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RESUMO

Os hidréxidos duplos lamelares (HDL) sé@o frequentemente descritos na literatura como uma
alternativa viadvel para o encapsulamento e carreamento de farmacos, uma vez que a
depender da composi¢cdo quimica, os HDL s&do biocompativeis, estaveis quimica e
termicamente, além de exibirem acentuadas capacidades de adsorcdo e troca-ibnica.
Entretanto, apesar de serem potencialmente interessantes, ha poucos trabalhos que relatam
o emprego de HDL no carreamento simultaneo (co-entrega) de diferentes farmacos. A co-
entrega de principios ativos pode representar vantagens frente a terapia convencional,
influenciando na biodisponibilidade, estabilidade, absorcdo e, eventual, sinergia entre os
principios ativos. O presente trabalho visou o estudo da estabilidade, atividade
antimicrobiana e liberacdo modificada da amoxicilina (AMOX) e ibuprofeno (IBU) presentes
simultaneamente em HDL. Os HDL de Zn/Al e Mg/Al e derivados de ferro (HO-Fe) foram
preparados por coprecipitacdo em diferentes temperaturas (ambiente e a 75°C) e pH (7,4,
9), e as incorporacfes da AMOX e IBU as matrizes inorganicas foram realizadas por sintese
direta ou por meio de dispersdes sélidas entre os farmacos e matriz inorganica na proporcao
20 % m/m (massa farmaco/massa sélido inorganico). Todos os compostos e dispersées
foram caracterizados por espectroscopia vibracional na regi&o do infravermelho (IV),
microscopia eletrénica de varredura acoplado ao espectrémetro de energia dispersiva (MEV -
EED), analise termogravimétrica (ATG) e difracdo de raios X (DRX). As dosagens dos
farmacos foram realizadas por espectroscopia eletrénica na regido do Ultravioleta-visivel
(UV-vis) e as atividades antimicrobianas das dispersdes solidas foram avaliadas pelas
contagens de colbnias através da inibicdo da bactéria Staphylococcus aureus. Estudos
preliminares mostraram que a estabilidade da AMOX é fortemente influenciada pela
temperatura e pH do meio, independente se em solucdo tamponada ou em dispersdo sélida.
Diferentemente foi constatado para o IBU, que se mostrou estavel nas diversas condi¢fes
estudadas. O modo de incorporacdo dos principios ativos as matrizes inorgéanicas, seja por
sintese direta ou dispersdo sélida, ndo influenciou o modo de liberagcédo/solubilizacdo dos
farmacos em solucdo tampao a pH 7,4, exibindo dessorcBes superiores a 50% em até 5
minutos de cinética. Entretanto, as incorporacdes de AMOX e IBU por sintese direta ndo se
mostraram reprodutiveis, além de exibirem acentuada contaminacdo por cloreto de sédio
devido ao processo de preparacdo. As analises termogravimétricas das dispersdes sugerem
gue as matrizes inorganicas nao afetam negativamente os farmacos, e que a co-presenca
IBU/AMOX ndo € deletéria quanto a estabilidade térmica da mistura. Nas condicbes
estudadas, o HDL Zn/Al exibiu, ao se comparar aos outros sistemas, uma acdo mais
pronunciada na inibicdo do crescimento do microrganismo, independentemente da presenca
dos farmacos. Os resultados apresentados neste trabalho abrem perspectivas promissoras
na compreensao e utilizacdo de HDL e derivados como matrizes hospedeiras de principios
ativos em sistemas de co-entrega.

PALAVRAS-CHAVE: Argilas anibnicas. Antimicrobianos. Resisténcia antimicrobiana. Anti-
inflamatorios ndo esteroidais.



ABSTRACT

Layered Double Hydroxides (LDH) are often described in the literature as a viable alternative
for the encapsulation and carrying of drugs, since depending on the chemical composition,
LDHs are biocompatible, chemically and thermally stable, in addition to exhibiting strong
adsorption capabilities. and ion exchange. However, despite being potentially interesting,
there are few studies that report the use of LDH in the simultaneous delivery (co-delivery) of
different drugs. The co-delivery of active ingredients can represent advantages over
conventional therapy, influencing bioavailability, stability, absorption and, eventually, synergy
between the active ingredients. The present work aimed to study the stability, antimicrobial
activity and modified release of amoxicilin (AMOX) and ibuprofen (IBU) present
simultaneously in LDH. The LDHs of Zn/Al and Mg/Al and iron derivatives (HO-Fe) were
prepared by coprecipitation at different temperatures (room and 75 °C) and pH (7.4, and 9),
and the incorporations of AMOX and IBU to inorganic matrices were carried out by direct
synthesis or by means of solid dispersions between drugs and inorganic matrix in the
proportion 20% w/w (drug mass / inorganic solid mass). All compounds and dispersions were
characterized by infrared spectroscopy (IR), scanning electron microscopy coupled to the
dispersive energy spectrometer (SEM-EDS), thermogravimetric analysis (TG) and X-ray
diffraction (XRD). The dosages of the drugs were performed by UV-vis spectroscopy and the
antimicrobial activities of the solid dispersions were evaluated by colony counts through the
inhibition of the Staphylococcus aureus bacteria. Preliminary studies have shown that the
stability of AMOX is strongly influenced by the temperature and pH of the medium,
regardless of whether it is in buffered solution or in solid dispersion. Differently, it was found
for the IBU, which proved to be stable in the various conditions studied. The mode of
incorporation of the active ingredients into the inorganic matrices, whether by direct synthesis
or solid dispersion, did not influence the mode of release / solubilization of the drugs in buffer
solution at pH 7.4, exhibiting greater than 50% desorption in up to 5 minutes of kinetics .
However, the incorporations of AMOX and IBU by direct synthesis were not reproducible, in
addition to exhibiting marked contamination by sodium chloride due to the preparation
process. Thermogravimetric analyzes of the dispersions suggest that the inorganic matrices
do not negatively affect the drugs, and that the IBU / AMOX co-presence is not harmful in
terms of the thermal stability of the mixture. Under the conditions studied, LDH Zn/Al
exhibited, when compared to other systems, a more pronounced action in inhibiting the
growth of the microorganism, regardless of the presence of drugs. The results presented in
this work open promising perspectives in the understanding and use of LDH and derivatives
as host matrices of active principles in co-delivery systems.

KEYWORDS: Anionic clays. Antimicrobials. Antimicrobial resistance. Non-steroidal anti-
inflammatory drugs.
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1 INTRODUCAO

A terapia combinada emergiu para o surgimento da co-entrega de farmacos, uma
vez que o tratamento com duas ou mais drogas ao mesmo tempo pode ter sucesso quando
a terapéutica Unica falha. O uso de multidrogas com func¢des diferentes, mas com 0 mesmo
objetivo terapéutico pode suprimir a resisténcia ao medicamento e manter o medicamento
dentro da janela de concentracdo segura (OLOV; BAGHERI-KHOULENJANI; MIRZADEH,
2018). Na co-entrega sdo utilizados transportadores capazes de carrear e liberar
simultaneamente multiplos farmacos no local da doenca, o que aumenta a biodisponibilidade
dos agentes terapéuticos no local alvo, diminui a degradacéo do farmaco e reduz os efeitos
colaterais sistémicos. (GODSEY; SURYAPRAKASH; LEONG, 2013).

Nanocarreadores com mais de um tipo de drogas tém sido procurados devido a
efeitos sinérgicos combinando mudltiplas fungbes (LEE; YEO, 2015b). Dentre o0s
nanocarreadores utilizados em sistemas de co-entrega de farmacos estdo as nanoparticulas
mesoporosas de silica (CHEN; LIU, 2016), nanoparticulas magnéticas de oOxido de ferro
(CHEN et al., 2011) e hidroxidos duplos lamelares (LI et al., 2014).

Os hidréxidos duplos lamelares (HDL), também conhecidos como argilas anibnicas,
sdo constituidos por lamelas compostas por cargas positivas de metais di e trivalentes,
exibindo espacamentos lamelares intercalados com moléculas de agua e anions de
diferentes cargas, funcdes e massas molares (CUNHA et al., 2010; KURA et al., 2014;
ZHANG et al., 2014). Devido a esses fatores é possivel incorporar espécies negativas na
regido interlamelar do HDL neutralizando as cargas positivas das lamelas (ABELLAN et al.,
2015), o que consequentemente, ird proporcionar estabilidade ao composto inserido nos
espacos interlamelares através de interacdes eletrostaticas (DEL HOYO, 2007).

Vérios exemplos sdo descritos na literatura para o carreamento de farmacos em
matrizes de hidréxidos duplos lamelares (GIL et al.,, 2016; BOUAZIZ et al.,, 2018;
SALGUERO et al., 2020). Entretanto a combinacao de mais de um farmaco nessas matrizes
€ um campo a ser explorado. O presente estudo foi motivado pela auséncia de trabalhos na
literatura que abordam a combinacdo de dois farmacos (um antibidtico e um anti-
inflamatério) em hidréxidos duplos lamelares para a terapia combinada, visando aumentar a
estabilidade de um antibidtico B-lactamico bastante empregado (amoxicilina) e buscando o
aumento da acdo antimicrobiana apés a combinagdo com um anti-inflamatério n&o

esteroidal (ibuprofeno).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 MATRIZES PARA O CARREAMENTO DE PRINCIPIOS ATIVOS

O desenvolvimento de novos materiais tem se tornado um dos campos de pesquisa
mais ativos nas areas de quimica, biotecnologia e biomedicina (LEE; YEO, 2015). Muitas
das propriedades Unicas desses materiais fazem com que eles possam ser utilizados em
aplicacdes potenciais, desde catalise até medicina (ASEFA; DUBOVOY, 2017). A
nanomedicina tem como principais objetivos a obtencdo de veiculos de distribuicdo de
drogas que possam carrear cargas de drogas suficientes, atravessar barreiras fisiol6gicas
com eficiéncia para alcancar os locais-alvo e curar doencas de maneira segura e
sustentavel (TANG; CHENG, 2013).

Em comparacdo com as administracdes convencionais de farmacos, a utilizagdo de
carreadores em sistemas de liberacdo de farmacos apresentam como vantagens: (1)
melhora na eficiéncia de terapias farmacéuticas com o auxilio de sistema de liberacédo de
medicamentos; (2) protecao do principio ativo, evitando perdas desnecessarias de drogas;
(3) boa solubilidade e estabilidade in vivo; (4) via favoravel de administracdo e
direcionamento, evitando danos a células e tecidos normais; (5) alta biocompatibilidade e
biodegradabilidade, reduzindo efeitos colaterais indesejados (MAI; MENG, 2013).

Nesse contexto, as matrizes inorganicas tém despertado bastante atencdo em
aplicacbes como bioimagem, terapias contra o céancer, liberacdo de drogas e agentes
terapéuticos em locais direcionados (DYKMAN; KHLEBTSOV, 2012). Esses materiais
incluem oOxidos de ferro, compostos a base de silica, nanotubos de carbono, pontos

guanticos e hidroxidos duplos lamelares (Figura 1).

Figura 1 — Exemplos de materiais inorganicos para tratamentos em medicina.

Nanoparticutas de silica Nanoparticutas porosas

Nanoparticutas ds ouro
Nanotubos de carbono

3o O

Pontos quénticos Nanoparticuias de 0xido de ferro

Fonte: (Adaptado de TANG; CHENG, 2013).
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Os sistemas inorganicos apresentam-se como melhor alternativa em relacdo aos
sistemas organicos, pois eles promovem a liberacdo sustentada de principios ativos e
apresentam baixa toxicidade (SAO; VAISH; SINHA, 2014). Devido a facilidade de sintese e
modificacdo, pode-se controlar o tamanho, a forma e a funcionalizacdo da superficie dos
carreadores inorganicas (ZHANG; LI; YU, 2014).

E grande a variedade de compostos ativos que possuem uma eficiéncia terapéutica
limitada, essas limitagbes sdo associadas a biodegradacdo rapida, instabilidade, baixa
especificidade do tratamento, efeitos colaterais sistémicos e toxicidades. Essas
desvantagens resultam no desenvolvimento de resisténcia de mdultiplas drogas em um
tratamento a longo prazo, sendo portanto necessario o desenvolvimento de novos métodos

para contornar esses efeitos indesejaveis.

2.2 CO-ENTREGA DE PRINCIPIOS ATIVOS EM TERAPIAS COMBINADAS

A co-entrega de medicamentos é um setor que vem tendo um rapido crescimento
devido a busca por melhores eficacias terapéuticas através da entrega de farmacos com
atividades sinérgicas (GODSEY; SURYAPRAKASH; LEONG, 2013). Nos ultimos anos,
matrizes capazes de carrear principios ativos se tornaram uma classe promissora para a
administracdo de multiplas drogas em terapias combinadas, principalmente em tratamentos
para diversos tipos de cancer e doencas infecciosas (WOODCOCK; GRIFFIN; BEHRMAN,
2011).

A terapia combinada é a administracdo simultdnea de dois ou mais agentes
farmacologicamente ativos para tratar uma Unica doenca. A complexidade dos mecanismos
de defesa do corpo e aos mdultiplos fatores patogénicos de doencas limitam a utilizacdo de
medicamentos que atinjam um Unico alvo, principalmente durante o tratamento de doencas
como tumores malignos, hipertensdo, infec¢Bes, doencas cardiovasculares e distarbios
imunolégicos. Desse modo, um melhor desempenho pode ser observado quando se
combinam medicamentos terapéuticos que apresentam diferentes mecanismos de acdo e
toxicidades nado sobrepostas. Além disso, a sinergia pode aumentar a eficicia terapéutica
em doses mais baixas, 0 que consequentemente reduz a resisténcia ao medicamento e
efeitos colaterais indesejaveis (ZHANG; WANG; YANG, 2011).

Diferencas na farmacocinética e na distribuicdo tecidual podem ser encontradas de
acordo com as propriedades fisico-quimicas de cada droga. Apés a combinacdo dos
farmacos, a toxicidade do farmaco de cada droga pode aumentar, podendo causar graves
efeitos colaterais. Devido essas desvantagens, tem-se acentuado as buscas em tecnologias
capazes de se aumentar a eficacia terapéutica em terapias combinadas. Esses sistemas

séo projetados a fim de se alcangar a sinergia terapéutica, ou efeito medicinal que é maior
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do que a soma de cada medicamento individual (Figura 2). As terapias com carreadores
favorecem o aumento de solubilidade dos farmacos, apresentam menor toxicidade
sistémica, maior tempo de circulagdo no sangue, perfis de liberacéo controlaveis e potencial
de atingir tecido e células especificos (WANG; LANGER; FAROKHZAD, 2012).

Figura 2 — Interacao entre duas drogas para produzir um efeito sinérgico.
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Fonte: (Adaptado de MA; KOHLI; SMITH, 2013).

Na medicina, as terapias combinadas com base em materiais tém se destacado
principalmente em terapias contra o cancer, no Quadro 1 sdo apresentados trabalhos
descritos na literatura que utilizam esses carreadores para co-entrega de compostos ativos.

Bazmi e colaboradores intercalaram dois medicamentos utilizados no tratamento de
cancer (doxorrubicina e metotrexato) e um agente antimicrobiano (ciprofloxacino) em um
nanocompasito de polimero-argila baseado em silica catibnica. Foram realizados testes para
avaliar a atividade antimicrobiana e o potencial antitumoral deste sistema em terapia
combinada. A liberacdo cumulativa dos farmacos revelou que o farmaco individual pode ser
de liberag&o controlada com capacidade para distinguir entre tecidos tumorais. Os testes de
viabilidade celular confirmaram que a administracdo dupla dos dois anticancerigenos
apresentaram uma maior citotoxicidade para as células cancerigenas. Esses resultados
demostram o potencial de utilizacdo desses nanocompadsitos na terapia combinada contra o
cancer (BAZMl et al., 2015).

