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RESUMO

A Doenca de Chagas é causada pelo Trypanosoma cruzi, um protozoario
flagelado e é caracterizada por uma doenca tropical, de terceiro mundo, enquadrada na
classe das doencas negligenciadas pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS). O
contagio se dé pela via oral, através da ingestdo de alimentos como acai e cana de
acucar, contaminados com o parasita, de forma vetorial - pelo inseto denominado
barbeiro - e h4 também casos de contaminacdo por transfusdo sanguinea, transplante
de orgaos e de mée para filho durante a gravidez. Atualmente o Benznidazol € o farmaco
utilizado como primeira opcéo de tratamento, por ser o mais tolerado pelos pacientes.
Porém, apesar de ter uma 6tima taxa de cura na fase aguda da doenca, a sua eficacia
na fase crbnica se torna menor e devido ao seu perfil toxicolégico, que resulta em um
elevado numero de efeitos colaterais severos, causa o abandono do tratamento de
aproximadamente 20% dos pacientes. Assim, em virtude da baixa solubilidade do BNZ,
este estudo visa a busca de novas formulac¢des que melhorem a solubilidade do farmaco
e possibilitem novas vias de administracdo, com a diminuicdo dos efeitos colaterais.
Neste sentido, foram preparadas dispersdes soélidas baseadas em glicerol monolaurato
e glicerol monoestearato, contendo Benznidazol, nas quais as formulacées BL30 e BE20
foram consideradas as melhores, pois sao as quais o farmaco encontra-se disperso nos
monoglicerideos. Para caracterizar as misturas utilizaram-se Calorimetria de Varredura
Diferencial, Difracdo de raios-X, Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de
Fourier, Microscopia Optica de Luz Polarizada e Microscopia eletrdnica de varredura,
gue evidenciaram maiores interacfes do farmaco com o GML, ja que obteve-se mais
guantidade de farmaco em uma menor temperatura de fusdo. Em testes de solubilidade
observa-se que as dispersfes sélidas produzidas com GML apresentam um incremento

na solubilidade em relacdo ao BNZ puro e macerado.

Palavras-chave: Benznidazol, Dispersdes solidas; Doenca de Chagas;

Monoglicerideos; Solubilidade.



1. INTRODUCAO

A Doenca de Chagas é causada pelo Trypanosoma cruzi, que é um protozoario
flagelado, e é endémica desde a regido sul da Argentina e Chile até o norte do México.
Desde a sua descoberta em 1909 pelo médico sanitarista Carlos Chagas, a doenca foi
identificada em outros paises do mundo. Ela esta distribuida por todo o territério nacional,
sendo que as regides norte e nordeste sado as de maior concentracéo de infectados. O
contagio se da pela via oral, através da ingestdo de alimentos como acai e caldo de cana
contaminados com as fezes do parasita, assim como pela picada do inseto e o contato
das fezes com regides mucosas ou feridas. Também ocorre a contaminagao por

transfusédo sanguinea, transplante de 6rgdos e de mée para filho durante a gravidez.

Atualmente existem apenas dois farmacos usados no tratamento da Doenca de
Chagas, Nifurtimox e Benznidazol. Apesar de terem uma 6tima taxa de cura na fase
aguda da doenca, a sua eficacia na fase cronica € reduzida, e somado a isso, ha uma
série de efeitos adversos causados durante o tratamento que levam a descontinuacéo
do mesmo. O Benznidazol &, entre os dois, 0 mais tolerado pelos pacientes, sendo a

primeira opcao de tratamento.

Porém, cerca de 20% dos pacientes diagnosticados abandonam o tratamento com
o0 Benznidazol, devido as vérias reacdes adversas que este farmaco acarreta ao
organismo, principalmente ao trato gastrointestinal, sendo a ingestdo oral a causa da
maioria deles. Entretanto, este tratamento é Unico, de uma doenca incuravel e sem
perspectiva de criacdo de uma vacina. Portanto, por se tratar de um farmaco de baixa
solubilidade - o que o torna um limitador chave para o desenvolvimento de uma
formulacdo farmacéutica -, € interessante a busca por tecnologias, que possam ser
aplicadas em rotas alternativas, para que auxiliem no aumento da solubilidade e da
biodisponibilidade do farmaco na diminuicdo da dosagem e dos efeitos colaterais. Uma
estratégia é o uso de dispersdes sélidas como uma alternativa para o enriguecimento de

matrizes poliméricas mucoadesivas para liberacdo do Benznidazol na mucosa bucal.

Deste modo, o presente trabalho visa estabelecer o preparo de novas metodologias

para o desenvolvimento de dispersdes sélidas baseadas em glicerol monolaurato e



glicerol monoestearato, contendo Benznidazol, para futura insercdo em sistemas
poliméricos mucoadesivos, viabilizando a liberacéo transbucal do farmaco, para melhora

no tratamento de doencas negligenciadas, como a Doenca de Chagas.



10

2. REVISAO DA LITERATURA

A Doenca de Chagas (DC) € uma doenca tropical, de terceiro mundo,
enquadrada na classe das doencas negligenciadas pela Organizacao Mundial da Saude
(OMS). Em torno de 21 paises da Ameérica Latina somam um montante entre 6 e 7
milhdes de pessoas que estdo infectadas com a doenca, resultando uma média de
14.000 mortes anuais e estima-se que 70 milhdes de pessoas no mundo estdo
suscetiveis a contragcéo da doenca.! No Brasil, os dados sdo imprecisos, mas o Ministério
da Saude estima algo entre 1,9 e 4,6 milhdes de pessoas infectadas, sendo cerca de
6.000 pessoas que morrem anualmente devido as complica¢des cronicas da doenca. DC
mata, todos os anos, mais pessoas na regido do que qualquer outra doenca parasitaria.

DC é causada pelo parasita Trypanosoma Cruzi, descrito pela primeira vez pelo
meédico sanitarista Carlos Chagas. A transmissao para os humanos e mamiferos ocorre
de forma vetorial - pelas fezes do inseto denominado barbeiro - e ndo vetorial - através
de transfusbes de sangue, vias congénitas e orais, transfusdes de Orgdos e
contaminacdes laboratoriais.* Apds sua descoberta, a DC permaneceu por muitas
décadas como uma doenca exclusivamente rural, associada aos aspectos sociais de
pobreza, na América Latina.> Também é considerada “silenciosa” por atingir
principalmente a populacéo carente que vive em moradias precarias, sem voz politica e
sem acesso ao sistema basico de saude.?

A area endémica classica da DC varia da regido norte do México, para a parte
sul da Argentina e Chile, compreendendo 21 paises.® Por muito tempo, a DC foi uma
infeccdo restrita a América Latina, porém, nas ultimas décadas, o problema se espalhou
para outros continentes, devido a migracao de individuos cronicamente infectados e
assintomaticos. Ha casos registrados em paises da América do Norte (Canada e Estados
Unidos), Europa (principalmente Espanha) e Regido do Pacifico Ocidental (Austrélia,

Nova Zelandia e Jap&o),®%’ como visto na Figura 1.
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Figura 1. Distribuicdo da Doenca de Chagas no mundo.

; > 2—/‘\‘:
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Fonte: Adaptado de Avaria, 2021.42

Em paises ndo endémicos pode ocorrer a transmisséo de T. cruzi de forma néo
vetorial, que é através de transfusdes de sangue e de transplantes de Orgdos de
doadores infectados, bem como a transmissdo congénita de mae para filho durante a
gravidez.® Uma outra rota de transmisséo € através da infeccédo oral, ocorrendo pelo
consumo de alimentos contaminados, como acai ou caldo de cana, nos quais 0s
barbeiros, contendo o parasita, sdo acidentalmente triturados durante o preparo dos
sucos.3?

