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RESUMO

O Efavirenz (EFZ) é um farmaco da classe dos Inibidores Ndo-Nucleosideos da Transcriptase
Reversa (ITRNN), extensamente utilizado na terapia anti-HIV. Entretanto, o EFZ ¢
classificado como classe |1, segundo Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica, apresentando
baixa solubilidade e alta permeabilidade. Um dos grandes problemas deste farmaco sdo os
tratamentos prolongados, bem como a alta incidéncia de reagOes adversas. Parte destes
problemas pode ser reduzidos com associacdo do farmaco a uma estrutura que modifique a
liberagdo do mesmo, modulando-a e prolongando a sua dissolucdo. Assim, esse trabalho
objetivou obter e caracterizar sistemas contendo EFZ e uma estrutura organometélica - Metal
Organic Framework (MOF) chamada Zeolitic Imidazolate Framework (ZIF-8), a fim de ser
utilizada nos estudos de pré-formulacdo de forma farmacéutica de liberagdo prolongada para a
terapia anti-HIV. Os sistemas foram obtidos apds agitagdo do farmaco e da ZIF-8 em
diferentes solventes (etanol e metanol) para que fosse escolhido o melhor metodo, seguindo a
obtencdo com a secagem. Quanto as caracterizacdes, estas foram realizadas por meio de
diferentes técnicas analiticas (espectroscopia de absor¢do na regido do ultravioleta-visivel,
analise térmica, espectroscopia de absorcdo na regido do infravermelho com transformada de
Fourier, difratometria de raios-X, microscopia eletrénica de varredura, anélise de tamanho de
particula, area superficial e tamanho e volume de poros) para garantir a obtencdo do sistema,
prosseguindo com os ensaios de dissolucdo que evidenciaram o comportamento de liberacéo
do EFZ em diferentes pH’s quando associado aos materiais organometalicos. Os perfis de
dissolucdo foram analisados por meio da area sob a curva (AUC) e ajuste de seus resultados
guanto aos modelos cinéticos. Por meio dos métodos desenvolvidos a obtencdo realizada com
o0 etanol como solvente conseguiu um valor de 15% de incorporacdo do farmaco a ZIF-8,
enquanto a obtencdo em metanol atingiu 27%. Através das analises térmicas, dos espectros de
FT-IR, difratogramas de DR-X e demais analises realizadas ficou comprovada a obtencédo do
sistema EFZ:ZIF-8 por meio da adsor¢do do farmaco ao material organometalico. Com o
estudo de dissolucdo, verificou-se que o sistema EFZ:ZIF-8 Etanol (1:1) conseguiu uma
melhor modulacdo na liberacdo do farmaco de acordo com o pH utilizado, onde em pH 1,2 o
sistema liberou uma grande quantidade de farmaco em um curto intervalo de tempo, atingindo
90% de liberacdo em 2h, em pH 4,5 a liberacdo de 95% do farmaco aconteceu em 24h, ja em
pH 6,8 houve uma liberagdo gradual atingindo uma porcentagem de 85% em 48h. O presente
trabalho trouxe informacdes relevantes para o desenvolvimento de formas farmacéuticas de

liberacdo prolongada que utilize o EFZ como insumo farmacéutico ativo.



Palavras-chave: Efavirenz. HIV. Compostos Organometélicos. Dissolucdo. Liberacdo

Controlada de Farmacos.



ABSTRACT

Efavirenz (EFZ) is a drug of the class of Non-Nucleoside Reverse Transcriptase Inhibitors
(NNRTIs), widely used in anti-HIV therapy. However, EFZ is classified as Class I,
according to the Biopharmaceutical Classification System, presenting low solubility and high
permeability. Among the problems with this drug are: long term treatment and the high
incidence of adverse reactions. Many of these problems can be reduced associating the drug
with a structure that modulates its release. Thus, this study aimed to obtain and characterize
the EFZ systems with a Metal Organic Framework (MOF) called Zeolitic Imidazolate
Framework (ZIF-8), to be used in pre-formulation studies of extended release dosage form, as
an anti-HIV therapy. The systems were obtained after stirring the drug and ZIF-8 in different
solvents (water and acetone), followed by drying, in order to choose the best method of
obtaining. The characterizations were performed using different techniques (absorption
spectroscopy in the ultraviolet region, thermal analysis, absorption spectroscopy in the
infrared with Fourier transform, x-ray diffractometry, scanning electron microscopy, particle
size, surface area nalysis and size and pore volume) to ensure the achievement of the system.
Then they were carried out dissolution tests, which showed the EFZ release behavior at
different pH’s when associated with organometallic materials. The dissolution profiles were
analyzed by area under the curve (AUC), dissolution efficiency (DE%) and release Kinetic
models. The obtaining realized with ethanol as the solvent reach a value of 15% of drug
incorporation on ZIF-8 and it was determined as the standard obtaining method. Thermal
analysis, FTIR, XRD and other analyses corroborate the results that confirms the formation of
EFZ:ZIF-8 system, even though by adsorption of the drug to the organometallic material.
With dissolution study it the EFZ: ZIF-8 Ethanol (1:1) system achieved a better modulation in
drug release according to the pH used. At pH 1.2 the system released a large amount of drug
in a short period of time, up to 90% release in 2 hours. At pH 4.5 the release of 95% of the
drug occurred in 24h, already at pH 6.8 there was a gradual release reaching a percentage of
85% in 48h. This study brought relevant information for the development of extended-release

dosage forms using the EFZ as an active pharmaceutical ingredient.

Keywords: Efavirenz. HIV. Organometallic Compounds. Dissolution. Drug Release.
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1 INTRODUCAO

A Sindrome de Imunodeficiéncia Adquirida (do inglés AIDS) continua sendo um dos
principais problemas de salude publica mundial, nos dltimos 30 anos, foi constatado que ja
houve mais de 60 milhdes de pessoas infectadas e 20 milhGes de mortes por infeccdo pelo
Virus da Imunodeficiéncia Humana (do inglés HIV), sendo que, dois tercos desta populacéo
residem na Africa Subsaariana, onde o acesso a terapia antirretroviral é bastante limitado
(MINISTERIO DA SAUDE, 2015).

O arsenal terapéutico antirretroviral é composto atualmente por 23 farmacos
licenciados pelo FDA (Food and Drug Administration) para uso clinico. Com efeitos
benéficos indiscutiveis, o Efavirenz (EFZ) é um farmaco da classe dos Inibidores Nao-
Nucleosideos da Transcriptase Reversa (ITRNN), participante da terapia anti-retroviral de alta
eficacia (HAART) e extensamente utilizado na terapia anti-HIV. Entretanto, o EFZ é
classificado como classe |1, segundo Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica, apresentando
baixa solubilidade e alta permeabilidade. Isto é de extrema importancia no que tange
problemas de absorcdo no trato gastrointestinal e consequentemente, reduzida
biodisponibilidade (BASTOS et al., 2016; CAVALCANTE et al., 2017).

A dose recomendada de EFZ para adultos é de 600 mg uma vez ao dia, ja para
pacientes com idade entre trés e dezessete anos, a dose dependerd do peso corporal.
Entretanto, o EFZ ndo pode ser administrado como monoterapia, devendo ser associado a
outros ITRNN’s, o que pode dificultar a adesao do tratamento pelo paciente devido ao numero
de medicamentos ou a frequéncia com a qual estes sdo administrados (HARI et al., 2016).

A formulacdo ja existente no mercado é a de liberacdo convencional, onde sdo
desenvolvidas para liberar o farmaco rapidamente apds a administracdo, no entanto, a
descontinuacdo do tratamento ocorre em até 20% dos pacientes em uma terapia diaria devido
principalmente aos sintomas neuro-psiquiatricos centrais, tonturas, confusdo e sonhos
anormais. Em contrapartida, formulacdes de liberacdo modificada sdo concebidas para
modularem a liberacdo do farmaco, retardando ou prolongando a sua dissolucdo, no caso de
liberacdo prolongada os excipientes sdo destinados especificamente a modular a liberacdo do
principio ativo nos fluidos digestivos. O desenvolvimento de produtos farmacéuticos de
liberacdo prolongada tem sido de grande interesse, tanto para formulages de novos farmacos

como para o desenvolvimento de produtos contendo farmacos ja utilizados na terapéutica. Os
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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 adeséo do paciente ao tratamento (CARBINATTO, 2014,
NART, 2015).

Neste contexto, 0s excipientes farmacéuticos possibilitam, entre outras fungdes,
melhorar a disponibilidade biolégica do farmaco e modificar sua liberagdo. O tradicional
conceito de excipiente, como sendo simples adjuvante e wveiculo, quimica e
farmacologicamente inerte, vem se tornando obsoleto. Atualmente, os excipientes sdo
considerados constituintes essenciais da formulagdo, capazes de garantir o bom desempenho
do medicamento e otimizar o alcance e manutengéo do efeito terapéutico (ELDER; KUENTZ;
HOLM, 2016).

A partir dos entraves apresentados pelo EFZ, faz-se necessario o desenvolvimento de
novos excipientes farmacéuticos capazes de incrementar a solubilidade em agua de farmacos
pouco soluveis, protegé-los fisico-quimicamente e modificar sua liberacdo para melhor adeséo
do paciente e diminuicdo de efeitos toxicos. Diversos excipientes com capacidade para
controlar a liberacdo de farmacos tém sido descritos, entre eles, as redes organometéalicas de
coordenacdo, do inglés Metal Organic Framework (MOF), obtidas a partir de compostos
hibridos. Os materiais inorganicos apresentam propriedades promissoras para serem utilizados
como carregadores, tais como boa biodisponibilidade, baixa toxicidade, alta
biocompatibilidade, alta capacidade de insercdo de espécies ibnicas, possibilidade de
funcionalizacdo da superficie, aumento da estabilidade das espécies inseridas e promocéo de
sua liberacdo sustentada (KOTZABASAKI et al., 2017).

Pertencente a um subgrupo de MOF’s, tém-se Zeolitic Imidazolate Framework (ZIF-
8), um imidazolato zeolitico que possui diversidade estrutural e estabilidade excepcional. Séo
materiais que apresentam propriedades estruturais atraentes e grande potencial de
armazenamento de produtos quimicos, encapsulacdo e liberacdo controlada, além de
apresentar outra caracteristica muito importante, a baixa toxicidade (AMARANTE et al.,
2016).

Logo, o desenvolvimento de sistemas EFZ:ZIF-8 utilizando excipientes que
possibilitem a liberacdo prolongada permite melhor controle da cinética de liberacdo do

farmaco de seu respectivo carreador. Nesse aspecto, é possivel estabelecer niveis plasmaticos
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terapéuticos constantes por tempo prolongado, com menores efeitos toxicos e melhora na

ades&o do paciente ao tratamento.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver sistemas de liberacdo prolongada a base de efavirenz, contendo os

inovadores excipientes organometalicos MOF’s como moduladores de liberagdo do farmaco.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Desenvolver método ex situ para obtencéo dos sistemas EFZ:ZIF-8;

e Obter a partir de um planejamento experimental misturas fisicas (MF) e sistemas
EFZ:ZIF-8 em diferentes proporcdes;

e Caracterizar o EFZ, ZIF-8, MF e sistemas por meio de diversas técnicas analiticas;

e Revalidar metodologia por UV-Visivel para doseamento do farmaco nos sistemas
EFZ:MOF,;

e Obter docking molecular para avaliar a afinidade entre 0 EFZ e a ZIF-8;

e Realizar estudo de dissolucdo in vitro do EFZ, dos sistemas EFZ:ZIF-8 e de suas
respectivas MFs nas condicbes sink, a fim de observar o perfil de liberacdo do

farmaco.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 SINDROME DA IMUNODEFICIENCIA ADQUIRIDA - AIDS

A AIDS foi reconhecida em meados de 1980, nos EUA, a partir da identificacdo de um
namero elevado de pacientes adultos do sexo masculino, homossexuais e moradores de San
Francisco, que apresentaram “Sarcoma de Kaposi”, pneumonia por Pneumocystis jirovesi e
comprometimento do sistema imune, os quais sabemos hoje, sdo caracteristicas tipicas da
AIDS. Sendo esta uma doenca emergente, grave, causada pelo virus do HIV, retrovirus
adquirido principalmente por via sexual (sexo desprotegido), sanguinea e por meio de objetos
perfuro-cortantes contaminados, uma outra maneira é a vertical (mée para filho durante a
gestacdo, parto ou aleitamento). O virus do HIV se reproduz no corpo humano nos linfocitos
TCDA4+, tornando o corpo vulneravel a infeccdo por doengas oportunistas, surgindo assim, a
Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida, chamada de AIDS ou SIDA. Destaca-se entre as
enfermidades infecciosas emergentes pela grande magnitude e extensdo dos danos causados
as populacdes e, desde a sua origem, cada uma de suas caracteristicas e repercussdes tem sido
exaustivamente discutida pela comunidade cientifica e pela sociedade em geral (COSTA et
al., 2015; LIMA; CECILIO; BONAFE, 2013; MINISTERIO DA SAUDE, 2015).

A versdo simia do HIV (Virus da Imunodeficiéncia Humana) provavelmente foi
transmitida do seu hospedeiro natural, o chimpanzé, para 0 homem do inicio ao meio dos anos
do século XX. Essa propagacdo do virus foi inicialmente lenta e focal, mas tornou-se
explosiva devido a rapida urbanizacdo na era pds-colonial. Pouco depois de conquistar uma
posse mais profunda nas cidades africanas, o HIV rapidamente se espalhou pelo mundo,
aparecendo em individuos em risco na maioria das regides em meados dos anos 70. Apos se
infectar pelo virus, uma pessoa pode permanecer durante anos com 0 mesmo no organismo,
sem apresentar nenhum sintoma. Nesse caso, dizemos que a pessoa é portadora do HIV
(MINISTERIO DA SAUDE, 2015).

Em 1983, o HIV-1 foi isolado de pacientes com AIDS pelos pesquisadores Luc
Montaigner, na Franca, e Robert Gallo, nos EUA, recebendo os nomes de LAV

(Lymphadenopathy Associated Virus ou Virus Associado a Linfadenopatia) e HTLV-III
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(Human T-Lymphotrophic Virus ou Virus T-Linfotrépico Humano tipo Ill) respectivamente
nos dois paises. Em 1986, foi identificado um segundo agente etiolégico, também retrovirus,
com caracteristicas semelhantes ao HIV-1, denominado HIV-2. Nesse mesmo ano, um comité
internacional recomendou o termo HIV para denomina-lo, reconhecendo-o como capaz de
infectar seres humanos (HERTOG e SAWYER, 2015).

O ciclo do HIV (Figura 1) inicia-se na corrente sanguinea, onde glicoproteinas virais
(gp120) atinge alguns tipos de células, especialmente os linfocitos T, que séo essenciais para a
capacidade do organismo de montar uma resposta imunolégica contra virus e bactérias, uma
pessoa saudavel tem entre 500 e 1500 células CD4 por mm? de sangue, ja a pessoa infectada
apresenta um nimero abaixo de 200. As proteinas de envelope prendem-se a dois receptores
na superficie das células e a interacéo entre eles promove a fusdo da membrana do virus com
a célula hospedeira, apos a fusdo do envelope viral 8 membrana plasmatica da celula-alvo, o
nucleocapsideo € descoberto, e isto é facilitado pela presenca da ciclofilina A. O material
genético do virus deixa a membrana viral e as proteinas de envelope, dentro da célula, a
proteina central libera acido ribonucleico (ARN, do inglés “RNA”) e enzimas virais
(transcriptase reversa, integrase e proteases) para o0 citoplasma da célula hospedeira, em
seguida, ocorre a transcrigdo do RNA em &cido desoxirribonucleico (ADN, do inglés “DNA”)
com uma posterior ligacdo entre o codigo genético do HIV com o DNA da célula hospedeira,
que entra no nucleo como complexo de pré-integracdo contendo proteina vpr e integrase,
somente o VDNA linear é capaz de se integrar ao acaso a0 cromossomo hospedeiro. Outras
formas de fragmentos de VDNA linear parcialmente transcritos, além do VDNA epissomal
circular de repeticdes terminais longas (LTR) 1 e 2 sdo incapazes de integracdo. A transcricao
do molde de DNA pré-viral gera RNA viral gendmico, enquanto o splicing alternativo do
RNA mensageiro (mMRNA) cria espécies de mRNA viral de splicing codificadoras de
proteinas virais acessorias e espécies de mRNA viral sem splicing codificadoras de
poliproteinas estruturais virais. Todos 0s transcritos sdo exportados para o citoplasma, onde o
processamento e a montagem comecam a ocorrer junto ao reticulo endoplasmaético e
complexo de Golgi. Os polipeptideos virais, protease, RNA viral e outros constituintes do
core viral ficam condensados em areas da membrana plasmatica que ja possuem actmulos de
proteinas do envelope viral (gp120/gp41). Ocorre, entdo, o brotamento dos virions e o core do
nucleocapsideo do virion imaturo sobre maturacéo proteolitica adicional no meio extracelular
(COSTA et al., 2015; HERTOG e SAWYER, 2015).
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Figura 1 — Ciclo de replicacdo do HIV.

7" Reticulo -
\ endoplasmético.’ ,’ ’
A - 3P

Fonte: HOFFMANN e GALLANT, 2007.

A infeccdo pelo HIV pode ser dividida em algumas fases clinicas, porém o curso da

infeccdo varia muito de pessoa para pessoa:

Infeccdo aguda

A infeccdo aguda, que geralmente dura de 2 a 8 semanas, também chamada de sindrome
da infeccdo retroviral aguda ou infeccdo primaria, ocorre em cerca de 50% a 90% dos
pacientes, seu diagndstico é pouco realizado devido ao baixo indice de suspeita, sendo, em
sua maioria, retrospectivo. O tempo entre a exposicdo e 0s sintomas € de cinco a 30 dias e a
historia natural da infec¢do aguda caracteriza-se tanto por viremia elevada, como por resposta
imune intensa, durante o pico de viremia, ocorre diminui¢do rapida dos linfocitos T CD4 +,
que posteriormente aumentam, mas geralmente ndo retornam aos niveis prévios a infeccéo.
Observa-se, também, aumento do nimero absoluto de linfocitos T CD8+ circulantes, com a
inversdo da relacdo CD4+/CD8+, que se torna menor que um. Este aumento de células T
CD8+, provavelmente, reflete uma resposta T citotoxica potente, que € detectada antes do
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aparecimento de anticorpos neutralizantes. Existem evidéncias de que a imunidade celular
desempenha papel fundamental no controle da viremia na infecgdo primaria (MINISTERIO
DA SAUDE, 2015).

Os sintomas aparecem durante o pico da viremia e da atividade imunoldgica, as
manifestagdes clinicas podem variar, desde quadro gripal até uma sindrome
mononucleose-like. Além de sintomas de infeccdo viral, como febre, adenopatia,
faringite, mialgia, artralgia, rash cutaneo maculopapular eritematoso, ulceragfes
mucocutaneas envolvendo mucosa oral, es6fago e genitalia, hiporexia, adinamia, cefaléia,
fotofobia, hepatoesplenomegalia, perda de peso, nauseas e vémitos; os pacientes podem
apresentar candidiase oral, neuropatia periférica, meningoencefalite asséptica e sindrome de
Guillain-Barré. Os achados laboratoriais inespecificos séo transitorios, e incluem: linfopenia
sequida de linfocitose, presenca de linfocitos atipicos, plaquetopenia e elevacdo sérica das
enzimas hepéaticas. Os sintomas duram, em média, 14 dias, sendo o quadro clinico
autolimitado. A ocorréncia da sindrome de infecgéo retroviral aguda clinicamente importante
ou a persisténcia dos sintomas por mais de 14 dias parecem estar relacionadas com a evolucéo
mais rapida para AIDS (MINISTERIO DA SAUDE, 2003).

Apos a resolucdo da fase aguda, ocorre a estabilizacdo da viremia em niveis variaveis
(set points), definidos pela velocidade da replicacdo e clareamento viral. O set point €
fator progndstico de evolucdo da doenca. A queda da contagem de linfécitos T CD4+,
de 30 a 90 células por ano, estd diretamente relacionada a velocidade da replicacdo
viral e progressao para a AIDS (JANSEN; BAARLE; MIEDEMA, 2006).

Fase assintomatica

Na infeccdo precoce pelo HIV, também conhecida como fase assintomatica, o estado
clinico basico € minimo ou inexistente, caracterizada por um esgotamento lento e gradual dos
linfocitos T CD4, mas a taxa de declinio varia substancialmente entre os individuos, essa fase
pode durar de 8 a 10 anos, dependendo de cada caso. Alguns pacientes podem apresentar uma
linfoadenopatia generalizada persistente, "flutuante™ e indolor. Portanto, a abordagem clinica
nestes individuos no inicio de seu seguimento prende-se a uma historia clinica prévia,
investigando condig6es de base como hipertensdo arterial sistémica, diabetes, DPOC, doengas

hepaticas, renais, pulmonares, intestinais, doencas sexualmente transmissiveis, tuberculose e
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outras doencas endémicas, doencas psiquiatricas, uso prévio ou atual de medicamentos,
enfim, situagdes que podem complicar ou serem agravantes em alguma fase de
desenvolvimento da doenga pelo HIV. A histdria familiar, habitos de vida, como também uma
avaliacdo do perfil emocional e psicossocial do paciente, seu nivel de entendimento e
orientacdo sobre a doenca sdo extremamente importantes. No que diz respeito a avaliagdo
laboratorial nesta fase, uma ampla variedade de alteracbes podem estar presentes
(MINISTERIO DA SAUDE, 2015; TOULOUMI e HATZAKIS, 2000).

Fase sintomatica inicial

Sudorese noturna é queixa bastante comum e tipicamente inespecifica entre 0s pacientes
com infeccdo sintomatica inicial pelo HIV, pode ser recorrente e pode ou ndo vir
acompanhada de febre. Nessa situacdo deve ser considerada a possibilidade de infeccéo
oportunista, particularmente tuberculose, lancando-se médo de investigacdo clinica e
laboratorial especificas. Fadiga tambem é freqiente manifestacdo da infeccdo sintomatica
inicial pelo HIV e pode ser referida como mais intensa no final de tarde e apds atividade fisica
excessiva, fadiga progressiva e debilitante deve alertar para a presenca de infeccéo
oportunista, devendo ser sempre pesquisada.

Emagrecimento € um dos mais comuns entre 0s sintomas gerais associados com
infeccdo pelo HIV, sendo referido em 95-100% dos pacientes com doenca em progressao,
geralmente encontra-se associado a outras condi¢cbes como anorexia. A associacdo com
diarréia aquosa o faz mais intenso, consistindo em manifestacdo freqiiente da infeccdo pelo
HIV desde sua fase inicial. Determinar a causa da diarréia pode ser dificil e o exame das fezes
para agentes especificos se faz necessario, na infeccéo precoce pelo HIV, patdgenos entéricos
mais comuns devem ser suspeitos: Salmonella sp, Shigella sp, Campylobacter sp, Giardia
lamblia, Entamoeba histolytica, adenovirus, rotavirus. Agentes como Cryptosporidium
parvum e Isospora belli, geralmente reconhecidos em fase mais avancada da doenca causada
pelo HIV, podem apresentar-se como expressao clinica autolimitada, principalmente com a
elevacdo da contagem de células T CD4+ obtida com o inicio do tratamento antiretroviral.

