocorrendo praticamente dentro da mesma faixa de temperatura. E 0 segundo evento ocorre entre
400,52 e 672,44°C (DTGpico= 519,22°C) com perda de massa de 45,66% que parece o evento
de decomposicdo térmica do imidazolato da nZIF-8 (SILVA et al., 2018), quando confrontada
com o termograma da nZIF-8 isolada, porém em uma faixa diferente, sugerindo que a interacao
fisica que ocorre entre 0 EFZ e a nZIF-8 pode provocar alguma alteracdo na parte organica da
nZIF-8.

A curva TG da MF EFZ:nZIF-8 MET iniciou com um evento entre 188,83 e 280,64°C
(DTGpico=239,71°C) com perda de massa de 25,65%, também similar ao de degradacdo térmica
do farmaco, como pode ser observado na curva TG do farmaco isolado. E um outro evento entre
409,78 e 748,67°C (DT Gpico= 552,35°C) com perda de massa de 43,98% que parece ter relagdo
com a decomposicao térmica da porcao organica da nZIF-8 (SILVA et al., 2018), porém com
uma discreta antecipacdo quando comparado com a curva TG da nZIF-8 isolada, também
indicando que a interacdo fisica que aconteceu entre 0 EFZ e a nZIF-8 conseguiu alterar algo
na porcao organica da nZIF-8.

Enquanto que na analise dos termogramas dos sistemas encontram-se trés eventos, dois
deles pouco definidos e um bem definido. No termograma do SIS EFZ:nZIF-8 ET o primeiro
evento esta entre 26,09 e 80,47°C (DTGypico= 35,44°C) com perda de massa de 2,42%, que pode
ser devido a perda de umidade e resquicio de etanol do processo de obtengdo dos sistemas. Um
segundo evento bastante discreto entre 213,88 e 389,77°C (DTGypico= 272,48°C) com perda de
massa de 7,42% provavelmente de degradagéo do EFZ, evento este adiado quando comparado

com a curva TG do EFZ isolado, o que sugere uma certa protecdo térmica do farmaco pela
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nZIF-8. E por ultimo o evento indicativo de degradacdo da porcdo imidazolato na nZIF-8
(SILVA et al., 2018) entre 400,21 e 757,21°C (DTGpico= 535,9°C) com perda de massa de
58,75%, que foi antecipado quando confrontado com a nZIF-8 isolada, sugerindo que a
interacdo que aconteceu entre o EFZ e a nZIF-8 foi capaz de desestabilizar a por¢do organica
da nZIF-8 (FERRAZ, 2017).

E no termograma do sistema SIS EFZ:nZIF-8 MET também foi identificado um evento
inicial entre 23,31 e 39,77°C (DTGpico= 31,23°C) com perda de massa de 0,14% indicativa de
perda umidade e resquicio de metanol do processo de obtencéo dos sistemas. Um outro evento
entre 190,94 e 350,33°C (DTGpico= 250,34°C) com perda de massa de 8,01%, com leve
adiamento desse evento quando observado junto a curva TG do EFZ isolado, que
provavelmente esta relacionado a degradacéo do farmaco. E por fim, outro evento entre 368,67
€ 685,60°C (DTGpico= 518,06°C) com perda de massa de 58,48%, parecido com o de degradagao
da nZIF-8 isolada (SILVA et al., 2018), que foi antecipado, também indicando que a interacao
ocorrida foi capaz de desestabilizar a porgéo organica da nZIF-8 (FERRAZ, 2017).

Com isso é possivel observar que pelas simples interacGes fisicas dos compostos nas
misturas fisicas houve um somatorio dos termogramas dos compostos isolados, EFZ e nZIF-8,
com dois eventos bem definidos de degradagdo, um possivelmente relacionado a degradacao
térmica do EFZ e outro da por¢do organica nZIF-8, sem grandes alteracGes e antecipacfes das
temperaturas desses eventos de degradacdo, ambas as MFs demonstraram comportamento
parecido. Enquanto que os sistemas apresentaram curvas TG também bem semelhantes entre
si, mas similares a curva da nZIF-8 isolada, sendo possivel observar os eventos sugestivos de
degradacdo do farmaco aconteceram de maneira bem discreta e adiada, esse adiamento foi ainda
mais significativo no SIS EFZ:nZIF-8 ET indicando certa protecdo térmica do EFZ pela nZIF-
8 e outro evento definido semelhante a degradacdo da porcao organica da nMOF, que foram
antecipados principalmente no SIS EFZ:nZIF-8 MET, indicativo de uma desestabilizacédo dessa
porcao organica, dados que corroboram para a formacgdo dos sistemas. Além disso, as perdas
de massa correspondentes a degradacdo do EFZ em ambos os sistemas foram muito
semelhantes aos contetdos de carga de EFZ calculados para cada um dos sistemas, sugerindo

gue tais amostras possuiam massas de farmaco significativas interagindo com a nZIF-8.
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Figura 29 - Curvas TG do EFZ, da nZIF-8, das Misturas Fisicas e dos Sistemas EFZ:nZIF-8 obtidos em etanol e

metanol.
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4.5.3 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

A caracterizag8o térmica do EFZ, nZIF-8, Misturas fisicas e Sistemas obtidos neste
trabalho também foi realizada através da técnica de DSC. A calorimetria € Util para avaliar a
forma do farmaco (amorfa ou cristalina) nas MFs e sistemas com nZIF-8, bem como para
verificar o comportamento entre o EFZ e o carreador. As curvas de DSC dos compostos
encontram-se representadas na Figura 30.

Na curva DSC do EFZ (Figura 30) p6de ser evidenciado um pico endotérmico bem
intenso e definido na faixa de temperatura entre 134,38°C — 139,12°C (Tpico= 137,01 °C)
(AH=99,65 mJ), caracteristico do processo de fusdo da sua estrutura cristalina, visto que esse
evento é comum em materiais com a mesma caracteristica de arranjo organizado. Resultados
semelhantes foram descritos por Costa (2016) e Tabosa (2020).