Nas ultimas décadas, a transmissdo oral ganhou relevancia epidemioldgica, e
agora é considerada uma das rotas mais importantes de infeccéo no Brasil.1%!! Registros
mostram que numero crescente de casos tem sido associado a esta rota em todo o pais
desde 2005, embora a transmisséo oral tenha sido relatada na regido Amazénica desde
a década de 1960. Historicamente, o maior nimero de casos associados a transmissao
oral tem sido relatado na regido Norte do Brasil.'>3 Os focos da DC mais agudos na

regido Amazonica foram atribuiveis a transmissédo oral,*141” enquanto a transmisséo
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vetorial foi a segunda principal rota de infec¢do, sendo predominantemente ligada a
exposicao ocupacional.

Vale ressaltar que o estado do Pard é responsavel por 81% dos casos
decorrentes de transmissao oral na regido Norte, com maiores propor¢gdes de casos
ocorridos entre agosto e fevereiro, apés a safra de acai e bacaba.'> O consumo de
alimentos contaminados por formas metaciclicas de T. cruzi tem incentivado a adocao
de praticas sanitarias, como pasteurizar o suco de acai (82,5 °C por 1 min) e frutas
branqueantes (70 + 1 °C para 10 s) de areas endémicas, o que foi demonstrado para

eliminar eficientemente T. cruzi em matrizes alimentares.18

Ja a transmissédo de forma vetorial para humanos, como na Figura 2, acontece
guando o inseto pica e defeca ao mesmo tempo, e ao cocar a ferida, facilita a entrada
das fezes com os tripomastigotas no sistema sanguineo, sendo essa primeira etapa
chamada de estagio infeccioso. Apos os tripomastigotas invadirem as células, eles se
transformam em amastigotas. Os amastigotas multiplicam-se dentro das células
assexualmente, transformando-se em tripomastigotas, destruindo as células e saindo
para o sangue - essa etapa € chamada de estagio diagndstico. Assim, eles invadem

novas células em regides diferentes do corpo e se multiplicam.
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Figura 2. Ciclo de vida de T. cruzi mostrando os diferentes estagios de desenvolvimento do protozoario
nos hospedeiros invertebrados (triatominas) e vertebrados (mamiferos).

No ‘.~.’?S-E’Cfl'_7 0 O insecto pica e defeca a0 mesmo termpo. O e Os tripomastigotas inv_adem células onde se
Barbeiro triporaastigota passa a ferida nas fezes. transformar em amastigotas.

&
W FN\

I
Tranformam-se em tripomastizotas A G’N

No Ser Humano

Os tripanossomas entin Multiplicare-se dentro das;

B irevadera novas células era C6lulas assexualrente.
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% sio ahsorvidos por se multiplicam corao
Onwo insecto era arnastigotas.
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< \_/ A
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Fonte: Adaptado de De Souza, 2010.%°

A DC tem trés fases, a aguda, a cronica indeterminada e a cronica sintomatica.
A fase aguda ocorre durante as primeiras semanas ou meses desde a infec¢éo, e nela
pode nao haver sintomas ou apenas uma febre moderada, fadiga, dor no corpo e edema
nas palpebras, além do inchaco no local da picada do barbeiro. Apés a fase aguda, os
pacientes entram em uma fase cronica indeterminada, que pode durar anos ou décadas.
Os parasitas continuam presentes nos tecidos dos 6rgaos, apesar da total auséncia de
sintomas, portanto ainda pode-se haver a transmissédo da doenca. A reativacao da DC a
partir dessa forma assintomética pode ocorrer em pacientes com HIV ou aqueles que
recebem medicamentos imunossupressores.?? J4 a fase cronica sintomatica dura o resto
da vida do paciente, podendo acarretar em cardiopatias ou danos ao sistema neuroldgico

e digestorio. 2t
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Até o momento, existem apenas dois agentes terapéuticos aplicados ao
tratamento da DC. Pois, embora tenha sido feito, nos ultimos anos, algum progresso
focado no processo de descoberta de farmacos, o custo significativo desses projetos e
a falta de garantias de que eles podem dar algum retorno de seu investimento,
desestimulou as empresas farmacéuticas de investir em programas de pesquisa e
desenvolvimento contra a DC.° No entanto, devido ao perfil toxicol6gico dos farmacos,
que resultam em um elevado numero de efeitos colaterais severos, é causado o

abandono do tratamento de aproximadamente 20% dos pacientes.*?2

7z

Um dos farmacos é o Nifurtimox (Figura 3), fabricado como Lampit®. Esta
disponivel apenas como comprimidos de 120 mg prescritos em doses de 8-10 mg/(dia
kg) por 90-120 dias.?® Sua producéo foi interrompida em 1997, mas devido a alguns
ensaios clinicos em combina¢cdo com outros compostos ativos, para tratar a doenca do

sono Africana, a producéo foi reiniciada em 2000.%*

Figura 3. Estrutura molecular do Nifurtimox.

Fonte: Elaborado pela autora.

O outro é o Benznidazol (BNZ) (Figura 4), fabricado como Rochagan® (Brasil)
ou Radanil® (Argentina). Esta disponivel como uma apresentacéo Unica de comprimidos
de 100 mg e a dosagem usual é de 5-7 mg/(dia kg) durante 30-60 dias.?® Além disso, um
tratamento de profilaxia - como uma dose de 5 mg/kg trés vezes por semana - €

recomendado para pacientes cronicos com o virus da imunodeficiéncia humana.?®
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Figura 4. Estrutura molecular do Benznidazol.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Em um estudo de 20112* consta que ambos os agentes anti parasitas sdo usados
na fase aguda com taxas de cura de até 80% apds 2 meses de tratamento. Esses
medicamentos sdo considerados menos eficazes na fase crbnica, pois reduzem
significativamente a parasitemia, mas ndo ha melhora da cardiomiopatia.?’ Infelizmente,
uma das principais desvantagens desses compostos ativos é a alta taxa de efeitos
adversos. Os pacientes tratados com Nifurtimox podem sofrer de disturbios digestivos
graves, enquanto Benznidazol pode produzir dermatite com erupcbes cutaneas,
mialgias, por polineuropatia, polineurite e distirbios da medula 6ssea.?® Porém, o
Benznidazol é melhor tolerado do que o Nifurtimox e, portanto, é considerado o

tratamento de primeira escolha.

O BNZ é utilizado no tratamento da DC desde meados dos anos 70. Atualmente,
0s Unicos produtores de BNZ séo o Laboratdrio Farmacéutico do Estado de Pernambuco
(LAFEPE) e a industria farmacéutica argentina ELEA.?2%30 A estrutura do BNZ
denominado pela IUPAC como 2-nitro-N-(fenilmetil)-1H-imidazol-1-acetamida, apresenta
a forma molecular C12H12N4O3 e massa molecular 260,25 g molt. Apresenta-se como
um po cristalino, levemente amarelado, inodoro, insipido e estavel, com ponto de fusédo
entre 188 e 190 °C.3! Estudos reportam a sua baixa solubilidade em agua (0,4 mg mL™1),
moderada em acetona (30,55 mg mL™1) e acetonitrila (24,74 mg mL) e um aumento na

solubilidade pela adicdo de propileno glicol e diversos surfactantes.3%:32

O coeficiente de particdo (log P) é um parametro frequentemente usado como
medida quantitativa da lipofilicidade de compostos bioativos. O valor do log P de um
composto pode ser interpretado como sendo a somatéria de dois termos: um relacionado

com volume (estéricos) e o outro com interagdes intermoleculares (tais como: interagdes
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dipolo-dipolo, ligagBes de hidrogénio e efeito hidrofobico). A investigacdo da natureza e
grandeza destes termos pode contribuir para uma compreensdo do comportamento
farmacocinético de drogas candidatas a farmacos.3? Sendo o valor de log P para o BNZ
em torno de 0,7, dependendo do solvente. Embora pode-se considerar este valor
relativamente alto, ainda ndo garante uma imediata permeacao da molécula, que s6
ocorreria com substancias com log P superiores a 1,7.%* Portanto, sabendo que o
tradicional sistema de classificacdo biofarmacéutica divide os farmacos em 4 categorias,
segundo suas caracteristicas de solubilidade e de permeabilidade® e considerando esta
medida de permeabilidade e a reduzida solubilidade aquosa do BNZ, pode-se incluir este
antichagasico no grupo IV da classificacdo biofarmacéutica, ou seja, um farmaco de

baixa permeabilidade e de baixa solubilidade.3!