Quando a identificacdo torna-se dificil ou falha, provas terapéuticas empiricas podem
ser langadas, baseando-se nas caracteristicas epidemiologicas e clinicas do quadro. A

gengivite e outras doencas periodontais podem manifestar-se de forma leve ou agressiva em
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pacientes com infeccdo pelo HIV, sendo a evolucéo rapidamente progressiva, observada em
estagios mais avancados da doenca, levando a um processo necrotizante acompanhado de dor,
perda de tecidos moles periodontais, exposicao e sequestro 6sseo (COSTA et al., 2015).

Segundo relatérios mais recentes da UNAIDS, cerca de 37,9 milhdes de pessoas em
todo o mundo vivem com a sindrome até o final de 2018, um incremento de mais de 1 milh&o
de pessoas quando comparado com o Ultimo estudo. Na américa latina estima-se que 100.000
pessoas adquiriram HIV, um aumento de 7% comparado aos estudos de 2010. A elevacdo foi
induzida pelos aumentos que ocorreram no Chile (34%), Bolivia (22%) e Brasil (21%). Nos
quais 40% das novas infec¢Bes foram entre homens gays ou homens que tiveram sexo com
outro homem. Entretanto, o balanco anual de mortes por doencas associadas a AIDS na
américa latina teve um declinio de 14% entre 2010 e 2018, estimando-se que 35.000 pessoas
tenham perdido a vida devido a doengas associadas com a AIDS (UNAIDS, 2019).

Nos ultimos dois anos, 0 nimero de pessoas que vivem com o HIV em terapia anti-
retroviral aumentou em cerca de um terco, atingindo 17,0 milhdes de pessoas — 2 milhdes a
mais do que os 15 milhdes até 2015 fixados pela Assembléia Geral das Nac¢6es Unidas. Desde
a primeira meta de tratamento que foi estabelecida em 2003, as mortes relacionadas com a
AIDS diminuiram em 43%. Na regi&o mais afetada do mundo, Africa Oriental e Australia, o
namero de pessoas em tratamento mais do que duplicou desde 2010, atingindo cerca de 10,3
milhdes de pessoas, as mortes relacionadas com a AIDS na regido diminuiram 36% desde
2010 (UNAIDS, 2016).

O tratamento antirretroviral (TAR) teve inicio em 1987 com a aprovacdo da zidovudina
(AZT) pela vigilancia sanitaria americana, mas apenas em meados de 1992 foi que o governo
federal autorizou a distribuicdo gratuita deste medicamento no Brasil permitindo reduzir em
50% a mortalidade por AIDS no pais e aumentou em 80% o tratamento para as doencas
oportunistas, o que reflete melhor qualidade de vida das pessoas que vivem com HIV/AIDS.
Desde entdo, outros farmacos foram liberados para uso e classificados de acordo com o tipo
de enzima que eles podem inibir durante a replicacdo do virus. Os classicos sdo os inibidores
da transcriptase reversa (ITR) inibidores da transcriptase reversa nucleosideos (ITRNS),
inibidores da transcriptase reversa ndo-nucleosideos (ITRNNSs) e inibidores de protease (IP).

A transcriptase reversa (TR) € muito importante no ciclo do HIV, atuando na
recodificagdo do material genético do virus, convertendo-o de RNA para DNA, as principais

classes de medicamentos que blogueiam a acdo viral neste estidgio sdo os ITRNs e 0s
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ITRNNSs. Os nucleosideos, por a¢do enzimatica, sofrem trifosforilacdo, transformando-se em
metabolitos, que sdo os reais inibidores da TR, como 0s nucleotideos apresentam em sua
estrutura um grupo fosfato, eles necessitam apenas de duas fosforilagdes para impedir a
transcricdo do RNA em DNA. Os ITRNNs séo inibidores ndo competitivos, que se ligam a
um sitio alostérico da enzima, provocando a restricdo da mobilidade e flexibilidade do sitio
ativo responsavel pela formacdo da dupla hélice de DNA e, entdo levando a uma dréstica
reducdo na eficiéncia da enzima. Os inibidores da protease agem no Ultimo estagio da
formacdo do HIV, impedindo a acdo da enzima protease que é fundamental para a clivagem
das cadeias protéicas produzidas pela célula infectada em proteinas virais estruturais e
enzimas que formardo cada particula do HIV (COSTA et al., 2015).

O aumento na sobrevida e uma melhora na qualidade de vida dos portadores do HIV
foi atingida por meio do TAR. No entanto, a pratica da monoterapia funcional, que consiste
na administracdo de apenas um medicamento, resultou no aparecimento de resisténcias. Desde
entdo, recomenda-se 0 emprego da terapia combinada onde o tratamento anti-retroviral é
realizado com associacdo de duas ou mais drogas da mesma classe farmacoldgica (p ex. dois
analogos nucleosideos), ou de classes diferentes (p ex. dois analogos nucleosideos e um
inibidor de protease). Estudos multicéntricos demonstraram aumento na atividade anti-
retroviral (elevacdo de linfocitos T-CD4+ e reducdo nos titulos plasmaticos de RNA-HIV)
quando ha associacdo de drogas, particularmente reducéo da replicacao viral por potencializar
efeito terapéutico ou por sinergismo de acdo em sitios diferentes do ciclo de replicacdo viral,
outros estudos evidenciaram reducdo na emergéncia de cepas multirresistentes. As
associacdes podem ser feitas pelo uso de coquetéis (diferentes medicamentos ingeridos
simultaneamente) ou de formulacdes em dose fixa combinada (DFC) (COSTA et al., 2015;
MINISTERIO DA SAUDE, 2003).

3.2 EFAVIRENZ

Os farmacos anti-retrovirais sdo classificados pelo ciclo de vida viral que inibem e, em
alguns casos, pela sua estrutura quimica. Embora muitas drogas possam ter como alvo uma
Unica enzima, essas drogas tém perfis de efeitos colaterais Unicos, interagdes medicamentosas
e poténcia modificada. Por essas razdes, a maioria dos formularios permite acesso a todos 0s

medicamentos, mas essa pratica pode mudar uma vez que 0s medicamentos genéricos se
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tornam disponiveis e as diferencas de custo entre as op¢es terapéuticas se tornam mais
substanciais. O desenvolvimento de farmacos anti-retrovirais foi acelerado por testes
laboratoriais precisos, reprodutiveis e baratos. Em contraste com a maioria das doengas que
necessitam de reducdes na mortalidade ou nas taxas de eventos clinicos para estabelecer a
eficacia do tratamento, a maioria dos farmacos anti-retrovirais receberam aprovacédo acelerada
com base nas redugdes nas concentracdes da carga viral no plasma (VOLBERDING e
DEEKS, 2010).

Dentre os farmacos utilizados na terapia antirretroviral, tém-se o efavirenz (EFZ)
(Figura 2) (4S)-6-cloro-4-(2-ciclopropiletinil)-4-(trifluorometil)-1,4-dihidro-2H-3,1-
benzoxazin-2-ona farmaco recomendado pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) para
pacientes infectados com HIV, pertence a classe anti-retroviral de inibidores ndo nucleosideos
da transcriptase reversa (INNTR), permitindo que este entre e chegue ao nicleo da célula
infectada, assumindo o controle dos mecanismos de replicacdo, sendo assim um potente
farmaco anti-HIV. Por estas razfes e o fato de um menor risco de concentracdo sub-
terapéutica em relacdo a nevirapina ou inibidores de protease (IPs), 0 EFZ é uma das drogas
mais Uteis contra o virus da imunodeficiéncia humana, nas infec¢bes do tipo 1 (HIV-1) em
adultos e criancas, alem de ser um componente chave das combinacGes de tratamento
freqUientemente prescritas para a infeccdo. No entanto, a descontinuacdo do tratamento ocorre
em até 20% dos pacientes em uma terapia diaria baseada em EFV devido principalmente aos
sintomas neuro-psiquiatricos centrais, tonturas, confusdo e sonhos anormais (BASTOS et al.,
2016; CAVALCANTE et al., 2017; CUMMINS et al., 2015; MARQUES et al., 2017).

Figura 2 — Estrutura quimica do EFZ.

Fonte: MADHAVI et al., 2011.
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O EFV foi desenvolvido utilizando a abordagem do bioisoterismo com base na estrutura
da quinazolina L-608,788, esta ferramenta parte de uma modificagdo molecular do protétipo
com o objetivo de otimizagéo, alterando os fragmentos moleculares que exibem as mesmas
propriedades fisico-quimicas. Este f&rmaco contém na sua estrutura um carbono quiral que
confere atividade Optica de configuracdo S, j& a atividade bioldgica esta relacionada ao
enantidmero levagiro, é descrito como um sélido branco ou ligeiramente amarelo com ponto
de fusdo de 139 e 141 °C e pKa de 10,2, classifica-se como Classe 1l (baixa solubilidade em
agua, alta permeabilidade intestinal) de acordo com o Sistema de Classificacdo
Biofarmacéutica (BCS), mostrando ma absorcdo gastrointestinal devido & solubilidade
inadequada do farmaco em fluidos gastrointestinais, além disso, a biodisponibilidade oral
desta droga esté entre 40% e 45%. O Efavirenz ¢ metabolizado via citocromo hepatico P450 e
é tanto um substrato como um indutor das isoformas 2B6 e 3A4 do sistema citocromo, a
atividade variavel deste resulta na variabilidade interpaciente na depuracdo do farmaco, na
eficdcia e na toxicidade. Até a data, a gama de concentracfes plasmaticas recomendadas de
EFV as 12 h apés a dosagem é proposta para ser 1-4 mg/L (BASTOS et al., 2016;
FANDARUFF et al., 2015; MANOSUTHI et al., 2014; MARQUES et al., 2017).

Como é pouco soluvel em agua, a dose necessaria para a atividade terapéutica é alta e,
portanto, recomendada como 600 mg uma vez por dia. A janela terapéutica proposta para este
farmaco em individuos portadores do HIV é de 1 pg/mL (concentragdo minima eficaz) e de
4ug/mL (concentragdo maxima tolerada) e a concentragdo plasmatica maxima (Cmax)
encontrada no plasma humano apds administracdo oral de 600mg é de 12,9+3,7uM,
equivalente a 4,07+1,17 pg/mL. O tempo para concentracdo plasmatica maxima é de 3-5
horas e o estado de equilibrio é alcancado entre 6 e 10 dias. A eliminacdo do EFZ é
caracterizada pela meia vida e possui um clearence (CL), ap6s administracdo oral, de 9,4 L/h
(HARI et al., 2016).

Esse farmaco apresenta-se na forma cristalina, descrito com pelo menos 5 diferentes
polimorfos por Radesca et al (1999) pela patente WO 99/6445, onde esse polimorfismo é
comprovado por meio de ensaios de calorimetria exploratéria diferencial (DSC) e difracdo de
raios X. O polimorfo 1 é caracterizado por ser o mais estavel termodinamicamente,
apresentando faixa de fusdo entre 138° e 140 °C, por essa caracteristica deve ser o comumente
utilizado nas formulagGes para uma garantia de maior estabilidade do produto farmacéutico

(BEDOR, 2011). Segundo Chada et al., 2012, foram divulgadas mais algumas patentes e
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publicacBes, posterior a este relatério do ano de 1999, que descreveram os métodos para a
preparacdo de novas modificacGes utilizando diferentes solventes e anti-solventes. Porém,
segundo o0s autores, 0s aspectos termodinamicos de varios polimorfos ndo foram levados em
consideracdo, além disso, a transformacdo de uma forma polimdrfica para outra ndo foi
relatada, havendo, desta forma, varias lacunas que precisam ser preenchidas para completa
caracterizacdo destes polimorfos.

O EFZ foi descoberto pelos pesquisadores da Merck, desenvolvido em conjunto com a
DuPont e sua comercializacdo liberada pelo FDA em setembro de 1998, tinha o custo de
tratamento de aproximadamente U$ 10,95 (dez dolares e noventa e cinco centavos) por dia.
Em 4 de maio de 2007, o Presidente da Republica assinou o decreto 6 108/2007, que
oficializou o licenciamento compulsério do efavirenz para uso publico ndo-comercial, sendo
no Brasil o primeiro decreto de licenciamento compulsério de um medicamento
antirretroviral, o processo teve inicio em 24 de abril de 2007, com a publica¢do da portaria
886/2007, que declarou o medicamento de interesse publico, devido ao seu custo-efetividade
para o tratamento da AIDS (BETHUNE, 2010).

Apos a declaracdo de interesse publico, o laboratorio Merck Sharp & Dohme teve um
prazo de 7 dias para se pronunciar, depois de varias negociacfes, que vinham se estendendo
desde novembro de 2006, por meio de reunides, correspondéncias e teleconferéncias, o
laboratdrio ofereceu reducdo de 30% sobre o preco de US$ 1,59 por comprimido de 600 mg,
levando o valor unitario do produto a US$ 1,11. A proposta do Brasil era de que o laboratério
praticasse 0 mesmo preco pago pela Tailandia — US$ 0,65 por comprimido —, 136% menor
do que o valor na época pago pelo Brasil. Para cada pais, os laboratorios farmacéuticos
estabelecem um preco de mercado, justificado pelo poder aquisitivo e as riquezas de cada
nacdo. A reducdo de 30% oferecida pela Merck foi considerada insatisfatoria pelo governo
brasileiro, que recebeu propostas de laboratérios internacionais oferecendo a versdo genérica
do medicamento por US$ 0,45. O licenciamento compulsério permitiu que o Ministério da
Salde importasse versbes genéricas de laboratorios pré-qualificados pela Organizacao
Mundial da Satde (OMS), essa concessdo previu a importacdo do medicamento atrelada ao
compromisso de que o laboratério exportador repassasse ao Brasil toda a tecnologia para
producdo nacional pelo laboratério oficial Farmanguinhos (Fundacdo Osvaldo Cruz).
Inicialmente, foram compradas versdes genéricas do medicamento produzidas por

laboratérios da India, dos produtores mundiais que tinham o efavirenz pré-qualificado pela
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OMS, duas companhias farmacéuticas indianas foram selecionadas: a Aurobindo e a
Ranbaxy. Os primeiros lotes chegaram ao Brasil em julho de 2007, assegurando o
abastecimento do antirretroviral. A carga entregue era composta por 3,3 milhdes de
comprimidos de 600 mg, comprados pelo preco unitario de US$ 0,46. O segundo lote
importado foi de 108 000 capsulas de 200 mg, adquiridas por US$ 0,22, cada uma. O
processo de aquisicdo da primeira remessa de efavirenz genérico ficou sob responsabilidade
do Fundo das Nacdes Unidas para a Infancia (UNICEF), ja a aquisicdo do segundo lote ficou
a cargo da Organizacdo Pan-Americana da Salde (OPAS)/OMS. Pela legislacdo, o
laboratério detentor da patente recebeu royalties, que variavam de 0,5 a 2% do valor de
aquisicdo, o Brasil pagava 1,5% do valor de compra (BETHUNE, 2010; RODRIGUES e
SOLER, 2009).

A partir de entdo no Brasil, encontram-se registrados na Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), as seguintes apresentacdes farmacéuticas do efavirenz: solucdo oral de
30 mg.mL™, capsulas gelatinosas duras de 50 e 200 mg e comprimidos revestidos de 300 e
600 mg. A dose recomendada de EFZ para adultos ¢ de 600 mg uma vez ao dia, porém em
pacientes com idade entre trés e dezessete anos, a dose dependera do peso corporal. Devido ao
aparecimento relativamente rapido de cepas resistentes, 0 EFZ ndo pode ser administrado em
monoterapia e, portanto, no momento da escolha dos novos agentes anti-retrovirais para
serem usados em combinacdo, deve ser levada em consideracao a possibilidade de resisténcia
viral cruzada (BRASIL, 2018).

3.3 EXCIPIENTES

Os excipientes sdo de varias origens: animal (lactose, gelatina, acido estearico), vegetal
(amidos, acucares, celulose, arginatos), mineral (fosfato de célcio, silica) e sintético (PEGs,
Polissorbatos, povidona, etc.). A sua origem e utilizacdo devem ter sua qualidade exigida pela
industria farmacéutica, que precisam, por conseguinte, submeté-los a controles analiticos.
Considera-se que mais de mil materiais diferentes sdo utilizados na inddstria farmacéutica
para cumprir as suas diversas exigéncias, tais como diluentes, agentes de volume,
desintegrantes, lubrificantes, corantes, edulcorantes, etc. Sdo compostos gquimicamente
heterogéneos que vdo de moléculas simples a misturas complexas de 6leos naturais, semi-
sintéticos ou sintéticos (ELDER; KUENTZ, HOLM, 2016).
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Outra definicdo de excipientes é "substancias, diferentes da substéncia ativa ou da forma
farmacéutica acabada, que foram adequadamente avaliadas quanto & seguranga e estdo
incluidas num sistema de administracdo de farmaco para auxiliar o processamento do sistema
de administragdo durante o seu fabrico, para proteger, apoiar, aumentar a estabilidade,
biodisponibilidade ou aceitabilidade do doente, auxiliar na identificagdo do produto ou
melhorar quaisquer outros atributos da seguranca e eficacia globais do sistema de
administragdo de farmaco durante a armazenagem ou utilizacdo" Esta definicdo é mais
elaborada e alude a excipientes com um propdsito, 0 que contrasta com a antiga terminologia
de "ingredientes inativos" que sugere a propriedade de inércia (THE INTERNATIONAL
PHARMACEUTICAL EXCIPIENTS COUNCIL, 1995).

Muitas vezes no inicio dos anos 80, havia conhecimento regulamentar minimo sobre
quem fez o principio ativo ou como ele foi feito. Milhares de produtos tinham licengas de
produtos de direito emitidas para medicamentos do Reino Unido ja comercializados quando a
Lei de Medicamentos entrou em vigor em 1972. A industria tratava frequentemente as
substancias ativas como mercadorias obtidas por meio de corretores e, embora o comprador
devesse ter tido uma especificacdo, isto pode ndo ter sido bem conhecida pela autoridade de
licenciamento. Nao ¢ surpresa, portanto, os reguladores saber ainda menos sobre ‘outros
ingredientes’, que sdo os ‘ingredientes inativos’ como passou a ser chamado (ROBERTSON,
1999).

O tempo ndo ficou parado, para apoiar os pedidos de autorizacdo de introducdo no
mercado, foi necessario aumentar a informacéo sobre os ingredientes ativos. Hoje, exigéncias
da farmacopéia podem ser consideradas insuficientes para fins de licenciamento e exigéncias
extras sobre o controle de substincias relacionadas, solventes residuais e catalisadores
residuais sd0 muitas vezes necessarios antes de assessores aceitarem uma especificacdo.
Outras exigéncias modernas sdo saber 0 nome do fabricante, o local de fabricacdo e detalhes
extensos sobre o método de sintese, fermentacdo, extracdo, purificacdo, etc, para cada
principio ativo. Em geral, muito menos informacdo é exigida sobre excipientes (ELDER;
KUENTZ; HOLM, 2016).

O interesse renovado 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 tecnoldgicas especificas e do seu desenvolvimento

como excipientes funcionais. Todos estes fatores e mais mudaram o conceito tradicional de
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um excipiente para o mais atualizado do agente funcional, isto é, aquele que pode cumprir
vérias fungdes dentro da formulagdo farmacéutica. Contribuiram igualmente para centrar a
atencdo dos tecn6logos farmacéuticos na qualidade do excipiente, o que também contribui
para a eficacia e seguranca da utilizacdo do medicamento, juntamente com os principios
ativos. Os excipientes frequentemente influenciam positivamente a estabilidade do produto
acabado, a demonstracdo da eficacia do conservante antimicrobiano e o ensaio especifico do
teor de conservante séo requisitos regulamentares bem conhecidos. Os antioxidantes podem
estabilizar os ingredientes ativos. Os co-solventes podem manter a biodisponibilidade
evitando a cristalizacdo em parenterais ou sendo intensificadores de penetracdo em produtos
topicos. A quantidade de excipiente utilizada na forma farmacéutica pode muitas vezes ser
significativamente mais elevada do que as substancias ativas, e existem algumas orientacoes
sobre niveis apropriados em diferentes formulacdes. Como excipientes sdo componentes
importantes de todas as formulagbes farmacéuticas, é crucial para o cientista farmacéutico
compreender os diferentes tipos/graus de excipientes que estdo disponiveis. Isto é mais
importante para reconhecer se um novo excipiente sera necessario dentro da formulacéo e
como estes podem se comportar (ELDER; KUENTZ; HOLM, 2016).

Hoje numa forma farmacéutica moderna, adequada para ser administrada entericamente,
parentericamente e topicamente, deve-se lembrar de garantir a estabilidade e precisdo da dose,
melhorando as caracteristicas organolépticas e a adesdo do paciente. A tecnologia
farmacéutica moderna requer também a verificacdo do estado fisico do excipiente, que é tdo
importante tanto na fase de fabrico como para controlar a libertagdo do principio ativo, com o
objetivo de melhorar a biodisponibilidade e consequentemente a eficacia e tolerabilidade do
medicamento (ELDER; KUENTZ; HOLM, 2016).

3.4 LIBERACAO PROLONGADA

Todo insumo farmacéutico ativo (IFA) precisa de um sistema de entrega para leva-lo ao
local de acdo ap0s a administracdo ao paciente. Também é definido como uma formulacéo ou
dispositivos que permitem a introducdo de substancias terapéuticas no corpo e melhoram sua
eficdcia e seguranca ao controlar a taxa, o tempo e o local de liberacdo de drogas no
organismo. Este processo inclui a administracdo de produto terapéutico, libertacdo do ativo

deste produto e o subsequente transporte dos ingredientes ativos através das membranas
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bioldgicas para o local de acdo. A administracdo por via oral das formulacGes, historicamente,
se tornou preferencial devido a facilidade de adesdo do paciente ao tratamento, por isso é
frequentemente utilizada, essa via apresenta vantagens como facilidade de administracdo,
maior seguranca, comodidade e economia, entretanto possui algumas limitacGes, como a
variabilidade do tempo de passagem pelo trato gastrointestinal (TGI), o efeito de primeira
passagem no figado, a absor¢do limitada na porcéo inferior do TGI, dentre outras (AHMED,
2015; NART, 2015).

As Formas Farmacéuticas Solidas Orais (FFSO) podem ser classificadas, de acordo com
0 tipo de liberacdo do farmaco, podendo ser de liberacdo convencional ou modificada. As
formulacBes de liberagdo convencional sdo desenvolvidas para liberar o farmaco rapidamente
apos a administracdo sendo empregados excipientes que favorecem os processos de liberacéo
e dissolucdo do farmaco. Em contrapartida, as FFSO de liberacdo modificada sdo concebidas
para modularem a liberacdo do farmaco, retardando ou prolongando a sua dissolugéo, no caso
de liberacdo prolongada os excipientes sdo destinados especificamente a modular a liberagao
do principio ativo nos fluidos digestivos (Figura 3) (NART, 2015).

Figura 3 — Demonstracdo do perfil de dissolucdo de formulacGes de liberacdo convencional e
prolongada.
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Fonte: NART, 2015.

A definicdo do Food and Drug Administration (FDA) é um pouco diferente, sendo
considerada uma forma de liberacdo prolongada aquela que permite uma redugdo da

frequéncia de dosagem, sem especificar o tamanho desta redugdo. Neste contexto, &
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importante notar que os termos “liberagao controlada”, “libera¢ao extendida” (tradug@o literal
um tanto estranho da terminologia inglesa “extended”) e “liberagdo sustentada” sdo sindbnimos
de “liberagdo prolongada”. A Legislagio Canadense e a Farmacopéia Britanica definem
“Modified-Release” da mesma forma que a Farmacopéia Americana, porém nio fazem
distingdo entre os dois grupos supracitados (“Delayed” ¢ “Extended” “- Release Dosage
Forms”) (NOEL et al., 2004).