Sun et al. reportaram a intercalacdo de acetato de clorexidina (anti-séptico) e
cloridrato de terbinafina (antifingico) em um tipo de aluminossilicato em camadas
(montmorilonita — MMT). Os testes liberagcdo in vitro revelaram que os farmacos foram
liberados do MMT de forma constante, dependendo das interacdes eletrostaticas entre os
medicamentos e 0 MMT. Também foram realizados ensaios de disco-difusdo que mostram

gue os farmacos carreados em MMT apresentaram um efeito inibidor significativo contra S.
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aureus, E. coli, P. aeruginosa e C. albicans. Esses resultados revelam que esse hibrido

pode ser utilizado no tratamento de doencas induzidas por bactérias e fungos, como doenca

uretrite gonocécia. Essa doenca é causada pela infeccdo por S. aureus, E. coli e C.

albicans. O hibrido pode inibir esses trés tipos de microorganismos ao mesmo tempo e

prolongar o ciclo de tratamento através de liberacdo sustentada, tornando-se um potencial

para a cura desta doenca (SUN et al., 2018).

Rencentemente, Kankala e colaboladores realizaram a conjugagdo de complexos

de cobre (ll) — doxorrubicina na superficie de hidroxidos duplos lamelares intercalados com

acido ascorbico, a fim de demostrar os efeitos sinérgicos para alcancar a resisténcia a

multiplas drogas. A liberacdo de doxorrubicina sensivel a pH e a liberacdo sustentada do

acido ascérbico sdo capazes de gerar grandes quantidades de peréxido de hidrogénio

intracelularmente que resultam na conversdo para radicais livres citotoxicos atraveés da

reacao Fenton catalisada pelo cobre. Portanto, essa combinagéo pode emergir clinicamente

como um sistema de entrega eficaz para aplicacbes medicinais (KANKALA et al., 2017).

Quadro 1 — Exemplos de carreadores para a co-entrega de principios ativos.

Matriz carreadora Compostos encapsulados Alvo Referéncia
Nanocapsula de Camptotecina (anticancer) e Tratamento contra o (CHEN et al.,
silica mesoporosa Doxorrubicina (anticancer) cancer 2012)

. Doxorrubicina (anticancer) e Tratamento contra o (ZHAO et al.,
Alginato / CaCOs gene p53 (plasmideo) cancer 2012)
Nanoparticulas de Doxorrubicina (ant_llcancer) e _D|Am|r?U|gao ’dla'l | (QIN et al.,

oliacrilamida ~ Verapamil resisténcia a multiplas 2014)

P (quimiossensibilizador) drogas em tumores
Nanoparticulas de o Quimioterapia para (Ll et al.,
PLGA Docetaxel e gencitabina cancer de ovério 2019c)
Nanoparticulas de Nisina (peptideo antimicrobiano) | Tratamento de cancer (PREET et al.,
ouro e Doxorrubicina (anticancer) de pele 2019)
Traqqurtador Buparvaquona (antiprotozoario) Tratamento de (MONTEIRO et
lipidico AR S i .
e Polimixina B (antibi6tico) leishmaniose al., 2019)
nanoestruturado
Nanoparticulas Gentamicina (antibiotico) e 6xido Tratamento de (NGUYEN et
poliméricas nitrico (gas) infec¢gbes hospitalares al., 2016)
Nanocarreador Tetraciclina (antibiotico) e prata Regeneracgéo de (LEE et al.,
silicato-célcio (antibacteriano) tecidos infectados 2017)
Hidroxidos duplos B16F10 (M27 e M30) (epitopos Imunoterapia para (ZHANG et al.,

lamelares mutados) e Trp2 (antigeno) melanoma 2018)
Hidroxidos duplos DSCP (pré-farmaco anticancer) | Reducéo da resisténcia | (WANG et al.,

lamelares e clorina e6 (fotossensibilizador) a cisplatina 2015)
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2.3 HIDROXIDOS DUPLOS LAMELARES (HDL)

Os hidréxidos duplos lamelares (HDL) ou compostos do tipo hidrotalcita sdo uma
classe de argilas anibnicas que podem ser encontrados naturalmente como minerais ou
facilmente sintetizados em laboratério (GU; ATHERTON; XU, 2015). Sua estrutura é
derivada da brucita (Mg(OH),), na qual uma fracdo dos cations divalentes coordenados
octaedricamente por grupos hidroxilas s&o substituidos isomorficamente por céations
trivalentes. Os HDL acomodam em seu espaco interlamelar anions compensadores de
cargas e moléculas de agua (Figura 3) (Bl; ZHANG; DOU, 2014).

Figura 3 — Representacéo esquematica da estrutura do HDL.

Espaco basal

Espaco interlamelar

anion,A™~ H0 0 H M*/m*

Fonte: (Adaptado de PRESTOPINO et al., 2019).

Os HDL sao representados pela formula geral:
[M** 1, M* (OH),]* (A™)xin.yH20
Sendo:
M?* cations divalentes, como: Mg®*, Zn®" ou Ni**;
M3* cations trivalentes, como AI**, Fe®* ou Mn®*:
A"™ um anion inorganico ou organico, como CO0,%, NOg3, CI', SO, ou RCO;’;

x a fracdo molar de M**.
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A estrutura dos HDL permitem que esses materiais sejam aplicados em diversas
areas, como precursores para a preparacdo de adsorventes (SEPEHR et al., 2017),
catalisadores (YU et al., 2020), aditivos em polimeros (LIU et al., 2018), retardadores de
chamas (GAO et al.,, 2020) e em aplicacdes médicas como sistemas para a entrega de
medicamentos (YASAEI et al., 2019). S&o inumeras as vantagens dos HDL em aplicacdes
biomédicas, destacando-se a variedade de HDL formados a partir da combinacéo de cétions
metalicos biocompativeis, como Zn**, Mg** e AI**. A sua boa biodegradabilidade também é
um fator crucial na melhora da biocompatibilidade e seguranca. As estruturas de HDL
apresentam cargas positivas, o que facilita consideravelmente a penetracdo desses
materiais em membranas celulares. Por fim, devido as nanoestruturas dos HDL serem feitas
de hidréxidos, sua sensibilidade se torna mais acentuada em ambientes &cidos, fazendo
desses materiais sistemas interessantes para terapias do cancer, uma vez que os tecidos e
células cancerigenas apresentam pH mais baixo (YAN et al., 2019).

Varios métodos de sintese de HDL-farmaco sdo descritos, porém o método de
coprecipitacdo e troca ibnica sdo os mais abordados. O método de coprecipitacdo consiste
na adi¢do de uma solucéo de cétions metalicos em outra contendo o &nion a ser intercalado,
com adicdo de uma base para a precipitacdo do HDL (RIVES; DEL ARCO; MARTIN, 2013).
Esse método é o mais comumente utilizado, pois o risco de incorporacdo de CO;* é
significativamente menor (Bl; ZHANG; DOU, 2014). A troca ibnica consiste no carreamento
de moléculas hospedeiras apds a sintese do HDL. Outros métodos sdo descritos, porém
menos utilizados. O método de reconstrucdo é baseado no “efeito memdaria”, onde o HDL é
calcinado a 500 °C, ocorrendo a formacao de 6xidos mistos que sdo imersos numa solucéo
de anions a ser intercalado, tendo a sua estrutura em camadas originalmente regenerada.
Os tratamentos hidrotermais e de micro-ondas sédo aplicados quando se busca melhora na
cristalinidade e outras propriedades dos HDL (MASCOLO; MASCOLO, 2015).

Apesar do método de coprecipitacdo ser o mais abordado em trabalhos para a
sintese de HDL com farmacos, outras técnicas poucos exploradas também séao
encontradas, como o preparo de dispersdes solidas a partir de HDL. As dispersdes sélidas,
em geral liberam o medicamento imediatamente para maximizar a sua absorgdo (“burst
release”). Esses sistemas apresentam como vantagens o aumento da taxa de dissolugéo e
a biodisponibilidade de farmacos pouco soliveis em agua (GIRI et al.,, 2012).Para a
preparacdo das dispersfes solidas, o método de evaporagdo de solvente € o mais
empregado, esse método visa dissolver o farmaco e o veiculo em solvente comum, seguido
da remocdo por evaporagdo. A remocdo do solvente pode ser feita pelo processo de
secagem a vacuo, aquecimento da mistura, evaporacdo lenta do solvente a baixa

temperatura, evaporadores rotativos e liofilizacdo (HE; HO, 2015).
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Devido a alta versatilidade e baixo custo, essas matrizes mostram-se promissoras
no campo farmacéutico para encapsular biomoléculas funcionais, farmacos e outros
biocompostos ativos (MISHRA; DASH; PANDEY, 2018). Buscas na literatura reportam a
utilizacdo de HDL no encapsulamento de farmacos (Figura 4), principalmente antibidticos (LI
et al., 2019), anti-inflamatoérios (NABIPOUR, 2019), anti-hipertensivos (HUSSEIN AL ALI et
al., 2012), anticancerigenos (HAKEEM et al., 2018) e muitos outros.

Figura 4 - Moléculas de farmacos ja incorporadas nas estruturas de HDL.
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2.4 HIDROXIDOS DUPLOS LAMELARES PARA ENTREGA SIMULTANEA

Na literatura sdo encontrados trabalhos que utilizam HDL para a co-entrega de
principios ativos na terapia do cancer. Entretanto estudos que remetem a utilizagéo
simultanea de antibibticos e anti-inflamatérios na matriz de HDL ainda ndo foram explorados
até a presente data.

Li et al. utilizaram nanopatrticulas de HDL como vetor para entrega do medicamento
anticancer 5-Fluorouracil (5-Fu) e siRNA para potencializar a terapia do céncer. Os
resultados demonstraram que a quimioterapia combinada juntamente com a terapia genética
aumentam a citotoxicidade do 5-Fu em trés linhas celulares de cancer. Além disso, os HDL

carrearam simultaneamente o pro-farmaco de Pt (IV) e um ativador de p53. A introducédo da
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proteina p53 ativa gerou vias apoptoéticas iniciadas por drogas de platina, aumentando
consideravelmente a eficicia do pré-farmaco da cisplatina (LI et al., 2014).

Wang et al. incorporaram pré-farmacos de Pt (IV) e o fotossensibilizador Clorina e6
(Ce6) em HDL para bloguear a resisténcia a droga da cisplatina. O fotossensibilzador Ce6 e
os pro-farmacos de Pt (IV) carreados demonstraram um alto efeito sinérgico na morte de
células cancerigenas e se mostraram altamente ativos para células resistentes a cisplatina,
apresentando eficiéncia 189 vezes maior em relacdo a cisplatina isolada (WANG et al.,
2015).

Em trabalho mais recente, Usman et al. utilizaram HDL como sistema de entrega
terandstica em tratamentos contra o cancer. Sistemas terandsticos englobam a combinacédo
de um agente terapéutico e um ou mais agentes de diagndstico. Foi sintetizado HDL Zn/Al
como nanotransportador do agente terapéutico acido clorogénico (AC) e gadolinio como
diagnostico de agente de contraste. O contraste de imagem de ressonancia magnética foi
aprimorado com nanoparticulas de ouro, sendo revestidas na superficie do nano-hibrido.
Através de resultados de cinética de liberacao foi observada uma alta liberacao terapéutica
de até 90%. Outros estudos foram realizados para a confirmacao dos hibridos terandsticos,
destacando-se os testes de viabilidade celular em linhas celular normais (3T3) e linhas
celulares de cancer de figado (HepG2) que mostraram uma citotoxicidade relativa contra
HepG2 e leve toxicidade contra 3T3. Também foram observados que os sinais de
ressonancia magnética apresentaram-se melhorados em relacdo ao Gadolinio puro. Os
estudos preliminares sobre o nanohibrido mostraram a sua potencialidade como agente
teranostico para funcdes diagndsticas e terapéuticas no tratamento do cancer (USMAN et
al., 2020).

2.5 ESPECIES ORGANICAS DE INTERESSE FARMACOLOGICO

Os farmacos escolhidos no presente estudo para serem associados com os sélidos
inorganicos foram a amoxicilina (antibiético) e o ibuprofeno (anti-inflamatério ndo esteroidal).
Sao vastos os trabalhos encontrados na literatura que aplicam, separadamente, 0 uso
desses farmacos em matrizes de HDL. Contudo, sdao pouco abordadas a estabilidade

desses farmacos durante a sintese dessas matrizes.
2.6 HDL E ANTIBIOTICOS
O desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos contra bactérias

multirresistentes € um grande desafio e causa preocupac¢édo global. A utilizagdo dos agentes

antibacterianos convencionais requer uma alta dose para ser capaz de combater infeccbes
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de forma eficaz, o que pode ocasionar o desenvolvimento de cepas resisténcias e causar
toxicidade (HAJIPOUR et al., 2012). Esses fatores levaram a motivagédo de pesquisas para a
exploracdo de sistemas que melhoram os métodos convencionais. Os HDL surgem como
uma estratégia interessante e bastante explorada para o carreamento de antimicrobianos,
uma vez que as células bacterianas tém cargas negativas em sua superficie, o que facilita a
interacdo das cargas positivas dessas matrizes para uma melhor adesdo na superficie
bacteriana (KUBO et al., 2018).

Li et al. estudaram o efeito de diversas concentracbes de Penicilina G (PNG) em
HDL Zn/Al. Os HDL Zn/Al-PNG foram preparados pelo método de coprecipitacdo a partir da
adicdo de PNG em solucao de céations metélicos, apds o pH da mistura foi ajustado para 7,0
+ 0,2 e deixado sob agitacdo constante por 18 horas a temperatura ambiente. Os perfis de
liberacdo de PNG demostraram um liberagdo rapida “burst release” no momento inicial,
liberando 50% do principio ativo nas primeiras 5 horas, seguida por uma liberacdo lenta de
até 48 horas. Foram realizados testes antibacterianos contra Escherichia coli. Os resultados
mostraram que a partir de um composicao adequada de HDL-PNG é possivel a obtencgéo de
um efeito sinérgico, que mantém a inibicdo bacteriana por até 10 dias em relacdo a
penicilina na forma livre que é de 1 dia. A inibicdo bacteriana a longo prazo é atribuida a
uma combinacao sinérgica de PNG e as matrizes de HDL, favorecendo o desenvolvimento
de formulagBes com antibidticos que apresentam um maior custo-beneficio para contornar a
resisténcia bacteriana (LI et al., 2019b).

Rebitski et al. intercalaram amoxicilina (AMOX) em HDL Zn/Al pelo método de
reconstrucdo e estudaram a liberacdo do farmaco. Para melhorar o desempenho do
composto de intercalacdo em meio acido (fluido estomacal) o hibrido argila-amoxicilina foi
incorporado em uma matriz de polissacarideo de carboximetilcelulose e proteina zeina
(CMC-2). Esses compostos apresentaram melhor compatibilidade e liberagdo mais
controlada da amoxicilina em comparacdo ao seu respectivo hibrido. O HDL puro liberou
mais de 90% do principio ativo nos 30 minutos de teste, atingindo 100% apds 90 minutos.
Quando o hibrido é incorporado na mistura de CMC-Z o farmaco passa a ser liberado mais
lentamente, apenas 15% é liberado em 30 minutos. Esses resultados demostram que a
mistura de biopolimeros é eficiente na protecdo do HDL-farmaco, promovendo uma
liberacdo lenta da droga durante a passagem pelo trato gastrointestinal (REBITSKI et al.,
2019).