Os efeitos colaterais mais reportados na literatura, pela utilizagdo de BNZ no
tratamento s&o: hipersensibilidade gastrica, dermatoldgica, neuroldgica e cardiaca.®®
Geralmente séo identificadas por: anorexia, fraqueza, dores de cabeca, disturbio do
sono, dores estomacais, polineurite, depressdo da medula Ossea,®” problemas
cardiacos,® entre outros.?>%° A sua estrutura molecular apresenta um grupo nitro e um
imidazol, que sédo os principais responsaveis pelo mecanismo de eliminacdo do parasita
no organismo. De maneira andloga, sdo estes mesmos grupos que provocam e

desencadeiam a diversa gama de efeitos colaterais nos pacientes em tratamento.*°

Estudos apontam que o mecanismo de acdo do BNZ e analogos ocorre a partir
da biorreducdo do grupo nitro, tanto pela via aerdbica, quanto pela anaerdbica. A
formacdo de radicais livres leva a uma desestabilizacdo celular, aumentando a
permeabilidade do composto e em paralelo, um aumento no estresse oxidativo devido a
elevada concentracéo de radicais livres. A formacao dos radicais livres € importante para
o combate do parasita, mas em contrapartida, sdo extremamente nocivos ao paciente
infectado.?® Portanto, dentre os efeitos adversos ao tratamento, faz-se necessario a
realizacado de estudos em torno de novas formas e vias de administracao deste farmaco.

A baixa solubilidade do BNZ em &agua é um limitador significativo tanto na
adsorcéo e difusdo do farmaco, como na busca de novas formula¢gdes farmacoldgicas.

O aumento da solubilidade do BNZ resulta na alteracdo da farmacocinética, na qual pode
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levar a uma maior dissolugéo e biodisponibilidade do farmaco no organismo, podendo
potencializar sua efetividade e reduzir os efeitos colaterais.*! Neste sentido, a confecgéo
de uma formulagdo farmacéutica de administracdo transbucal que se mostra
interessante, devido a possibilidade de aumento da solubilidade do BNZ, € com a
presenca de dispersdes sdlidas, pois elimina o processo de dissolucao do farmaco no
sistema digestivo e, consequentemente, seus efeitos colaterais especificos desta
regiao.*?

Experiéncias nos ultimos 20 a 30 anos indicam que as dispersdes sélidas sdo uma
abordagem muito frutifera para melhorar a taxa de liberacdo, solubilidade e
biodisponibilidade oral de farmacos pouco soluveis, sendo estas na qual o farmaco esta
disperso em uma matriz biologicamente inécua. Elas sdo obtidas através da dispersao
de um componente farmacologicamente ativo (farmaco) em um carreador ou matriz no
estado solido. Este processo permite melhorias na solubilidade, estabilidade, taxa de
dissolucéo, permeabilidade do farmaco através das membranas absortivas e a
modulagdo da acgdo terapéutica.*?

As dispersbes produzem uma significativa redugcéo no tamanho da particula para
uma molécula quase uniforme. Como o carreador se dissolve, o farmaco estara no meio
de dissolucédo na forma de particulas muito pequenas (microparticulas), propiciando uma
dissolugédo e absorgdo mais rapida.*+4°

Os principais métodos de preparacdo de dispersdes solidas sdo: maceracéo,
maceracdo com adicdo de solvente, evaporacdo do solvente e
derretimento/resfriamento.46

A maceracdo com almofariz e pistilo € um método mecanico amplamente utilizado
para obter dispersdes solidas. A maceracdo com adicao de solvente € outra técnica bem
conhecida, na qual cada composto € macerado usando almofariz e pistilo e uma pequena
guantidade de solvente organico € adicionado como catalisador e/ou lubrificante. A
maceracdo com adicdo de solvente tem as vantagens de tempo reduzido e reacao
atbmica eficiente, sobre a maceracgdo simples.46:4

Embora comum, o método de evaporacdo do solvente tem algumas
desvantagens, como 0 uso de solventes organicos e a quantidade de solvente

necessaria para realizar tal processo em uma escala comercial representa um alto custo



18

7z

de producdo e € demorado. Também, tanto o tipo e a taxa de evaporacdo tém
implicagBes sobre a microestrutura do sélido resultante, que pode, portanto, alterar o
desempenho do produto.*® Por ultimo, o método de derretimento/resfriamento consiste
no derretimento simultdneo de um farmaco e de um portador, seguido de resfriamento
do liquido homogéneo resultante até a solidificacdo. A aplicacdo desta técnica requer a
mistura dos dois componentes e 0 aquecimento acima da temperatura de fusdo do
componente de fusdo mais alto. A temperatura em que o inicio da degradacao térmica
ocorre em relacao a temperatura de fusdo deve ser levado em conta, especialmente no
caso de farmacos e portadores termicamente labeis.*6:48

Portanto, as técnicas mais utilizadas para preparar dispersbes solidas sao
classicas e simples. Mais uma vantagem das dispersdes solidas sobre outras
abordagens é que o aumento da solubilidade e a taxa de liberacdo que pode ser
alcancada sdo muitas vezes muito maiores (até em ordens de magnitude). Isso poderia
potencialmente levar a um aumento na biodisponibilidade, sendo assim, a dose
administrada poderia ser reduzida.*?

Desse modo, é interessante 0 uso de dispersdes solidas para incrementar a
liberacado oral, ja que esta é a rota de administracdo de medicamentos mais aceita entre
as varias vias de entrega, devido as suas vantagens: facil autoadministracdo, alta
conformidade do paciente e viabilidade para pacientes ambulatoriais.*® Porém, as
barreiras quimicas e enzimaticas no trato gastrointestinal (TGI) dificultam a eficacia da
liberacdo de medicamentos orais. Outra desvantagem desta via de administracdo sao os
efeitos colaterais adversos ao trato digestivo, de farmacos nocivos para este sistema,

como o BNZ, por exemplo.

Assim, 0 uso de dispersdes solidas para administracdo oral do BZN e outros
farmacos é uma abordagem promissora para melhorar e controlar a liberacdo de
medicamentos. Pois o estado soélido da dispersdo fornece protecdo a farmacos
guimicamente labeis e um prolongamento da liberacdo de medicamentos. Portanto,
podem aumentar a taxa de dissolugdo de moléculas insoliveis no TGl e a sua baixa
estabilidade pode ser superada encapsulando os farmacos, tornando um impacto

protetor para ataques quimicos e enzimaticos no trato gastrointestinal.>®
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Devido as dificuldades advindas da baixa solubilidade do Benznidazol, seus
efeitos colaterais e suas principais caracteristicas fisico-quimicas, € de interesse a
formulacdo de dispersdes sélidas contendo o mesmo. Esta formulagcdo tem como
potencial favorecer a mudanca de cristalinidade do farmaco e possibilitar uma melhoria
da dissolugdo do BNZ em &gua, permitindo assim sua incorporacdo em polimeros
solaveis em agua. Para tal formulacao serd utilizado o glicerol monolaurato (GML) e o
glicerol monoestearato (GMS), sendo utilizados como possiveis promotores de
solubilidade e de permeabilidade no preparo das dispersoes.

O glicerol monolaurato (GML) (Figura 5) é interessante para incrementar tanto a
solubilizagdo do BNZ, quanto a sua permeabilidade na mucosa bucal, pois ha diversos
estudos reportados na literatura frente ao seu vasto potencial contra bactérias gram-
positivas e gram-negativas, fungos e virus.52° E outra caracteristica importante é a sua

atividade em membrana, o que leva a um aumento na permeabilidade.>

Figura 5. Estrutura molecular do glicerol monolaurato.
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Fonte: Elaborado pela autora.