As formas farmacéuticas de liberacdo prolongada sdo desenvolvidas para modelar a
absorcdo ou alterar o local de liberagédo. O desenvolvimento de produtos farmacéuticos de
liberagdo prolongada tem sido de grande interesse, tanto para formula¢fes de novos farmacos
como para o desenvolvimento de produtos contendo farmacos ja utilizados na terapéutica. Os
beneficios dos efeitos terapéuticos de uma FFSO de liberacdo prolongada planejada
corretamente sdo: melhora da eficacia, redugdo dos efeitos adversos, melhor desempenho,
maior comodidade e aumento da adeséo do paciente ao tratamento. A liberacdo do farmaco a
partir de uma forma farmacéutica de libertagio modificada é controlada por varios
mecanismos como a difusdo, erosdo ou pressdo osmdtica, sendo dependente do sistema
utilizado na formulacao e dos polimeros selecionados para o seu desenvolvimento. A selecéo
do método mais adequado depende de fatores como: custo, perfil de liberacdo desejado e
propriedades do farmaco.

A terminologia utilizada para designar os medicamentos de liberacdo controlada é
bastante ambigua e controversa e a literatura apresenta uma variedade de expressdes para
descrever esses sistemas, tais como: liberacdo retardada, repetida, prolongada, sustentada,
controlada e modificada. Os medicamentos de liberagdo sustentada promovem uma liberacao
inicial de farmaco, suficiente para disponibilizar a dose terapéutica e a manutencdo da
concentracdo plasmatica do farmaco constante durante um tempo maior que o medicamento
convencional, representando uma situacao ideal (liberacdo de ordem zero). Os medicamentos
com acdo prolongada sdo aqueles a partir dos quais a concentracao plasmatica eficaz é obtida
e mantida durante muito tempo; para que ocorra este efeito € necessaria a incorporacdo de
uma quantidade maior de farmaco em relacdo a forma farmacéutica convencional.
Medicamentos com liberacdo repetida do farmaco sdo aqueles que apresentam uma dose
individual, que é liberada regularmente logo ap6s a administracdo, € uma segunda ou até
terceira doses que sdo subsequentemente liberadas, obtendo-se uma curva de concentragéo

plasmatica semelhante as resultantes de doses consecutivas de medicamentos convencionais.
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Medicamentos de liberacdo retardada sdo aqueles em que o inicio da liberagdo apresenta um
tempo de laténcia maior em relacdo ao da forma farmacéutica convencional correspondente.
(CARBINATTO, 2010).

O estudo sobre sistemas de liberacdo controlada esta em constante crescimento, pois
visa melhorar e prolongar o controle da administragdo de farmaco. Sistemas de administragao
convencionais, como spray, injecdo e pilulas, apresentam um aumento na concentracdo do
farmaco, logo ap6s a administracdo do mesmo, atingem um pico maximo de dosagem no
sangue e depois declinam, conforme o tempo de acdo do medicamento. A liberacéo
controlada de farmaco tem como objetivo principal o maior aproveitamento do principio
ativo, diminuindo o aparecimento de doses toxicas e subterapéuticas, utilizacdo de menor
quantidade do principio ativo, resultando em menor custo, maior intervalo na administragéo,
direcionamento do principio ativo para seu alvo especifico (Figura 4) (AHMED, 2015;
MOREIRA, 2013; RODRIGUES, 2012).

Figura 4 — Variacdo na concentracdo do farmaco com o tempo. (a) método convencional de

multidosagem e (b) sistema de liberacdo controlada. Letra A se refere a administracdo do farmaco.
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Fonte: LYRA, 2007.

A liberacdo controlada implica uma associacdo quimica ou fisica dos farmacos com

materiais biocompativeis em sistemas que, quando administrados, tenham capacidade de



45

conduzir o farmaco até o sitio especifico de atuacdo, com a taxa de liberacdo controlada.
Materiais de natureza lipidica, inorgénica, organico-metélica e polimérica tém sido utilizados
como suportes para essa liberacdo controlada. Estes sistemas de liberacdo podem ser
classificados de acordo com varios critérios, como classe de material utilizado, tipo de agente
terapéutico incorporado, estado fisico, via de administracdo, forma como o farmaco se
encontra imobilizado no sistema e a natureza do mecanismo que controla a libertacdo deste
(MOREIRA, 2013).

O desenvolvimento de um sistema de liberacdo controlada eficaz € um empreendimento
complexo, pois envolve o conhecimento e integracdo de uma série de aspectos de natureza
diversa, tais como as propriedades fisico-quimicas, farmacocinéticas e farmacodinamicas do
farmaco; a via de administracdo e as consequentes barreiras fisiologicas e bioquimicas
impostas a absor¢do do farmaco; as propriedades do material/materiais base do sistema,
biocompatibilidade, comportamento in vivo, interagbes com o farmaco entre outras
tecnologias (MOREIRA, 2013).

3.5 MATERIAIS POROSOS

O grande interesse cientifico nos materiais porosos deve-se a sua ampla aplicabilidade
nos setores da saude e tecnologia tais como: separa¢Ges quimicas, troca ibnica, sensores,
carreadores de farmaco, entre outros. Esses materiais sdo divididos em trés classes, sendo eles
denominados materiais porosos inorganicos, materiais a base de carbono e polimeros de
coordenacdo (WANG, 2018).

Materiais porosos sao classificados segundo a Unido Internacional de Quimica Pura e
Aplicada (IUPAC) baseados em seus tamanhos de poros, d: microporosos para d< 20A,
mesoporosos para 20A < d < 500 A, e macroporosos para d> 500 A. Recentemente ha
referéncias a materiais nanoporosos para estruturas que tem poros entre 10 — 100 A de
diametro (LUO, 2018).

Até metade dos anos 90, havia basicamente dois tipos de materiais porosos, chamados,
inorganicos e materiais baseados em carbono. No caso dos sélidos inorganicos podemos citar
as zeolitas, as quais pertencem a classe dos aluminosilicatos microporosos, estruturalmente
bem definidos, sendo usados essencialmente como catalisadores acidos na isomerizagé&o,

alquilacéo e quebra de hidrocarbonetos na industria de petréleo, na fabricacdo de detergentes
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e mais recentemente foram propostos como carreadores de farmacos (FELICZAK-GUZIK,
2018).

As zedlitas consistem em estruturas 3D cristalinas (Figura 5). Suas redes, construidas a
partir de tetrahedros com os atomos silicio ou aluminio nos centros e os de oxigénio em cada
vértice, TO4 (T=Al, Si) define tuneis interconectados ou cavidades (FELICZAK-GUZIK,
2018; TAO et al., 2006).

Figura 5 - Trés exemplos de redes zeodlitas: a) Contendo um sistema de canais bidimensionais; b)

Contendo cavidades; ¢) Contendo um sistema de canais unidimensionais.

Fonte: CUNHA, 2009.

Esses aluminossilicatos sdo geralmente sintetizados por via hidrotermal sob meio
alcalino, a temperatura entre cerca de 80° e 200° C e sdo termicamente estaveis. Entretanto, o
grande incoveniente das zedlitas é que a pequena dimensdo dos canais (inferior a 0,8 nm) e
cavidades (geralmente <1,5 nm) impGe limitacbes de tamanho e forma das moléculas
hospedes (Figura 6) (SOUSA, 2018).
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Figura 6 - Zedlitas a) Projecdo ao logo do eixo-c mostrando 7 canais; b) Projecdo ao logo do eixo-c
mostrando células unitarias em forma de poliedro; c) Seccdo mostrando as diferentes posicoes
cationicas; d) Visdo de anéis formando canais ao longo do eixo c; e) Imagem de microscopia

eletronica de varredura de cristais de zedlita.

Fonte: CUNHA, 2009.

Alguns esforcos foram dedicados ao desenvolvimento de zedlitas com poros grandes
(>1,5 nm), mas os aumentos foram modestos. Além disso, estes novos materiais ndo séo
muito eficazes na incorporacdo de moléculas grandes impossibilitando, desta maneira, o
design e a sintese de novas zedlitas que possam ser utilizadas como carreadores de uma
grande variedade de farmacos. Em contrapartida, as redes de coordenacdo podem ser
idealizadas e sintetizadas com diferentes tamanhos de poros objetivando incorporar diferentes

farmacos obtendo-se assim um carreador multifuncional (KARAVASILI, 2017).

3.6 METAL ORGANIC FRAMEWORK (MOF)

Metal Organic Frameworks (MOF’s) sdo uma classe de materiais cristalinos, um
critério importante para o estabelecimento preciso de relacdes entre estrutura e propriedades, e
hibridos altamente porosos compostos por nds de metal ou Oxido de metal conectados
fortemente por ligantes organicos (Figura 7), oferecendo assim propriedades quimicas unicas
com uma porosidade interna permanente, esses ligantes permitem um grande numero de

possiveis estruturas, com diferentes funcionalidades quimicas. Os materiais organicos (tais
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como carboxilatos, imidazolatos, ou fosfonatos) na estrutura hibrida da MOF proporcionam
biocompatibilidade e a capacidade de uma grande quantidade de absor¢do de farmacos,
enquanto que os grupos inorganicos podem ser otimizadores para libertagdo controlada. Essas
estruturas adsorventes de baixa densidade (0,2-1g/cm®) tem sido submetidas a investigacio
intensa sobre a sua utilizacdo em processos de catalise, magnetismo, luminescéncia, sensores,
como material de armazenamento e entrega de fArmacos e no armazenamento de gas, estas
propriedades e utilidades da MOF dependem da sua forma e tamanho de poro, das superficies
internas e externas, e dos grupos funcionais (KANG et al., 2014; LEE; WU; LI, 2012; LEI et
al., 2014).

Figura 7 - Representacdo esquematica que mostra a construcdo da MOF.

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

Fonte: SHAHID, 2015.

Emergindo como uma nova classe de materiais porosos, foram investigados
intensamente mais de duas décadas e continuam a receber consideravel interesse, 0 campo dos
materiais organometalicos mostrou um enorme crescimento nos ultimos 15 anos. Esta classe
de materiais recebeu atencdo generalizada devido a diversa gama de ligantes e ions metalicos
que podem ser usados, e o fato de que os produtos de sua montagem podem ser cristalizados e
totalmente caracterizados. Esses materiais tém porosidade excepcionalmente alta, poro
uniforme, porém de tamanho ajustavel e propriedades bem definidas, incluindo areas de
superficie altas e tamanhos de poros grandes para encapsulamento de drogas,
biodegradabilidade intrinseca e funcionalidade versatil para enxerto pés-sintético de
moléculas de farmacos. Como uma nova classe de materiais solidos porosos, a exploracéo de

seus desempenhos em aplicacGes de separacdo e purificagdo atrai 0 intenso interesse de
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pesquisadores em areas como quimica, farmacéutica, engenharia quimica e ciéncia de
materiais (Figura 8). Além disso, as MOF’s tendem a possuir as estruturas de cristal
ordenadas que podem ser determinados por difracdes de raios-X de um dnico cristal, o que é
propicio para suas elucidacdes estrutura-estrutura de propriedade e otimizagdes funcionais
(KOTZABASAKI et al., 2017).

Figura 8 - Demonstragdo das varias areas que utilizam MOF’s.
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Fonte: KOTZABASAKI et al., 2017.

O desempenho de uma membrana influencia significativamente a eficiéncia de
separacao, ¢ devido a este desempenho, as MOF’s sdo bastante atrativas como material
inovador e promissor. Existem dois tipos principais de materiais de membrana com base nas
MOF’s para separa¢do, um ¢ policristalino de area grande, suportado por substratos porosos
ou independentes, 0 outro tipo mistura espécies para formar uma membrana de matriz mista
hibrida (MMM). Em comparacdo com outros materiais porosos convencionais, tais como
zedlitos ou carbono poroso, as MOF’s tém tamanho, forma e tamanho de poro variavel e,
portanto, uma maior variedade de aplica¢bes quimicas (HAN; SHI; CHENG, 2017; QIU;
XUE; ZHU, 2014).

Uma vez que o prototipo da MOF-5 com composicdo quimica de Zn4O(BDC)3 [onde

BDC = 1,4-benzenodicarboxilato] foi relatado, inimeros esforcos de pesquisa foram
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direcionados para a descoberta de novos tipos de MOEF’s e, até a data, mais de 20.000 tipos
diferentes foram sintetizadas. As propriedades estruturais de varias MOF’s tipicas como
MOF-5, UiO-66 [3], HKUST-1 e MIL-101 foram estudados extensivamente, como mostrado
na Figura 9, devido ao fato de serem solidos altamente ordenados, teoricamente, a maioria
delas geralmente séo relatadas como tendo formas e estruturas perfeitas. Por exemplo, 0s
cristais MOF-5 na Figura 9a mostram a estrutura cubica tridimensional com nés ZnsO em
cada canto de um cubo coordenado por seis ions de tereftalato, o que os faz parecer perfeitas
(REN et al., 2017).

Figura 9 — Construcdao computacionalmente plotada das MOFs: (a) MOF-5 cubica, (b) UiO-66
tetraédrico ou octaédrico, (C)HKUST-1, (d) MIL-101 tetraédrico ou octaédrico.

Fonte: REN et al., 2017.

Um dos trabalhos iniciais tratou de incorporar o farmaco ibuprofeno, na intencdo de
estudar a interagdo do mesmo com diferentes MOF’s, Horcajada e colaboradores (2006),
estudaram MOF’s de cromo, a MIL-100 e a MIL-101, nesse trabalho foi observado que houve
diferenca na adsorcdo do referido farmaco, devido a diferenca nos tamanhos dos poros,
resultado da presenca de ligantes diferentes nas redes. Nos trabalhos seguintes, foram
utilizadas mais duas MOF’s, MIL-53 (Cr) e MIL-53 (Fe) para adsorcéo e liberacdo controlada

in vitro do ibuprofeno. Os resultados obtidos indicaram que a quantidade de farmaco inserida
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na rede foi a mesma, indicando que o metal utilizado em cada rede hibrida ndo influenciou a
adsor¢ao do farmaco, ja que as duas MOF’s sdo formadas pelo mesmo ligante, variando
apenas o metal (ALVES, 2013).

3.7 ZEOLITIC IMIDAZOLATE FRAMEWORKS (ZIF)

Zeolitic Imidazolate Frameworks (ZIF’s) (Figura 10) é uma subfamilia das MOF’s que
tem adquirido interesse principalmente por combinar as vantagens das redes metalorganicas
(alta porosidade e grande area de superficie, baixa densidade, centros de metal de transicéo,
ligantes adaptéveis) com a elevada estabilidade térmica e quimica das zedlitas. Por exemplo,
ZIF-8 foi suspensa em agua fervente e varios solventes orgénicos durante 7 dias e ainda
manteve a sua cristalinidade total. A ZIF-8 também pode suportar até 550 °C em N2, enquanto
a estrutura cubica permanentemente porosa da MOF-5 se decompde a 450 °C em N, ZIF’s
tém porosidade permanente de tipo zedlito e tamanho de poro uniforme. Durante muitos anos,
a induastria vem usando zeolitas devido a sua robustez em condicGes extremas. A semelhanca
de zeolitos e ZIF’s tem sido 1util na compreensao dos fundamentos destas, pois muitos dos
principios podem se sobrepor com o da quimica da zeolita e, eventualmente, serdo Uteis na

implementagao de ZIF’s para aplicagdes industriais (AMARANTE et al., 2016).

Figura 10 — Estrutura da ZIF-8.

ZIF-8 sod

Fonte:LESTARI, 2012.

A ZIF-8 é um dos materiais mais representativos da subfamilia ZIF, em sua estrutura,
atomos de zinco (Zn) e de cobalto (Co) sdo ligados a de atomos de nitrogénio por meio de

fons imidazolatos, para formar estruturas neutras e fornecer poros ajustaveis. Este material
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exibe uma elevada area de superficie de 1400 m?/g e didmetros de poros relativamente
elevado, de cerca de 11 A (Figura 11) (AMARANTE et al., 2016).

Figura 11 — Estrutura cristalografica da ZIF-8, ilustrando o sitio de coordenagio do ion Zn*? (NC =

nimero de coordenacdo) e estrutura ilustrando a cavidade da ZIF-8.

Fonte: ALVES 2013.

Numa sintese tipica da ZIF-8, dissolve-se nitrato de zinco [Zn(NO3)2-6H.0] em
metanol e agita-se vigorosamente. Uma solucdo de 2-metilimidazol [CsHsN2] e metanol séo
preparados simultaneamente, adicionados a primeira solucdo, e agitada por varias vezes
(Figura 12), o produto resultante lava-se e centrifuga a 3000 rpm. Porém, o rendimento é

bastante pequeno.

Figura 12 — Sintese da ZIF-8, onde a mesma é composta por nitrato de zinco e 2-metilimidazolato.

o

Fonte:TATARKO, 2015.



53

Dai tém-se um material lamelar com uma organizacdo em camadas bem definidas,
podendo ser desenvolvida sob a forma 1, 2 ou 3D, conforme esquematiza a Figura 13. De
acordo com o trabalho de Alves (2013) foi sintetizada a forma 1D, tendo como intuito utiliza-
la para adsorcdo de farmacos. O trabalho pioneiro nesta area estudou a incorporacdo do
farmaco antitumoral 6-mercaptopurina, em diferentes proporcdes, os sistemas foram testados
em ensaios antitumorais in vitro e in vivo, e apresentaram atividade de inibicdo do
crescimento tumoral, bem como foi realizada a avaliagdo histologica dos 6rgdos dos animais,
ndo sendo observadas alteracBes histoldgicas graves. Mais recentemente, foi realizado um
estudo utilizando a técnica de docking molecular para prever a interacdo de um conjunto de
farmacos relevantes com a MOF [Zn (BDC)(H20)2]", neste estudo, esta técnica corroborou
para melhores conclusdes dos resultados experimentais (RODRIGUES et al., 2012).

Figura 13 — Estrutura da ZIF-8 em 1 (A), 2 (B) e 3 dimensfes (C). Estrutura supramolecular da
mesma molécula, destacando os empacotamentos I1-I1 (poliedros cinzas) e as ligagdes de hidrogénio

(regido ampliada) (D).

Fonte: ALVES, 2013.
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Apesar das pesquisas ja realizadas, existe ainda uma necessidade de utilizar a ZIF-8 de
uma forma mais eficaz e inovadora, impondo mais credibilidade como um veiculo eficiente

de farmacos ou substancias bioativas.

3.8 CARACTERIZACAO DE MATERIAIS FARMACEUTICOS

3.8.1 Difracgéo de Raios-X (DRX)

E fundamental conhecer a estrutura cristalina e a microestrutura de um material para
poder entender suas propriedades. O termo estrutura cristalina envolve o arranjo dos atomos,
enquanto que o termo microestrutura engloba desde os constituintes estruturais tais como
composicao presente, fases, quantidades, inclusbes até contornos de gréos, trincas, vazios,
maclas, etc. Uma das técnicas de analise estrutural e microestrutural mais empregada para
identificar os diferentes materiais € a difracdo de raios — X. Durante a Ultima metade do século
XX, 0 método da difracdo de raios-X tornou-se um dos mais apropriados e disseminados para
a identificacdo e quantificacdo de minerais em materiais policristalinos naturais e industriais.
Devido a simplicidade de preparacéo e operacéo da técnica e a possibilidade de recuperacéo
de informacdo de multiplas naturezas, o método de difragdo de raios-X vem aumentando
grandemente o seu campo de atuacdo e com isso a sua importancia como técnica analitica
(TEIXEIRA, 2014).

O espalhamento e a consequente difracdo de raios-X é um processo que pode ser
analisado em diferentes niveis, no mais basico deles, ha o espalhamento de raios-X por um
elétron. Esse espalhamento pode ser coerente ou incoerente, no espalhamento coerente, a onda
espalhada tem direcdo definida, mesma fase e mesma energia em relacdo a onda incidente,
trata-se de uma colisdo elastica. No espalhamento incoerente, a onda espalhada ndo tem
direcdo definida, ela ndo mantém a fase nem a energia (6 o chamado Efeito Compton), a
colisdo € inelastica, e a energia referente a diferenca entre a onda incidente e a onda espalhada
traduz-se em ganho de temperatura (vibracdo do a&tomo). Quando duas ondas em fase incidem
no atomo, pode acontecer a interferéncia entre raios a nivel atdmico. Observa-se que para que
haja uma interferéncia construtiva das ondas espalhadas, é necessario que seja obedecida a
condi¢do: A = 2d senf (onde 0 ¢é o angulo de incidéncia). Essa equagdo ¢ conhecida como a

Lei de Bragg. E importante frisar que ela deve ser aplicada a nivel atdmico, pois s assim ela
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podera ser novamente aplicada a nivel de planos cristalinos. E interessante também notar que,
determinar como um &tomo ird difratar um feixe de raios-X é um processo probabilistico
(TEIXEIRA, 2014).

3.8.2 Espectroscopia de absorcdo na regido do Infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR)

Espectroscopia é o estudo da interacdo da radiacdo eletromagnética com a matéria, essa
radiacdo eletromagnética € composta de um vetor campo elétrico e um vetor campo
magnético, mutuamente ortogonal, que se propagam em uma dada direcdo, apresentando a
dualidade onda-particula, onde a natureza ondulatéria manifesta-se por meio da interferéncia,
dispersdo, polarizacdo e coeréncia da radiacdo eletromagnética. A natureza corpuscular
manifesta-se por meio do efeito Compton e do efeito fotoelétrico (CALVO et al, 2018).

Define-se espectroscopia de absorcdo na regido do infravermelho (FT-IR) como a
medida da absorcdo, por parte de compostos quimicos analisados, de uma radiacéo
eletromagnética em que o comprimento de onda se situa na faixa de 10 a 102 cm, sendo este
espectro Unico para cada substancia com excecdo aos isdmeros épticos que em solucéo
apresentam espectros idénticos (LOPEZ-LORENTE e MIZAIKOF, 2016).

A regido espectro magnética correspondente ao infravermelho causam alteracdes no
estado de energia vibracional da molécula. As transicdes vibracionais sdo associadas a
mudancas na rotacdo dos atomos sobre ligacBes quimicas, que por sua vez, podem ser
formadas por diferentes combinacGes entre &tomos ou numeros de elétrons compartilhados.
Mudangas estruturais e auséncia de estrutura cristalina podem levar a mudancas nas ligacGes
entre grupos funcionais que podem ser detectados por espectroscopia de infravermelho.
Consequentemente, cada pico num espectro de infravermelho corresponde a um grupo
funcional particular, eventos como desaparecimento, surgimento ou deslocamento de bandas
caracteristicas fornecem indicativos de interacGes entre o farmaco e outras substancias
(MAGALHAES, 2014).

No setor farmacéutico, a espectroscopia de infravermelho é usada em inimeras
aplicacBes, como identificacdo de farmacos, caracterizacdo de grupos funcionais tipicos de
determinado material, avaliagdo da pureza, estudos de compatibilidade, cristalinidade e

discriminacdo de polimorfos e para avaliar se as condi¢cbes experimentais foram
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adequadamente estabelecidas, uma vez que o polimorfismo pode ser a causa de diferencas no
desempenho de formulag6es farmacéuticas (AMORIM; KLIER; ANGELIS, 2013).