Na curva DSC da nZIF-8 (Figura 30) houveram eventos com pouca definicéo,
explicados por sua natureza organica e inorganica e que demonstra sua boa estabilidade térmica
(CRAVILLON et al., 2009). Pode-se observar a ocorréncia de eventos exotérmicos (Tpico=
35,57 °C; Tpico= 90,39 °C; AH1= 33 mJ; AH2= 66,33 mJ) e endotérmico (Tpico=134,90 °C) (AH=
103,26 mJ) discretos semelhantes aos sugeridos por Kaur e colaboradores (2017) e explicados
pela remocdo de moléculas ndo reagidas (metil-imidazol) que ficam nos poros do nanomaterial
apos seu processo de sintese. Além disso, por se tratar de uma molécula hibrida (orgéanica-
inorganica) como dito anteriormente e por ndo apresentar processos de degradagédo
consideraveis até em torno de 400 °C, foi analisada a curva DTA da nZIF-8 (Apéndice A).
Nesta, foi possivel observar a ocorréncia de trés eventos térmicos na faixa entre 434,88 °C e
704,45 °C (Tpico= 490,89 °C; Tpico= 621,23 °C e Tpico= 664,70 °C) indicando liberagbes de
energia sugestivas de clivagens das ligagdes quimicas, por se tratar de uma faixa onde a nZIF-
8 exibe o processo de decomposicdo da sua porg¢do organica, de acordo com o relatado na
analise de TG dessa mesma amostra e corroborando com os resultados encontrados por
pesquisadores anteriores (FERRAZ, 2017; TABOSA, 2020; FERREIRA 2020).

Na mistura fisica EFZ:nZIF-8 ET pdde-se observar que o0 evento endotermico referente
ao pico de fusdo do EFZ esteve presente (Tpico =136,20 °C) mas ndo se apresentou como uma
antecipacéo significativa do evento térmico. A curva evidenciou uma reducdo da energia de
entalpia do evento (AH=24,11 mJ). Este fenbmeno é caracteristico de materiais poliméricos,
tais como: PEG, PVP, HPMC; que possibilitam o incremento da solubilidade do material, uma

vez que ha necessidade de uma menor quantidade de energia para solubilizar o farmaco. Tal
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comportamento j& foi amplamente discutido por trabalhos anteriores do grupo (COSTA et al.,
2013; LIMA et al., 2011).

A curva DSC da MF EFZ:nZIF-8 MET (Figura 30) demonstrou-se muito parecida com
a anterior, onde também foi possivel observar que o evento referente a fusdo do farmaco ocorre
na mesma faixa de temperatura (Tpico =136,13 °C), e que houve reducédo da energia de entalpia
quando comparado ao farmaco isolado (AH= 21,52 mJ), sendo que uma reducdo maior em
relacdo a MF EFZ:nZIF-8 ET. Dessa forma, estas curvas sugerem gue a simples mistura fisica
do EFZ com a nZIF-8 promove a formacéo de uma importante interacdo farmaco-excipiente.

Na curva DSC do SIS EFZ:nZIF-8 MET (Figura 30), embora nédo seja praticamente
possivel observar na imagem, foi detectado um evento extremamente discreto que pode ser
correlacionado com o evento de fusdo do farmaco (Tpico = 111,17 °C), significando assim uma
importante antecipacdo do evento e em adicdo uma reducdo drastica da energia de entalpia
(AH= 1,38 mJ), que juntos sugerem que esta caracteristica térmica do EFZ logo iria desaparecer
e que o processo de obtencdo do sistema foi mais eficiente no sentido de alterar o
comportamento térmico do farmaco. Entretanto, ndo completamente eficaz quando comparado
ao SIS EFZ:nZIF-8 ET (Figura 30), pois, ao analisar sua respectiva curva DSC, foi possivel
observar que diferentemente do sistema obtido em metanol, o pico de fusdo do EFZ néo foi
observado, tornando a curva desse sistema bem mais similar a curva da nZIF-8.

A completa auséncia do pico de fusdo do EFZ no SIS EFZ:nZIF-8 ¢ sugestivo de uma
amorfizacdo mais eficiente da estrutura, visto que o farmaco pode se encontrar tdo solvatado
no sistema que teve seu evento endotérmico completamente inibido pela interacdo com o
material nZIF-8 no processo de formacéo do sistema, representando uma forma de obtencéo de
sistema mais eficiente em termos de modificagdo da forma cristalina do EFZ do que
simplesmente a mistura fisica dos dois materiais, uma vez que envolve a solubilizacdo dos
componentes, ou seja, desorganizacdo cristalina e consequente solvatacdo pelas moléculas do
solvente, favorecendo interacBes que apés retirado o solvente mantenham o material com
cristalinidade reduzida ou amorfo (DANDA, 2018; TIMOTEO, 2018). Os resultados das
caracterizagcdes por DRX e por MEV podem corroborar com a confirmacdo da natureza

cristalina ou amorfa das MFs e dos sistemas.
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Figura 30 - Curvas DSC do EFZ, da nZIF-8, das Misturas Fisicas e dos Sistemas EFZ:nZIF-8 obtidos em etanol e

metanol.
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4.5.4 Difratometria de Raios- X (DRX)

A caracterizagdo por DRX possui grande importancia no campo farmacéutico por ser
capaz de estudar e caracterizar a cristalinidade ou o processo de amorfizagdo dos farmacos pela
interacdo com excipientes que compdem um sistema (BAIRD e TAYLOR, 2012). Neste
sentido, os difratogramas das amostras isoladas de EFZ e nZIF-8, das misturas fisicas e dos
sistemas obtidos estéo representados na Figura 31 e foram interpretados para observar possiveis
interagOes que possam ter ocorrido entre 0s insumMos.

O perfil de difracdo de raios-x do EFZ apresenta pico principal a 26 em torno de 6,17°,
além de outros picos secundarios em 14,21°, 16,97°, 21,26° e 24,93°, evidenciando o seu carater
cristalino. O trabalho de Gomes (2014) e Tabosa (2020) descreve picos de intensidade bastante
similares para o EFZ, revelando a autenticidade do insumo farmacéutico ativo adquirido.

O difratograma da nZIF-8 revelou sua natureza cristalina a partir dos picos de alta
intensidade em torno de 7,32° e de média intensidade em torno de 10,30°, 12,67°, 18,04°, 26,61°
que estdo de acordo com os apresentados por Nune e colaboradores (2010), confirmando que a
amostra possui fase pura de nZIF-8. Os picos 7,32°, 10,30° e 12,67° 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 insercdo da EFZ 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).