A utilizacdo do glicerol monoestearato como lipidio pode promover ao farmaco
menor toxicidade, maior area superficial, liberacdo controlada e aumento na solubilidade
e biocompatibilidade.>* Também, tanto a cauda hidrofébica do GMS (Figura 6) podera
interagir com o farmaco - ja que este possui caracteristicas hidrofébicas -, como a cabeca

hidrofilica, devido as ligac6es de hidrogénio.
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Figura 6. Estrutura molecular do glicerol monoestearato.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Assim, a principal proposta deste projeto é a juncdo das propriedades do
Benznidazol, do glicerol monolaurato e do glicerol monoestearato, no preparo de
dispersfes solidas, com o intuito de melhorar as propriedades de solubilidade do BNZ.
Para posteriormente avaliar as caracteristicas da adicado destas dispersées em matrizes
poliméricas, a fim de obter membranas mucoadesivas, que possibilitem a liberacdo do

BNZ por via transbucal.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral:

O objetivo do presente trabalho consiste na formulacdo de dispersdes sélidas
baseadas em GML e GMS contendo Benznidazol, com perspectiva do aumento de
solubilidade do farmaco e viabilizacdo de um futuro sistema passivel de incorporagdo em
uma matriz polimérica mucoadesiva, para liberagcéo transbucal, no tratamento da Doenca

de Chagas.

3.2. Objetivos Especificos:

* Obter as melhores condi¢des de interagdo do BNZ com GML e GMS (MGs) utilizando
Calorimetria de Varredura Diferencial (DSC);

» Caracterizar o estado fisico das dispersoes soélidas desenvolvidas por Difracdo de raios-
X (DRX);

 Estudar a interacédo entre o BNZ e os MGs por Espectroscopia no Infravermelho com
Transformada de Fourier (FTIR) e DSC;

* Avaliar a cristalinidade do BNZ e dos MGs nas dispersoes sdlidas através de analises
de Microscopia Optica de luz polarizada (PLOM) e Microscopia eletronica de varredura
(SEM);

* Avaliar a eficiéncia de encapsulagao das dispersfes solidas carregadas com BNZ por
UV-vis;

* Avaliar a solubilidade do BNZ livre e presente nas dispersdes sdlidas in vitro em tampéo
de saliva simulada (pH 6,8).
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4. METODOLOGIA

4.1. Materiais:

Foram utilizados Benznidazol 99%, fornecido pelo laboratério LAFEPE - Brasil,
glicerol monolaurato (C11H230COCH2CH(OH)CH>0OH) purificado (Sigma Aldrich) e
glicerol monoestearato (C17H3s0OCOCH2CH(OH)CH2OH) purificado (Alfa Aesar). Os

demais reagentes e solventes foram utilizados com alto grau de pureza.

4.2. Métodos:

4.2.1. Metodologia de preparo das formulacdes entre GML e GMS com BNZ

Com o intuito de estudar a interagdo e a solubilidade do farmaco com o glicerol
monolaurato e com o glicerol monoestearato, foi pesado quantidade de massa em mg

de modo que a soma do farmaco com o monoglicerideo fosse de 100 mg (Tabela 1).

Tabela 1. Quantidade em massa e siglas das amostras de BNZ com os MGs.

BNZ (mg) GML (mg) Sigla GMS (mg) Sigla
5 95 BLO5 95 BEOS
10 90 BL10O 90 BE10
20 80 BL20 80 BE20
30 70 BL30 70 BE30
40 60 BL40 60 BE40
50 50 BL50 50 BES0
60 40 BL60 40 BEGO
70 30 BL70 30 BE70
80 20 BL80 20 BES8O

90 10 BL9O 10 BE90O
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Conforme a Tabela 1, a primeira propor¢éo foi de 5 mg de BNZ e 95 mg do
monoglicerideo, depois 10 mg de BNZ e 90 mg do monoglicerideo e assim
sucessivamente, até 90 mg de BNZ e 10 mg de monoglicerideo. Entdo foi macerado
primeiro o0 BNZ de menor massa com o GML, por 5 minutos, em gral de agata,
armazenando o p6 em um Eppendorf. Repetiu-se o procedimento em ordem crescente
de quantidade de BNZ, para todas as fragcdes de BNZ com GML e depois iniciou 0 mesmo
procedimento com o GMS. ApOs a obtencdo de todas as misturas, variando as

proporcdes BNZ:MG, as amostras foram analisadas.

4.3. Caracterizacfes dos sistemas obtidos

4.3.1. Calorimetria de varredura diferencial (DSC)

As curvas de calorimetria diferencial foram obtidas utilizando um calorimetro de
varredura diferencial modelo DSC-50 marca Shimadzu, disponivel na central de analises
do Departamento de Quimica da UFSC. Os experimentos foram realizados em atmosfera
de nitrogénio 50 mL min! e célula de aluminio, nas condicdes de temperatura entre -5 a
250 °C, com uma taxa de aquecimento de 10 °C min. A partir das curvas de DSC foi
possivel obter as temperaturas e entalpias de fusdo dos componentes das dispersodes.
Também foi realizado quenching cooling (resfriamento rapido) com algumas amostras, a

fim de evidenciar mais de um ponto de fuséo presente na propria amostra.

4.3.2. Difracéo de raios-X (DRX)

Os difratogramas foram obtidos utilizando-se equipamento 6-8 D2 Phaser
(Bruker), com uma radiacdo de cobre Ka (A = 1,5418 A), operando em uma corrente de
10 mA e voltagem de 30 kV, equipado com um detector de cintilagdo unidimensional
LINXEYE. As medidas foram realizadas a temperatura ambiente, em porta-amostras com
cavidade, através de varredura angular a 26 na faixa de 5° a 40°, com step angular de
0,091° s. A fim de analisar a cristalinidade dos componentes como recebidos e das

misturas.
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4.3.3. Espectrofotometria no Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR)

As amostras obtidas foram maceradas em gral de agata com KBr grau
espectroscopico para obtencdo de pastilhas, com propor¢cdo em massa de
aproximadamente 0,5% de amostra por pastilha. Imediatamente apds a producao da
pastiha sob l|lampada incandescente, o0s espectros foram adquiridos no
espectrofotometro modelo IR-Prestige 21 marca Shimadzu, em modo absorbéancia, na
faixa de 700 a 4000 cm, com 25 aquisicdes e resolucéo espectral de 2 cm™. As andlises
de infravermelho foram a fim de caracterizar a presenca de interacdes entre GML e BNZ
e GMS e BNZ.

4.3.4. Microscopia Optica de luz polarizada (PLOM)

A microscopia oOptica de luz polarizada € um ensaio para rapida observacédo de
dominios cristalinos nos materiais produzidos. As diferencas dos dominios cristalinos sao
observadas a partir da presenca ou auséncia de particulas luminosas causadas por
birrefringéncia (diferentes indices de refracéo para diferentes direcdes de propagacéo da
luz). Esse ensaio foi realizado depositando partes das formula¢cdes no suporte de um
microscépio O6ptico (Motic Microscopes modelo) contendo uma lente polarizadora
acoplada a uma camera e utilizado o hot stage, para aquecer as misturas acima dos seus

pontos de fuséo, sendo possivel observar a cristalinidade dos componentes.

4.3.5. Microscopia eletrénica de varredura (SEM)

Foi utilizado um microscopio eletronico de varredura, com emissdo de campo
JEOL JSM - 6701F (SEM) e aplicando uma voltagem de aceleracdo de 10 kV para
verificar a morfologia dos componentes e a presenca de BNZ na forma cristalina. Devido
a baixa condutividade elétrica das amostras, estas foram depositadas em stubs e
recobertas com uma camada delgada de ouro utilizando um aparelho metalizador e

analisadas com varias magnificéncias.
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4.3.6. Espectrofotometria de UV-vis

Os espectros de UV-vis foram obtidos no espectrofotometro modelo Nova
1800UV, disponivel no Polimat. Em um comprimento de onda de 324 nm e em solucao
60/40 de acetonitrila e tampéao de saliva simulada em pH 6,8, respectivamente, para a
guantificacdo do BNZ na solubilidade dos componentes no tampéao de saliva simulada.
Para as seguintes concentracées de BNZ: 0,0073, 0,014, 0,021, 0,027 e 0,034 mg mL,
obteve-se a respectiva curva de calibragdo: y = -0,0112 + 28,245x com R? = 0,9965.