3.8.3 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A principal funcdo de qualquer microscopio é tornar visivel ao olho humano o que for
muito pequeno para tal. A forma mais antiga e usual é a lupa seguida do microscépio éptico,
que ilumina o objeto com luz visivel ou luz ultravioleta. O limite maximo de resolucdo dos
microscépios dpticos é estabelecido pelos efeitos de difragdo devido ao comprimento de onda
da radiacdo incidente. Os microscépios Opticos convencionais ficam, entdo, limitados a um
aumento maximo de 2000 vezes, porque acima deste valor, detalhes menores séao
imperceptiveis. Para aumentar a resolucdo pode-se utilizar uma radiagdo com comprimento de
onda menor que a luz visivel como fonte de iluminacéo do objeto. Além disso, a profundidade
de campo é inversamente proporcional aos aumentos, sendo necessario, entdo, um polimento
perfeito da superficie a ser observada, 0 que as vezes € incompativel com a observacdo
desejada (DEDAVID; GOMES; MACHADO, 2007).

Um microscopio eletrdnico de varredura (MEV) utiliza um feixe de elétrons no lugar de
fotons utilizados em um microscopio éptico convencional, o que permite solucionar o

problema de resolucdo relacionado com a fonte de Iluz branca (Figura 14).
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Figura 14 - Desenho esquematico para comparagao entre microscopio Optico e microscopio eletronico

de varredura.
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Fonte: DEDAVID; GOMES; MACHADO, 2007.

De Broglie, em 1925, mostrou o dualismo onda-particula e, por conseguinte, que o
comprimento de onda de um elétron é funcdo de sua energia. A energia pode ser comunicada
a uma nova particula carregada por meio de um campo elétrico acelerador. Assim, sob uma
voltagem suficientemente grande, por exemplo, 50 10 kV, elétrons de comprimento de onda
extremamente curto (A=0,005A) e, portanto, de poder de resolugdo potencialmente alto como
uma fonte de iluminacdo, podem ser produzidos. Além disto, devido as suas cargas, 0S
elétrons podem ser focalizados por campos eletrostaticos ou eletromagnéticos e, entdo, sao
capazes de formar imagens. Eles possuem, portanto, as caracteristicas essenciais necessarias a
um microscopio de alta resolucdo. Como resultado tem-se que os aparelhos modernos
permitem aumentos de 300.000 vezes ou mais, para a maior parte de materiais solidos,
conservando a profundidade de campo compativel com a observacao de superficies rugosas.

O MEV é um aparelho que pode fornecer rapidamente informac@es sobre a morfologia
e identificacdo de elementos quimicos de uma amostra sélida. Sua utilizacdo é comum em
biologia, odontologia, farmacia, engenharia, quimica, metalurgia, fisica, medicina e geologia,

sendo um dos mais versateis instrumentos disponiveis para a observagdo e andlise de
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caracteristicas microestruturais de objetos solidos. A principal razdo de sua utilidade €é a alta
resolucéo que pode ser obtida quando as amostras sdo observadas, valores da ordemde 2 a 5
nandmetros sdo geralmente apresentados por instrumentos comerciais, enquanto instrumentos
de pesquisa avancada sdo capazes de alcangar uma resolugdo melhor que 1 nm. Outra
caracteristica importante do MEV ¢ a aparéncia tridimensional da imagem das amostras,
resultado direto da grande profundidade de campo. Permite, também, 0 exame em pequenos
aumentos e com grande profundidade de foco, o que é extremamente Util, pois a imagem
eletrnica complementa a informagdo dada pela imagem Optica (GOMES; TIRONI;
MARTINEZ, 2017).

O principio de um microscépio eletrdnico de varredura 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 catddica cuja varredura esta
perfeitamente sincronizada com aquela do feixe incidente. Por um sistema de bobinas de
deflexdo, o feixe pode ser guiado de modo a varrer a superficie da amostra segundo uma
malha retangular. O sinal de imagem resulta da interacdo do feixe incidente com a superficie
da amostra e o sinal recolhido pelo detector € utilizado para modular o brilho do monitor,
permitindo a observacdo. A maioria dos instrumentos usa como fonte de elétrons um
filamento de tungsténio aquecido, operando numa faixa de tensdes de aceleracdo de 1 a 50
kV. O feixe ¢é acelerado pela alta tensdo criada entre o filamento e o 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
coletadas por detectores adequados e convertidas em um sinal de video (GOMES; TIRONI,
MARTINEZ, 2017).

A imagem formada a partir do sinal captado na varredura eletronica de uma superficie
pode apresentar diferentes caracteristicas, uma vez que a imagem resulta da amplificacdo de
um sinal obtido de uma interacdo entre o feixe eletrdnico e o material da amostra. Diferentes
sinais podem ser emitidos pela amostra, dentre os sinais emitidos, 0os mais utilizados para
obtencdo da imagem sdo originarios dos elétrons secundarios e/ou dos elétrons
retroespalhados (STOLF, 2015).

3.8.4 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)
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A Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC) é uma técnica termoanalitica na qual as
variacOes de entalpia da amostra s&o monitoradas em relacdo a um material de referéncia
termicamente inerte enquanto ambas sdo submetidas a uma programacdo controlada de
temperatura (Figura 15). Essa técnica € uma derivada da analise térmica diferencial (DTA),
por isso, sdo consideradas técnicas semelhantes e complementares, pois permitem avaliar as
variacBes entalpicas que ocorrem com uma dada substdncia durante um processo de
aquecimento ou resfriamento. A palavra “diferencial” enfatiza as medidas que envolvem tanto
a propria substancia como o material de referéncia (termicamente estavel) (DENARI e
CAVALHEIRO, 2012).

Figura 15 — Compartimento do DSC, onde: (1) cadinho com amostra, (2) cadinho referéncia, (3) forno

DSC, (4) aquecimento, (5) sensor; curva DSC tipica.
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Fonte: PEREIRA, 2013.

De acordo com o método de medicdo utilizado, ha duas modalidades: calorimetria
exploratdria diferencial com compensacdo de poténcia e calorimetria exploratéria diferencial
com fluxo de calor. No DSC de fluxo de calor, a amostra e a referéncia sdo colocadas em
capsulas idénticas, que se alojam em um disco termoelétrico e sdo aquecidas por uma mesma
fonte de calor. A transferéncia de calor que ocorre do disco para as capsulas é controlada por
meio de termopares conectados ao disco. A variacdo da temperatura, em um dado momento, é
proporcional a variacdo da entalpia, a capacidade calorifica e a resisténcia térmica total ao
fluxo caldrico. No DSC de compensacdo de poténcia um calorimetro mede diretamente a

energia envolvida nos eventos térmicos e a amostra e a referéncia sofre resfriamento ou
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aquecimento em fornos idénticos, mas separados, em condi¢Ges sempre isotérmicas. Quando
a amostra sofre alteracdo na temperatura (evento endotérmico ou exotérmico) os termopares
detectam esta diferenca entre ela e a referéncia e o equipamento, automaticamente, modifica a
poténcia de entrada de um dos fornos de modo a igualar a temperatura de ambos (PEREIRA,
2013).

Essa técnica é bastante utilizada na pratica farmacéutica, devido a sua habilidade de
fornecer informacdes detalhadas sobre as propriedades fisicas e energéticas de uma
substancia, mostrando-se como um instrumento analitico importante na caracterizacdo de
interacbes no estado solido entre farmacos e materiais transportadores. A formacdo de
complexos pode ser identificada nos perfis de DSC, pelo desaparecimento de picos
endotérmicos ou exotérmicos e variagdes relevantes na entalpia do farmaco puro e
complexado. Desde que o método seja quantitativo, o grau de cristalinidade também pode ser
calculado para sistemas em que o farmaco seja em parte amorfo e em parte cristalino,
entretanto, cristalinidade abaixo de 2% geralmente ndo pode ser detectada por DSC
(POMPEU; PERARO-NASCIMENTO; ASSUNCAO, 2013).

Os principais fendbmenos quimicos observados nas curvas DSC sdo: quimiossorcéo,
dessolvatacdo, desidratacdo, decomposicdo, degradacdo oxidativa, oxidacdo em atmosfera
gasosa, reacoes de oxirreducdo, reacdes de estado sdlido, polimerizacao, reagdes cataliticas,
entre outras. Contudo, deve-se ressaltar que, nesta técnica, a temperatura de operacdo da
célula ndo excede 725°C (STORPIRTIS et al., 2011).

3.8.5 Termogravimetria (TG)

Segundo lonashiro (2004) foram muitos anos de pesquisa em tentativas para se chegar a
um conhecimento detalhado sobre as alteracfes que o aquecimento pode provocar na massa
das substancias, a fim de se poder estabelecer a faixa de temperatura em que se comeca a
decompor, bem como para se seguir o andamento de reacdes de desidratacdo, oxidacao
decomposicao entre outros, surgindo assim a termogravimetria.

A analise térmica se constitui de um conjunto de técnicas, cada uma com a habilidade
de acompanhar uma propriedade fisica especifica. Nesse ambito, a termogravimetria (TG)
acompanha a variacdo da massa da amostra, em funcio da programacio de temperatura. E a

técnica termoanalitica que acompanha a perda e/ou ganho de massa da amostra em funcdo do
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tempo ou temperatura. Os métodos termogravimeétricos podem ser classificados como:
dindmico (ou ndo-isotérmico) em que a perda de massa é registrada continuamente & medida
que a temperatura aumenta a uma razdo constante ou linear; Isotérmico, quando a variacdo de
massa da amostra é registrada em funcdo do tempo mantendo-se a temperatura constante; e
quase-isotérmico, no momento em que a amostra comeca a perder massa a temperatura é
mantida constante até que a massa se estabilize, quando isso ocorre, 0 aquecimento €
retomado, este procedimento pode se repetir em
(DENARI e CAVALHEIRO, 2012; PEREIRA, 2013).
Outro dado importante obtido por meio da curva TG é a curva termogravimétrica

cada etapa da decomposicdo térmica

derivada (DTG). A DTG expressa a derivada primeira da variacdo de massa (m) em relagdo
ao tempo, sendo registrada em funcdo do tempo ou temperatura. Na curva DTG séo obtidos
picos cujas areas sdo proporcionais a variagdo de massa da amostra, apresentando
informacGes mais facilmente visualizadas (como eventos sobrepostos) que em uma curva TG
(WAGNER, 2017).

Pode-se dizer que o equipamento (Figura 16) da analise termogravimétrica € composto
basicamente pela termobalanca, sendo esse um instrumento que permite a pesagem continua
de uma amostra em funcdo da temperatura, ou seja, a medida que ela é aquecida ou resfriada.
Os principais componentes de uma termobalanca sdo: balanca registradora, forno, suporte de
amostra e sensor de temperatura, programador de temperatura do forno, sistema registrador e

controle da atmosfera do forno.

Figura 16 — Diagrama de um equipamento de termogravimetria genérico.
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Alguns fatores podem influenciar o aspecto das curvas TG, estes podem ser
instrumentais e/ou ligados a caracteristicas da amostra. Dentre os fatores instrumentais, tem-
se a razdo de aquecimento do forno, atmosfera do forno, geometria do suporte de amostra e do
forno. Ja os fatores relacionados as caracteristicas da amostra sdo: tamanho de particulas;
quantidade de amostra; solubilidade dos gases liberados na propria amostra; calor de reacao;
compactacdo da amostra; natureza da amostra e condutividade térmica da amostra
(WAGNER, 2017).

Para fins farmacéuticos, o uso da termogravimetria é descrito na caracterizagdo, onde
utiliza-se para determinacgéo de pureza e de umidade, identificacdo de pseudopolimorfismo, na
avaliacdo da estabilidade de farmacos e medicamentos e em estudos de cinética de degradacdo
(POMPEU; PERARO-NASCIMENTO; ASSUNC;AO, 2013).

3.8.6 Espectroscopia de absorcéo na regido do UV-Visivel (UV-Vis)

A espectrofotometria € um processo de medida que envolve a quantificacdo da energia
(via monitoracdo do comprimento de onda e da intensidade) absorvida de uma fonte de
radiacdo incidente para a promogéo de elétrons de elementos em seu estado fundamental. O
comprimento de onda e a absor¢do podem ser monitorados e registrados na forma de um
espectro. Em analises quimicas de rotina uma substancia é determinada usando-se luz
monocromatica dirigida através da amostra. A quantidade de luz absorvida quando um feixe
de radiagdo monocromatica atravessa 0 meio absorvente depende da concentracdo, do
coeficiente de absorcdo molar da espécie absorvente e do percurso Optico da radiacdo. O
comprimento de onda é selecionado para que somente um dos solutos componentes as
solucdo seja fortemente absorvido e a concentracdo do soluto é calculada pela luz absorvida e
comparada com a absorbancia de uma solugdo-padrdo (CHAGAS; CORREA; ALMEIDA,
2014).

O equipamento que faz passar o feixe de luz através da solucdo € chamado de
espectrofotometro UV-Vis, esse mede a intensidade de luz que foi absorvida por essa solucéo
usando uma rede de difracdo, o aparelho separa a luz em feixes com diferentes comprimentos
de onda. Esta técnica é reconhecida pelas vantagens relacionadas ao seu uso, sendo utilizada
principalmente no controle de qualidade na industria farmacéutica, que exige rapidez e

confiabilidade nos resultados. Além disso, possui baixo custo operacional, sendo de facil
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utilizacdo e produz resultados de interpretacdo bastante simples (ALVES et al., 2010;
MACHADO, 2013).

3.8.7 Modelagem Molecular (Docking)

As técnicas de modelagem molecular (docking molecular) fornecem estimativas da
energia livre de ligacdo entre a proteina e o ligante, antes mesmo que esses sejam sintetizados.
Os custos computacionais com esses estudos sdo bem menores, se comparados aos gastos
laboratoriais despendidos ao sintetizar e testar farmacologicamente varias substancias. Esta
importante ferramenta tem sido usada para filtrar compostos que ndo servem para serem
designados como alvo, e desenhar os possiveis candidatos que apresentariam uma boa
interacdo com o sitio ativo do receptor (RODRIGUES et al., 2012).

A partir da modelagem molecular, sdo obtidas diferentes conformacgdes espaciais do
ligante, possibilitando ao analista identificar qual dentre estas € a mais provavel na interacdo
ligante alvo. A partir de cada conformacéo espacial, sdo obtidas energias livres de ligacao
(entre ligante e alvo), onde a menor energia € considerada a mais provavel para justificar a
conformacéo da interacdo (KITCHEN, 2004).

O preparo das estruturas quimicas a serem testadas, compreende uma das partes mais
importantes nas propostas de novos ligantes, pois as moléculas devem ser projetadas com
cuidado, mantendo disposices parecidas dos atomos da molécula primaria. Através de
varredura conformacional e alinhamento tridimensional com o ligante original podem ser
propostas moléculas melhoradas (GOODARZI; FREITAS; FERREIRA, 2009).

3.8.8 Solubilidade

A solubilidade de qualquer substancia pode ser definida como a quantidade desta que
foi dissolvida quando for atingido o equilibrio entre a solucdo e o excesso (substancia nao
dissolvida) a uma dada temperatura e pressao (PINTO; CABRAL; SOUSA, 2014).

Segundo o Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica (SCB), um farmaco é considerado

altamente soluvel quando a quantidade da maior dosagem disponivel no mercado é solivel em



64

250 mL ou menos de meio aquoso em uma faixa de pH especifico. De acordo com o FDA, o
perfil de solubilidade do farmaco deve ser determinado a 37 + 1°C em meios aquosos com pH
na faixa de 1-7,5; ja para ANVISA, a OMS e a agéncia reguladora européia, a European
Medicines Agency (EMA), a faixa de pH no qual o experimento deve ser realizado é de 1,2-
6,8 (FDA, 2000; WOLRD HEALTH ORGANIZATION, 2000; BRASIL, 2016).

Um namero suficiente de condi¢cbes de pH devem ser avaliadas para definir com
precisdo o perfil de solubilidade em uma faixa de pH. O estudo deve ser realizado em
triplicata em cada condicdo de pH para prever a solubilidade exata do farmaco em analise e as
solucBes tampdo descritas em farmacopéias sdo consideradas apropriadas para 0 uso nos
estudos. Outros métodos além do shake flask também podem ser usados, desde que
adequadamente justificados, quanto a degradacdo do farmaco, quando observada em funcéo
da composicdo do tampédo e/ou do pH, esse fato deve ser levado em consideracdo. A
concentracdo do farmaco nos tampdes selecionados e nas diversas condi¢fes de pH deve ser
determinada por meio de método analitico bem desenvolvido e validado (FDA, 2000; PINTO;
CABRAL; SOUSA, 2014).

3.9 ENSAIO DE DISSOLUCAO

Para que um farmaco possa exercer sua atividade ele depende, dentre outros fatores, da
concentracdo que atingira no fluido bioldgico que banha o tecido e seu receptor alvo. Esta
concentracdo depende da dose administrada, da quantidade absorvida, da distribuicdo no
local, da velocidade e quantidade eliminada do corpo. Ela é determinada inicialmente pela
desintegracdo, dissolucdo e solubilizacdo do ativo veiculado em uma forma farmacéutica
qualquer, e posteriormente, pelo seu transporte pelos liquidos corporais através das barreiras
das membranas biologicas, fuga a distribuicdo generalizada para areas indesejaveis,
resisténcia ao ataque metabolico, penetracdo em concentracdo adequada nos locais de acdo e
interacdo de modo especifico, provocando uma alteracdo da funcéo celular (FERRAZ, 2017).

As formas farmacéuticas (FF) soOlidas de uso oral sdo as que apresentam maiores
problemas quando se trata de biodisponibilidade, pois, sdo oriundas de processos que
envolvem etapas diversificadas de producdo e geralmente apresentam formulacGes
complexas. Estes fatores muitas vezes afetam a velocidade de dissolu¢cdo do farmaco
prejudicando diretamente sua biodisponibilidade (SILVA, 2013).
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A dissolucdo é quando o farmaco se torna disponivel para ser absorvido pelo
organismo, logo, para que um farmaco possa atuar quando administrado por via oral, ele tera
antes que se dissolver nos sucos gastrintestinais; sendo assim, ap6s a administracdo por via
oral de uma FF sélida ocorre o processo de desintegracéo, onde o farmaco é liberado da sua
FF e passa a se apresentar em particulas menores, seguido por uma etapa de desagregacéo,
onde ocorre a reducao das particulas e, por fim, a dissolucdo, que é a solubilizacdo do farmaco
no meio. A taxa de dissolugdo pode ser o fator de limitagdo de sua absorgédo , principalmente
se tiver baixa solubilidade em agua. O ensaio de dissolucdo in vitro mede a velocidade e a
extenséo de liberagdo do ativo no meio avaliado (FERRAZ, 2017).

Esse estudo constitui um dos instrumentos essenciais para avaliacdo das propriedades
biofarmacéuticas das FF sélidas de uso oral, fornecendo informagGes uteis durante o ciclo de
vida do medicamento, tanto para a pesquisa e desenvolvimento quanto para a producdo e
controle da qualidade. Durante a fase de producéo e controle da qualidade permite-se detectar
desvios de fabricacdo, uniformidade do produto e reprodutibilidade lote a lote. Esse estudo
avalia também a quantidade de farmaco dissolvido, em um determinado volume de meio,
mantido a temperatura de 37° C £ 0,5° C, ap0s determinado periodo de tempo, utilizando-se
equipamento com dispositivo para promover agitacdo do meio de forma constante e suave, a
uma dada velocidade de agitacdo, sendo que qualquer forma de vibracdo inclusive fontes
externas devem ser eliminadas para ndo causar interferéncia na hidrodinamica do sistema.
Para formulacGes de liberacdo imediata a porcentagem dissolvida de farmaco é determinada,
normalmente, apds um Unico tempo de coleta. A avaliacdo da porcentagem dissolvida em
varios tempos de coleta (perfil de dissolucdo) €, no entanto, mais conclusiva em relacdo a
coleta em um Unico ponto (TOMASI, 2013).

Os estudos para determinar as taxas de dissolucdo in vitro na maioria das vezes sao
conduzidas em condi¢cdes sink. Onde normalmente € obtido com a utilizacdo de grande
volume de meio de dissolucdo. Isso porque, in vivo, estabelece-se um equilibrio entre as
membranas gastrointestinais em pouco tempo, sem efeitos da diminuicdo do gradiente de
concentracdo na cinética de dissolucdo, caracterizando uma velocidade de dissolucéo
constante. Para obter tal condicdo in vitro, além do uso de um grande recipiente, emprega-se
grande volume de meio, de modo que a concentracdo de meio ndo atinja mais do que 20 a

30% de sua solubilidade méaxima. Mantendo constante o volume empregado, tem-se a
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condi¢do sink, onde a concentragdo do farmaco aumenta linearmente com o passar do tempo,
sem influéncia do gradiente de concentracdo (BRONW et al., 2014).

Na industria farmacéutica, o teste de dissolucdo torna-se cada vez mais importante no
desenvolvimento de formas farmacéuticas sélidas, pois, permite prever o comportamento de
liberagdo do principio ativo, e também é uma ferramenta muito util no controle de qualidade
de produtos, pois, testes como identificacdo, pureza, teor e estabilidade séo insuficientes para
assegurar a eficécia clinica do medicamento, dentre outras aplicacfes (SKRIPNIK, 2015).

A dissolucdo de farmacos pode ser definida por 2 etapas: liberacdo do farmaco, a partir
da sua forma farmacéutica, e o transporte do mesmo para o seio do meio e dissolugéo; para o
desenvolvimento de uma metodologia de dissolucdo deve-se atentar para alguns parametros
como a caracteristica e volume do meio de dissolucdo, pH, velocidade de agitacéo e utilizagédo
de equipamento especifico, e tanto o metodo, quanto o aparelho utilizado devem ser validados
para se obter uma quantificacdo confiavel. A grande atencdo dispensada a cinética de
dissolucéo de formas farmacéuticas solidas deve-se, principalmente, a relacdo deste fen6meno
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 agua e alta permeabilidade, de modo que a absorcéo é limitada pela
velocidade de dissolucdo (SKRIPNIK, 2015).

Para avaliar o mecanismo de liberacdo do farmaco, os dados experimentais séo
ajustados a modelos cinéticos. A equacdo do modelo de ordem zero tem base na liberacédo
lenta do farmaco a partir de formas farmacéuticas que ndo desagregam. A equacdo do modelo
de primeira ordem descreve a liberacdo do farmaco de um sistema onde a taxa de liberacdo é
dependente da concentracdo, podendo descrever a dissolucdo de farmacos sollveis em uma
matriz porosa. A equacdo do modelo de Higuchi descreve a liberacdo do farmaco como um
processo de difusdo baseado na lei de Fick, estando dependente da raiz quadrada do tempo. A
equacdo dos modelos de Peppas-Sahlin e Korsmeyer-Peppas confirmam a liberacdo
controlada farmaco, uma vez que estes modelos se adequam a esse tipo de liberacdo, as
constantes K1 e K> do modelo de Peppas-Sahlin representam, respectivamente, a influéncia da

difusdio e do relaxamento do carreador na libertacdo do farmaco (GIL, 2017).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

O insumo farmacéutico ativo (EFZ) foi doado pela inddstria brasileira Cristélia,
apresentando teor de 100,00% (lote 0482/15), enquanto o material organometalico ZIF-8 foi
sintetizado pelo Laboratdrio de Terras Raras - UFPE.