Os difratogramas das MFs evidenciaram um perfil de cristalinidade muito semelhante
ao da nZIF-8 isolada entretanto foi possivel observar em ambos, a ocorréncia de um pico de
pequena intensidade que provavelmente é o pico cristalino principal do EFZ (6,109,
representando portanto, um somatoério dos perfis de ambos 0s insumos por demonstrarem
possuir 0s seus picos caracteristicos. Entretanto, nitidamente, o comportamento cristalino da
nZIF-8 demonstrou-se mais evidente devido ao intenso pico em 7,32°.

Diferentemente das MFs, os sistemas apresentaram difratogramas sem a ocorréncia do
pico principal do EFZ, ou seja, quase que totalmente idénticos ao difratograma da nZIF-8
isolada. Quase que totalmente por que pode ter ocorrido o aparecimento de algum pico de
cristalinidade pertencente ao EFZ nessas amostras, mas que podem ter sido sobrepostos pelos
picos da nZIF-8. Fica evidente que os sistemas apresentam comportamento cristalino igual ao
da nZIF-8 sugerindo que o EFZ esta incorporado ou adsorvido a essa nanoestrutura, o que confirma

a formacéo do sistema.
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Apesar da anélise de DRX n&o evidenciar sistemas amorfos, pois a nZIF-8 é um material
cristalino, a mesma demonstrou desaparecimento do pico caracteristico da cristalinidade do EFZ, o

que determina alteracdo ou desestruturacdo da natureza cristalina do farmaco em especifico.

Figura 31 - Difratogramas de Raios-X do EFZ, nZIF-8, Misturas Fisicas e Sistemas EFZ:nZIF-8 obtidos em etanol

e metanol.
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Fonte: Autoria prépria.

Pelo fato da nZIF-8 ser um material lamelar, o calculo do espacamento basal (d) pode
ser uma oOtima ferramenta para comprovar a formacdo dos sistemas, pois, 0 espaco entre as
lamelas pode mudar com o aporte do farmaco, ora de forma fisica, ora com presenca de cargas
elétricas e estd intimamente ligado a liberagdo modificada de farmacos (XIONG et al., 2015).
Além disso, este calculo permite descrever qual possivel interagdo ocorreu entre o farmaco e o
carreador, se adsorgdo ou incorporagéo, e é realizado utilizando a equagéo de Bragg.

Os valores do espacamento basal (d) foram utilizados como parametro para identificar

ainsercdo do EFZ a molécula da nZIF-8. Quando estes valores s&o maiores que o basal indicam
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que o farmaco foi inserido a molécula e, por isso, dilatam os espacos interlamelares. Entretanto,
pdde-se observar ao comparar os picos de reflexdo caracteristicos da cristalinidade da nZIF-8
isolada (011, 002 e 112) com os picos das demais amostras (Tabela 9), que os valores obtidos
foram bem préximos. O fato ndo exclui a formacdo do sistema, mas é sugestivo de uma
adsorcdo do farmaco a superficie da nZIF-8, caracterizando uma interag&o fisica, corroborando
com os resultados obtidos na caracterizacdo fisico-quimica de FTIR (HE et al., 2014; ZHU et
al., 2016).

Tabela 9 - Célculo do espacamento basal dos picos de reflexdo 011, 002 e 112 da ZIF-8, Misturas Fisicas e Sistemas

obtidos em etanol e em metanol.

Espacamento

Amostra Pico (°20) Reflexdo (%0) Basal (A)
7,32 011 12,08
nZIF-8 10,30 002 8,59
12,67 112 6,99
7,32 011 12,08
MF EFZ:nZIF-8 10,30 002 8,59
ET 12,67 112 6,99
7,32 011 12,08
MF EFZ:nZIF-8 10,37 002 8,54
MET 12,67 112 6,99
7,33 011 12,06
SIS EFZ:nZIF-8 10,30 002 8,59
11ET 12,75 112 6,95
7,32 011 12,08
SIS EFZ:nZIF-8 10,30 002 8,59
3.1 MET 12,67 112 6,99

Fonte: Autoria propria.

4.5.5 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A andlise por MEV possui uma grande importancia na area farmacéutica ja que pode
ser utilizada para o conhecimento detalhado da microestrutura dos produtos isolados e seus
binarios que, desta forma, permite realizar uma correlacdo entre a estrutura morfologica e o

tamanho das particulas com os resultados obtidos por meio das demais analises realizadas na
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investigacdo da formagdo dos sistemas. As eletromicrografias do EFZ e da nZIF-8 isolados,
MF e dos sistemas obtidos estéo ilustrados na Figura 32.

A eletromicrografia do EFZ (Figura 32.A) demonstrou seu aspecto cristalino irregular
bastante caracteristico, com formato ortorrdombico de tamanho regular, que ja foi identificado
em trabalhos prévios do grupo (VIERA, 2011; COSTA, 2016; TABOSA, 2020).

A eletromicrografia da nZIF-8 (Figura 32.B) 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 manometrica do material, confirmando 0s
dados obtidos no DRX da mesma no que tange a cristalinidade, esses dados estdo em
consonancia com o0s achados de Schjen e colaboradores (2014) para nZIF-8 obtida utilizando
como sua fonte de zinco o Zn(NO3), que foi o precursor da nZIF-8 utilizada nesse trabalho
(CRAVILLON et al., 2009; ZHENG et al., 2015; ZHENG et al., 2016).

Com relacdo ao MEV das MFs (Figuras 32. C e D) este confirmou claramente a adsorg¢ao
fisica entre 0 EFZ e a nZIF-8, pois foi possivel observar a deposi¢do dos cristais esféricos da
nZIF-8 sobre a superficie dos irregulares cristais de EFZ. As estruturas dos componentes dessas
MFs permaneceram com a mesma morfologia, indicando, desta forma, que possivelmente ndo
houveram ligacBes quimicas entre estes, ou qualquer alteragdo quanto suas cristalinidades,
resultado este que corrobora com os encontrados nas caracterizagdes por DRX e DSC.

Diferentemente da eletromicrografia da MF, nos MEVs correspondentes aos sistemas
EFZ:nZIF-8 obtidos em etanol e metanol (Figura 32. E e F) foram notadas altera¢6es quanto as
estruturas dos insumos, visto que, os cristais do farmaco ndo foram mais visualizados, levando
a acreditar que este pode estar disperso nos poros da nZIF-8, enquanto esta, apresenta agora
particulas um pouco mais coesas, porém de mesma morfologia hexagonal. Sendo assim, 0s
sistemas apresentaram aspecto homogéneo, muito mais semelhante ao da nZIF-8, evidenciando
gue o método de obtencdo pode ter sido capaz de proporcionar interacdes quimicas entre o EFZ
e a nZIF-8. O tamanho das particulas dos sistemas ficaram em torno de 100 nm assim como na
nZIF-8 isolada caracterizando-os como nanoparticulados.