4.3.7. Solubilidade do BNZ e das melhores misturas em solucao tampéao de
saliva simulada

Foram adicionadas quantidades de farmaco, em excesso (250 mg), como
recebido, macerado e para ambas as misturas, BL30 e BE20, respeitando a proporcgéao
em massa para os glicerdis, e adicionados 10 mL de solugéo tampéo de saliva simulada
em pH 6,8, preparada com as respectivas concentracbes de cada sal: 125,6 mg/L de
NacCl, 963,9 mg/L de KCI, 227,8 mg/L de CaClz, 178 mg/L de NH4Cl, 189,2 mg/L de
KSCN, 336,5 mg/L de Na>SO4, 200 mg/L de Ureia (CH4N20), 630,8 mg/L de NaHCOs e
654,5 mg/L de KH2PO4.%® Os frascos foram agitados a 37 °C (240 rpm) por 48 h em uma
incubadora de shaker orbital Novatecnica NT715 (Piracicaba, SP). As aliquotas de cada
frasco foram filtradas com membranas de 0,45 um, diluidas e analisadas utilizando o

método de UV-vis descrito anteriormente.

4.4. Seguranca no laboratorio e tratamento de residuos

Por se tratar de uma metodologia de preparo simples, onde ndo houve o uso de
solventes, os reagentes utilizados foram descartados nos residuos solidos. Os demais
reagentes, utensilios e equipamentos utilizados durante o processo ndo ofereceram

nenhum risco significativo, ja que foi realizado o manuseio adequado e o0 uso de EPIs.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

O estudo da interagdo do BNZ com os monoglicerideos (MGs) em estado sélido
foi inicialmente caracterizado por Calorimetria de Varredura Diferencial (DSC). Esta
analise foi conduzida para avaliar as transicbes térmicas dos componentes como
recebidos e também do BNZ macerado, para analisar se hd alguma mudanga no
farmaco, devido ao método utilizado para obter as misturas (Figura 7).

Figura 7. Curvas de DSC das amostras como recebidas, de BNZ, BNZ macerado, GML e GMS, realizadas
a uma taxa de 10 °C min! na faixa de temperatura de -5 a 250 °C.
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A partir da Figura 7, nota-se que a maceragao do BNZ néo altera o ponto de fuséo
(BNZ = 192 °C e BNZ macerado = 192 °C) nem o perfil da curva calorimétrica. Desta
forma, verifica-se que apenas a maceragéo nao traz mudancgas na estrutura cristalina do
BNZ e assim, observa-se a importancia da adicdo de um segundo componente capaz de
promover tais alteracdes, sendo estes, os MGs. Observam-se na Figura 7, os pontos de
fusdo em 58 °C para o GML e em 68 °C para o GMS. Os ombros observados nos picos
de ambos os MGs indicam a presenca de mais um estado cristalino em cada
monoglicerideo. Estes dados corroboram com os apresentados posteriormente, apés a
realizacédo do DRX, PLOM e do quenching cooling no DSC. Apesar da caréncia de dados
de termogravimetria, € possivel indicar que a degradacéo dos MGs ocorre em elevadas
temperaturas, tendo seu inicio aproximadamente ap6s 150 °C, a partir da qual inicia-se
um decaimento constante da curva calorimétrica. Este fendbmeno indica a reducéo da

massa no interior da panelinha.

A Figura 8 apresenta o compilado de todas as curvas de DSC realizadas para as
misturas no estado solido (dispersdes solidas) obtidas pela maceracéo entre BNZ e GML
(BL) (a) e BNZ e GMS (BE) (b) em funcédo do aumento da propor¢cdo massica do BNZ.
Esta abordagem foi realizada a fim de encontrar uma proporcdo O6tima entre 0s
componentes e verificar a maxima concentracdo de BNZ que pode ser efetivamente
solubilizada na amostra quando se utilizam os MGs. Em ambas as misturas (BL e BE) &
possivel verificar a diminuicdo da temperatura de fusdo do BNZ com o aumento da
presenca do MG. Este comportamento indica interacdo entre os dois compostos atraves
de interacOes fracas de van der Waals, em arranjos organizados ndo aleatérios com
maior entropia, também devido ao efeito hidrofébico e as ligacbes de hidrogénio,

podendo interferir na estrutura cristalina principal do BNZ.%6
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Figura 8. Curvas de DSC dos MGs (a) BL e (b) BE com o aumento da quantidade de BNZ (%m/m) na
disperséo sélida.
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Ao analisar a Figura 8, percebe-se que houve interacdo entre os dois
componentes da mistura, apesar do método de maceracdo ser de baixa energia e
simples. Em uma mistura fisica dois eventos de fusdo sdo observados, nas mesmas
temperaturas de fusdo dos componentes isolados, indicando assim a auséncia de
qualquer interacéo entre eles.*® Ndo sendo o que se observa na figura, ja que os pontos
de fusdo das misturas ndo sdo os mesmos dos componentes como recebidos, portanto,
houve uma interacdo maior do que apenas uma mistura fisica. Percebe-se também que
sempre ha um excesso de monoglicerideo, mesmo este estando em menor quantidade,

indicando que ele n&do solubiliza totalmente no BNZ.

Assim, a partir dos dados da Figura 8 evidencia-se que a propor¢cdo massica de
melhor interacédo é de 70/30 GML/BNZ (BL30) para quando utilizamos o GML e de 80/20
GMS/BNZ (BE20) para quando utilizamos o GMS. Estas séao as propor¢des limites onde
observa-se uma menor presenca de um estado cristalino, juntamente da maior proporgcao
de farmaco para cada mistura. Apds essas proporc¢oes, identifica-se outro ponto de fuséao
nas misturas, variando de 175 a 190 °C, aproximadamente, conforme o aumento da
guantidade de farmaco. Devido ao aumento de massa de BNZ nas misturas, este
comeca a ficar menos soltvel nos MGs e tende a se organizar de forma cristalina. Sendo
assim, quanto mais BNZ presente na mistura, mais aproxima-se do ponto de fusédo do
farmaco como recebido. Porém, percebe-se que para a ultima mistura com GML (BL 90)
0 ponto de fusdo € menor do que para a mistura com GMS (BE90), comparado ao BNZ
como recebido. Evidenciando que o BNZ apresenta uma maior interacdo com o GML, ja
gue a proporcao de farmaco na melhor mistura € maior e os pontos de fusdo sao

menores, quando comparados ao GMS.

Essa maior interacdo pode estar associada ao fato de o GML ter uma cadeia
carbbnica menor. Ja que quando se compara os dois MGs, nota-se apenas uma variacao
estrutural de 6 carbonos. Isto promove ao GML caracteristicas de solido gorduroso com
ponto de fusdo de 58 °C e de sélido seboso com ponto de fuséo de 68 °C para o GMS.%’
Contudo, apesar de ambos serem insollUveis em agua e parcialmente solUveis em etanol,
as caracteristicas citadas tornam o GML um s6lido mais maleavel, indicando uma maior

facilidade de manuseio na forma sélida.
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Outro fator a ser evidenciado é de que quanto maior a cadeia hidrofobica de uma
molécula anfifilica, maior sera o seu caréater hidrofébico e consequentemente maior sera
a energia necessaria para dissociar ou dissolver, a fim de promover a interacdo com o

meio. O que resulta, para o GMS, em uma maior temperatura de fusédo e em uma menor
interacdo com o BNZ.

Para comprovar essa maior interagdo do BNZ com o GML, também foi realizado
o plote da variacao da temperatura de fusdo do farmaco e dos MGs versus a proporcéo
massica de BNZ (Figura 9). Percebe-se a formac¢édo de um novo estado cristalino do BNZ
a uma temperatura de fusdo em aproximadamente 162 °C. Portanto, nota-se que a
mistura com o GML se mostra mais atraente, pois ha a formacgéo deste estado cristalino
com maior quantidade de farmaco, comparado ao GMS, na mesma temperatura.
Verifica-se entdo que a inser¢cdo do GML melhora as caracteristicas do farmaco,

fornecendo um menor ponto de fusao.