Os solventes utilizados para a preparagdo do sistema EFZ:ZIF-8, bem como suas
respectivas procedéncia, formulas quimicas e grau de pureza foram: Alcool Etilico Absoluto
(ALPHATEC® CH3CH0H — 99,8%) e Alcool Metilico (QUIMICA MODERNA® CH3;0OH —
99,8%).

Para o preparo dos meios do ensaio de solubilidade e dissolugéo, utilizaram-se cloreto
de potassio (FMAIA® KCI — 99%), cido cloridrico (ALPHATEC® HCI — 37%), 4cido citrico
(QUIMICA MODERNA® CgHsO7 — 99,5%), fosfato de sodio dibasico heptahidratado
(VETEC® Na2HPO47H,0 — 98%), acetato de sodio (F.MAIA® CH3;COONa3H,0 — 99%) e
lauril sulfato de s6dio (DINAMICA® Ci2H25Na0us — 90%).

4.2 METODOS

4.2.1 Varredura por Espectrofotometria de absorcdo na regido do Ultravioleta Visivel
(UV-Vis)

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

quartzo de secdo transversal de 1 cm.

4.2.2 Obtencdo dos sistemas EFZ:ZIF-8

O método de obtencdo utilizado no presente trabalho teve como base os trabalhos de
Horcajada e colaboradores (2006), que promovem a incorporagdo/adsorcdo do farmaco depois

da ZIF-8 ja sintetizada. Este método é denominado ex situ. O procedimento realizado para a
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producédo de sistemas utilizou diferentes propor¢des molares de EFZ:ZIF-8 (1:3, 1:1 e 3:1)
visando uma melhor obtencdo quando variando a quantidade dos mesmos, tendo como base
os massas moleculares do EFZ e da ZIF-8 — 315,60 e 229,61 g.mol?, respectivamente.

Inicialmente o farmaco foi solubilizado em solventes diferentes para que se pudesse
obter sistemas com percentual de incorporacdo diferentes. Etanol e metanol foram dispostos
em baldes de 100 mL, obtendo concentracdes iniciais de 500 pg.mL™ do farmaco. A solucéo
de EFZ foi sonicada por 10 minutos em sonicador Limp Sonic®, a fim de garantir a completa
solubilizacdo do mesmo. Em seguida, a ZIF-8 foi adicionada a solugcdo de EFZ e o volume do
baldo foi completado com respectivo solvente, submetendo a mistura a agitacdo intermitente
em Agitador Magnético MA089 Marconi® com auxilio de barra magnética por até sete dias.
Diariamente, o sobrenadante foi coletado (0,2 mL, seguido de reposicdo do solvente) e
filtrado em filtro de seringa (Chromafil®Xtra, com 0,20 um de tamanho de poro) para
posterior quantificacdo em espectroscopia por absor¢do na regido do Ultravioleta-Visivel
(UV-Vis) com auxilio de curvas de calibracdo previamente realizadas para a construcdo de
curvas de incorporacdo do EFZ a rede da ZIF-8.

A utilizagéo de diferentes solventes em diferentes propor¢des de farmaco e ZIF-8 visou
a otimizagdo da maxima eficiéncia de incorporacdo (E1%) do farmaco nos sistemas, calculada

por meio da Equacao 1.

100 X [EFZyeq]

0 = _
A)EI 1 0 0 [EFZteérica]

(Equacéo 1)

Em seguida, procedeu-se a secagem do material foi realizada por pressdo reduzida
usando um evaporador rotativo da marca Marconi® MA-120 com temperatura a 50 °C para
remocdo do excesso de solvente, seguindo para estufa de secagem (Ethik® 402/3N) onde foi
utilizada a mesma temperatura até completa evaporacdo (em torno de 2 horas para o
rotaevaporador e de 3 horas para secagem na estufa). A Figura 17 sumariza o processo de

producdo dos sistemas EFZ:ZIF-8.
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Figura 17 — Fluxograma geral para obtencdo dos Sistemas EFZ:ZIF-8.
EFZ EFZ + ZIF-8

: _— Coleta diéria
n Sonicagao Filtragao Secagem
A 10 min “ 3 Quantificagdo ; Rotaevaporador

UV-Vis
Adicdo da ZIF-8 Agitacao por 7 dias
e Solvente faltante

Etanol
ou
Metanol

Fonte: Autoria Propria.

Todo esse procedimento se deu em triplicata com o sistema hermeticamente fechado, a

fim de reduzir a volatiliza¢do do solvente.

4.2.3 Caracterizacdo do Efavirenz, ZIF-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 formacdo dos sistemas. Para fins
comparativos foram obtidas Misturas Fisicas (MF) na propor¢do molar 1:1 e 3:1 (mol/mol)

mediante simples agitacdo do efavirenz e da ZIF-8 por 5 minutos em frascos de penicilina.

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

Os espectros de infravermelho do EFZ, ZIF-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™.

4.2.3.2 Difratometria de Raios-X (DRX)
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A andlise de DRX foi realizada em difratbmetro SmartLab da Rigaku®, equipado com
anodo de cobre utilizando step de 0,01 grau com tempo de aquisigéo 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 é uma O6tima
ferramenta para comprovar a formagdo 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 por meio da equacéo de Bragg:

2.d.sen =n.J (Equacéo 2)

Onde: d - espacamento basal; sen © - seno do angulo theta; n — constante; e 1 -

comprimento de onda do cobre.

4.2.3.3 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 (x 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.min™. Antes

dos ensaios, a termobalanca foi verificada com oxalato de zinco (COSTA, 2016).

4.2.3.4 Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

A curvas de DSC foram obtidas utilizando Calorimetro Shimadzu® DSC-60 interligado
ao software Shimadzu® TA-60WS com atmosfera de nitrogénio de 100 mL.min™ e 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 (x 0,2)
para todas as amostras. As determinacdes foram realizadas em triplicata. indio e zinco foram

utilizados para calibrar a escala de temperatura e a resposta de entalpia (COSTA, 2016).
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4.2.3.5 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As amostras foram preparada sobre dupla fita de carbono contida em suporte (stub) de
cobre e metalizada sob vacuo com a deposicdo de uma fina camada de ouro. As analises de
MEYV foram obtidas por microscopio eletronico de varredura da TESCAN®, modelo Mira 3,
com filamento de tungsténio e com acoplamento para disperséo de energia (EDS) (FERRAZ,
2017).

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

e volume de poros

O EFZ e ZIF-8 foram dispersos em 10 mL agua e, posteriormente, foram submetidos a
sonicacdo durante 10 segundos. Para a analise da distribuicdo granulométrica, um analisador
da distribuicdo de particula Microtac® S3500 acoplado ao acessorio USVR- Ultra Small
Volume Recirculator foi utilizado, com o tempo de medicdo de 30 segundos, e um fluxo de
35%.

A area de superficie foi calculada com base no método Brunauer- Emmett-Teller (BET)
e a distribuicdo dos tamanhos e volumes do poro foi derivada do método de Barrett-Joyner-
Halenda (BJH). Foi utilizado analisador de area superficial ASAP2440 Micrometrics®, e
software para determinacdo BET. Aproximadamente 200 mg das amostras de EFZ e ZIF-8
foram degaiseficadas por 48 horas a 110 °C para remoc¢édo de qualquer material adsorvido na
superficie do material. A adsorcéo fisica progressiva de nitrogénio no material foi feita a 77K,

com posterior dessorcao.

4.2.3.7 Estudo de Modelagem Molecular

As coordenadas atdmicas da estrutura cristalografica da ZIF-8 foram obtidas a partir do
Banco de Dados Estrutural de Cambridge (CSD) (GROOM et al., 2016), com namero de
identificacdo 602542 (PARK et al., 2006). As cargas parciais foram atribuidas aos atomos da
ZIF-8 por meio de célculos de teoria funcional de densidade, obtidas por Rana (RANA et al.,
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 ZIF-8. O
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software MarvinSketch (“MarvinSketch”, 2017) foi utilizado para identificar as microespécies
majoritarias em funcdo do pH, ou seja, o estado de protonacdo 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 conformagdo amostrada foi avaliada e ranqueada de acordo com uma fungéo de energia
empirica (HUEY et al., 2007). Os grid maps foram definidos como uma caixa reticulada com
126 x 126 x 126 pontos de dimens&o 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 do ZIF-8 e aumentar a precisdo das
estimativas das energias de interacao.

Os parametros utilizados durante a busca conformacional foram: populacéo inicial com
150 individuos aleatdrios (conformagdes), um nimero maximo de 2,5 x 10° avaliacGes de
energia, um nimero maximo de 27.000 geracdes e taxas de mutacgéo e crossover de 0,02 e 0,8,
respectivamente. O numero de individuos superiores a sobreviver até a proxima geracdo
ajustado no valor 1 (GA_ELITISM = 1). Um maximo de 300 interacdes por busca local foram

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

4.2.4 Revalidacdo dos métodos analiticos para quantificacdo do EFZ presente nos

sistemas e MFs por meio da espectrofotometria no UV-VIS

O método foi desenvolvido e validado por Alves (2010) e a revalidacédo foi procedida de

acordo com a RDC 166 de 24 de julho de 2017, onde foram contempladas as avaliacGes dos
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seguintes parametros: linearidade, efeito matriz, repetibilidade, robustez, exatiddo e
seletividade.

4.2.4.1 Equipamentos

Foram utilizados no processo de revalidacdo: Balanca analitica (Bioprecisa®-
FA2104N), Ultrassom (Limp Sonic®- LS-3D-2-X), Espectrofotbmetro UV-Visivel
(Shimadzu® UV 1240 PC).

4.2.4.2 Revalidacdo do método analitico

O propésito da revalidacdo do método se da devido a uma pequena alteracdo na
preparacdo da amostra. O método desenvolvido por Alves (2010) requer apenas diluicdo do
EFZ em alcool etilico absoluto ou metanol, ja 0 metodo desenvolvido para o sistema
EFZ:ZIF-8 requer a adicdo de &cido cloridrico para evitar a turbidez deixada pela ZIF-8 em

suspensdo, fazendo com que a mesma se dissolva.
4.2.4.2.1 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 regresséo linear de duas curvas, uma obtendo etanol e outra metanol, utilizando
ajuste dos dados pelo método dos minimos quadrados dos pontos médios.
Preparo das solucGes mae:

Método de Alves (2010)

Foram preparadas trés soluces mae para cada solvente, metanol e etanol, com
concentragdo de 500 pg/mL de EFZ.

Método de Alves (2010) com adicdo de &cido cloridrico (método ajustado)
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Realizou-se 0 mesmo método de Alves (2010), adicionando-se nas solug¢bes contendo
etanol 2 mL de HCI 1M e nas solugdes contendo metanol 1,25 mL (o critério de escolha da
quantidade do &cido foi a turbidez), e sonicando por 10 minutos.

Os ensaios foram realizados utilizando cinco niveis de concentracdes diferentes de cada

solucdo mae: 8,9, 10, 11 ¢ 12 ug.mL ™,

4.2.4.2.2 Efeito Matriz

O efeito matriz tem como finalidade investigar possiveis interferéncias causadas pelas

substancias que compdem a matriz da amostra.

Preparo das solugdes mée:

Meétodo de Alves (2010)

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

mesmos niveis de concentragdo 8,9, 10, 11 e 12 ug.mL™.

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

Foram preparadas trés solucbes mae para cada solvente, metanol e etanol,
posteriormente adicionado 36mg de ZIF-8, seguido da adicdo de 2 mL de HCI 1M nos baldes
contendo etanol e 1,25 mL nos bal6es contendo metanol, tendo como critério de escolha da

quantidade do &cido a turbidez da solugcdo, em seguida a mesma foi sonicada por 10 min.

4.2.4.2.3 Robustez

A robustez € um pardmetro tipicamente realizado no desenvolvimento do método
analitico que indica a sua capacidade em resistir a pequenas e deliberadas variacdes das
condicBes analiticas. Na espectrofotometria, 0 parametro robustez pode ser averiguado pela
variacdo de pH da solugéo, diferentes lotes ou fabricantes (BRASIL, 2017). A robustez do

método proposto foi verificada por meio da variacdo de pH devido a adicdo de HCI 1M.
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Preparo das solugdes mée:

Método de Alves (2010)

Foram preparadas trés solucbes mée para cada solvente, etanol e metanol, com
concentragdo de 500 ug/mL de EFZ, apresentando um valor de pH de 6,6 e 7,6

respectivamente.

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

Foi realizado o mesmo meétodo de Alves (2010), sonicado por 10 minutos e com adi¢éo
de 2 mL HCI 1M nas solugdes contendo etanol e 1,25 mL nas solugfes com metanol,
apresentando valor de pH de 1,2 e 0,72.

As concentragdes de EFZ utilizadas para as solugdes filhas foram: 8, 10 e 12 ug.mL™,
representando um ponto baixo, medio e alto da curva.

Os resultados da robustez foram expressos por meio da relacdo entre a concentracdo
média, determinada experimentalmente e pela concentracdo tedrica correspondente, dada pela

Equacéo 3:

Recuperagéo :COncentragéo média experimental X 100

(Equacéo 3)

Concentracgio tedrica

4.2.4.2.4 Precisdo (Repetibilidade)

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

Método de Alves (2010) com adicdo de &cido cloridrico (método ajustado)
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A precisdo do método foi avaliada por meio da repetibilidade, visando avaliar a
concordancia entre os resultados sob as mesmas condi¢cdes de operacdo, mesmo analista e
mesma instrumentacdo, em uma Unica corrida analitica. O método foi verificado a partir da
preparacdo de duas solugdes mée com concentracdo de 500ug/mL de EFZ tanto em etanol
como metanol, sendo adicionado 2 e 1,25 mL de HCI 1M respectivamente (o critério de
escolha da quantidade do &cido foi a turbidez da solucéo), onde seis réplicas da concentracao
correspondente a concentragio de trabalho (10 pg.mL™) de cada solucdo no intervalo linear
foram preparadas individualmente.

A repetibilidade foi alcancada por meio da analise do desvio padrdo relativo (DPR)

entre as determinacGes quantitativas realizadas seguindo a Equacdo 4:

- DP 5
DPR =D X 100 (Equacéo 4)

Onde, DP corresponde ao desvio padrdo e CMD a concentragdo média determinada.
4.2.4.2.5 Exatiddo

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

e alta, com trés réplicas em cada nivel (ALVES, 2010).
Preparo das solucGes mae:
Método de Alves (2010)

Foram preparadas trés solucbGes mae para cada solvente, metanol e etanol, com
concentragao de 500 pg/mL de EFZ.
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Método de Alves (2010) com adic¢do de &cido cloridrico (método ajustado)

Foi realizado o mesmo método de Alves (2010), sonicado por 10 minutos e com adicao
de 2 mL HCI 1M nas solugdes contendo etanol e 1,25 mL nas solugdes com metanol, sendo o
critério de escolha da quantidade do &cido a turbidez da solucéo.

As concentragdes de EFZ utilizadas para as solugdes filhas foram: 8, 10 e 12 ug.mL?,
representando um ponto baixo, médio e alto da curva.

Os resultados da exatiddo foram expressos por meio da equacdo de recuperagdo
(equacdo 3), cuja mesma se dar por meio da relacdo entre a concentracdo média, determinada

experimentalmente e pela concentragdo tedrica correspondente.

4.2.4.2.6 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 solucBes formadas pela ZIF (36mg) em
etanol e metanol (com e sem HCI 1M) e solucdo mae, contendo apenas o EFZ em etanol e

metanol, também com (método ajustado) e sem (método de Alves) adi¢do de HCI 1M.

4.2.5 Doseamento por UV-Visivel do EFZ nos Sistemas e Misturas Fisicas

Para quantificacdo do EFZ contido nas MFs e nos sistemas, foram produzidas soluc6es
com ambos, onde a concentracdo final foi 20,64 pg/mL e 12,8 ug/mL em etanol e metanol
com HCI 1M, respectivamente.

A presenca do acido se faz necessaria para que a turbidez gerada pela insolubilidade da
ZIF-8 em solvente organico (necessario para a solubilizacdo do farmaco a ser quantificado)
seja cessada e para que o farmaco contido no interior da ZIF-8 seja liberado pela quebra da

mesma e assim se torne possivel a leitura do EFZ no espectrofotdmetro. Uma curva de
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calibracdo do farmaco foi utilizada no intervalo de 8 a 12 pg.mL™ para quantificagdo do
mesmo, partindo de uma solugio-mae de 500 pg.mL™ contendo etanol ou metanol e HCI 1M
(método revalidado), tendo as aliquotas seus volumes completados com uma solugédo
etanol:agua (60:40 v/v) (ALVES, 2010).

4.2.6 Ensaio de Solubilidade do EFZ

O ensaio de solubilidade foi realizado a fim de definir as condi¢Bes sink, dado
importante para a realizagéo do ensaio de dissolugéo in vitro.

Excesso de EFZ (aproximadamente 30 mg) foi previamente pesado e adicionado a
béqueres com 10 mL dos meios Acido Cloridrico 0,2M (pH 1,2), Tamp&o Acetato 2N (pH
4,5), e Tampéo Fosfato de Sddio 0,05M (pH 6,8), todos estes adicionados de lauril sulfato de
sodio (LSS) a 1,0%. Sendo posteriormente submetidos a agitacdo constante
(aproximadamente 50 rpm) em Banho-Maria DUBNOFF 304-D®, por 24h a 25°C, com as
amostras hermeticamente fechadas devido a evaporagédo. 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 pm e submetido a leitura por espectroscopia UV-Vis
(Espectrofotémetro Shimadzu® UV 1240 PC) a fim de quantificar a concentragdo maxima
dissolvida, visando evidenciar a concentracdo de saturacdo do EFZ nos respectivos meios
(PINTO; CABRAL; SOUSA, 2014).

4.2.7 Estudos de liberacdo in vitro das MFs e Sistemas EFZ:ZIF-8 obtidos em etanol e

metanol

4.2.7.1 Estudo dos perfis de dissolucdo in vitro

Os ensaios de dissolucdo foram realizados a fim de definir os sistemas que melhor
apresentasse perfil de liberacdo modificada. Meios de dissolucdo em diferentes pHs (1,2, 4,5 e
6,8) foram utilizados para mensurar essa liberagcdo, uma vez que a ZIF-8 tem comportamento

diferente nos variados pHs. Os ensaios foram feitos sob temperatura de 37 + 0,5 °C, utilizando
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500 mL de &cido cloridrico (pH 1,2), tampéo acetato (pH 4,5) e tampé&o fosfato (pH 6,8) como
meios de dissolucdo, aparato 2 (pd) e velocidade de rotagdo 100 rpm, utilizando dissolutor
Varian® VK 7010 (PINTO; CABRAL; SOUSA, 2014; USP 34-NF 29, 2011).

Foram pesadas em balanca Shimadzu® do modelo AUX 220 quantidades de amostras
que apresentavam o equivalente a 31,12 mg (pH 1,2), 134,81 mg (pH 4,5) e 115,75 mg (pH
6,8) de EFZ, significando que se completamente dissolvidas em um volume de 500 mL,
apresentariam concentracdes abaixo do ponto de saturagdo, estabelecendo dessa maneira a
condi¢do sink, com 8x menos farmaco do que seria necessario para saturar 0s meios de acordo
com o estudo de solubilidade.

Em intervalos de tempo predefinidos de 0,08, 0,25, 0,5, 0,76, 1, 1,5, 2, 2,5, 3, 3,5, 4,
45,5, 6, 7,8, 24 e 48h ou até que houvesse uma liberagdo do farmaco superior a 80%, trés
mL das amostras foram coletadas, filtradas em filtro de membrana 0,20 um e, quando preciso
diluidas, para quantificacdo do teor de EFZ por espectroscopia no UV-Vis mini a 247 nm
(Modelo 1240, Shimadzu®). Foi efetuada a reposicio do meio de dissolugdo com o mesmo
volume de cada aliquota retirada. Todos os ensaios foram efetuados em triplicata (PINTO;
CABRAL; SOUSA, 2014; USP 34-NF 29, 2011).

Os perfis de dissolucdo foram avaliados e comparados utilizando o parametro de area

sob a curva (AUC) e percentagem de farmaco dissolvido por tempo de coleta.

4.2.7.2 Tratamento de dados

Os dados de dissolucao foram corrigidos quanto a perda de volume e farmaco durante
as coletas, de acordo com célculo similar ao encontrado na literatura (ARONSON, 1993;
SINGH; KAUR; SINGH, 1997). A Equacao 5 representa a correcdo da concentracao (Cecorr)

em teste de dissolucdo em que ha reposicéo.
Ceorr= Cn + Z—“:Z’f‘l Ci (Equacéo 5)

Na equacdo, C; é a concentracdo no ponto de coleta n, V¢é o volume total inicial, Vs €

0 volume das coletas e Cié a concentracdo das amostras nos pontos anteriores a n.
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O célculo de area sob a curva (AUC) foi realizado com auxilio do software Origin® 8
da Origin Lab Solutions e Microsoft Excel® 2007.

4.2.7.3 Modelos cinéticos

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

A escolha do modelo matematico foi realizada a partir do coeficiente de determinacgao
(R?) e do coeficiente de determinacio ajustado (RZajustado), O Ultimo é calculado pela Equagio
6, quanto mais proximo de 1 o valor numérico de RZjusado Melhor a amostra se ajusta ao
modelo (ZHANG et al., 2010).

Rzajustado =1- Z_:; x(1- RZ) (Equagéo 6)

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

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

Tabela 1 — Modelos matematicos de cinética usados na avaliacdo do perfil de dissolucéo.

Modelo Equacao* Gréficos plotados
Ordem zero Qo = Qi+ Ko.t Qo versus t
Primeira ordem INQ:=1In Qo+ Ku.t log Q: versus t

Higuchi Qi = Ku.tt?2 Q: versust *
Peppas-Sahlin M/M_ = Kp.t" + Ko.t2" M¢/M_ versus t™
Korsmeyer-Peppas M/M_ = K.t" M¢/M_ versus t

* Q: - quantidade de farmaco liberado no tempo t; Qo — quantidade inicial de farmaco em solucéo; Q_ -
guantidade de farmaco dissolvida no tempo total; M; — quantidade de farmaco dissolvido no tempo t;
M _- quantidade total de farmaco dissolvido quando a forma farmacéutica se desintegra por completo;
Ko, K1, K2, Kn, constantes caracteristicas de cada modelo; t — tempo. Fonte: Adaptado de SANTOS,
2011.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 VARREDURA POR ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCAO NA REGIAO DO
ULTRAVIOLETA VISIVEL (UV-Vis)

Por meio da espectroscopia por absorcao na regido do UV-Vis foi possivel determinar o
comprimento de onda de leitura a ser utilizado para a quantificacdo da incorporagédo do EFZ.
Com base na varredura (190-1000 nm) (Figura 18), a solucdo de EFZ (10 pug.mL™) obteve
maxima absor¢do em 247 nm como visto por Alves e colaboradores (2010), enquanto a ZIF-8
se mostrou semelhante ao trabalho de Kaur e colaboradores (2017), elevada absor¢do em 203
nm.

A fim de provar que a ZIF-8 ndo iria interferir na seletividade do método de
quantificacdo do EFZ incorporado ou adsovido ao material organometalico, 3,6 mg de ZIF-8
foi suspensa em 10 mL dos solventes (etanol e metanol) utilizados para obtencdo dos
sistemas, seguido de filtragdo (poro do filtro: 0,22 um) e quantificacdo por meio de UV-Vis.