2.6.1 Amoxicilina

Os antibidticos p-lactdamicos sdo uma classe de antibidticos que possuem em
comum na sua estrutura a presenca do anel p-lactamico (4cido 6-aminopenicilanico) (Figura

5). A manipulagdo das cadeias laterais desse nucleo permitiu o desenvolvimento de
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inimeras penicilinas semissintéticas, destacando-se a amoxicilina (AMOX). As penicilinas
sdo muito instaveis, ocorrendo degradacdo espontanea desses medicamentos. O grupo f-
lactamico é o principal responsavel por essa instabilidade, pois pode ocorrer a abertura do
anel B-lactamico em diversas condi¢des (temperatura, pH e degradacdo enzimatica). Um
dos grandes desafios ao determinar a farmacocinética desses medicamentos € como
manter sua estabilidade sob diversas condi¢des de armazenamento (ROBERTS et al.,
2014).

A amoxicilina (AMOX), também conhecida como alfa-amino-p-hidroxibenzil
penicilina (Figura X) é um antibiético que foi introduzido em 1970. A AMOX se assemelha
com a ampicilina, possuindo ambas um amplo espectro de atividade antimicrobiana,
diferenciando-se pela maior absorcdo da AMOX quando administrada por via oral. Ela é
empregada no tratamento de infec¢des do trato respiratério, como otite média, bronquite e
sinusite bacteriana, sendo também utilizada em tratamentos de infec¢des do trato urinério

(WRIGHT, 1999).

Figura 5 — Representagéo da estrutura quimica da amoxicilina.
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Poucos estudos que abordam a estabilidade da amoxicilina estdo disponiveis na
literatura e os resultados de estabilidade a longo prazo tém sido inconsistentes. Os
tratamentos de doencas infecciosas graves exigem a administracdo de altas doses de
amoxicilina, porém a estabilidade quimica do medicamento, pouco abordada em trabalhos
cientificos pode afetar sua eficicia.

Portanto, a incorporacdo de AMOX em matrizes carreadoras é um desafio, uma vez
gue a depender da metodologia utilizada pode ocorrer a degradacdo da AMOX através da
abertura do anel beta-lactamico. Varias metodologias de sintese sdo empregadas em
trabalhos presentes na literatura para incorporagcdo de amoxicilina em hidroxidos duplos
lamelares, destacando-se o método por coprecipitacdo e reconstrucdo. Apesar de serem
encontrados estudos abrangentes sobre a incorporacdo de amoxicilina em hidroxidos duplos
lamelares, ainda sdo escassos 0s trabalhos que estudam a atividade antimicrobiana desse

antibiético quando presentes nas matrizes de HDL, conforme apresentado no Quadro 2.
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Wang et al. sintetizaram o HDL Zn/Al pelo método de coprecipitacdo a pH 10, ap6s
foi feita a incorporacdo de amoxicilina através do método de reconstru¢do, sendo o HDL
calcinado a 400 °C e adicionado a solu¢éo de amoxicilina sodica. Estudos de liberacdo em
solucao tampao fosfato pH 7,4 revelaram uma taxa de liberacao de 85% de amoxicilina apés
30 minutos. Essa liberagao imediata “burst release” ocorreu devido a adsor¢éo fisica das
moléculas de amoxicilina na superficie dos HDL (WANG et al., 2009b).

Valazero et al. incorporou amoxicilina em HDL Zn/Al pelo método de coprecipitacédo
direta. Uma solucdo de céations metdlicos foi adicionada em uma solugdo de amoxicilina
sédica sob agitacao e fluxo de nitrogénio. Apés 4 horas, o pH foi ajustado para 7,5 com
solucdo de hidréxido de sédio. O HDL-AMOX foi encapsulado com varias concentracdes de
poli (e-caprolactona) (PCL) pela técnica de eletrofiacdo. Estudos de liberacdo foram
realizado em solugao fisiolégica salina, demonstrando uma liberagao rapida “burst release”
no primeiro estagio do teste para todas as concentracdes, seguido por uma etapa de
liberacao lenta. Esse “burst” é encontrado em muitos sistemas de liberacado controlada para
AMOX. Para a administracédo de antibitticos a liberacao imediata € um ponto muito positivo,
uma vez que a as bactérias invasoras sao eliminadas antes da sua proliferacdo (VALAREZO
et al., 2013).

Quadro 2 - Principais trabalhos de HDL com amoxicilina.

MeFodo de M /M3 E_studo ~de .At|V|_da(,je_ Caracterizacdes Referéncia
sintese liberacao microbiol6gica
x pH 1,2; 6,8 . DRX, TG, IV, (REBITSKI et
Reconstrugdo | Zn/Al | o5 2y 37°¢ NA CHN e MEV al., 2019)
Solugéo
o salina DRX, DSC, MEV, | (VALAREZO
Coprecipitagdo | ZN/Al | eioi6gica / NA TG, et al,, 2013)
temp amb.
~ pH7,4/ DRX, DSC, TG, | (WANG etal.,
Reconstrucdo Zn/Al 37°C NA IV, VSM 2009D)

*NA: ndo aplicavel

2.7 HDL E ANTI-INFLAMATORIOS NAO ESTEROIDAIS

Os anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINES) representam uma das classes de
medicamentos mais prescritos mundialmente (BJARNASON et al., 2018). Esses farmacos
sao utilizados por apresentarem efeitos anti-inflamatérios e analgésicos, sendo empregados
em tratamentos que buscam a reducdo de dor aguda ou cronica, febre e condi¢Oes
inflamatorias, como doengas reumaticas (SOSTRES et al., 2010). Contudo, a sua aplicagédo
esta associada a efeitos gastrointestinais graves, como perfuragbes de Ulcera péptica,
obstrucdes e sangramentos. Isso ocorre porque os AINEs tradicionais agem inibindo as

duas isoformas da enzima ciclooxigenase (COX). A COX-1 é a responséavel pela redugéo
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dos niveis de producdo gastroprotetora de prostaglandinas, ocasionando danos gastricos e
intestinais. JA& a COX-2 € induzida na maioria dos tecidos em resposta a estimulos
inflamatorios (RAFANIELLO et al., 2016).

A incorporacao de anti-inflamatérios em hidréxidos duplos lamelares pode contribuir
para diminuir a irritabilidade gastrica e aumento da solubilidade desses medicamentos, uma
vez que eles possuem solubilidade limitada. Os AINEs sdo compostos organicos
aromaticos que possuem grupamentos carboxilicos de facil ionizacdo, o que facilita a
intercalacdo desses anions nas matrizes de HDL.

Mondal et al. realizaram a incorporagao de salicitato de s6dio em HDL Mg/Al pelo
método de coprecipitacdo. As mudancas e aumentos nos planos basais nos gréaficos de
DRX confirmaram a presenga do salicilato no espaco interlamelar do HDL. Estudos de
andlise térmica indicam para uma maior estabilidade do farmaco na forma intercalada em
comparagdo com o se estado livre. Cinéticas de liberacdo foram realizadas em solugéo
tamponada com fostato em pH 7,4, os resultados mostraram uma liberacdo sustentada do
medicamento por até 72 horas, sendo liberados 80% de todo o farmaco em 24 horas a
37°C. Testes de citotoxicidade revelaram que o hibrido apresenta acao toxica menor do que
o farmaco na forma pura, sendo potencial candidato para a minimizacéo de danos as células
renais (MONDAL; DASGUPTA; MAJI, 2016).

Rojas et al. sintetizaram um complexo de HDL com ibuprofeno com alto teor da
droga (54% m/m) intercalado na estrutura lamelar e adsorvido na superficie com o objetivo
de estudar o efeito da liberacdo do ibuprofeno em meios simulando fluido gastrico (cloreto),
intestinal (fosfato) e lipossémico (acetato). A taxa de liberacdo do IBU se mostrou
dependente da condicdo do fluido (pH e concentracdo dos anions). No fluido instestinal o
farmaco foi liberado pelo mecanismo de troca anibnica atingindo liberacdo maxima em
menos de 5 horas. Em meio &cido foi obtida uma cinética de liberacdo controlada devido
reacdes na superficie do HDL (dissolucao do IBU) (ROJAS et al., 2012).

A combinacgdo de dois ou mais agentes terapéuticos, como amoxicilina e ibuprofeno
em nanomateriais € uma estratégia eficiente para o armazenamento, carreamento e
liberacdo de principios ativos em terapias combinadas (ROJAS; ARENAS-VIVO;
HORCAJADA, 2019).

2.7.1 Ibuprofeno

O ibuprofeno (Figura 6) é um dos anti-inflamatérios nao esteroidais (AINEs) mais
vendidos no mundo com acdo analgésica, antipirética e anti-inflamatéria utilizado no
tratamento de artrite, tensdo muscular, cefaleia e outros (AHMADI et al., 2014; BAUMANN,
BAXENDALE, 2016). O ibuprofeno foi descoberto em 1961 e em 1969 comecou a ser
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vendido com prescricdo médica no Reino Unido para tratar doengas reuméaticas. Em 1970,
diversos ensaios foram realizados em condi¢cdes dolorosas nao reumaticas, tendo

aprovacao para a comercializagdo deste farmaco sem receita (HALFORD et al., 2012).

Figura 6 — Representagdo da estrutura quimica do ibuprofeno.

CH

O ibuprofeno é considerado pelo Biopharmaceutics Classification System (BCS),
Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica), como uma droga da classe I, ou seja, possui
baixa solubilidade, em torno de 21 mg L™ de ibuprofeno em &gua, e alta permeabilidade
(BHADRA et al., 2017; SINTRA et al., 2018).

Djaballah et al. preparam o HDL Zn/Ti com 0 menor espacamento entre camadas
(6,6-6,8 A) para a liberacéo de ibuprofeno (IBU). A liberacdo do farmaco foi realizada em
meio intestinal simulado (pH 6,8) a 37° C. Os estudos de cinética mostraram que 2/3 da
droga carreada foi rapidamente liberada na primeira fase, seguida por uma liberacdo lenta
de até 24 h, o que pode ser atribuido a curta distancia entre as camadas do HDL ou a forte
interacdo entre os anions e as lamelas do HDL. Esses resultados levam a hip6tese de que o
sistema de administracdo de HDL Zn/Ti-IBU é controlado pela difusdo dos ions ibuprofeno
em solucdo aquosa por meio de mecanismo de troca com anions fosfato. Esses sistemas
sdo indicados para possiveis usos para evitar efeitos de overdose de drogas e sua

adaptabilidade para terapia medicamentosa em baixas doses (DJABALLAH et al., 2018).
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho visou a prepararacao de hidroxidos duplos lamelares (HDL)
derivados de Zn/Al, Mg/Al e Mg/Fe contendo, simultaneamente, amoxicilina (AMOX) e
ibuprofeno (IBU).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v’ Estudar a estabilidade fisico-quimica e térmica dos farmacos em diferentes meios
tamponados e ha auséncia / presenca de aquecimento; a fim de se estabelecer a melhor
estratégia de sintese dos hibridos;

v’ Sintetizar os diferentes sélidos inorganicos em diferentes condicées de pH e
auséncia / presenca de aquecimento.

v Preparar misturas de soélidos com os farmacos (AMOX e IBU) e avaliar a
estabilidade em meio s6lido por espectroscopia vibracional na regiao do infravermelho (IV) e
espectroscopia eletrénica na regido do UV-vis;

v’ Preparar os sélidos deriviados de Zn/Al, Mg/Al e Mg/Fe contendo AMOX e IBU
pelo método de coprecipitacao direta e através do preparo de dispersdes sélidas (DS);

v' Estudar a dessorcdo dos farmacos presentes nos solidos por espectroscopia
eletrbnica na regido do UV-vis;

v' Determinar a quantidade incorporada de cada farmaco presente nos compostos
sintetizados por coprecipitacdo direta através de espectroscopia eletrdnica na regido do UV-
Vis;

v’ Caracterizar os soélidos puros e com farmacos por espectroscopia vibracional na
regiao do infravermelho (IV), microscopia eletrénica de varredura (MEV), difracdo de raios X
pelo método do pé (DRX) e analise termogravimétrica (TG).

v/ Estudar a atividade antimicrobiana dos soélidos preparados nas condicdes de pH
7,4 | 75°C e suas DS pelo método de contagem de colbnias frente a uma bactéria Gram-

positiva (Staphylococcus aureus).
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4 METODOLOGIA

4.1 REAGENTES

Os sais inorganicos para a sintese dos hidroxidos duplos lamelares (HDL), a
amoxicilina e ibuprofeno foram utilizados sem nenhum tratamento prévio. A relacdo de todos
0s reagentes utilizados, suas férmulas moleculares, fornecedores e grau de pureza séo
descritos no ANEXO A.

4.2 ESTABILIDADE DA AMOXICILINA (AMOX) E IBUPROFENO (IBU) EM MEIOS
TAMPONADOS

Os testes de estabilidade dos farmacos foram realizados em tampé&o acido, neutro e
basico. Inicialmente foram preparadas trés solu¢des tampédo fosfato (pH 2,2; 7,4 e 8,5),
todas as solu¢Bes foram preparadas de acordo com metodologias descritas na quinta edicéo
da farmacopeia brasileira (“Farmacopeia Brasileira Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria”, 2010).

4.2.1 Estudo de estabilidade quimica de amoxicilina (AMOX) e ibuprofeno (IBU) em
solucdes tampéo fosfato (pH 2,2; 7,4 e 8,5)

Em seis béqueres adicionou-se, individualmente, 0,025 g de AMOX e IBU. Em cada
béquer contendo AMOX e IBU foi adicionado 35 mL de tampéo fosfato (pH 2,2; 7,4 e 8,5),
0s béqueres com as solugbes foram colocados em banho ultrassénico por 1 hora e 30
minutos. Apds transferiu-se as solu¢Bes para baldes volumétricos de 50 mL e completou-se
com 0s seus respectivos tampdes. As solucdes foram transferidas para tubos Falcons de 50
mL e centrifugadas por 5 minutos a 4000 rpm. As solucBes foram transferidas para novos
tubos e armazenadas a temperatura ambiente. Apenas os tubos de IBU com tampao fosfato
pH 7,4 e 8,5 ndo apresentaram corpo de fundo. Foram retiradas aliquotas de 1 mL de cada
tubo com 1, 2, 3, 4, 8, 15, 45 e 105 dias e realizou-se a leitura por espectroscopia eletrbnica

na regiao do UV-vis, a fim de avaliar a estabilidade e s
olubilidade de cada farmaco em diferentes pH.

4.2.2 Estudo de estabilidade térmica da amoxicilina (AMOX), ibuprofeno (IBU) e AMOX-
IBU em soluc¢do tampéo fosfato (pH 7,4) a 60°C

Em dois erlenmeyers adicionou-se, individualmente, 12,5 mg de AMOX e IBU. Em
cada erlenmeyer foi adicionado 50 mL de solucéo tampéao fosfato pH 7,4. Os erlenmeyers
foram completamente recobertos com papel aluminio para evitar a passagem de luz e em
seguida submetidos a banho termostatizado a 60°C sob agitacdo constante. Retirou-se

aliquotas de 2 mL de cada erlenmeyer para centrifugacdo em tempos de 18, 24, 44 e 68
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horas. Apés cada retirada realizou-se as leituras por espectroscopia eletrénica na regido do
UV-vis.

4.3 SINTESE DOS SOLIDOS INORGANICOS DERIVADOS DE Mg/Fe (2:1) EM
DIFERENTES CONDICOES

Foram preparados quatro soélidos inorganicos derivados de Mg/Fe variando
temperatura (ambiente e 75°C) e pH (pH 7,4 e 9,0). As sinteses foram realizadas de
maneiras analogas. Todas as sinteses foram realizadas pelo método de coprecipitacado.