Os resultados do MEV dos sistemas corroboram com o DRX dessas amostras, onde 0s
picos caracteristicos do farmaco ndo apareceram e 0s da nZIF-8 foram vistos com alta
intensidade. No DSC dos sistemas, 0 pico de fusdo do farmaco nao foi detectado para o SIS
EFZ:nZIF-8 ET e foi discretamente visivel no SIS EFZ:nZIF-8, confirmado que estrutura

cristalina do farmaco foi desorganizada e que os sistemas foram formados.
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Figura 32 - Microscopia Eletronica de Varredura A) EFZ; B) nZIF-8; C) MF EFZ:nZIF-8 1:1 ET; D) MF
EFZ:nZIF-8 3:1 MET; E) SIS EFZ:nZIF-8 1:1 ET e F) SIS EFZ:nZIF-8 3:1 MET.
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4.6 ESTUDO DE MODELAGEM MOLECULAR

O software MarvinSketch identificou 2 microespécies do farmaco Efavirenz
considerando uma faixa de pH entre 0 e 14. Para valores de pH inferiores a 12,5 a microespécie
neutra é a mais abundante, ja para valores acima de 12,5 a microespécie anidnica se torna
majoritaria. A medida que ocorre o incremento do pH, o equilibrio é deslocado para a formacao
da base conjugada do grupo benzoxazin-2-ona. Desta forma, a microespécie majoritaria em
valores de pH acima de 12,5, apresenta carga formal -1. As estruturas das duas microespécies

identificadas podem ser visualizadas na Figura 33.

Figura 33 — Microespécies majoritarias do EFZ em func¢do do pH.

Cl

i /\\ Neutra

Fonte: Autoria propria.

Para cada microespécie foram realizados 300 céalculos de docking, agrupados em
clusters com variacdo de RMS (root mean square) menor que 1,0 A entre as estruturas,
totalizando 600 calculos de docking. A solucdo de docking mais favoravel para cada
microespécie foi definida como sendo a melhor solucdo dentro do cluster de menor energia e
maior representatividade. A Figura 34 mostra as melhores solugdes de docking para as duas
microespécies analisadas. Para a microespécie neutra a solucdo mais favoravel apresentou
energia no valor de -1,85 kcal.mol-1, enquanto a solucdo para a microespécie anibnica
apresentou energia no valor de -2,19 kcal.mol-1. A microespécie neutra foi acomodada dentro
da cavidade da nZIF-8, principalmente por interagdes hidrofébicas. J& a microespécie anionica,
apresenta a porcao ciclopropil dentro da cavidade e a por¢do benzoxazin-2-ona posicionada na

superficie, devido as interacGes eletrostaticas entre os cations Zn2+ da nZIF-8 e a carbonila e 0
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atomo de cloro do EFZ. Ainda ¢ possivel observar uma interagdo do tipo “empilhamento em
T” entre os elétrons 7 do anel benzénico do EFZ e do anel metilimidazol da nZIF-8, destacados
em laranja na Figura 34.

Desta forma, os resultados de docking sugerem a ocorréncia da incorporacdo do
Efavirenz na cavidade da ZIF-8 dentro da faixa de pH avaliada, corroborando com os resultados
das caracterizagdes que também indicam a obtencédo do sistema EFZ:ZIF-8.

Figura 34 — Solugdes de docking molecular mais favoraveis entre nZIF-8 e as microespécies do EFZ, destaque

para o anel metilimidazol que interage por meio de interagdes do tipo “empilhamento em T” (laranja).

Anionica

Fonte: Autoria propria.

4.7 ESTUDOS DE LIBERACAO IN VITRO DOS SISTEMAS EFZ:NZIF-8 E MISTURAS
FISICAS

4.7.1 Ensaio de solubilidade do EFZ

A solubilidade de um farmaco é uma propriedade de grande influéncia sob os diferentes
aspectos relativos a absorcdo, pois apenas o farmaco soltvel e dissolvido sob condicdes
fisioldgicas é capaz de ser absorvido (TABOSA, 2020; FERREIRA, 2020). Sendo assim, o
ensaio de solubilidade do EFZ foi realizado a fim de identificar as condigdes sinks para
execucdo do ensaio de dissolugdo in vitro.

Solubilidade do EFZ foi avaliada em diferentes meios: tampé&o acido cloridrico pH 1,2;
tampdo acetato pH 4,5 e tampé&o fosfato de sodio pH 6,8, todos com a presenca do surfactante
LSS, de forma a satisfazer as normas preconizadas pela Farmacopeia Brasileira. A tabela 10

mostra os resultados obtidos e 0s mesmos se assemelham aos resultados obtidos por Pinto e
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colaboradores (2014), onde o maior valor de solubilidade do EFZ foi de 2,12 mg/mL em tamp&o
acetato pH 4,5 e o menor valor foi de 0,49 mg/mL em tampé&o &cido cloridrico pH 1,2.

Tabela 10 — Solubilidade do EFZ (mg/mL) em diferentes meios.

Meios Solubilidade (mg/mL)
Tampao acido cloridrico pH 1,2 + 1,0% LSS 0.4985
Tampdo acetato de sédio pH 4,5 + 1,0% LSS 2.1267
Tampdo fosfato de sodio pH 6,8 +1,0% LSS 2.0312

Fonte: Autoria propria.

4.7.2 Estudos dos perfis de dissolugéo in vitro

Os estudos de dissolucdo sdo uma importante ferramenta de controle de qualidade nas
varias etapas dos processos de desenvolvimento de farmacos, com o intuito de avaliar o quanto
estes se dissolvem no meio, visto que, 0 processo de absorcdo no organismo depende deste
fator. Estes estudos séo realizados geralmente em condigdes sink, que preconizam a utilizagéo
de um volume do meio de dissolu¢do com no minimo trés vezes o necessario para formar uma
solucdo saturada do farmaco (TOMASI, 2013; GRADY et al., 2018).