Embora a ZIF-8 também apresente pico de absor¢do na regido do UV-Vis, a mesma nao
absorve no mesmo comprimento de onda do EFZ, em 247 nm a ZIF-8 apresenta um valor de

apenas 0,021 e 0,087 de absorbancia nos solventes etanol e metanol, respectivamente.
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Figura 18 — Varredura do espectro de absorcdo na regido do UV-Vis do EFZ e da ZIF-8 em etanol (A)

e metanol (B).
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5.2 OBTENCAO DOS SISTEMAS EFZ:ZIF-8

Seguido da obtencdo pelo método descrito no item 4.2.2 os sistemas foram analisados.

5.2.1 Avaliacao da incorporacdo do farmaco na ZIF-8

Foi possivel construir curvas de calibragdo diarias, tomando como base o meétodo
desenvolvido por Alves e colaboradores (2010), possibilitando o célculo da incorporacéo
aparente do EFZ a rede da ZIF-8. O experimento visou o decaimento da concentracdo do
farmaco, justificada pela sua incorporacdo a malha da ZIF-8. Tal decaimento foi avaliado
diariamente e a porcentagem de EFZ incorporado foi mensurada subtraindo o valor da
concentracdo real utilizada no experimento pela concentracdo dissolvida encontrada,
representadas em termo de porcentagem, conforme descrito pela equacéo 1 de El%.

A partir das curvas (Figura 19) de incorporacdo foi visto que, passado um dia de
agitacdo, o valor de EI% do EFZ a ZIF-8 foi 15 (quinze) % para o sistema em solvente etanol,
numa propor¢cdo de 1:1 (EFZ:ZIF-8). Em contrapartida, o sistema obtido em metanol na
proporcao de 3:1 apresentou menor ponto de concentragdo nas 5 primeiras horas, totalizando,
aproximadamente, 27% de incorporacao, isso pode ser explicado pela diferenca de polaridade
dos solventes, onde o metanol com maior polaridade, pode solubilizar o farmaco de maneira
mais eficaz, facilitando assim a obtencdo do sistema. Resultados de incorporagdo a ZIF-8
semelhantes foram relatados por Li e colaboradores (2015), conseguindo carregamento de
22,5% de 5-fluorouracil.
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Figura 19 — Curvas de incorporagdo do EFZ a rede da ZIF-8 em etanol (preto) e em metanol
(vermelho).
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Fonte: Autoria prépria.

Visando otimizar o0 método de obtencao dos sistemas utilizando etanol e metanol, foram
avaliadas diferentes proporcdes molares de EFZ:ZIF-8 (1:3, 1:1 e 3:1 mol/mol) a fim de
identificar a que apresentasse maior eficiéncia de incorporacdo. Contudo, os valores de E1%

foram todos abaixo do apresentado pela propor¢do molar de 1:1 em etanol e 3:1 em metanol,
conforme observado nas Figuras 20 e 21.
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Figura 20 — Curvas de incorporacdo e valor de eficiéncia de incorporagdo (E1%) dos Sistemas
EFZ:ZIF-8 Etanol nas proporgdes molares 1:3 e 3:1 mol/mol.
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Figura 21 — Curvas de incorporagdo e valor de eficiéncia de incorporacdo (E1%) dos Sistemas
EFZ:ZIF-8 Metanol nas propor¢des molares 1:1 e 1:3 mol/mol.
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Fonte: Autoria prépria.

Desta forma, os sistemas obtidos em etanol na propor¢do molar 1:1 e metanol 3:1 foram
os selecionados para dar continuidade ao trabalho, uma vez que apresentaram maiores EI1%
que as demais proporc¢des. Estes sistemas foram, entdo, denominados EFZ:ZIF-8, sendo estes
0 objetivo de estudo das técnicas de caracterizacdo. Em alguns casos, as misturas fisicas
(MFs) foram utilizadas para fins comparativos.

Os experimentos — realizados em triplicata — demonstraram baixissimo desvio padrédo
dos pontos isolados, evidenciando a confiabilidade dos resultados. Em adicdo a este fato, foi
padronizada a obtencdo do sistema EFZ:ZIF-8 em etanol (1:1) mediante agitacdo por 1 dia e

em metanol por 5 horas.

5.2.2 Aspecto macroscépico

Em ambos os sistemas obtidos (EFZ:ZIF-8 Etanol 1:1 e Metanol 3:1) ndo foram

observadas mudanca de coloracdo (Figura 22 C e D). Em relacdo & morfologia macroscopica
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do po, os sistemas apresentaram caracteristicas semelhantes a ZIF-8 (Figura 22 B), adquirindo
uma estrutura de p6 com aspecto grumoso, enquanto o farmaco se apresenta com aspecto de
po fino (Figura 22 A).

Figura 22 — Aspecto Macroscopico: A) EFZ; B) ZIF-8; C) Sistema EFZ:ZIF-8 Etanol (1:1) mol/mol;
D) Sistema EFZ:ZIF-8 Metanol (3:1) mol/mol.

Fonte: Autoria prépria.

5.3 CARACTERIZACAO DO EFAVIRENZ, ZIF-8, MISTURAS FISICAS E SISTEMAS

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

A técnica de infravermelho tem sido bastante utilizada para investigar possiveis
interacOes entre farmaco e carreador nos sistemas, ja que é capaz de detectar diferencas sutis
na energia vibracional entre estado amorfo e cristalino. Estudo destas interagoes,

principalmente ligagdes de hidrogénio, é de extrema importancia, uma vez que estdo
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relacionadas com a estabilidade dos sistemas e com a compatibilidade entre o farmaco e o
material utilizado (SHAH et al., 2013; TEJA et al., 2013).

No espectro de absor¢do do EFZ (Figura 23) as bandas referentes aos possiveis grupos
doadores e aceptores de hidrogénio do EFZ podem ser observadas: deformacdo axial de N-H
em 3313 cm™ (1), além das bandas em 1743 cm (3) e 1240 cm™ (5), caracteristicos da funcéo
carbamato presente na estrutura do farmaco e que seriam referentes a deformacdo axial da
ligagdo C=0 e C(C=0)-0, respectivamente. Adicionalmente, as seguintes bandas tipicas
também foram visualizadas: estiramento C=C (2249 cm™) (2), estiramento axial C-F (1183
cm?) e deformagdo angular de C-H em grupamentos ciclicos tensionados (1494 cm™) (4),
evidenciando a presenca do radical ciclopropil na molécula do EFZ, dados estes que se
assemelham com os observados por Gomes (2014).

O espectro de absor¢édo no infravermelho da ZIF-8 evidenciou bandas caracteristicas do
composto (Figura 23), comprovando que os dados de sua identificacdo espectroscopica sdo
similares aos ja descritos na literatura para o carreador (ALVES, 2013; AMARANTE, 2016).
Constatamos em 3132 e 2936 cm™ discreto estiramento Csp2-H e Csp3-H referentes ao anel
imidazol e ao grupo metila, respectivamente. Em 1670 cm™ (6) é observada a banda do
estiramento de C=C. Enquanto que as bandas de absorcdo C-N sdo observadas na regido de
1100 a 1400 cm™ (7-9). Finalizando, ndo foi possivel observar o modo de estiramento Zn-N
pois 0 mesmo ocorre entre 450 e 400 cm™ e as analises so foram possiveis em equipamentos
que trabalhavam com comprimentos até 550 cm™.

No espectro das MFs (Figura 23) € possivel notar a presenca de bandas caracteristicas
do EFZ e ZIF-8, mesmo quando as do farmaco sofrem significativa reducdo de intensidade.
Diante disso, pressupde-se um determinado grau de interacGes entre o farmaco e a ZIF-8
quando estes sdo unidos apenas por uma mistura fisica (FERRAZ, 2017).

Analisando os sistemas EFZ:ZIF-8 obtidos em metanol e etanol (Figura 23), algumas
bandas do EFZ e da ZIF-8 isolados ndo sdo bem evidenciados, devido a sobreposicdo das
mesmas. Entretanto, foi possivel sugerir a presenca do farmaco em questao, evidenciando, em
3313 cm?(1), 1743 cm™(3) e 1183 cm?, a deformacdo axial da ligagdo N-H, C=0 e o
estiramento axial C-F respectivamente. A reducdo da intensidade das bandas foi observada em
ambos os sistemas quando comparados com o farmaco isolado, tendo o sistema EFZ:ZIF-8
Etanol (1:1) uma evidéncia maior dessa reducdo. Adicionalmente, houve diminuicdo da
intensidade da banda de absorco referente ao grupamento C-N da ZIF-8 (1400 e 1302 cm™)

(7 e 9), isto confirma que a mesma interage de maneira efetiva com o EFZ (ALVES, 2013).
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Assim, ao comparar 0s espectros de infravermelho dos sistemas, das MFs e das
substancias isoladas, observou-se que tanto os sistemas como as misturas fisicas apresentaram
as principais bandas do farmaco em menor intensidade, indicando, desta forma, indicios de

interacdo entre o EFZ e a ZIF-8.

Figura 23 — Espectros de infravermelho do EFZ, ZIF-8, Misturas Fisicas e Sistemas EFZ:ZIF-8.
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Fonte: Autoria prépria.

5.3.2 Difratometria de Raios-X (DRX)

A DRX é uma técnica considerada de suma importancia no campo farmacéutico e, no

que diz respeito a obtengdo de sistemas, é amplamente utilizada para estudar e caracterizar a
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cristalinidade ou o processo de amorfizacdo dos farmacos utilizados (BAIRD e TAYLOR,
2012). Os difratogramas dos compostos isolados e de suas respectivas MF e sistemas
encontram-se representados na Figura 24.

O perfil de difracdo do EFZ apresenta pico principal a 26 em torno de 6,13°, além de
outros picos secundarios em 14,18° 16,91°, 21,26° e 24,93°, evidenciando o seu carater
cristalino. O trabalho de Gomes (2014) descreve picos de intensidade bastante similares para
0 EFZ, revelando a autenticidade do insumo farmacéutico ativo adquirido.

A DR-X da ZIF-8 também determinou a caracteristica cristalina da molécula, devido a
presenca de picos bastante intensos (7,29°) e outros de média intensidade (10,34° e 12,66°),
como visto no trabalho de Hu (2016). Os picos 7,29°, 10,34° e 12,66°, referentes a um cubo
de corpo-centrado, correspondem as reflexdes 011, 002 e 112. Tais dados foram utilizados
para o calculo do espacamento basal, a fim de estabelecer um valor de referéncia para
caracterizar a inser¢do da molécula de EFZ na ZIF-8. Estes resultados estdo de acordo com
trabalhos recentes (PAPPORELLO; MIRO; ZAMARO, 2015; PARK et al., 2006).

As MFs entre EFZ e ZIF-8 nas propor¢des 1:1 e 3:1 (mol/mol) evidenciaram um
somatorio dos perfis de ambos os componentes isolados, apresentando seus picos
caracteristicos. Entretanto, o comportamento cristalino da ZIF-8 demonstrou-se mais evidente
devido ao intenso pico em 7,31°. Em relacdo ao farmaco isolado menor intensidade foi vista
na MF 1:1, principalmente nos picos 6,13° e 21,29 e na MF 3:1 6,12° e 21,27°, sendo estes
ligeiramente mais intensos que a MF 1:1.

O sistema EFZ:ZIF-8 Etanol 1:1 apresentou perfil muito semelhante ao da MF 1:1.
Entretanto, os picos caracteristicos da ZIF-8 sdo mais intensos que os do EFZ. Isto sugere que
boa parte do EFZ esta incorporado ou adsorvido a ZIF-8, o que confirma a formacdo do
sistema, uma vez que para este sistema o valor da eficiéncia de incorporacao foi 15,68%.

O sistema EFZ:ZIF-8 Metanol 3:1 (Figura 24) apresentou comportamento cristalino,
resultando em somatorio dos perfis difratométricos das substancias isoladas. Também
semelhante a MF 3:1, o sistema apresentou 0s picos com uma intensidade inferior, quando
comparados com os perfis de DR-X isolados, porém maior quando relacionados ao sistema
EFZ:ZIF-8 Etanol 1:1 e sua mistura fisica.

Apesar da analise de DR-X ndo evidenciar amorfizacdo da substancia, a mesma
demonstrou discreta reducéo na intensidade dos picos, o que determina alteragéo na natureza
cristalina da amostra, corroborando assim a formacgdo do sistema. Para elucidar este fato,

outras técnicas de caracterizacdo foram realizadas.
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Figura 24 — Difratogramas de raios-X do EFZ, ZIF-8, Misturas Fisicas e Sistemas EFZ:ZIF-8.
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Fonte: Autoria propria.

Por se tratar de um material lamelar, o célculo do espacamento basal pode ser uma
Otima ferramenta para comprovar a formacao dos sistemas. O espago 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 liberacdo modificada de farmacos (XIONG et al.,, 2015). O
espacamento basal (d) pode ser definido pela equacdo de Bragg (Equacéo 2).

Os valores do espacamento basal foram utilizados como parametro para identificar a
insercdo do farmaco a molécula da ZIF-8. Quando os valores sdo maiores que o basal indicam
que o farmaco foi inserido a molécula e, por isso, dilatam os espacos entre as lamelas.
Entretanto, foi verificado quando se compara os picos de reflexdo caracteristicos da
cristalinidade da ZIF-8 isolada (011, 002 e 112) (HE et al., 2014) e as demais amostras
(Tabela 2), que os valores obtidos foram bem proximos (XIONG et al., 2015). O fato nao
exclui a formacdo do sistema, mas é sugestivo de uma adsor¢cdo do farmaco a superficie da

ZIF-8, caracterizando uma interacao fisica.



Tabela 2 — Calculo do espacamento basal dos picos de reflexdo 011, 002 e 112 da ZIF-8,
Misturas Fisicas e Sistemas obtidos em etanol e em metanol.
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Amostra Pico (°20) Reflexao Espacamento
Basal (A)

7,29 011 12,13
ZIF-8 10,34 002 8,55
12,66 112 6,99
7,31 011 12,09
MF 1:1 10,36 002 8,53
12,69 112 6,97
7,31 011 12,09
MF 3:1 10,36 002 8,53
12,68 112 6,98
7,30 011 12,11
Sistema Etanol (1:1) 10,33 002 8,56
12,69 112 6,98
. 7,30 011 12,11
SIS'[GITI(% .I\l/;etanol 1034 002 8.55
) 12,67 112 6,99

Fonte: Autoria propria.

5.3.3 Termogravimetria (TG)

O uso da anélise termogravimétrica foi indispensavel na elucidacdo da degradagédo do

EFZ frente a temperatura e na corroboracdo da formacdo do sistema. A comparacdo dos

resultados de TG e DSC, obtidos em condigdes semelhantes, pode ser de grande valia para a

interpretacdo dos processos térmicos. As curvas TG obtidas para todos os materiais citados

até entdo estdo demonstradas na Figura 25.

A curva TG do EFZ entre 20-110,86 °C evidenciou uma perda de massa de 1,04%,
referente ao teor de agua presente na amostra seguida pela degradacdo térmica do farmaco
isolado em apenas um unico evento térmico (195,45-289,18 °C) (DTGpico=260,94 °C). Com

perda de massa de 76,30%. Resultado similar foi obtido por Gomes (2014), onde também foi

identificado apenas um Unico evento entre 200 e 300 °C.



93

Na curva TG da ZIF-8, a porcdo organica demonstrou a boa estabilidade térmica da
molécula. Primeiramente, na faixa de temperatura entre 30 e 125 °C foi possivel evidenciar
uma perda de massa de até 1,86%. Este valor pode estar relacionado a perda de moléculas de
agua presentes nas cavidades ou na superficie da ZIF-8 como descreve Chowdhuri e
colaboradores (2017). Até 461,60 °C, hd perda de apenas 3% da massa inicial, o que
evidencia a alta estabilidade térmica da ZIF-8, este valor também pode indicar a saida de
moléculas de agua ligadas coordenadamente a rede da ZIF-8. No intervalo de 503,44-560,88
°C foi possivel observar uma perda de massa significativa — melhor evidenciada pela curva
DTG - de 13,69%, relativa a degradacdo da por¢do organica da molécula, o imidazolato. A
partir de entdo, a amostra apresenta decaimento lento, de baixa resolucdo, sem picos aparentes
provavelmente referentes a decomposicdo térmica da por¢do inorganica da ZIF-8, até a
formacédo de oxido de zinco. Estes resultados estdo em consonancia com trabalhos anteriores
de pesquisadores importantes na area (FANG et al., 2015; GADIPELLI e GUO, 2015;
VASCONCELOS et al., 2012).

Na andlise da MF 1:1 o primeiro evento com perda de massa de 44,71% é semelhante
ao de decomposicao térmica do EFZ, uma vez que, aconteceu praticamente na mesma faixa
do farmaco isolado. O segundo evento que ocorreu no intervalo entre 495,72-530,98 °C com
perda de massa 3,42% parece esta relacionado com uma antecipacdo da degradacgdo térmica
referente a do imidazolato quando comparado com a curva da ZIF-8 isolada. Em seguida, foi
observado o decaimento da curva TG que segundo Schejn e colaboradores (2014) pode esta
relacionado a decomposicdo térmica da porcao inorganica da ZIF-8 até formacdo de 6xido de
zinco.

Na curva TG da MF 3:1 observou-se inicialmente uma perda de massa de 45,36%, onde
também ndo se obteve nenhuma alteracdo na temperatura da degradacdo térmica quando
comparado com o farmaco isolado. Quanto a ZIF-8, o evento de degradacdo térmica referente
a degradacdo do imidazolato ndo foi observado, podendo-se apenas por meio da curva DTA
determinar uma perda de massa proximo a 1,6%. Evidenciando que a interacdo fisica entre
farmaco e ZIF-8 nas MFs altera o comportamento térmico da porcdo organica quando
comparada ao material isolado.

A curva TG do sistema EFZ:ZIF-8 Etanol (1:1) ndo se mostrou diferente das misturas
fisicas quando considerada a temperatura de degradacdo referente ao farmaco isolado,
obtendo neste evento uma perda de massa de 39,16%. Em relacdo a degradacdo da porcgao

organica da ZIF-8, essa aconteceu em um intervalo de temperatura ligeiramente antecipado
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entre 487,17-549,82 °C, onde foi observado uma perda de massa de 6,19%, isso sugere que ha
alguma interacdo entre o EFZ e o carreador. Posteriormente foi analisada a perda de massa
referente @ decomposigdo térmica da ZIF-8 a 6xido de zinco (FERRAZ, 2017).

A andlise do sistema EFZ:ZIF-8 Metanol (3:1), mostrou certa consondncia com 0s
resultados anteriores, provenientes da temperatura de degradacdo do farmaco, sendo a
quantidade de massa perdida correspondente a 50,41%. Foi também observada uma leve
antecipacdo da degradacdo térmica da ZIF-8 em relacdo ao material isolado (474,82-568,74
°C) assim como no sistema com etanol e perda de 5,14% da massa. Como resultado da Ultima
perda, tem-se 6xido de zinco residual (ZnO) (FERRAZ, 2017).

Tanto as MFs como 0s sistemas apresentaram perda de massa relacionada ao farmaco
na mesma faixa de temperatura que o0 mesmo. Em relacdo a ZIF-8 a perda de massa referente
a porcao organica (imidazolato) da ZIF foi vista numa faixa de temperatura de degradacgéo

antecipada.
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Figura 25 — Curvas TG do EFZ, da ZIF-8, das Misturas Fisicas e dos Sistemas EFZ:ZIF-8 obtidos em

etanol e em metanol.
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Fonte: Autoria prépria.

5.3.4 Calorimetria Exploratoéria Diferencial (DSC)

Neste estudo, DSC foi utilizada para analisar e comprovar os resultados do DR-X
quanto a forma do farmaco (amorfa ou cristalina) nas MFs e sistemas com ZIF-8, bem como
para verificar o comportamento térmico do EFZ quando associado ao carreador. As curvas de
DSC dos compostos isolados (EFZ e ZIF-8), de suas respectivas MFs e sistemas, encontram-

se representados na Figura 26.
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O comportamento térmico do EFZ p6de ser evidenciado por meio de um pico
endotérmico bem intenso e definido na faixa de temperatura entre 135,46 — 141,08 °C
(Tpico= 137,78 °C) (AH=101,66 mJ), caracteristico do processo de fusdo da sua estrutura
cristalina. Resultados semelhantes foram descritos por Costa (2016).

A curva DSC da ZIF-8 (Figura 26) demonstrou a auséncia de picos na faixa de
temperatura utilizada, caracteristica inerente a natureza da molécula. Por se tratar de uma
molécula hibrida orgéanica-inorganica, os eventos de degradacdo da ZIF-8 foram analisados
por meio da curva DTA (Apéndice A), que possibilitou o aguecimento da amostra até 600 °C.
Nesta, foi possivel observar dois eventos endotérmicos referentes a transicdo de fase: o
primeiro entre 535,69-576,25 °C; e o segundo, apds 578°C. Estes valores e respectivas perdas
de massa estdo descritas na discussdo da curva TG da ZIF-8. Estando em consonancia com
trabalhos anteriores de pesquisadores importantes na area (FERRAZ, 2017; ORDONEZ et al.,
2010).

Na mistura fisica 1:1 pdde-se observar que o evento endotérmico referente ao pico de
fusdo do EFZ esteve presente (Tpico =138,36 °C; AH=47,66 mJ) ndo apresentando nenhuma
antecipacdo, a curva também evidenciou uma reducdo na intensidade do pico de fusdo. Este
fendmeno € caracteristico de materiais poliméricos, tais como: PEG, PVP, HPMC; que
possibilitam o incremento da solubilidade do material, uma vez que ha necessidade de uma
menor quantidade de energia para solubilizar o farmaco. Tal comportamento ja foi
amplamente discutido por trabalhos anteriores do grupo (COSTA et al., 2013; LIMA et al.,
2011).

Assim como na MF anterior, a partir da curva DSC da MF 3:1 (Figura 26) foi possivel
observar que o evento referente a fusdo do farmaco ocorre na mesma faixa de temperatura,
além da reducdo na intensidade do pico quando comparado ao farmaco isolado, porém maior
em relacdo a MF EFZ:ZIF-8 1:1. Dessa forma, fica claro que a simples mistura fisica
promove a formacdo de uma interacdo farmaco-excipiente, mesmo sem ocasionar a formacéo
propriamente dita do sistema.

A curva DSC do sistema EFZ:ZIF-8 Etanol (1:1) (Figura 26) demonstrou leve
antecipacdo do evento de fusdo (129,98-137,26 °C; AH= 33,60 mJ) (Tpico=134,75 °C). Esta
variacdo na temperatura de fusdo entre o farmaco isolado e o sistema — de aproximadamente
2% — é descrita por muitos autores como uma faixa aceitavel da compatibilidade entre
componentes de uma mesma formulagdo (COSTA et al., 2013; DE MELO et al., 2015). Logo,
este comportamento pode identificar que o sistema obtido em etanol é, de fato, mais eficiente

no que tange a incorporacéo do farmaco.
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Quanto ao sistema EFZ:ZIF-8 Metanol (3:1) (Figura 26), no evento de fusdo referente
ao farmaco componente do sistema foi observado uma discreta antecipacdo na faixa de
temperatura (130,16-138,03 °C; AH= 79,46 mJ) (Tpico=135,55 °C), porém esta variacdo ndo
chega a atingir 2%.