Figura 9. Variacdo da temperatura de fusdo do BNZ e dos MGs versus a propor¢do massica de BNZ nos
sistemas BL (a) e BE (b).
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Percebe-se que néo constam os dados de 5 e 10 mg de BNZ para o sistema BL,
pois nessas quantidades de farmaco ndo hé ponto de fuséo evidente, sendo assim, ndo
sendo possivel obter as temperaturas de fusdo. O mesmo acontece para o sistema BE,

porém apenas na propor¢cdo de 5 mg de BNZ.

A partir das andlises de DSC, é possivel conhecer as entalpias de fusao, obtidas
a partir das areas dos picos das temperaturas de fusdo do BNZ e dos MGs. Considerando
gue as curvas dos componentes como recebidos exibem apenas um evento endotérmico
estreito, os AnsH sdo iguais a 154, 144, 182 e 226 J g para o BNZ, BNZ macerado, GML

e GMS respectivamente.

Ja para as misturas, a fim de observar a variagcao da entalpia de fusdo com a %
m/m de BNZ, construiu-se o diagrama de triangulo de Tamman (Figura 10). Portanto, a
partir dos valores da entalpia de fusdo (AH) dos monoglicerideos, nota-se que estes
tendem a zero para a composicao correspondente a mistura com mais farmaco (BL90 e
BE90). Sendo assim, os valores de AH de fusdo dos MGs diminui linearmente com o
aumento da quantidade de BNZ no sistema. Sabe-se também que as misturas com
menos BNZ fundem mais rapido, devido a menor presenca de BNZ cristalino e maior

guantidade de MGs para solubilizar o mesmao.
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Figura 10. Diagrama de triangulo de Tamman mostrando a entalpia de fusdo do GML (quadrados azuis),
GMS (quadrados vermelhos) e do BNZ (quadrados pretos) versus a porcentagem em massa do BNZ
incorporado em (a) BL e (b) BE.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Sabe-se que o diagrama de triangulo de Tamman € geralmente utilizado para
caracterizar misturas eutéticas. Porém neste caso, apesar dos componentes se
cruzarem na proporcdo de 60% (m/m) de BNZ - evidenciando que eles necessitam da
mesma energia para fundir -, estes ndo possuem a mesma temperatura de fusdo neste
ponto, como visto na Figura 9. Portanto, ndo se observa a caracterizacdo de uma mistura
eutética, ja que esta so seria evidenciada com a mesma energia e temperatura de fuséo

pelos componentes.

Contudo, utiliza-se do diagrama para obter a porcentagem de solubilidade do BNZ
nos sistemas BL e BE, plotando os dados de entalpia de fusdo apenas do BNZ em cada
sistema com as respectivas porcentagens em massa (Figura 11). Desta forma, a
solubilidade maxima do BNZ é determinada pela extrapolacao da entalpia de fusdo deste
componente em funcdo da sua composicdo massica.*® Conforme a Figura 11, obteve-
se uma equacao da reta de y = -16,26293 + 1,52488x para o BL e de y = -9,85776 +

1,48912x para o BE. Assim, ao igualar o y a zero e isolar o x, obtém-se a solubilidade do
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BNZ em estado solido nos MGs, sendo de 10,67 e 6,62% m/m em BL e BE,
respectivamente, evidenciando que a solubilidade do BNZ em GML € de fato maior.

Figura 11. Porcentagem de solubilidade do BNZ nos MGs, (a) BL, (b) BE.

(a) (b)

140

| |
120 1
100 1
< 80
=]
=
< 60-
=
401
20
0
T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90
% BNZ (m/m) % BNZ (m/m)

Fonte: Elaborado pela autora.

Apesar da extrapolacdo da reta ter indicado as misturas BL10 e BEO5 como
soluveis, considerou-se utilizar as formulagdes BL30 e BE20, ja que é o limite onde se
evidencia a formacdo de um evento de fusdo em uma temperatura reduzida na qual a
proporcao massica do farmaco é maior. Estas amostras serdo utilizadas para as analises
subsequentes, mas para evidenciar algumas caracteristicas importantes do sistema,
formulacées com menor e maior quantidade de BNZ também serdo analisadas, a fim de

comparacao.

As analises de Difracdo de raios-X foram realizadas com intuito de analisar a
cristalinidade dos componentes como recebidos e das misturas, como destacadas
anteriormente. De acordo com a Figura 12, observa-se que 0 BNZ apresenta picos

cristalinos caracteristicos, confirmando a forma cristalina do farmaco, com cristais bem



34

definidos, resultados também confirmados através das imagens de SEM (Figura 15). Os

picos de difragdo mais intensos do BNZ aparecem em torno de 11°, 17° e 22°.5°

Figura 12. Difratograma de difragcdo de raios-X de BNZ, GML, GMS e das misturas solidas.
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Observa-se a partir da Figura 12, para os MGs, as duas regides cristalinas,
corroborando com os dados da Figura 14. Apesar de ndo conseguir diferenciar qual
delas é, os picos de difracdo mais intensos aparecem em torno de 9,5°, 19° e 23° para o
GML.5° J4 para o0 GMS, tem-se sinais ndo tdo intensos em 5,8°, 7,6° e 11° e mais intensos
em 19,7° e 23°. N&o é possivel identificar qual fase esta presente, mas sabe-se que ha

a misturada a e B.%*

Para as misturas, na Figura 12 (a), evidencia-se que houve uma boa
compatibilizacdo para as dispersées contendo menor quantidade de BNZ, ja que a
intensidade dos picos caracteristicos tanto do farmaco como do GML estdo bem menos
intensos, indicando uma boa interacdo. Contudo, a intensidade do pico de 9,5° para o
BL10 e BL30 indicam a existéncia de uma pequena por¢cao da estrutura cristalina do
GML.®0 J4 para a mistura com maior quantidade de BNZ, observa-se o surgimento de
regides cristalinas (presenca dos picos) caracteristicos do farmaco. Este fato deve-se ao
gue ja foi exposto anteriormente, onde ao se passar do limite de solubilidade do BNZ nos
MGs, este se mantém em parte na mistura de forma cristalina. Ja para a Figura 12 (b),
nota-se que para as dispersdes contendo menor quantidade de BNZ, as regifes sao
similares as do GMS como recebido e a com maior quantidade de BNZ, se assemelha
ao farmaco como recebido. O que se evidencia novamente a melhor interacdo do BNZ

com o GML, do que com o GMS.

Cabe ressaltar que para as amostras com menor quantidade de farmaco, as
regides cristalinas que sao observadas podem também ser advindas da espera da
analise de DRX. O BNZ é um farmaco que apresenta dificil solubilizacdo e ao esperar
alguns dias para que o DRX fosse realizado, este pode se orientar dentro das amostras
e se apresentar em partes cristalino. Para estudos subsequentes, é valido aumentar a
energia de mistura por um método que favoreca melhor a interacdo, como moinho de
bolas e/ou os ja citados anteriormente: maceracao com adicao de solvente, evaporacao

do solvente e derretimento/resfriamento*® e caracterizar logo em seguida.

Anadlises de infravermelho foram realizadas para averiguar a presenca da

interacdo intramolecular entre os grupos do farmaco com os dos MGs. Analisando as
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Figuras 13 e 14, para o BNZ, as bandas de maior relevancia sdo: banda de absorgéo
em 3274 cm? referente as vibracdes de alongamento da ligagcdo N-H de amida
secundaria. As bandas de absorcéo na faixa de 3130, 3112, 3067 e 3032 cm™ sdo devido
a deformacéo axial da ligacdo C-H de grupos aromaticos. O estiramento caracteristico
da absorc¢do da carbonila (C=0) presente na amida secundéria foi observado em 1660
cm®. Os estiramentos da ligacdo N-O de compostos covalentes, presentes no grupo
NO;, foram identificados na faixa de 1660 a 1500 cm. Também o alongamento da
ligacdo C-C de anel aromatico em 1500, 1486 e 1418 cm™. O alongamento da ligacédo
C-N em 1364 e 1336 cm™ é referente as aminas aromaticas.®%-%* As ligacdes C-H de anel

aromatico também aparecem entre 900 e 675 cm™.%5

Figura 13. Espectros de FTIR obtidos via KBr para (a) BNZ, GML e misturas sélidas, (b) ampliacédo da
regido de 1750 a 1650 cm™ e (c) ampliacéo da regido de 1400 a 1300 cm.