Para a sintese dos sélidos foram preparadas solugbes dos sais de cétions
metélicos contendo 0,0750 mol de MgCl,.6H,0O e 0,0375 mol de FeCl;.6H,0. Essa solugéo
foi transferida para um baldo de fundo chato e colocada sob agitacdo constante, sendo
gotejada com o auxilio de uma bureta, solu¢do de NaOH 1,0 mol L™ até o pH desejado (7,4
ou 9,0). Entdo, as misturas foram submetidas a agitacdo constante por cerca de 24 h. Os
solidos foram separados por centrifugacdo a 4000 rpm e lavados quatro vezes com agua
deionizada. Por fim, foram secos em estufa a 100°C por 6 horas, posteriormente os sélidos
foram triturados em almofariz de vidro, transferidos para frascos e armazenados a

temperatura ambiente.

4.3.1 Preparo de misturas fisicas de AMOX-IBU e dos soélidos derivados de Mg/Fe em

diferentes condic6es com AMOX-IBU

Foram macerados, juntamente, 0,1 g de AMOX e 0,1 g de IBU. Em seguida, essa
mistura foi armazenada em microtubos tipo Eppendorf e foram realizadas leituras por
espectroscopia vibracional na regido do infravermelho por refletancia total atenuada (ATR)
apos 1 e 30 dias de armazenamento.

Com o auxilio de um almofariz foram realizadas misturas com 0,4 g dos compostos
sintetizados anteriormente, 0,1 g de AMOX e 0,1 g de IBU. As quatro misturas de HDL e
farmacos foram transferidas para microtubos tipo Eppendorf, rotulados e armazenados a
temperatura ambiente. Ap6s 1 e 60 dias foram realizadas leituras por espectroscopia
vibracional na regido do infravermelho por refletancia total atenuada (ATR). Nesse mesmo
periodo também foram dispersos 50 mg de cada mistura em 30 mL de tampdao fosfato pH
7,4 e agitados por um minuto no vortex, as solugdes foram centrifugas e aliquotas foram

retiradas para a realizagdo das leituras por espectroscopia eletrénica na regido do UV-vis.
4.4 SINTESE DOS SOLIDOS INORGANICOS

Para a sintese de todos dos compostos contendo Zn/Al, Mg/Al e Mg/Fe foi utilizado
o método de coprecipitacdo, analogamente a procedimentos descritos na literatura
(ROSSETO; SANTOS; GALEMBECK, 2006; KHAN et al., 2009). Incialmente foram
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preparados HDL em pH 7,4 e a temperatura ambiente e seus respectivos hibridos contendo
AMOX e IBU foram preparados nas mesmas condi¢des. Posteriormente foram sintetizados
HDL em pH 7,4 & 75°C e foram realizadas dispersdes sdlidas dos HDL com os farmacos.

4.4.1 Método de coprecipitacao

Todas as sinteses foram realizadas de maneira analogas, variando apenas o0s sais
utilizados para a sintese de cada composto, em todos os casos foram utilizados sais de
cloreto dos respectivos metais. Para a incorporacdo dos farmacos, foram preparadas
solugdes contendo 0,3 g de AMOX e 0,3 g de IBU (equivalente a cerca de 10 % em massa
de cada farmaco) e a ela adicionada NaOH 0,5 mol L™ até pH 10.

Para a sintese do HDL Zn/Al-AMOX-IBU foi preparada uma solugdo contendo
0,0750 mol de ZnCl, e 0,0375 mol de AICI;.6H,O em 100 mL de &gua deionizada. Essa
solucéo foi transferida para um baldo de fundo chato e a ela foi gotejada, lentamente, uma
solucdio de hidréxido de sodio 1,0 mol L™ até pH proximo a 6,5. Apds, gotejou-se toda a
solucdo de farmacos, previamente preparada e adicionou-se, novamente NaOH até que se
atingisse pH 7,4. Apés, o sistema foi deixado em agitacdo constante por aproximadamente
24h a temperatura ambiente. Apés esse periodo, o composto foi separado por centrifugacao
a 4000 rpm e lavado duas vezes com agua deionizada. O sélido foi seco a 55 °C por 18
horas. Para a sintese do HDL Zn/Al sem farmacos, a mesma metologia foi empregada,

porém sem a adi¢do da solucdo de AMOX e IBU.

4.4.2 Dispersdes sélidas (DS)

Os HDL foram preparados de maneira analoga aos descritos anteriormente,
alterando apenas a temperatura de sintese (75°C). Foram utilizados 0,3 g de cada composto
previamente sintetizados e a cada um deles foi adicionado 15 mL de etanol, os sistemas
foram colocados em refluxo a 65°C com agitagdo constante durante 3 dias. ApOs esse
periodo desligou-se o aguecimento, deixando-os atingir a temperatura ambiente por mais 2
horas. Foram preparadas dispersdes contendo 0,03 g de AMOX e 0,03 g de IBU em 25 mL
de etanol e submetidas a banho ultrassbnico por 20 minutos. Essas misturas foram
adicionadas gota a gota nas dispersées de HDL em temperatura ambiente e colocadas em
agitacdo constante por mais 1 hora. ApGs, as dispersbes foram rotaevaporadas até a
completa eliminacéo do solvente (40°C / 50 rpm) e colocadas em dessecador com Vacuo por
72 horas. Ap6s os sélidos foram retirados dos balbes, pesados e armazenados em

microtubos tipo Eppendorf.
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4.5 CINETICA DE DESSORGCAO DOS FARMACOS PRESENTE NOS SOLIDOS
INORGANICOS

As cinéticas de dessorcdo dos farmacos foram realizadas a temperatura ambiente
em solucdo tampdao fosfato (pH 7,4). Para os compostos sintetizados pelo método de
coprecipitacdo foram necessérias a adicdo de 50 mg do sélido-farmaco / 50 mL de tampé&o.
Para as dispers@es de solido-farmacos foram necessarios 25 mg / 50 mL de tampao fosfato.
Os sistemas foram colocados sob agitacdo constante e aliquotas de 2 mL eram retiradas e
centrifugadas em tempos pré-determinados, ap6s, 1 mL era armazenado para a leitura no
UV-vis e ao outro 1 mL da amostra era adicionado 1 mL de tampéo fosfato pH 7,4, sendo
posteriormente retornado de volta a cinética. Os tempos selecionados para realizar as
leituras foram: 5, 15, 30, 60 e 120 minutos.

4.6 QUANTIFICACAO DE FARMACOS POR ULTRAVIOLETA-VISIVEL PARA OS
COMPOSTOS DE CO-PRECIPITACAO

A concentracdo dos dois farmacos (AMOX e IBU) presentes nos sobrenadantes,
resultantes dos experimentos de cinética de dessorgdo, foi determinada por espectroscopia
eletrbnica na regido do UV-vis. O sobrenadante foi centrifugado para a separagédo do solido
e 30 mL deste liquido foi transferido para um funil de separacdo. Foram realizadas cinco
extracBes com aliquotas de 10 mL de diclorometano para remocdo do IBU. Apds a adicéo
do diclorometano em cada lavagem todo diclorometano era retirado e separava-se uma
fracdo da fase orgéanica (diclorometano) e 0,5 mL da fase aquosa (tampéo fosfato) para
leitura no UV-vis. A partir da quantidade de AMOX restante no tampéo ao final das
extracBes e da soma das absorbancias de cada extracdo de IBU foram determinadas as
concentracdes dos farmacos. Curvas de calibracdo externa foram obtidas com solucbes
padrdes entre 0,1-0,5 mg mL™ para a AMOX em tamp&o fosfato e entre 0,5-0,9 mg mL™

para o IBU em diclorometano.
4.7 METODOS DE CARACTERIZACAO

A maioria das caracterizagdes dos compostos sintetizados foram realizadas na
Universidade Estadual de Goias — Campus Anapolis de Ciéncias Exatas e Tecnoldgicas
(UEG — CCET), exceto as Difragfes de Raios X e Andlise Termogravimétrica (TGA), sendo
realizadas no Centro Regional para o Desenvolvimento Tecnoldgico e Inovagdo da UFG
(CRTI - UFG).
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4.7.1 Espectroscopia Vibracional na Regiao do Infravermelho

Os sdlidos inorganicos sintetizados pelo método de coprecipitagdo (pH 7,4 /
temperatura ambiente), misturas e soélido-farmacos por coprecipitacdo direta foram
analisados por espectroscopial vibracional na regido do infravermelho por refletancia total
atenuada (IV-ATR) na regidio de 4000 a 700 cm™. Os sélidos inorganicos sintetizados por
coprecipitacdo nas condicdes de pH 7,4 / 75°C e suas dispersfes solidas foram
caracterizados através do preparo de pastilhas contendo cada material e KBr em uma faixa
de 4000 a 400 cm™. Todos os espectros foram obtidos com 32 varrreduras e registrados em
um aparelho Perkin Elmer Frontier.

4.7.2 Espectroscopia Eletrénica na Regido do Ultravioleta-visivel

Os espectros eletrdnicos das solu¢cdes de AMOX e IBU para avaliagdo de
estabilidade e cinética de dessorcdo dos farmacos presentes nos compostos foram
registrados em um espectrofotdmetro Ultravioleta-Visivel Perkin Elmer Lambda 25 na faixa
de 200 a 800 nm.

4.7.3 Microscopia Eletrdnica de Varredura (MEV) acoplado a espectrémetro de energia

dispersiva de raios X (EDS)

Os soélidos obtidos foram caracterizados por microscopia eletrénica de varredura
com acoplamento do EDS no equipamento TM3030 Plus, através da deposicdo das
amostras em adesivos de carbono. Anteriormente, as amostras foram pulverizadas para a

obtencéo de um po6 fino.
4.7.4 Difracao de Raios X pelo método do p6 (DRX)

As medidas de difracdo de raios X (DRX) foram realizadas em um difratdmetro
Bruker D8 Discover. Utilizou-se a radiagdo monocromatica de um tubo com anodo de cobre
acoplado a um monocromador Johansson para Ko; operando em 40 kV e 40 mA,
configuracdo Bragg-Brentano 6-26, detector unidimensional Lynxeye. Intervalo de 26 de 5° a

80°, com passo de 0,02°.
4.7.5 Anélise Termogravimétrica (TG / DTG)

Os termogramas dos soélidos sintetizados em pH 7,4 / 75°C, suas dispersdes
sélidas, mistura de AMOX-IBU, AMOX pura e IBU puro foram obtidos pela técnica de
Andlise Térmica Diferencial e Termogravimétrica, usando um equipamento Shimadzu DTG-

60H. As medidas foram realizadas no intervalo de temperaturas de 28 a 950°C, com taxa de
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aquecimento de 10°C/min, fluxo de nitrogénio de 100 mL/min, em cadinhos de platina de 70
pL.

Para a analise térmica da mistura de farmacos, procedeu-se com a mistura de
AMOX e IBU na proporgéo 1:1 com adi¢cdo de 25 mL de etanol. Essa disperséo foi colocada
em agitacao constante por 1 hora e rotaevoparada a 40°C.

4.8 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Os compostos sintetizados em pH 7,4 / 75°C e suas dispersdes sélidas foram
submetidas a ensaios microbiolégicos frente a uma bactéria Gram-positiva (Staphylococcus
aureus) utilizando o método de contagem de colénias. As cepas de S. aureus (ATCC 25923)
foram gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. Plinio Naves do Laboratério de Microbiologia da

Universidade Estadual de Goias.
4.8.1 Manutencdo das cepas

Inicialmente, as aliquotas dos microorganismos foram replicadas em agar
nutriente utilizando a técnica de esgotamento por estrias e as placas foram incubadas em
estufa a 35°C por 24 horas. Apés a incubacéao, foram transferidas de 3 a 5 colbnias isoladas
para um tubo com 18 mL de caldo Muller-Hinton suplementado com 20% de glicerol, que
apos homogeneizacdo em vortex por 15 segundos foram incubados por 12 horas a 35 °C.
Em seguida, aliquotas de 0,8 mL foram transferidas para microtubos tipo Eppendorf
previamente esterilizados e devidamente identificados. Posteriormente, os microtubos foram
mantidos em refrigerador a 8 °C por 7 dias e, apés esse periodo foram congelados para a

realizacao de ensaios posteriores.
4.8.2 Padronizacao do in6culo

As cepas de S. aureus foram mantidas a temperatura ambiente para
descongelamento. Apds, as cepas foram inoculadas em &gar nutritivo pela técnica de
esgotamento por estrias e incubadas em estufa a 35 °C por 24 horas. Em seguida, foram
transferidas de 3 a 5 colbnias isoladas para um tubo contendo solucéo fisiologica estéril 0,9
% (SFE) até a obtencéo da turvagdo correspondente a 0,5 da escala de McFarland (1,5 x
10® UFC/mL). Posteriormente, transferiu-se 1 mL da suspensdo microbiana para um frasco
contendo 99 mL de Agua peptonada, obtendo uma suspensdo com 10° UFC/mL (in6culo

ajustado)
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4.8.3 Preparo das amostras de HDL e HDL-AMOX-IBU e espalhamento em meio solido

Foram transferidos 4,5 mg de cada sélido inorganico e das suas dispersfes solidas
contendo farmacos para frascos estéreis. A cada frasco foi adicionado 45 mL de solucéo
peptonada estéril e 5 mL do in6culo ajustado. Para o controle de viabilidade foi adicionado
45 mL de solugéo peptonada estéril e 5 mL do in6culo ajustado em um frasco estéril. Todos
os frascos foram recobertos com papel aluminio e colocados no shaker a 35 °C por 24
horas. Posteriormente, os frascos foram retirados do shaker a observou-se a turvacéo das
solucdes. Apés, foram transferidos 0,1 mL da solucao de cada frasco para microtubos tipo
Eppendorf estéreis contendo 0,9 mL de SFE e foram realizadas diluicbes seriadas de 10™ a
10°® UFC/mL. Em seguida, foi feito o plaqueamento de cada diluicdo espalhando 0,1 mL na
superficie de placas de agar nutritivo com uma al¢ca de Drigalski. As placas foram incubadas
a 35 °C por 24 horas. Posteriormente, foi realizada a contagem das placas que haviam entre
30 a 300 coldnias isoladas para determinar a quantidade de UFC/mL.

Para a determinacdo da concentragdo inicial do in6culo foram necessarios a
transferéncia de 0,1 mL da solucdo de in6culo ajustado para um microtubo tipo Eppendorf
contendo 0,9 mL de SFE 0,9% e posterior realizacdo de diluicbes seriadas até 10°. Foram
realizados o plagueamento das diluicbes em &gar nutritivo utilizando 0,1 mL e espalhando
na superficie do agar com uma alca de Drigalski. As placas foram incubadas a 35°C por 24
‘horas e, em seguida foi feita a contagem na placa que havia entre 30 a 300 coldnias

isoladas para determinacdo do nimero de UFC/mL.
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Esquema 1 - Etapas de padronizacao e plagueamento do inéculo.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ESTABILIDADE DA AMOXICILINA (AMOX) E IBUPROFENO (IBU) EM MEIOS
TAMPONADOS

Foram realizados ensaios de estabilidade da amoxicilina e do ibuprofeno em
solugbes aquosas e em meios solidos, a fim de se identificar as melhores condi¢Bes de
sintese para a preparacao dos soélidos inorganicos contendo os farmacos. Em meio aquoso,
foram testadas a estabilidade dos farmacos em tampdes com pH 2,2; 7,4 e 85 e na
presenca / auséncia de aquecimento. No estado sélido, foram testadas a estabilidade da
mistura fisica de farmacos e misturas fisicas de AMOX, IBU com os solidos derivados de
Mg/Fe sintetizados em diferentes condi¢cfes. Os resultados obtidos foram decisivos para a

metodologia de sintese empregada.