Para realizacdo do estudo de dissolucéo neste trabalho, foram utilizadas amostras que
apresentavam quantidades equivalentes a 12,45 mg (pH 1,2), 53,15 mg (pH 4,5) e 45,52 mg
(pH 6,8) de EFZ, significando que, se completamente dissolvido hum volume de 250 mL
apresentariam concentracdes abaixo do ponto de saturacdo, estabelecendo desta forma, a
condicdo sink. Além disso, as amostras foram avaliadas sempre em triplicata e em diferentes
pHs visando identificar o comportamento de liberagdo do EFZ pela nZIF-8 frente a valores de
pHs que simulam as diferentes condi¢des que compdem o trato gastrointestinal do organismo.

Os perfis de dissolucdo sob condicéao sink do EFZ, das MFs e dos sistemas EFZ:nZIF-8
3.1 obtidos em metanol e EFZ:nZIF-8 1.1 obtidos em etanol, estdo exibidos nas Figuras 35 (pH
1,2), 36 (pH 4,5) e 37 (pH 6,8).

Em meio &cido (pH 1,2), simulando o fluido gastrico (Figura 35), € possivel observar
gue nos primeiros minutos de analise, antes de completada 1h de experimento, todas as
amostras, ou seja, o EFZ isolado, as MFs e o0s sistemas, exibiram um comportamento
semelhante, liberando ainda em 5 minutos, cerca de 40% do total de farmaco. Entretanto, esse

comportamento logo muda e pode-se observar que o EFZ isolado vai exibindo um aumento
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gradativo e rapido do teor liberado, atingindo 84,39% de liberacdo quando se completa 1h de
anélise e um teor méximo liberado, ou seja 100%, em torno de 3h. Quanto as MFs, estas
liberaram um teor de 60% do farmaco na primeira hora de analise e apds isto, se mantém com
uma porcentagem de liberacdo praticamente constante até as 7 horas de estudo, aumentando
seu percentual para 89,18% no caso da MF EFZ:nZIF-8 MET em 8h e liberando
aproximadamente 100% do farmaco s6 apo6s as 48h de ensaio. A MF EFZ:nZIF-8 ET apresenta
um comportamento ainda mais constante, liberando em torno de 73,35% do farmaco até as 24h
de estudo e somente liberando 100% do farmaco, quando o estudo se encerra.

Os sistemas SIS EFZ:nZIF-8 MET 3.1 e SISEFZ:nZIF-8 ET 1.1 apresentaram um perfil
de liberagdo do EFZ muito semelhante entre si, exibindo nitidamente uma modulagdo da
mesma, Visto que, apds liberarem um percentual de 32,71% e 43,70% de EFZ respectivamente,
apos 1h de estudo, esta liberacdo segue aumentando porém de forma mais lenta. Os teores
maximos de EFZ que sdo liberados apds as 48h de estudo sdo de 88,56% e 86,47%. Esses
resultados sugerem que os sistemas formas capazes de prolongar a liberagcdo do farmaco, pois
0 mesmo percentual de 80% foi liberado ainda na primeira hora de estudo pelo EFZ isolado. A
partir disso, observa-se que o farmaco apresenta um perfil mais linear, enquanto que as MFs e
os sistemas demonstram um perfil modulado de liberagéo do EFZ.

Embora saiba-se que em pH acido a nZIF-8 é desintegrada, resultado proveniente da
dissociacdo das redes de coordenacdes da nZIF-8, fazendo com que o farmaco seja liberado
rapidamente como sugerido por Zhuang e colaboradores (2014), estes achados, demonstram
que a interacdo entre 0 EFZ e a nZIF-8 pode ter sido tdo intensa que tenha dificultado o processo
de quebra do carreador, ou que mesmo a quebra da nZIF-8 tenha ocorrido de forma mais
organizada e ndao imediata, se opondo, por tanto, aos resultados encontrados também, por
Tabosa (2020) e Ferreira (2020) que observaram em seu trabalhos, percentuais altos de
liberacdo dos farmacos EFZ (90% para sistema obtido em etanol e 93% para sistema obtido em
metanol) apds 2 horas de estudo e B-lapachona (55,07% para sistema obtido em etanol e 41,86%
para sistema obtido em metanol) ap6s 3 horas de estudo. Vale salientar que a comparacao entre
esses dois estudos ja sugere que a nZIF-8 (nanoestrutura que foi utilizada como carreador da f3-
lapachona), ja segura muito mais o farmaco nos sistemas do que a ZIF-8 em escala micrométrica
utilizada nos sistemas de Tabosa (2020), visto que o percentual de 41,86% foi 0 maximo
liberado no estudo em questao.

Com isso, é possivel concluir que mesmo em pH acido, a simples mistura fisica do EFZ

e da nZIF-8 e de forma muito mais expressiva 0s sistemas obtidos, conseguiram resistir muito
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mais a liberacdo imediata do farmaco, conhecida como efeito burst do que o farmaco isolado,

sugerindo entéo, que 0 mesmo ganhou um evidente perfil de liberagdo modificada.

Figura 35 - Perfil de dissolucdo do EFZ, MFs e Sistemas EFZ:nZIF-8 em pH 1,2.
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Fonte: Autoria prépria.

Em pH 4,5 (Figura 36), 0 EFZ isolado, mais uma vez, mostrou uma rapida liberacdo em
efeito burst, onde ap6s 1h de estudo, 82,86% do total de massa foi inserida no meio. Esse
percentual quase completo de liberacdo se manteve, até que no final do estudo, o EFZ conseguiu
liberar 100% do seu percentual. As misturas fisicas (MF EFZ:nZIF-8 MET 3.1 e a MF
EFZ:nZIF-8 ET 1.1) apresentaram apos 1h, 64,43% e 62,23% de EFZ liberado respectivamente
e seguiram modulando a liberagao do farmaco sempre em teores abaixo de 80% ate se completar
as 24h de estudo no caso da MF MET, que liberou 80,53% de EFZ nesse tempo de estudo e em
48h no caso da MF ET, quando liberou 83,04% do farmaco.

Os sistemas em compensacdo, apresentaram um perfil de liberacdo ainda mais
modulado que as MFs, visto que, até a primeira hora de estudo, o SIS EFZ:nZIF-8 MET 3.1 s0
liberou 32,12% do seu percentual de EFZ e o SIS EFZ:nZIF-8 ET 1.1 liberou apenas 10,16%

do farmaco. Nessa primeira hora é possivel observar que em comparagdo ao EFZ isolado, 0s
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sistemas sdo capazes de segurar o efeito burst de liberagdo imediata que o farmaco possui e o
perfil de liberag&o prolongada fica ainda mais claro ao observar que passado as 48h de estudo,
o0s teores maximos de liberacdo do EFZ pelos sistemas foi de 51,25% para o SIS MET 3.1 e de
49,44% parao SIS ET 1.1.