(@)

BL70—— BL30——BL10—— GML——BNZ

Absorbancia (U.A.)

A ML..M

T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Comprimento de onda (cm™)

(c)

2y

1750 1700 1650 1400 1350 1300
Comprimento de onda (cm') Comprimento de onda (cm™)

—_
(=)
S

Absorbancia (U.A.)
Absorbancia (U.A.)

Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 14. Espectros de FTIR obtidos via KBr para (a) BNZ, GMS e misturas sélidas, (b) ampliagédo da
regido de 1750 a 1700 cm™ e (c) ampliagdo da regido de 1400 a 1300 cm™.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Para os monoglicerideos, em ambas as figuras, nota-se que 0s espectros sdo
similares, diferenciando apenas na banda de OH, que no GML é em 3320 cm™e no GMS
é em 3421 cm™. Uma possivel razédo para essa diferenca é de que como o comprimento
de onda estda em cm, este é diretamente proporcional a energia. Sendo assim, como
explicado anteriormente, o0 GMS possui uma maior interagdo com ele mesmo, tendo 0s
seus movimentos vibracionais mais limitados, assim requer de mais energia, e
consequentemente, possui um maior comprimento de onda. Diferente do GML, que

interage mais com 0s outros componentes do que com ele mesmo, tendo um menor
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comprimento de onda. O alongamento C-H de cadeias carbdnicas alifaticas € em 2960-
2850 cm*. J4 a banda caracteristica referente ao éster € em 1730 cm™ e o0 alongamento
C-O em alcoois é em 1260-1000 cm1.6566

Para as misturas, nota-se que no sistema BL, para as de menor quantidade de
farmaco, ha a formacdo de um ombro na regido de 1700 cm-* (Figura 13 (b)), referente
ao deslocamento do éster dos MGs, sendo mais intenso na mistura BL30. Na regido de
1350 cm percebe-se que houve mudanca no formato da banda para as misturas BL10
e BL30 (Figura 13 (c)), sendo essa referente a ligacdo C-N de aminas aroméaticas. No
estudo de Bezerra et al.%” mostra-se uma forte interagdo entre o OH do Acido carboxilico
e do acido salicilico com o N do imidazol do BNZ, conforme a Figura 15 (a). Desta forma,
para as mudancas ocorridas nas Figuras 13 e 14, sugere-se que a interacdo do OH do
monoglicerol com o BNZ pode ser evidenciada pela mudanca nas bandas do éster e das
aminas aromaticas, como visto na Figura 15 (b). Outro ponto a ser ressaltado € a
auséncia de interacdo do glicerol com o N-H e com a carbonila da amida, pois ndo se
observou o deslocamento dessas bandas, corroborando com o resultado do estudo
anterior, de que existe uma forte interacao intermolecular no BNZ, sendo esta entre o N-

H com o oxigénio da carbonila, de uma segunda molécula de BNZ.

Figura 15. Interacdes intermoleculares entre os grupos OH do acido carboxilico (a) e do monoglicerol (b)

com o N das aminas aromaticas.

Fonte: Adaptado de Bezerra, 2020.57
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Para o sistema BE, percebe-se as mesmas interacdes, com a formacéo de um
ombro na regido de 1700 cm (Figura 14 (b)), referente ao deslocamento do éster dos
MGs, porém sendo mais intenso na mistura BEO5. Na regido de 1350 cm™ também
percebe-se que houve mudanca no formato da banda para as misturas (Figura 14 (c)),
sendo essa referente a ligagdo C-N de aminas aromaticas. Utiliza-se da mesma
justificativa para as interacBes (Figura 15), porém devido a todas as outras
consideracdes ja feitas, sabe-se que o BNZ interage melhor com o GML do que com o
GMS.

Também foram realizadas anélises de Microscopia Optica de Luz Polarizada no
intuito de observar a cristalinidade dos componentes. Para isso, foi utilizado o hot stage,
para aquecer as amostras acima da temperatura de fusdo do farmaco (até 230 °C,
aproximadamente) e em seguida o sistema resfriou naturalmente, onde capturaram-se
as imagens. Para os MGs como recebidos foi realizado o mesmo procedimento, mas até
a temperatura de 90 °C, aproximadamente, para que estes ndo se degradassem.

Ao realizar as imagens de PLOM, confirma-se que os MGs tém dois estados
cristalinos, devido as regibes mais e menos brilhantes, sendo mais evidenciado para o
GML. Devido a isso, foi realizada a corrida no DSC com quenching cooling, para que
ficasse evidente os dois pontos de fusdo, conforme a Figura 16. Estes dados corroboram
com os encontrados na analise de DSC, para cada MG, onde se observa um ombro,
indicando que possui dois eventos de fusédo (Figura 7). Para as misturas com BNZ, ndo
foi realizado o resfriamento, para que os MGs presentes ndo se degradassem. Porém
percebe-se um ombro nas misturas, referente aos dois estados cristalinos dos MGs e um

segundo ponto de fusao, referente a cristalinidade do BNZ.
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Figura 16. Curvas de DSC e micrografias de PLOM das amostras BE20 (a) e (b), GMS (c) e (d), BL30 (e)
e (f), GML (g) e (h) e BNZ (i) e (j), respectivamente.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Também percebe-se que o BNZ se recristaliza em formato de esferulito, o qual
para o farmaco como recebido tem todas as regides claras, ja que este é cristalino.
Porém, no processo de recristalizacdo para as misturas € possivel notar uma maior

guantidade de esferulitos, assim como identifica-se regides escuras, indicando auséncia
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de BNZ e MGs cristalinos. Isto reafirma a interacéo entre 0os componentes da mistura, na
qual o farmaco encontra-se disperso no monoglicerideo, perdendo parte da sua
cristalinidade.?® Percebe-se também que apesar dos MGs estarem em maior quantidade
nas misturas, ndo se nota a presenca destes na Figura 16 (b) e (f), sendo mais um indicio

da interagdo entre os componentes.

A partir das temperaturas de fusdo dos componentes, evidenciadas na Tabela 2,
nota-se que o BNZ tem apenas uma temperatura de fusdo, mas para os MGs como
recebidos e para as melhores misturas, existem duas. Contudo, ao ser adicionado nas
dispersdes solidas, a estrutura cristalina do MG e do BNZ é modificada, resultando em
eventos de fusdo diferentes dos encontrados para os componentes como recebidos.
Nota-se isso pelo fato de os picos de fusdo das misturas serem em temperaturas
menores do que as dos componentes como recebidos, como visto na Figura 16 e na

Tabela 2, indicando interacéo entre eles.

Tabela 2. Temperaturas de cristalizacéo para BNZ, GML, BL30, GMS e BE20.

Amostra Tm; (°C) Tm; (°C)
BE20 71 175
GMS 14 68
BL30 60 163
GML 47 58
BNZ 192 -

Andlises de Microscopia Eletrénica de Varredura foram realizadas para avaliar as
caracteristicas morfologicas das dispersdes geradas, bem como avaliar as

caracteristicas do farmaco na amostra final (Figura 17).
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Figura 17. Microscopias eletronicas de varredura para BNZ como recebido (a) e BNZ macerado (b), GML
como recebido com ampliagao de 100 (c) e 1000 vezes (d) e GMS como recebido com ampliagao de 100
(e) e 1000 vezes (f).
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Para o Benznidazol, observa-se que o farmaco se orienta em uma estrutura
cristalina na forma prismaética, de diferentes tamanhos,® como visto na Figura 17 (a). J&
para o BNZ que foi submetido ao processo de maceracéo (Figura 17 (b)), percebe-se
gue os tamanhos das particulas diminuiram. Esta observacao corrobora com os dados
de DSC, onde um menor valor de AH para a fuséo do farmaco é encontrado. Para que o
processo de maceracdo fosse mais efetivo, uma sugestdo é que este processo fosse
realizado em um moinho de bolas. Pois usando de maior atrito e forca fisica no processo
da mistura, a diminuicdo dos cristais € favorecida e consegue-se maior compatibilizacdo

da amostra.