5.1.1 Estudo de estabilidade de amoxicilina (AMOX) e ibuprofeno (IBU) em solucdes
tampao fosfato (pH=2,2; 7,4 € 8,5)

A estabilidade da AMOX e do IBU foram estudadas em trés diferentes meios a
temperatura ambiente, utilizando espectroscopia eletrbnica na regido do UV-vis. Nos
espectros da AMOX, foram detectadas bandas no comprimento de onda de 273 nm e 350
nm (Figura 7), a banda préxima a 350 nm é atribuida a um produto de degradacdo da
amoxicilina, conhecido como piperazina-2,5-diona-AMOX (SOFOKLEOUS; STRIDE;
EDIRISINGHE, 2013).

Figura 7 — Regides analisadas nos espectros eletrénicos no UV-vis da AMOX ao longo dos

105 dias.
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Nagele identificou e confirmou os produtos de degradacdo da amoxicilina obtida
sob condi¢bes de estresse. Essa elucidacao foi realizada utilizando cromatrografia liquida e
espectrometria de massas. A via de degradacdo proposta para a AMOX em meio aquoso é
iniciada pela hidrélise do anel B-lactamico de quatro membros, formando o intermediario
acido penicildico amoxicilico que contém um grupo de acido carboxilico extra. Em seguida,
forma-se a piperazina-2,5-diona-AMOX, um composto com anel de seis membros estavel
(NAGELE; MORITZ, 2005). Os compostos formados estdo apresentados na Figura 8.

Figura 8 — Via de degradag&o da amoxicilina em meio aquoso.

HO HO o
Q
B
FE NH
Y NH——
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NH2 O// —_— ‘ CH3
o} NH CH;
// OH
o 0]
Amoxicilina Acido penicildico-AMOX Piperazina-2,5-diona-AMOX

Fonte: (Adaptado de LAMM et al., 2009).

A partir dos valores de absorbancia obtidos para a AMOX e representados no
Quadro 3 é possivel observar que em pH 2,2 apés 4 dias a taxa de concentracdo da banda
em 273 e em 350 nm aumentam de maneira consideravel. Em pH 7,4 esse brusco aumento
€ observado apenas apds 15 dias. Em pH 8,5 é observado um aumento significativo das
bandas apenas apdés 8 dias. Esses resultados sugerem que a AMOX apresenta maior taxa
de degradacdo em pHs muito baixos ou muito altos, encontrando-se relativamente estaveis
em pHs préximos a 7,0. Conforme a taxa de degradacdo da AMOX aumentava, as solucdes
ficavam fortemente amareladas ao longo dos dias.

Esses resultados foram confirmados por Binson et al. que realizou um estudo
abrangente sobre a estabilidade quimica da amoxicilina em altas doses para a
administracdo intravenosa. Os resultados obtidos sdo semelhantes aos aqui apresentados.
BINSON et al. prepararam diversas solu¢cdes de amoxicilina em diferentes concentragées
gue foram armazenadas em diferentes condi¢cdes, a fim de investigar a influéncia da
concentracdo e da temperatura na estabilidade quimica da amoxicilina. A estabilidade foi
avaliada utilizando HPLC-UV e os produtos de degradacdo foram determinados por
espectrometria de massa. Esses resultados confirmam que a degradacdo da amoxicilina é
dependente do tempo, da temperatura e da concentragdo, o que resulta em estabilidade a

curto prazo. Foram identificados quatro produtos de degradagdo, entre eles &cido
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amoxiciolico e a dicetopiperazina que podem causar alergias e acumulagdo em pacientes

(BINSON et al., 2019).
Os espectros de UV do IBU nos diferentes pH ndo apresentaram diferencas

significativas das absorbancias ao longo dos dias, sendo detectadas bandas em 263 e 273

nm (Figura 9) para os pHs de 7,4 e 8,5. No pH de 2,2 foi identificada uma banda préxima a

220 nm e baixos valores de absorbancia nesse pH, o que demostra uma baixa solubilidade

do IBU em pH baixos. Os espectros de estabilidade da AMOX e IBU em diferentes pH
encontram-se nos ANEXOS B, C,D, E,FeG.

Figura 9 — Regifes analisadas nos espectros eletronicos no UV-vis do IBU ao longo dos
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Quadro 3 — Absorbancias da AMOX e IBU em diferentes pH por 105 dias.

Farmaco AMOX / tampao fosfato IBU / tampé&o fosfato
pH 2,2 7,4 8,5 2,2 7,4 8,5
A(nm)

5 273 | >300 | 273 | >300 | 273 >300 | 263 273 263 | 273 | 263 | 273
1 1,20 - 1,32 - 1,40 - 0,10 - 0,92 | 0,77 | 0,91 | 0,76
2 1,21 - 1,35 - 1,42 - 0,08 | 1,28 | 0,91 | 0,76 | 0,91 | 0,76
3 1,23 | 0,07 | 1,37 | 0,11 1,43 | 0,06 | 0,09 | 135 | 0,96 | 0,79 | 0,92 | 0,76
4 1,24 | 0,11 | 140 | 024 | 1,43 | 0,07 | 0,09 | 1,30 | 0,99 | 0,83 | 0,92 | 0,77
8 1,39 | 066 | 1,48 | 024 | 150 | 0,21 | 0,09 | 1,38 | 0,94 | 0,79 | 0,92 | 0,77
15 1,77 | 2,43 | 1,58 | 0,42 159 | 051 | 0,09 | 135 | 0,93 | 0,78 | 0,96 | 0,80
45 2,74 | 2,06 | 1,78 | 0,98 1,87 1,68 | 0,07 | 143 | 0,94 | 0,77 | 0,93 | 0,77

105 2,71 2,48* 2,14 2,14 2,21 2,56 0,11 1,18 0,94 | 0,78 | 0,94 | 0,78

*Para a leitura das amostras no UV-vis foram realizadas diluigcbes 1:2 no dia 44 e 104 em pH 2,2.
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O estudo da estabilidade térmica dos farmacos (60°C) foram realizados para os
farmacos individualmente (AMOX e IBU) e avaliados em até 68 horas. Pode-se observar
(Quadro 4) que a AMOX apresentou uma alta taxa de degradagcédo apds 24 horas em
aquecimento. O IBU manteve-se estavel durante todo o periodo de avaliado, variando pouco
a banda em 263 nm. Esses resultados convergem para a auséncia de aquecimento durante
a combinacao dos farmacos, uma vez que ela favorecia para a aceleracdo do processo de
degradacdo quimica da amoxicilina. Os espectros da estabilidade dos farmacos a 60°C
encontram-se no ANEXO He I.

Quadro 4 — Absorbancias da AMOX e IBU ap0s 68 horas em pH 7,4 a 60°C.

. AMOX / tampéo fosfato pH IBU / tampéo fosfato
Farmacos
7,4 pH 7,4
Tempo (h)

A(nm) 18 24 44 68 18 24 44 68
263 - - - - 0,49 0,52 0,51 0,59
273 0,99 1,12 1,86 2,42 0,41 0,44 0,42 0,49
345 0,45 0,77 | 2,06 | 2,56 - - - -

5.2 ESTUDOS PRELIMINARES DE ESTABILIDADE DA MISTURA DE FARMACOS E
MISTURAS FISICAS DE FARMACOS COM OS SOLIDOS INORGANICOS

A estabilidade da mistura farmaco-farmaco foi monitorada por espectroscopia
vibracional na regido do infravermelho ap6s o primeiro e trigésimo dia do preparo da
mistura, conforme mostrado na Figura 10. Observa-se que nao houve alteracdes
espectroscopicas significativas de bandas nos espectros ao longo dos dias analisados.
Esses resultados demonstram que a AMOX e o IBU séo compativeis e nao reativos entre si
nas condigbes empregadas, uma vez que a formacdo de novos produtos a partir das

misturas dos dois principios ativos ndo seria interessante.
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Figura 10 — Espectros vibracionais na regido do IV da mistura de AMOX e IBU 1:1 (m/m).
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Paralelamente aos ensaios de estabilidade dos farmacos realizados conforme os
itens citados acima, foram preparados sélidos derivados de Mg/Fe em diferentes pH (7,4 e
9,0) e temperaturas (ambiente e a 75 °C) por coprecipitacdo. Foram realizadas misturas
fisicas dos compostos com os farmacos (AMOX e IBU) para avaliar a reatividade em meio
sélido das matrizes inorganica com os farmacos.

O difratograma de raios X mostrado na Figura 11 indicam para a formacéao do HDL
Mg/Fe nas condicBes de sintese de pH 9,0 a 75°C, apresentando perfis semelhantes aos de
matrizes lamelares. A presenca de reflexfes basais em angulos baixos, como (003), (006),

(012) e (015) e angulos altos (110) e (113) séo tipicas de hidroxidos duplos lamelares.

Figura 11 — Difratograma de raios X do HDL Mg/Fe (pH 9,0/75°C).
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Diferentemente dos resultados de difracdo obtidos para o HDL citado acima, o
sélido derivado de Mg/Fe nas condi¢des de sintese de pH 7,4 a temperatura ambiente ndo
apresentou perfil de difracdo concordante com a formacéo do HDL. Quando comparado com
padrdes de banco de dados foi possivel atribuir que o composto formado apresenta picos de
referéncias semelhantes ao de hidroxidos e Oxidos de ferro, sendo denominado de
hidr(6xido) de ferro (HO-Fe).

Os resultados de espectroscopia vibracional na regido do IV obtidos apés 60 dias
mostram que a mistura realizada com o HO-Fe e os farmacos nas condigdes de sintese de
pH 7,4 e a temperatura ambiente (Figura 12) ndo apresentou influéncia na decomposicéao
dos farmacos, o que confirma a compatibilidade da matriz / farmacos nessas condi¢cbes. Ja
o HDL Mg/Fe sintetizado a pH 9 e a 75 °C (Figura 13) apresentou modificacdo das bandas
de infravermelho dos farmacos, ap6s 60 dias. Esses resultados confirmam que em pH mais
altos e na presenca de temperatura os farmacos tendem a sofrer modificacoes.

Os valores de bandas da mistura HO-Fe (pH 7,4 / temperatura ambiente) AMOX-
IBU da mistura inicial e apds 60 dias, mantiveram-se constantes (Quadro 5). Foram
observadas a presenca de bandas largas referente ao estiramento de O-H em 3385 e 3386
cm™, no dia inicial e ap6s 60 dias, respectivamente. As bandas referentes aos farmacos
foram observadas, principalmente na regi&o préxima a 1773 cm™ (banda forte, referente ao
estiramento C=0 do anel p-lactamico da AMOX), ~1685 cm™ (estiramento C=0 da amida da
AMOX) e as duas bandas préximas a 1400 e 1578 cm™ podem ser atribuidas ao estiramento

simétrico e assimétrico de COQ’, respectivamente, tanto da AMOX quanto do IBU.

Figura 12 — Espectros vibracionais na regido do IV da mistura fisica HO-Fe (pH 7,4

/ temperatura ambiente) AMOX-IBU ap6s 1 e 60 dias.
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Nos espectros da mistura de HDL Mg/Fe AMOX-IBU (pH 9/ 75°C) ap6s 1 e 60 dias
€ possivel observar diferencas espectrais nas regides referentes ao estiramento O-H das
lamelas de HDL, sendo detectada essa banda em 3409 cm™ no primeiro dia e em 3372 cm™
apos 60 dias. Também ocorreram o0 surgimento de novas bandas e o desaparecimento de
outras. A banda em 1580 cm™ atribuida ao estiramento assimétrico de COO' foi deslocada
para 1551 cm™ apds 60 dias.

Figura 13 — Espectros vibracionais na regido do IV da mistura fisica HDL Mg/Fe
(pH 9/ 75°C) AMOX-IBU apés 1 e 60 dias.
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Quadro 5 - Principais bandas no infravermelho das misturas fisicas do HO-Fe
AMOX-IBU e HDL Mg/Fe AMOX-IBU ap6s 1 e 60 dias.

v*(cm™)

Atribuicdes HO-Fe AMOX-IBU HDL Mg/Fe AMOX-IBU

(pH 7,4/ temp amb.) (pH 9/ 75°C)
Dial Dia60 Dial Dia60
v(O-H) 3385 3386 3409 3372
0(C=0) anel B-lactamico 1773 1774 1774 1774
v(C=0)amida 1685 1685 1686 1685
0(COOgim)** 1397 1398 1399 1400
0(COO sssim.)** 1578 1579 1580 1551

*v: estiramento; **v(COOQO7,): estiramento simétrico do grupamento COO’; ***v(COQO assim):
estiramento assimétrico do grupamento COO'.

Os resultados obtidos por UV-vis também confirmam essa instabilidade nas

condicbes citadas, pois ndo foi observado o surgimento da banda em 350 nm na mistura
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com o HO-Fe sintetizado em pH 7,4 a temperatura ambiente (Figura 14). Enquanto na
mistura de HDL Mg/Fe sintetizados a pH 9 a 75°C (Figura 15) houve um aumento na
concentracao inicial dos farmacos devido o surgimento da banda de degradagéo proxima a
350 nm. A presenca dessa banda confirma que a degradacdo da amoxicilina no estado
sOlido leva a formacdo da piperazina-2,5-diona-AMOX, revelando a suscetibilidade de
degradacdo dos farmacos em matrizes sintetizadas em pH mais altos e na presenca de
temperatura. As demais misturas (compostos de Mg/Fe pH 7,4 / 75°C e Mg/Fe pH 9 /
temperatura ambiente com farmacos) também apresentaram diferencas espectroscopicas.

Figura 14 — Espectros eletrénicos na regido do UV-vis da mistura HO-Fe (pH 7,4 /
temperatura ambiente) AMOX-IBU em tampé&o fosfato pH 7,4 ap6s 1 e 60 dias.
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Figura 15 — Espectros eletrénicos na regido do UV-vis da mistura HDL Mg/Fe (pH 9
/ 75°C) AMOX-IBU em tampéo fosfato pH 7,4 apds 1 e 60 dias.

Mistura HDL Mg/Fe (pH 9 / 76°C) AMOX-IBU dia1
Mistura HDL Mg/Fe (pH 9 / 76°C) AMOX-IBU dia60

Absorbancia

T Y T L T J T y
250 300 350 400 450

Comprimento de onda (nm)



43

5.3 SOLIDOS INORGANICOS PREPARADOS PELO METODO DE COPRECIPITAGAO EM
pH 7,4 a TEMPERATURA AMBIENTE

A partir dos resultados obtidos do estudo de estabilidade da AMOX e IBU em meios
aquosos e solidos, foi possivel definir a metodologia de sintese dos HDLs e hibridos pelo
método de coprecipitacdo nas condigcbes em que apresentaram maior estabilidade (pH 7,4 e
a temperatura ambiente).

Os difratogramas de raios X dos HDL Zn/Al e Zn/Al AMOX-IBU sé&o representados
na Figura 16. Os resultados obtidos evidenciam a formacdo de composto lamelar para o
HDL Zn/Al, devido aos padrdes de difracdo correspondentes aos compostos lamelares,
como por exemplo, as distancias interplanares (REBITSKI et al., 2019). O difratograma do
HDL Zn/Al apresentou duas reflexdes basais nitidas em &angulos baixos que foram
indexados (003) e (006) e dois picos de difracdo bem separados (110) e (113) eOm angulos
mais altos. A estrutura lamelar pode ser caracterizada como cristalina, evidenciada pela
presenca de picos intensos e finos (WANG et al., 2009a). O difratograma do HDL Zn/Al
AMOX-IBU apresentou angulos de difracdo proximos do HDL Zn/Al, porém com uma
estrutura amorfizada. Essa amorfizacédo indica a presenca dos farmacos na estrutura do
HDL. Foi observado um discreto deslocamento do pico (003) para angulos de difracdo mais
altos, o que sugere uma desorganizacdo da matriz lamelar.