Figura 36 - Perfil de dissolucdo do EFZ, MFs e Sistema EFZ:nZIF-8 em pH 4,5.
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Fonte: Autoria propria.

Os resultados do perfil de liberacdo das amostras estudadas no pH 6,8 (meio que
reproduz o pH intestinal, representando o pH das por¢des do duodeno e jejuno, nas quais o
farmaco é absorvido em maior intensidade) estdo expressos na Figura 37 e é onde pode-se
observar com maior clareza a capacidade de modulacédo da liberacdo do EFZ pelos sistemas
obtidos. O EFZ isolado apresenta um comportamento que demostra o aumento gradativo do
percentual liberado, onde, 86,70% do total de massa é inserida no meio passada 3h do estudo e
o0 teor maximo de liberacdo, ou seja, 100%, é alcancado nas primeiras 7h do ensaio. A MF
EFZ:nZIF-8 ET foi a amostra que teve o perfil mais semelhante ao do farmaco isolado,
liberando 76,32% do farmaco em 3h e 93,23% nas 48h de estudo.
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A MF EFZ:nZIF-8 MET diferentemente da MF ET demonstrou um comportamento de
modulagcdo semelhante aos sistemas, onde passados 5 minutos de estudo o percentual de
farmaco liberado era de 15,95% e esse percentual aumentou de forma quase constante atingindo
43,18% apenas de farmaco liberado mesmo apos as 48h de estudo. Entretanto, os sistemas SIS
EFZ:nZIF-8 MET 3.1 e SIS EFZ:nZIF-8 ET 1.1 ainda demonstraram uma maior capacidade de
modular a liberagdo do farmaco. Nos mesmos tempos de estudo, o SIS MET liberou apenas
8,09% e 37,38% do farmaco e o SIS ET liberou apenas 6% e 31,61% do farmaco. Ao final da
comparacdo dos perfis é possivel sugerir que os sistemas foram capazes de proporcionar ao
farmaco um comportamento de liberagdo prolongada e que as 48h de estudo ndo foram
suficientes para observar a completa liberacdo do percentual de farmaco pelos sistemas, visto
que, as concentracdes estavam apresentando um aumento gradativo apos as 24h de estudo e

possivelmente estas poderiam vir a aumentar com o passar do tempo.

Figura 37 - Perfil de dissolu¢do do EFZ, MFs e Sistema EFZ:nZIF-8 em pH 6,8.
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O potencial que a ZIF-8 possui de sustentar a liberagdo de um farmaco pode ser
observado no trabalho de Alves (2013), que apds obter sistemas de ZIF-8 e doxorrubicina
observou apenas a liberacéo de 13% do farmaco incorporado a ZIF-8 apds 48h de estudo e com
isso estendeu o tempo de observacdo da liberacéo por 30 dias, onde apés o final observou uma
liberagdo de apenas 66% do farmaco.

Os achados do presente trabalho corroboram com a maioria dos trabalhos encontrados
na literatura que foram realizados com a ZIF-8 e a nZIF-8 com a finalidade de alcancar a
liberacdo prolonga de diferentes farmacos. Como o trabalho de Soltani e Colaboradores (2017),
que desenvolveram um sistema de nZIF-8 carregados de gentamicina e observaram taxas de
84% de farmaco isolado liberados em pH 5,0 e de 61% de gentamicina liberada pelos sistemas
apos 120h. 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. Nabipour e Colaboradores (2017) obtiveram sistemas de nZIF-8 com
Ciprofloxacino com liberacéo de 83% em pH 7,4 ap6s 72h de estudo.

Em um trabalho anterior (TABOSA, 2020), o EFZ foi incorporado na ZIF-8 obtendo
através do método ex situ e também empregando os solventes etanol e metanol, sistemas com
a capacidade de prolongar a liberacdo do farmaco. Entretanto, a partir da utilizacdo da ZIF-8
em escala nanométrica e da obtencdo dos sistemas nanoparticulados com o mesmo farmaco é
possivel observar que a nZIF-8 foi capaz de intensificar o prolongamento da liberagéo do EFZ.
Pois, em pH 6,8 (condicdo em que melhor pode-se observar a capacidade modulante do
carreador) os sistemas EFZ:ZIF-8 ainda atingiram um percentual de farmaco liberado muito
alto para o tempo de 48h, cerca de 85%, enquanto em os sistemas EFZ:nZIF-8 MET e ET aqui
obtidos, no mesmo tempo de estudo alcancaram apenas um teor de aproximadamente 30%,
sugerindo que a nZIF-8 pode possuir uma capacidade de formar sistemas com o farmaco com
interacdes mais fortes, dificultando a liberacdo do mesmo. Além disso, no pH 1,2 do trabalho
anterior, os sistemas liberaram 90% do farmaco em apenas 2h do estudo, enquanto que neste
trabalho foram necessarias 48h de ensaio para se obter um teor de mais de 80% de farmaco
liberado, sugerindo que a nZIF-8 oferece uma capacidade gastro-resistente aos sistemas SIS
EFZ:nZIF-8 MET 3.1 e SIS EFZ:nZIF-8 1.1.

Com relacdo ao desempenho dos sistemas, € possivel concluir que no pH 6,8 e de forma
mais discreta nos outros dois pHs o sistema obtido em etanol apresentou uma capacidade um
pouco maior de modular a liberacdo do farmaco do que os sistemas obtidos em metanol. Ambos
possuiram uma taxa de eficiéncia de incorporacdo do farmaco muito semelhante e também

caracteristicas fisico-quimicas estaveis e similares, entretanto, ao se observar os perfis de
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liberacdo do EFZ, o SIS EFZ:nZIF-8 ET 1.1 sobressai (a comparacgdo dos perfis de liberacéo
do SIS EFZ:nZIF-8 ET 1.1 nos diferente pHs pode ser observada na figura 38). Tal resultado
corrobora com o encontrado por Tabosa (2020), que também concluiu 0 melhor desempenho
para o sistema obtido em etanol (SIS EFZ:ZIF-8 ET 1.1 - a eficiéncia de incorporacdo do
farmaco também se deu na mesma proporc¢édo de farmaco: carreador). Os perfis de liberacdo do
EFZ nesse sistema sdo animadores, uma vez que em pH acido o sistema libera um maior
percentual do farmaco, por ser esta condicdo ser mais agressiva a nZlIF-8, porém, ainda
mantendo o comportamento de liberacdo prolongada e em pH entérico o sistema claramente

segura a liberacdo do EFZ.