O deslocamento do maximo pico de temperatura de fusdo para temperaturas inferiores e
o0 alargamento do pico de fusdo como foi visto nas curvas de ambos os sistemas pode indicar a
reducdo no tamanho dos cristalitos e, consequentemente, uma melhor solvatacdo dos mesmos
pelo solvente (FERRAZ, 2017).

Figura 26 — Curvas DSC do EFZ, da ZIF-8, das Misturas Fisicas e dos Sistemas EFZ:ZIF-8 obtidos

em etanol e metanol.
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Fonte: Autoria propria.
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5.3.5 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A anélise 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
binérios que, desta forma, permite realizar uma correlagdo entre a estrutura morfoldgica e o
tamanho das particulas com os resultados obtidos por meio das demais analises realizadas na
investigacdo da formacdo dos sistemas. As eletromicrografias dos produtos isolados, MFs e
seus sistemas estéo ilustrados na Figura 27.

O MEV do farmaco demonstrou o aspecto cristalino irregular do EFZ, com formato
ortorrdmbico (Figura 27.A), os resultados estdo em consonancia com trabalhos prévios do
grupo (COSTA, 2016).

A partir das fotomicrografias, observa-se a ZIF-8, também cristalina, demonstrando um
aspecto rombico dodecaédrico uniforme (quase esférico) (Figura 27.B), bastante diminuto,
com particulas aglomeradas estando em consonéancia com os estudos de Ferraz (2017).

A MF 1:1 confirmou a adsorcdo fisica entre o farmaco e o excipiente. E possivel
observar a deposicao dos cristais esféricos da ZIF-8 sobre a superficie dos irregulares cristais
de EFZ, tendo alguns cristais apresentado alteracdo em sua morfologia (Figura 27.C).

Nas eletromicrografias das MF 3:1 (Figura 27.D), a estrutura cristalina do EFZ foi
claramente detectavel, apresentando-se de maneira envolvida pela ZIF-8, o qual permaneceu
com a mesma morfologia, indicando, desta forma, que ndo houve qualquer alteracdo quanto a
cristalinidade das substancias e consequentemente formacéao de sistema.

Em contrapartida, os sistemas EFZ:ZIF-8 oriundos do método de obtencdo com
solvente etanol e metanol, evidenciaram alteracdo da morfologia dos irregulares cristais de
EFZ (Figura 27.E-F). Sendo entdo sugestivo de interacdo entre as substancias que ndo uma
simples adsorcao fisica. Quanto a alteragdo no tamanho dos cristais, essa ndo foi detectada.

Portanto, embora essa técnica ndo seja conclusiva para avaliar a existéncia da formacéo

de sistemas, pode ser (til para provar a homogeneidade dos mesmos.
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Figura 27 — Microscopia Eletronica de Varredura A) EFZ; B) ZIF-8; C) MF 1:1; D) MF 3:1; E)

Sistema EFZ:ZIF-8 Etanol 1:1 e F) Sistema EFZ:ZIF-8 Metanol 3:1.
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Fonte: Autoria propria.
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5.3.6 Tamanho de particula por granulometria a laser e andlise de &rea superficial,

tamanho e volume de poros

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

Os graficos da distribuicdo granulométrica das amostras de EFZ e ZIF-8 estdo
representados pelas Figuras 28.a-b. Os cristais de EFZ apresentaram tamanho de particula
entre 3 a 52 um, com tamanho médio de particula de 19 um. Ainda foi elucidada um valor de
area superficial (Tabela 3) de 4,24 m?.g. Estes resultados sio semelhantes a outros trabalhos
com o farmaco (FANDARUFF, 2016).

A ZIF-8 apresentou cristais de tamanho variando entre 11 e 125 pum, com tamanho
médio de particula de 48 pm, com valor de 4rea superficial de 1160,07 m2.g™*. Estes valores
demonstram a capacidade da ZIF-8 em ser utilizada como carreador e apresentam-se em

consonancia com trabalhos importantes da area (HU et al., 2016).

Figura 28 — a) Grafico de tamanho de particula por granulometria a laser do EFZ e b) da ZIF-8.
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Fonte: Autoria Prdpria.

As curvas de adsorcdo e dessorcdo indicam o tipo de porosidade do insumo
farmacéutico ativo. O EFZ apresentou diametro médio de poro 54,64 A, sendo um indicativo
da presenca de mesoporos (poros de uma largura interior de 20 e 500 A) A ZIF-8 também
demonstrou a presenca de mesoporos (83,72 A) (WEBB e ORR, 1997). Trabalhos recentes
mostram a consonancia destes resultados (HU et al., 2016; PARK, 2006). Contudo, Fang e
Colaboradores (2015) evidenciaram, por meio de isotermas de adsorcdo/dessorcdo de N2, a
presenca de microporos na ZIF-8, devido ao rapido aumento do volume de adsorg¢éo em baixa

pressédo relativa, sendo os mesoporos mais predominantes.
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As MFs 1:1 e 3:1 (mol/mol) e sistemas EFZ:ZIF-8 Etanol (1:1) e Metanol (3:1)
apresentaram, respectivamente, didmetros de poro 40,35A, 55,95A, 49,00A e 84,06 A
mantendo a natureza de mesoporos, com volume de poros diminuido quando comparados a
ZIF-8. Esses resultados evidenciam o éxito na obtencéo do sistema EFZ:ZIF-8 Etanol (1:1) e
uma real interacdo das substancias nas MF, pois a reducdo no tamanho de poro destes em
relacdo a ZIF-8 isolada sugere a presenca das molécula de EFZ dispostas na rede de
coordenacdo, interagindo com a ZIF-8 e diminuindo assim o seu tamanho de poro que, de
83,72 A passou a ser 49,00 A no sistema etanol e 40,35 A e 55,95 A nas MFs 1:1 e 3:1,
respectivamente (BIDONE et al., 2009; CARMIGNAN; BIDONE; LEMOS-SENNA, 2008).

Os dados acima mencionados estdo sumarizados na tabela 3.

Tabela 3 — Resultados da analise granulométrica e da area superficial, tamanho e volume de poros do
EFZ e da ZIF-8.

Area de Superficie  Volumede Poro . 4 o500

Amostra (me;[r(:]célz _I?)ET) (meé;[:?r(]j;.)g%]H) (método BJH) (A)
EFZ 4,24 0,01 54,64
ZIF-8 1160,07 0,09 83,72
MF 1:1 - 0,02 40,35
MF 3:1 - 0,01 55,95
EFZ:ZIF-8 Etanol (1:1) 0,03 49,00
EFZ:ZIF-8 Metanol (3:1) - 0,04 84,06

Fonte: Autoria Prdpria.

5.3.7 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 formacdo 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 29.
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Figura 29 — Microespécies majoritarias do Efavirenz em funcéo do pH.
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Fonte: Autoria Propria.

Para cada microespécie foram realizados 300 calculos de docking, agrupados em
clusters com variagdo 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
microespecie foi definida como sendo a melhor solucéo dentro do cluster de menor energia e
maior representatividade. A Figura 30 mostra as melhores solucdes de docking para as duas
microespecies analisadas. Para a microespécie neutra a solugdo mais favoravel apresentou
energia no valor de -1,85 kcal.mol?, enquanto a solucdo para a microespécie anibnica
apresentou energia no valor de -2,19 kcal.mol. A microespécie neutra foi acomodada dentro
da cavidade da ZIF-8, principalmente por interacGes hidrofobicas. J& a microespécie anibnica,
apresenta a porc¢do ciclopropil dentro da cavidade e a porcdo benzoxazin-2-ona posicionada
na superficie, devido as interaces eletrostaticas entre os cations Zn?* da ZIF-8 e a carbonila e
0 atomo de cloro do Efavirenz. Ainda é possivel observar uma interacdo do tipo
“empilhamento em T” entre os elétrons m do anel benzénico do Efavirenz e do anel
metilimidazol da ZIF-8, destacados em laranja na Figura 30.

Desta forma, os resultados de docking sugerem a ocorréncia da incorporacao do
Efavirenz na cavidade da ZIF-8 dentro da faixa de pH avaliada, corroborando com os

resultados das caracteriza¢@es que também indicam a obtencdo do sistema EFZ:ZIF-8.
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Figura 30 — Solucdes de docking molecular mais favoréaveis entre a ZIF-8 e as microespécies do
Efavirenz, destaque para o anel metilimidazol que interage por meio de interagdes do tipo

“empilhamento em T” (laranja).
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Fonte: Autoria Prdpria.

5.4 ESTUDOS DE LIBERACAO IN VITRO DAS MFs E SISTEMAS EFZ:ZIF-8 OBTIDO
EM ETANOL E METANOL

5.4.1 Ensaio de Solubilidade do EFZ

A solubilidade dos farmacos € uma propriedade que influencia diferentes aspectos
relativos a biodisponibilidade, pois apenas o farmaco dissolvido € capaz de ser absorvido.
Auxilia também na escolha do solvente mais adequado para utilizagBes analiticas. No presente
trabalho, o ensaio de solubilidade foi realizado a fim de identificar a condi¢do sink para
satisfazer as normas preconizadas pela Farmacopéia Brasileira para execucdo do ensaio de
dissolucéo in vitro.

A Tabela 4 mostra a solubilidade do efavirenz nos diferentes meios avaliados, acido
cloridrico com pH 1,2, tampéo acetato pH 4,5 e tampéo fosfato de sédio pH 6,8, todos com
presenca do surfactante LSS. Os resultados encontrados nesse trabalho sdo semelhantes aos
obtidos por Pinto e colaboradores (2014), onde o maior valor de solubilidade observado foi de
2,12 mg/mL em tampdo acetato pH 4,5, enquanto que o menor valor foi em acido cloridrico
pH 1,2 com solubilidade 0,49 mg/mL.
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Tabela 4 — Solubilidade do efavirenz (mg/mL) em diferentes meios.

Meios Solubilidade (mg/mL)
Acido Cloridrico pH 1,2 + 1,0% LSS 0.4985
Tampdo Acetato de Sédio pH 4,5 + 1,0% 2.1267
LSS
Tampdo Fosfato de Sodio pH 6,8 + 1,0% 1.8520
LSS

Fonte: Autoria propria.

5.4.2 Revalidacao dos metodos analiticos para quantificacdo do EFZ presente nos
sistemas e MFs por meio da espectrofotometria no UV-VIS

5.4.2.1 Revalidacdo do Método Analitico com Etanol

5.4.2.1.1 Linearidade

As linearidades das curvas dos ensaios sem e com HCI foram comprovadas nas
concentragcdes propostas por meio da analise de regressdo linear por meio do método dos
minimos quadrados.

No ensaio sem HCI (Método de Alves), foi possivel determinar o valor de coeficiente de
correlagdo r=0,99980 e o coeficiente de determinagdo r?= 0,99960, como mostra a Figura 31.
O valor de r? indica que 99,96% da variacdo total relacionado a média sdo explicadas pela
regressdo. A obtencdo desses resultados confirma que ha uma correlacdo linear entre a
absorbéancia e a concentracdo das amostras, uma vez que 0s parametros encontram-se dentro

dos limites preconizados pela ANVISA, superiores as 0,99.
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Figura 31 — Gréfico de regressdo linear do parametro linearidade referente ao método Alves (2010)

com etanol.
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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 € aleatoria e sem tendéncia,

indicativo de um bom resultado, como mostrado na Figura 32.

Figura 32 — Grafico dos residuos da linearidade por meio do célculo de regressao linear referente ao

método Alves (2010) com etanol.
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No método ajustado, contendo HCI 1M, foi possivel determinar o coeficiente de
correlagio r= 0,99960 e o coeficiente de determinacio r?= 0,99920, confirmando que ha uma
correlacdo linear entre a absorbancia e a concentragdo das amostras, como mostrado na Figura
33.

Figura 33 — Gréfico de regressao linear do parametro linearidade referente ao método ajustado (com
HCI 1M) com etanol.
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Fonte: Autoria prépria.
O calculo 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 34.
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Figura 34 — Gréfico dos residuos da linearidade por meio do calculo de regressao linear referente ao
método ajustado com etanol.
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Fonte: Autoria propria.

5.4.2.1.2 Efeito Matriz

Por meio do resultado das inclinagdes do método de Alves (2010) e do método ajustado
(com HCI 1M e ZIF-8) pdde-se obter o resultado do efeito matriz, onde foi obtido um valor
proximo de 1 (1,089718), resultado este, considerado satisfatdrio em relagdo 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. Na Figura 35

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



Figura 35 — Paralelismo entre as retas das curvas com etanol no efeito matriz.
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Fonte: Autoria propria.

5.4.2.1.3 Robustez
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A robustez foi dada por meio da analise em diferentes concentragdes do farmaco

(concentracdo baixa, média e alta da curva) sem e com adicdo de HCI. Os resultados da

robustez foram expressos pela Equacéo 3 e podem ser verificados na Tabela 5.

Tabela 5 — Resultados da robustez do método com etanol por meio da variacdo intencional de pH com

HCI 1M.
Robustez
Método [] Tedricade []Calculada DPR % de
EFZ (pg/mL™) de EFZ DP (Média) Recuperag
(Média) ao

Método Alves (2010) 8 8,377 0,003 0,706 104,7212
Método Alves (2010) 10 10,435 0,018 3,520 104,3590
Método Alves (2010) 12 12,438 0,018 2,940 103,6556

Método Ajustado 8 8,173 0,005 1,290 102,1701

Método Ajustado 10 10,294 0,005 1,028 102,9482

Método Ajustado 12 12,365 0,006 0,918 103,0461

Fonte: Autoria propria.



109

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 variagfes das condigdes
analiticas. Como visto nos DPR das amostras contendo HCI, todas possuem baixa
variabilidade intrinseca. Foi possivel observar um pequeno aumento no percentual de
recuperagdo do analito nas amostras de concentragdes mais baixas (8 e 10 pg.mL™), pois estas
tornam-se mais susceptiveis a variacbes devido a sensibilidade do método. Dessa maneira, 0
método encontra-se com um % de recuperacao proximo de 100% nas amostras em geral, ndo
inviabilizando a revalidacdo do método, visto que a RDC 166 ndo determina valores para 0s
resultados, mas sim uma justificativa para os mesmos. Vale ressaltar que 0 método mostrou-

se linear, como demonstrado anteriormente.

5.4.2.1.4 Preciséo (Repetibilidade)

A repetibilidade foi realizada apenas com o método contendo HCI, em sextuplicata e os

resultados encontram-se expostos na Tabela 6.

Tabela 6 — Resultados da repetibilidade do método com etanol.

Repetibilidade

Amostras 1 2 3 4 5 6 Média DP DPR
(%)
Absorbancia 0,496 0,520 0,533 0,542 0,530 0,551 0,5286 0,0191 3,6279

Fonte: Autoria prépria.

De acordo com os resultados expostos na Tabela 5 pode-se concluir que o método

apresenta uma boa repetibilidade visto que produz um resultado com baixo valor de DPR.

5.4.2.1.5 Exatidao

A exatiddo foi realizada por meio da andalise que contemplou o intervalo linear do
método analitico utilizando diferentes concentracdes do farmaco (concentracdo baixa, média e
alta da curva) sem e com adicdo de HCI. Os resultados da exatiddo foram expressos pela

Equacdo 3, podendo ser analisados na Tabela 7.
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Tabela 7 — Resultados da exatiddo do método com etanol.

Exatidao
Meétodo []Tedrica [] Calculada DPR % de
de EFZ de EFZ DP (Média) Recuperacao
(ng/mL71) (Média)
Método Alves 8 8,204 0,004 1,113 102,5554
(2010)
Método Alves 10 10,338 0,010 2,052 103,3888
(2010)
Método Alves 12 12,237 0,003 0,612 101,9808
(2010)
Método Ajustado 8 8,148 0,001 0,347 101,8545
Método Ajustado 10 10,174 0,001 0,279 101,7487
Método Ajustado 12 12,264 0,007 1,163 102,2043

Fonte: Autoria prépria.

O metodo ajustado mostrou-se exato, pois quando comparado com a concentragdo
tedrica os resultados obtidos se mostraram proximos do valor de concentracdo conhecido.
Como pede a RDC 166/17 da ANVISA o método encontra-se com DPR baixo e um % de
recuperacdo proximo de 100% nas amostras em geral, corroborando com o que foi exposto

anteriormente.

5.4.2.1.6 Seletividade

Com o objetivo de avaliar se 0 método é seletivo para a substancia quimica de
referéncia caracterizada, foram obtidos os espectros de absor¢do na regido do ultravioleta
visivel (UV-Vis), por varredura, do EFZ e da ZIF-8, tanto para o método de Alves (2010)
(Figura 36.A), quanto para o método ajustado com etanol (Figura 36.B).

A verificacdo da seletividade para a revalidacdo de um método espectrofotométrico é
demonstrada a partir da realizacdo de ensaios que permitem 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.

Baseado na Figura 36, os espectros do UV-Vis refletem que o uso do HCI no método

ajustado quando comparado ao método de Alves (2010) ndo interfere no comprimento de
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onda utilizado para leitura do farmaco (247 nm), ndo sendo observado também a sobreposicéo
dos picos correspondentes ao EFZ e a ZIF-8. O que demonstra que a leitura da matriz ndo
ocorre no mesmo ponto em que ha maxima absorcdo do EFZ. Sendo justificado pelo uso do
HCI, que promove a desorganizagdo na estrutura da matriz. N&o interferindo, portanto, de

forma quantitativa na leitura do farmaco.

Figura 36 — Espectro de absorcdo na regido do UV-Vis do pardmetro de seletividade referente ao
método com etanol: A) Alves (2010) e B) Ajustado.
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Fonte: Autoria prépria.

5.4.2.2 Revalidacdo do Método Analitico com Metanol
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5.4.2.2.1 Linearidade

As linearidades das curvas dos ensaios sem e com HCI foram comprovadas nas
concentragdes propostas por meio da andlise de regressdo linear do método dos minimos
quadrados.

No ensaio sem HCI (Método de Alves), foi possivel determinar o valor de coeficiente de
correlacio r=0,99968 e o coeficiente de determinago r?= 0,99940, como mostra a Figura 37.
O valor de r? indica que 99,94% da variagdo total relacionado & média sdo explicadas pela
regressdo. A obtencdo desses resultados confirma que hd uma correlagdo linear entre a
absorbéncia e a concentracdo das amostras, uma vez que 0s pardmetros encontram-se dentro

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

Figura 37 — Grafico de regressdo linear do parametro linearidade referente ao método Alves (2010)

com metanol.
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Fonte: Autoria prépria.

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

indicativo de um bom resultado, como mostrado na Figura 38.
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Figura 38 — Gréfico dos residuos da linearidade por meio do calculo de regressao linear referente ao

método Alves (2010) com metanol.
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No método ajustado, contendo HCI 1M, foi possivel determinar o coeficiente de

correlacio r= 0,99963 e o coeficiente de determinacio r?= 0,99930, confirmando que ha uma

correlacdo linear entre a absorbancia e a concentragdo das amostras, como mostrado na Figura

39.

Figura 39 — Graéfico de regressdo linear do pardmetro linearidade referente ao método ajustado (com

HCI 1M) com metanol.
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O calculo de residuos da linearidade do método ajustado também apresentou resultados
satisfatorios, visto que, os residuos foram distribuidos em torno do zero, representando uma

disperséo aleatoria e sem tendéncia, como mostrado na Figura 40.

Figura 40 — Gréfico dos residuos da linearidade por meio do calculo de regressao linear referente ao

método ajustado com metanol.
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Fonte: Autoria prépria.

5.4.2.2.2 Efeito Matriz

Por meio do resultado das inclinagdes do método de Alves (2010) e do método ajustado
(com HCI 1M e ZIF-8) pdde-se obter o resultado do efeito matriz, onde foi obtido um valor
proximo de 1 (1,067717), resultado este, considerado satisfatério em relagdo 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. Na Figura 41

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



Figura 41 — Paralelismo entre as retas das curvas com metanol no efeito matriz.
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5.4.2.2.3 Robustez
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A robustez foi dada por meio da analise em diferentes concentragdes do farmaco

(concentracdo baixa, média e alta da curva) sem e com adicdo de HCI. Os resultados da

robustez foram expressos pela Equacédo 3 e podem ser verificados na Tabela 8.

Tabela 8 — Resultados da robustez do método com metanol por meio da variacdo intencional de pH

com HCI 1M.
Robustez
Método []1Tedéricade [] Calculada DPR % de
EFZ (ug/mL™) de EFZ DP (Média) Recuperacéo
(Média)

Método Alves 8 8,077 0,007 1,893 100,9656

(2010)
Método Alves 10 10,236 0,008 1,741 102,3662

(2010)
Método Alves 12 12,365 0,005 0,900 103,0464

(2010)
Meétodo Ajustado 8 8,084 0,006 0,519 101,0576
Meétodo Ajustado 10 10,209 0,015 0,881 102,0929
Meétodo Ajustado 12 12,302 0,013 1,290 102,518
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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 variagdes das condigdes
analiticas. Como visto nos DPR das amostras contendo HCI, estas possuem baixa
variabilidade intrinseca. Em ambos os métodos encontra-se um % de recuperacdo préximo de
100% nas amostras em geral, viabilizando a revalidacdo do método, visto que a RDC 166 nédo
determina valores para os resultados. Vale ressaltar que o método mostrou-se linear, como

demonstrado anteriormente.

5.4.2.2.4 Preciséo (Repetibilidade)

A repetibilidade foi realizada apenas com o método contendo HCI, em sextuplicata e os

resultados encontram-se expostos na Tabela 9.

Tabela 9 — Resultados da repetibilidade do método com metanol.

Repetibilidade

Amostras 1 2 3 4 5 6 Média DP DPR
(%)
Absorbancia 0,506 0,517 0,499 0,535 0,541 0,560 0,5263 0,0231 4,3915

Fonte: Autoria propria.

De acordo com os resultados expostos na Tabela 8 pode-se concluir que o método

apresenta uma boa repetibilidade visto que produz um resultado com baixo valor de DPR.

5.4.2.2.5 Exatidao

A exatiddo foi realizada por meio da andlise que contemplou o intervalo linear do
método analitico utilizando diferentes concentracdes do farmaco (concentracdo baixa, média e
alta da curva) sem e com adicdo de HCI. Os resultados da exatiddo foram expressos pela

Equacdo 3, podendo ser analisados na Tabela 10.
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Tabela 10 — Resultados da exatiddo do método com metanol.

Exatidao
Meétodo []Tedrica [] Calculada DPR % de
de EFZ de EFZ DP (Média) Recuperacao
(ng/mL71) (Média)

Meétodo Alves 8 8,113 0,004 1,238 101,4218
(2010)

Meétodo Alves 10 10,145 0,005 0,113 101,4538
(2010)

Meétodo Alves 12 12,201 0,002 0,404 101,6778
(2010)

Método Ajustado 8 8,078 0,002 0,500 100,9781

Método Ajustado 10 10,107 0,003 0,603 101,0751

Método Ajustado 12 12,219 0,005 0,902 101,8289

Fonte: Autoria propria.

Quando comparado com a concentragdo teorica os resultados obtidos se mostraram
proximos do valor de concentracdo conhecido, assim como valores de DPR baixo e um % de
recuperacdo proximo 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.

5.4.2.2.6 Seletividade

Com o objetivo de avaliar se 0 método é seletivo para a substancia quimica de
referéncia caracterizada, foram obtidos os espectros de absorcdo na regido do ultravioleta
visivel (UV-Vis), por varredura, do EFZ e da ZIF-8, tanto para o método de Alves (2010)
(Figura 42.A), quanto para o0 método ajustado com metanol (Figura 42.B).