Também foram identificados a presenca de sinais referentes a fase halita — cloreto
de sobdio (NaCl) nos difratogramas analisados, sendo identificados com (*). Essa
contaminacéo com cloreto de sodio € ocasionada pela formacdo do sal durante o processo
de sintese dos HDL, a lavagem excessiva e a utilizacdo de outra base para precipitar os
sélidos sdo maneiras eficazes de eliminar essa impureza, contudo, a depender da
guantidade de agua utilizada na etapa de lavagem os farmacos podem ser retirados das

matrizes lamelares.
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Figura 16 — Difratogramas de raios X do HDL Zn/Al (A) e HDL Zn/Al AMOX-IBU (B).
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Os difratogramas do HDL Mg/Al e Mg/Al AMOX-IBU representados no ANEXO J
apresentam baixa cristalinidade, sendo observado apenas uma reflexdo do plano basal
(003) com predominancia de picos da fase halita. Esses resultados demonstram uma baixa
reatividade do metal magnésio para a formacdo do HDL e uma alta contaminag¢do do
material com NaCl, o que pode ter prejudicado no aparecimento dos sinais referentes aos
HDL.

Como mencionado no item 5.2, ndo foi identificada através dos difratogramas a
formacédo de hidréxidos duplos lamelares nos compostos derivados de Mg/Fe nas condicdes
de sintese empregada. Um dos fatores que podem estar relacionados com a ndo formacgéo
do material lamelar é o pH, pois o0 pH pode néo ter sido suficiente para precipita-lo como
HDL, ocorrendo a formagdo de 6xidos de ferro que sdo mais estaveis. Os difratogramas do
HO-Fe e HO-Fe-AMOX-IBU encontram-se disponiveis no ANEXO K.

Os HDL e hibridos foram submetidos a analise por espectroscopia vibracional na
regidao do Infravermelho. A partir dos espectros do HDL Zn/Al e HDL Zn/Al-AMOX-IBU
representados na Figura 17 foi possivel identificar a presenca de bandas largas
caracteristicas de estiramentos de O-H das hidroxilas presente nas lamelas dos HDL em
3417 e 3400 cm-1 para o HDL Zn/Al e HDL Zn/AlI-AMOX-IBU, respectivamente. A banda
fraca em torno de 1600 cm-1 para o HDL Zn/Al e seu hibrido séo atribuidas a deformacéo

de &gua interlamelar. As duas bandas proximas a 1391 e 1357 cm-1 no HDL Zn/Al-AMOX-
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IBU podem ser atribuidas ao estiramento assimétrico e simétrico do grupamento COO- dos
farmacos, respectivamente. Quando comparada com as bandas dos farmacos livre descritas
na literatura (Quadro 6) é observado que no HDL essas bandas se deslocam para nimeros
de ondas mais baixo (BHARTI et al., 2018; REBITSKI et al., 2019). No hibrido as bandas
referentes ao HDL também se deslocaram para numeros de ondas mais baixos, o que
sugere uma forte interacdo entre os farmacos e as camadas do HDL, indicando que a

estrutura de camadas do HDL ndo foi alterada durante o processo de intercalagéo.

Figura 17 — Espectros de IV do HDL Zn/Al e HDL Zn/Al AMOX-IBU.
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Quadro 6 — Bandas no infravermelho do HDL Zn/Al, HDL Zn/Al-AMOX-IBU, AMOX

pura e IBU puro.

o 0*/5* (cm™)
Atribuicdes _
HDL zZn/Al | HDL Zn/Al AMOX-IBU | Amoxicilina pura | Ibuprofeno puro
0(0O-H) 3417 3400 - -
O(H-O-H) 1626 1611 - -
0(COO gjm )*** - 1357 1480 1421
0(COO sim ) **** - 1391 1517 1508

assim): €stiramento assimétrico do grupamento COO".

*v: estiramento; **®: deformacédo angular; ***v(COOQOsim): estiramento simétrico do grupamento COO’; ****v(COO’

Nos espectros de IV do HO-Fe, HO-Fe AMOX-IBU, HDL Mg/Al e Mg/Al AMOX-IBU
(ANEXO L e M) foram obtidos resultados analogos, porém para o HDL Mg/Al e HDL Mg/Al

AMOX-IBU ndo foram observadas bandas referentes aos farmacos, uma vez que a
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guantidade de HDL estava presente majoritariamente, podendo ter ocasionado a
sobreposicédo das bandas dos farmacos.

As micrografias de MEV dos solidos inorganicos e hibridos (Figura 18) revelam a
presenca de aglomerados na superficie dos HDL apds a coprecipitagdo com as farmacos. A
presenca dos anions organicos durante a coprecipitacdo conduz a uma morfologia diferente
da observada quando essa mesma metodologia € empregada na presenca de anions
pequenos inorganicos como carbonato e cloreto, favorecendo a formacao de placas, tipicas
de hidréxidos duplos lamelares (WANG; ZHANG, 2012). As micrografias representadas na
figura 14 indicam mudanc¢a morfolégica durante a etapa de associagdo dos farmacos no HO-
Fe e HDL Zn/Al. As demais micrografias encontram-se disponiveis no ANEXO N e O.

Figura 18 — Micrografias do HO-Fe (A), HO-Fe AMOX-IBU (B), HDL Zn/AIl(C) e HDL Zn/Al
AMOX-IBU (D).
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Os resultados de energia dispersiva de raios X (EDS) mostram que ndo ocorre a
formacdo do HDL nos compostos derivados de Mg/Fe, uma vez que a presenca do ferro
esta presente majoritariamente nas amostras analisadas. A auséncia de picos de fase halita
nos difratogramas de raios X do HO-Fe s&o confirmados pelos dados de EDS, como
demonstrado na Quadro 7, a quantidade de cloreto no HO-Fe é baixa e ndo é dectado a
presenca do metal sodio. Diferentemente para o HO-Fe-AMOX-IBU que é observado a
presenca de dos dois elementos. O teor de C, O e S no composto conduz para a presenga

de pouca quantidade de farmacos no material.
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Quadro 7 — Composi¢éo elementar em massa de regides dos compostos HO-Fe e HO-Fe-

AMOX-IBU.
Elemento % elementar em massa

HO-Fe HO-Fe-AMOX-IBU

@) 42,4 35,5

Fe 40,7 31,42

Cc 14,2 18,19

Cl 1,87 7,87

Na - 2,68

Mg 0,07 1,83

S - 0,27

Foram realizados ensaios de dessorcao dos farmacos presentes nas matrizes de
HDL para avaliar o tempo de liberacao e a solubilidade dos principios ativos. Os estudos de
dessorcao dos sélidos-farmacos em tampao fosfato pH 7,4 mostram um perfil de liberacéo
rapido “burst release” dos principios ativos (Quadro 8). Para a cinética, foi monitorada a
banda presente em 273 nm, pois ela é observada nos espectros de AMOX e IBU,
representando os dois farmacos. Para o HO-Fe foi observado a dessor¢éo de mais de 80%
dos principios ativos nos primeiros 5 minutos de cinética. Os HDL Zn/Al e Mg/Al
conseguiram reter os fArmacos nas matrizes por mais tempo nos primeiros minutos, porém o
HDL Zn/Al apresentou dessorcdo maxima apos 60 minutos de cinética. Os HDL Mg/Fe e

Mg/Al atingiram a concentracdo maxima dos farmacos apds 180 minutos de cinética.

Quadro 8 — Porcentagem dessorvida de principios ativos (AMOX e IBU) das matrizes em

tampao fosfato pH 7,4.

% dessorvida em 273 nm
Tempo HDL Mg/Fe HDL Mg/Al HDL Zn/Al
(min) AMOX-IBU AMOX-IBU AMOX-IBU
5 84 50 53
15 88 55 60
30 88 72 60
60 92 88 100
120 92 88 -
180 100 100 -

As guantificacbes de farmacos nos compostos foram realizadas através de
extracdes com solvente. Foram realizados testes preliminares com diversos solventes para
avaliar o melhor solvente que solubilizasse apenas o ibuprofeno. Inicialmente foi extraido o
IBU com diclorometano (fase orgéanica), através de lavagens do sobrenadante resultante da

cinética realizada anteriormente, essa lavagem ocorreu até a extin¢do total da absorbancia
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da banda em 263 nm. Apoés, pressupondo que havia apenas AMOX no sobrenadante final
(fase aquosa), realizou-se as leituras de todas as fases por espectroscopia eletrbnica na
regido do UV-vis (Quadro 9) e a partir da curva padrdo de cada farmaco (ANEXO P e Q)
determinou-se a concentracdo dos farmacos na solucdo tampéo e a porcentagem carreada
de cada farmaco nos HDL (Quadro 8).

Quadro 9 — Absorbancias das fases aquosas e organicas apés cada extragéo.

A =273 nm A =263 nhm

HDL HDL HDL HDL

Fase HO-Fe Fase HO-Fe
Zn/Al Mg/Al o Zn/Al Mg/Al

aquosa AMOX- organica AMOX-

AMOX- AMOX- AMOX- | AMOX-
IBU IBU

IBU IBU IBU IBU
1 0,33 0,24 0,21 1 0,15 - 0,07
2 0,28 0,24 0,17 2 0,08 - 0,07
3 0,27 0,22 0,15 3 0,05 0,10 0,03
4 0,27 0,21 0,14 4 0,04 0,07 0,04
5 0,26 0,20 0,12 5 0,04 0,05 0,03

Para a coprecipitacdo dos farmacos foram utilizados 10% em massa de cada
farmaco baseado na sintese do HDL sem o farmaco. Porém, a quantidade encapsulada
poderia ser menor ou exceder esse valor, pois a depender da quantidade formada de HDL e
da interacdo dos farmacos com cada matriz essa quantidade poderia sofrer alteracées. As
absorbancias utilizadas para determinacdo das concentracfes em cada equacdo da reta
foram baseadas na absorbancia final da fase aquosa (AMOX) e o somatério das
absorbéancias de cada extracdo da fase organica (IBU). Para determinar a porcentagem de
carreamento de cada farmaco nas matrizes, foram consideradas as massas dos HDL-
farmacos e os volumes dos tampdes utilizados nas cinéticas. Os valores encontrados
encontram-se no Quadro 10.

Quadro 10 - Porcentagem carreada de farmacos nas matrizes de HO-Fe, HDL Zn/Al e HDL

Mg/Al.
HO-Fe HDL Zn/Al HDL Mg/Al
Farmacos AMOX IBU AMOX IBU AMOX IBU
Absorbéancia 0,26 0,36 0,20 0,22 0,12 0,24
Concentragéo
4 0,09 0,15 0,07 0,05 0,04 0,06
(mgmL")
% carreada 9,39 14,78 7,12 4,64 4,09 6,09
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O HO-Fe e HDL Zn/Al apresentaram um maior teor de carreamento dos farmacos
em relacdo ao HDL Mg/Al, o que ja havia sido comprovado por outras caracterizacdes
realizadas. Os resultados obtidos demostram a nao reprodutibilidade na série de HDL
sintetizados, o que demonstra a falta de uniformidade de dosagem. Esses resultados
mostram que a metodologia aplicada ndo € eficiente para o carreamento dos principios
ativos, sendo necessaria a mudanca na metodologia de incorporacdo dos farmacos nas

matrizes lamelares.

5.4 SOLIDOS INORGANICOS SINTETIZADOS PELO METODO DE COPRECIPITACAO
EM pH 7,4 / 75°C E DISPERSOES SOLIDAS (DS)

Devido as limitacdes do método de sintese proposto anteriormente, foi estabelecida
uma nova metodologia de sintese que nao contribuisse para a degradacao dos farmacos. O
objetivo dessa nova metodologia € aumentar a cristalinidade dos compostos, obter um teor
de carreamento dos farmacos homogéneo e eliminar impurezas de cloreto de sédio. Para
isso, foram preparados os soélidos inorganicos derivados de Zn/Al, Mg/Al e Mg/Fe em
condicbes de pH 7,4 / 75°C.

Apesar dos estudos preliminares apontarem que essa temperatura pode ajudar na
degradacdo da amoxicilina, ela foi utilizada para aumentar a cristalinidade na etapa da
coprecipitacdo inicial, sem a presenca dos farmacos. Os compostos foram lavados
excessivamente com agua para a completa eliminacédo do cloreto, essa etapa foi possivel
uma vez que ainda ndo havia a presenca dos farmacos. Apds a obtencéo dos sélidos por
coprecipitacdo, os compostos foram mantidos por trés dias em aquecimento na presenca de
etanol. Essa etapa teve a finalidade de aumentar a area superficial dos compostos,
facilitando a entrada dos farmacos. Em seguida, foram preparadas as dipersdes soélidas
(DS) pela adicdo de 20% m/m (massas farmacos/massa sélido inorganico) nessa solucao a
temperatura ambiente.

A identificacdo dos picos dos difratogramas que serdo apresentados foram
acrescentados conforme buscas de trabalhos descritos na literatura e em comparagdo com
padrBes de raios X do banco de dados Power Diffraction File (ICDD-PDF), utilizando o
software Crystallographica Search-Match.

O difratograma de raios X do HDL Zn/Al e DS HDL Zn/Al-AMOX-IBU evidenciam a
formacdo da matriz lamelar (Figura 19) antes e ap0s o processo de dispersdo com 0sS
farmacos. A presenca de picos finos e intensos demostram que o material apresenta um alto
grau de cristalinidade. O perfil de difracdo observado € semelhante aos encontrados na
literatura (THOMAS et al., 2006). Os picos intensos e simétricos localizados em valores de
20 de 11,2°, 22,8°, sdo referentes, respectivamente, aos planos (003), (006) da estrutura do

HDL Zn/Al. As difracBes de DRX de baixa intensidade foram identificadas em valores de 26
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de 34,4°, 38,7°, 60° e 61,4° sdo atribuidas aos planos (012), (015), (110) e (113). Os
padrbées de difracdo do HDL Zn/Al-AMOX-IBU apresentam semelhangcas com o padrdes e
intensidades do HDL Zn/Al puro, indicando que os farmacos podem estar na superficie da

matriz lamelar e ndo intercalado.

Figura 19 — Difratogramas de raios X do HDL Zn/Al (A), DS HDL Zn/Al-AMOX-IBU (B) e
HDL Zn/Al da literatura (C).
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Os difratogramas de raios X do HDL Mg/Al e DS HDL Mg/Al-AMOX-IBU,
apresentado no ANEXO R demonstram que o material apresenta baixa cristalinidade em
comparacdo com o HDL Zn/Al. E possivel definir o material como lamelar devido as
repeticbes dos picos basais (003) e (006), porém pode nao ter ocorrido a formacéo completa
do HDL devido a auséncia de outros picos caracteristicos. Essa ma formacéo do composto
pode estar relacionada com o pH de sintese de coprecipitacao.