Figura 38 - Perfil de dissolucéo do Sistema EFZ:nZIF-8 1:1 obtido em etanol em pH 1,2, 4,5 ¢ 6,8.

—®— SIS EFZ:nZIF-8 ET 1.1 (pH 1,2)

—e— SIS EFZ:nZIF-8 ET 1.1 (pH 4,5)
100 4 —A— SIS EFZ:nZIF-8 ET 1.1 (pH 6.8)
804 =
S
<
el
£ 60-
=
= ]
5 a0
o
S 20
o
0 -
Yy
I ! | ! I ! | ' I 70 T
0 2 4 6 8 24 48

Fonte: Autoria prépria.

Ainda é importante mencionar que as condigdes de dissolucdo ideais preconizadas pela
USP 41 para formas farmacéuticas finais visam uma liberacdo igual ou superior a 85% do
farmaco. Entretanto, apenas para o pH 1,2, houveram liberagdes de EFZ iguais a esse teor no
periodo de tempo avaliado, enquanto que as amostras das MFs e dos sistemas nos pHs 4,5 e 6,8

ndo liberaram esse percentual de farmaco durante todo o tempo de estudo, porém, esse
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parametro de liberacdo é utilizado para formas farmacéuticas acabadas enquanto que o trabalho
em questdo desenvolveu sistemas para futura veiculacdo nelas. Os sistemas desenvolvidos se
mostraram capazes de modular a liberacdo do farmaco e proporcionar as futuras formulacdes a
possibilidade de alterar a dose de EFZ veiculada, visto que, com um controle maior da
porcentagem de farmaco a ser liberada em fungdo do tempo pode-se obter caracteristicas
melhores de biodisponibilidade do EFZ e consequentemente menores complicagdes em sua
utilizacdo (USP, 2018).

Vale salientar também, que o estudo de dissolucédo dos sistemas foi realizado em meios
sem a adi¢do do tensoativo LSS, visando observar um possivel incremento de solubilidade por
parte da nZIF-8 ao farmaco, porém, nenhuma solubilizacdo dos sistemas foi obtida,
impossibilitando a observacdo dos perfis de dissolucdo das amostras. Sendo assim, tal
metodologia foi considerada ineficiente para o estudo e todos os testes passaram a ser realizados
com a presenca do tensoativo.

Por fim, os resultados dos perfis de dissolugdo podem ser confirmados por meio da
analise da area sob a curva (AUC) e eficiéncia de dissolucdo (ED%), sendo possivel verificar
ao final da dissolugéo que os sistemas apresentaram valores mais baixos de AUC e ED% que 0
farmaco isolado e as misturas fisicas independente do tempo. Os dados exibidos na Tabela 11
constatam a eficécia dos sistemas desenvolvidos em modular a liberacdo do EFZ.

Tabela 11 - Valores de AUC [EFZ (%) x h] e ED (%) obtidos a partir dos perfis de dissolucdo do EFZ, MFs e

sistemas EFZ:nZIF-8 obtidos em etanol e metanol.

Tempo EFZ MF EFZ:nZIF-8 MF EFZ:nZIF-8 SISEFZ:nZIF-8 SIS EFZ:nZIF-8
pH () MET ET MET ET
AUC ED AUC ED AUC ED AUC ED AUC ED
(%) (%) (%) (%) (%)
1 6463 0646 5983 0598 5428 0,542 469 0469 469 0,469
1,2 8 7536 0942 5726 0715 5224 0653 3968 0496 4047 0505

48 4843 1,009 4085 0,8511 3693 0,7694 3661 0,762 3662 0,763
1 56,10 0,561 41,67 0,416 36,92 0,369 21,51 0,215 4,619 0,046
45 8 7134 0,891 5181 0,647 494,5 0,618 285,9 0,357 214,2 0,267
48 4745 0,988 3744 0,780 3362 0,700 2126 0,443 1878 0,391
1 50,01 0,500 22,10 0,221 40,29 0,402 13,70 0,137 8,457 0,084
6,8 8 6781 0,847 296,1 0,370 601,2 0,751 185,0 0,231 119,8 0,145
48 4848 1,010 2000 0,416 4449 0,927 1538 0,320 1162 0,242

Fonte: Autoria prépria.
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5 CONCLUSAO

Diante do exposto neste presente trabalho, foi possivel concluir que, o estudo de
obtencgéo dos sistemas empregando o EFZ e a nZIF-8, variando os solventes de obtencéo, as
proporcOes dos materiais e as horas de agitacdo através do método de obtencdo ex situ, visou
otimizar a eficiéncia de incorporacéo (E1%) do EFZ nos sistemas. Este estudo possibilitou obter
ao final dois sistemas com bons percentuais de incorporacdo, estes foram: SIS EFZ:nZIF-8 ET
1.1 = 28,34% ap06s 6 horas de agitacdo e SIS EFZ:nZIF-8 3.1 = 28,67% apds 12 horas de
agitacdo.

O método de quantificacdo do EFZ, foi revalidado de acordo com a RDC 166 de 2017
da ANIVISA e demonstrou-se linear, preciso, exato e seletivo para os parametros avaliados. O
efeito matriz demonstrou ainda que a metodologia empregada na revalidacéo foi adequada para
substituir o método ja validado, pois ndo houveram diferencas significativas entre os resultados
obtidos com a adic¢do do acido.

A técnica de caracterizacdo fisico-quimica, FTIR, utilizada sob as amostras
evidenciaram a formacéo dos sistemas, principalmente devido as comparages realizadas com
0s materiais isolados e suas misturas fisicas correspondentes.

As analises térmicas, TG e DSC, avaliaram a influéncia que a nZIF-8 exerce sobre o
EFZ, caracterizada pelas alteracdes sobre seu comportamento térmico, visto que, nas curvas
DSC das MFs foram notados picos de fusdo do farmaco bastante reduzidos e nas curvas dos
sistemas o desaparecimento destes e uma maior similaridade com a nZIF-8 que por sua vez
apresenta uma melhor estabilidade térmica, sugerindo que os sistemas podem ter possibilitado
a solvatacdo do EFZ e a amorfizagdo do mesmo.