De acordo com a Figura 42, os espectros do UV-Vis assim como na seletividade
utilizando etanol mostram que o uso do HCI no método ajustado quando comparado ao
método de Alves (2010) ndo interfere no comprimento de onda utilizado para leitura do
farmaco (247 nm), ndo sendo observado também a sobreposi¢cdo dos picos correspondentes ao

EFZ e a ZIF-8. O que demonstra que a leitura da matriz ndo ocorre no mesmo ponto em que
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h& méaxima absorcdo do EFZ. N&o interferindo, portanto, de forma quantitativa na leitura do

farmaco.

Figura 42 — Espectro de absorcdo na regido do UV-Vis do pardmetro de seletividade referente ao

método com metanol: A) Alves (2010) e B) Ajustado.
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Fonte: Autoria prépria.

5.4.3 Doseamento por UV-Visivel do EFZ nos Sistemas e Misturas Fisicas
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Com base nos dados de concentraces obtidos por meio da curva analitica proposta,
pdde-se dosear o percentual de EFZ que de fato estava contido nos sistemas e misturas fisicas.
Tomando por base as concentragdes tedricas do IFA a partir do que foi inserido no ato da
obtencdo dos sistemas e misturas fisicas, os resultados obtidos podem ser observados na
Tabela 11.

Tabela 11 — Doseamento do EFZ por espectrofotometria.

Concentracéao Concentracao % de EFZ nos
Amostra .
Teérica (ng.mL™?) Calculada (pg.mL™) sistemas
MF 1:1 12 11,778 85,59
MF 3:1 10 8,860 69,22
EFZ:ZIF-8 Etanol
12 11,835 57,34
(1:1)
EFZ:ZIF-8 Metanol
10 8,975 70,11

(3:1)

Fonte: Autoria prépria.

O doseamento revelou a concentracdo exata do farmaco contido nos diferentes sistemas
e MFs, possibilitando assim o andamento dos estudos de dissolucdo, por meio da pesagem do
material com a quantidade de EFZ conhecida.

5.4.4 Estudo dos perfis de dissoluc¢éo in vitro

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

dissolucéo do EFZ, MFs e Sistemas.
5.4.4.1 Tratamento de dados
Os estudos de dissolugdo sao uma importante ferramenta de controle de qualidade nas

varias etapas dos processos de desenvolvimento de farmacos. Estes estudos sdo realizados

geralmente em condigdes sink, que preconiza a utilizagdo de um volume do meio de
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dissolu¢do com no minimo trés vezes o volume de saturacdo (GRADY et al., 2018; TOMASI,
2013).

Nesse estudo, as amostras foram avaliadas em diferentes pHs visando identificar o
comportamento de liberacdo do EFZ pela ZIF-8, devido a caracteristica da ZIF-8 ser rompida
em pHs &cidos. Os perfis de dissolucdo do EFZ isolado, das MFs e dos sistemas EFZ:ZIF-8
Etanol (1:1) e EFZ:ZIF-8 Metanol (3:1), sob condigdes sink estdo exibidos nas Figuras 43 (pH
1,2), 44 (pH 4,5) e 45 (pH 6,8). A Figura 46 exibe a comparagdo dos perfis de dissolucdo do
sistema obtido em etanol nos diferentes pH’s.

A Figura 43 demonstra que em pH 1,2 o EFZ isolado possui baixa porcentagem de
farmaco liberado quando comparado com as misturas fisicas, enquanto estas atingem uma
liberacdo em torno de 85% em 2 horas, o efavirenz libera apenas 65%. O sistema EFZ:ZIF-8
Etanol (1:1) apresentou liberagcdo do farmaco lenta até 1h de ensaio, apoOs esse periodo o
farmaco é liberado rapidamente atingindo em 2 horas uma porcentagem de 90%. Diferente do
sistema EFZ:ZIF-8 Metanol (3:1) que apresentou comportamento bastante semelhante ao
farmaco isolado até as 3h, demonstrando uma liberacdo maior que a do efavirenz em 3,5h
(93%). Segundo Zhuang e colaboradores (2014), este resultado é proveniente da dissociacéo
das redes de coordenacdes da ZIF-8 em pH acido, fazendo com que a rede se desintegre e 0

farmaco seja liberado rapidamente, por isso o comportamento semelhante entre as amostras.
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Figura 43 — Perfil de dissolucdo do EFZ, MFs e Sistemas EFZ:ZIF-8 em pH 1,2.
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Fonte: Autoria propria.

Em pH 4,5 (Figura 44), o EFZ mostrou rapida liberacdo em efeito burst na primeira
hora de dissolucdo, chegando a aproximadamente 55% de farmaco liberado e 85% em 2h. A
MF 3:1 se comportou de maneira semelhante ao EFZ isolado. Em paralelo, MF 1:1 e 0
sistema EFZ:ZIF-8 Metanol (3:1) apresentam perfis parecidos entre si. Estes demonstram que
na primeira hora de dissolucéo, a porcentagem liberada é praticamente a mesma para o0 EFZ
isolado. A partir dai as amostras apresentam liberacdo gradual a medida que o tempo
aumentava. Em relacdo ao sistema EFZ:ZIF-8 Etanol (1:1), este mostrou discreta diferenca
das demais amostras, onde em 1h de ensaio 40% do farmaco ja havia dissolvido, entre duas e
oito horas foi que o sistema conseguiu modular um pouco a liberacdo, chegando a 84% em
8h, enquanto as demais amostras haviam liberado em torno de 97% do EFZ, assim como em

pH 1,2 essa rapida liberacdo € decorrente da dissociacdo da rede organometalica.
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Figura 44 — Perfil de dissolucdo do EFZ, MFs e Sistema EFZ:ZIF-8 em pH 4,5.
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Fonte: Autoria prépria.

Em paralelo, nos resultados contidos na Figura 45 verifica-se que em meio com pH 6,8
o0 sistema EFZ:ZIF-8 Etanol (1:1) atingiu porcentagens de liberagédo inferior ao EFZ isolado,
conseguindo liberar o farmaco de maneira gradual durante o tempo analisado. Nos primeiros
30 minutos de dissolucéo é possivel identificar que o EFZ isolado ja comeca a obter uma alta
taxa de liberacdo (50%), esse comportamento € explicado pela alta solubilidade do mesmo
nesse meio, sendo o comportamento do sistema EFZ:ZIF-8 Metanol (3:1) bastante semelhante
ao farmaco isolado, confirmando assim a fraca adsor¢do do EFZ a ZIF-8. Nestes resultados
também foi visto que as MFs se comportaram com uma liberacdo gradual a medida que o
tempo aumentava. Entretanto, o sistema obtido com solvente etanol modulou a liberacdo do
farmaco de uma maneira mais equilibrada, sem expressivas oscila¢fes de concentracdo onde,
em 8 horas atingiu o ponto de liberacdo de cerca de 50%, enquanto a maior parte das amostras
ja haviam liberado 80% ou mais do EFZ, confirmando a obtencdo de uma liberagéo lenta do
farmaco a partir do sistema EFZ:ZIF-8 Etanol (1:1) em pH 6,8, resultados semelhantes,
porém, com diferentes farmacos carreados, foram evidenciados por Sun e colaboradores
(2012) .
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Figura 45 — Perfil de dissolucdo do EFZ, MFs e Sistema EFZ:ZIF-8 em pH 6,8.
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Fonte: Autoria propria.

Sendo assim, ficou claro o melhor desempenho do sistema EFZ:ZIF-8 Etanol (1:1), os
resultados da Figura 46 demonstram que em pH 1,2 a estrutura da ZIF-8 referente ao sistema
etanol se rompe rapidamente liberando uma grande quantidade de farmaco em um curto
intervalo de tempo. J& em meio com pH 4,5 e 6,8, a liberacdo de EFZ do sistema etanol se da
de forma controlada, aumentando gradualmente de acordo com os intervalos de tempo, porém
em pH 4,5 liberou-se uma porcentagem maior de farmaco enquanto em pH 6,8 o sistema
consegue segurar e liberar por mais tempo o EFZ, liberando 85% em 48h confirmando assim
a obtencao de um sistema promissor para liberacdo prolongada, sendo este o obtido em etanol

na proporcao de 1:1.
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Figura 46 — Perfil de dissolucdo do Sistema EFZ:ZIF-8 Etanol (1:1) em pH 1,2, 4,5 ¢ 6,8.
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Fonte: Autoria propria.

Os valores da area sob a curva (AUC) foram calculados e, assim, suas respectivas
médias estdo representadas nas Tabelas 12, 13 e 14.

De acordo com a Tabela 12 pdde-se verificar que tanto os sistemas quanto as MFs
apresentaram valores de AUC ligeiramente baixos quando em comparacao com o EFZ isolado
nos primeiros 45 minutos. Em seguida, as MFs tiveram os valores proximos ao do farmaco,
devido rapida liberacdo do mesmo, enquanto os sistemas se mantiveram com valores abaixo,
sendo que os valores do sistema obtido em metanol permaneceram muito proximos ao EFZ
isolado, enquanto o sistema EFZ:ZIF-8 Etanol (1:1) mostou diferenca mais expressiva,
porém, mesmo apresentando essa diferenca a liberacdo do farmaco se deu em um curto

intervalo de tempo, corroborando com a baixa modulacdo nesse meio.



125

Tabela 12 — Valores médios de AUC do EFZ, MFs e Sistemas EFZ:ZIF-8 em pH 1,2.

AUC (min.pL/mL) em pH 1,2

Sistema Sistema
Tempo
EFZ MF 1:1 MF 3:1 EFZ:ZIF-8 EFZ:ZIF-8
(horas)
Etanol (1:1) Metanol (3:1)
0,08333 0 0 0 0 0
0,25 2,35 1,56 1,20 0,28 1,00
05 10,83 9,39 8,63 1,72 6,94
0,75 21.93 21,92 21,81 5,64 17,56
1 35,48 36,57 37,97 13,06 30,57
2 98,40 114,48 112,61 78,11 89,40
3 177,39 204,20 198,09 169,55 165,49

Fonte: Autoria propria.

Os resultados contidos na Tabela 13 demonstram que a AUC do sistema EFZ:ZIF-8
metanol em pH 4,5 foi superior ao do EFZ isolado até a primeira hora, apds esse tempo
demostrou valores semelhantes as MFs, com resultados abaixo do farmaco isolado mas
proximos do mesmo. Além disso, comparando as MFs, sistema metanol e EFZ com o sistema
etanol, foi possivel observar que os valores deste Ultimo sistema sdo expressivamente abaixo

dos demais, o que corrobora os resultados do perfil de dissolucéo.
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AUC (min.pL/mL) em pH 4,5

Sistema Sistema
Tempo
EFZ MF 1:1 MF 3:1 EFZ:ZIF-8 EFZ:ZIF-8
(horas)
Etanol (1:1) Metanol (3:1)
0,08333 0,24 0,44 0,24 0,16 0,97
005 3,47 3,92 2,42 1,68 5,56
05 13.84 12,83 9,27 6,26 15,38
0,75 26,41 23,05 18,91 12,20 27,44
1 39,48 34,46 30,82 20,44 41,36
2 115,43 98,47 101,44 68,23 109,11
3 204,45 180,67 187,08 127,14 185,14
4 299,63 264,67 278,35 191,27 269,38
5 398,65 350,71 376,62 257,88 356,19
6 498,65 439,04 476,12 330,00 447,93
. 598,65 530,53 576,12 404,71 541,43
8 698,65 625,53 676.12 484,52 636,93
” 2298.65 2201,53 2276,12 1918,77 2196,93

Fonte: Autoria propria.

Paralelamente, verificou-se que em pH 6,8 (Tabela 14), todas as amostras obtiveram

valores de AUC inferiores ao EFZ isolado independente do tempo, evidenciando a modulacéo

da liberacdo do farmaco. Ainda que mostre resultados satisfatorios de liberacdo em todas as

amostras, o0 sistema etanol continua apresentado valores bastante reduzidos, confirmando um

prolongamento da liberacdo do EFZ mais intenso para este sistema.
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Tabela 14 — Valores médios de AUC do EFZ, MFs e Sistemas EFZ:ZIF-8 em pH 6,8.

AUC (min.pL/mL) em pH 6,8

Sistema Sistema
Tempo
EFZ MF 1:1 MF 3:1 EFZ:ZIF-8 EFZ:ZIF-8
(horas)
Etanol (1:1) Metanol (3:1)
0,08333 0,40 0 0,05 0 0,20
0,25 4,30 0,39 0,84 0 1,73
0,5 15,36 2,11 3,88 1,53 7,76
0,75 28,52 5,72 8,05 4,94 17,74
1 42,17 11,45 13,29 8,70 29,91
2 102,91 38,58 38,85 27,78 89,27
3 172,66 83,39 84,61 54,48 155,92
4 249,59 133,52 142,41 94,15 229,16
5 328,32 187,72 206,84 138,08 304,87
6 407,34 244 97 274,81 183,52 383,69
7 488,17 301,54 348,83 229,69 466,15
8 572,06 359,05 427,49 278,28 552,86
24 2030,30 1463,21 1813,13 1284,37 2043,88

Fonte: Autoria propria.

5.4.4.2 Modelos cinéticos

Os modelos cinéticos foram aplicados ao sistema gque se mostrou promissor para uma
liberacdo prolongada, sendo os resultados corroborados nos ensaios anteriores - EFZ:ZIF-8
Etanol (1:1), estes modelos testados tiveram numeros de parametros diferentes, o que pode
aumentar o valor de R? devido a sobreajustes que ocorrem. Enquanto 0 RZ%jusado tende a
diminuir esse sobreajuste sendo, portanto, o coeficiente utilizado para a escolha do melhor
modelo (ZHANG et al., 2010).

Para a dissolucdo em pH 1,2 (Tabela 15) os melhores modelos cinéticos para o sistema
foram: Korsmeyer-Peppas > Peppas-Sahlin > Higuchi > Primeira Ordem > Ordem zero. No
pH 4,5 seguiu a ordem: Peppas-Sahlin > Higuchi > Primeira Ordem > Ordem zero >
Korsmeyer-Peppas. J& em pH 6,8 o sistema obedeceu aos modelos cinéticos na seguinte

ordem: Peppas-Sahlin > Higuchi > Korsmeyer-Peppas > Primeira Ordem > Ordem zero.
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Tabela 15 — Coeficientes de determinacdo (R®) obtidos a partir do ajuste a modelos cinéticos
utilizando Sistemas EFZ:ZIF-8 em diferentes pH’s.

Modelos pH 1,2 pH 4,5 pH 6,8
RZ R2ajustado R2 Rzajustado R2 Rzajustado
Ordem zero 0,8935 0,8722 0,9554  0,9465 0,8595 0,8314
Primeira ordem 0,9373  0,9248 0,9780  0,9636 0,8973  0,8768
Higuchi 0,9402 0,9282 0,9747  0,9696 0,9518 0,9422
Korsmeyer-Peppas 0,9867 0,9834 0,9315 0,9144 0,9460  0,9325
Peppas-Sahlin 0,9715  0,9525 0,9785  0,9742 0,9718  0,9530

Fonte: Autoria propria.

Os modelos de Peppas-Sahlin e Korsmeyer-Peppas foram, entdo, os escolhidos
segundo 0 RZjustado, cONfirmando mais uma vez a liberagdo controlada desse sistema, como
visto também no trabalho utilizando o antichagasico benznidazol de Ferraz (2017), uma vez
que estes modelos se adequam a esse tipo de liberagéo, as constantes K; e K, (Tabela 16) do
modelo de Peppas-Sahlin representam, respectivamente, a influéncia da difusdo e do
relaxamento do carreador na libertacdo do farmaco. Os valores maiores encontrados para pH
1,2 e 4,5 foram o de K significando a maior influéncia e atuacéo da difuséo, enquanto em pH
6,8 0 valor maior foi o de K indicando a liberagdo do farmaco pelo relaxamento da rede, por

isso 0 prolongamento da liberacdo nesse meio (PEPPAS e SAHLIN, 1989).

Tabela 16 — Constantes e coeficientes de liberacdo obtidos a partir do ajuste a modelos cinéticos

utilizando Sistemas EFZ:ZIF-8 em diferentes pH’s .

Modelos pH 1,2 pH 4,5 pH 6,8
K1 Kz K1 Kz Kl K2
Peppas-Sahlin 1,7735 -1,1610 0,0064 0,0002 1,2402 4,4212
n n n
Korsmeyer-Peppas 1,72 0,60 0,50

Fonte: Autoria propria.

O outro modelo escolhido e que € utilizado para corroborar e complementar os
resultados obtidos por Peppas-Sahlin é o de Korsmeyer-Peppas onde calcula-se o n
(coeficiente de liberagdo) por meio de sua equacdo, utilizando-o para interpretar e descrever a
liberacdo do farmaco quando o mecanismo que prevalece ndo é bem conhecido ou resulta da

combinagdo de dois processos aparentemente independentes: um devido ao transporte de
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farmaco que obedece as leis de Fick ou transporte Fickiano, e outro em consequéncia dos
fendmenos de inchamento/relaxamento. Nas condigdes de dissolucdo estudadas, o n (obtido
da equacdo de regressdo linear) esta acima de 1 em pH 1,2 (Tabela 16), classificando-se como
caso |l de transporte, onde a taxa de difusdo é superior a de relaxamento, em pH 4,5 esta entre
0,5 e 1 ocorrendo quando os tempos da difusdo e da taxa de relaxamento das cadeias sdo
comparaveis, ja em pH 6,8 o valor de n € igual a 0,5 onde a taxa de difusdo € bem mais lenta
que a de relaxamento, o que confirma os resultados obtidos pelo modelo de Peppas-Sahlin
(COELHO, 2007; KORSMEYER et al., 1983).

Observando os resultados obtidos pode-se evidenciar que o farmaco é liberado
ligeiramente em ambiente acidificado devido a rapida difusdo e a dissociacdo da rede de
coordenacdo. Em contrapartida, em pH mais elevado (pH 6,8) é possivel observar uma menor
liberacdo, visto que a mesma nesse ambiente € mais lenta, onde o fa&rmaco é liberado aos
poucos por relaxamento (respiracdo) da rede organometalica.  Consequentemente, a
incorporacédo do EFZ a ZIF-8 pode, de fato, prolongar a liberacdo do farmaco, aumentando a

duracdo da acdo e reduzindo a incidéncia de efeitos colaterais sistémicos do mesmo.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Em virtude de todos os argumentos demonstrados no presente trabalho, foi possivel
inferir que por meio de um método de obtencgdo ex situ variando propor¢fes molares, tempos
de agitacdo e solventes de solubilizacdo, foi possivel selecionar e obter sistemas EFZ:ZIF-8
com boa porcentagem de incorporacdo, tendo o sistema obtido com solvente etanol na
proporcao de 1:1 EI%=15% e o sistema obtido em metanol na proporc¢éo de 3:1 EI%=27%;

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

Por meio da técnica de DRX observou-se que os sistemas e MFs tiveram significativa
reducdo de cristalinidade, devido a intensa reducdo do pico principal e auséncia dos demais
picos relacionados ao farmaco, principalmente no sistema obtido em etanol, corroborando
com a formacao do sistema;

Na andlise da microscopia eletrbnica de varredura, foi visualizada ainda a
cristalinidade, entretanto, com algumas alteracGes, e a interacdo fisica de adsorcdo entre o
farmaco e a ZIF-8 foi evidenciada;

Ainda foi possivel por meio das analises de TG e DSC avaliar a influéncia que a ZIF-8
exerce no comportamento térmico do EFZ, caracterizadas pelo seu comportamento térmico.
Embora tenha sido notada uma discreta antecipacdo no evento de fusdo dos sistemas quando
comparados com o farmaco isolado, ndo houve alteracdes na temperatura de degradacdo dos
mesmos, além do que, os sistemas apresentaram picos de fusdo reduzidos quando comparados
com suas misturas fisicas e EFZ isolado, onde os picos de fusdo estiveram presentes de
maneira intensa;

Com o docking molecular foi possivel corroborar os resultados obtidos nas
caracterizacdes, onde realmente houve a obtencdo dos sistemas por meio da incorporacdo do
farmaco a rede organometélica da ZIF-8;

O ensaio de dissolucdo in vitro, sob condicGes sink demonstrou que, em pH &cido, a
estrutura da ZIF-8 se rompe rapidamente liberando uma grande quantidade de farmaco em um
curto intervalo de tempo. Ja em meio com pH 6,8, a liberacdo de EFZ do sistema EFZ:ZIF-8
Etanol (1:1) ocorreu de forma controlada, aumentando gradualmente de acordo com o0s

intervalos de tempo, liberando 85% do farmaco em 48h no pH 6,8. Além de uma liberagéo
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prolongada, por meio do controle dessa liberagdo diminuicdo das reagdes adversas causadas
pelo f&rmaco e uma maior adesdo do paciente ao tratamento pode ser alcancada.

Por meio do ajuste dos perfis de dissolugdo a alguns modelos cinéticos, foi possivel
confirmar o comportamento dos sistemas nos diferentes pH’s onde o modelo que melhor se
adequou foi o de Peppas-Sahlin e Korsmeyer-Peppas, modelos aos quais estdo associados a
liberagdo modificada de farmacos, por meio da difusdo e relaxamento, neste caso das redes
organometalicas. Fica notdrio que, entdo, teve-se a obtencdo de um sistema promissor para
uma liberagdo prolongada do farmaco, possibilitando o desenvolvimento de um medicamento

inovador para AIDS.
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6.1 PERSPECTIVAS

e Realizar ensaio de biodisponibilidade para que se possa identificar se houve uma
melhora da mesma apds obtencdo do sistema;

e Desenvolver formulagdo farmacéutica a partir do sistema EFZ:ZIF-8 Etanol (1:1),
seguido dos controles de qualidade pertinentes;

e Realizar estudos de estabilidade convencional de acordo com a RDC n°318 de 2019
da ANVISA.
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ANEXO A — CERTIFICADO DE ANALISE DO CONTROLE DE QUALIDADE DO

EFAVIRENZ.

CRISTALIA PRODS.QUIMS.FARMACEUTICOS LTDA
ROD_ ITAPIRA LINDOIA S/N, KM 14 Itapira-sP

CERTIFICADO DE ANALISE

7 -sss.?oz

EFAVIRENZ MICRONIZADO

10.0394 Nro. RDP: 0 Lote: 0482/15
’ VALIDO ATE: 09/2017
TESTES ESPECIFICACOES RESULTADOS
PO CRISTALINO BRANCO, QUASE BRANCO OU PO CRISTALINO
LEVEMENTE ROSADO, INODORO (INTERNA) BRANCO
| PRATICAMENTE INSOLUVEL EM AGUA, SOLUVEL | DE ACORDO
EM METANOL E DICLOROMETANO (FB)
_ ENTRE 136°C E 141°C (FB) 137-140 °C
ENTRE -86° E -98°, CALCULADO EM RELACAQ 97 * ()
A BASE DESSECADA (FB)
ENTRE 0,11 g/mL E 0,20 g/mL (INTERNA) 0,18 g/mL
MAXIMO 0,25 g/mL (INTERNA) 0,23 g/mL
D 0,9: MENOR QUE 20 pm 10 um
D 0,5: MENOR QUE 6 pm (INTERNA) 4 um
ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCAO NO POSITIVO
; LHO: O ESPECTRO DE ABSORCAO NO
DA AMOSTRA CORRESPONDE AO
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