Os dados obtidos pela difratometria de raios X dos compostos sintetizados com
Mg/Fe (Figura 20) indicam que nao houve a formacdo do HDL, pois ndo foram identificados
picos que comprovassem a formacdo de material lamelar. Os resultados de DRX mostram
qgue had um perfil semelhante com o do mineral acaganeita (p-FeOOH) encontrado na
literatura e os picos também sdo compativeis com o padrao de referéncia da acaganeita no
banco de dados (CHITRAKAR et al., 2006). Por se tratar de um hidr(6xido) de ferro os
compostos foram nomeados como HO-Fe e HO-Fe-AMOX-IBU.
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Figura 20 — Difratogramas de raios X do HO-Fe (A), DS HO-Fe-AMOX-IBU (B) e acaganeita
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Concomitantemente aos dados de difracdo de raios X, 0s resultados de
espectroscopia de infravermelho do HDL Zn/Al e DS HDL Zn/AI-AMOX-IBU sugerem a
confirmacao da formacéo da matriz de HDL e a presenca dos farmacos em sua estrutura.

O espectro de IV do HDL Zn/Al e DS HDL Zn/Al-AMOX-IBU é apresentado na
Figura 21. Em ambos os espectros é possivel identificar a presenca da banda larga e
intensa referente ao estiramento do grupamento OH das hidroxilas das lamelas de HDL, em
torno de 3445 cm™ para o HDL Zn/Al e 3458 cm™ para a DS HDL Zn/Al-AMOX-IBU. A banda
fraca em torno de 1600 cm™ apresentadas nos dois espectros sdo atribuidas ao modo de
deformacédo angular de moléculas de 4gua presentes no dominio interlamelar dos HDL. No
espectro do HDL Zn/Al ainda é observada uma banda fraca de baixa intensidade em 1354
cm™ que é atribuida ao estiramento do fon carbonato que pode ter se formado devido a
absorcdo de gas atmosférico de CO,, uma vez que essa molécula é labil e consegue
estabilizar as lamelas de HDL.

No espectro da DS de HDL Zn/Al AMOX-IBU (Figura 21) sdo apresentadas bandas
gue confirmam a presenca dos farmacos no HDL Zn/Al. S&o observadas duas bandas fracas
(2955 e 2869 cm™) que sdo caracteristicas de estiramento assimétrico e simétrico de CHs
presente na estrutura do ibuprofeno, respectivamente. A banda fraca em 2926 cm™ é
caracteristica de estiramento assimétrico de CH, do anel aroméatico do ibuprofeno. As
bandas em 1515 e em 1642 cm™ s#o referentes ao estiramento simétrico e assimétrico do
grupo COO- dos farmacos.

Os espectros de IV do HDL Mg/Al e DS HDL Mg/Al AMOX-IBU apresentaram
bandas de estiramentos préximas as observadas para o HDL Zn/Al e DS HDL Mg/Al AMOX-
IBU, comprovando a presenca da estrutura lamelar nos compostos sintetizados. Os
espectros encontram-se disponiveis no ANEXO S.
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Figura 21 — Espectros vibracionais na regido do IV do HDL Zn/Al e DS HDL Zn/Al-AMOX-
IBU.
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Os espectros de IV de HO-Fe e DS HO-Fe-AMOX-IBU mostrados na Figura 22
apresentam bandas caracteristicas semelhantes aos HDL, portanto, ndo seria possivel
identificar a formacdo do hidr(6xido) sem a difracdo de raios X. A banda larga e intensa
presente em 3306 cm-1 é atribuida ao estiramento da ligacdo OH. A banda fraca presente
em 1620 cm-1 é caracteristica da vibracdo de flexdo de moléculas de agua adsorvida,
conforme trabalhados ja citados (FU et al., 2020). A banda referente ao estiramento OH é

encontrada no composto contendo os farmacos em 3391 cm-1.

Figura 22 — Espectros vibracionais na regido do IV do HO-Fe e HO-Fe-AMOX-IBU.
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A liberacdo dos farmacos foram monitoradas por espectroscopia eletrbnica na
regido do UV-vis nos primeiros dias apos a sintese das dispersdes e apos 110 dias. Os
estudos de cinética apresentaram curvas de concentracdo em funcdo do tempo com
comportamento semelhante para os trés compostos sintetizados. A libera¢do dos farmacos
ocorreu de forma simultanea, sendo liberado mais de 70% dos principios ativos apés 5
minutos para o HDL Zn/Al e HO-Fe. O HDL Mg/Al conseguiu reter os farmacos por um
pouco mais de tempo, atingindo liberacdo maior que 70% apo6s 10 minutos. Todos os
compostos atingiram sua concentracdo maxima ap6s 30 minutos em contato com 0 meio
tamponado.

A cinética de liberacao apresentou um perfil de liberacdo rapida dos farmacos “burst
release”, conforme observado no Quadro 11. Este fato pode ser um indicativo de que os
farmacos estejam na superficie dos soélidos inorganicos e por isso a liberagdo ocorreu de
maneira imediata na solucdo. Essa liberacdo imediata é considerada como vantajosa em

tratamentos que buscam uma acéo terapéutica rapida, como alivio de dor imediata.

Quadro 11 — Porcentagem dessorvida de principios ativos (AMOX e IBU) das matrizes em

tampao fosfato pH 7,4.

% dessorvida em 273 nm
Tempo HDL Zn/Al HDL Mg/Al HO-Fe
(min) AMOX-IBU AMOX-IBU AMOX-IBU
5 78,2 45,8 80
15 86,9 54,1 85
30 91,3 91,6 95
60 100 100 100

A partir da Figura 23 € possivel observar que apés 110 dias ndo foi detectada a
banda de absorcdo em 350 nm referente ao produto de degradacdo da amoxicilina. Esses
resultados reforcam a hipétese de que dispersdes de HDL com os farmacos conseguem

proteger os principios ativos contra degradagoes.
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Figura 23 — Espectro eletrénico na regido do UV-vis da DS HDL Zn/Al-AMOX-IBU ap6s 110
dias.
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Na Figura 24 sdo mostradas as micrografias de MEV do HDL Zn/Al e DS HDL
Zn/Al-AMOX-IBU. As imagens sugerem que o HDL Zn/Al apresenta caracteristicas de
material lamelar, sendo possivel a visualizacdo de camadas empilhadas. Apdés a
combinac&o com os farmacos o sélido perde suas caracteristicas e é detectada a presenca
de aglomerados em sua superficie.

A razdo molar utilizada na sintese do HDL Zn/Al pelo método de coprecipitacéo foi
a razao 2. No Quadro 12 é apresentado o percentual em massa dos elementos presentes na
amostra dos compostos e identificados por MEV-EDS. Para o HDL Zn/Al essa razéo ficou
em 4,27, enquanto que para a DS HDL Zn/AI-AMOX-IBU essa razao ficou em 2,35 , valor
préximo ao teodrico. Tal fato pode ser explicado pela escolha da regido a ser analisada
durante a caracterizacdo, pois a depender da regido escolhida pode haver variacdo na
composicao elementar. Percentuais altos de cloreto sdo encontrados no HDL puro, porém
os dados de difragdo de raios X mostram que ndo h& a presenca de picos caracteristicos da
fase halita nos materiais caracterizados, esses resultados sugerem que o cloreto detectado
possa estar adsorvido nas camadas de HDL. O percentual de cloreto € menor para a
dispersao sélida, o que pode estar relacionada com a troca dos anions cloreto pelas
moléculas dos farmacos durante o preparo das dispersdes. A DS HDL Zn/Al-AMOX-IBU
apresentou um alto contetado de carbono e tragos de enxofre, indicando a presenca dos

farmacos na matriz lamelar.
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Figura 24 — Microgafias de MEV do HDL Zn/Al (A) e DS HDL Zn/Al-AMOX-IBU (B).
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Quadro 12 — Composicéo elementar em massa de regides dos compostos HDL Zn/Al e
HDL Zn/Al-AMOX-IBU.

Elemento % elementar em massa
HDL Zn/Al HDL Zn/Al-AMOX-IBU
Zn 36,39 17,97
O 24,21 37,51
C 22,44 31,43
Al 8,51 7,63
Cl 8,45 4,95
S - 0,31

As imagens de MEV do HO-Fe e HO-Fe-AMOX-IBU (Figura 25) com ampliacdes de
1000 vezes, revelam a presenca de blocos com aparente area superficial elevada para o
HO-Fe. Diferentemente da micrografia do HO-Fe, o HO-Fe-AMOX-IBU apresenta morfologia
gue sugere a preseca de possiveis aglomerados de matéria organica na superficie.

Os dados da analise elementar por EDS dos elementos O, Fe, C, Cl e Mg dos
compostos HO-Fe e HO-Fe-AMOX-IBU estédo descritos na Quadro 13. Esses dados fazem
parte da interpretagdo dos resultados juntamente com as demais técnicas de IV e DRX.
Apesar desses resultados serem qualitativos, eles evidenciam a formacgdo majoritaria de
38,85% do metal ferro formado durante o processo de coprecipitacdo em relacdo a 1,15%
de magnésio, o que reafirma a formagdo do hidr(6xido) de ferro. Apds o processo de
dispersdo, nota-se que o teor de carbono na area analisada aumentou de 9,75% para
22,20%, esse aumento € recorrente a presenca de material organico na superficie do HO-
Fe. A presenca de enxofre no HO-Fe-AMOX-IBU confirmam a presencga de amoxicilina no

composto.
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Figura 25 — Microgafias de MEV do HO-Fe (A) e HO-Fe-AMOX-IBU (B).

Quadro 13 — Composicéo elementar em massa de regides dos compostos HO-Fe e HO-Fe-

AMOX-IBU.
Elemento % elementar em massa
HO-Fe HO-Fe-AMOX-IBU
© 46,76 43,75
Fe 38,85 31,79
C 9,75 22.20
cl 1,40 0,86
Mg 1,15 0.80
S - 017

As curvas de analise termogravimétricas do HDL Zn/Al, DS HDL Zn/Al-AMOX-IBU,
mistura de farmacos e farmacos individualmente sdo apresentas na Figura 26. Na curva de
TG do IBU puro é observada a decomposicao térmica do IBU ocorrendo a formacéo de CO,
e H,O e a perda abrupta de quase 100% de sua massa em 207 °C . Esse mesmo
comportamento ndo é observado quando é realizada a mistura com a AMOX, a curva da
mistura se assemelha com a curva de AMOX pura. Esses resultados demonstram que o
IBU na mistura pode estar sendo estabilizado pela AMOX. A curva da DS Zn/Al AMOX-IBU
mostra que o HDL Zn/Al e a AMOX protegem o IBU, uma vez que é observado o mesmo
perfil de decomposi¢cdo em ambos os compostos. Um residuo sdlido de 51,7% em massa &
observado do composto final de DS HDL Zn/Al AMOX-IBU, esse residuo é caracteristico da
formacéo de 6xidos no composto final.

As curvas de TG do HDL Mg/Al e DS HDL Mg/Al AMOX-IBU apresentaram o
mesmo comportamento observado para o HDL Zn/Al. Os termogramas seguem disponiveis

no ANEXO V.
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Figura 26 — Curvas de TG da mistura AMOX-IBU, HDL Zn/Al, DS HDL Zn/Al AMOX-IBU,
AMOX pura e IBU puro.
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O comportamento observado nas curvas de TG do HO-Fe e DS HO-Fe-AMOX-IBU
apresentados na Figura 27 também indicam para a estabilizacdo do IBU quando associado
na matriz do HO-Fe. Porém, diferentemente do comportamento observado para o HDL
Mg/Al e a DS HDL Zn/Al AMOX-IBU que em 600 °C apresenta uma perda de massa
constante, a curva de DS HO-Fe AMOX-IBU mostra que a decomposi¢cdo ndo ocorreu
completamente até a faixa de temperatura analisada, levantando a hip6tese de que o
compostos ainda possam estar reagindo, ocorrendo a formacao de complexos de ferro.

Os resultados obtidos demonstram que ndo existe uma intera¢do negativa quando
os farmacos estdo presentes nas matrizes de HDL e HO-Fe, 0 que converge com 0s

resultados de estudo de estabilidade em meio aquoso e soélido.
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Figura 27 — Curvas de TG da mistura AMOX-IBU, HO-Fe, DS HO-Fe AMOX-IBU, AMOX
pura e IBU puro.
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Gordijo e colaboradores realizaram a imobilizacdo de ibuprofeno em matrizes de
HDL Mg/Al sintetizado por diferentes métodos (troca-ibnica, coprecipitacdo e reconstrucao).
Os resultadados de analise térmica mostram curvas de TG semelhantes para os compostos
sintetizados pelos trés métodos, sendo observado uma mudanca significativa no
comportamento térmico do medicamento apds imobilizacdo. A estabilidade térmica do IBU
apresentou um leve aumento quando é intercalada entre as camadas de HDL (GORDIJO et
al., 2005).

5.6 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

As atividades antimicrobianas dos sélidos inorganicos derivados de Zn/Al, Mg/Al e
Mg/Fe preparados em pH 7,4/ 75 °C e suas dispersdes sélidas foram testadas frente a uma
bactéria Gram-positiva (Staphylococcus aureus). As concentragfes escolhidas para a
realizacdo dos ensaios foram as concentra¢cdes minimas inibitérias da amoxicilina (0,25 g
L-1) de estudos ja apresentados na literatura (WEBER et al., 2005). Como a sintese das
dispersdes foi realizada com 10% em massa de ambos os farmacos, entdo a massa
necessaria que continha essa concentracdo inibitéria de AMOX seria extremamente
pequena, dificultando assim a pesagem. Portanto, foi necessaria a preparacdo de uma
mistura fisica da dispersdo sélida com as matrizes puras, a partir dessa mistura foram

retiradas as massas necessarias para o ensaio.
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Apbs o periodo de incubagédo das amostras na presencga do in6culo foi observado
gue todos os frascos apresentaram turvacdo, indicando que havia ocorrido crescimento
bacteriano em todas as solu¢fes. Para determinacdo do nimero de unidade formadora de
colbnia por mL, utilizou-se a seguinte formula:

UFC / mL = n° de colbnias (contagem na placa entre 30 a 300 col6nias) x fator de diluicdo /
volume inoculando

Sendo o fator de diluicdo o inverso da diluicdo na qual a contagem de placas foi
realizada e o volume inoculado igual a 0,1 mL.

Os testes foram realizados em triplicata, os resultados mais satisfatérios do nimero
de UFC/mL estdo apresentados na Quadro 14. Na figura 28 sdo mostrados o crescimento
nas placas contendo o controle, o HDL Zn/Al e o HDL Zn/Al-AMOX-IBU. E possivel observar
gue existe uma diminuicdo do numero de microorganismos nas placas contendo o HDL
Zn/Al e DS HDL Zn/AI-AMOX-IBU em relacdo ao controle, considerando essa diminuicdo
podemos determinar que o HDL Zn/Al mesmo puro apresenta uma agao bacteriostatica, ou
seja, 0 composto age inibindo o crescimento bacteriano. Tal efeito € mais intensificado nas

amostra de Zn/Al contendo os farmacos.

Figura 28 — Contagem de microorganismos viaveis nas amostras do controle (A), HDL Zn/Al
(B) e HDL Zn/AI-AMOX-IBU (C).

Na Figura 29 encontram-se apresentadas placas de crescimento bacteriano do HDL
Mg/Al e DS HDL Mg/AI-AMOX-IBU. De maneira semelhante a observada nas placas de HDL
Zn/Al é possivel visualizar crescimento, porém menos intenso em relacdo ao controle de
viabilidade. O numero de colbnias na placa de HDL Mg/Al sem farmacos apresentou uma
maior mortalidade, podendo estar relacionada a lixiviagdo dos metais de Mg e Al ,

favorecendo a inibig&do bacteriana.
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Figura 29 — Contagem de microorganismos viaveis nas amostras do controle (A), HDL
Mg/Al (B) e HDL Mg/AlI-AMOX-IBU (C).