Os difratogramas obtidos para as amostras apontaram para a formacéo dos sistemas e
para manutencdo do padrdo de cristalinidade dos mesmos. Através do calculo do espacamento
basal foi possivel observar que o tipo de ligacdo que ocorre nos sistemas entre 0 EFZ e a nZIF-
8 é sugestiva de uma adsorcao do farmaco a superficie do nanocarreador, caracterizando uma
interacdo fisica. As eletromicrografias corroboraram com todas as caracterizacgdes realizadas no
trabalho, pois apontaram para modificagdo das morfologias dos insumos isolados nos sistemas,
indicando que o EFZ encontra-se solvatado nos poros da nZIF-8.

Nos ensaios de dissolucdo in vitro, sob condices sink foi possivel observar que, nas trés
variacoes de pH (1,2; 4,5 e 6,8) os sistemas SIS EFZ:nZIF-8 MET 3.1 e SIS EFZ:nZIF-8 ET

1.1 modularam a liberacdo do EFZ, em comparacdo com o perfil de liberacdo do farmaco
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isolado e com as MFs, de modo que, 0s percentuais de EFZ liberados nos meios por esses
sistemas foram de: (88,56% e 86,47%), (51,25% e 49,44%) e (37,38% e 31,61%),
respectivamente, apds 48h de estudos para os meios pH 1,2; 4,5 e 6,8. Assim, nota-se que
quanto mais acido o pH maior serd o percentual de farmaco liberado pela nZIF-8 e quanto
menor o pH, menor o percentual de farmaco liberado. Porém, em ambas as condigdes, 0s
sistemas prolongaram a liberagcdo do mesmo.

Ainda no estudo de dissolucéo, o sistema SIS EFZ:nZIF-8 ET 1.1 apresentou menores
valores de AUC que o EFZ e a MF, evidenciando melhor resposta quanto ao controle da
liberacdo do farmaco. Além disso, devido ao menor tempo gasto para obtencdo desse sistema,
torna-se uma melhor opgéo de escolha, que o SIS EFZ:nZIF-8 MET 3.1, ou seja, possui melhor
desempenho.

Dessa forma, obtiveram-se sistemas nanoparticulados adequados, capazes prolongar a
liberacdo do EFZ, de forma a contribuir com a superagéo de limitagfes de biodisponibilidade

que o farmaco possui.

5.1 PERSPECTIVAS

e Realizar anélises de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) e tamanho de particula
(volume e tamanho de poro das amostras), para melhor elucidar a formacéo dos sistemas
EFZ:nZIF-8,;

e Avaliar a biodisponibilidade do sistema obtido a base de EFZ:nZIF-8 atraves de ensaios
farmacocinéticos;

e Desenvolver formulacéo farmacéutica a partir do melhor sistema de liberacao, seguido
dos controles de qualidade pertinentes;

e Realizar deposito de pedido de patente no Instituto Nacional da Propriedade Industrial
(INPI) dos sistemas EFZ:nZIF-8 obtidos;
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APENDICE A - CURVAS DE TG EDTA DA nZIF-8

TGA DTA
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ANEXO A - ARTIGO ORIGINAL ACEITO PELA REVISTA CURRENT HIV

RESEARCH, INTITULADO: “PROLONGED RELEASE OF ANTI-

RETROVIRAL EFAVIRENZ FROM SYSTEM USING ZIF-8 AS CARRIER”.

RESEARCH ARTICLE

Prolonged Release of Anti-Retroviral Efavirenz From System Using Z1F-8

L:f' as Carrier

Alinne Elida Gongalves Alves Tabosa'’, Aline Silva Ferreira', Natalia Millena da Silva', Débora
Dolores Souza da Silva Nascimento', Leslie Raphael de Moura Ferraz', José Yago Rodrigues
Silva®, Severino Alves Junior’, Rosali Maria Ferreira da Silva’, Larissa Araiijo Rolim® and Pedro

Jose Rolim-Neto'

‘Laboratory of Medication Technology, Department of Pharmaceutical Sclences, Federal University of Pernambuco,
Av. Prof. Arthur de S84, sh, Cidade Universitdria, 507 40-521, Recife-PE, Brazil; "Laboratory Rare Earths BSTR, Fun-
damental Departament of Chemistry, Federal University of Pernambuco, Av. Jornalista Anibal Fernandes, s/n - Ci-
dade Universitdria, 50740-560, Recife-PE, Brazil; "Central Analytical of Drugs, Medicines and Food, Federal Univer-
sity of Vale do Sdo Francisco, Av. José de S& Manigoba, si, Centro, 56304-917, Petrolina-PE, Brazil

ARTICLE HISTORY
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@ CrossMark

Abstract: Background: Acquired Immunodeliciency Syndrome (AIDS) i & msjor public health
problem in the workl. One of the highly eflective drugs in anti-HIV therapy & efavirenz (EFZ),
which is classified &5 Class 11 according to the Classification System of Bioph icak, pre-
senting low solubility and high permeshility, this being an obstacle relsted to the drug.

Objecsive: This study simed to obtain an innovative system based on EF Z and the Zeolitic Imidazo-
Iste Framework (ZIF-8) © use in the develop of prolonged.-rel pharm tical forms that
can circumvent this problem,

Methods: The EFZ: ZIF-8 system was obtsined by 2 selected ex-situ method due © its higher incor-
porstion efficiency. Different charscierization techniques commoborated the obtainment of the sys-
fem, and drug relesse was analyzed by dissolution testing under sink conditions, the profiles being
adjusted © some kinstic models.

Resulss: At pH 1.2, the structure of ZIF-8 breaks down rapidly, relessing 2 large amount of drug
within either 3h or short time, In the pH 4.5 and 6 8 medium, the EFZ relesse from the EFZ: ZIF-8
system obtaned i ethanol was prolonged, relessing 95% of the drug in 2dh st pH 4.5 and 75%
medium o pH 6.8,

Conclusion: It s evident that 2 promising pH-sensitive system was obtamed using ZIF-8 a5 2 nov-
el camier of EFZ intended for the altemative trestment of AIDS.

Keywords: HIV, AIDS, anti-HIV agents, dissolution, metal-organic frameworks, drug release.
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ANEXO B - RESUMO DE TRABALHO APRESENTADO NO | COLOQUIO
REGIONAL EM MORTEC (RECIFE, PE —2018) INTITULADO: “NMOFS

COMO POTENCIAL ALTERNATIVA PARA DESENVOLVIMENTO DE

~

DRUG DELIVERY SYSTEMS ANTICANCER™.
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