Para o GML (Figura 17 (c) e (d)), percebe-se que este apresenta-se no formato
esférico, com evidéncias de pequenos aglomerados e um aspecto superficial mais
uniforme. Ja para o GMS (Figura 17 (e) e (f)), as lamelas ndo estédo tdo uniformes e
“lisas”, como no GML. A partir da analise visual dos materiais, sugere-se que o GML é

um solido mais maleavel, com uma maior facilidade de manuseio na forma sdlida.

Para as melhores misturas (Figura 18), nota-se que para o BL30, em ambas as
ampliacdes, o GML interage melhor com o farmaco, ja que este muda mais facilmente a
sua forma, ao comparar com o0 GML como recebido, indicando que o BNZ esta disperso.
No entanto, ndo se observa o mesmo para o BE20, ja que, principalmente na ampliacdo
de 3000 vezes (Figura 18 (d)), este tende a ficar na sua forma de como recebido, com
as lamelas bem evidentes, néo interagindo totalmente. Esses resultados comprovam,
provavelmente, o fato de que como o GMS possui uma maior cadeia carbbnica e
consequentemente, um maior efeito hidrofébico, as cadeias ndo se separam

efetivamente.
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Figura 18. Microscopias eletronicas de varredura para as melhores misturas, sendo BL30 com ampliagao
de 500 (a) e 3000 vezes (b) e BE20 com ampliacédo de 500 (c) e 3000 vezes (d).
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Fonte: Elaborado pela autora.

Com o intuito de ver as diferencas nas misturas, foram analisadas dispersdes de
diferentes propor¢cfes massicas de BNZ, além das selecionadas anteriormente, sendo

todas avaliadas na ampliagéo de 1000 vezes, conforme a Figura 19.
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Figura 19. Microscopias eletrénicas de varredura para diversas misturas, todas com ampliacao de 1000
vezes, sendo (a) BL10, (b) BEOS5, (c) BL30, (d) BE20, (e) BL70 e (f) BE6O.
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Percebe-se que para as misturas com menos farmaco (Figura 19 (a) BL10 e (b)
BEO05), o aspecto majoritario € dos MGs, sendo mais “pastoso”. Ja conforme aumenta-
se a quantidade de BNZ, percebe-se o formato cristalino do farmaco mais presente.
Portanto, as micrografias obtidas pelo SEM suportam os dados obtidos em todas as
outras técnicas, jA que quanto menor a quantidade de farmaco utilizado na disperséo
formada, observa-se as caracteristicas dos MGs e o farmaco apresenta-se mais solavel.
Ja quanto maior a quantidade de farmaco na dispersédo, este € observado de modo a
apresentar sua caracteristica cristalina na amostra, sendo menos soluvel nos MGs. A
partir das micrografias analisadas, evidencia-se que a interacdo do BNZ com o GML €

mais efetiva do que com o GMS, como ja descrito anteriormente.

O ensaio de solubilidade foi realizado com o intuito de analisar a solubilidade dos
componentes no tampao de saliva simulada em pH 6,8, utilizando metodologia analitica
de UV-vis para a quantificacdo do BNZ. Os dados obtidos a partir da dissolucédo da
amostra em tampéao a 37 °C foram analisados usando a curva de calibracéo obtida (y =
-0,0112 + 28,245x com R? = 0,9965).

A partir da Figura 20, observa-se os perfis de solubilidade para as amostras, na
gual fica evidenciado que a dispersdo entre GML e BNZ tem a maior solubilizac&o.
Também percebe-se que a solubilidade do BNZ macerado € maior do que como
recebido, pois como indicado pelo SEM (menor tamanho de particula) e pelo AH
reduzido, conclui-se que é necessario menos energia para dissolucao, ja que possui uma

maior area superficial.
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Figura 20. Perfil de solubilidade em mg mL* das amostras de BNZ, BNZ macerado, BL30 e BE20.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Isto somado a maior solubilidade, comprovam que o processo de maceracao é
efetivo, ja que este ajuda a melhorar as caracteristicas do farmaco. Ja ao comparar as
misturas, comprova-se efetivamente a maior solubilidade do BNZ em GML, sendo esta

bem maior do que em GMS, corroborando com os dados supracitados e discutidos.

Também percebe-se pela Figura 21, que a amostra BL30 ao final do estudo de
solubilidade, apés estar em contato com tampéo a 37 °C, apresenta aspecto de gel
opaco. Este fato corrobora com as caracteristicas deste monoglicerideo, indicando que

0 GML pode se dispersar na solucdo tampéao favorecendo a solubilizacdo do BNZ.
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Figura 21. Amostras de solubilidade do BL30 (esquerda) e BE20 (direita).

Fonte: Elaborado pela autora.

Ja o tubo que contém a dispersdo produzida com o GMS aparece como um
sistema com baixa solubilidade da amostra e sem qualquer indicio de formacédo de um
gel, em virtude do GMS apresentar menor solubilidade em agua. O que caracteriza,

novamente, uma melhor interacdo do BNZ com o GML do que com o GMS.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Observa-se que a Doenca de Chagas é uma doenca negligenciada e que aflige
regides em que o saneamento basico e questdes de higiene séo precarias. Além disso,
a falta de cuidado no manuseio com algumas formulagdes alimentares (tais como caldo
de cana e acai) podem ser uma forma de contaminacdo cruzada da doenca. O
tratamento se baseia na utilizacdo do Benznidazol, farmaco atualmente desenvolvido
pelo LAFEPE (Laboratério Farmacéutico de Pernambuco), adquirido pelo Ministério da
Saude e distribuido pelo SUS a toda populacédo. Porém, pelo BNZ se tratar de uma
molécula pouco soluvel, alternativas para o desenvolvimento da formulagéo e de novas
vias de aplicacéo sao de interesse farmacotécnico. Neste estudo, foi realizado o preparo
de dispersbes solidas baseadas em glicerol monolaurato e glicerol monoestearato,

contendo Benznidazol, com intuito de melhoria na solubilidade do farmaco.

A partir das caracterizacdes obtidas, com base nos dados de DSC, considerou-se
as misturas BL30 e BE20 como sendo as quais 0 BNZ encontra-se disperso nos MGs.
Adicionalmente, foi evidenciado que o aumento de massa de BNZ nas misturas faz com
gue este comece a se apresentar menos soluvel nos MGs e tende a se organizar na
forma cristalina. A partir das anéalises de DRX e FTIR, sugere-se que ocorra interacao
dos componentes presentes em cada dispersao, pelas mudancas de eventos de fuséo e
bandas de absorcao, indicando que as amostras ndo tem caracteristica de uma mistura

fisica apenas.

As micrografias de PLOM revelaram que o BNZ néo esta totalmente cristalino nas
misturas, ja que as regides escuras nos esferulitos indicam a sua perda de cristalinidade
guando junto dos monoglicerideos, sinalizando que estes modificam a cristalinidade do
farmaco. E é possivel observar também para os MGs como recebidos as duas fases
cristalinas, pelas regides mais e menos brilhantes. As micrografias obtidas pelo SEM
também indicam que quanto menor a quantidade de farmaco utilizado na dispersao
formada, mais esse apresenta-se sollivel nos MGs. J4 quanto maior a quantidade de
farmaco na dispersao, este é observado de modo a apresentar sua caracteristica

cristalina na amostra, sendo menos soldvel nos MGs. Por ultimo, o ensaio de solubilidade
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em tampéao de saliva simulada mostra uma maior solubilidade do BNZ quando macerado,
comparado com o recebido e também uma maior solubilidade do BNZ com o GML.
Assim, conclui-se que o método de dispersdes sélidas com maceracao e com a insercao

do GML é eficaz para melhorar as caracteristicas fisico-quimicas do farmaco.
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