Por outro lado, na Figura 30 nota-se que ha um crescimento mais acentuado de
microorganismos nos compostos contendo o Ho-Fe e DS HO-Fe-AMOX-IBU quando
comparado com as outras placas contendo os HDL e suas dispersbes soélidas. Esses
resultados sugerem que o hidr(6xido) ndo seja tdo eficaz na inibicdo da S. aureus em

comparacao com os hidroxidos duplos lamelares.

Figura 30 — Contagem de microorganismos viaveis nas amostras do controle (A), HO-Fe (B)
e HO-Fe-AMOX-IBU (C).

As placas contendo HO-Fe foram consideradas como HDL Mg/Fe durante os
ensaios, uma vez que os resultados de difragdo de raios X (comprovando que de fato o

composto ndo era HDL) ainda ndo estavam disponiveis.
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Quadro 14 - Colbnias viaveis das amostras frente a S.aureus.

Compostos Numero de col6nias viaveis (UFC / mL)
Controle de viabilidade 2,08 x 10°
HDL Zn/Al 9,8 x 10°
HDL Zn/Al-AMOX-IBU 5,9 x 10°
HDL Mg/Al 1,83 x 10°
HDL Mg/Al-AMOX-IBU 2,71 x 10°
HO-Fe 1,10 x 10’
HO-Fe-AMOX-IBU 1,02 x 10’

Ensaios com AMOX e IBU foram realizados para avaliar a acdo dos farmacos
individualmente e em conjunto. Resultados realizados em triplicata e inseridas no ANEXO X,
demonstraram uma larga contaminacdo das placas que continham os farmacos sem a
presenca dos HDL ou HO-Fe, ndo sendo possivel a realizacdo da contagem bacteriana.
Esses resultados comprovam a acao de inibicdo dos principios ativos quando associadas
com as matrizes dos compostos inorganicos.

Os resultados de acgdo antimicrobiana dos HDL e suas dispersdes apresentam
resultados positivos quanto a sua acao antibacteriana. Trabalhos encontrados na literatura
gue utilizam ensaios de difusdo em disco ndo demonstram uma acdo potencialmente
promissora quando empregado o HDL puro. Ryu et al. incorporaram o antibiotico cefazolina
em HDL Zn/Al e estudaram a sua acao antibacteriana frente a bactéria S. aureus (ATCC
25923) com diferentes tempos de liberagdo, utilizando dgua e uma solucdo de NaCl 0,8%.
Os resultados apresentados ndo mostraram nenhuma acdo bacteriana quando utilizado
apenas o HDL, e quando utilizado o HDL-cefazolina a agcdo mostrou-se dependente do
tempo e mais eficiente na solu¢cdo de NaCl. Apesar de ter ocorrido a formac¢ao de uma zona
de inibicdo no HDL-cefazolina de maneira controlada, quando utilizada a cefazelina pura
essa zona apresentou uma inibicdo maior. Esse estudo demonstra que a matriz de HDL
somente melhora a eficiéncia antibacteriana da cefazolina quando empregada de forma
controlada (RYU et al., 2010).
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6 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

Neste trabalho, foi realizado um estudo da estabilidade dos farmacos amoxicilina e
ibuprofeno em funcédo do tempo, pH e temperatura. Os resultados de estabilidade em meio
agquoso, mostraram que a estabilidade da amoxicilina é totalmente dependente do tempo,
pH e temperatura, enquanto que o ibuprofeno mantem-se estavel em relacdo a todas as
variaveis empregadas. Os resultados de estabilidade em meio sélido vdo de encontro com
esses resultados, demonstrando que ao realizar misturas de compostos inorganicos
(sintetizados em condi¢cbes de pHs mais altos e temperaturas altas) com esses farmacos, a
susceptibilidade de degradacao da amoxicilina é potencialmente maior.

Para tanto, metodologia de sintese de sélidos inorgéanicos (Zn/Al, Mg/Al e Mg/Fe)
foram realizadas por coprecipitacdo em condi¢cdes de pH 7,4 / temperatura ambiente. Para
a impregnacdo dos farmacos nas matrizes foi a utilizada a mesma metodologia por
coprecipitacdo direta. Através das caracterizacfes realizadas foi comprovada a formacéo do
HDL Zn/Al, HDL Mg/Al e do HO-Fe. Os farmacos foram detectados com uma baixa
concentracdo e supostamente localizados na superficie externa dos sélidos, o que é
evidenciado pelos dados de DRX, IV, MEV e UV-vis. A contaminacdo dos compostos por
cloreto de sélido e a falta de uniformidade de dosagem dos farmacos em cada sélido
utilizado tornaram o método inviavel.

Contudo, foi proposta uma nova metodologia com o objetivo de barrar as limitacdes
anteriores. O aumento da cristalinidade do material, a obtencdo de doses uniformes de
amoxicilina e ibuprofeno nos soélidos e a formacdo de compostos sem contaminantes foram
pontos cruciais na nova metodologia. Foram preparados os HDL e HO-Fe pelo método de
coprecipitacdo (pH 7,4 / 75°C), apos foram realizadas dispersdes sélidas desses sdlidos
com os farmacos a temperatura ambiente. Através dos resultados apresentados nos
difratogramas de raios X foi demostrado a obtencdo de compostos puros e mais cristalinos,
porém ndao foi visualizado a presenca dos farmacos no dominio interlamelar dos HDL. Os
compostos apresentaram uma liberacdo rapida dos farmacos “burst realease”, o que é
considerado um ponto positivo em aplicacdes para tratamentos que necessitam de uma
acdo instantanea. Os resultados de UV-vis também demostraram que os soélidos protegem
os farmacos contra degradacgfes, ndo havendo mudanca da concentracao inicial e apés 110
dias de sintese. Os resultados obtidos através de analise térmica (TG) mostram que a
mistura de farmacos ajuda no efeito de estabilizacdo do IBU e que os farmacos né&o
apresentam comportamentos negativos quando incorporados as matrizes estudadas.

No estudo de atividade antibacteriana, os HDL e suas dispersdées mostraram-se
promissores na inibicdo da bactéria S.aureus, demonstrando uma acao bacteriostéatica tanto

com o HDL puro, quanto na presencga dos farmacos. O HO-Fe n&do apresentou essa agéo, o0
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gue consequentemente comprova que as matrizes de HDL apresentam propriedades mais
interessantes para aplicagcdes médicas.

Apesar dos resultados apresentados até o presente momento indicarem para o
sucesso das matrizes inorganicas, trabalhos futuros poderédo ainda ser desenvolvidos, tais
como:

e Estudos mais abrangentes sobre o mineral acaganeita, sendo ele um candidato
potencial para sistemas de entrega de farmacos;

e Metodologias que envolvam proporcdes diferentes de cada farmaco nas matrizes
poderao ser exploradas;

e Determinacdo dos compostos de degradacdo e monitoramento das cinéticas por
HPLC-UV;

e Sintese de HDL com os farmacos individualmente (HDL-AMOX e HDL-IBU) para
avaliar melhor o efeito individual e combinado;

e Realizacdo de mais ensaios biol6égicos com outras bactérias para demostrar a

potencial acdo bacteriana desses compostos, como o teste de difusdo em disco.
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ANEXO A — Reagentes utilizados nas sintese dos HDL e demais procedimentos.

p a Pureza
Reagentes Férmula Procedéncia (%)
Acido fosférico HsPO, VETEC 85
- . NATURALIS manipulacédo e i
Amoxicilina triidratada C16H19N305S.3H,0 homeopatia
Cloreto de aluminio
hexaidratado AICl;.6H,0 NEON 99,80
Cloreto de ferro Il hexaidratado FeCl;.6H,0 VETEC 97 — 102
Cloreto de magnésio A
hexaidratado MgCl,.6H,0O DINAMICA 99 - 102
Cloreto de zinco ZnCl, DINAMICA 97
Diclorometano CH,CI, NEON 99,98
Fosfato de po'tassm bibasico K,HPO, DINAMICA 98.0
anidro
Fosfato de sédio bibasico anidro Na,HPO, SYNTH 99,0
Fosfato de sédio bibasico
heptahidratado Na,HPO,.7H,O NEON 98,43
Fosfato de sodm monobasico NaH,PO, NEON 98,60
anidro
Fosfato de sodm monobasico NaH,PO,.H,0 VETEC 98-102
monohidratado
Hidréxido de sédio NaOH VETEC 97
Ibuprofeno CusH1s05 VOLTA A FLORA manipulagéo i

e homeopatia




ANEXO B - Espectros de UV-vis da estabilidade da AMOX em pH 2,2 apés 105 dias.

—— AMOX pH 2,2 dia1
—— AMOX pH 2,2 dia2
—— AMOX pH 2,2 dia3
—— AMOX pH 2,2 dia4
—— AMOX pH 2,2 dia8
—— AMOX pH 2,2 dia15
—— AMOX pH 2,2 dia45
—— AMOX pH 2,2 dia105

Absorbancia

T I T I T I T I T I T I T I T
200 250 300 350 400 450 500 550 600
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ANEXO C - Espectros de UV-vis da estabilidade da AMOX em pH 7,4 ap6s 105 dias.

—— AMOX pH 7,4 diaf
— AMOX pH 7,4 dia2
5 — AMOX pH 7,4 dia3
— AMOX pH 7,4 dia4
10 ] —— AMOX pH 7,4 dia8
— AMOX pH 7,4 dia15
— AMOX pH 7,4 dia45
—— AMOX pH 7,4 dia105

Absorbancia

0 ) =
[ T I T I T I T I T I T
200 250 300 350 400 450 500

Comprimento de onda (nm)



ANEXO D - Espectros de UV-vis da estabilidade da AMOX em pH 8,5 ap6s 105 dias.

—— AMOX pH 8,5 dia1
—— AMOX pH 8,5 dia2
—— AMOX pH 8,5 dia3
—— AMOX pH 8,5 dia4
—— AMOX pH 8,5 dia8
—— AMOX pH 8,5 dia15
—— AMOX pH 8,5 dia45
—— AMOX pH 8,5 dia105

Absorbancia

T I T I T I T I T I T I T I T
200 250 300 350 400 450 500 550 600

Comprimento de onda (nm)

ANEXO E - Espectros de UV-vis da estabilidade do IBU em pH 2,2 apés 105 dias.

25
—— IBU pH 2,2 dia1
—— IBU pH 2,2 dia2
| —— IBU pH 2,2 dia3
2,0 + —— IBU pH 2,2 dia4
—— IBU pH 2,2 dia8
—— IBU pH 2,2 dia15
S —— IBU pH 2,2 dia45
5 ™~ —— IBU pH 2,2 dia105
C
«0 4
o]
—
?
2 1,04
<
0,5
0,0 - —
T | T
200 250 300

Comprimento de onda (nm)



ANEXO F - Espectros de UV-vis da estabilidade do IBU em pH 7,4 apds 105 dias.

——IBU pH 7,4 dia1
—— IBU pH 7,4 dia2
—— IBU pH 7,4 dia3
—— IBU pH 7,4 dia4
— IBU pH 7,4 dia8
— IBU pH 7,4 dia15
IBU pH 7,4 dia45
— IBU pH 7,4 dia105

Absorbancia

T
300 350

T
200 250

Comprimento de onda (nm)

ANEXO G - Espectros de UV-vis da estabilidade do IBU em pH 8,5 apds 105 dias.

4,0

1 — IBU pH 8,5 dia1
— IBU pH 8,5 dia2
— IBU pH 8,5 dia3
— IBU pH 8,5 dia4
— IBU pH 8,5 dia8
—— IBU pH 8,5 dia15
—— IBU pH 8,5 dia45
—— IBU pH 8,5 dia105

Absorbancia

T T
200 250 300 350

Comprimento de onda(nm)
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ANEXO H - Espectros de UV-vis da estabilidade da AMOX em tampé&o fosfato pH 7,4 a

Absorbancia

60°C.

5 —— AMOX pH7,4 60°C 18h

—— AMOX pH7,4 60°C 24h

| —— AMOX pH7,4 60°C 44h

—— AMOX pH7,4 60°C 68h
4
3
2 J
14
04

T T T T T T T T
200 250 300 350 400 450

Comprimento de onda (nm)

500
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ANEXO | - Espectros de UV-vis da estabilidade do IBU em tampao fosfato pH 7,4 a 60°C.

Absorbancia

1,0

0,8 -

0,6 -

0,4 1

0,2 -

0,0

——IBU pH7,4 60°C 18h
—IBU pH7,4 60°C 24h
——IBU pH7,4 60°C 44h
——IBU pH7,4 60°C 68h

T
250

T T T
300 350 400

Comprimento de onda (nm)

T
450
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ANEXO J - Difratogramas de raios X do HDL Mg/Al (A) e HDL Mg/Al AMOX-IBU (B).

*
A
*
(U: . HDL Mg/Al
5 3 * *
> M * x
(0] ek, b
®
T | B 1
4]
C
8
£
*
s HDL Mg/Al AMOX-IBU
o * * *
- | ; I
10 20 30 40 50 60 70 80

26 (graus)

ANEXO K - Difratogramas de raios X do HO-Fe (A) e HO-Fe AMOX-IBU (B).

HDL Mg/Fe

Intensidade (u.a.)
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(003)
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(015)
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Transmitancia (%)

Transmitancia (u.a.)

ANEXO L — Espectros de IV do HDL Mg/Al e HDL Mg/Al AMOX-IBU.

[s2]
100 g

95

90 -

85

80

1 ——HDL Mg/Al

75 ——HDL Mg/Al AMOX-IBU
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3
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4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
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ANEXO M - Espectros de IV do HO-Fe e HO-Fe AMOX-IBU.
——HO-Fe
——HO-Fe AMOX-IBU
Tp]
<X
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ANEXO N - Micrografia de MEV do HDL Mg/Al.

2019/09/18 1345 H D87 x1.0k 100 pm

ANEXO O — Micrografia de MEV do HDL Mg/Al AMOX-IBU.

2019/09/18 1132 H D88 x1.0k
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ANEXO P - Curva de calibracdo da AMOX em tampé&o fosfato

Absorbancia

ANEXO Q — Curva de calibracdo do IBU em diclorometano.

Absorbancia

0,8

0,6

y=2,64x + 0,012 —— AMOX / tampé&o fosfato pH 7,4
R® = 0,99969

T T T T T T | T T
0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

Concentragdo (mg mL™)
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1,4 —

1,3 +

1,2

1,1+

——IBU / diclorometano
y=1,38x + 0,156

R’ = 0,98999

T T
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ANEXO R - Difratogramas de raios X do HDL Mg/Al (A) e DS HDL Mg/Al AMOX-IBU (B).

Intensidade (u.a.)

A
HDL Mg/Al
B
DS HDL Mg/AI-AMOX-IBU
10 20 30 40 50 60 70 80
26 (graus)

ANEXO S — Espectros de IV do HDL Mg/Al e DS HDL Mg/Al AMOX-IBU.

Transmitancia (u.a.)
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— DS HDL Mg/AlI-AMOX-IBU
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ANEXO T - Micrografia de MEV do HDL Mg/Al.

2019/09/19 11:07 H D83 x1.0k 100 pm

ANEXO U - Micrografia de MEV da DS HDL Mg/Al AMOX-IBU.

TM3030PIlus0029 2019/11/06 15:32 HMUDS8.7 x1.0k
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ANEXO V - Curvas de TG do da mistura AMOX-IBU, HDL Mg/Al, DS HDL Mg/Al AMOX-
IBU, AMOX pura e IBU puro.

——TG mistura AMOX-IBU
——TG HDL Mg/Al

——TG DS HDL Mg/Al AMOX-IBU
—TG AMOX

—TG IBU

80

;\c-:\ 60 - \
©
]
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I N I N I N 1
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ANEXO X — Contaminacao nas placas de AMOX, IBU e mistura AMOX-IBU.




